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Streszczenie
Wptyw modyfikacji struktury na wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne wybranych
naturalnych bioaktywnych zwigzkéw fenolowych majacych znaczenie w zywieniu cztowieka

Niniejsza praca doktorska bada modyfikacje strukturalne wybranych naturalnych zwigzkéw fenolowych,
w szczegolnosci flawonoidow, w celu zwiekszenia ich funkcjonalnosci w technologii zywnosci oraz terapii
onkologicznej. Praca koncentruje sie na takich zwigzkach jak resweratrol, kwercetyna, kaemferol i chryzyna,
analizujgc ich potencjat w poprawie efektow terapeutycznych lekdw przeciwnowotworowych poprzez aktywnosc¢
redoks. Badania pokazujg, w jaki sposob mozna optymalizowac te zwigzki do zastosowania w zywnosci
funkcjonalnej, poprawiajac ich biodostepnos¢ i whasciwosci antyoksydacyjne, co wspiera ich wigczenie do diet o
dziataniu przeciwnowotworowym. Wykorzystano metody obliczen kwantowo-mechanicznych, aby okresli¢ energie
orbitali molekularnych (HOMO-LUMO) oraz przerwy energetyczne (eGAP), co wykazato wyzszy potencjat redoks
zwigzkéw takich jak kwercetyna i kaemferol. Flawonoidy te, charakteryzujgce sie niskimi wartosciami eGAP,
wykazaty istotng aktywnos¢ antyoksydacyjng, co wspiera ich role w redukgji stresu oksydacyjnego i wzmacnianiu
skutecznosci chemioterapii poprzez indukcje apoptozy w komdrkach nowotworowych. Dodatkowo, badania
obejmowaty analize kompleksow flawonoidéw z metalami, takimi jak cynk i miedz, z zastosowaniem metod
spektrofotometrycznych (UV-Vis, FT-IR) oraz testow cytotoksycznosci na liniach komorkowych nowotworowych
(MCF-7 i MDA-MB-231). Kompleksy te wykazaty zwiekszong stabilno$¢ i bioaktywnos¢, co znaczaco zwieksza ich
potencjat terapeutyczny w zywnosci funkcjonalnej wspomagajgcej leczenie nowotworéw. W badaniach zwrécono
rowniez uwage na ograniczenia biodostepnosci i przeprowadzono analizy nad strategiami jej zwiekszenia poprzez
modyfikacje strukturalne. Wyniki sugeruja, ze zywno$¢ funkcjonalna wzbogacona w zmodyfikowane flawonoidy
moze by¢ wartosciowym uzupetnieniem terapii przeciwnowotworowych, zmniejszajgc skutki uboczne lekow i
poprawiajgc efekty terapeutyczne.

Stowa kluczowe: Zywrosc funkcjonalna, dietoterapia, biodostepnosc, metalokompleksy, tadunek elektronowy

Abstract
The influence of structural modifications on the physicochemical and biological properties of
selected natural bioactive phenolic compounds significant in human nutrition

This dissertation investigates the structural modifications of selected natural phenolic compounds,
particularly flavonoids, to enhance their functionality in food technology and cancer therapy. The research focuses
on compounds like resveratrol, quercetin, kaempferol, and chrysin, examining their potential to improve the
therapeutic effects of anticancer drugs through redox activity. The study explores how these compounds can be
optimized for use in functional foods, improving their bioavailability and antioxidant properties, thus supporting
their integration into cancer-preventive diets. Key methodologies include quantum-mechanical calculations to
determine molecular orbital energies (HOMO-LUMO) and energy gaps (eGAP), which highlight the enhanced redox
potential of compounds like quercetin and kaempferol. These flavonoids, with lower eGAP values, demonstrated
significant antioxidant activity, which supports their role in reducing oxidative stress and enhancing the efficacy of
chemotherapy by promoting apoptosis in cancer cells.In addition, the study investigates flavonoid-metal
complexes, particularly with zinc and copper, through spectrophotometric analysis (UV-Vis, FT-IR) and cytotoxicity
assays on cancer cell lines (MCF-7 and MDA-MB-231). These complexes demonstrated increased stability and
bioactivity, significantly improving their therapeutic potential in functional foods aimed at supporting cancer
treatment. The research also emphasizes the challenge of bioavailability and investigates strategies such as
structural modification to enhance the absorption and stability of these compounds. The findings suggest that
functional foods enriched with modified flavonoids could act as valuable supplements, complementing traditional
cancer therapies by reducing drug side effects and improving patient outcomes.

Keywords: functional foods, dietotherapy, bioavailability, metal complexes, electron charge
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I
Dorobek Naukowy

Tabela 1. taczne dane bibliometryczne doktoranta na dzien ztozenia rozprawy doktorskiej

Liczba publikacji z listy JCR 17 (w tym 6 artykutdw pierwszoautorskich)
Liczba publikacji spoza listy JCR 10

Sumaryczna liczba punktéw IF 64,07  zgodnie z punktacjg IF na 2023r.
Sumaryczna liczna puntkéw MNiSW 1980

Sumaryczna liczba cytowan 518 na dzien 29.09.2024 wg. bazy Google Scholar
Indeks Hirsha 11 na dzien 29.09.2024 wg. bazy Google Scholar

Niniejsza praca doktorska zostata zrealizowana w formie hybrydowej, f3czac
opublikowane artykuty naukowe (Tabela 1) z jeszcze nieupowszechnionymi wynikami badan.
Czesc¢ publikaciji, tworzaca spdjny tematycznie cykl, zostata wigczona do zasadniczej struktury
rozprawy, a jej uzupetnienie stanowig nieopublikowane rezultaty, ktore razem z
opublikowanymi artykutami w petni realizujg zatozenia i cele wyznaczone w temacie pracy.



1. Wykaz dorobku naukowego

1.1. Wykaz publikacji stanowiacych rozprawe doktorskqg
wchodzacych w skiad rozprawy

1.  Golonko, A., Pienkowski, T., Swistocka, R., tazny, R., Roszko, M., & Lewandowski, W.
(2019). Another look at phenolic compounds in cancer therapy: the effect of polyphenols on
ubiquitin-proteasome system. European Journal of Medicinal Chemistry, 167, 291-311.
Elsevier Masson. DOI: 10.1016/j.ejmech.2019.01.044; (IF: 6, 140 pkt MNiSW)

2. Golonko, A., Lewandowska, H., Swis’focka, R., Jasinska, U.T., Priebe, W., &
Lewandowski, W. (2019). Curcumin as tyrosine kinase inhibitor in cancer treatment. European
Journal  of  Medicinal  Chemistry, 181, 111512. Elsevier =~ Masson. DOI:
10.1016/j.ejmech.2019.07.015; (IF: 6, 140 pkt MNiSW)

3. Golonko, A., Olichwier, A.J., Swistocka, R., Szczerbinski, t., & Lewandowski, W.
(2022). Why do dietary flavonoids have a promising effect as enhancers of anthracyclines?
Hydroxyl substituents, bioavailability and biological activity. International Journal of Molecular
Sciences, 24(1), 391. MDPI. doi.org/10.3390/ijms24010391; (IF: 4.9, 140 pkt MNiSW)

4, Golonko, A., Pienkowski, T., éwis’rocka, R., Orzechowska, S., Marszatek, K.,
Szczerbinski, t., éwiergiel, A.H., & Lewandowski, W. (2024). Dietary factors and their
influence on immunotherapy strategies in oncology: A comprehensive review. Cell Death &
Disease, 15(4), 254. Nature Publishing Group UK London. doi: 10.1038/s41419-024-06641-
6. (IF: 8.1, 140 pkt MNiSW)

5.  Golonko, A., Olichwier, A. J., Szklaruk, A., Paszko, A., Swis+ocka, R., Szczerbinski, t.,
& Lewandowski, W. (2024). Apigenin's modulation of doxorubicin efficacy in breast cancer.
Molecules, 29(11), 2603. doi:10.3390/molecules29112603 (IF: 4,2, 140 pkt MNiSW)

6. Golonko, A., Olichwier, A. J., Paszko, A., Swis’focka, R., Szczerbinski, ., &
Lewandowski, W. (2024). Biomaterials in cancer therapy: Investigating the interaction
between kaempferol and zinc ions through computational, spectroscopic and biological
analyses. Materials, 17(11), 2526. doi:10.3390/ma17112526 (IF: 3,1, 140 pkt MNiSW)
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1.2. Wykaz pozostatych publikacji naukowych —
niewchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej

1.2.1. Publikacje JCR

Golonko, A., Swistocka, R., & Lewandowski, W. (2016). Quercetin-metal complexes as potential drugs with
anticancer activity. The structure, activity and bioavailability. Przemys/ Chemiczny, 95(9), 1774-1780.
Wydawnictwo Ksigzek i Czasopism SIGMA, Warszawa. doi: 10.15199/62.2016.9.24; (IF: 0.50, 100 pkt
MNiSW)

Grzybek, M., Golonko, A., Gorska, A., Szczepaniak, K., Strachecka, A., Lass, A., & Lisowski, P. (2018). The
CRISPR/Cas9 system sheds new lights on the biology of protozoan parasites. Applied Microbiology and
Biotechnology, 102, 4629-4640. Springer Berlin Heidelberg. DOI: 10.1007/s00253-018-8927-3; (IF: 3.9,
100 pkt MNiSW)

Matejczyk, M., Swistocka, R., Golonko, A., Lewandowski, W., & Hawrylik, E. (2018). Cytotoxic, genotoxic
and antimicrobial activity of caffeic and rosmarinic acids and their lithium, sodium and potassium salts as
potential anticancer compounds. Advances in Medical Sciences, 63(1), 14-21. Elsevier; DOI:
10.1016/j.advms.2017.07.003; (IF: 2.5, 100 pkt MNiSW)

Grzybek, M., Golonko, A., Walczak, M., & Lisowski, P. (2017). Epigenetics of cell fate reprogramming and
its implications for neurological disorders modelling. Neurobiology of Disease, 99, 84—120. Academic Press.
doi.org/10.1016/j.nbd.2016.11.007; (IF: 5.1, 100 pkt MNiSW)

Golonko, A., Pollak, A., Rydzanicz, M., Ploski, R., & Lisowski, P. (2017). Human induced pluripotent stem
cell (HIPSCS) based Huntington’s disease (HD) neurons and their genetic correction using personalized RNA-
guided designer nucleases (CAS9) mediated genome editing. Acta Neurobiologiae Experimentalis, 77(Suppl.
1). (IF: 1.4, 100 pkt MNiSW)

Lewandowski, W., Lewandowska, H., Golonko, A., Swiderski, G, éwis’focka, R., & Kalinowska, M. (2020).
Correlations between molecular structure and biological activity in "logical series" of dietary chromone
derivatives. PLoS One, 15(8), €0229477. Public Library of Science San Francisco, CA USA.
/doi.org/10.1371/journal.pone.0229477; (IF: 2.9, 100 pkt MNiSW)

Godlewska-Zytkiewicz, B., éwis’focka, R., Kalinowska, M., Golonko, A., Swiderski, G., Arciszewska, Z.,
Nalewajko-Sieliwoniuk, E., Naumowicz, M., & Lewandowski, W. (2020). Biologically active compounds of
plants: Structure-related antioxidant, microbiological and cytotoxic activity of selected carboxylic acids.
Materials, 13(19), 4454. MDPI. doi.org/10.3390/ma13194454; (IF: 3.57, 100 pkt MNiSW)

Choinska, R., Zawadzka, M., Golonko, A., Swisiocka, R., & Lewandowski, W. (2020). Kwas
cykoriowy i jego wiasciwosci lecznicze. Przemyst Chemiczny, 99(8), 1210-1214. Wydawnictwo SIGMA-NOT.
doi.org/10.15199/62.2020.8.19 (IF: 0.50, 100 pkt MNiSW)

éwiderski, G., tazny, R., Sienkiewicz, M., Kalinowska, M., éwis’focka, R., Acar, A.O., Golonko, A., Matejczyk,
M., & Lewandowski, W. (2021). Synthesis, spectroscopic, and theoretical study of copper and cobalt
complexes with dacarbazine. Materials, 14(12), 3274. MDPI. DOI: 10.3390/ma14123274; (IF: 3.1, 140 pkt
MNiSW)

Kowalczyk, M., Golonko, A., Swis’focka, R., Kalinowska, M., Parcheta, M., Swiergiel, A., & Lewandowski, W.
(2021). Drug design strategies for the treatment of viral disease. Plant phenolic compounds and their
derivatives. Frontiers in Pharmacology, 12, 709104. Frontiers. DOI: 10.3389/fphar.2021.709104; (IF: 4.4,
100 pkt MNiSW)

Szczerbinski, L., Golonko, A., Taylor, M., Puchta, U., Konopka, P., Paszko, A., Citko, A., Szczerbinski, K.,
Gorska, M., & Zabielski, P. (2021). Metabolomic profile of skeletal muscle and its change under a mixed-
mode exercise intervention in progressively dysglycemic subjects. Frontiers in Endocrinology, 12, 778442.
Frontiers Media SA. DOI: 10.3389/fendo.2021.778442; (IF: 3.9, 100 pkt MNiS
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1.2.2. Publikacje poza JCR

Golonko, A., Kalinowska, M., Swistocka, R., Swiderski, G., & Lewandowski, W. (2015).
Zastosowanie ;wiazkéw fenolowych i ich pochodnych w przemysle i medycynie. Budownictwo
i InZynieria Srodowiska, 6(4), 161-179. Politechnika Biatostocka. Oficyna Wydawnicza
Politechniki Biatostockiej. (Brak IF, 5 pkt MNiSW)

Lewandowski, W., Swistocka, R., Golonko, A., Swiderski, G., & Kalinowska, M. (2017).
Physicochemical investigation of caffeic acid and caffeinates with chosen metals (Na, Mg, Al,
Fe, Ru, Os). World Academy of Science, Engineering and Technology, International Journal
of Chemical and Molecular Engineering, 4(5). (Brak IF, brak pkt MNiSW)

Matejczyk, M., Golonko, A., & Chilmon, E. (2017). Aloe vera-wybrane wlasciwosci
biologiczne. Budownictwo i InZynieria Srodowiska, 8(4). (Brak IF, 5 pkt MNiSW)

Golonko, A., & Matejczyk, M. (2018). Dwa oblicza selenu. Wybrane aspekty aktywnosci
biologicznej selenu. Budownictwo i InZynieria Srodowiska, 9(2). (Brak IF, 5 pkt MNiSW)

Golonko, A, Swis’rocka, R., Kalinowska, M., & Lewandowski, W. (2019). Kwas taninowy-
sktadnik prozdrowotny czy antyodzywczy? Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-
Spozywczego, 74(3-4). (Brak IF, brak pkt MNiSW)

Golonko, A., Swistocka, R., Kalinowska, M., & Lewandowski, W. (2019). Tannic acid-a pro-
health or anti-nutritional compound? Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-
Spozywczego, 74(3/4), 89-101. Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego. (Brak
IF, brak pkt MNiSW)

Warpechowski, J., Olichwier, A., Golonko, A., Warpechowski, M., & Milewski, R. (2023).
Literature review—Transthoracic echocardiography, computed tomography angiography, and
their value in clinical decision making and outcome predictions in patients with COVID-19
associated cardiovascular complications. International Journal of Environmental Research and
Public Health, 20(12), 6123. MDPI. DOI: 10.3390/ijerph20126123; (IF: brak, 20 pkt MNiSW)

Golonko, A., Swislocka, R., & Lewandowski, W. (2023). Kompleksowanie kwercetyny
miedzig(II) a zdolnos¢ do interakcji z DNA. W Z. Hubicki (Red.), Nauka i przemyst: metody
spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci; Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie. ISBN 978-83-227-9700-6 (IF: brak, 20 pkt MNiSW)

Golonko, A. Z., Swistocka, R., & Lewandowski, W. (2020). Zwigzki kompleksowe chryzyny z
miedzig. Analiza fizykochemiczna i mozliwosci aplikacyjne. Nauka i przemyst — lubelskie
spotkania studenckie . Wydawnictwo UMCS. ISBN 978-83-227-9370-1 (IF: brak, 20 pkt
MNiSW)

Golonko, A., Szklaruk, A., Swis+ocka, R., & Lewandowski, W. (2024). Application of flavonoid
potential for metal complexing in food technology and nutrition. Wydawnictwo Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej. (ISBN 978-83-227-9805-8) (IF: brak, 20 pkt MNiSW)



1.3. Wykaz doniesien konferencyjnych innych zjazdow
naukowych (referaty, postery) z podziatem na krajowe i
miedzynarodowe

1.3.1. Referaty krajowe

. Golonko, A., Szklaruk, A., Paszko, A., Olichwier, A., Swistocka, R., Szczerbinski, ., &
Lewandowski, W. (2017, wrzesien 11-14). Huntington’s Disease HTT gene editing, clonal
isolation and differentiation into neurons of interest of patient-specific induced pluripotent
stem cells (hiPSCs) using high fidelity Cas9 system. Prezentacja na Miedzynarodowym
Kongresie Eurobiotech, Krakdw, Polska. Organizatorzy: Komitet Biotechnologii PAN, Wydziat
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego, Polska Federacja
Biotechnologii.

o Golonko, A., Swistocka, R., Paszko, A., & Lewandowski, W. (2019, czerwiec 27-29).
Bioaktywne sktadniki zawarte w lebiodce pospolitej (Origanum vulgare). Tworzenie
kompleksow z metalami jako metoda wzmocnienia aktywnosd przeciwdrobnoustrojower.
Prezentacja na VI Konferencji ,,Zwigzki biologicznie czynne: aktywnos$¢, struktura, synteza”,
Biatystok, Polska.

1.3.2. Referaty miedzynarodowe

o Golonko, A., Paszko, A., Szczerbinski, L., Swislocka, R., & Lewandowski, W. (2021).
Cytotoxic effects of combination of resveratrol and doxorubicin: Effects on mitochondrial
respiration. Prezentacja na Polyphenols Applications 2021, organizowana przez International
Society of Antioxidants.

o Golonko, A., Paszko, A., Swis’focka, R., Lewandowski, W., Citko, A., Szczerbinski, L.,
& Kretowski, A. (2023, sierpien 24). Modulation of Mitochondrial Function and Antioxidant
Response in Breast Cancer Treatment: A Study of the Combinational Therapy of Doxorubicin
and Kaempferol. Prezentacja na konferencji w Kopenhadze, Dania.

o Golonko, A., Pollak, A., Rydzanicz, M., Ptoski, R., & Lisowski, P. (2017). Human
induced pluripotent stem cell (hiPSCs) based Huntington’s Disease (HD) neurons and their
genetic correction using personalized RNA-guided designer nucleases (Cas9) mediated
genome editing. Prezentacja na The 13th International Congress of the Polish Neuroscience
Society, Warszawa, Polska.



1.3.3. Postery krajowe

Golonko, A., Olichwier, A., Szklaruk, A., Paszko, A., Swistocka, R., Szczerbinski, t., &
Lewandowski, W. (2022). The Role of Apigenin in Doxorubicin-Dependent Anti-Cancer
Action. Poster na Eurobiotech 2022, Krakéw, Polska.

Golonko, A., & Lisowski, P. (2016). Znaczenie metylacii DNA w patogenezie otepienia z
cechami neurodegeneracji. Poster na Ogdlnopolskiej Konferencji Bioinformatycznej ,Liczby,
Komputery, Zycie”, Krakéw, Polska.

Golonko, A., Lisowski, P., & Lewandowski, W. (2016). T7erapia genowa choroby
Huntingtona - inaktywacja neurotoksycznej ekspansji powtorzeri CAG za pomocg
spersonalizowanego, wysoce specyficznego systemu edycji genow. Poster na Ogolnopolskiej
Konferencji Neurobiologicznej ,,Neuron”, Lublin, Polska.

Golonko, A., Swistocka, R., & Lewandowski, W. (2016).  Mechanizmy
przeciwnowotworowego dziatania kurkuminy i jej kompleksow z metalami przejsciowymi.
Poster na konferencji ,,Postepy w Badaniach Biomedycznych”, Warszawa, Polska.

Golonko, A., Swistocka, R., & Lewandowski, W. (2016). Analiza hydroksypochodnych
kwasu cynamonowego i ich soli z wybranymi litowcami. Potencjalne zastosowanie badanych
zwigzkow w  biotechnologii i inZynierii srodowiska. Poster na konferencji ,Inzynieria
Srodowiska Mtodym Okiem”, Biatystok, Polska



1.3.4. Postery miedzynarodowe

o Swistocka, R., Golonko, A., Swiderski, G., Kalinowska, M., & Lewandowski, W. (2016).
Spectroscopic and crystallographic study of selected phenolic compounds. Poster na 3rd
European Crystallography School 2016, Chorwacja.

e Lewandowski, W., Swistocka, R., Golonko, A., Swiderski, G., & Kalinowska, M. (2017).
Investigation of Caffeic Acid and Caffeinates with Chosen Metals (Na, Mg, Al, Fe, Ru, Os).
Prezentacja na 19th International Conference on Advances in Chemistry and Applied
Chemistry, Singapur.

e Golonko, A., Swislocka, R., Paszko, A., Olichwier, A., Szczerbinski, t., & Lewandowski,
W. (2022). Synthesis, Structure and Molecular Mechanisms Responsible for the Cytotoxic
Activity of Natural Phenolic Compounds and Their Novel Complexes in Cancer Cells. Poster
na Gordon Research Conference on Natural Products and Bioactive Compounds, Andover,
USA.

o Lewandowski, W., Golonko, A., Swistocka, R., Paszko, A., Olichwier, A.J., & Szczerbiriski,
L. (2022). Biological properties of kaempferol conditioned by the presence of transition
metal ions: Structure-activity relationship. Prezentacja na Gordon Research Conference on
Natural Products and Bioactive Compounds, Andover, USA.

e Swislocka, R., Golonko, A., Baginska, S., Matejczyk, M., & Lewandowski, W. (2022). Can
the components of essential oils — monoterpenes be modern, functional and antioxidants
as well as save food preservatives?. Prezentacja na Gordon Research Conference on
Natural Products and Bioactive Compounds, Andover, USA.
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1.4. Wykaz innych aktywnosci naukowych

1.4.1. Granty, kierowane przez Doktorantke

Diamentowy Grant, edycja 2019, ,Bioaktywne flawonoidy pochodzenia roslinnego i ich
metalokompleksy w skojarzeniu z antybiotykami antracyklinowymi w terapii chordb
nowotworowych”, Ministwerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, 2019-2023, kierownik
grantu: Aleksandra Golonko, 0233/DIA/2019/48

1.4.2. Granty realizowane jako wspotwykonawca

Opus, Badania wplywu wybranych metali na zmiane wiasciwosci antyoksydacyjnych
zwigzkow naturalnych wystepujgcych w produktach zywnosciowych pochodzenia roslinnego,
kierownik: prof. dr hab. Wiodzimierz Lewandowski, 2015/17/B/NZ9/03581, finansowane
przez Narodowe Centrum Nauki, wykonawca 2016-2019

Opus, Badania zaleznosci miedzy strukturg molekularng a aktywnoscig biologiczng zwigzkow
pochodzenia naturalnego o potencjalnym dziataniu konserwujgcym i ich komplekséw z
metalami, kierownik: prof. dr hab. Wiodzimierz Lewandowski, 2018/29/B/NZ9/01997,
finansowane przez Narodowe Centrum Nauki, wykonawca 2019-2021

Opus, Badania nad poprawg selektywnosci i aktywnosci wybranych lekéw i naturalnych
zwigzkdw o wiasciwosciach przeciwnowotworowych pod wptywem kompleksowania
metalami, kierownik: prof. dr hab. Wiodzimierz Lewandowski, 2014/13/B/NZ7/02352,
finansowane przez Narodowe Centrum Nauki, wykonawca 2017-2018

1.4.3. Staze naukowe
Zaktad Klinicznej Biologii Molekularnej, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, lipiec-
sierpien 2016.

Zakiad Neurobiologii Naprawczej, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej
Akademii Nauk, sierpien 2017.

Zaktad Genetyki Medycznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny, maj-lipiec 2018.

1.4.4. Nagrody naukowe
2018 - stypendium za wybitne osiggniecia w nauce, przyznane przez Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego

2017- stypendium za wybitne osiggniecia w nauce, przyznane przez Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego

2020- Laureatka Nagrody Inteligentnego Rozwoju w kategorii Naukowiec Przysztosc
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II
Wprowadzenie

Zwigzki fenolowe, znane réwniez jako hydroksybenzeny, stanowig niezwykle
zroznicowang i bogatg grupe zwigzkéw organicznych, ktére charakteryzujg sie obecnoscig
grupy hydroksylowej (-OH) przytaczonej do pierscienia aromatycznego. Ich obecnos$¢ w
strukturach chemicznych prowadzi do unikalnych wiasciwosci fizykochemicznych, ktére
sprawiajg, ze zwigzki te sg interesujgce zarowno z naukowego, jak i przemystowego punktu
widzenia. Mogg one petni¢ funkcje antyoksydantéw, zapobiegajac uszkodzeniom komorek
wywotanym przez reaktywne formy tlenu (ROS). Ta zdolno$¢ do neutralizacji wolnych
rodnikdw przyczynia sie do ich ochronnego dziatania w organizmach roslinnych i zwierzecych,
w tym cziowieka.

Z wigzki fenolowe wystepujg powszechnie w naturze, w szczegdlnosci w roslinach, gdzie petniag
funkcje metabolitdw wtdrnych, wptywajacych na rdézne procesy biochemiczne. Wsrdd
najwazniejszych funkgcji tych zwigzkédw mozna wymieni¢ ich udziat w ochronie roslin przed
patogenami, owadami oraz stresami abiotycznymi, takimi jak promieniowanie UV czy
zanieczyszczenia $rodowiska. W organizmach roslinnych zwigzki fenolowe sg rowniez
zaangazowane w procesy sygnalizacji miedzykomorkowej, regulujgc réznorodne szlaki
metaboliczne. Ich wtasciwosci antyoksydacyjne oraz zdolnos$¢ do tworzenia wigzan
wodorowych czynig zwigzki fenolowe wyjatkowo cennymi w przemysle. W przemysle
chemicznym zwigzki te sg uzywane m.in. do produkcji tworzyw sztucznych, srodkéw
dezynfekujacych, a takze jako prekursory w syntezie bardziej ztozonych zwigzkéw
organicznych, takich jak farmaceutyki czy barwniki. Ponadto, zwigzki fenolowe sg szeroko
wykorzystywane w przemysle spozywczym ze wzgledu na ich korzystne whasciwosci
prozdrowotne.

W ostatnich latach zwigzki fenolowe, zwtaszcza flawonoidy, zyskaty ogromne
znaczenie w kontekscie zywienia cztowieka, stajgc sie jednym z najwazniejszych sktadnikéw
bioaktywnych spozywanych wraz z codzienng dietg. Flawonoidy sg obecne w wielu
produktach spozywczych, takich jak owoce, warzywa, nasiona roslin strgczkowych, orzechy,
herbaty oraz wino. W literaturze naukowej wykazano, ze zwigzki te majg zdolno$¢ do
dziatania jako przeciwutleniacze, przeciwdziatajgc skutkom stresu oksydacyjnego, ktory jest
jednym z gtdwnych czynnikdw przyczyniajgcych sie do starzenia organizmu oraz rozwoju
chordb przewlektych, takich jak nowotwory, choroby sercowo-naczyniowe oraz
neurodegeneracyjne.Celem niniejszej pracy badawczej jest zbadanie zaleznosci miedzy
strukturg chemiczng a aktywnoscig biologiczng wybranych zwigzkdw fenolowych, takich jak
resweratrol, chryzyna, apigenina, kaempferol, kwercetyna oraz mirycetyna, jak réwniez
kompleksdw tworzonych przez te zwigzki z wybranymi jonami metali. Badania te majg na
celu ocene wihasciwosci biologicznych tych zwigzkéw w kontekscie ich potencjalnego
zastosowania w zywieniu funkcjonalnym i specjalistycznym, szczegdlnie w prewencji chorob
oraz wspieraniu zdrowia pacjentdéw poddawanych terapii onkologicznej. Zaktada sie, ze

tworzenie komplekséw .



z metalami moze prowadzi¢ do modyfikacji wtasciwosci fizykochemicznych flawonoidéw, co
w konsekwencji mogtoby poprawi¢ ich biodostepnos¢ oraz zwiekszy¢ ich aktywnosé
biologiczng. W szczegdlnosci badania majg na celu zrozumienie, w jaki sposob takie
modyfikacje wptywajg na zdolnos¢ flawonoiddw do modulowania aktywnosci lekdw
przeciwnowotworowych oraz ich potencjalne zastosowanie jako skfadnikdw Zzywnosci
funkcjonalne;j.

W badaniach jako materiat badawczy wykorzystano zaréwno czyste flawonoidy, jak i
ich kompleksy z wybranymi jonami metali, co pozwolito na dogtebne zbadanie ich wiasciwosci
biologicznych i fizykochemicznych. Do badan wybrano szesS¢ flawonoiddw: resweratrol,
chryzyne, apigenine, kaempferol, kwercetyne i mirycetyne. Kazdy z tych zwigzkdéw zostat
poddany optymalizacji geometrii molekularnej za pomocg kwantowo-chemicznych metod
obliczeniowych. Struktury tych zwigzkéw pobrano z bazy danych PubChem, a nastepnie
poddano przeksztatceniu do formatu programu Gaussian (format .gjf) w celu optymalizacji
geometrii z uzyciem funkcjonatu hybrydowego B3LYP z podstawami 6-31G(d,p). Badania te
mialy na celu uzyskanie najbardziej stabilnych struktur molekularnych, ktére stanowity
podstawe do dalszych analiz.

Do badain komplekséw flawonoidéw z metalami uzyto trzech grup metali. Pierwsza
grupa obejmowata makroelementy, takie jak séd, potas, magnez i wapn, ktore petnig istotne
funkcje w organizmach zywych, a ich interakcje z flawonoidami mogg wptywac na réwnowage
elektrolitowg i procesy metaboliczne. Druga grupa to metale zaangazowane w reakcje
metaboliczne na poziomie komérkowym, w tym Zelazo, mangan, cynk i miedz. Te metale
petnig kluczowa role w procesach oksydoredukcyjnych i wchodzg w interakcje z flawonoidami,
co moze zwiekszac ich wiasciwosci antyoksydacyjne i modulowac ich biodostepnos¢. Trzecig
grupe stanowity metale toksyczne, takie jak ruten, osm, pallad i platyna, ktére sg znane z
wyzszej toksycznosci oraz zdolnosci do tworzenia stabilnych komplekséw z ligandami. Badania
nad tg grupg metali mialy na celu zrozumienie, w jaki sposob te interakcje wptywajg na
wiasciwosci biologiczne flawonoiddw, szczegdinie w kontekscie toksycznosci i potencjalnych
zanieczyszczen Srodowiskowych.

Wszystkie kompleksy ligand-metal poddano optymalizacji geometrii, analizie rozktadu
tadunku elektronowego oraz badaniu indekséw aromatycznosci. Do optymalizacji uzyto
funkcjonatu B3LYP oraz podstaw 6-31G(d,p) dla ligandéw, natomiast dla metali zastosowano
pseudopotencjaty ECP (Effective Core Potential), co pozwolito na doktadne odwzorowanie
wihasciwosci  elektronowych badanych uktadéw. Rozktad tadunku elektronowego w
kompleksach analizowano za pomocg analizy populacyjnej NPA (Natural Population Analysis),
co umozliwito ocene lokalizacji nadmiaru tadunku elektronowego oraz zrozumienie, jak te
interakcje wptywajg na reaktywno$¢ chemiczng ligandéw. Indeksy aromatycznosci, takie jak
HOMA (Harmonic Oscillator Model of Aromaticity), zostaty obliczone dla ligandéw i ich
kompleksdw, aby oceni¢, jak zmieniajg sie wiasciwosci aromatyczne w wyniku tworzenia
komplekséw z metalami.

Dodatkowo, w badaniach zastosowano obliczenia granicznej gestosci rodnikowej oraz
potencjatu elektrostatycznego. Obliczenia HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) i LUMO
(Lowest Unoccupied Molecular Orbital) pozwolity na ocene reaktywnosci chemicznej
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komplekséw oraz ich stabilnosci. Na podstawie réznicy energii HOMO-LUMO okre$lono
stabilno$¢ rodnikowg badanych komplekséw. Potencjat elektrostatyczny (ESP) zostat
obliczony na powierzchni czasteczki, co pozwolito na wizualizacje obszaréw o zréznicowanej
gestosci tadunku elektronowego. Te analizy miaty kluczowe znaczenie dla zrozumienia, jak
flawonoidy i ich kompleksy mogg oddziatywac z innymi czgsteczkami, np. biatkami lub lekami
przeciwnowotworowymi.

W badaniach ztozonych wiasciwosci fizykochemicznych uwzgledniono réwniez energie
dysocjacji wigzan (BDE, Bond Dissociation Energy) oraz funkcje Fukui, co pozwolito na
doktadng ocene stabilnosci i reaktywnosci badanych zwigzkéw. Obliczenia BDE dostarczyty
informacji na temat sity wigzan ligand-metal, a analiza Fukui umozliwita identyfikacje miejsc
0 najwiekszej reaktywnosci nukleofilowej i elektrofilowej w badanych czasteczkach. Dalsze
badania obejmowaty zastosowanie narzedzi obliczeniowych do analizy biodostepnosci
flawonoidéw i ich kompleksow. Wykorzystano takie parametry jak TPSA (topologiczna
powierzchnia polarna) oraz LogP, co pozwolito na oszacowanie zdolnosSci czasteczek do
przenikania przez btony biologiczne oraz przewidywania ich absorpcji jelitowe;j.

3. Aktualna wiedza- przeglad literatury

Zwigzki fenolowe, znane rowniez, jako hydroksybenzeny, stanowig obszerng grupe
zwigzkéw organicznych, charakteryzujacych sie obecnoscia grupy hydroksylowej (-OH)
bezposrednio przytgczonej do pierscienia aromatycznego. Zwigzki te wykazujg szerokie
spektrum wiasciwosci chemicznych i fizycznych, co czyni je interesujgcymi zaréwno z
naukowego, jak i aplikacyjnego punktu widzenia.

Zwigzki te wystepujg powszechnie w przyrodzie - w roslinach i w organizmach
zwierzecych, gdzie petnig role antyoksydantéw, chronigc komérki przed uszkodzeniem
oksydacyjnym. W roslinach polifenole sg kluczowymi skfadnikami metabolitdw wtérnych.
Odgrywajg one role w obronie przed patogenami oraz w procesach sygnalizacji
miedzykomdrkowej. Zwigzki te mogg by¢ réwniez syntetyzowane przemystowo i znajdujg
szerokie zastosowanie w produkgji tworzyw sztucznych, srodkéw dezynfekujgcych oraz jako
prekursory w syntezie bardziej ztozonych zwigzkéw organicznych. Ich unikalne wiasciwosdi,
takie jak zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych oraz udziat w reakcjach elektrofilowych,
sprawiajg, ze sg one przedmiotem intensywnych badan naukowych, majacych na celu
zrozumienie ich funkcji biologicznych oraz mozliwosci zastosowan technologicznych (Janabi i
wsp., 2020).

W zaleznosci od liczby i rozmieszczenia grup hydroksylowych oraz obecnosci innych grup
funkcyjnych, zwigzki fenolowe mogg przyjmowac rézne formy strukturalne, co przektada sie
na ich réznorodnos¢ funkcjonalng. Przyktadowo, proste czasteczki, takie jak hydrochinon,
zawierajg pojedynczg grupe hydroksylowg, podczas gdy polifenole, takie jak kwas galusowy,
zawierajg wiele grup hydroksylowych, co zwieksza ich zdolno$¢ do dziatania, jako
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przeciwutleniacze. Pod wzgledem wystepowania, zwigzki fenolowe sg powszechnie spotykane
w Swiecie roslin, gdzie petnig réznorodne funkcje biologiczne, w tym ochrone przed
szkodnikami i patogenami, udziat w procesach wzrostu i rozwoju, a takze w reakcjach
obronnych przeciwko stresowi oksydacyjnemu. Flawonoidy (tabela 2.), bedace jedng z
najbardziej zrdznicowanych grup zwigzkéw fenolowych, wystepujg obficie w owocach,
warzywach, herbatach i winie, gdzie odpowidajg za ich barwe, smak oraz nadajg wiele
wihasciwosci zdrowotnych. Stilbeny (tabela 2.), takie jak resweratrol, mozna znalezé w
skdrkach winogron i niektdrych jagodach, a lignany (tabela 2.) sg obecne w nasionach Inu,
sezamu i niektorych ziarnach zbdz. Kumaryny (tabela 2.) natomiast wystepujg w wielu
rodlinach aromatycznych, takich jak cynamon czy koper wioski, i sg stosowane w medycynie
ze wzgledu na swoje wilasciwosci przeciwzakrzepowe. Wszystkie te zwigzki odgrywaja
kluczowg role nie tylko w metabolizmie roslin, ale takze majg istotne znaczenie dla zdrowia
ludzkiego, wykazujac szereg wiasciwosci terapeutycznych, takich jak dziatanie
przeciwutleniajgce, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe (Kaushal i
wsp., 2022).
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Tabela 2. Podziat zwigzkéw fenolowych wraz z ich charakterystykg i przyktadami (Kaushal i

wsp., 2022).

Klasa

Zwigzkow Charakterystyka Przyktady

Fenolowych

Proste Zavrvzle*ragog]edna grduope hydri?al:zzilgxg Hydrochinon,  Katechol,

Fenole przy'a a P Resorcinol
benzenowego.
Zawierajg dwie lub wiecej grup

Polifenole hydroksylowych  przytaczonych do Kwas galusowy, —Kwas

pierécienia aromatycznego.

elagowy

Fenolokwasy

Zawierajg grupe karboksylowg i
hydroksylowa przytaczone do
pierécienia aromatycznego.

Kwas salicylowy, Kwas
ferulowy, Kwas kawowy

Duza grupa zwigzkéw fenolowych o

Flawonole:  kwercetyna,
kemferol;

Flawony. apigenina,
luteolina;;

Izoflawony:  genisteina,
daidzeina

Flawonoidy strukturze bazujgcej na szkielecie -
flawonu. Wyréznia sie kilka podklas. Flawanony. naryngenina,
hesperetyna;
Flawan-3-ole (katechiny):
katechina, epikatechina;
Antocyjany.  cyjanidyna,
delfinidyna
Zawierajg dwie grupy hydroksylowe
Stilbeny przytaczone do dwoch pierscieni Resweratrol
aromatycznych potaczonych
mostkiem weglowym.
Dimerowe zwigzki fenolowe powstajgce . L
. . X . Sekoizolaricirezinol,
Lignany przez faczenie dwodch jednostek
Enterolakton
fenolowych.
Kumaryny Zwigzki o strukturze benzo-a-pironu. Umbeliferon, Eskuletyna
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3.1. Zwiazki fenolowe w diecie cztowieka

Flawonoidy, bedace jedng z najwazniejszych grup zwigzkdw fenolowych, odgrywaja
istotng role w utrzymaniu zdrowia dzieki swoim licznym wiasciwosciom biologicznym i
terapeutycznym.

Flawonoidy, spozywane w naturalnej postaci wraz z owocami i warzywami, sg
nietoksyczne i moga przynosic¢ znaczace korzysci zdrowotne dla organizmu cziowieka. Badania
pokazujg, ze zywnos$¢ bogata w flawonoidy, taka jak warzywa lisciaste i korzeniowe, warzywa
strgczkowe, owoce jagodowe np. zurawina i jezyny, sg szczegdlnie korzystna dla zdrowia
(Panche i wsp., 2016). Ponadto, inne produkty spozywcze, w tym czerwone i zétte owoce i
warzywa, niektdre orzechy oraz produkty takie jak czerwone wino i czekolada, réwniez
zawierajg znaczne ilosci flawonoidéw, co wzbudza rosngce zainteresowanie zaréwno wsrod
konsumentéw, jak i producentdw zywnosSci, dagzacych do wzbogacania produktéw
spozywczych w te bioaktywne zwigzki (Panche i wsp., 2016). Flawonoidy wykazujg zdolnos¢
do neutralizowania wolnych rodnikdw, co chroni komorki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi
(Middleton i wsp., 2000). Dodatkowo, ich dziatanie przeciwzapalne wynika z modulacji
szlakdw sygnalizacyjnych w komdrkach, w tym inhibicji czynnikéw transkrypcyjnych NF-«kB
(ang. Nuclear Factor kappa B) i AP-1 (ang. Activator Protein 1), ktore odgrywajg kluczowg
role w odpowiedzi zapalnej (Williams i wsp., 2004).

3.1.1. Dzialanie prozdrowotne

Najnowsze badania naukowe sugerujg, ze flawonoidy mogg odgrywac kluczowg role
w profilaktyce zdrowotnej poprzez aktywacje enzymdw odpowiedzialnych za redukcje ryzyka
rozwoju  niektérych  nowotwordw, chordb  sercowo-naczyniowych oraz chordb
degeneracyjnych zwigzanych z procesem starzenia sie. Mechanizmy te obejmujg indukcje
enzymow detoksykacyjnych, takich jak glutationo-S-transferazy i UDP-
glukuronozylotransferazy, ktére wspierajg neutralizacje i eliminacje potencjalnie szkodliwych
substancji chemicznych z organizmu. Dziataja one takze na poziomie komdrkowym,
modulujgc aktywnos$¢ komorek odpornosciowych, takich jak limfocyty, makrofagi i komorki
NK (ang. natural killer), co wspiera odpowiedz immunologiczng i zwieksza zdolno$¢ organizmu
do eliminacji patogenéw (Burkard i wsp., 2017).

Flawonoidy wykazujg rowniez zdolnos¢ do hamowania utleniania lipoprotein o niskiej
gestosci (LDL — ang. /ow dencity lipoproteins), co zmniejsza ryzyko tworzenia sie blaszek
miazdzycowych i rozwoju chordb sercowo-naczyniowych. Wzbogacanie zywnosci w
flawonoidy, poprzez dodawanie ekstraktow z roslin bogatych w te zwigzki lub przez procesy
technologiczne zwiekszajgce ich biodostepnosé, staje sie coraz bardziej popularne w
przemysle spozywczym. Przyktadami takich produktéw mogg byé soki owocowe, napoje
funkcjonalne, batony zbozowe oraz réznego rodzaju suplementy diety. Przyktadem
zastosowania flawonoiddw zywnosci funkcjonalnej jest opatentowany produkt Eriomin, ktdry
zawiera ekstrakt flawonoidowy pozyskiwany z cytryn (Farzaei i wsp 2019). Eriomin zostat
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opracowany jako suplement diety majacy na celu zarzadzanie poziomem glukozy we krwi u
0s6b z predyspozycjami do cukrzycy typu 2. Badania kliniczne wykazaty, ze Eriomin skutecznie
obniza rézne wskazniki zwigzane z insulinoopornoscig i stresem oksydacyjnym, co czyni go
cennym sktadnikiem zywieniowym w prewencji cukrzycy oraz innych zaburzen metabolicznych
(NCT06005142).

3.1.2. Flawonoidy w prewencji choréb nowotworowych

Jednym z gtéwnych obszaréw zainteresowania badaczy jest potencjalne dziatanie
przeciwnowotworowe zwigzkdw fenolowych. W badaniach Oh, J.K i in. (2015)
przeprowadzonych w prospektywnym badaniu kohortowym z udziatem 42099 szwedzkich
kobiet w wieku 30-49 lat, z wykorzystaniem FFQ (ang. food frequency questionnaire,
kwestionariusz czestosci spozycia zywnosci), dane wykazaty, ze kobiety spozywajgce duzag
ilos¢ kawy (3—4 filizanki dziennie) miaty zmniejszone ryzyko raka piersi (RR: 0,87, 95% CI:
0,76-1,00) (Oh i wsp., 2015). W badaniach epidemiologicznych, takich jak te przeprowadzone
przez Zamora-Ros i in. (2013), wykazano odwrotng korelacje miedzy spozyciem flawonoidow
a ryzykiem wystgpienia raka jelita grubego. W badaniu typu case-control, w ktorym
uczestniczyty 424 osoby chore na raka jelita grubego oraz 401 zdrowych oséb z grupy
kontrolnej, wykazano, ze wysokie spozycie flawonoidow wigze sie z mniejszym ryzykiem
zachorowania na ten rodzaj nowotworu (OR: 0,59, 95% CI, 0,35-0,99). Szczegdlnie istotne
okazaty sie podklasy flawonoiddw, takie jak proantocyjanidyny i flawony, ktore wykazywaty
silniejszy efekt prewencyijny.

Flawonoidy mogg wywiera¢ swoje dziatanie przeciwnowotworowe poprzez rézne
mechanizmy. Przede wszystkim dziatajg jako silne przeciwutleniacze, neutralizujgc wolne
rodniki, ktore mogg uszkadza¢ DNA i prowadzi¢ do powstawania nowotwordw. Ponadto,
flawonoidy mogg wptywac na procesy zapalne, hamujgc aktywno$¢ enzymow takich jak
cyklooksygenaza-2 (COX-2; ang. cyclooxygenase-2), ktdére s zaangazowane w promocje
nowotwordw. Istniejg réwniez dowody, ze niektdre flawonoidy mogg indukowaé apoptoze
(programowang Smieré¢ komdrek) w komdrkach nowotworowych oraz hamowaé angiogeneze,
czyli tworzenie nowych naczyn krwionosnych, ktére dostarczajg sktadniki odzywcze do guzéw.

Badania nad chemoprewencjg wykazaty, ze mechanizmy dziatania zwigzkéw roslinnych
i nutraceutykéw w zapobieganiu nowotworom wykraczajg poza aktywno$c¢ przeciwutleniajgca
polegajacg na neutralizowaniu wolnych rodnikéw. Obejmujg one regulacje ekspresji gendw
zwigzanych z proliferacja komdrek, onkogenami i genami supresorowymi nowotworow,
indukcje zatrzymania cyklu komorkowego i apoptozy, modulacje aktywnosci enzyméw
zaangazowanych w detoksykacje, utlenianie i redukcje, stymulacje uktadu odpornosciowego
oraz regulacje metabolizmu hormondw. Istnieje ogdlne przekonanie, ze dodane i
synergistyczne efekty zwigzkow roslinnych i nutraceutykdw obecnych w owocach i warzywach
sg odpowiedzialne za ich silne dziatanie przeciwutleniajgce i przeciwnowotworowe, a korzysci
wynikajgce z diety bogatej w owoce i warzywa przypisuje sie ztozonej mieszaninie zwigzkow
roslinnych i nutraceutykéw obecnych w catej zywnosci (Liu, 2004).
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Mimo to, nie wszystkie badania jednoznacznie potwierdzajg, ze ogdlne spozycie

flawonoidow ma dziatanie prewencyjne w kontekscie nowotworéw. Wynika to z rdznic w
metodologii badan, populacji badanych oraz zrédet flawonoidéw w diecie. Niemniej jednak,
istniejg przekonujgce dowody sugerujgce, ze wysokie spozycie okreslonych flawonoidow
moze obniza¢ ryzyko zachorowania na niektére typy nowotwordw, szczegdlnie tych
zwigzanych z uktadem pokarmowym.
Mechanizmy  dziatania  przeciwnowotworowego  obejmujg  indukcje  enzymdw
antyoksydacyjnych, takich jak glutationo-S-transferazy i cytochrom P450, ktore neutralizujg
karcynogeny i zmniejszajg ryzyko uszkodzen DNA prowadzacych do mutacji (Batra i Sharma,
2013); hamowanie wzrostu komorek nowotworowych poprzez blokowanie cyklu
komdrkowego, co hamuje ich proliferacje, jak na przyktad dziatanie kwercetyny, ktdra
indukuje zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G1 (Kuo, 1996); oraz indukcje apoptozy,
jak resweratrol, ktory jest znany z inicjacji programowanej $mierci komorek nowotworowych
(Aggarwali wsp., 2004).

Flawonoidy mogg réwniez modulowa¢ mikrosrodowisko nowotworowe, zmniejszajac

stan zapalny i angiogeneze, co ogranicza rozwdj i rozprzestrzenianie sie nowotworow.
Przyktadem jest kurkumina, polifenol obecny w kurkumie, ktéra wykazuje zdolnosci do
zmniejszania stanu zapalnego oraz angiogenezy (Anand et al., 2008). Chociaz flawonoidy
wykazujg szerokie spektrum potencjalnych korzysci zdrowotnych, ich niska biodostepnosé
stanowi istotne wyzwanie w mozliwosciach aplikacyjncych.
Chociaz flawonoidy mogg wykazywac¢ skuteczno$¢ w wysokich stezeniach w modelach
komdrkowych, osiggniecie takich poziomdéw za pomocg konwencjonalnych produktow
spozywczych jest trudne. Wiekszos¢ flawonoidéw w zywnosci wystepuje w formie glikozyddw,
ktore sg bardziej rozpuszczalne, ale mniej absorbowane niz aglikony.

3.1.3. Metabolizm flawonoidow i ograniczenia w ich biodostepnosci

Podczas trawienia flawonoidy podlegajg metabolizmowi i bioaktywacji juz w fazie jamy
ustnej dzieki aktywnosci B-glukozydazy mikrobiomu jamy ustnej. W jelicie cienkim enzymy B-
glukozydazy przeksztatcajg glikozydy flawonoidow w ich aglikony, ktére sg nastepnie
absorbowane przez komorki jelitowe (rysunek 1). Aglikony flawonoidéw s bardziej
biodostepne, poniewaz sg wchianiane przez pasywng absorpcje w nabtonku jelitowym. Po
wchionieciu flawonoidy sg transportowane do watroby, gdzie przechodzg przez metabolizm
pierwszego przejscia, obejmujgcy modyfikacje oksydacyjne i redukcyjne przez enzymy
cytochromu P450 (CYP) (rysunek 1).
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Rysunek 1. A: Kwercetyna w postaci glikonu (zwigzanej z cukrem) jest najpierw poddawana
dziataniu enzymoéw B-glukozydaz, ktdre katalizujg proces deglikozylacji w jelicie cienkim,
prowadzac do powstania aglikonu kwercetyny (B). B: Aglikon kwercetyny jest nastepnie
metabolizowany przez mikrobiote jelitowg w jelicie grubym, gdzie zachodzi dalsze
przeksztatcanie, w tym rozszczepienie pierscienia i redukcja. Procesy te przygotowujg
kwercetyne do dalszego metabolizmu w watrobie. C, D, E: W watrobie kwercetyna podlega
dalszym modyfikacjom w ramach II fazy metabolizmu, gdzie moze by¢ zmetylowana (C),
glukuronidowana (D), lub poddana sulfatacji (E). Zmetabolizowane formy kwercetyny stajg
sie bardziej rozpuszczalne w wodzie, co utatwia ich wydalanie przez nerki. Produkty te krazg
w krwiobiegu i mogg wywiera¢ swoje biologiczne efekty przed ostatecznym wydaleniem z
organizmu.
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W fazie II metabolizmu flawonoidy podlegajg dalszym modyfikacjom, takim jak metylacja,
sulfatyzacja i glukuronidacja. Koniugaty tw mogg krazy¢ w krwiobiegu, gdzie sg ostatecznie
wydalane z moczem lub ponownie wchodzg do jelit z wydzielaniem Zofci. Procesy te
odgrywajg istotng role w biodostepnosci flawonoidéw poprzez rézne formy recyklingu
(entericzny, entero-watrobowy i specyficzny dla komorek).

Metabolizm flawonoiddw jest rowniez zalezny od mikrobiomu jelitowego, ktéry moze
przeksztatca¢ flawonoidy w rézne fenolowe metabolity (Rysunek 1). Metabolity temogg miec
bioaktywnos$¢ rowng lub wiekszg niz ich zwigzki macierzyste, wptywajac na zdrowie poprzez
regulacje mikroflory jelitowej, hamowanie patogennych bakterii i promowanie wzrostu
bakterii komensalnych.

W zwigzku z niskg biodostepnoscia, wiele kierunkdw naukowych rozwija elementy
majace na celu zwiekszenie biodostepnosci, a tym samym biologiczne efekty tych naturalnych
czasteczek. Na przyktad, modyfikacje w lipofilowosci czasteczek zwiekszajg wychwyt
komodrkowy, a tym samym prowadzg do lepszej absorpcji bez utraty ich aktywnosci.
Izomeryzacja i metylacja grup hydroksylowych polifenoli (np. resweratrolu) zmieniajg cele
molekularne komérki i sg kluczowe dla poprawy skutecznosci czgsteczki w blokowaniu
proliferacji komdrek (Williamson i wsp., 2018)
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3.2. Znaczenie flawonoidow w technologii Zzywnosci, jako
sktadnik zywnosci funkcjonalnej

Flawonoidy znajduja potencjalne zastosowanie w technologii zywnosci, szczegolnie
funkcjonalnej o znaczeniu prewencyjnym. W zwigzku z roshgcym zainteresowaniem
bioaktywnymi zwigzkami fenolowymi, aktualnie prowadzone badania skupiajg sie na dwadch
gtéwnych kierunkach: dazeniu do opracowania metod pozwalajgcych na efektywng ekstrakcje
i stabilizacje polifenoli z roslinnych matryc, co umozliwi ich szerokie zastosowanie w przemysle
spozywczym; oraz opracowaniu nowych technologii zwiekszajacych ich biodostepnosc.

W kontekscie technologii zywnosci, zwigzki fenolowe odgrywajg istotng role w
ksztattowaniu jakosci oraz warto$ci zdrowotnej produktdw spozywczych. Przyktadem
zastosowania zwigzkow fenolowych w prewencji nowotwordw sg przyprawy. Badania
przeprowadzone przez Janette Baloghova i wspdtpracownikéw (2023) wykazaty, ze zwigzki
fenolowe pochodzace z przypraw, takich jak kurkuma czy imbir, mogg miec istotny potencjat
w zapobieganiu i leczeniu raka skory. Wspomniane przyprawy zawierajg bioaktywne
polifenole, ktére mogg dziata¢ jako Srodki zapobiegawcze przeciwko réznym typom raka
skéry, w tym czerniakowi i rakowi ptaskonabtonkowemu, wskazujgc na ich zdolno$¢ do
inhibicji proliferacji komdrek nowotworowych oraz ich dziatanie przeciwutleniajgce i
przeciwzapalne (Baloghova i wsp., 2023).

Giusi Briguglio i wspotpracownicy (2020) w swojej pracy przegladowej wskazali, ze
dieta bogata w produkty zawierajgce naturalne polifenole moze znaczgco zmniejszy¢ ryzyko
wystgpienia okreslonych typdw raka. Polifenole, takie jak resweratrol, epigallokatechina
galusan (EGCG, ang. epigallocatechin gallate) i kurkumina, sg szeroko badane pod katem ich
wiasciwosci przeciwutleniajgcych i przeciwzapalnych. Mechanizmy dziatania tych zwigzkéw
obejmuja modulacje szlakédw sygnatowych zwigzanych z przetrwaniem komorek, ich
proliferacjg, réznicowaniem, migracjg, angiogeneza, aktywnoscig hormonalng, enzymami
detoksykacyjnymi oraz odpowiedziami immunologicznymi. Pomimo obiecujgcej roli polifenoli
w prewencji nowotwordw, ich biodostepno$¢ po podaniu, jako czyste zwigzki aktywne
pozostaje ograniczona. Niemniej jednak, ich skuteczno$¢ mozna zwiekszy¢é poprzez
podawanie w potaczeniu z innymi zwigzkami pochodzenia naturalnego, lekami
przeciwnowotworowymi lub systemami dostarczania opartymi na nanotechnologii (Briguglio i
wsp., 2020).

Zywno$¢ funkcjonalna odgrywa kluczowg role w prewencji i terapii nowotwordw.
Optymalizacja metod produkcji i modyfikacji strukturalnych tych zwigzkdéw jest kluczowa dla
zwiekszenia ich biodostepnosci i skutecznosci terapeutycznej. W kontekscie technologii
zywnosci, nanotechnologia zyskata na znaczeniu, jako narzedzie poprawy stabilnosci i
skutecznosci dostarczania zwigzkéw fenolowych. Vieira i Conte-Junior (2022) przeprowadzili
badania dotyczace zastosowania nanotechnologii do enkapsulacji polifenoli, co pozwala na
zwiekszenie ich biodostepnosci i efektywnosci w zwalczaniu réznych typdw nowotwordw.
Systemy takie jak liposomy, nanoczgsteczki polimerowe i emulsje nanostrukturalne wykazujg
zwiekszong aktywnos$¢ antynowotworowg i proapoptotyczng w stosunku do komorek
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nowotworowych. Ponadto, niektore zwigzki fenolowe wykazujg obiecujgce dziatanie w terapii
skojarzonej ze standardowymi lekami przeciwnowotworowymi, zwiekszajgc efektywnosé
terapeutyczng i zmniejszajac skutki uboczne (Vieira, 2022). Polifenole, takie jak kwercetyna,
kurkumina i EGCG (ang. epigallocatechin gallate), zamkniete w nanomateriatach, wykazujg
lepszg aktywno$¢ antynowotworowg i proapoptotyczng w stosunku do komdrek
nowotworowych. Przedkliniczne badania na modelach zwierzecych z ksenograftami wykazaty
zmniejszenie wzrostu nowotwordw po zastosowaniu systemow dostarczania zawierajgcych
polifenole. Ponadto, wspdtdziatanie systemdw dostarczania polifenoli oraz systeméw
dostarczania lekow przeciwnowotworowych wykazuje obiecujgce podejscie w zwiegkszaniu
aktywnosci antynowotworowej i zmniejszaniu skutkow ubocznych chemioterapii (Vieira,
2023).

Zywno$¢ funkcjonalna wzbogacona w flawonoidy ma duzy potencjat w prewencji
chordb przewlektych, takich jak choroby sercowo-naczyniowe, nowotwory i choroby
neurodegeneracyjne. Wprowadzenie takich produktéw do diety moze przynie$¢ korzysci
zdrowotne, jednak konieczne sg dalsze badania, aby lepiej zrozumie¢ mechanizmy dziatania
flawonoidéw oraz ich bezpieczenstwo i skuteczno$¢ w dtugoterminowej prewencji chordb.
Indukcja stresu w roSlinach, takich jak soja, zwieksza produkcje flawonoidéw, co moze
prowadzi¢ do zwiekszenia ich aktywnosci biologicznej. Przyktadem jest patent US2008200537
zgtoszony przez Clevelanda T w 2008 roku, ktéry opisuje zwiekszong biosynteze
izoflawonoiddw w soi po stresie. Izoflawonoidy te, w szczegdlnosci gliceolliny I, II i III,
wykazujg silne dziatanie antyestrogenowe na komorki raka piersi. Badania wykazaty, ze
zwigzki te mogg hamowac podstawowe i stymulowane estrogenem tworzenie kolonii komorek
raka piersi zaleznych od receptora estrogenowego oraz inhibowac ekspresje gendw zaleznych
od receptora estrogenowego, takich jak receptor progesteronowy (PgR, ang. progesterone
receptor) i czynnik pochodzenia stromalnego-1 (SDF1/CXCL12, ang. stromal-derived factor
1). Z tego powodu zywnos¢ funkcjonalna wzbogacona we flawonoidy moze by¢ szczegdlnie
wartosciowa dla populacji narazonych na wysoki poziom hormonozaleznych nowotwordw,
takich jak kobiety po menopauzie oraz osoby z genetycznymi predyspozycjami do raka piersi
lub jajnika.

Na rynku istnieje wiele produktéow spozywczych wzbogaconych w zwigzki fenolowe,
takie jak resweratrol, apigenina czy kaempferol, ktére wspierajg zdrowie serca, uktadu
nerwowego oraz krazenia (tabela 3). Przyktadem jest napdj suplementacyjny Vivix®
zawierajgcy resweratrol, ktérego zastosowanie opisuje patent US8501229B2, nadany firmie
Shaklee Corp. w 2013 roku, dotyczacy wzbogacania napojow resweratrolem (tabela 3).
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Tabela 3. Zastosowanie wybranych zwigzkéw fenolowych w technologii zywnosci oraz
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3.3. Modyfikacje chemiczne flawonoidow

Trend w kierunku modyfikacji strukturalnych polifenoli znajduje odzwierciedlenie w
licznych patentach, ktére opisuja nowe zwigzki o potencjalnie zwiekszonej aktywnosci
biologicznej.

Patent CA2617213 zgtoszony przez Resverlogix Corp w 2007 roku opisuje
polifenolopodobne zwigzki inhibujgce ekspresje biatek adhezyjnych, takich jak VCAM-1 (ang.
vascular cell adhesion molecule 1), ktére odgrywajg kluczowg role w rekrutacji monocytéw
do Sciany naczyn krwionosnych i inicjacji procesu zapalnego. Z kolei zmniejszenie proliferacji
komorek miesni gtadkich moze ograniczy¢ przebudowe $cian naczyn krwionosnych, co jest
korzystne dla utrzymania ich elastycznosci i przepustowosci. W kontekScie Zzywienia
funkcjonalnego w chorobach sercowo-naczyniowych, takie modyfikacje mogg prowadzi¢ do
opracowania nowych suplementdw diety, ktére skuteczniej wspomagajg zdrowie uktadu
sercowo-naczyniowego poprzez hamowanie procesow zapalnych i proliferacyjnych
zwigzanych z miazdzycg i innymi chorobami serca.

Zywienie funkcjonalne oparte na zmodyfikowanych polifenolach moze by¢ kluczowym
elementem strategii prewencyjnych i terapeutycznych w chorobach sercowo-naczyniowych,
integrujac dietetyczne podejscie z nowoczesnymi terapiami farmakologicznymi. Dzieki temu
zywienie funkcjonalne moze stac sie bardziej efektywnym narzedziem w walce z chorobami
cywilizacyjnymi. Patent CN101072815 opisuje wysokoczasteczkowe polifenole ekstrahowane
z fermentowanej herbaty oolong ktdre wykazujg dziatanie terapeutyczne w leczeniu chordb
mitochondrialnych oraz cukrzycy. Polifenole te, o Sredniej masie czasteczkowej wynoszacej
od 9000 do 18000, zawierajg strukture procjanidynowg powstatg przez polimeryzacje
katechiny i/lub jej estrow galusowych. W badaniach wykazano, ze te wysokoczasteczkowe
polifenole majg zdolno$¢ aktywowania mitochondridw, hamowania hiperglikemii oraz
przyrostu masy ciata. Dodatkowo mogg by¢ one wigczane do zywnosci funkcjonalnej i
napojow, co czyni je atrakcyjnymi sktadnikami dla przemystu spozywczego i
farmaceutycznego.

Niestety, staba biodostepnos¢ polifenoli, w tym flawonoidéw, a takze ich
nieatrakcyjny, gorzki smak, wymagdajg zastosowania nowych metod zwiekszania stabilnosci,
biodostepnosci i poprawy profilu sensorycznego. Patent US2008213441 zgtoszony przez C.J.
Ludwiga w 2008 roku opisuje mikrokapsutkowanie polifenoli w celu redukcji cierpkosci i
ochrony przed degradacja poprzez otoczenie czasteczek polifenoli materiatem kapsutkujgcym,
co pozwala na uwolnienie polifenoli dopiero w uktadzie trawiennym, minimalizujgc ich
nieprzyjemny smak w jamie ustnej i zapewniajgc ich lepszg dostepnos¢ biologiczng. Innym
przyktadem zastosowania nosnika jest zgtoszony przez Northwest University jest patent
CN101214225 w 2008 roku, ktdéry opisuje produkcje nanoemulsji resweratrolu zawierajgcej
surfaktanty, ko-surfaktanty i oleje, ktére zwiekszajq stabilnos¢, przedtuzajg czas péttrwania i
poprawiajg efektywnos$¢ antynowotworowg poprzez lepszg biodostepno$¢ w organizmie.

Synergia dziatania naturalnych zwigzkéw z innymi skfadnikami odzywczymi jest
kluczowa dla zwiekszenia ich efektywnosci, co jest szczegdlnie istotne w kontekscie
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technologii zywnosci, gdzie odpowiednie kombinacje sktadnikéw mogg prowadzi¢ do
powstania produktéw o wzmocnionych witasciwosciach prozdrowotnych i lepszej
biodostepnosci substancji czynnych (tabela 4). Patent US2008234361 zgtoszony przez
Rimonest Ltd w 2008 roku opisuje mieszanke sprzezonych kwasoéw ttuszczowych i polifenoli,
takich jak kwas punikowy (ang. punicic acid) i kwas elagowy (ang. ellagic acid), w leczeniu i
profilaktyce otytosci, cukrzycy, nowotwordw i chordb serca, ktére dziatajg synergistycznie,
zwiekszajgc efektywno$¢ terapeutyczng poprzez potaczenie wiasciwosci antyoksydacyjnych i
hamujgcych biosynteze eikozanoiddw - czasteczek, ktére odgrywaja kluczowg role w
procesach zapalnych i chorobach przewlektych.

Patent WO2008120220 zgtoszony przez Gange Raju w 2008 roku opisuje synergistyczny
efekt boswelli (konkretnie 3-O-acetyl-11-keto-B-boswellic acid, ang. 3-O-acety/-11-keto-beta-
boswellic acid) i kurkuminy w specyficznym hamowaniu COX-2 (ang. cyclooxygenase-2) i 5-
LOX (ang. 5-ljpoxygenase) z dziataniem przeciwzapalnym i antyoksydacyjnym, co moze
znalez¢ praktyczne zastosowanie w zywieniu funkcjonalnym w celu wspierania zdrowia
stawow, leczenia zapalenia stawdw i innych stanéw zapalnych.

Inng obiecujgcq metodg nadania tym zwigzkom nowych wtasciwosci oraz poprawy ich
biodostepnosci jest tworzenie zwigzkow kompleksowych z jonami metali. Liczne badania
fizykochemiczne koncentrujg sie na zdolnosci flawonoidéw do interakcji z jonami metali,
identyfikacji miejsc chelacji metali, stosunku metalu do ligandu oraz strukturze powstatych
komplekséw. Zaobserwowano miedzy innymi, ze kompleksy luteoliny z manganem (II)
wykazujg zwiekszong aktywno$¢ antyoksydacyjng i przeciwbakteryjng w porédwnaniu do
wolnej luteoliny. Ponadto, kompleksy te mogg by¢ skuteczniejsze w hamowaniu enzyméw
takich jak oksydaza ksantynowa (ang. xanthine oxidase).

Dotychczasowe badania wskazujg, ze kompleksowanie flawonoidéw z metalami jest
obiecujgcym kierunkiem przysztych badan, szczegdlnie w kontekscie zywienia funkcjonalnego
w onkologii. Badania nad kompleksami kwercetyny z rutenem pokazujg, ze mogg one
indukowac apoptoze i fragmentacje DNA w komdrkach raka jelita grubego (HT-29), zwiekszaé
ekspresje biatka p53 oraz obniza¢ ekspresje VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) i
mTOR (ang. mechanistic target of rapamycin). Wyniki badan /in vivo wykazaty, ze kompleksy
te hamujg kluczowe czynniki transkrypcyjne oraz zmiany hiperplastyczne, poprawiajg poziomy
katalazy (CAT, ang. catalase), dysmutazy ponadtlenkowej (SOD, ang. superoxide dismutase)
i glutationu, a takze zmniejszajg proliferacje komdrek nowotworowych i zwiekszajg zdarzenia
apoptotyczne poprzez regulacje biatek Bcl-2 i Bax (Roy et al., 2018). Kompleksy kwercetyny
z innymi metalami, takimi jak Fe(II), Cu(II), Mn(II), Zn(II), Tb(III) i Eu(III), réwniez wykazujq
zwiekszong zdolno$¢ wigzania DNA oraz wyzszg aktywnos¢ cytotoksyczng wobec réznych linii
komorkowych raka. Na przyktad, kompleksy kwercetyny z Fe(II) i Cu(II) charakteryzujg sie
silniejszym dziataniem antyoksydacyjnym i przeciwnowotworowym niz wolne flawonoidy (Tan
et al., 2010; Durgo et al., 2011).
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Tabela 4. Schemat modyfikacji flawonoidéw w kontekscie zywienia funkcjonalnego i
specjalistycznego

. Rodzaj .
Kategoria modyfikacji Opis
Esterifikacja i Zmiany grup funkcyjnych w celu poprawy biodostepnosci i
amidacja stabilnosci w organizmie.
Glikozylacja Przy+acze_nie reszt cukrowygh QO flawonoidéw w celu
Modyfikacje poprawy ich rozpuszczalnosci i smaku.
chemiczne Tworzenie oligomerdw i polimerdw w celu zwiekszenia masy
struktury Polimeryzacja czgsteczkowej i potencjalnie innych wiasciwosci

flawonoidow

bioaktywnych.

Modyfikacje w
rdzeniu
pierscieniowym

Zmiany strukturalne w podstawowej strukturze pierscieni
flawonoidowych, takie jak dodanie lub usuniecie grup
hydroksylowych, wprowadzenie grup metylowych lub
halogenowych.

Kompleksy z Tworzenie kompleksdw z jonami metali (np. Cu(II), Zn(II),
- , metalami Fe(II), Mn(II)), ktore mogg zwiekszac aktywnos¢
worzenie przejsciowymi antyoksydacyjng i cytotoksyczna.
kompleksow z Kompleksy z
metalami pieksy. Tworzenie kompleksdw z jonami metali, takich jak Tb(III) i
metalami ziem , R SO e
. Eu(III), ktore mogg mie¢ unikalne wiasciwosci biologiczne.
rzadkich
Zamykanie flawonoidéw w mikrokapsutkach, aby chronic je
L Mikrokapsutkowanie przed degradacjg i poprawic ich biodostepnosc¢ oraz
It:_/lodyﬁkaqe maskowac niepozadany smak.
Izyczne Tworzenie Uzycie nanoemulsji jako nosnikow w celu zwiekszenia
nanoemuls;ji stabilnosci i przedtuzenia czasu pottrwania flawonoidow.
Synergia z taczenie z kwasami Kombmage flawon0|q9w z kwasami tluszczowymi, z_aby )
. > tHuszczowymi zwiekszy¢ efektywnos¢ terapeutyczna, np. w leczeniu choréb
|nn_ymk| . Y przewlektych.
zwigzkami- Synergia z innymi Potaczenia z innymi polifenolami, jak kurkumina, w celu
bioaktywnymi polifenolami zwiekszenia dziatania antyoksydacyjnego i przeciwzapalnego.

Naringenina, kompleksowana z okaowanadylem (1V, ang. oxovanadium (1V)), wykazuje

silniejsze dziatanie antyproliferacyjne niz wolna naringenina, co jest zwigzane z

produkowaniem reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species), uszkodzeniem
btony komodrkowej, degradacjg DNA, zatrzymaniem cyklu komorkowego oraz aktywacja
kaspaz 3/7. To sugeruje, ze kompleksowanie flawonoidéw z metalami moze poprawic ich
aktywnos¢ biologiczng (Islas et al., 2015). Kompleksy EGCG (ang. epigallocatechin gallate) z
jonami Zn?* oraz Cu(Il) réwniez wykazujg obiecujgce wiasciwosci. Zaobserwowano, ze
zwigzek ten hamuje wzrost komorek raka prostaty (PC-3) w sposdb zalezny od czasu i dawki,
co jest bardziej skuteczne niz stosowanie samego EGCG. Kompleksy EGCG z Cu(II) wykazujg
zwiekszong aktywnos¢ antyoksydacyjng oraz hamowanie aktywnosci rybonukleazy A (RNase
A, ang. ribonuclease A), co moze sugerowac ich potencjat jako substancji antyangiogennych
(Chen et al., 2007; Ghosh et al., 2006). Ponadto, kompleksy genisteiny z Cu(II) wykazuja
zwiekszong cytotoksyczno$s¢ wobec komdrek czerniaka (518A2), a takze zmniejszajg
ekspresje i sekrecje metaloproteinaz (MMP-2 i MMP-9, ang. matrix metalloproteinases) i maja
zdolno$¢ do hamowania cyklu komdrkowego w fazie G2/M (Spoerlein et al., 2013).
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3.4. Flawonoidy i ich modyfikacje w suplementaciji i
specjalistycznym zywieniu onkologicznym

Flawonoidy mogg by¢ stosowane, jako suplementy diety w ramach specjalistycznego
zywienia onkologicznego. Ich wigczenie do diety pacjentdw onkologicznych moze wspomagac
standardowe terapie, zmniejszajgc efekty uboczne i poprawiajgc ogdlng, jakos$¢ Zzycia
pacjentow. Suplementacja flawonoidami moze réwniez wspomaga¢ mechanizmy obronne
organizmu, zmniejszajgc ryzyko nawrotu nowotworu oraz wspierajgc regeneracje po
zakonczonej terapii.

Flawonoidy, takie jak kwercetyna czy naringenina, moga dziata synergistycznie z
chemioterapeutykami, zwiekszajac ich skuteczno$¢ i zmniejszajgc dawki niezbedne do
uzyskania efektu terapeutycznego, co minimalizuje skutki uboczne. Dodatkowo, kompleksy
flawonoidéw z metalami mogg hamowac kluczowe $ciezki sygnalizacyjne w komdrkach
nowotworowych, takie jak szlak PI3K/AKT/mTOR (ang. phosphoinositide 3-kinase/protein
kinase B/mechanistic target of rapamycin), co prowadzi do zatrzymania cyklu komdrkowego
i indukcji apoptozy. Ponadto, flawonoidy wpltywajg na mechanizmy epigenetyczne, m.in. w
nowotworach piersi, zmieniajgc status metylacji DNA i modyfikacje chromatyny, co moze
prowadzi¢ do zahamowania progresji i przerzutdw nowotworowych (Selvakumar et al., 2020).

Flawonoidy mogg dziataé, jako silne antyoksydanty, redukujgc stres oksydacyjny w
zdrowych komodrkach, jednocze$nie promujgc produkcje reaktywnych form tlenu w
komdrkach nowotworowych, co zwieksza ich podatno$¢ na chemioterapie. Kompleksowanie
z metalami moze rdéwniez zwieksza¢ biodostepnos¢ flawonoidéw, co umozliwia ich
skuteczniejsze dostarczanie do komdrek nowotworowych i zdrowych, zapewniajac lepsza
ochrone przed toksycznymi skutkami leczenia. Flawonoidy wptywajg na metabolizm komdrek
nowotworowych poprzez modulacje szlakdw metabolicznych. Zwigzki te regulujg aktywnos¢
enzymdw odpowiedzialnych za metabolizm lipidéw, takich jak syntaza kwaséw ttuszczowych
(FAS, ang. fatty acid synthase) i biatko SREBP1/2 (ang. sterol regulatory element-binding
proteins 1/2), oraz wptywajg na réwnowage redoks, modulujgc aktywnos$¢ czynnika Nrf2
(ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2). Dzieki temu flawonoidy mogg zmniejszac
proliferacje komdrek nowotworowych, hamujgc ich wzrost. W ten sposdb, onkologiczne
zywienie moze stanowi¢ wsparcie dla standardowych terapii, poprawiajac ich efektywnos¢ i
bezpieczenstwo.

Rossi i wspdtpracownicy wykazali, ze spozycie flawonondw jest odwrotnie zwigzane z
ryzykiem raka przetyku, co moze ttumaczy¢ ochronne dziatanie owocéw, zwtaszcza owocdw
cytrusowych, w przypadku raka przetyku. Fink i wspdtpracownicy udokumentowali, ze
spozycie flawonoli, flawondéw, flawano-3-oli i lignanéw jest zwigzane z obnizonym ryzykiem
wystgpienia raka piersi u kobiet po menopauzie. Flawonoidy majg kilka waznych rdl
biologicznych, ktdre mogq by¢ zwigzane z ryzykiem raka. Badania in vitro i modele zwierzece
wskazujg, ze wptywajg one na szlaki transdukcji sygnatéw, stymulujg apoptoze oraz
zapobiegajg stanom zapalnym i proliferacji w ludzkich liniach komérkowych raka. Izoflawony,
posiadajgce stabg aktywnosc¢ estrogenowg, wykazujg dodatkowe korzysci w profilaktyce raka
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prostaty. Hamujg kinazy tyrozynowe, angiogeneze oraz aktywno$¢ 5-alfa-reduktazy, ktdra
przeksztatca testosteron do dihydrotestosteronu. Te mechanizmy mogg ttumaczy¢ odwrotne
zalezno$ci miedzy spozyciem izoflawondw a zlokalizowanym rakiem prostaty.

/2

o)

hN

~=

Zdrowe komorki

Nowotwor przerzutujacy

3

Enzymy CYP I

Indukcja enzymoéw fazy Il

Aktywacja prokarcynogenow sy Inaktywacja przez enzymy fazy || =—————). Eliminacja i detoksykacja
przez CYP

Rysunek. 2. Flawonoidy wykazujg aktywnos$¢ hamujacg enzymy CYP, ktére odgrywaija
kluczowg role w aktywacji prokarcynogenéw oraz inaktywacji karcynogendw. Poprzez
indukcje enzyméw fazy II, flawonoidy wspierajg proces detoksykacji, co ogranicza ryzyko
progresji zmian nowotworowych.

Wybrane flawonoidy mogg zwiekszac transkrypcje enzymdw detoksyfikujgcych fazy
II, ktdre sg zaangazowane w usuwanie prokancerogennych substancji, co wspomaga procesy
detoksykacyjne organizmu (Rysunek 2). Enzymy cytochromu P450 (CYP) odgrywajg kluczowa
role w metabolizmie ksenobiotykdow, w tym lekdw przeciwnowotworowych. Niektdre
flawonoidy, takie jak kwercetyna, naryngenina czy apigenina, wykazujg zdolno$¢ do inhibicji
wybranych izoform CYP, co moze wptywa¢ na metabolizm lekéw stosowanych w terapii
onkologicznej. W rezultacie mogg modulowa¢ odpowiedz na chemioterapie, zwiekszajac
biodostepnos¢ lekdw i spowalniajgc ich metabolizm, co moze prowadzi¢ do zwiekszenia
skutecznosci terapii oraz zmniejszenia dziatan niepozadanych.

Flawonoidy wspierajg réwniez detoksykacje, co jest szczegdlnie istotne dla pacjentow
onkologicznych poddawanych intensywnej chemioterapii i radioterapii. Terapie te, choé
skuteczne w niszczeniu komérek nowotworowych, generujg liczne produkty uboczne i
toksyny, ktére mogg obcigzac organizm pacjenta.

Flawonoidy, jako sktadniki suplementéw diety, mogg by¢ oferowane w rdznych
wygodnych formach, takich jak kapsutki, tabletki, proszki do rozpuszczania, a takze jako
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dodatki do zywnosci funkcjonalnej, w tym batondéw energetycznych, jogurtéow czy sokdw.
Preparaty flawonoidowe w formie mikrokapsutek umozliwiajg kontrolowane uwalnianie, co
zwieksza ich biodostepno$¢ i minimalizuje nieprzyjemny smak. Dzieki tym rdéznorodnym
formom flawonoidy mogg byc¢ tatwo wigczone do codziennej diety pacjentéw, wspierajgc ich
zdrowie i samopoczucie zarowno w trakcie terapii onkologicznej, jak i po jej zakonczeniu.

Jednakze, flawonoidy to bardzo réznorodna grupa zwigzkdw chemicznych, ktére moga
by¢ klasyfikowane na podstawie roznic w ich strukturze, w tym obecnosci i potozenia grup
hydroksylowych. Roznice te wplywajg na ich wiasciwosci chemiczne i biologiczne. Aby
opracowal skuteczne strategie zywieniowe, wazne jest zidentyfikowanie i wyodrebnienie
flawonoidéw o najwyzszym potencjale prozdrowotnym. Stosowanie mieszanin i ekstraktow
roslinnych bogatych w flawonoidy, cho¢ korzystne, nie zawsze pozwala na osiggniecie
celowanego efektu terapeutycznego. Dlatego konieczne jest zbadanie doktadnej struktury
poszczegdlnych flawonoiddw oraz ich metalokompleksow. Tylko dzieki precyzyjnym badaniom
mozemy zidentyfikowac flawonoidy o najwyzszym potencjale terapeutycznym i opracowac
formuty suplementéw diety o optymalnej skutecznosci. Kompleksowanie flawonoidéw z
jonami metali, takimi jak Fe(II), Cu(II), Zn(II), Mn(II), zwieksza ich biodostepnosc i
efektywnoS¢ biologiczng. Metalokompleksy mogg wptywaé na strukture i funkcje
flawonoidéw, co moze prowadzi¢ do lepszego zrozumienia ich mechanizméw dziatania w
zywieniu funkcjonalnym.
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4. Cel i hipotezy badawcze

4.1. Cel badan

Celem niniejszej pracy badawczej jest zbadanie zaleznosci miedzy strukturg chemiczna
a aktywnoscig biologiczng wybranych zwigzkéw fenolowych, takich jak resweratrol, chryzyna,
apigenina, kaempferol, kwercetyna oraz mirycetyna (Rysunek 3) , jak rowniez kompleksow
tworzonych przez te zwigzki z wybranymi jonami metali. Badania te sa skierowane na ocene
wihasciwosci tych zwigzkow w kontekScie ich potencjalnego zastosowania w zywieniu
funkcjonalnym i specjalistycznym, z naciskiem na ich role w prewencji chordb oraz wspieraniu
zdrowia pacjentdw poddawanych terapii onkologicznej.Przyjeto, ze poprzez utworzenie
komplekséw z metalami mozna modyfikowac fizykochemiczne deskryptory biodostepnosci
flawonoiddw, co mogtoby prowadzi¢ do poprawy ich wiasciwosci biologicznych. Dodatkowo,
badania majg na celu zrozumienie, w jakim stopniu takie modyfikacje wptywaja na zdolnos¢
flawonoidéw do modulowania aktywnosci lekow przeciwnowotworowych oraz ich potencjalne
zastosowanie, jako sktadnikow zywnosci funkcjonalnej.

Metale, docelowo uzyte w reakcjach kompleksowania umownie podzielono na trzy
grupy funkcjonalne:

. Makroelementy: sdd (Na+, r = 102 pm), potas (K*, r = 138 pm), magnez (Mgz2+, r =
72 pm) i wapn (Ca2+, r = 100 pm). Metale te petnig istotne funkcje w organizmie, a ich jony
czesto wchodzg w interakcje ze zwigzkami fenolowymi, tworzac dobrze rozpuszczalne sole.
W zywnosci wystepujg jako naturalne skfadniki mineralne, wptywajagc na réwnowage
elektrolitowg oraz procesy metaboliczne.

o Metale zaangazowane w reakcje metaboliczne na poziomie komérkowym:
zelazo (Fe3+, r = 64,5 pm), mangan (Mn4+, r = 53 pm), cynk (Zn2+, r = 74 pm) i miedz
(Cu2+, r = 87 pm). Te metale odgrywajg kluczowg role w enzymatycznych reakcjach
oksydoredukcyjnych i metabolizmie komdrkowym. W zywnosci sg one obecne w produktach
rodlinnych i zwierzecych, wptywajgc na biodostepno$¢ i wiasciwosci antyoksydacyjne
zwigzkow bioaktywnych, takich jak flawonoidy.

o Metale toksyczne, stanowigce potencjalne zanieczyszczenia: ruten (Ru3+, r =
83 pm), osm (Os3+, r = 86 pm), pallad (Pd2+, r = 100 pm) i platyna (Pt2+, r = 94 pm). Te
metale nie wystepujg naturalnie w zywnosci i s3 uwazane za zanieczyszczenia Srodowiskowe.
W badaniach wykorzystano je jako grupe metali o innych wiasciwosciach niz pozostate —
cechujg sie wyzszg toksycznoscig oraz zdolnoscig do tworzenia stabilnych komplekséw z
ligandami. W odrdznieniu od metali biologicznych, nie petnia one zadnych funkgcji
metabolicznych w organizmach zywych i ich obecno$¢ w zywnosci moze by¢ szkodliwa, jesli
wynika z zanieczyszczen Srodowiskowych.
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A. Resweratrol (RES) B. Chryzyna (CHRY) C. Apigenina (APT)

OH
HO. . N O HG\@;G('

OH OoH O

OH

D. Kaempherol (KAM) E. Kwercetyna (QUE) F.  Mirycetyna (MIR)

Rysunek 3. Struktury badanych ligandow (zoptymalizowane metodg B3LYP/6-
31G(d,p) przy uzyciu programu Gaussian)oraz ich wzory strukturalne.
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4.2, Hipotezy badawcze

Hipoteza 1:

Hipoteza 2:

Hipoteza 3:

Istnieje bezposrednia korelacja miedzy strukturg chemiczng flawonoidéw a ich
zdolnoscia do modulowania aktywnosci biologicznej, w tym dziatania
antyoksydacyjnego oraz wplywu na procesy komodrkowe zwigzane z
nowotworzeniem.

Kompleksowanie flawonoidow z jonami metali prowadzi do zmian w ich
biodostepnosci i aktywnosci biologicznej, co moze wptyng¢ na ich skutecznos¢
jako skfadnikow zywnosci funkcjonalnej oraz ich potencjalne zastosowanie w
terapii onkologicznej.

Modyfikacja strukturalna flawonoidéw, poprzez tworzenie komplekséw z
metalami, moze prowadzi¢ do poprawy ich zdolnosci do synergistycznego
dziatania z lekami przeciwnowotworowymi, takimi jak doksorubicyna, co moze
przyczyni¢ sie do opracowania bardziej efektywnych strategii zywieniowych
wspierajacych terapie onkologiczna.
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4.3. Zadania badawcze

W celu weryfikacji powyzszych hipotez przyjeto odpowiedni cel badawczy, a jego
realizacja obejmowata nastepujace zadania badawcze:

e Zbadanie wptywu roznic strukturalnych w czasteczkach flawonoidow (takich jak

resweratrol, chryzyna, apigenina, kaempferol, kwercetyna, mirycetyna) na ich
wihasciwosci  fizykochemiczne oraz potencjalne oddziatywania w modelach
molekularnych.

e Okreslenie, w jaki sposéb modyfikacje strukturalne flawonoidéw, w tym tworzenie
komplekséw z metalami, wptywajg na ich biodostepno$¢ w modelach biologicznych
oraz ich przenikalno$¢ przez btony komdrkowe.

e Ocena potencjatu przeciwutleniajgcego i przeciwnowotworowego badanych
flawonoidéw oraz ich kompleksdw z metalami w badaniach in vitro na liniach
komorkowych.

e Zbadanie, w jakim stopniu flawonoidy i ich kompleksy z metalami mogg modulowac
aktywno$¢ biologiczng w komodrkach nowotworowych, w tym ich wpltyw na
proliferacje, apoptoze oraz sygnalizacje komorkowa.

e Ocena mozliwosci zastosowania badanych flawonoidoéw i ich komplekséw z metalami
jako potencjalnych zwigzkdw chemoprewencyjnych w modelach biodostepnosci oraz
w badaniach nad ich interakcjg z komdrkami nowotworowymi.

» Zdefiniowanie potencjalnych zastosowan flawonoidéw i ich komplekséw z metalami w
kontekscie wspomagania terapii onkologicznej, poprzez badania nad ich wptywem na
mechanizmy komdrkowe oraz ich biodostepno$¢ w modelach in vitro.

e Pordwnanie skutecznosci flawonoiddw w ich naturalnych formach oraz po
modyfikacjach chemicznych w kontekscie ich stabilnosci, biodostepnosci i dziatania
biologicznego w badaniach na liniach komodrkowych.

Efekty wykonania powyzszych zadan zostaty opublikowane w formie artykutéw naukowych
oraz w formie opisu uzyskanych wynikéw (Tabela 5).
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Tabela 5. Sposdb realizacji poszczegdlnych zadan badawczych

Zadanie badawcze

Sposob realizacji zadania (publikacja/zbior
danych)

Zbadanie wptywu rdznic strukturalnych
flawonoidéw na ich wiasciwosci
fizykochemiczne oraz potencjalne
oddziatywania w modelach
molekularnych.

Okreslenie, w jaki sposob modyfikacje
strukturalne flawonoidéw, w tym
tworzenie komplekséw z metalami,
wplywajg na ich biodostepnos¢ oraz
przenikalno$¢ przez btony komdrkowe.

Ocena potencjatu przeciwutleniajgcego i
przeciwnowotworowego flawonoidow
oraz ich komplekséw z metalami w
badaniach in vitro na liniach
komaorkowych.

Zbadanie, w jakim stopniu flawonoidy i
ich kompleksy z metalami moga
modulowac aktywno$¢ biologiczng w
komorkach nowotworowych, w tym
proliferacje, apoptoze oraz sygnalizacje
komorkowa.

Ocena mozliwosci zastosowania
flawonoidéw i ich kompleksow z
metalami jako potencjalnych zwigzkéw
chemoprewencyjnych.

Zdefiniowanie potencjalnych zastosowan
flawonoidéw i ich kompleksow z
metalami w kontekscie wspomagania
terapii onkologicznej, badanie wptywu na
mechanizmy komdrkowe oraz
biodostepnos¢ w modelach in vitro.

Zrealizowano i opublikowano w formie publikacji:
»Biomaterials in Cancer Therapy: Investigating the
Interaction between Kaempferol and Zinc Ions
through Computational, Spectroscopic and Biological
Analyses” (Golonko et al., 2024, Materials). Analizy:
DFT, FT-IR, UV-Vis, NMR (materiaty
nieopublikowane).

Zrealizowane i opisane w publikacji ,Why do dietary
flavonoids have a promising effect as enhancers of
anthracyclines? Hydroxyl substituents, bioavailability
and biological activity” (Golonko et al., 2022) —
analiza literatury, zestawienie tabelaryczne danych,
modelowanie biodostepnosci.

Zrealizowano w formie publikacji
eksperymentalnych: Golonko et al. 2024 (,,Apigenin's
Modulation of Doxorubicin Efficacy in Breast
Cancer”, Molecules, 2024) — testy cytotoksycznosci
na liniach komdrkowych MCF-7 i MDA-MB-231 oraz
eksperymenty in vitro oceniajgce efekty apoptozy i
proliferaciji.

Zrealizowano eksperymentalnie i opisano w
publikacji "Apigenin's Modulation of Doxorubicin
Efficacy in Breast Cancer" (Golonko et al., 2024,
Molecules) — badania eksperymentalne na liniach
komarkowych, analiza proceséw komorkowych,
ocena migracji, analiza statystyczna wynikow.

Zadanie czesciowo zrealizowane w publikacji
«Dietary factors and their influence on
immunotherapy strategies in oncology: a
comprehensive review” (Golonko et al., 2024, Cell
Death & Disease), omdwienie wynikow badan
eksperymentalnych i klinicznych, oraz zestawienie
danych dotyczacych interakcji flawonoidow z
uktadem immunologicznym.

Zrealizowane poprzez publikacje badawcza
~Biomaterials in Cancer Therapy: Investigating the
Interaction between Kaempferol and Zinc Ions"
(Golonko et al., 2024, Materials). Wyniki
eksperymentéw na liniach komérkowych (MCF-7),
badania spektroskopowe (FT-IR, UV-Vis), obliczenia
teoretyczne metoda DFT.
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5. Czesc teoretyczna

5.1. Deskryptory fizykochemiczne w ocenie wiasciwosci
ligandow

5.1.1. Deskryptory globalne

Globalne deskryptory sg istotne dla zrozumienia i przewidywania reaktywnosci
chemicznej, stabilnosci i innych wiasciwosci zwigzkdw chemicznych. Sg one obliczane i
analizowane w kontekscie réznych funkcji gestosci elektronowej, co pozwala na dogtebne
zrozumienie ich zachowania w réznych warunkach i sSrodowiskach. Globalne deskryptory, w
potgczeniu z innymi narzedziami obliczeniowymi, stanowig istotny element analizy
teoretycznej w chemii. Globalne deskryptory (tabela 3), takie jak globalna elektrofilowos¢ (w),
globalna twardos¢ (n) i globalna elektroujemnosc (x), sg obliczane zaréwno przez procedure
SCF (ang. Self-Consistent Field), jak i na podstawie energii orbitalnych HOMO i LUMO (tabela
6).

Tabela 6. Charakterystyka deskryptoréw globalnych deskryptoréw fizykochemicznych

Parametr Opis Znaczenie / interpretacja parametru

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wieksza
zdolno$¢ do oddawania elektrondw.
Wptyw na interakcje z receptorami
biologicznymi i metabolizm.

Nizsza wartos¢ wskazuje na wieksza
zdolnos¢ do przyjmowania
elektrondw. Znaczenie w analizie
reaktywnosci i toksycznosci zwigzku.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wieksza
zdolnos¢ do przyjmowania
elektronéw. Wptyw na absorpcje i
dystrybucje w organizmie.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wieksza
stabilnos¢ elektronowa. Stabilnosé¢
zwiazku w $rodowisku biologicznym.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wieksza

Tendencja atomu do zdolnos$¢ do przyciggania elektrondéw.
przyciggania elektronéw.  Determinuje interakcje z biatkami i
innymi makroczgstkami.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wiekszg

Energia najwyzszego
HOMO [a.u./eV] zajetego orbitalu
molekularnego.

Energia najnizszego
LUMO [a.u./eV] niezajetego orbitalu
molekularnego.

Miara zdolnosci atomu lub
Powinowactwo elektronowe czgsteczki do przyjecia
elektronu.

Energia potrzebna do

Potencjat jonizadji usuniecia elektronu.

Elektroujemnos¢

Odpornos¢ na zmiany

Twardo$¢ . stabilno$¢ chemiczng. Odpornos¢ na
stanu elektronicznego. T .
metabolizm i degradacje.
Wyzsza warto$¢ wskazuje na wiekszg
Miekkodé Podatnos$¢ na zmiany reaktywno$¢ chemiczna.
& stanu elektronicznego. Reaktywnos$¢ i interakcje z celami
biologicznymi (tzw. targetami).
e Nizsza warto$¢ wskazuje na wiekszg
eGAP Roznica energetyczna reaktywno$¢ chemiczng. Determinuje

migdzy HOMO i LUMO. reaktywno$¢ i toksycznos¢ zwigzku.
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Parametr

Opis

Znaczenie / interpretacja parametru

Potencjat chemiczny

Indeks elektrofilowy
Moc elektrodonorowa

Moc elektroakceptorowa

Elektrofilowos¢ Net

Energia RB3LYP

Energia punktéw zerowych

Pojemnosc cieplna przy statej
objetosci

Entropia

Wydtuzenie wigzania/zgiecie
kata

Torsje

Sity van der
Waalsa/Elektrostatyczne

Energia (SCF)

Norma Gradientu RMS

Energia zwigzana z
dodawaniem/usuwaniem
czasteczek.

Zdolnos¢ do dziatania jako
elektrofil.

Zdolnos¢ do oddawania
elektronow.

Zdolnos¢ do
przyjmowania
elektronow.

Réznica miedzy moca
elektrodonorowg a
akceptorowa.

Energia obliczona metoda
RB3LYP.

Energia wibracyjna w
stanie podstawowym.

Zdolnosc¢ do
przechowywania ciepta.

Rozproszenie energii.

Energia zwigzana z
deformacja
wigzan/katow.

Energia zwigzana z
rotacjag wokot wigzan.

Energia interakgji
miedzyczgsteczkowych.
Energia obliczona metoda

SCF!

Miara konwergencji
obliczen.

Nizsza wartos¢ wskazuje na wiekszg
reaktywno$¢. Interakcje z
receptorami, enzymami itp.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wieksza
reaktywno$¢ wobec nukleofiléow oraz
silniejsze wigzanie z biomolekutami.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wieksza
zdolnos¢ do oddawania elektrondw.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wieksza
zdolno$¢ do przyjmowania
elektrondw.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na
dominacje zdolnosci
elektroakceptorowej; osigga
minimum dla stabilnego stanu lub
korzystnej reakgcji.

Nizsza wartos¢ wskazuje na wieksza
stabilno$¢ energetyczna.

Wyzsza warto$¢ moze wskazywaé na
wiekszg stabilnos¢ termiczng. Moze
wptywac na stabilnos¢ termiczna
zZwigzku w organizmie.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wieksza
zdolno$c¢ do absorpgiji ciepta.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wiekszy
stopien nieuporzadkowania. Moze
wptywac na dystrybucje i metabolizm
Zwigzku.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wieksza
elastycznos¢ strukturalna.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na wieksza
elastycznos¢ konformacyjna. Moze
wptywac na konformacje i interakcje
z biomolekutami np. biatkami
docelowymi.

Wyzsza warto$¢ wskazuje na silniejsze
oddziatywania niekowalencyjne.

Nizsza wartos¢ wskazuje na wieksza
stabilno$¢ energetyczna.

Nizsza warto$¢ wskazuje na wiekszg
precyzje obliczen teoretycznych.
Okresla precyzje prognoz
dotyczacych wiasciwosci
biologicznych.

! Metoda SCF (Self-Consistent Field) to podstawowa technika uzywana w teoretycznej chemii kwantowej do rozwiazania
réwnan Schrodingera dla wieloelektronowych systemow. Jest to iteracyjna procedura, ktorej celem jest znalezienie
optymalnego pola elektronowego, ktore jest spdjne z rozmieszczeniem elektronéw w tym polu.
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Parametr Opis Znaczenie / interpretacja parametru
Wyzsza warto$¢ wskazuje na wiekszg
polarnos¢ czasteczki. Determinuje

rozpuszczalnos¢, absorpcje i
dystrybucje zwigzku.
Nizsza wartos¢ wskazuje na wieksza

Moment dipolowy Rozktad tadunku.

Suma energii elektronowej i . .
Ogdlna energia systemu.

termicznej stabilno$¢ energetyczna.
Rdznica miedzy energig
gﬁgnstrizgrzyjéigyea Gdy energia wolna systemu jest nizsza,
. , erdia, e oznacza to, ze system ma mniejszg
Catkowita energia wolna zuzyta na podtrzymanie ilosé dostepnej energii do wykonania

systemu procesow pracy i znajduje sie blizej stanu

rownowagowych FOWNOWa

zwigzanych z entropig i gt

temperatura.

Metoda SCF jest powszechnie stosowana w obliczeniach kwantowych do analizy i
przewidywania wiasciwosci elektronowych i energetycznych czgsteczek. Pomaga w okresleniu
najstabilniejszej konfiguracji elektronowej i jest podstawg dla bardziej zaawansowanych
metod obliczeniowych, takich jak metody post-Hartree-Focka i teoria funkcjonatu gestosci
(DFT- ang. Density Functional Theory), ktora zostata wykorzystana w niniejszych badaniach.

Tabela 6. przedstawia analizowane parametry fizykochemiczne, ktére zostaty
wykorzystane w analizie zachowania zwigzkéw chemicznych w kontekscie biologicznym.
Parametry te, takie jak energia HOMO i LUMO, powinowactwo elektronowe, potencjat jonowy,
i inne, sg zwigzane z energig reaktywnoscig i interakcjami molekularnymi zwigzkéw. Energia
HOMO i LUMO jest istotna dla oceny zdolnosci zwigzku do oddawania i przyjmowania
elektrondw, co ma bezposredni wptyw na jego reaktywnos$¢ i potencjalne interakcje z
receptorami biologicznymi. Powinowactwo elektronowe i potencjat jonowy dostarczajg
informacji na temat stabilnosci elektronowej, co jest kluczowe dla absorpcji i dystrybucji
zwigzku w organizmie. Parametry takie jak elektroujemnosé, twardos¢ i miekkos¢é chemiczna
sg zwigzane z odpornoscig zwigzku na zmiany stanu elektronowegoo i jego zdolnoscig do
przyciggania elektronéw, co ma znaczenie dla interakcji z makroczasteczkami biologicznymi.
eGAP, potencjat chemiczny i indeks elektrofilowy sg wskaznikami reaktywnosci i potencjalnej
sity oddziatywania z makromolekutami biologicznymi.

Moc elektrodonorowa i elektroakceptorowa, a takze elektrofilowos¢ net sg kluczowe
dla oceny réwnowagi elektronowej i reaktywnosci zwigzku wobec nukleofilow. Parametry
termodynamiczne, takie jak energia RB3LYP, energia punktdw zerowych i pojemnosc cieplna
przy statej objetosci, dostarczajg wgladu w stabilno$¢ energetyczng i termiczng zwigzku. Net
electrophilicity to koncepcja opisujgca stosunek mocy elektroakceptorowej do
elektrodonorowej. Jest to miara, ktdra pomaga zrozumieé, jak zwigzek chemiczny bedzie
reagowac z innymi czgsteczkami, zwtaszcza w kontekscie jego zdolnosci do przyjmowania i
oddawania elektrondw. Warto$¢ net electrophilicity czesto osigga minimum dla stanu
stabilnego lub korzystnej reakcji, co sugeruje, ze nizsze wartosci tego parametru sg zwigzane
z wiekszg stabilnoscig i mniejszg reaktywnoscig zwigzku, moze wiec mie¢ znaczenie w analizie
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Sciezki danej reakcji. Moc elektrodonorowa (ang. electrodonating power, w—) i moc
elektroakceptorowa (ang. electroacceptor power, w+) sg parametrami wywodzacymi sie z
koncepcyjnej teorii funkcjonalnej gestosci (CDFT). Sg one uzywane do zrozumienia i opisania
reaktywnosci chemicznej zwigzkéw na poziomie molekularnym.

Moc elektrodonorowa (w—) odnosi sie do zdolnosci czagsteczki do oddawania tadunku
elektrycznego. Jest ona wyrazona za pomocg réwnania:

__ (BI+4)?
~16(1 — A)

gdzie 7to energia jonizacji (energia potrzebna do usuniecia elektronu z czasteczki), a A
to powinowactwo elektronowe (zdolno$¢ czasteczki do przyjecia dodatkowego elektronu).
Nizsze wartoSci —w— wskazujg na wiekszg zdolnosS¢ czasteczki do oddawania tadunku. Z
kolei moc elektroakceptorowa (w+) odnosi sie do zdolnosci czasteczki do przyjmowania
tadunku elektrycznego i jest wyrazona za pomocg réwnania:

_ (I1+34)?
~16(1 — A)

+

Wyzsze wartosci +w+ wskazujg na wiekszg zdolno$¢ czasteczki do przyjmowania
tadunku. Warto zauwazy¢, ze parametry —w— i +w+ odnoszg sie do transferu fadunku, ale
niekoniecznie zwigzane sg z transferem jednego elektronu. Sg one oparte na prostym modelu
transferu tadunku wyrazonym w terminach potencjatu chemicznego i twardosci. W praktyce,
wartosci —w— i +w+ mogag by¢ uzyte do przewidywania i analizowania interakcji chemicznych,
w tym reaktywnosci i stabilnosci zwigzkéw chemicznych.

5.1.2. Energia dysocjacji wigzania

Energia dysocjacji wigzania (ang. bond dissociation energy (BDE) jest to jeden z
parametrow pomagdajacych w ocenie wiasciwosci antyoksydacyjnych zwigzkéw chemicznych,
w tym flawonoidéw. BDE odnosi sie do energii potrzebnej do rozerwania konkretnego
wigzania w czasteczce, w kontekscie antyoksydantow, najczesciej wigzania O—H. Wartos$¢ BDE
jest bezposrednio zwigzana z zdolnoscig zwigzku do neutralizacji wolnych rodnikdw poprzez
mechanizm przenoszenia atomu wodoru (HAT) lub przenoszenia pojedynczego elektronu, a
nastepnie przenoszenia protonu (SETPT). Obliczanie BDE jest procesem teoretycznym, ktory
zazwyczaj wykorzystuje metody teoretyczne, takie jak DFT. Wartosci BDE sg obliczane dla
kazdego miejsca O-H . Zaobserwowano, ze nie zawsze najnizsze warto$ci BDE(O—H) sg
zgodne z empirycznie potwierdzonymi witasciwosciami antyoksydacyjnymi zwigzkow. W
obliczeniach BDE, wartosci energii dysocjacji wigzan O-H sg obliczane dla kazdego miejsca O-
H, a najnizsza wartos¢ BDE dla kazdego zwigzku jest brana do poréwnania tych wartosci
pomiedzy ligandami. Dla flawonoidéw zawierajgcych miejsca O-H w pierscieniu B, najnizsza
warto$¢ BDE zawsze odpowiada jednemu z tych miejsc- grupy hydroksylowe w pierscieniu B
sg odpowiedzialne za aktywno$¢ antyoksydacyjng polifenoli przez mechanizm przenoszenia
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wodoru (HAT) (Rysunek 4). W przypadku kompleksu flawonoidu z jonem metalu, obserwuje
sie zmiane w wartosciach BDE i IE (energia jonizacji). Nizsze warto$ci BDE wskazuje na
zwiekszong zdolnos¢ do przenoszenia atomdéw wodoru, co jest kluczowym mechanizmem
dziatania przeciwutleniaczy. Z drugiej strony, nizsze wartosci IE wskazuje na zwiekszong
zdolno$¢ do donacji elektrondw, co réwniez przyczynia sie do aktywnosci przeciwutleniajacej.

Rysunek 4. W wyniku jonizacji woddr z grupy OH w neutralnej formie chryzyny
przemieszcza sie do atomu tlenu grupy karbonylowej (kation).

Znajomos¢ wartosci BDE pozwala na okreslenie, ktéra grupa OH w strukturze
flawonoidu jest najbardziej aktywna i najbardziej sktonna do deprotonacji, co jest istotne w
procesach takich jak neutralizacja wolnych rodnikdw. Na przyktad, aktywne grupy OH, ktdre
majg najnizszg warto$¢ BDE, sg gtdwnymi miejscami, w ktorych zachodzi utlenianie, co
pozwala na efektywne przechwytywanie rodnikow. Zwigzki o wyzszej wartosci BDE sg mniej
sktonne do oddawania atoméw wodoru, co moze ograniczac ich zdolno$¢ do dziatania jako
antyoksydanty. Niemniej jednak, mogga one mie¢ inne mechanizmy dziatania, takie jak
chelatowanie jondw metali, co réwniez przyczynia sie do ich wiasciwosci antyoksydacyjnych.
W procesie utleniania flawonoidéw, grupy OH o najnizszej BDE sg miejscami, gdzie
najprawdopodobniej dochodzi do tworzenia rodnikéw. Rodniki te mogg wchodzi¢ w interakcje
z innymi czgsteczkami, prowadzac do dalszych reakcji chemicznych, co ma znaczenie zaréwno
dla dziatania ochronnego, jak i potencjalnie prooksydacyjnego (w zaleznosci od warunkdéw).
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5.1.3. Deskryptor reaktywnosci lokalnej- funkcja Fukui

Funkcja Fukui stuzy jako wskaznik lokalnej reaktywnosci chemicznej i jest czesto
wykorzystywana do identyfikacji miejsc nukleofilowych lub elektrofilowych w czasteczkah.
Jest to istotne, poniewaz reaktywno$¢ wobec makromolekut biologicznych oraz dziatanie
przeciwutleniajgce sg zwykle determinowane przez obecnosc i rozktad tych aktywnych miejsc.
Funkcje Fukui, obliczone na podstawie tadunkéw NBO dostarczajg informacji na temat
potencjalnych miejsc reakdiji i ich typu. W analizie uwzglednia sie anion N+1, gdzie elektron
jest dodawany do orbitalu LUMO czasteczki obojetnej, oraz kation N-1, gdzie elektron jest
usuwany z orbitalu HOMO czasteczki obojetne;.

W analizie funkgji Fukui wyrdznia sie dwa podstawowe typy atakéw chemicznych:

. Atak nukleofilowy: Miejsca, gdzie funkcja Fukui ma wartos¢ dodatnig (Afk > 0), s
najbardziej podatne na atak nukleofilowy. Oznacza to, ze te miejsca sg sktonne do
przyjmowania elektrondw, co jest istotne w reakcjach, gdzie flawonoid dziata jako utleniacz,
oddajgc swoje elektrony, np. w reakcjach z rodnikami.

. Atak elektrofilowy: Miejsca, gdzie funkcja Fukui ma warto$¢ ujemng (Afk < 0), sg
bardziej podatne na atak elektrofilowy, czyli oddawanie elektrondéw. Te miejsca moga
odgrywac kluczowa role w reakcjach, gdzie flawonoid dziata jako antyutleniacz, neutralizujac
reaktywne formy tlenu.

Dzieki funkcji Fukui mozliwe jest precyzyjne okreslenie, ktére grupy OH w czasteczce
flawonoidu sg najbardziej aktywne biologicznie, co jest istotne dla zrozumienia ich
mechanizméw dziatania. Na przyktad, w przypadku flawonoidéw takich jak kwercetyna,
analiza funkcji Fukui moze wskazac, ktéra z grup OH jest najbardziej podatna na utlenianie,
co pozwala na przewidywanie, jak flawonoid bedzie reagowat w Srodowisku biologicznym.

Funkcja Fukui jest rowniez nieoceniona w kontekscie projektowania nowych zwigzkéw
bioaktywnych. Pozwala na optymalizacje struktury molekularnej flawonoidéw, aby zwiekszy¢
ich efektywno$¢ biologiczng, na przyktad poprzez poprawe ich biodostepnosci. Ostateczna
identyfikacja najbardziej reaktywnych miejsc w czasteczce flawonoidu jest wspierana przez
analize powierzchni molekularnego potencjatu elektrostatycznego. Ta dodatkowa analiza
pozwala na uzyskanie petniejszego obrazu rozmieszczenia tadunkdw w czgsteczce, co jest
kluczowe dla zrozumienia, jak flawonoid bedzie oddziatywat z innymi czgsteczkami w
Srodowisku biologicznym.
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5.2. Deskryptory biodostepnosci flawonoiddow i ich znaczenie

Rozpuszczalno$¢ flawonoidéw odgrywa kluczowg role w ich skutecznosci
terapeutycznej. Niska rozpuszczalno$¢ aglikondw flawonoiddw w wodzie, w potgczeniu z
krotkim czasem absorpcji w jelicie oraz ograniczonym wchtanianiem, sprawia, ze flawonoidy
rzadko wywotujg ostre efekty toksyczne zwigzane z ich konsumpcjg, poza nielicznymi
przypadkami alergii. Problem ten czesto wptywa na ich potencjalne zastosowania lecznicze i
zywieniu funkcjonalnym.

W kontekscie farmakokinetyki flawonoidow, kluczowe znaczenie majg okreSlone
deskryptory biodostepnosci. Obejmujg one miedzy innymi warto$¢ topologicznej powierzchni
polarnej (TPSA), liczbe atoméw (natoms), mase czgsteczkowg (MW), liczbe atomdw tlenu i
azotu (nON), liczbe grup -OH i -NH (nOHNH), liczbe naruszen reguty pieciu Lipinskiego
(nviolations), liczbe wigzan obrotowych (nrotb) oraz objeto$¢ czasteczkowg (volume).
Deskryptory te sg fundamentalne do oceny wiasciwosci farmakokinetycznych zwigzkéw
chemicznych.

TPSA (Topologiczna Powierzchnia Polarna), wyrazana w A2, obliczana jest na
podstawie sumy wkladow fragmentéw, uwzgledniajgc fragmenty polarnych zwigzkdw
z centrami na atomach tlenu i azotu. TPSA jest powszechnie uzywang miarg w chemii lekdw,
szczegdblnie w optymalizacji zdolnosci przenikania lekdw przez btony komoérkowe. Czasteczki
o TPSA wiekszej niz 140 A2 zazwyczaj charakteryzuja sie ograniczong zdolnoécig przenikania
przez btony, natomiast wartoéci ponizej 90 A2 sprzyjaja przenikaniu nawet przez bariere krew-
mozg.

Liczba atomdéw obecnych w czasteczce (natoms) oraz masa czasteczkowa (MW)
réwniez sg istotne w ocenie farmakokinetyki. Natomiast liczba atoméw tlenu i azotu (nON)
odnosi sie do liczby donoréw i akceptoréw wigzan wodorowych, a liczba grup -OH i -NH
(nOHNH) do liczby donoréw wigzan wodorowych w czasteczce.

Reguta pieciu Lipinskiego, stosowana w ocenie podobienstwa zwigzkéw chemicznych
do lekow, jest oparta na kilku kryteriach: masie czasteczkowej (nie wiekszej niz 500 Da),
lipofilnosci (ilogP nie wieksze niz 5), liczbie donoréw wigzan wodorowych (HBD nie wieksze
niz 5) oraz liczbie akceptorow wigzan wodorowych (HBA nie wieksze niz 10). Dodatkowo,
wartos¢ refrakcji molowej (MR) powinna miesci¢ sie w zakresie od 40 do 130.

Liczba wigzan obrotowych (nrotb) jest miarg elastycznosci czasteczki, a objetosé
molekularna (wyrazana w A3) jest obliczana na podstawie wktadéw grupowych, co pozwala
na okreSlenie ksztattu i rozmiaru czgsteczki. Wieksze czasteczki majq zazwyczaj nizszg
biodostepnosc ze wzgledu na trudnosci w rozpuszczalnosci w wodzie, przenikaniu przez btony
komorkowe oraz wiekszg podatno$¢ na metabolizm i wydalanie.

Optymalizacja tych parametrow, takich jak masa czgsteczkowa i objetosé, jest
istotnym elementem w procesie syntetyzowania nowych pochodnych, poniewaz wpltywa
bezposrednio na ich biodostepnos¢ oraz skuteczno$é biologiczna.

Ponadto, energia obliczona metodg funkcjonatu gestosci (DFT) stuzy do okreslenia
najnizszej energii stanu podstawowego czasteczki. W praktyce oznacza to stabilnos¢
energetyczng czasteczki w warunkach samokonsystentnych. Energia SCF jest zwigzana z
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rozktadem elektronéw wokdt atomoéw czagsteczki, a im wieksza objeto$¢ molekularna, tym
bardziej ztozony rozktad elektronowy, co wptywa na wartos¢ energii SCF.

Obliczenia dotyczace wtasciwosci ADMET (wchtanianie, dystrybucja, metabolizm,
wydalanie i toksycznoS¢) sg istotne w ocenie potencjalnych zastosowan flawonoidéw w
zywnosci, szczegdlnie w kontekscie przenikania przez bariere krew-mdzg i wchtaniania z
przewodu pokarmowego.

43



5.3. Wlasciwosci antyoksydacyjne i prooksydacyjne

Antyoksydanty to zwigzki neutralizujgce wolne rodniki, zapobiegajgce procesom
oksydacyjnym, ktdére mogg prowadzi¢ do uszkodzenia komorek. Flawonoidy, bedace grupa
zwigzkdéw o potencjalnych wiasciwosciach przeciwutleniajgcych, sg badane pod katem ich
zdolnosci do neutralizowania reaktywnych form tlenu (ROS) oraz zapobiegania stresowi
oksydacyjnemu.

Rézne metody pomiarowe pozwalajg na okreSlenie zdolnosci przeciwutleniajgcych i
prooksydacyjnych zwigzkdédw chemicznych. Kazda z tych metod opiera sie na odmiennych
zasadach chemicznych i mechanizmach reakcji z wolnymi rodnikami lub prooksydantami.
Najczesciej stosowane metody obejmujg: DPPH, ABTS, CUPRAC, HORAC, metode redukgcji
tlenku azotu (Griessa) oraz utlenianie Troloxu.

Zdolno$¢ flawonoidow do dziatania jako antyoksydanty jest ScisSle zwigzana z ich
strukturg chemiczng, a w szczegdlnosci z liczbg i potozeniem grup hydroksylowych oraz
uktadéw nienasyconych w pierScieniach aromatycznych. Struktura ta determinuje, jakie
mechanizmy neutralizacji wolnych rodnikdéw bedg dominowac i jak skutecznie dany flawonoid
bedzie petnit funkcje antyoksydacyjna. Kluczowe mechanizmy, takie jak transfer atomu
wodoru (HAT), transfer pojedynczego elektronu (SET) oraz sekwencyjna utrata protonu i
transfer elektronu (SPLET), sg bezposSrednio zalezne od rozmieszczenia grup funkcyjnych w
czasteczce flawonoidu.

Flawonoidy zawierajgce duzg liczbe grup hydroksylowych, takie jak kwercetyna czy
mirycetyna, wykazujg szczegdlnie silne wtasciwosci antyoksydacyjne. W badaniach wykazano,
ze liczba i rozmieszczenie grup hydroksylowych, zwtaszcza w pozycjach orto na pierscieniu B,
sg kluczowe dla ich aktywnosci. Kwercetyna, majaca pie¢ grup hydroksylowych, jest w stanie
oddawac atomy wodoru w mechanizmie HAT oraz elektrony w mechanizmie SET, co czyni jg
jednym z najsilniejszych flawonoidowych antyoksydantéw. Taki mechanizm w duzej mierze
odpowiada za obserwowane w badaniach dziatanie ochronne kwercetyny w kontekscie
ochrony komérek przed stresem oksydacyjnym, co potwierdzajg badania wykazujace jej
zdolno$¢ do hamowania peroksydacii lipidéw oraz neutralizowania rodnikéw hydroksylowych
i nadtlenkowych.

Mirycetyna, zawierajgca dodatkowg grupe hydroksylowg w poréwnaniu do
kwercetyny, wykazuje jeszcze silniejszg aktywnos$¢ antyoksydacyjng, co wynika z wiekszej
zdolnosci do oddawania protondw i elektronéw. Mechanizm SPLET w przypadku mirycetyny
odgrywa istotng role, poniewaz struktura z wieloma grupami hydroksylowymi sprzyja tatwemu
oderwaniu protondw, co zostato potwierdzone w licznych badaniach eksperymentalnych.
Obserwowana silna aktywno$¢ antyoksydacyjna mirycetyny, zaréwno w kontekscie ochrony
lipiddw bton komdrkowych, jak i zapobiegania uszkodzeniom DNA, wskazuje, ze jej struktura
jest optymalna do skutecznego udziatu w reakcjach neutralizacji wolnych rodnikéw.

Antocyjaniny, takie jak cyjanidyna, ktérych aktywno$¢ réwniez zalezy od obecnosci
grup hydroksylowych i nienasyconych uktadéw aromatycznych, cechujg sie nieco odmiennym
mechanizmem dziatania. Ze wzgledu na swojg strukture, umozliwiajg one fatwy transfer
elektrondw, co sprawia, ze mechanizm SET dominuje w ich aktywnosci antyoksydacyjnej.
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Badania wykazujg, ze cyjanidyna efektywnie neutralizuje rodniki tlenowe i nadtlenkowe, co
ma istotne znaczenie w ochronie naczyn krwiono$nych oraz prewencji standw zapalnych

Ws$rdd najpopularniejszych metod pomiaru zdolnosci antyoksydacyjnych mozna
wymieni¢ metody takie jak:

5.3.1. Metoda DPPH (2,2-Difenylo-1-pikrylohydrazyl)

Metoda DPPH jest jedng z najpowszechniej stosowanych technik oceny zdolnosci
antyoksydacyjnych. Polega na wykorzystaniu wolnego rodnika DPPH, ktéry ma silne
wihasciwosci absorpcyjne przy dtugosci fali 517 nm, co nadaje mu charakterystyczny
purpurowy kolor. Antyoksydanty reagujg z DPPH, przekazujac elektron, co prowadzi do
redukcji rodnika i zmiany koloru roztworu na zo6tty.

Mechanizm reakcji polega na przeniesieniu atomu wodoru (hydrogen atom transfer,
HAT) (Rysunek 5) lub elektronu (single electron transfer, SET) (Rysunek 6) z antyoksydantu
na wolny rodnik DPPH. SkutecznoS¢ antyoksydantu jest oceniana na podstawie spadku
absorpcji, co jest miarg zdolnosci zwigzkéw do neutralizowania wolnych rodnikow.

Metoda HAT:
AH + Ry —+ A - RH

Rysunek 5. Mechanizm HAT polega na przeniesieniu atomu wodoru z antyoksydantu (AH)
na wolny rodnik (Re): W tej reakcji antyoksydant oddaje atom wodoru, a powstaje rodnik
antyoksydantu (Ae) oraz zneutralizowany rodnik (RH).

Metoda SET:

AH — A7 + e
Re+e  — R

Rysunek 6. Mechanizm SET polega na przeniesieniu pojedynczego elektronu z
antyoksydantu (AH) na wolny rodnik (Re): Najpierw antyoksydant traci elektron, stajgc sie
kationem (A*), a nastepnie rodnik (Re) przyjmuje elektron, neutralizujac sie.
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5.3.2. Metoda ABTS (2,2'-Azylo-bis(3-etylo-benzo-tiazolino-6-sulfonian))

Metoda ABTS opiera sie na generowaniu kationowego rodnika ABTSe+, ktdry jest
stabilnym rodnikiem i charakteryzuje sie niebiesko-zielong barwg o maksymalnej absorpdji
przy 734 nm. Po dodaniu antyoksydantu do roztworu ABTSe+, dochodzi do redukcji rodnika,
co powoduje odbarwienie roztworu. Mechanizm dziatania ABTS polega zaréwno na transferze
elektronu (SET), jak i transferze atomu wodoru (HAT), co sprawia, ze metoda ta jest bardziej
uniwersalna niz DPPH. Ze wzgledu na dobrg rozpuszczalno$¢ ABTS zarédwno w wodzie, jak i
rozpuszczalnikach organicznych, metoda ta znajduje szerokie zastosowanie w badaniach nad
zwigzkami o réznej polarnosci.

5.3.3. Metoda CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity)

Metoda CUPRAC opiera sie na zdolnosci antyoksydantdéw do redukcji jondw miedzi(II)
do miedzi(I). W tej metodzie stosuje sie chelatujgce jony miedzi(II) z neokuproing (Cu(II)-
Nc), ktére w obecnosci antyoksydantow ulegajg redukcji do formy Cu(I)-Nc, charakteryzujacej
sie maksymalng absorpcjg przy 450 nm.

Redukcja miedzi(II) zachodzi przez mechanizm SET, a wynik uzyskiwany jest na
podstawie wzrostu absorpcji roztworu po reakcji z antyoksydantem. Metoda CUPRAC cechuje
sie duzg czutoscig i prostotg wykonania, a takze mozliwoscig stosowania w Srodowiskach o
réznej polarnosci.

5.3.4. Metoda HORAC (Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity)

Metoda HORAC mierzy zdolno$¢ antyoksydantdw do neutralizowania rodnikéw
hydroksylowych (¢OH), jednych z najsilniejszych prooksydantéw. Rodniki hydroksylowe sg
generowane W reakcji Fentona z uzyciem nadtlenku wodoru i Zzelaza(II). Po ich
wygenerowaniu, rodniki atakujg substrat fluorescencyjny, powodujgc wygaszenie
fluorescencji. Antyoksydanty, neutralizujgc rodniki hydroksylowe, zapobiegajg wygaszeniu
fluorescencji, a poziom antyoksydacyjny jest oceniany na podstawie pozostatej intensywnosci
fluorescencji. Metoda HORAC jest szczegdlnie przydatna do badania zwigzkdw, ktdére reaguja
z rodnikami hydroksylowymi poprzez mechanizmy HAT.

5.3.5. Metoda redukcji tlenku azotu (NO) przy uzyciu odczynnika Griessa

Tlenek azotu (NO) jest reaktywng formg azotu o wiasciwosciach prooksydacyjnych,
ktéra moze reagowac z supertlenkami, tworzac wysoce toksyczne rodniki peroksynitrytu. W
tej metodzie, NO generowany w prdébkach jest redukowany przez antyoksydanty, co
zmniejsza ilo$¢ reaktywnego NO dostepnego do reakcji z odczynnikiem Griessa.

Odczynnik Griessa, sktadajacy sie z sulfanilamidu i N-naftyloetylodwuaminy, reaguje z
NO, tworzac rdézowy zwigzek diazo, ktérego intensywno$¢ jest mierzona
spektrofotometrycznie. Zdolno$¢ antyoksydantu do neutralizacji NO jest miarg jego
aktywnosci przeciwutleniajgce;j.
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5.3.6. Prooksydacyjne utlenianie Troloxu

Trolox, syntetyczny analog witaminy E, jest stosowany jako standard w badaniach
antyoksydacyjnych. Jego prooksydacyjne witasciwosci sg wykorzystywane do badania
aktywnosci flawonoidow w obecnosci reaktywnych form tlenu (ROS). W obecnosci ROS,
Trolox ulega utlenieniu, a stopien tego procesu mozna mierzyé, oceniajgc spadek jego
stezenia.

Prooksydacyjne utlenianie Troloxu mozna przedstawi¢ jako reakcje redoks, w ktorej
Trolox oddaje atom wodoru (He) lub elektron (e-), reagujac z ROS, co prowadzi do jego
utlenienia do formy rodnikowej (Rysunek 7). Ten proces, zamiast hamowac stres
oksydacyjny, moze prowadzi¢ do nasilenia reakcji oksydacyjnych, polega na sekwencyjnej
utracie protonu i transferze elektronu przez Trolox, co prowadzi do jego utlenienia w
obecnosci ROS. W warunkach sprzyjajacych mechanizmowi SPLET (np. wysokie stezenie
ROS), Trolox moze dziata¢ jako prooksydant, przyspieszajac reakcje oksydacyjne i promujgc
generowanie wiekszej ilosci reaktywnych form tlenu. W obecnosci flawonoidow o
wiasciwosciach prooksydacyjnych, mechanizm SPLET moze byC nasilony, co prowadzi do
zwiekszenia utleniania Troloxu.

T0H - TO  +H™

TO™ + ROS — 10+ ROS™

Rysunek 7. W pierwszym etapie proton zostaje oderwany z grupy hydroksylowej
Troloxu, tworzac anion Troloxu (TO-). Po oddaniu protonu, anion Troloxu (TO-) moze oddac
elektron do ROS. Transfer elektronu do reaktywnej formy tlenu neutralizuje ROS, ale prowadzi
do utlenienia Troloxu do formy rodnikowej (TOe), co oznacza, ze Trolox przestaje petnic role
antyoksydanta, a zamiast tego moze uczestniczy¢ w reakcjach prooksydacyjnych.
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5.4. Wlasciwosci przeciwnowotworowe i chemoprewencyjne

Mechanizmy przeciwnowotworowego dziatania flawonoidéw obejmujg hamowanie
proliferacji, indukcje apoptozy, inhibicje angiogenezy oraz modulowanie ukfadu
odpornosciowego. Kwercetyna, apigenina i mirycetyna sg przyktadami flawonoidéw, ktore
wykazujg silne dziatanie cytotoksyczne wobec komorek nowotworowych. Kwercetyna
wykazuje zdolno$¢ do hamowania kinazy Akt, co prowadzi do zatrzymania cyklu komdérkowego
w fazie G1 oraz indukcji apoptozy poprzez aktywacje szlaku zaleznego od biatka p53 i
obnizenie ekspresji biatek antyapoptotycznych, takich jak Bcl-2 (Lakhanpal i Rai, 2007).
Apigenina hamuje ekspresje cykliny D1, co prowadzi do zmniejszenia proliferacji komorek
nowotworowych, a takze indukuje apoptoze poprzez aktywacje kaspaz i destabilizacje
mitochondriow (Muller et al., 2010). W przypadku mirycetyny, jej zdolnos¢ do inhibicji kinaz
PI3K/Akt zostata powigzana z jej dziataniem przeciwnowotworowym, szczegdlnie w
odniesieniu do nowotwordw o wysokim stopniu agresywnosci (Li et al., 2018).

Prewencja nowotworu piersi staje sie kluczowym elementem strategii zdrowotnych,
szczegoblnie w konteksScie rosngcej liczby zachorowan na ten typ nowotworu na catym $wiecie.
Oprodcz czynnikdw genetycznych i hormonalnych, styl zycia, w tym dieta, odgrywa istotng role
w zmniejszaniu ryzyka jego rozwoju. Coraz wiekszg uwage zwraca sie ha Zzywienie
funkcjonalne, ktore nie tylko dostarcza niezbednych sktadnikdw odzywczych, ale takze oferuje
biologicznie aktywne zwigzki, takie jak flawonoidy, wspomagajgce ochrone przed stresem
oksydacyjnym i procesami zapalnymi, kluczowymi w kancerogenezie. W kontekscie leczenia
onkologicznego pacjentdw z nowotworem piersi, wdrozenie zywienia funkcjonalnego moze
stanowic istotne wsparcie terapeutyczne, poprawiajgc ogolny stan zdrowia, wspierajac uktad
odpornosciowy oraz redukujgc skutki uboczne zwigzane z terapia.

W celu oceny skutecznosci flawonoidow w kontekScie przeciwnowotworowym
stosowane sg réznorodne testy biologiczne, z ktérych jednym z najbardziej powszechnych
jest test MTT. Test ten umozliwia ocene zywotnosci komdrek poprzez pomiar aktywnosci
mitochondrialnych dehydrogenaz, ktére redukuja MTT do fioletowego formazanu w
komdrkach zywych. Proces ten nie zachodzi w martwych komodrkach, co pozwala na
precyzyjne okreslenie stopnia cytotoksycznosci badanych zwigzkéw wobec komdrek
nowotworowych (Mosmann, 1983). Test MTT jest powszechnie stosowany w badaniach na
liniach komdrkowych nowotwordw piersi, takich jak MCF-7 oraz MDA-MB-231.

Wybdr linii komdrkowych MCF-7 oraz MDA-MB-231 w badaniach nad flawonoidami nie
jest przypadkowy. MCF-7 to linia komdrkowa reprezentujgca raka piersi zaleznego od
hormondw, charakteryzujgca sie ekspresjg receptoréw estrogenowych (ER+). Ta linia
komodrkowa jest szczegdlnie uzyteczna w badaniach nad nowotworami, ktére reagujg na
terapie hormonalng, poniewaz pozwala na ocene wptywu flawonoidéw na szlaki zalezne od
estrogendéw. W badaniach na liniach MCF-7 wykazano, ze kwercetyna i apigenina moga
modulowac¢ ekspresje receptoréw estrogenowych, wptywajac na wzrost nowotwordw
zaleznych od estrogendw (Srinivasan i Rajendra, 2018).
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Z kolei linia MDA-MB-231 to model potrdjnie negatywnego raka piersi (TNBC),
charakteryzujgcego sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych oraz HER2.
TNBC jest trudnym do leczenia typem nowotworu, gdyz nie reaguje na standardowe terapie
hormonalne czy celowane, takie jak inhibitory HER2. W badaniach wykazano, ze flawonoidy,
takie jak kwercetyna i mirycetyna, mogg hamowac proliferacje komoérek MDA-MB-231 poprzez
indukcje apoptozy oraz hamowanie Sciezek sygnatowych PI3K/Akt i MAPK, co potwierdza ich
potencjat w leczeniu tego trudnego do leczenia typu nowotworu (Pawlikowska-Pawlega et al.,
2019).
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6. Metody badawcze
6.1. Chemia teoretyczna (obliczeniowa)

W ramach niniejszej pracy wykonano szereg obliczen kwantowo-chemicznych
majacych na celu zbadanie wiasciwosci kompleksow metali z wybranymi ligandami, przy
wykorzystaniu programu Gaussian oraz funkcjonatu hybrydowego B3LYP. Ponizej
szczegbtowo opisano etapy obliczen, w tym optymalizacje geometrii, analize rozktadu tadunku
elektronowego, indeksdw aromatycznosci, granicznej gestosci rodnikowej, potencjatu
elektrostatycznego, energii dysocjacji wigzania (BDE) oraz funkcji Fukui.

6.1.1. Przygotowanie struktur wejsciowych

Struktury liganddéw, takich jak resweratrol, chryzyna, apigenina, kaempferol,
kwercetyna oraz mirycetyna, zostaty pobrane z bazy danych PubChem w formacie SDF
(Structure Data File). Format SDF jest standardowym formatem plikdw wykorzystywanym do
przechowywania informacji o strukturach chemicznych, w tym przestrzennych wspétrzednych
atomow.

Struktury te zostaty najpierw poddane recznej inspekcji i przeksztatceniu do formatu
programu Gaussian (format .gjf). Nastepnie wykonano optymalizacje geometrii dla samych
liganddw oraz ich kompleksdw z metalami, przy uzyciu poziomu teorii B3LYP z podstawami
6-31G(d,p) dla ligandéw oraz pseudopotencjatami ECP (Effective Core Potential) dla atoméw
metali. W przypadku metali ciezkich zastosowano odpowiednie zestawy baz (np. LANL2DZ).

6.1.2. Optymalizacja geometrii

Optymalizacje geometrii przeprowadzono z wykorzystaniem funkcjonatu B3LYP
(Becke's three-parameter exchange function, combined with the Lee-Yang-Parr correlation
function), ktdry jest szeroko stosowany w badaniach nad uktadami zawierajgcymi metale
przejéciowe. Podstawy 6-31G(d,p) oraz ich rozszerzone wersje z dyfuzyjnymi funkcjami
polaryzacyjnymi (np. 6-311++G(d,p)) zostaty zastosowane, aby zapewni¢ doktadnoS¢ w
opisie rozktadu elektronéw w duzych uktadach molekularnych.

Wszystkie obliczenia optymalizacyjne zostaty wykonane przy zatozeniu stanu
podstawowego oraz bez zatozenia zadnych symetrii (opcja NoSymm w Gaussian), aby unikngc
niepotrzebnych ograniczen symetrii geometrycznej w procesie optymalizacji. Proces
optymalizacji zostat wykonany do uzyskania minimalnych wartosSci energii, ktére spetniaty
warunki konwergencji na poziomie gradientu oraz energii catkowitej.
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6.1.3. Obliczenia rozktadu tadunku elektronowego (NPA)

Rozktad tadunku elektronowego na poszczegdinych atomach komplekséw ligand-
metal analizowano za pomocg analizy populacyjnej Natural Population Analysis (NPA). Analiza
ta pozwala uzyska¢ wartosci fadunkéw na atomach na podstawie funkcji falowej z obliczen
kwantowo-chemicznych.

Do wykonania analizy NPA uzyto wbudowanej w Gaussian metody NBO (Natural Bond
Orbital). Uzyskane wyniki pozwalajg na okreslenie lokalizacji nadmiaru fadunku
elektronowego, co jest istotne dla zrozumienia witasciwosci elektronowych i reaktywnosci
ligandéw w kompleksach metali.

6.1.4. Indeksy aromatycznosci

Aromatyczno$¢ wybranych uktadéw analizowano za pomocg obliczern indeksow
aromatycznosci, takich jak Harmonic Oscillator Model of Aromaticity (HOMA). Do obliczen
indeksu HOMA wykorzystano optymalizowane geometrie liganddw, z ktérych wyliczono
dtugosci wigzan w pierscieniach aromatycznych. Obliczenia przeprowadzono na poziomie
B3LYP/6-31G(d,p), co zapewnia dobrg zgodnos¢ z wynikami eksperymentalnymi.

6.1.5. Graniczna gestosc¢ rodnikowa

Aby oceni¢ graniczng gestos¢ rodnikowg badanych komplekséw, wykonano obliczenia
energii HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) i LUMO (Lowest Unoccupied Molecular
Orbital). Te energie sg kluczowe w okresleniu reaktywnosci chemicznej oraz potencjalnych
miejsc ataku rodnikowego. Graniczng gesto$¢ rodnikowg wyznaczono poprzez réznice miedzy
energiami HOMO i LUMO (tzw. gap energetyczny), co pozwala na okreslenie stabilnosci
rodnikowej badanych uktadow.

Wizualizacja granicznej gestosci rodnikowej zostata wykonana z wykorzystaniem
platformy WebMO. Natozono obliczone powierzchnie elektronowej gestosci granicznej (HOMO
i LUMO) na optymalizowane geometrie ligandéow, co umozliwito wizualng ocene miejsc
aktywnosci chemicznej w badanych czasteczkach.
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6.1.6. Potencjat elektrostatyczny

Rozktad potencjatu elektrostatycznego (ESP) na powierzchni czgsteczki obliczono, aby
zidentyfikowa¢ obszary o rdznej gestosci tadunku elektronowego, co pozwala na lepsze
zrozumienie interakcji elektrostatycznych pomiedzy ligandem a srodowiskiem (np. biatkiem
lub innymi ligandami). Do wyznaczenia potencjatu elektrostatycznego uzyto funkcji Molecular
Electrostatic Potential (MEP) w programie Gaussian, co umozliwito zobrazowanie potencjatow
na powierzchni izoelektronowej czgsteczki.

Podobnie jak w przypadku granicznej gestosci rodnikowej, potencjat elektrostatyczny
zostat zwizualizowany na platformie WebMO. (https://www.webmo.net/z dn. 24.09.24)
Natozono izopowierzchnie potencjatu elektrostatycznego na zoptymalizowang geometrie
czasteczki, co pozwolito na identyfikacje obszaréw o roznym charakterze fadunku.

6.1.7. Energia dysocjacji wigzania (BDE)

Energia dysocjacji wigzania (BDE, Bond Dissociation Energy) zostata obliczona dla
wigzan kluczowych dla stabilno$ci komplekséw ligand-metal. Obliczenia te wykonano poprzez
wyznaczenie réznicy energii pomiedzy uktadem w stanie zwigzanym a produktem dysocjacji
wigzania. W obliczeniach BDE stosowano podejscie opierajgce sie na optymalizacji geometrii
zaréwno uktadu wyjsciowego, jak i produktéw dysocjacji.

6.1.8. Funkcja Fukui

Funkcje Fukui wyznaczono na podstawie obliczen kwantowo-chemicznych dla stanéw
zredukowanych oraz utlenionych komplekséw ligand-metal, wykorzystujgc definicje Fukui
jako pochodng gestosci elektronowej wzgledem liczby elektronéw. Do obliczen funkgji Fukui
wykorzystano metodyke B3LYP, a wyniki postuzyty do wyznaczenia miejsc o najwiekszej
reaktywnosci nukleofilowej i elektrofilowej w badanych uktadach.
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6.2. Metody badania biodostepnosci

W badaniu zastosowano szereg metod obliczeniowych do analizy biodostepnosci
flawonoiddw, uwzgledniajac takie parametry, jak rozpuszczalno$¢, wspdtczynnik lipofilowosci
(LogP) oraz wtasciwosci farmakokinetyczne, takie jak absorpcja jelitowa czy przenikanie przez
bariere krew-mozg. Wykorzystano nastepujgce narzedzia oraz podejscia obliczeniowe:

SwissADME to platforma obliczeniowa, ktdra zostata zastosowana do przewidywania
wiasciwosci fizykochemicznych oraz farmakokinetycznych badanych zwigzkdéw. W ramach
tego narzedzia obliczono:

6.2.1. TPSA (Topologiczna Powierzchnia Polarna)

Obliczenia TPSA zostaty przeprowadzone na podstawie metodologii fragmentowej
zaproponowanej przez Ertla i wspdtpracownikow. Wartosci TPSA sg sumg wktaddw polarnych
atomdw (gtdwnie tlenu i azotu), a ich jednostka sa A2. Fragmenty te zostaty zdefiniowane w
oparciu o wczesniejsze badania dotyczace wptywu polarnosci na wchtanianie lekow.

6.2.2. LogP (Wspotczynnik podziatu oktanol-woda)
Lipofilowos$¢ czasteczki obliczono na podstawie kilku metod, w tym:

. WLOGP: Jest to metoda fragmentalna, w ktérej sumuje sie lipofilowe wkiady
poszczegolnych fragmentdw molekularnych. Kazdy fragment czasteczki ma przypisane
wartosci na podstawie duzej bazy danych zawierajgcej informacje o znanych zwigzkach.

. Consensus LogP: Srednia arytmetyczna obliczen LogP uzyskanych przy uzyciu réznych
algorytmow (w tym WLOGP i iLOGP). Uzyto kilku metod w celu uzyskania bardziej doktadnych
i zroznicowanych wynikéw.

6.2.3. Reguta Lipinskiego

Do oceny potencjalnych wiasciwosci farmakokinetycznych zastosowano tzw. "regute
pieciu Lipinskiego". Oceniano takie parametry, jak masa czasteczkowa (MW), liczba donoréw
(HBD) i akceptoréw (HBA) wigzan wodorowych oraz LogP. Reguta Lipinskiego polega na
sprawdzeniu, czy zwigzek narusza wiecej niz dwa z czterech kryteriéw (masa czasteczkowa
> 500 Da, LogP = 5, HBD > 5, HBA > 10).
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6.2.4. Stopien absorpcji jelitowej

Absorpcja jelitowa zostata oszacowana na podstawie wartosci TPSA. Obliczenia
procentu absorpcji (%ABS) dokonano na podstawie wzoru:

%ABS = 109 - (0,345 x TPSA),

gdzie TPSA jest wyrazona w A2. Wz6r ten opiera sie na empirycznych danych uzyskanych z
badan absorpcji w przewodzie pokarmowym.

6.2.5. Metoda "Boiled Egg"

Do oceny absorpcji jelitowej oraz zdolnosSci przenikania przez bariere krew-mozg
zastosowano metode graficzng "Boiled Egg", dostepng w narzedziu SwissADME. Metoda ta
opiera sie na dwdch deskryptorach:

e WLOGP- Wartosci wspdtczynnika podziatu oktanol-woda obliczono metoda
fragmentalng, w ktérej kazdy fragment czasteczki przyczynia sie do catkowitej
lipofilowosci.

e TPSA- Obliczenia TPSA, ktére juz wczesniej opisano, wykorzystywane sg do
przewidywania przepuszczalnosci przez btony biologiczne.

Na wykresach typu "Boiled Egg" kazda czasteczka jest przedstawiona jako punkt. Biata
strefa reprezentuje wysokie prawdopodobienstwo absorpcji jelitowej, natomiast zotta strefa
wskazuje na mozliwos¢ przenikania przez bariere krew-mozg.

6.2.6. Model rozpuszczalnosci ESOL

Rozpuszczalno$¢ flawonoidéw w wodzie obliczono przy uzyciu modelu ESOL, ktdry opiera sie
na regresji liniowej. Model ten uwzglednia takie parametry, jak:

e TPSA- Im wieksza powierzchnia polarna czagsteczki, tym mniejsza jej rozpuszczalno$é w
wodzie.
e MW (Masa czgsteczkowa)- Wieksze czasteczki majg zwykle nizszg rozpuszczalnosc.
Liczba donoréw i akceptoréw wigzan wodorowych: Zwiekszona liczba grup OH i NH ma
wplyw na zwiekszenie zdolnosci do tworzenia wigzan wodorowych z woda.

Wartosci logarytmu rozpuszczalnosci (Log S) sg obliczane na podstawie wzoru:
LogS =0,16 - 0,63 x LogP - 0,0062 x MW + 0,066 x nrotb - 0,74 x AR

gdzie MW jest masg czasteczkowg, a TPSA jest powierzchnig polarng, AR (Aromatic Rings) -

liczba pierscieni aromatycznych, ktdre zmniejszajg rozpuszczalnosé, poniewaz sg one bardziej
lipofilowe i mniej zdolne do interakcji z wodg poprzez tworzenie wigzan wodorowych.
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6.2.7. Liczba wigzan obrotowych (nrotb)

Obliczenia dotyczace liczby wigzan obrotowych (nrotb) opieraty sie na identyfikacji
liczby pojedynczych wigzan niewchodzacych w sktad pierscieni, ktére sg potgczone z ciezkimi
atomami (atomy inne niz wodor). Kazde takie wigzanie stanowi miare elastycznosci czasteczki,
co moze wptywac na biodostepnos¢ leku. Mniejsze wartosci nrotb wskazujg na wiekszg
sztywnoS¢ czasteczki, co czesto koreluje z lepszg biodostepnoscia.
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6.3. Metody badania wiasciwosci antyoksydacyjnych

6.3.1. Metoda DPPH

Metoda DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl-hydrate) zostata zastosowana do oceny
aktywnosci antyoksydacyjnej badanych substancji. Roztwdr DPPH przygotowano poprzez
rozpuszczenie 24 mg statego DPPH w 100 mL metanolu, uzyskujac roztwér wyjsciowy, ktdry
nastepnie rozcienczono pieciokrotnie w metanolu. Na ptytke 96-dotkowg naniesiono 15 uL
roztworu badanej substancji, po czym dodano 285 pL roboczego roztworu DPPH. Prdbki
inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Absorbancje zmierzono
spektrofotometrycznie przy diugosci fali 517 nm. Jako wzorzec referencyjny zastosowano
kwas askorbinowy. Wyniki wyrazono jako ekwiwalent witaminy C (VCEAC), ktory pozwala na
poréwnanie zdolnosci antyoksydacyjnych badanych substangiji.

6.3.2. Metoda ABTS

Metoda ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) zostata
wykorzystana do badania aktywnosci antyoksydacyjnej ligandéw i metalokomplekséw.
Roztwdr rodnika ABTS+ przygotowano poprzez zmieszanie rownych objetosci 7 mM roztworu
ABTS z 2,45 mM roztworem nadsiarczanu potasu. Mieszanine inkubowano przez 12-16 godzin
w ciemnosci, w temperaturze pokojowej. Przed uzyciem, roztwor rozcienczono etanolem do
absorbancji 0,7 (£ 0,02) przy dtugosci fali 734 nm. Na ptytke 96-dotkowg dodano 240 pL
roztworu ABTS+ i 10 yL badanej substancji. Absorbancje mierzono spektrofotometrycznie
przy 734 nm przy uzyciu spektrofotometru Biotek Synergy H1. Wyniki przeliczono na
ekwiwalent zdolnosci antyoksydacyjnej witaminy C (VCEAC).

6.3.3. Metoda CUPRAC

Metoda CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity) stuzyta do oceny zdolnosci
antyoksydacyjnej badanych prébek poprzez redukcje jondw Cu(II) do Cu(l). Do kazdej prébki
dodano reagent CUPRAC, ktory stanowi kompleks Cu(II)-neokuproiny. Powstaty chromofor
Cu(I)-neokuproiny mierzy sie przy dtugosci fali 450 nm. Test przeprowadzono w warunkach
kontrolnych, stosujgc Trolox jako wzorzec, a wyniki wyrazono jako ekwiwalent zdolnosci
antyoksydacyjnej w odniesieniu do Troloxu (TEAC). Absorbancje zmierzono przy dtugosci fali
450 nm przy uzyciu spektrofotometru Biotek Synergy H1\
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6.3.4. Metoda HORAC

W metodzie HORAC oceniano zdolno$¢ prébek do neutralizowania rodnikéw
hydroksylowych. Rodniki te generowano poprzez reakcje jondw kobaltu(II) z nadtlenkiem
wodoru, co prowadzito do degradacji sygnatu fluorescencyjnego fluoresceiny. Do kazdej
probki dodano 100 WL fluoresceiny i 10 YL badanej substancji, a nastepnie inkubowano prébki
przez 45 minut. Intensywnos¢ fluorescencji mierzono przy dtugosci fali wzbudzenia 485 nm i
emisji przy 535 nm, a wyniki analizowano na podstawie obszaru pod krzywg (AUC). Wartosci
odniesiono do wzorca w postaci kwasu galusowego.

6.3.5. Metoda redukcji tlenku azotu

Metode redukcji rodnika tlenku azotu (NOe) przeprowadzono na podstawie reakcji
Griessa. Tlenek azotu generowano poprzez rozktad nitroprusydku sodu, ktéry reagowat z
tlenem, tworzac jony azotynowe. Do kazdego dotka ptytki 96-dotkowej dodano 50 pL badanej
substancji oraz 10 uL roztworu nitroprusydku sodu. Po inkubacji przez 90 minut, do kazdego
dotka dodano 100 pL odczynnika Griessa. Absorbancje mierzono spektrofotometrycznie przy
dtugosci fali 546 nm przy uzyciu spektrofotometru Biotek Synergy H1.

6.3.6. Prooksydacyjne utlenianie Troloxu
Do oceny aktywnosci prooksydacyjnej wykorzystano Trolox jako wzorzec. Roztwor
Trolox (100 M) mieszano z H202 (50 uM), peroksydazg chrzanowg (HRP, 0,01 pM) oraz

badanymi substancjami w odpowiednich stezeniach. Absorbancje mierzono po 30 minutach
inkubacji przy dtugosci fali 272 nm przu uzyciu spektrofotometru Biotek Synergy H1.
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6.4. Metody badania wlasciwosci cytotoksycznych

6.4.1. Przygotowanie probek

Do oceny cytotoksycznosci badanych liganddw i metalokompleksdéw zastosowano linie
komorkowe MCF-7 oraz MDA-MB-231. Ligandy flawonoidéw (resweratrol, apigenina,
kaempferol, kwercetyna, mirycetyna) oraz ich metalokompleksy przygotowano w zakresie
stezen od 12,5 uM do 200 pM. Do przygotowania probek uzyto roztworu dimetylosulfotlenku
(DMSO) w stezeniu <1%. Jako kontrole ujemng wykorzystano komérki traktowane wytgcznie
DMSO w stezeniu <1%, a jako kontrole pozytywng — komdrki traktowane doksorubicyng w
odpowiednich stezeniach.

6.4.2. Warunki hodowli komorek

Komorki linii MCF-7 i MDA-MB-231 hodowano w standardowych warunkach
inkubacyjnych (37°C, 5% CO2, wilgotnos¢ 95%). Komérki inkubowano przez 24 godziny z
réznymi stezeniami badanych ligandéw i ich metalokompleksdw w pozywce zawierajgcej 10%
FBS (surowica ptodowa cieleca) oraz antybiotyki (penicylina i streptomycyna). Hodowle
prowadzono w odpowiednich ptytkach hodowlanych z 96 dotkami.

6.4.3. Pomiar cytotoksycznosci

Do oceny cytotoksycznosci zastosowano test MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide). Po 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami do kazdego
dotka dodano 20 L roztworu MTT (5 mg/mL w PBS) i inkubowano komorki przez kolejne 3
godziny w 37°C. Nastepnie medium usunieto, a osad formazanu rozpuszczono w 100 pL
DMSO. Absorbancje mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 570 nm z uzyciem
spektrofotometru Biotek Synergy_H1.
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6.4.4. Analiza danych

Procent zywotnosci komorek wyrazono w odniesieniu do préby kontrolnej (komorki
traktowane wytagcznie DMSO). Wyniki obliczono wedtug wzoru:

Arébki
% Zywotnosei — (L % 100
Akuntmli

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu ANOVA z odpowiednig korektg
post-hoc. Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto wartosci p<0,05.

6.4.5. Badanie morfologii komoérek

Zmiany morfologiczne komodrek byty monitorowane za pomocg mikroskopu
Swietlnego. Zdjecia komodrek wykonano po 24 godzinach inkubacji w obecnosci liganddw i ich
metalokomplekséw w stezeniach od 12,5 uM do 200 pM. Obserwowano zmiany w ksztatcie
komoérek, adhezji do podtoza oraz ewentualne wytrgcanie sie nierozpuszczalnych osadow w
wyniku inkubacji z metalokompleksami.

6.4.6. Ocena wplywu na cytotoksycznosc leku

W badaniu dotyczacym interakcji miedzy ligandami a doksorubicyng komorki MDA-
MB-231 inkubowano przez 24 godziny w obecnosci doksorubicyny (0,312 uM, 0,625 uM, 2,5
MM) samodzielnie oraz w potaczeniu z ligandami (kwercetyna) lub metalokompleksami
(kwercetyna-Ru). Po inkubacji oceniono morfologie komdrek w Swietle widzialnym oraz
fluorescencyjnym, wykorzystujac test fluorescencji doksorubicyny.

6.4.7. Mikroskopia fluorescencyjna

Zdjecia komorek wykonano po 24-godzinnej inkubacji, monitorujgc zmiany
morfologiczne oraz stopien akumulacji doksorubicyny wewnatrz komérek przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego. Wartosci fluorescencji komorek oceniano jakoSciowo na
podstawie intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego.
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6.5. Tworzenie kompleksow z metalami i ich analiza
spektrofotometryczna

6.5.1. Przygotowanie ligandow i rozpuszczalnikow

Ligandy o czystosci powyzej 98%, zakupione od firmy Sigma (Merck), zostaty uzyte
do syntezy metalokomplekséw. Do procesu syntezy zastosowano dimetylosulfotlenek
(DMSO0), etanol oraz wodorotlenek sodu (NaOH) o czystosci analitycznej. Woda ultraczysta
uzyskana za pomocg systemu Milli-Q zostata uzyta do przemywania osaddw, ktdre
wytrgcaty sie w procesie syntezy na sgczkach filtracyjnych. Ligandy zostaty rozpuszczone
w DMSO, tworzac roztwory macierzyste o stezeniu 0,1 mol/L.

Nastepnie, roztwory ligandow byty rozcienczane etanolem. W celu deprotonacii
grup donorowych liganddw, rozcieficzone roztwory mieszano z etanolowym roztworem
NaOH. W syntezie metalokomplekséw uzyto roztworéw soli metali w formie chlorkdw.
Stosowano metale w postaci dwuwartos$ciowej oraz trojwartosciowej, przy czym stosunek
molowy ligandéw do metali wynosit odpowiednio 1:2 dla metali dwuwarto$ciowych i 1:3
dla metali trojwartosciowych.

6.5.2. Synteza zwigzkow kompleksowych

Roztwory ligandéw po deprotonacji taczono z roztworami soli metali w
odpowiednich proporcjach, prowadzac reakcje w temperaturze pokojowej. Proces
kompleksowania monitorowano wizualnie pod katem zmian barwy roztworu, co $wiadczyto
o tworzeniu komplekséw. Po zakorczeniu reakcji kompleksy byty oczyszczane poprzez
sgczenie i przemywanie wodg ultraczysta. Ostatecznie, uzyskane osady suszono.

6.5.3. Przygotowanie probek do badan biologicznych

Kompleksy metaloorganiczne przeznaczone do badan biologicznych rozpuszczano
w kompletnym medium hodowlanym DMEM, wzbogaconym w 10% objetosciowym FBS
oraz 1% antybiotykdw (penicylina i streptomycyna). Otrzymane roztwory komplekséw
stosowano w réznych stezeniach w testach biologicznych.
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6.5.4. Badanie struktury metodami spektrofotometrycznymi

METODA UV-VIS

Spektroskopie UV-Vis zastosowano do badania procesu kompleksowania ligandéw
z jonami metali. Pomiaréw dokonano za pomocg spektrofotometru UV-Vis w zakresie
dtugosci fal od 200 nm do 800 nm.

Roztwory komplekséw o stezeniu 1 x 10-5 M przygotowywano w wodzie, a
pomiary wykonywano w kuwecie kwarcowej o dtugosci drogi optycznej 1 cm. Widma
rejestrowano dla ligandéw, soli metali oraz powstatych komplekséw, co pozwalato na
identyfikacje charakterystycznych zmian w maksymalnej absorpcji i przesunie¢ zwigzanych
z procesem kompleksowania.

METODA FT-IR

Spektroskopia FT-IR byta uzywana do analizy struktury chemicznej powstatych
kompleksow. Widma FT-IR rejestrowano w zakresie od 4000 cm-1 do 400 cm-1 przy
uzyciu spektrometru FT-IR marki Bruker.

Kompleksy przygotowywano w postaci pastylek, prasujgc prébki z KBr. Kazda
probka byta mierzona co najmniej trzykrotnie, a uzyskane widma usredniano. Analizowano
zmiany w charakterystycznych pasmach drgan grup funkcyjnych, takich jak grupy
karbonylowe i aminowe, co pozwolito na okreslenie miejsc koordynacji metalu oraz
zrozumienie struktury powstatych komplekséw. Szczegdlng uwage zwracano na
przesuniecia pasm, ktére wskazywaty na wigzanie ligandow z metalem w procesie
tworzenia komplekséw.
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6.5.5. Badania stechmiometrii zwigzkow kompleksowych w roztworze

Metoda Joba, znana rdéwniez jako metoda stosunkéw molowych, zostata
zastosowana do okreslenia stechiometrii komplekséw metal-ligand w roztworze.

Proces ten opiera sie na przygotowaniu serii mieszanin roztwordw ligandu i jonu
metalu o zmiennych proporcjach molowych, przy czym catkowita objetosS¢ roztwordow
pozostaje stata (w tym eksperymencie byfa to objetos¢ 2 mL). Roztwory ligandu i jonu
metalu przygotowano osobno w stezeniach o rownych wartosciach molowych.

Nastepnie, rézne proporcje molowe metalu do ligandu (od 0 do 1) byty osiggane
przez mieszanie odpowiednich objetosci roztwordw metalu i ligandu, przy jednoczesnym
utrzymaniu statej objetosci koncowej roztworu w kazdej probce (2 mL). Warto$¢ stosunku
molowego byta wyznaczana wedtug wzoru:

Car

X —
L™ o +cn

gdzie:

. Cw to stezenie jonu metalu,
. C. to stezenie ligandu,
. X. to molowy stosunek jonu metalu do sumy stezen jonu metalu i ligandu.

Absorbancje kazdej mieszaniny mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali,
ktora zostata wczesSniej ustalona eksperymentalnie jako dtugos¢ odpowiadajaca
maksymalnej absorpcji dla kompleksu metal-ligand. Do pomiaru absorbancji wykorzystano
spektrofotometr UV-Vis. Pomiary wykonywano w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej
1cm.

Uzyskane wyniki zostaty przedstawione na wykresie, na ktdrym o$ X odpowiada
wartosci X, a 0§ Y — zmierzonej absorbancji dla kazdego kompleksu. Maksymalna wartosé¢
absorbancji odpowiadata stosunkowi molowemu jonu metalu do ligandu w powstatym
kompleksie. Stechiometria kompleksu metal-ligand zostata okreslona na podstawie
wartosci X, dla ktorej uzyskano maksymalng absorbancje.
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6.6. Genotoksycznosc¢
6.6.1. Przygotowanie struktur do dokowania molekularnego

Dokowanie molekularne zostato przeprowadzone w celu oceny interakdji
kaemferolu oraz jego komplekséw z miedzig i cynkiem z ludzkg topoizomerazg DNA II.
Wykorzystano struktury B-DNA (PDB ID: 1BDNA) dostepne w bazie danych PDB.
Przygotowanie struktur do dokowania obejmowato nastepujace kroki:

Struktury B-DNA oraz ligandéw przygotowano przy uzyciu programu Autodock Tools
(ADT) w wersji 1.5.6rc2. Do struktur ligandéw dodano niepolarne atomy wodoru oraz
przypisano im tadunki Gasteigera.

Struktury zapisano w formacie PDBQT, gotowym do dokowania.

Siatke obliczeniowg do dokowania ustawiono w ADT, wyznaczajgc centralny punkt
siatki w miejscu przeciecia DNA przez kompleksy topoizomerazy-DNA. Siatka miata
wymiary 60 x 60 x 60 &, a odstepy pomiedzy punktami siatki wynosity 0,375 A.
Wszystkie wigzania obrotowe liganddw zostaty uwzglednione w analizach, podczas gdy
makroczasteczki (DNA) byty traktowane jako struktury sztywne.

Dokowanie przeprowadzono za pomocg AutoDock w wersji 1.5.6rc2. Po zakonczeniu
dokowania, usunieto czasteczki leku oraz heteroatomy, pozostawiajgc jedynie
kompleksy ligand-receptor.

Energia wigzania liganddéw z DNA zostata obliczona, a uzyskane wartosci poréwnano w
celu oceny sity interakcji ligandow i ich komplekséw z jonami metali.

6.6.2. Test z wykorzystaniem modyfikowanego szczepu bakterii

W celu zbadania potencjalnej genotoksycznosci ligandéw i kompleksow
metalicznych wykorzystano zmodyfikowane szczepy Escherichia coli K-12 MG1655 z
plazmidowg fuzjg transkrypcyjng miedzy promotorem recA, odpowiedzialnym za
odpowiedz SOS na uszkodzenia DNA, a genem gfp (gfpmut2). Bakterie byty hodowane na
pozywce agarowej LB z kanamycyng (100 mg/mL) w temperaturze 30°C przez noc.
Nastepnie kolonie byty przenoszone do pozywki bulionowej LB z kanamycyng (100 mg/mL)
i inkubowane przez noc w tej samej temperaturze.

Komorki odSwiezano w $wiezej pozywce LB z kanamycyng przez 2 godziny, a
nastepnie ptukano w buforze PBS. Poczatkowa gestos¢ optyczna komorek zostata
ustandaryzowana do warto$ci OD przy dtugosci fali 600 nm za pomocg spektrofotometru
(Glomax1, Promega).

Przeprowadzono rozcienczenia seryjne w buforze PBS, aby uzyska¢ zawiesine
komoérek o gestosci 4x107 CFU/mL. Testowane zwigzki (ligandy i kompleksy
metaloorganiczne) w stezeniach 25, 50 i 100 pyM dodano do zawiesin komdrek
bakteryjnych (4x107 CFU/mL). Po ekspozycji przez 24 godziny, komorki ptukano w buforze
PBS.

Intensywnos¢ fluorescencji GFP w objetosci 1 mL zawiesiny (4x105 CFU/mL)
mierzono spektrofluorometrem (Glomax1, Multi Detection System, Promega) przy
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dtugosciach fali wzbudzenia 485 nm i emisji 507 nm. Warto$¢ wskaznika fluorescenciji
specyficznej (SFI) obliczono zgodnie ze wzorem:

SFI = i
0D

gdzie IF to intensywnos$¢ fluorescencji, a OD to gestos¢ optyczna przy 600 nm.
Uzyskane wartosci SFI byty wykorzystywane do monitorowania dynamiki ekspresji

GFP po traktowaniu bakteryjnych biosensoréw badanymi zwigzkami, co pozwolito na
ocene ich genotoksycznosci.
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Artykut ,Another look at phenolic compounds in cancer therapy: the effect of
polyphenols on ubiquitin-proteasome system”(Golonko et al., 2019) przedstawia przeglad
badan dotyczacych wptywu polifenoli na ukfad ubikwityna-proteasom (UPS), ktory jest
kluczowym mechanizmem regulujgcym degradacje biatek w komdrkach eukariotycznych. W
artykule poruszono dwa gtdwne zagadnienia: jak flawonoidy, bedace polifenolami, moga
modulowac aktywno$¢ UPS oraz jakie sg ich potencjalne synergistyczne lub antagonistyczne
efekty w terapii i profilaktyce przeciwnowotworowe;j.

Badania nad polifenolami, takimi jak resweratrol, apigenina, kwercetyna i kaempferol,
wykazuja, ze zwigzki te moga dziatac jako inhibitory UPS, co prowadzi do akumulacji biatek
proapoptotycznych, takich jak p53, i aktywacji kaspaz, co sprzyja indukcji apoptozy w
komdrkach nowotworowych. Artykut podkresla, ze flawonoidy mogg zaréwno bezposrednio
wigzac sie z proteasomami, jak i posrednio wptywac na szlaki sygnalizacyjnez nimi zwigzane.

W kontekscie celu niniejszej pracy badawczej, artykut ten bezposrednio odnosi sie do
badania zwigzku miedzy strukturg chemiczng flawonoidéw a ich aktywnoscig biologiczna.
Opisano, w jaki sposdb struktura flawonoidéw wptywa na ich zdolno$¢ do oddziatywania z
biatkami UPS i mozliwos¢ ich zastosowania w zywieniu funkcjonalnym i terapii onkologicznej.

W szczeg6lnosci, badania nad oddziatywaniem flawonoidéw z proteasomami wskazujg
na mozliwos¢ tworzenia komplekséw z metalami, co moze modyfikowac ich biodostepnosc i
zwieksza¢ aktywno$¢ biologiczng. Przykfady interakcji miedzy polifenolami a
konwencjonalnymi inhibitorami proteasomoéw, takimi jak bortezomib, sugerujg, ze tworzenie
kompleksow flawonoidéw z metalami mogtoby poprawié¢ ich dziatanie biologiczne. Nowym
elementem publikacji w tej tematyce byto doktadne przenalizowanie miejsc i sity wigzania
opisanych flawonoiddw w strukturze biatek z wykorzystaniem dostepnych danych
modelowych i eksperymentalnych.

Whnioski z artykutu majg istotne znaczenie dla oceny potencjatu flawonoidéw jako
sktadnikow zywnosci funkcjonalnej, szczegdlnie w kontekécie wspomagania terapii
onkologicznej. Zastosowanie tych zwigzkéw w dietoterapii moze odgrywaé wazng role w
profilaktyce nowotworowej, jednak, jak podkreslajg autorzy, flawonoidy w diecie nie moga
by¢ traktowane jako samodzielne $rodki terapeutyczne, a jedynie jako element wspierajgcy
terapie.

Artykut ten byt cytowany ponad 20 razy, m.in. w pracach z zakresu rozwoju naturalnych
produktow jako inhibitoréw proteasomu w terapii przeciwnowotworowej, badan nad
polifenolami i ich wptywem na Sciezki sygnatowe w komdrkach nowotworowych, jak réwniez
w analizach metabolitéow roslinnych oraz ich potencjatu terapeutycznego. Cytowania dotyczag
takze badan nad wptywem naturalnych zwigzkéw bioaktywnych na stres oksydacyjny i
procesy zapalne, a takze nad ich wykorzystaniem w opracowywaniu nowych lekéw
przeciwnowotworowych.
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Udziat w przygotowaniu publikacji:

I. Przygotowanie i rozwiniecie koncepcji artykutu, w tym wprowadzenie dotyczace uktadu
proteasomowego (UPS) oraz jego roli w degradacji biatek w komdrkach
nowotworowych. Uwzglednienie mechanizmu dziatania proteasoméw, ich wptywu na
homeostaze komorkowg oraz na rdézne procesy nowotworzenia, w tym angiogeneze,
proliferacje i apoptoze komdrek nowotworowych.

II. Graficzne przedstawienie oraz analiza mechanizmu dziatania polifenoli (jak resweratrol,
kwercetyna, katechiny) na uktad proteasomowy, uwzgledniajgc wptyw tych zwigzkow
na aktywnos¢ proteasomdédw w komdrkach nowotworowych. Uwzglednienie zaleznoSci
miedzy strukturg chemiczng polifenoli a ich zdolnoscig do inhibicji proteasoméw.

III. Opracowanie rysunkéw oraz schematow, ktdre ilustrujg mechanizm inhibicji
proteasoméw przez polifenole, w tym procesy ubikwitynacji i rozktadu biatek.
Szczegbtowa analiza mechanizméw, jak np. interakcja EGCG z podjednostkami
proteasomdw, oraz wptyw tej inhibicji na Sciezki sygnalizacyjne prowadzace do
apoptozy komdrek nowotworowych.

IV. Opis mechanizmu tworzenia zwigzkow kompleksowych miedzy jonami metali a
zwigzkami fenolowymi, w kontekécie wptywu na aktywnosS¢ proteasoméw.
Uwzglednienie wptywu obecnosci metali w kompleksach z polifenolami na modyfikacje
aktywnosci proteasomu i ich potencjalne dziatanie cytoprotekcyjne.
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Artykut przegladowy
Tytut oryginalny:

Curcumin as tyrosine kinase inhibitor in cancer treatment

Autorzy: Aleksandra Golonko, Hanna Lewandowska, Renata Swis’focka, Urszula
Teresa Jasinska, Waldemar Priebe, Wiodzimierz Lewandowski
Czasopismo: European Journal of Medicinal Chemistry
Tom: 181
Rok: 2019
Numer artykutu: 111512
DOI: https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.111512
Impact factor: 6,0
Punkty MNiSW: 140
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Artykut ,,Curcumin as tyrosine kinase inhibitor in cancer treatment” (Golonko et al.,
2019) opisuje kurkume jako sktadnik zywnosci funkcjonalnej, szczegdlnie w kontekscie
chemoprewencji nowotwordw. Kurkumina, gtéwny bioaktywny sktadnik kurkumy, jest szeroko
badana ze wzgledu na swoje wiasciwosci przeciwnowotworowe, ktdre mogg wynikac z jej
dziatania jako inhibitora kinaz tyrozynowych oraz modulatora szlakdéw sygnalizacyjnych
zwigzanych z procesami nowotworowymi.

W artykule omdwiono szereg badan dotyczacych wptywu kurkuminy na rézne receptory
RTK, w tym EGFR (receptor naskdérkowego czynnika wzrostu), IGF-1R (receptor
insulinopodobnego czynnika wzrostu), VEGFR (receptor naczyniowego czynnika wzrostu
Srodbtonka) oraz c-Met (receptor hepatocytowego czynnika wzrostu). Wyniki badan
wykazujg, ze kurkumina moze hamowac autofosforylacje tych receptoréw, co prowadzi do
zahamowania  sygnalizacji wewnatrzkomdrkowej,  redukcji  proliferacji  komdrek
nowotworowych oraz ograniczenia angiogenezy, co spowalnia rozwdj guza.

Szczegblng uwage poswiecono mechanizmom molekularnym interakcji kurkuminy z
RTK, w tym wptywowi na szlaki sygnalizacyjne, takie jak PI3K/AKT, MAPK/ERK oraz NF-kB.
Artykut zwraca uwage na zdolnos¢ kurkuminy do modulacji tych szlakdw, co moze przyczyniaé
sie do zwiekszenia wrazliwosci komoérek nowotworowych na terapie przeciwnowotworowe, w
tym chemioterapie. W kontekscie zastosowania kurkuminy w terapii nowotworowej,
podkreslono jej potencjat jako $rodka wspomagajgcego (adiuwant) w leczeniu, ze wzgledu
na minimalng toksyczno$¢ wobec zdrowych komérek. Artykut jednak zwraca uwage na
ograniczenia zwigzane z biodostepnoscig kurkuminy oraz jej szybkim metabolizmem w
organizmie. W zwigzku z tym zaproponowano rézne strategie majgce na celu poprawe jej
efektywnosci, takie jak tworzenie komplekséw z metalami czy formutowanie nanozwigzkow.
Wysokie spozycie kurkumy, szczegdélnie w kuchni azjatyckiej, moze wyjasniaé nizszg
zapadalnos$¢ na niektére typy nowotwordw w tych populacjach. Badania epidemiologiczne,
przeprowadzone gtéwnie w Indiach, gdzie kurkuma jest spozywana regularnie, sugeruja, ze
dieta bogata w ten zwigzek € moze dziata¢ chemoprewencyjnie. Efekt ten moze wynikac z
dziatania kurkuminy na rézne mechanizmy komodrkowe, w tym, modulacje odpowiedzi
immunologicznej oraz redukcje standw zapalnych, ktdére sg zwigzane z rozwojem
nowotwordw.

Autorzy podkreslajg jednak, ze cho¢ kurkumina wykazuje obiecujgce dziatanie, jej niska
biodostepnos¢ stanowi wyzwanie w kontekscie terapeutycznym. W artykule sugeruje sie, ze
modyfikacje chemiczne kurkuminy lub jej podawanie w postaci nanoczgsteczek mogag
zwiekszy¢ jej skuteczno$é, co czyni jg bardziej atrakcyjnym sktadnikiem w zastosowaniach
prewencyjnych i terapeutycznych.

Artykut ten cytowany byt 79 razy m.in. w pracach opisujgcych wiasciwosci bioaktywne
roSlinnych metabolitow wtdérnych oraz ich potencjat w zwiekszaniu skutecznosci lekéw
przeciwnowotworowych, zwtaszcza w kontekscie roslin o wysokiej zawartosci polifenoli, takich
jak zielona herbata, kurkuma czy rodzaju ginseng.
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Udziat w przygotowaniu publikacji:

L.

II.

I1I.

Iv.

Opracowano dane literaturowe przedstawiajgce problematyke epidemiologiczna,
wskazujac na badania dotyczgce wysokiego spozycia kurkuminy i jej potencjalnych
korzysci zdrowotnych, szczegolnie w kontekScie prewencji nowotworédw w
populacjach azjatyckich.

Przygotowano graficzne opracowanie wykreséw i diagraméw dotyczacych
dziatania kurkuminy na kinazy tyrozynowe receptorowe i niereceptorowe,
przedstawiajgcych kluczowe szlki sygnalizacyjne zwigzane z jej aktywnoscig w
komorkach nowotworowych.

Opracowano rozdziat dotyczacy problematyki biodostepnosci kurkuminy,
uwzgledniajgc szczegoty jej niskiej przyswajalnosci oraz proponowane rozwigzania
zwiekszajace jej efektywnos$é, takie jak nanoczastki i pochodne chemiczne.

Przeprowadzono przeglad i opis mechanizméw aktywnosci kurkuminy na kinazy
tyrozynowe, z uwzglednieniem zaréwno receptorowych, jak i niereceptorowych,
co miato kluczowe znaczenie w kontekScie wyjasnienia potencjalnego dziatania
przeciwnowotworowego tej substancji.
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Artykut przegladowy
Tytut oryginalny:

Why Do Dietary Flavonoids Have a Promising Effect as Enhancers of
Anthracyclines? Hydroxyl Substituents, Bioavailability and Biological
Activity

Autorzy: Aleksandra Golonko, Adam Jan Olichwier, Renata Swistocka, tukasz
Szczerbinski, Wtodzimierz Lewandowski
Czasopismo: International Journal of Molecular Sciences

Tom: 24(1)
Rok: 2022

Numer artykutu: 391

DOI: https://doi.org/10.3390/ijms24010391
Impact factor: 4,9
Punkty MNiSW: 140
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Artykut omawia dziatanie flawonoiddw, ktére potencjalnie mogg znalez¢ zastosowanie
w terapii z wykorzystaniem antracyklin, takich jak doksorubicyna, ktére sg skutecznymi lekami
przeciwnowotworowymi. Ich stosowanie jest ograniczone ze wzgledu na toksycznos¢, w tym
kardiotoksyczno$¢ oraz mozliwo$¢ wywotywania opornosci komdrek nowotworowych na
leczenie. W publikacji wykazano, Zze flawonoidy, dzieki swoim wiasciwosciom
antyoksydacyjnym oraz zdolno$ciom do modulowania kluczowych szlakéw sygnalizacyjnych,
moga wspieraC terapie poprzez zmniejszenie toksycznosci i zwiekszenie efektywnosci
terapeutycznej leku. Antracykliny, bedgce modelowg grupg lekdw przeciwnowotworowych,
charakteryzujq tatwym przenikaniem do wnetrza komdrek nowotworowych, gdzie wigzg sie z
DNA, destabilizujgc jego strukture, co skutkuje apoptozg komorek nowotworowych. Jednak
réwnoczesnie generujg reaktywne formy tlenu (ROS), ktdére mogg prowadzi¢ do uszkodzen
zdrowych komdrek, szczegdlnie w sercu, co powoduje kardiotoksycznosS¢. Flawonoidy, jako
naturalne antyoksydanty, mogg redukowac ten efekt, neutralizujgc wolne rodniki i chronigc
komorki przed stresem oksydacyjnym.

Ponadto flawonoidy, takie jak kwercetyna, apigenina czy kaempferol wptywaja na biatka
transportowe, takie jak P-gp i BCRP, ktére sg zaangazowane w transport lekéw, co moze
prowadzi¢ do lepszego przenikania antracyklin do komorek nowotworowych. W artykule
szczegbtowo omodwiono takze mechanizmy interakcji flawonoidéw z cytochromem P450, ktory
odpowiada za metabolizm antracyklin. Inhibicja tego szlaku moze przyczyniaé sie do
zwiekszenia biodostepnosci lekdw, co z kolei przektada sie na lepsze wyniki terapeutyczne.

Waznym elementem analizy jest struktura flawonoidéw, a doktadniej liczba i pozycja
grup hydroksylowych w ich strukturze, ktére majg kluczowe znaczenie dla ich aktywnosci
biologicznej, w tym zdolnosci antyoksydacyjnych i biodostepnosci. W artykule pokazano, ze
flawonoidy, dzieki obecnosci licznych grup hydroksylowych, wykazujg lepsze wiasciwosci
ochronne przed stresem oksydacyjnym oraz wiekszg zdolno$¢ do interakcji z receptorami
komdrkowymi, co czyni je obiecujgcymi kandydatami do zywienia wspomagajgcego.
Flawonoidy naturalne zwigzki o silnych wiasciwosciach biologicznych, mogg petni¢ podwdijng
role — zarowno w terapii przeciwnowotworowej, jak i w prewencji chordb cywilizacyjnych,
kiedy sg obecne w diecie w ramach zywnosci funkcjonalne;.

Artykut bezposrednio odnosi sie do gtdwnych zatozen pracy doktorskiej, wykazujac, jak
flawonoidy mogg by¢ zintegrowane w dietoterapii jako skfadniki wspierajgce terapie
przeciwnowotworowg. Dalsze badania nad wykorzystaniem flawonoiddw w Zywieniu
funkcjonalnym, zwiaszcza w kontekscie interakcji z lekami, otwierajg nowe mozliwosci w
zakresie poprawy jakosci zycia pacjentdow onkologicznych oraz zmniejszenia skutkdw
ubocznych terapii.

Artykut cytowany byt 9 razy m.in. w pracach obejmujacych badania flawonoidéw, ktére
wykazujg szerokie spektrum  wiasciwosci  biologicznych, takich jak dziatanie
przeciwutleniajgce, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, oraz modulowanie $ciezek
sygnalizacyjnych w komdrkach nowotworowych.
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Udziat w przygotowaniu publikacji:

L.

II.

I1I.

Iv.

Przygotowanie opracowania graficznego, obejmujgcego wykresy i schematy ilustrujgce
wptyw grup hydroksylowych na biodostepnos¢ flawonoidow oraz ich dziatanie
przeciwnowotworowe w synergii z antracyklinami.

Przeprowadzenie przegladu literatury dotyczacej flawonoiddw, ich wiasciwosci
antyoksydacyjnych oraz modulacji aktywnosci biatek transportowych i enzymoéw
detoksykacyjnych.

Zestawienie danych literaturowych w formie tabelarycznej, ktére ukazuje relacje miedzy
liczbg grup hydroksylowych a aktywnoscig biologiczng flawonoidow w konteksScie
terapii antracyklinami.

Wykorzystanie modelowania biodostepnosci w celu opisu zaleznosci miedzy strukturg
flawonoidéw, ich zdolnoScia do neutralizowania wolnych rodnikédw oraz
przenikalno$cig przez btony komdrkowe.

Opracowanie analizy mechanizméw dziatania flawonoidéw na poziomie molekularnym,

w tym ich interakcji z enzymami cytochromu P450 oraz biatkami transportowymi, ktére
wptywajg na biodostepnosc i efektywnosc terapeutyczng antracyklin.
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Artykut Dietary factors and their influence on immunotherapy strategies in oncology: a
comprehensive review przedstawia kompleksowg analize czynnikéw dietetycznych, zwtaszcza
flawonoiddw, i ich wptywu na strategie immunoterapii w leczeniu nowotwordw. Flawonoidy,
bedace polifenolami roslinnymi o szerokim spektrum dziatania biologicznego, odgrywaja
istotng role w modulacji odpowiedzi immunologicznej, w tym w interakcjach z receptorami
immunologicznymi oraz szlakami sygnalizacyjnymi istotnymi w onkologii.

W szczegdlnosci, praca skupia sie na dziataniu flawonoidéw takich jak apigenina,
luteolina, galusan epigallokatechiny (EGCG), hesperydyna oraz resweratrol. Zwigzki te
wykazujg zdolno$¢ do regulacji kluczowych szlakéw molekularnych, takich jak NF-kB i
PI3K/Akt, co prowadzi do zmniejszenia stanu zapalnego oraz zwiekszenia aktywnosci
przeciwnowotworowej. Istotnym elementem publikacji jest rowniez analiza wptywu
flawonoiddw na mikrobiom jelitowy, ktéry odgrywa posrednig role w ksztattowaniu
odpowiedzi immunologicznej, modulujgc produkcje metabolitdw immunomodulujgcych oraz
wpltywajgc na integralno$¢ bariery jelitowej. Zmniejszona przepuszczalno$¢ jelitowa oraz
ograniczona translokacja patogendw i endotoksyn do krgzenia ogdlnoustrojowego redukujg
poziom ogolnoustrojowego stanu zapalnego, co jest kluczowe w prewencji nowotwordow oraz
wsparciu immunoterapii.

Artykut szeroko omawia, w jaki sposdb flawonoidy wptywaijg na skuteczno$¢ inhibitoréw
immunologicznych punktéw kontrolnych (ICI), takich jak inhibitory PD-1 i PD-L. Badania
przedstawione w pracy wykazujg, ze flawonoidy mogg wptywaé na ekspresje PD-L1 na
powierzchni komdrek nowotworowych, zwiekszajagc tym samym skuteczno$¢ odpowiedzi
immunologicznej w eliminacji komodrek rakowych. Przyktady flawonoidow, takich jak
apigenina i luteolina, pokazujg ich zdolnos¢ do hamowania ekspresji PD-L1 w réznych typach
nowotwordw, w tym w czerniaku oraz raku piersi, co otwiera nowe mozliwosci terapeutyczne.

Publikacja integruje wiedze na temat synergistycznego dziatania flawonoidéw z
nowoczesnymi strategiami leczenia onkologicznego, koncentrujgc sie na ich wptywie na
odpowiedz immunologiczng oraz mozliwosci zmniejszenia skutkéw ubocznych zwigzanych z
immunoterapig. W pracy omoéwiono takze potencjalne wykorzystanie flawonoidéw jako
sktadnikéw zywnosci funkcjonalnej wspierajgcych leczenie nowotwordw, podkreslajac ich role
w modulacji proceséw zapalnych oraz antyoksydacyjnych.

Publikacja ta byla cytowana 6 razy, a dodatkowo zostata wyrdzniona jako "Wybor
redakcji — Artykut miesigca" przez czasopismo, w ktorym zostata opublikowana. Ponadto byta
ona udostepniana przez niezaleznych twdrcéw na portalach spotecznosciowych i branzowych,
otwierajac dyskusje w zakresie tego tematu.

80



Udziat w publikacji:

I. Opracowanie rozdziatu na temat wptywu flawonoidow na skuteczno$¢ stosowania
inhibitorow  punktéw kontrolnych immunologicznych (PD-1/PD-L1), w tym
szczegotowy opis mechanizméw modulacji ekspresji PD-L1 przez flawonoidy.

II. Opracowanie graficzne publikacji.
III. Przeglad literatury na temat interakgji flawonoidow z uktadem immunologicznym, w tym

wplywu na aktywacje szlakdw sygnatowych NF-kB oraz PI3K/Akt w kontekscie
skutecznosci terapii nowotworowych.
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Tytut oryginalny:

Apigenin’'s Modulation of Doxorubicin Efficacy in Breast Cancer

Autorzy: Aleksandra Golonko, Adam Jan Olichwier, Agnieszka Szklaruk, Agnieszka
Paszko, Renata éwisiocka, tukasz Szczerbinski, Wtodzimierz Lewandowski
Czasopismo: Molecules
Tom: 29(11)

Rok: 2024
Numer artykutu: 2603
DOI: https://doi.org/10.3390/molecules29112603
Impact factor: 4,2
Punkty MNiSW: 140
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Artykut " Apigenin’s Modulation of Doxorubicin Efficacy in Breast Cancer" opisuje wptyw
apigeniny, flawonoidu o szerokim spektrum aktywnosci biologicznej, na cytotoksycznosc¢
doksorubicyny w leczeniu raka piersi. Badanie przeprowadzono na dwdch liniach komdrek
raka piersi, estrogenozaleznych MCF-7 oraz niezaleznych MDA-MB-231. Eksperymenty
wykazaly, ze apigenina w potaczeniu z doksorubicyng znaczaco zwiekszata efekt
cytotoksyczny wobec komorek rakowych. Apigenina miata wptyw na rdzne procesy
komérkowe, w tym apoptoze, proliferacje i migracje komodrek, co przyczynito sie do
synergistycznych efektéw w badanym modelu.

Dodatkowo, badanie wykazato, ze apigenina moduluje akumulacje kropli lipidowych w
komdrkach nowotworowych MDA-MB-231, co nie wystepowato w komorkach
MCF-7, sugerujac specyficzne mechanizmy zalezne od typu komdrek. Wyniki badania majg
istotne znaczenie w kontekscie rozwijania terapii wspomagajgcych z wykorzystaniem
flawonoiddw, ktdre mogg zwiekszac efektywnos¢ tradycyjnych lekdw chemioterapeutycznych
i redukowac ich toksycznosc.

Badania nad apigening dostarczajg cennych informacji dotyczacych wykorzystania tego
naturalnego zwigzku w strategiach leczenia, ale réwniez skutecznej profilaktyki raka piersi, co
moze prowadzi¢ do rozwoju bardziej precyzyjnych i mniej toksycznych metod terapii.
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Udziat w publikacji:
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Opracowanie rozdzialu na temat wptywu apigeniny na skuteczno$¢ stosowania
doksorubicyny w leczeniu raka piersi, w tym analiza mechanizméw molekularnych.

Przeglad literatury dotyczacej synergistycznych efektow flawonoiddw i lekow
chemioterapeutycznych.

Wykonanie i analiza eksperymentéw hodowli komérkowych, w tym badania nad
zywotnoscig komorek i migracja.

Zestawienie danych tabelarycznych i opracowanie wykreséw  dotyczacych
cytotoksycznosci apigeniny w potgczeniu z doksorubicyna.

Przygotowanie statystyczne wynikdw oraz przygotowanie manuskryptu do publikaciji.
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Artykut przedstawia analize tworzenia kompleksu miedzy naturalnym flawonoidem
kaempferolem, wystepujgcym w zywnosci, a jonami cynku (Zn2+), w kontekscie jego
potencjalnego wptywu na wiasciwosci bioaktywne i toksycznos$¢. Celem badan byto zbadanie
zmian w strukturze elektronowej kaempferolu po utworzeniu kompleksu z cynkiem oraz
ocena, jak te modyfikacje wptywajg na jego wiasciwosci antyoksydacyjne i potencjalng
toksycznos¢ w komédrkach. W szczegdlnosci analizowano, czy obecno$¢ jonu metalu moze
nasila¢c badz ostabiaC aktywnoS¢ biologiczng zwigzku, co ma znaczenie w kontekscie
bezpieczenstwa spozycia zywnosci zawierajgcej flawonoidy i wrzechobecne jony metali.
Badania obejmowatly zaawansowane techniki spektroskopowe (FT-IR, UV-Vis) oraz
modelowanie teoretyczne, co pozwolito na szczegdtowg charakterystyke interakcji metal-
ligand i ocene ich wptywu na toksyczno$¢ kaempferolu. Kaempferol, flawonoid wystepujacy
w produktach roslinnych, znany jest ze swoich wifasciwosci przeciwzapalnych,
antyoksydacyjnych oraz przeciwnowotworowych. Ze wzgledu na niskg rozpuszczalno$¢ w
wodzie, jego zastosowania terapeutyczne sg ograniczone, dlatego badania koncentrujg sie na
modyfikacji struktury kaempferolu, w tym tworzeniu komplekséw z jonami metali, aby
zwiekszy¢ jego biodostepnos¢ i aktywno$¢ biologiczng. W artykule analizowano kompleks
Kam-Zn, ktory wykazywat silniejsze dziatanie cytotoksyczne wobec komoérek MCF-7 w
poréwnaniu z samym kaempferolem.

Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR) i spektroskopia UV-Vis wykazaty, ze cynk wigze
sie przez grupe hydroksylowg 3-OH i grupg karbonylowg 4C=0 kaempferolu,
co prowadzi do znaczacych zmian w strukturze elektronowej i potencjalnie zwieksza
wiasciwosci antyproliferacyjne kompleksu. W badaniach biologicznych przeprowadzonych na
komoérkach raka piersi MCF-7 kompleks Kam-Zn wykazywat znaczng aktywnosc
antyproliferacyjng, redukujgc zywotno$¢ komoérek i powodujac ich zmiany morfologiczne.
Pomimo zmniejszenia aktywnosci antyoksydacyjnej po kompleksacji z cynkiem, kompleks
wykazat silniejsze dziatanie cytotoksyczne.

Analizy teoretyczne, oparte na obliczeniach metodg DFT (B3LYP/6-311++G(d,p)), wykazaty
zmniejszenie przerwy energetycznej HOMO-LUMO w kompleksie Kam-Zn, co sugeruje
zwiekszong reaktywnos¢ kompleksu w poréwnaniu z samym kaempferolem.

Badania metodg Jobsa wykazaty, ze stosunek molowy cynku do kaempferolu

w kompleksie wynosi 1:1. Na tej podstawie zaproponowano prawdopodobng konfiguracje
przestrzenng tego zwigzku, zoptymalizowano jg i okreSlono podstawowe parametry
fizykochemiczne.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze kompleksowanie flawonoiddw z metalami, moze stanowic
istotny element w badaniach nad zywnoscig funkcjonalng i nutraceutykami. Tego typu
kompleksy mogg oferowaé nie tylko potencjalne korzysci zdrowotne. Obecno$¢ metali w
zywnosci, szczegolnie w postaci zwigzkéw z flawonoidami, otwiera nowe mozliwosci rozwoju
zywnos$ci wzbogaconej o bioaktywne skiadniki, ktdre mogg wspiera¢ terapie
przeciwnowotworowg przy jednoczesnym zminimalizowaniu negatywnych skutkéw
ubocznych.
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Wykonano badania spektroskopowe w ciele statym i roztworze (FT-IR, UV-Vis) w celu
okreslenia miejsc koordynacji jonu cynku z grupami funkcyjnymi kaempferolu.

Przeprowadzono modelowanie teoretyczne, analize elektronowej struktury HOMO-
LUMO oraz wtasciwosci reaktywnosci kaempferolu po kompleksacji z jonami cynku.

Opracowano i zsyntetyzowano kompleks Kam-Zn, przeprowadzono analize danych, w
tym statystyczng, oraz przygotowano graficzne przedstawienie wynikéw badan.

Dodatkowo wykonano analize metodg NMR (materiaty nieopublikowane, dostarczone
do recenzji), ktéra dostarczyta dodatkowych informacji dotyczacych struktury
metalokopleksdw w ciele statym.
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7. Wyniki
7.1. Obliczenia kwantowo-mechaniczne

7.1.1. Energia HOMO-LUMO i przerwa energetyczna (eGAP)

Resweratrol, kaempherol, i kwercetyna wykazaty zblizone wartosci HOMO i LUMO, co
sugeruje podobny profil reaktywnosci chemicznej. Resweratrol wykazat nizszg
elektrofilowo$¢ w poréwnaniu do chryzyny, co moze by¢ zwigzane z brakiem grupy
hydroksylowej w pozycji 5. Z kolei chryzyna, z wyzszg energiag HOMO i LUMO, wykazata
wiekszg elektrofilowos¢, co jest prawdopodobnie spowodowane obecnoscig dodatkowych
grup hydroksylowych.

Apigenina, ktorej wartosci HOMO i LUMO sg posrednie miedzy resweratrolem a chryzyna,
wykazuje umiarkowang elektrofilowo$é, co moze by¢ zwigzane z obecnosScig grupy
ketonowej w pozycji 4.

Kaempherol i kwercetyna, posiadajgce odpowiednio trzy i cztery grupy hydroksylowe,
charakteryzujq sie zwiekszong zdolnoscig do oddawania elektrondw, co czyni je bardziej
reaktywnymi w poréwnaniu do resweratrolu.

Réznica miedzy wartoSciami HOMO i LUMO, czyli przerwa energetyczna (eGAP), jest
wskaznikiem stabilnosci chemicznej oraz reaktywnosci. Zwigzki o nizszej wartosci eGAP
charakteryzuja sie wiekszg reaktywnoscia, co moze zwiekszac ich potencjalng toksycznosé
wobec komdrek. Kwercetyna i kaempherol miaty najnizsze wartosci eGAP (odpowiednio
3,69 eV i 3,81 eV), co sugeruje ich wyzszg reaktywno$¢ w pordwnaniu do innych
flawonoiddw.

7.1.2. Indeksy elektrofilowosci i elektrodonorowosci

Mirycetyna, z piecioma grupami hydroksylowymi, wykazuje zwiekszong reaktywnosc i
zdolno$¢ do tworzenia kompleksdw z metalami. Wartosci elektrofilowosci (indeks
elektrofilowy — Tabela 5) dla kwercetyny i kaempherolu sg réwniez stosunkowo wysokie,
co sugeruje, Ze te zwigzki mogg by¢ bardziej reaktywne wobec nukleofilow, takich jak
biatka komorkowe lub DNA. Warto$¢ indeksu elektrofilowego dla mirycetyny jest
najwyzsza spos$rdd badanych zwigzkdw, co wskazuje na szczegdlnie wysokg reaktywnosé
tego flawonoidu w kontekscie wigzania z nukleofilami, co moze by¢ istotne w tworzeniu
kompleksdw metal-ligand. Dodatkowo, wartosci mocy elektrodonorowej dla kwercetyny i
kaempherolu sg stosunkowo niskie, co wskazuje na ich zdolno$¢ do oddawania
elektrondw. Zwigzki o wyzszej mocy elektrodonorowej mogg by¢ bardziej sktonne do
oddawania elektronéw, co moze prowadzi¢ do generowania wolnych rodnikdw i
powodowania stresu oksydacyjnego w komdrkach. Wyzsza moc elektroakceptorowa
mirycetyny i chryzyny wskazuje na ich zdolno$¢ do przyjmowania elektronéw, co czyni je
bardziej reaktywnymi w interakcjach redoks.
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Tabela 5. Zestawienie wartosci roznych parametréw energetycznych i elektronowych

obliczonych dla badanych zwigzkéw chemicznych

RES CHRY API KAM QUE MIR
HOMO [eV] -5,61 -6,43 -6,24 -5,78 -5,65 -5,71
LUMO [eV] -1,65 -2,04 -1,88 -1,97 -1,97 -2,06
Powinowactwo elektronowe 1,65 2,04 1,88 1,97 1,97 2,06
Potencjat joizacji 5,61 6,43 6,24 5,78 5,65 571
Elektroujemnos¢ -3,63 -4,24 -4,06 -3,87 -3,81 -3,88
Twardos¢ 1,98 2,19 2,18 1,91 1,84 1,83
Miekkos¢ 0,50 0,46 0,46 0,52 0,54 0,55
eGAP 3,96 4,38 4,36 3,81 3,69 3,66
Potencjat ehemiczny 3,63 4,24 4,06 3,87 3,81 3,88
Indeks elektrofilowy 3,33 4,09 3,78 3,93 3,94 4,13
Moc elektrodonorowa -84,74 -124,71 -115,44 -88,73 -82,54 -84,21
Moc elektroakceptorowa 27,67 43,25 38,41 32,48 30,76 32,27
Net - elektrofilowosé -57,06 -81,46 -77,03 -56,24 -51,78 -51,94
Energia RB3LYP -766,59 -878,75 -953,99 -1029,25 -1104,23 -1179,74
Energia punktéw zerowych 0,23 0,21 0,22 0,22 0,23 0,23
Pojemnos$c¢ Cieplna przy statej objetosci 59,47 58,31 63,18 68,76 73,36 78,54
Entropia 126,76 118,68 124,73 134,48 139,66 146,55
Catkowita energia 140,67 156,72 166,31 175,34 176,84 190,60
Wydtuzenie Wigzania 128,20 136,00 143,81 147,38 148,86 161,85
Zgiecie kata 2,72 4,78 5,06 8,73 148,86 9,31
Energia rozciggania i zginania 3,81 4,81 7,02 6,27 5,95 6,89
Torsja 0,00 3,00 3,00 2,75 2,75 2,75
Sity van der Waalsa 5,80 7,35 7,02 11,10 11,06 11,14
Oddziatywanie elektrostatyczne 0,13 0,78 0,34 -0,89 -0,83 -1,33
Energia Pola Samouzgodnionego (SCF) -766,59 -878,74 -953,99 -1029,25 -1104,23 -1179,74
Norma Gradientu RMS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Moment Dipolowy 2,14 3,84 2,47 5,47 4,23 6,78
Energia wibracyjna punktéw zerowych 141,53 134,90 137,33 140,56 143,52 145,48
>yma ;;Cirg“ Elektronicznej i Punktow _z¢6 35 878,53 -953,77 -1029,02 -1104,01 -1179,51
Suma energii elektronowej i termicznej -766,35 -878,52 -953,76 -1029,02 -1103,99 -1179,49
Suma entalpii elektronowej i termicznej -766,35 -878,51 -953,76 -1029,00 -1103,99 -1179,48
Catkowita energia wolna systemu-suma. e 41 _g78 57 -953,82 -1029,07 -1104,05 -1179,55

energii elektronowej i termicznej
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7.1.3. Funkcja Fukui

Wyniki wskazujg, ze najbardziej reaktywne nukleofilowo sg atomy w pierscieniu B,
natomiast atomy w pierscieniu A i C wykazujg sktonno$¢ do atakdéw elektrofilowych

(Rysunek 8).

Na przyktad, w czgsteczce chryzyny atom C9 okazat sie by¢ najbardziej podatny
na atak nukleofilowy, natomiast atom C6 najbardziej podatny na atak elektrofilowy. W
apigeninie zaobserwowano, ze atom C1' w pierscieniu B preferuje reakcje nukleofilowe,
podczas gdy C2 w pierScieniu A preferuje reakcje elektrofilowe. W kwercetynie i
mirycetynie podobne tendencje obserwuje sie dla atoméw C9 i C5' odpowiednio, co
$wiadczy o lokalnych miejscach reaktywnosci i potencjalnych miejscach oddziatywan z
makroczasteczkami biologicznymi, takimi jak biatka czy DNA.

Afk (Pierscienie A i C)

Ol C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 (9

3,5
25
15
0,5
-0,5
-1,5
-2,5

-3,5

Atak elektrofilowy Atak nukleofilowy

-4,5
ECHRYSIN B APIGENIN
OQUERCETIN EMIRYCETIN

3,5
2,5
15

0,5

-0,5
-1,5
-2,5

-3,5

4,5
BKAEMPFEROL

Afk (pierscien B)
Cl C2 C3 Cc4 C5 C¢

Rysunek 8. Wartosci Afk prezentujgce miejsca podatne na atak nukleofilowy i

elektrofilowy w pierscieniu A i C oraz w pierscieniu B
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7.1.4. Graniczna gestosc¢ rodnikowa

Analiza granicznej gestosci rodnikowej (frontier radical density) umozliwita
identyfikacje miejsc najbardziej podatnych na atak rodnikowy w badanych zwigzkach.
Zwigzki takie jak kwercetyna i mirycetyna wykazujg wyraznie wyzsze wartosci granicznej
gestosci rodnikowej, co oznacza, ze te flawonoidy mogg by¢ bardziej podatne na reakcje
z wolnymi rodnikami, co ma istotne znaczenie w ich aktywnosci antyoksydacyjnej
(Rysunek 9). Kolory na mapach potencjatu elektrostatycznego (rysunek 10) wskazujg, ze
regiony o wyzszym stezeniu elektronow, takie jak te wokot atoméw tlenu, sg miejscami
podatnymi na atak elektrofilowy.

kaempherol kwercetyna mirycetyna

Rysunek 9. Wizualizacja graniczna gesto$¢ rodnikowa (frontier radical density), gdzie
niebieski kolor wskazuje miejsca o najwiekszym prawdopodobienstwie ataku rodnika
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\ ‘g
resweratrol chryzyna apigenina
kaempherol kwercetyna mirycetyna

Rysunek 10. Mapy potencjatu elektrostatycznego czasteczki, gdzie regiony czerwone
oznaczajg obszary o ujemnym potencjale, charakteryzujgce sie wyzszym stezeniem
elektrondw, a regiony niebieskie reprezentujg obszary o dodatnim potencjale, wskazujgce
na nizsze stezenie elektronow

7.1.5. Bond Dissociation Energy (BDE)

Kwercetyna i mirycetyna, ktore posiadajg wiele grup hydroksylowych, wykazujg
najnizsze wartosci BDE (71,11 eV i 71,01 eV odpowiednio), co sugeruje, ze sg one bardziej
efektywne w neutralizacji rodnikdw poprzez mechanizm przenoszenia wodoru (HAT).
Wyzsze wartosci BDE, jak te zaobserwowane dla chryzyny (91,71 eV), wskazujg na
mniejszg zdolno$¢ tej czasteczki do oddawania atomdéw wodoru, co moze ograniczac jej
zdolnosci antyoksydacyjne (Tabela 6).
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Tabela 6. Wartosci BDE policzone na zoptymalizowanych strukturach liganddw (Gaussian
09, B3LYP)

flawonoid BDE
chryzyna 91,71
apigenina 81,92
kaempherol 83,2
kwercetyna 71,11
mirycetyna 71,01

7.1.6. Indeks aromatycznosci

Indeks aromatycznosci, obliczony przy uzyciu modelu oscylatora harmonicznego
(HOMA), dostarczyt informacji o stabilnosci i reaktywnosci pierscieni aromatycznych w
analizowanych flawonoidach. Najwyzsza aromatycznoS¢ zostata zaobserwowana dla
apigeniny, ktérej wartos¢ HOMA dla pierscienia B wynosita 0,971, co sugeruje, ze jest ona
bardziej stabilna aromatycznie w poréwnaniu do innych zwigzkéw. Z kolei chryzyna, z
wartoscig HOMA na poziomie 0,650, wykazuje nizszg aromatycznosS¢, co moze wptywac
na jej reaktywnos¢ chemiczna.

Dla pierscienia A, warto$ci HOMA byty dos¢ zblizone dla wszystkich zwigzkdéw, co
sugeruje podobng stabilno$¢ aromatyczng w tej czesci czasteczki. Wartosci HOMA dla
pierscienia C byty ujemne, co wskazuje na mniejszg stabilnoS¢ tego pierScienia i
potencjalnie wiekszg reaktywno$¢ ( Tabela 7).
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Tabela 7. Diugosci wigzan miedzy atomami analizowanych flawonoidéw A. miedzy
atomami wegla B. miedzy atomami wegla i tlenu, C. pomiedzy atomami tlenu i wodoru

pierScien  wigzanie chryzyna apigenina kaempherol kwercetyna mirycetyna

B c1'-c2' 1,476 1,405 1,406 1,412 1,406

C2'-C3' 1,392 1,387 1,388 1,389 1,3852

C3'-C4' 1,393 1,395 1,396 1,409 1,398

C4'-C5' 1,395 1,398 1,395 1,395 1,399

C5'-Cé' 1,389 1,387 1,386 1,394 1,391

C1'-Ce' 1,404 1,403 1,410 1,407 1,405

T C5-C10 1,418 1,417 1,420 1,422 1,4197
> C5-Cé 1,393 1,393 1,389 1,392 1,3889
3 C6-C7 1,399 1,399 1,403 1,406 1,4025
2 C7-C8 1,387 1,386 1,385 1,389 1,3853
4 C8-C9 1,391 1,391 1,393 1,396 1,3931
C9-C10 1,407 1,407 1,409 1,413 1,4092

C C9-C10 1,407 1,407 1,409 1,413 1,409

01-C2 1,365 1,366 1,377 1,379 1,356

C2-C3 1,350 1,351 1,361 1,365 1,361

C3-C4 1,463 1,460 1,467 1,467 1,467

C4-C10 1,481 1,482 1,456 1,456 1,455

C9-01 1,368 1,368 1,355 1,358 1,377

c A C7-07 1,362 1,363 1,362 1,364 1,361
L C5-05 1,352 1,353 1,352 1,355 1,352
o] C C3-03 1,353 1,355 1,353
ISy B C4'-04' 1,364 1,366 1,364 1,357
= C3'-03' 1,368 1,378
C5'-05' 1,364

e A 07-H7 0,963 0,963 0,963 0,966 0,963
3 05-H5 0,964 0,964 0,964 0,967 0,964
g C 03-H3 0,981 0,985 0,982
a':) B 04'-H4' 0,963 0,963 0,967 0,967
= 03'-H3' 0,966 0,962
0O5'-H5' 0,963
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Tabela 8. Wartosci obliczonego indeksu aromatycznosci w analizowanych
ligandach

pierscien RES CHRY API KAM QUE
B HOMA 0,650 0,971 0,960 0,937 0,962

EN 0,106 0,016 0,021 0,044 0,024

GEO 0,244 0,013 0,019 0,019 0,014

Aj 0,892 0,994 0,992 0,992 0,994
BAC 0,612 0,905 0,889 0,876 0,897
Bird 75,378 94,150 92,836 92,799 93,692
A HOMA 0,940 0,942 0,927 0,908 0,927

EN 0,032 0,030 0,036 0,057 0,036
GEO 0,029 0,028 0,037 0,035 0,037

Aj 0,987 0,988 0,983 0,984 0,983
BAC 0,880 0,883 0,851 0,856 0,851
Bird 91,158 91,313 89,939 90,230 89,939
C HOMA -0,215 -0,212 -0,044 -0,074 -0,044

EN 0,667 0,670 0,632 0,683 0,633
GEO 0,548 0,542 0,411 0,391 0,412
Aj
BAC
Bird 44,098 44,215 48,691 49,077 48,631
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7.1.7. Analiza wartosci Mullikena i NPA (Natural Population Analysis)

Przeprowadzona analiza wykazata, ze atomy tlenu (O) w strukturach flawonoidéw
posiadajg ujemne tadunki, co sugeruje ich wysoka reaktywnos$¢ jako donordw elektrondéw.
Atomy wegla (C) charakteryzuja sie wartoSciami tadunkoéw zblizonymi do zera, co
wskazuje na ich neutralny wptyw na dystrybucje elektronéw. Podobnie, atomy wodoru (H)
wykazujg tadunki bliskie zeru, co jest typowe dla czgsteczek organicznych, gdzie wodor
nie petni kluczowej roli w redystrybucji tadunku

(Tabela 9).

Tabela 9. Rozkiad tadunkdw elektronowych na poszczegdinych atomac obliczone w
programie Gaussian 09 (Metoda Mullikena).

RES CHRY API KAM QUE MIR

10 02 10 004 10 004 10 003 10 -036 10 0,04
20 021 20 014 20 014 20 024 20 -057 2 0O -0,23
3o 02 30 028 30 -028 30 -016 30 -045 3 O -0,15
4 C 128 40 020 40 020 40 034 40 -05 40 -033
5C 125 5C 148 50 022 50 -020 50 -047 5 O -0,20
6 C 011 6C -146 6 C 193 6 O -023 6 O -050 6 O -0,23
7 ¢ 00 7C 0722 7C -166 7 C 037 70 -051 7 0O -0,30
8 ¢ -1,28 8 C 045 8C 1073 8 C -010 8 C 18 8 O -0,25
9 ¢ 068 9C 137 9C 142 9C 030 9C -141 9 C 035
o ¢ -01910C o064 10C -05410C -06410C 05110 C 0,31
1 ¢ 0451 C 0581 C -064 11 C -039 11 C 11911 C -0,14
12 ¢ -102 12 C -077 12 C 048 12 C 158 12 C 0,11 12 C 2,09
3 ¢ 00013 C 06813 C -091 13 C 02813 C -001 13 C -0,55
4 C 070 14C 06214 C -06714C -03514C 03814 C -063
15 Cc 026 15 C 01415 C 06515 C -060 15 C -0,77 15 C 0,30
6 C 000 16 C -107 16 C -100 16 C 043 16 C -0,70 16 C -0,36
7 ¢ -0417 C -037 17 C 102717 C -05 17 C -035 17 C 0,19
8 H -003 18 C 041 18 C -029 18 C 006 18 C 0,77 18 C -0,80
9 H -006 19 C 03 19C -03 19 C -067 19 C -093 19 C -0,57
20H 019 20 H 022 20 C -058 20 C -0,18 20 C -0,01 20 C 0,43
21 H 020 21 H 02021 H 021 21 C -052 21 C -0,29 21 C -0,93
22 H 01122 H 01022 H 020 22 H 0,20 22 C 0,56 22 C -0,28
23 H 018 23 H 016 23 H 010 23 H 0,10 23 H 0,17 23 C -0,07
24 H 01024 H 00724 H 00824 H 01924 H 013 24 H 0,20
25 H 021 25 H 018 25 H 016 25 H 0,15 25 H 0,08 25 H 0,15
26 H 01426 H 019 26 H 016 26 H 0,20 26 H 0,15 26 H 0,17
27 H 026 27 H 016 27 H 021 27 H 0,16 27 H 0,11 27 H 0,10
28 H 026 28 H 026 28 H 026 28 H 030 28 H 042 28 H 0,30
29 H 026 29 H 027 29 H 0,26 29 H 0,27 29 H 0,38 29 H 0,27
30 H 027 30 H 027 30 H 037 30 H 0,27

31 H 026 31 H 037 31 H 0,27

32 H 03832 H 0,28

33 H 0,29

2 Wszystkie obliczenia zostaly wykonane wykorzystujac zoptymalizowang geometrie zwiazkéw macierzystych obliczonych zgodnie z teoria
HF i B3LYP z wykorzystaniem baz 6- 31G** i 6-311+ G**. Kationy oraz aniony wybranych czasteczek bedace czasteczkami o otwartej
powloce- ich energie i funkcje falowe zostaly obliczone za pomoca pojedynczej anihilacji (stan kwartetu jest projektowany na stan
dubletowy) metoda UHF.
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Wyniki analizy metodg Natural Population Analysis (NPA) potwierdzajg, ze atomy
tlenu (O) majg wyraznie ujemne fadunki, co oznacza nadmiar elektrondw, czynigcy je
potencjalnymi donorami elektronéw w reakcjach chemicznych. Jest to szczegodlnie istotne
w kontekscie ich udziatu w reakcjach antyoksydacyjnych.

Atomy wegla (C) w analizowanych czasteczkach utrzymujg wartosci fadunkow
zblizone do zera, co wskazuje na ich niewielki udziat w procesach redystrybucji elektrondw.
Atomy wodoru (H) réwniez wykazujg minimalne odchylenia od neutralnosci, co potwierdza
ich ograniczong role w oddziatywaniach elektrostatycznych w strukturach flawonoidow.

Tabela 10. Natural Population Analysis (NPA) obliczone w programie Gaussian 09.
Rozkfad tadunkdw elektronowych i populacji elektronowych na poszczegdélnych atomach
— naturalne orbitale atomowe3.

RES CHRY API KAM QUE MIR

1 0 067 1 O 050 1 O 050 1 O 04 1 O -047 1 O -0,50
2 0 067 2 O 062 2 O 062 2 O 068 2 O -0,71 2 O -0,69
3 60 067 3 O 057 3 0 057 3 O 063 3 O -066 3 O -0,63
4 c 004 4 O 066 4 O 066 4 O 061 4 O -061 4 O -0,61
5 ¢c o011 5 C 025 5 0 066 5 O 066 5 O -069 5 O -0,66
6 c 017 6 € 038 6 C 025 6 O 067 6 O -069 6 O -0,66
7 ¢c 015 7 ¢ 038 7 C 038 7 C 025 7 O -068 7 O -0,71
8 c 027 8 ¢C 048 8 C 038 8 C 039 8 C -026 8 O -0,65
9 ¢c 025 9 ¢ 011 9 € 014 9 C 030 9 C 038 9 C -0,25
10 c 0310 C 04 10 C 048 10 C 046 10 C 031 10 C 0,30
11 c 0341 C 03211 C 03311 C 02 11 C -0,12 11 C 0,39
12 ¢c 016 12 C 032 12 C 041 12 C 013 12 C 0,20 12 C -0,09
13 ¢c 016 13 C 036 13 € 032 13 C 039 13 C 045 13 C 0,20
14 c 036 14 C 038 14 C 036 14 C 032 14 C 040 14 C 046
15 c 02415 ¢ 01715 € 038 15 C 036 15 C -0,35 15 C 0,39
16 c 028 16 C 01516 C 013 16 C 036 16 C 0,36 16 C -0,32
17 ¢c 03217 C 02017 C -01517 C -0,14 17 C -0,28 17 C -0,26
18 H 019 18 C -0,20 18 C -0,28 18 C -0,14 18 C -041 18 C -0,25
19 H 01919 C -019 19 C -025 19 C -0,25 19 C -0,21 19 C 0,36
20 H 021 20 H 023 20 C 033 20 C -0,29 20 C 0,27 20 C -0,36
21 H 021 21 H 023 21 H 023 21 C 033 21 C -030 21 C 0,28
22 H 020 22 H 020 22 H 023 22 H 023 22 C 0,28 22 C 0,26
23 H 020 23 H 022 23 H 0,20 23 H 0,20 23 H 0,26 23 C 0,25
24 H 019 24 H 021 24 H 021 24 H 024 24 H 0,25 24 H 0,23
25 H 022 25 H 021 25 H 0,22 25 H 0,22 25 H 0,23 25 H 0,22
26 H 020 26 H 021 26 H 0,20 26 H 0,22 26 H 0,27 26 H 0,23
27 H 047 27 H 021 27 H 022 27 H 0,20 27 H 024 27 H 0,20
28 H 047 28 H 046 28 H 046 28 H 050 28 H 0,553 28 H 0,50
29 H 047 29 H 047 29 H 047 29 H 046 29 H 050 29 H 047
30 H 047 30 H 047 30 H 051 30 H 047

31 H 047 31 H 050 31 H 047

32 H 050 32 H 048

33 H 049

3 Numeracja w RES nie jest zgodna z zasadami numeracji atomoéw. Na potrzeby poréwnania struktury dwéch klas

zwigzkow zastosowano ujednolicone oznaczenia z pominieciem pierscienia C.
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7.2. Analiza biodostepnosci

Analiza rozkfadu analizowanych flawonoidéw na osiach WLOGP (0$ Y) i TPSA (0$
X) pokazuje, ze chryzyna jest jedynym flawonoidem sposrdd catej serii liganddw, ktory
charakteryzuje sie wartosciami tych dwdch parametréw umozliwiajgcymi penetracje przez
bariere krew-modzg. Pozostate zwigzki, z wyjatkiem mirycetyny, majg wartosci WLOGP i
TPSA umozliwiajgce pasywng absorpcje z przewodu pokarmowego. Na rysunku mozna
zauwazy¢ wyrazny trend malejgcej absorpcji w kierunku od chryzyny do mirycetyny, co
podkresla fakt ograniczonej biodostepnosci spowodowanej wiekszg liczbg grup
hydroksylowych w czgsteczce flawonoidu.

Rysunek 11. Wykres zaleznosci wartosci WlogP od TPSA (Wizualizacja otrzymana w
Swissadme.org)

Analiza parametrow chemicznych i biologicznych dla szeSciu zwigzkéw, tj.
resweratrolu, chryzyna, apigenina, kaempherol, kwercetyna i MIR, ujawnia zr6znicowane
profile tych czasteczek. Masa czasteczkowa i liczba atoméw ciezkich zwieksza sie
sekwencyjnie od resweratrolu do mirycetyny, co koreluje z rosnacg liczbg akceptordw i
donoréw wigzan wodorowych oraz polem powierzchni polarnego powierzchniowego
(TPSA). Zwiazki te wykazujg réowniez rdznice w przewidywanej rozpuszczalnosci, z
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mirycetyng wykazujgcag najwyzszg rozpuszczalno$¢ wedtug modelu Silicos-IT. W
kontekscie absorpcji w przewodzie pokarmowym, wszystkie zwigzki, z wyjatkiem MIR,
charakteryzujg sie wysokg absorpcjg. Inhibicja cytochromdéw P450 jest zréznicowana, z
kilkoma zwigzkami wykazujgcymi potencjat inhibicji wielu izoform. Zwigzki te generalnie
spetniajg kryteria regut Lipinskiego, Ghose'a, Vebera, Egana i Muegge, z wyjatkiem MIR,
ktora wykazuje kilka naruszen. WartoSci bioavailability s jednolite dla wszystkich
zwigzkow, podczas gdy alert PAINS i Brenk jest obecny dla kwercetyny i mirycetyny.
Dostepnos¢ syntetyczna zwigzkéw réwniez roénie sekwencyjnie, co sugeruje zwiekszong
ztozonos$¢ syntez w przypadku MIR

Uktad woda - n-oktanol nie jest w stanie nasladowa¢ wyraznego charakteru
miedzyfazowego, ktdéry jest nadawany przez mikroSrodowisko utworzone przez wode i
polarne grupy fosfolipiddw btonowych. Chryzyna, z wartoscig Consensus LogP 2,55,
wykazuje wiekszg lipofilowos¢ w poréwnaniu z mirycetyna, ktdrej wartos¢ wynosi 0,79.

Wszystkie badane flawonoidy mieszczg sie w tym zakresie, co wskazuje na ich
potencjalng przydatnos¢ jako kandydatéw na leki doustne. Jednak bardziej lipofilowe
zwigzki, takie jak CHRY, moga wykazywal nizszg rozpuszczalno$¢ w wodzie, co
negatywnie wptywa na ich biodostepnosc. Takie zwigzki mogg rowniez by¢ sekwestrowane
przez tkanke ttuszczowa, co utrudnia ich wydalenie i moze prowadzi¢ do akumulacji i
zwiekszonej toksycznosci systemowej. W odniesieniu do absorpcji doustnej i jelitowe,
idealna wartos¢ LogP wynosi od 1,35 do 1,8. Flawonoidy takie jak RES i QUE, z wartosciami
ilogP odpowiednio 1,71 i 1,63, mieszczg sie w tym zakresie, co sugeruje ich potencjalng
zdolnos$¢ do efektywnej absorpcji doustnej i jelitowej.
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Tabela 11. Metody obliczania lipofilowosci:

poréwnanie réznych deskryptoréw logP

Nazwa

Opis deskryptora

RES CHRY API

KAMI

QUE

MIR

iLOGP

Obliczany za pomocg metody
opartej na atomowych
wspotczynnikach  kontrybuciji.
Reprezentuje miare
lipofilowosci zwigzku
chemicznego, uwzgledniajaca
strukturalne i atomowe
wiasciwosci czasteczki.

1,71

2,27

1,89

1,7

1,63

1,08

XLOGP3

Uwzglednia zlozone parametry
strukturalne czasteczki,
opierajac sie na atomowych
wspotczynnikach kontrybucji.

3,13

3,52

3,02

1,9

1,54

1,18

WLOGP

Obliczana metodg fragmentalna.

Estymuje lipofilowos$¢ zwigzku
chemicznego na podstawie
sumy kontrybucji lipofilowych
poszczegdlnych  fragmentéw
molekularnych.

2,76

2,87

2,58

2,28

1,99

1,69

miLogP

Obliczana za pomocg metody
Moriguchi. Uwzglednia efekty
polarnosci i sgsiedztwa atomow
w czasteczce, oferujgc
precyzyjne estymacje
lipofilowosci dla  szerokiego
zakresu zwigzkow.

2,99

2,94

2,46

2,17

1,68

1,39

Silicos-IT
Log P

obliczany za pomocg algorytmow

uczenia maszynowego i baz
danych z eksperymentalnymi
wartosciami LogP. taczy zalety
metod atomowych i
fragmentalnych z
zaawansowanymi  technikami
modelowania.

2,57

3,02

2,52

2,03

1,54

1,06

Consensus Log P

obliczana jako $rednia z wielu

réznych metod obliczeniowych.
Ma na celu zwiekszenie precyzji
i niezawodnosci  estymagji
lipofilowosci przez kombinacje
wynikow z réznych metod.

2,48

2,55

2,11

1,58

1,23

0,79

Wieksze czasteczki, z uwagi
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na swojg ztozong strukture,

majg bardziej
skomplikowane rozktady elektronowe, co bezposrednio wptywa na warto$¢ energii SCF.
W przypadku wiekszych czasteczek, zwiekszona liczba atomoéw i elektronéw prowadzi do
ztozonych interakcji elektronowych, ktére sg uwzgledniane podczas obliczen energii SCF.



Obserwacja proporcjonalnej stabilnoscig energetyczng czasteczki a jej lipofilowoscig. W
tym przypadku, bardziej ujemne wartosci energii SCF, wskazujg na wiekszg stabilnosé
zwigzku i sg skorelowane z nizszymi wartosciami MiLogP, co sugeruje ich mniejszg
lipofilowo$¢. Tabela 12 zawiera zestaw deskryptoréw, ktore sg niezbedne do oceny i
analizy wiasciwosci fizykochemicznych, farmakokinetycznych i farmakodynamicznych
zwigzkow chemicznych w kontekScie odkrywania lekdw. (W tabeli przedstawione sg
oryginalne nazwy parametrow dostepne na platformach (tox-new.charite.de
;.molinspiration.com). W analizie uwzgledniono roéwniez deskryptory zwigzane z
potencjalnym hamowaniem aktywnosci cytochromdéw P450. Obliczone wiasciwosci ADMET
(wchtanianie z przewodu pokarmowego, przenikanie przez bariere krew-mozg, inhibicja
systemu cytochromu P450, substrat dla glikoproteiny P).
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Tabela 12. Analiza deskryptorow fizykochemicznych i farmakokinetycznych

resweratrolu i badanych flawonoidéw

reswatrol chryzyna apigenina  kaempherol  kwercetyna  mirycetyna

MW 228,24 254,24 270,24 286,24 302,24 318,24

#Heavy atoms 17 19 20 21 22 23

#Aromatic heavy 12 16 16 16 16 16
atoms

Fraction Csp3 0 0 0 0 0 0

#Rotatable bonds 2 1 1 1 1 1

#H-bond acceptors 3 4 5 6 7 8

#H-bond donors 3 2 3 4 5 6

MR 67,88 71,97 73,99 76,01 78,03 80,06

TPSA 60,69 70,67 90,9 111,13 131,36 151,59

ESOL Log S -3,62 -4,19 -3,94 -3,31 -3,16 -3,01

ESOL Solubility ¢ 51000 1 64109 307102  1,40109  2,1110% 3,14 10°
(mg/ml)

ESOL SO('Lr:qb(')'l'/tl’; 55100 1,64109 1,1410%  4,9010%  6,9810% 9,88 10%

ESOL Class S MS S S S S

Ali Log S -4,07 -4,69 -4,59 -3,86 -3,91 -3,96

Al S(O,Lugt;lrl,lqt?; 1,9310% 52210% 6,8810% 398109  3,7410% 3,50 100

Ali Solubility (mol/) 8,44 10° 2,0510° 2,5510%  1,3910%  1,2410% 1,10 100

Ali Class MS MS* MS S S S

Silicos-IT LogSw -3,29 -4,98 -4,4 -3,82 -3,24 -2,66

Silicos-IT Solubility ;g 1001 564100 1,0710%  42910%  1,7310% 6,98 10°
(mg/ml)

Silicos-IT SO("r’nbc')'l% 516 109 1,0410% 3,94109%  1,5010%  57310% 2,19 100

Silicos-IT class S MS MS S S S

GI absorption Hé H H H H L

BBB permeant + + - - - -

Pgp substrate - - - - - -

CYP1A2 inhibitor + + + + + +

CYP2C19 inhibitor - - - - - -

CYP2C9 inhibitor + - - - - -

CYP2D6 inhibitor - + + + + -

CYP3A4 inhibitor + + + + + +

log Kp (cm/s) -5,47 -5,35 -5,8 -6,7 -7,05 -7,4

Lipinski #violations 0 0 0 0 0 1

Ghose #violations 0 0 0 0 0 0

Veber #violations 0 0 0 0 0 1

Egan #violations 0 0 0 0 0 1

Muegge #violations 0 0 0 0 0 2

Bioavailability Score 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55

4 MS- Moderately soluble- $rednio rozpuszczalne
5 S- Soluble; rozpuszczalne
5 H-High/wysoki, L-Low/niski
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PAINS #alerts 0 0 0 0 1 1
Brenk #alerts 1 0 0 0 1 1
Lead_llker)ess 1 1 0 0 0 0
#violations
Synthetic
Accessibility 2,02 2,93 2,96 3,14 3,23 3,27

MW: Masa czgsteczkowa; #Heavy atoms: Liczba ciezkich atomdw; #Aromatic heavy atoms: Liczba aromatycznych ciezkich
atomow; Fraction Csp3: Udziat atomoéw wegla o hybrydyzacji sp3; #Rotatable bonds: Liczba wigzan obrotowych; #H-bond
acceptors: Liczba akceptoréw wigzan wodorowych; #H-bond donors: Liczba donoréw wigzan wodorowych; MR: Masa
zredukowana; TPSA: Powierzchnia polarna topologiczna; ESOL Log S: Logarytm wspotczynnika rozpuszczalnosci obliczony
metodg ESOL; ESOL Solubility (mg/ml): Rozpuszczalno$¢ obliczona metodg ESOL w mg/ml; ESOL Solubility (mol/l):
Rozpuszczalno$¢ obliczona metodg ESOL w mol/l; ESOL Class: Klasa rozpuszczalnosci ESOL; Ali Log S: Logarytm
wspotczynnika rozpuszczalnosci obliczony metodg Ali; Ali Solubility (mg/ml): Rozpuszczalno$¢ obliczona metodg Ali w
mg/ml; Ali Solubility (mol/I): Rozpuszczalno$¢ obliczona metoda Ali w mol/I; Ali Class: Klasa rozpuszczalnosci Ali; Silicos-IT
LogSw: Logarytm wspotczynnika rozpuszczalnosci wodnej obliczony metodg Silicos-IT; Silicos-IT Solubility (mg/ml):
Rozpuszczalno$¢ wodna obliczona metoda Silicos-IT w mg/ml; Silicos-IT Solubility (mol/1): Rozpuszczalnos¢ wodna obliczona
metodg Silicos-IT w mol/l; Silicos-IT class: Klasa rozpuszczalnosci Silicos-IT; GI absorption: Absorpcja w przewodzie
pokarmowym; BBB permeant: Przenikanie przez bariere krew-mdzg; Pgp substrate: Substrat dla glikoproteiny P; CYP1A2
inhibitor: Inhibitor CYP1A2 (dot. wszystkich izoform cytochroméw); log Kp (cm/s): Logarytm wspotczynnika przenikania;
Lipinski #violations: Liczba naruszen reguty Lipinskiego; Ghose #violations: Liczba naruszen reguty Ghose; Veber
#violations: Liczba naruszen reguty Vebera; Egan #violations: Liczba naruszen reguty Egana; Muegge #violations: Liczba
naruszen reguty Muegge; Bioavailability Score: Wynik biodostepnosci; PAINS #alerts: Liczba alertow PAINS; Brenk #alerts:
Liczba alertdw Brenka; Leadlikeness #violations: Liczba naruszen reguty podobienstwa zestawu bazowego wykazujgcych
pozadang aktywno$¢ biologiczng i stanowigcych punkt wyjscia do dalszej optymalizacji w celu uzyskania leku; Synthetic
Accessibility: Dostepno$¢ syntetyczna.

Zwigzki te wykazujg rowniez roznice w przewidywanej absorpcji w przewodzie
pokarmowym (GI absorption) i zdolnosci do przechodzenia przez bariere krew-mdzg (BBB
permeant). Wszystkie zwigzki, z wyjatkiem mirycetyny, majg wysokg absorpcie w
przewodzie pokarmowym, ale tylko resweratrol i chryzyna sg zdolne do przechodzenia
przez bariere krew-mdzg.

Wykres (Rysunek 13) przedstawia zalezno$¢ pomiedzy procentem absorpcji (%
ABS), masg molowg oraz objetoscia molekularng badanych zwigzkdw: resweratrolu,
chryzyny, apigeniny, kamferolu, kwercetyny i mirycetyny. Silna korelacja zostata
zaobserwowana zaréwno pomiedzy % ABS a masg molowg (R2 = 0,97), jak i pomiedzy
% ABS a objetoscig molekularng (R2 = 0,99), co sugeruje, ze wieksza masa i objetos¢
czasteczek mogg wptywac na ich zdolno$¢ absorpcyjna.
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7.3. Wiasciwosci antyoksydacyjne

7.3.1. Metoda DPPH

Zaobserwowano, ze warto$¢ VCEAC byta najwyzsza dla kaempferolu oraz
kwercetyny. Oznacza to, Ze obie te substancje wykazaty silniejszg zdolno$¢ do wygaszania
rodnikédw DPPH w porédwnaniu z innymi badanymi substancjami. Kaempferol i kwercetyna
sg flawonoidami, ktdre sg znane z silnych wtasciwosci przeciwutleniajgcych. Ich wysoka
zdolno$¢ do neutralizacji rodnikbw DPPH potwierdza ich efektywno$¢ jako
antyoksydantow.

Krzywa standardowa ‘32909 @@ ' @ ‘
12 Ly
. _ CHLOGEEPDDDOS
R s e L
=0, X
508 3 2EBOEODO
o5 o 37 TeOOOODD
§ X ..
< 04
°
0,2 X
Ptytka 96-dotkowa po 30 minutowej
0 0 000l 0002 0003 0004 0.005 inkubacji ligandéow z odczynnikiem
. ’ T : DPPH. Analiza poréwnawcza. Trzeci i
stezenie kwasu askorbinowego [mM] czwarty rzad odopowiadajacy
chryzynie i  apigeninie-  brak

widocznej redukcji  rodnika w
badanym zakresie stezen.

Rysunek 13. A. Krzywa standardowa zaleznosci absorbancji od stezenia witaminy C B.
Fotografia ptytki 96-dotkowej z naniesionymi ligandami po 30 minutach inkubaji z
roztworem DPPH.

Wsrdd metalokompleksdw najwyzszg zdolnos¢ do redukcji syntetycznego rodnika
wykazaty zwigzki z rutenem. Ruten jest metalicznym pierwiastkiem przej$ciowym, ktory
czesto tworzy kompleksy o znaczacych wiasciwosciach redoks. Mozliwe jest, ze wiasnie te
wiasciwosci przyczynity sie do wysokiej zdolnosci antyoksydacyjnej metalokomplekséw z
rutenem (Rysunek 14).

Jednakze, warto zauwazy¢, ze nie wszystkie metalokompleksy prezentujg wysokie
wiasciwosci antyoksydacyjne. W przypadku komplekséw utworzonych z jonami metal
alkalicznych o matym promieniu jonowym, zaobserwowano obnizenie zdolnosci
antyoksydacyjnych. Moze to wynikac z réznic w strukturze elektronowej tych kompleksow
lub z ich interakcji z rodnikami.
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Rysunek 14. Wartosci VCEAC [mM] dla ligandéw i metalokomplekséw wyznaczone
metodg DPPH. Na osi Y oznaczono milimolowe stezenie kwasu askorbinowego, ktére w
identycznych warunkach wykazuje aktywnosc.
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7.3.2. Metoda ABTS

W metodzie ABTS uzyskane wyniki dla roznych ligandéw okazaty sie by¢ zblizone
do wynikdw eksperymentu z redukcjg rodnika DPPH. Co ciekawe, we wszystkich
przypadkach kompleksy z osmem i rutenem prezentowaty silne wihasciwosci
antyoksydacyjne nawet, w przypadku, w ktérej sam ligand nie wykazywat zdolnosci do
redukcji rodnika w danym eksperymencie (apigenina, chryzyna). Dodatkowe
eksperymenty z samymi roztworami osmu i rutenu wskazaty, ze interakcja jonow tych
metali z reagentami uzywanymi w testach ABTs i DPPH moze prowadzi¢ do fatszywie
dodatnich wynikow.

Moze to sugerowal, ze w obecnosci tych metali dochodzi do reakcji, ktdre
niekoniecznie odzwierciedlajg wiasciwosci antyoksydacyjne badanych zwigzkdéw, lecz
wynikajg z innych mechanizméw reakcyjnych. Na tej podstawie zdecydowano, ze
kompleksy z rutenem i osmem, w przeciwienstwie do pierwotnych przypuszczen, nie
tworzg stabilnych zwigzkdéw. Obecnos¢ wolnych jondw w roztworze moze wptywac na
wyniki testdw antyoksydacyjnych. To zjawisko stanowi istotny obszar zainteresowania,
wymagajacy gtebszego zrozumienia, w szczegdlnosci z uwzglednieniem potencjalnych
zdolnosci akceptorowo-donorowych jonu metalu w kompleksach

Rysunek 16. przedstawia wartosci VCEAC dla badanych ligandow i
metalokompleksow. Wyzsze wartosci VCEAC (okreSlona na podst. krzywej standardowej-
Rysunek 15) wskazujg na lepsze wiasciwosci antyoksydacyjne badanych substancji.
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Rysunek 15. Krzywa standardowa zaleznosci absorbancji od stezenia witaminy C
w tescie ABTS
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Rysunek 16. Wartosci VCEAC [mM] dla ligandéw i metalokomplekséw
wyznaczone metodg ABTS.
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7.3.3. Metoda CUPRAC

Na podstawie krzywej standardowej dla Troloxu (Rysunek 17) obliczno
wartosci TEAC i przedstawiono w formie wykresow (Rysunek 18) Zaobserwowano,
ze obecno$¢ osmu lub rutenu prowadzi do wzrostu wiasciwosci antyoksydacyjnych
badanych substancji. Jest to spdjne z wczesniejszymi obserwacjami z innych
testédw. Jednak pomijajgc wptyw tych dwdch metali, mozna zaobserwowaé pewne
specyficzne efekty zwigzane z obecnoscig innych jondw. Sole sodowe potegowaty
zdolnosci redukcyjne wobec jonéw miedzi (II) .Podejrzewa sie, ze moze to byé
wynikiem zwiekszonej rozpuszczalnosci tych soli w poréwnaniu do wolnego
ligandu. Oznacza to, ze obecno$¢ sodu moze sprzyjac lepszemu "dostepowi" do
jondw miedzi, co przektada sie na efektywniejszg redukcje. W przypadku
metalokopmleksow magnezu, dla kaempherolu obserwuje sie obnizenie
wiasciwosci antyoksydacyjnych, podczas gdy dla kwercetyny i mirycetyny magnez
nie spowodowat znaczacych zmian. W przypadku RES, obecnoS¢ magnezu
zwiekszata wiasciwosci przeciwutleniajgce. Jony Zelaza, znane z potencjalnie
prooksydacyjnych wtasciwosci, nie wptynety istotnie na zdolnosci antyoksydacyjne
ligandu. Wynik ten sugeruje, ze zelazo nie oddziatywato w sposob konkurencyjny
ani wspomagaijacy z ligandami w kontekscie reakcji antyoksydacyjnych w tescie
CUPRAC.
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Rysunek 17. Krzywa standardowa absorbancji od wartos$ci TEAC wyznaczona
dla Troloxu
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Rysunek 18. Wartosci TEAC [mM] dla ligandow i metalokompleksow wyznaczone metoda
CUPRAC. Na osi Y oznaczono milimolowe stezenie Troloxu, ktdre w identycznych warunkach
wykazuje aktywnos¢ przeciwutleniajgcg rownowazng 1 M badanej substancji. Wyzsze
wartosci TEAC oznaczajq lepsze whasciwosci antyoksydacyjne.

7.3.4. Metoda HORAC
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Rysunek 19. Znormalizowana warto$¢ fluorescencji kwasu galusowego i krzywa standardowa
kwasu galusowego.
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Tabela 13. Wartosci AUC i NET AUC (wartos¢ znormalizowana do AUC dla OuM
800pM 600pM 400pM 300pM 200pM  100pM  OpM
AUC 35,64 35,49 23,71 20,98 18,16 16,70 10,64
NET AUC 25,00 24,85 13,07 10,34 7,52 6,06 -

Pojemno$¢ antyoksydacyjna prébki koreluje z krzywa zaniku fluorescencji, ktora
jest e reprezentowana jako pole pod krzywag (AUC) (Rysunek 19). AUC stuzy do
ilosSciowego okreSlenia catkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej wolnych rodnikéw
hydroksylowych w prébce i jest porownywana z kalibracyjng krzywa antyoksydantu kwasu
galusowego (tabela 13).
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Rysunek 20. Wartosci ekwiwalentu kwasu gallusowego (M) uzyskane w metodzie HORAC

Kwercetyna wyrdznita sie najwyzszg wartoscig do redukcji rodnika nadtlenku
wodoru, co wyrdznia ten zwigzek spo$rdd badanych ligandéw (Rysunek 20). Nalezy jednak
podkresli¢, ze w testach opartych na pomiarze fluorescencji waznym czynnikiem moggcym
wptywac na wyniki jest tworzenie sie zwigzkdw nierozpuszczalnych. W takich sytuacjach
zmniejszenie sygnatu fluorescencyjnego moze niekoniecznie odzwierciedla¢ zdolnosci
antyoksydacyjne zwigzku, ale moze by¢ efektem jego wytrgcania sie z roztworu. W
przypadku resweratrolu i kwrcetyny sole sodowe obnizyty wtasciwosci antyoksydacyjne,
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podczas gdy dla kaempherolu i mirycetyny zwiekszyty je. Jest to interesujgce, poniewaz
te obserwacje s3 odmienne od wynikéw uzyskanych w innych testach wtasciwosci
antyoksydacyjnych. Moze to sugerowaé, ze warunkowane jest to innym mechanizmem
redukcji rodnika w poszczegdlnych testach przez badane zwigzki.

7.3.5. Redukcja rodnika tlenku azotu
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Rysunek 21. Stopien redukcji rodnika NO* w badanych prdébkach roztwordw ligandéw i
metalokompleksow. (legenda: R-Resweratrol, C-Chryzyna, A-Apigenina, Q- Kwercetyna,
M-Mirycetyna)

W metodzie redukcji rodnika tlenku azotu, zaréwno chryzyna jak i apigenina nie
wykazywaty widocznych zdolnosci antyoksydacyjnych. Co interesujgce, obserwuije sie
pewng tendencje zwigzang z obecnoscig soli sodowych i wapniowych w kontekscie
zdolnosci kaemphrolu do redukcji rodnika NO. Zaréwno sole sodowe, jak i wapniowe
zwiekszaty aktywnos$¢ antyoksydacyjng tego flawonoidu. Natomiast kompleksy z
manganem prezentowaty sie znaczgco gorzej. Wszystkie z nich byty mato aktywne wobec
rodnika NO i w kazdym przypadku obnizaty zdolno$¢ do jego redukcji (Rysunek 21). To
potwierdza tendencje obserwowang rowniez w innych testach, gdzie metalokompleksy z
manganem byly mniej skuteczne w neutralizacji wolnych rodnikéw w poréwnaniu z ich
pierwotnymi ligandami.
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7.3.6. Prooksydacyjne utlenianie Troloxu

Utlenianie Troloxu
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Rysunek 22. Warosci absorbancji przy (A = 272 nm) w badanych prébkach roztwordéw
ligandéw i metalokompleksdw. (legenda: R-Resweratrol, C-Chryzyna, A-Apigenina, Q-
Kwercetyna, M-Mirycetyna)

Wiasciwosci prooksydacyjne powinny byc¢ interpretowane inaczej niz wiasciwosci
antyoksydacyjne, chociaz mozna zauwazy¢ pewne zaleznosci, zwtaszcza w kontekscie
liczby grup hydroksylowych w molekule. Grupy hydroksylowe sg aktywnymi miejscami,
ktore mogg uczestniczyé w reakcjach redoks, a ich liczba i potozenie w strukturze
czasteczki mogg wptywac zaréwno na wiasciwosci antyoksydacyjne, jak i prooksydacyjne
zwigzku. We wszystkich analizowanych przypadkach, najwyzsze wiasciwosci
prooksydacyjne wykazywaty resweratrol i mirycetyna, ktdre charakteryzujg sie najwieksza
liczbg grup OH. Nastepnie plasuje sie kwercetyna oraz jej metalokompleksy, ktére rowniez
wykazujg silne wtasciwosci prooksydacyjne (Rysunek 22). To potwierdza teorie o zwigzku
miedzy liczbg grup hydroksylowych a wiasciwosciami prooksydacyjnymi. Co wiecej,
mirycetyna, posiadajgc najwiecej grup hydroksylowych wsrdd analizowanych zwigzkéw,
wykazuje silne wiasciwosci prooksydacyjne zaréwno w postaci czystego ligandu, jak i w
postaci metalokompleksu. To sugeruje, ze obecnosc¢ tych grup w strukturze molekularnej
odgrywa kluczowg role w determinowaniu wiasciwosci redoks zwigzku.
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7.4. Wlasciwosci cytotoksyczne

7.4.1. Wilasciwosci cytotoksyczne ligandow

Resweratrol wykazat umiarkowang toksycznos¢ wobec komérek MCF-7, przy
czym najwyzsze stezenie (200 puM) skutkowato znacznym obnizeniem przezywalnosci do
54,69% (% 2,07). Co interesujgce, wraz ze spadkiem stezenia resweratrolu, przezywalnos¢
komorek wzrastata, osiggajac wartos¢ 88,54% (+ 1,88) przy najnizszym stezeniu 12,5
WM. To sugeruje, ze resweratrol moze mie¢ dziatanie hormetyczne, gdzie nizsze stezenia
mogg wywotywac odpowiedZz ochronng w komérkach nowotworowych. Podobng
tendencje zaobserwowano w przypadku komoérek MDA-MB-231, gdzie resweratrol w
najwyzszym stezeniu zmniejszat przezywalnos¢ do 63,70% (% 7,55), ale przy najnizszym
stezeniu (12,5 pM) przezywalnos¢ wzrosta do 110,92% (+ 11,64). Moze to wskazywac na
zroznicowane dziatanie resweratrolu w zaleznosci od linii komdrkowej. Apigenina, z kolei,
wykazata znacznie silniejszg toksycznos¢, szczegolnie wobec komoérek MCF-7, gdzie przy
stezeniu 200 M przezywalno$¢ spadta do 34,71% (+ 4,35) (Rysunek 24). Przy nizszych
stezeniach (12,5 uM) zaobserwowano pewien wzrost przezywalnosci do poziomu 109,09%
(£ 4,55), co moze sugerowac niewielkg aktywnos¢ proliferacyjng przy nizszych dawkach
(Rysunek 23). W przypadku komdrek MDA-MB-231 apigenina byta réwnie toksyczna,
obnizajac przezywalnosS¢ przy stezeniu 200 UM do 25,69% (% 6,10), a przy najnizszym
stezeniu (12,5 uM) powodujgc wzrost przezywalnosci do 123,17% (+ 11,11). Te wyniki
wskazujg na silne wiasciwosci antyproliferacyjne apigeniny, szczegdélnie w wyzszych
stezeniach, co czyni jg potencjalnie efektywnym inhibitorem wzrostu nowotwordw.
Kempferol réwniez wykazywat toksycznosé, przy czym najwiekszy efekt obserwowano w
komdrkach MCF-7, gdzie przy stezeniu 200 uM przezywalno$¢ spadta do 30,95% (+ 7,23).
Nizsze stezenia kempferolu wykazywaty zmniejszong toksycznos$é, co moze wskazywac na
pewien prog stezenia, powyzej ktorego nastepuje gwattowny spadek przezywalnosci. W
komdrkach MDA-MB231 kempferol wydawat sie mniej toksyczny (Rysunek 24).

Kwercetyna wykazata ztozong odpowiedz w obu liniach komoérkowych. W
przypadku MCF-7 najwyzsze stezenie (200 pM) zmniejszyto przezywalnos¢ do 55,70% (+
6,76), jednak nizsze stezenia, zwtaszcza 12,5 uM, wyraznie zwiekszaty przezywalno$¢ do
poziomu 110,92% (% 12,14). Podobny efekt zaobserwowano w komérkach MDA-MB-231,
gdzie najnizsze stezenie kwercetyny rowniez podnosito przezywalnos¢ do 110,92% (+
12,14). Tego typu odpowiedz moze sugerowaé, ze kwercetyna wykazuje dziatanie
hormetyczne, gdzie niskie dawki mogg mie¢ dziatanie antyapoptotyczne. Mirycetyna
okazata sie najbardziej toksyczna wobec komdrek MCF-7, szczegdlnie przy najwyzszym
stezeniu 200 uM, gdzie przezywalno$¢ spadta do zaledwie 4,76% (% 0,95), jednak ocena
morfologiczna wskazywata na charakter nektoryczny $mierci komorkowej. W miare
obnizania stezenia obserwowano wzrost przezywalnosci, jednak wartosci te pozostawaty
na stosunkowo niskim poziomie. W komodrkach MDA-MB-231 mirycetyna rowniez
wykazywata silng toksycznos$¢ przy najwyzszym stezeniu, redukujgc przezywalnos¢ do
51,28% (% 3,85), jednak w nizszych stezeniach zaobserwowano wzrost przezywalnosci,
osiggajgc wartos$¢ 126,32% (+ 12,63) przy stezeniu 12,5 uM (Rysunek 24). Resweratrol i
kwercetyna mogg mie¢ potencjalne zastosowanie w specjalistycznym zywieniu
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onkologicznym ze wzgledu na ich dziatanie ochronne w niskich dawkach. Wiaczenie
zywnosci bogatej w te zwigzki do diety pacjentéw onkologicznych moze wspierac
tradycyjne metody leczenia, a takze wptywac na ogdlng kondycje zdrowotng pacjentéw.
Szczegolnie interesujgce jest dziatanie hormetyczne, ktére sugeruje, ze odpowiednie
dawki tych zwigzkéw moga wspierac zdrowie komérek, podczas gdy wyzsze dawki moga
wspomagac walke z chorobg z rownolegtym stosowaem tradycyjnych metod terapii.

Api 200 M
Rysunek 23. Zmiany morfologiczne komérek linii MCF-7 po 24-godzinnej inkubacji z

apigening (Api).

Kontrola
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Rysunek 24. Zywotno$¢ komédrek [%] w odniesieniu do préby kontrolnej po 24h
inkubacji z poszczegdinymi ligandami na komorkach linii MCF-7 (A) i MDA-MB-231 (B).
Kontrola-préba komorek kontrolnych- bez badanego ligandu, <1% DMSO. Wartosci p<0,
(*), p<0,01 (**)p<0,0005(****)
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7.4.2. Cytotoksycznosc ligandu i jego metalokompleksu

Przeprowadzone badania w warunkach /n vitro sugeruja, ze wprowadzenie metalu
toksycznego, jakim jest platyna, do struktury flawonoidu, moze wptyng¢ na reaktywnosé
biologiczng tego zwigzku. W szczegdlnosci, analizujgc wptyw MIR i jej metalokompleksu z
platyng na komorki, ktére sg wrazliwe na dziatanie leku i flawonoidéw, zaobserwowano
Zjawisko odmienne od oczekiwanego.

Interesujace jest to, ze wyzsze stezenie (200 uM) zwigzku metaloorganiczneego
nie skutkowato toksycznoscig, lecz raczej sprzyjato wyzszej zywotnosci komoérek w
porownaniu do dziatania samej mirycetyny. Obserwacja wytrgcania sie osadu lub
krysztatow wokot komorek w obecnosci metalokompleksu moze by¢ przyczyng ostabionej
toksycznosci.

Dane te sugerujg potrzebe dalszych badan w celu zrozumienia mechanizmdw,
przez ktore metalokompleks Mirycetyna z platyng moze wykazywac inne dziatanie
biologiczne od samego flawonoidu. Mozliwe, ze interakcje chemiczne i biologiczne
Zwigzane z obecnosScia metalu toksycznego w strukturze kompleksu wptywajg na
aktywnos$¢ biologiczng i reaktywnos¢ tego zwigzku.

Mir 12.5 pM Mir 200 uM

Mir-Pt 12.2 uM Mir-Pt 25 uM Mir-Pt 200 uM

Rysunek 25. Komorki linii MCF-7 poddane dziataniu MIR lub metalokompleksu MIR z
platyng. Widoczne wytrgcanie nierozpuszczalnego metalokompleksu z zachowaniem
zywych komorek.

W ramach badania wptywu kwercetyny, flawonoidu o potwierdzonych
wihasciwosciach antyoksydacyjnych, oraz jej kompleksu z rutenem na komorki linii MDA-
MB-231, przeprowadzono szereg eksperymentdw. Analiza morfologiczna tych komodrek
pozwolita na zbadanie wptywu wymienionych zwigzkéw na ich strukture i funkcje.
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0,625 pM doksorubicyny + 100 pM kwercetyny
w postaci metalokompleksu Q-Ru(II)

Rysunek 26. Zdjecia mikroskopowe komarek linii MDA-MB-231 inkubowanych przez 24h
z doksorubicyng osobno (A) lub w potaczeniu z kwercetyng w stezeniu 100uM (B) lub
kompleksem z rutenem w stezeniu 100 uM w Swietle widzialnym i fluorescencyjnym

Na rysunku 26 przedstawiono zbior zdje¢ mikroskopowych w Swietle widzialnym
komoérek MDA-MB-231 po 24-godzinnym dziataniu kwercetyny, kompleksu kwercetyna-
Ru(II), lub ich kombinacj z lekiem cytotoksycznym. Doksorubicyna w wysokim stezeniu-
2,5uM stanowi kontrole pozytywna, gdzie komorki po dobowej inkubacji sg martwe z
widocznymi kolistymi strukturami bton komdrkowych.

Komorki linii MDA-MB-231 zostaty poddane dziataniu kwerrcetyny. Zauwazono, ze
flawonoid ten istotnie moduluje wptyw toksycznego ksenobiotyku na komérki —
doksorubicyny, majacej zdolno$¢ do penetracji bton komoérkowych i powodowania
uszkodzen oksydacyjnych. W obecnosci kwercetyny, wieksza liczba komodrek wykazuje
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zdolnos$¢ do przezycia w poréwnaniu do probek traktowanych wytgcznie doksorubicyng
(Rysunek 27). To odkrycie moze sugerowac potencjat tego flawonoidu w modulowaniu
toksycznosci popularnego leku przeciwnowotworowego, co moze mie¢ kluczowe znaczenie
w kontekscie suplementacji i zywienia specjalnego przeznaczenia w trakcie terapii
onkologicznej, chronigc zdrowe tkanki m.in. przewodu pokarmowego i $rédbtonka naczyn
krwiono$nych przed $miercig komorkowa.

Jednoczesnie, badania wykazaty, ze kompleks kwercetyny z rutenem — metalu o
wiasciwosciach toksycznych, prowadzi do zwiekszonego odsetka $mierci komdrkowej w
poréwnaniu do dziatania samego ligandu. Moze to wskazywaé na ztozong interakcje
miedzy tymi dwoma zwigzkami i konieczno$¢ dalszych badan w celu zrozumienia
mechanizmdéw lezgcych u podstaw tego zjawiska. Analiza w Swietle fluorescencyjnym
ujawnita, ze doksorubicyna w mniejszym stopniu kumuluje sie w komdrkach w obecnosci
kwercetyny. Wysoka fluorescencja tta $wiadczy o obecnosci leku w medium, jednak jej
przenikanie i akumulacja w komdrkach sg utrudnione.

Kwercetyna

25uM 50pM 100puM 200uM 400uM

Kwercetyna-Ru

e
»}'sp., !\%q

100uM 200pM 400pM
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Rysunek 27. Zdjecia mikroskopowe komoérek MDA-MB-231 wykonane w Swietle
widzialnym po 24-godzinnej inkubacji z ligandem- kwercetyng i jej metalokompleksem z
rutenem (QUE-Ru) oraz ich kombinacji z doksorubicyna. .
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7.5. Genotoksycznosc i zdolnos¢ wigzania z DNA

7.5.1. Genotoksycznos$c in vivo

Wyniki uzyskane dla wszystkich badanych kombinacji zostaty przeanalizowane jako
wartoéci Specyficznej Intensywnoséci Fluorescencji (SFI). Zywotnos$¢ komdrek bakteryjnych
nie byta analizowana osobno, poniewaz stanowita jedynie wartoS¢ odniesienia do normalizacji
danych. W analizie tych wynikow, na przyktadzie kwercetyny jej metalokomplekséw oraz
doksorubicyny, zaobserwowano, ze wybrane metalokompleksy z Cu(II) i Zn(II) nasilajg
zdolno$¢ do uszkodzenia DNA w pordwnaniu z samg kwercetyng. W konsekwencji powoduje
to wzrost poziomu uszkodzen DNA do wartosci poréwnywalnych z tymi, ktére sg indukowane
przez doksorubicyne (DOX).

%k %k %k %k

%k %k %k

%k %k %k
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Rysunek 28. Wartosci specyficznej intensywnosci fluorescencji (SFI) po dziataniu DOX oraz
kwercetyng i wybranymi zwigzkami kompleksowmi z metalami, ktore zostaty zaklasyfikowane
do badan toksycznosci na podstawie istotnej toksycznosci w stezeniu 50uM. . * p < 0, 05, **
p <0, 01, *** p < 0,001, w poréwnaniu z kontrolg).
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W przypadku potaczenia metalokompleksu z antracykling, nie odnotowano dalszego
wzrostu wartosci SFI w pordwnaniu z samg doksorubicyng, cho¢ utrzymuje sie ona na
wyzszym poziomie niz w prébie kontrolnej. Wyniki te sugerujg, ze flawonoid wykazuje
dziatanie ochronne przed uszkodzeniem DNA wywotanym przez doksorubicyne, jednak efekt
ten jest neutralizowany przez kompleksowanie z jonami wybranych metali, co nadaje
badanym zwigzkom istotnie wyzsze wiasciwosci genotoksyczne niz ligandowi w postaci
nieskompleksowanej. Pomimo to, Zzaden z analizowanych zwigzkdw nie nasilit
genotoksycznosci wywotywanej przez doksorubicyne, ktéra w dalszym ciggu wykazuje
najwyzszg zdolno$¢ do uszkadzania struktury DNA oraz wywotywania odpowiedzi naprawczej.
Flawonoidy mogg wiec nabieraé wiasciwosci genotoksycznych w obecnosci jonéw metali.
Flawonoidy sg czesto promowane jako korzystne dla zdrowia ze wzgledu na swoje wtasciwosci
antyoksydacyjne, jednak w obecnosci metali mogg one paradoksalnie przyczyniaé sie do
uszkodzen DNA. Oznacza to, ze bogata w flawonoidy moze nie by¢ jednoznacznie korzystna,
zwiaszcza w przypadku oséb narazonych na wysokie stezenia jondw metali, na przyktad z
wody pitnej lub okreslonych produktow spozywczych. Istnieje ryzyko, ze takie interakcje
mogq prowadzi¢ do niezamierzonych skutkdw zdrowotnych.
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7.5.2. Modelowanie molekularne

Wyniki uzyskane w badaniach nad interakcjami flawonoiddw i ich komplekséw z DNA
wykazaty, ze zaréwno ligandy, jak i ich metalokompleksy wykazujg zdolnos¢ do wigzania sie
z DNA, przy czym metalokompleksy charakteryzuja sie wyzsza stabilnoscig wigzania.
Przyktadowo, wolna energia wigzania kwercetyny z DNA wyniosta -8,10 kcal/mol, natomiast
dla jej kompleksu z Cu(II) byta ona nizsza i wyniosta -9,38 kcal/mol, co sugeruje silniejsze
wigzanie kompleksu z DNA. Wskazuje to na potencjalne zwiekszenie wilasciwosci
genotoksycznych w obecnosci jondw metali, co moze miec istotne znaczenie w kontekscie
badan nad genotoksycznoscig tej grupy zwigzkow.

> 3
hin 4

kwercetyna -8.10 kcal/mol
N~
oA

i<'wercetyna- Cu(II) -9,38 kcal/mol

Rysunek 29. Przewidywane miejsce wigzania QUE i metalokompleksu Q-Cu(II) z DNA.
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7.6. Struktura zwigzku a ich aktywnosc biologiczna

Aktywno$¢ przeciwutleniajgca, zmierzona metodg CUPRAC, wykazuje wyrazng
dodatnig zalezno$¢ z wynikami testow HORAC i Prooxidant. Oznacza to, ze wzrost zdolnosci
do neutralizacji wolnych rodnikéw, mierzony tg metoda, koreluje z podobnym wzrostem w
pozostatych dwdch testach. Jednoczesnie, obserwuije sie silng ujemng korelacje z wartoscig
energii HOMO, co wskazuje, ze zwiekszona aktywnos¢ przeciwutleniajgca moze by¢ zwigzana
z rozktadem fadunku elektronowego, a konkretnie- z nizszg energig orbitali najwyzszego
zajetego poziomu.

W przypadku metody FRAP, zauwazalna jest dodatnia korelacja z momentem
dipolowym i wartoscig potencjatu chemicznego. Na przeciwnym biegunie znajduje sie
zalezno$¢ miedzy FRAP a energia HOMO oraz elektroujemnoscig- w miare spadku wartosci
tych dwoch parametréw, aktywnos$¢ przeciwutleniajgca rosnie. DPPH i ABTS, jako
najpopularniejsze testy aktywnosci przeciwutleniajgcej, wykazujg zbieznoS¢ w swoich
profilach korelacyjnych. Sg one dodatnio skorelowane ze zdolnoscig do neutralizacji rodnika
tlenku azotu. Ujemna korelacja z twardosScig chemiczng i wartoscig eGAP wskazuje, ze wzrost
aktywnosci przeciwutleniajgcej mierzony tymi metodami, jest zwigzany ze spadkiem twardosci
oraz réznicy energii miedzy orbitalami LUMO i HOMO.
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Warto wspomniec¢ o wskaznikach miLOGp, MW, Volume, liczby akceptoréw i donorow
protondw, ktére wykazujg silng korelacje. Wskazuje to na ich zwigzek z rozmiarem i
ztozonoScia molekularng substancji, co odzwierciedla zwiekszong ztozono$¢ i rozmiar
molekularny badanych zwigzkdw:

Kluczowe elementy strukturalne i ich rola w aktywnosci antyoksydacyjnej to miedzy
innymi:

Struktury orto-dihydroksy w pierscieniu B zapewnia stabilnos¢ flawonoidowych
rodnikdw fenoksyloowych poprzez rozszerzong delokalizacje elektrondw i/lub
zdolnos¢ do tworzenia wigzan wodorowych.

« Podwojne wigzanie C2=C3 w sprzezeniu z Funkcjg 4-oxo w pierscieniu C:
Prowadzi to do wspdtptaszczyznowosci heteropierscienia i przyczynia sie do
delokalizacji elektrondw we wszystkich trzech pierscieniach aromatycznych,
zwiekszajgc w ten sposdb stabilnos¢ rodnika.

« Brak wyzej wspomnianych cech strukturalnych: ogranicza potencjat
antyoksydacyjny flawonoidéw.

+ Grupy hydroksylowe w pozycjach 3 i 5 w pierscieniach A i C: zapewniajg
wigzanie wodorowe z grupg oxo, zwiekszajac aktywnosé, jako dezaktywator
rodnikéw.

« Na podstawie analizy korelacji mozna stwierdzi¢ rdwniez, ze zwigzki, ktore sg
bardziej lipofilowe i majg nizsze powinowactwo elektronowe, wykazujg wyzszg
toksycznoS¢ (nizsze wartosci IC50). Zwigzki o silnych wifasciwosciach
antyoksydacyjnych sg mniej toksyczne (wyzsze wartosci IC50).
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8. Podsumowanie

8.1. Dyskusja wynikow

Wyniki przeprowadzonych badan flawonoiddw, takich jak resweratrol, kaemferol,
kwercetyna, chryzyna, apigenina i mirycetyna, dostarczajg cennych informacji na temat ich
wihasciwosci  chemicznych, bioaktywnosci oraz potencjalnych zastosowan w Zywieniu
funkcjonalnym i farmakologii. Wyniki te majg kluczowe znaczenie w kontek$cie oceny
potencjatu tych zwigzkow jako antyoksydantdw oraz ich wptywu na rdzne procesy biologiczne,
w tym cytotoksyczno$¢ wobec komdrek nowotworowych i interakcje z DNA.

Obliczenia kwantowo-mechaniczne dostarczajg kluczowych danych na temat energii
orbitali molekularnych HOMO (highest occupied molecular orbital) i LUMO (lowest unoccupied
molecular orbital) oraz przerwy energetycznej (eGAP), ktdre sg istotnymi wskaznikami
reaktywnosci chemicznej zwigzkdw. Kwercetyna i kaemferol, ktore charakteryzujg sie
najnizszymi wartoSciami eGAP (odpowiednio 3,69 eV i 3,81 eV), wykazaty najwiekszg
reaktywnos¢, co sugeruje ich potencjalne dziatanie w reakcjach redoks. Wynika to z tatwosci,
z jakg mogq przekazywac elektrony, co moze zwiekszac ich potencjat antyoksydacyjny, ale
takze potencjalnie prowadzi¢ do interakcji o charakterze toksycznym, zwiaszcza przy
nadmiernej ekspozycji na te zwigzki.

NiZzsze wartosci eGAP dla kwercetyny i kaemferolu wskazujg na ich wiekszg zdolnos¢
do udziatu w reakcjach z wolnymi rodnikami oraz z makroczgsteczkami biologicznymi, takimi
jak biatka czy kwasy nukleinowe. Wysoka reaktywnosS¢ tych flawonoiddw moze réwniez
ttumaczy¢ ich zdolnoS¢ do neutralizacji stresu oksydacyjnego, co jest jednym z gtéwnych
mechanizmdéw ochronnych w organizmie przed szkodliwymi skutkami wolnych rodnikow.
Wysokie wartosci energii HOMO w przypadku resweratrolu (—5,61 eV) oraz chryzyny (—6,43
eV) sugerujg z kolei nizszg podatno$¢ tych zwigzkdw na ataki nukleofilowe, co moze
wskazywac na ich mniejszg aktywnosS¢ w reakcjach redoks w poréwnaniu do kwercetyny czy
kaemferolu.

Indeksy elektrofilowosci i elektrodonorowosci stanowig cenne wskazniki oceny
zdolnosci flawonoiddw do reakcji redoks. Wysokie wartosci elektrofilowosci mirycetyny oraz
kwercetyny (4,13 eV i 3,94 eV) wskazujg na ich zwiekszong podatno$¢ na interakcje z
nukleofilami, co moze przektadac sie na ich zdolno$¢ do tworzenia wigzan z biatkami i innymi
makroczgsteczkami w organizmie, w tym z DNA. Jest to szczegdlnie istotne w kontekscie ich
potencjalnych wihasciwosci prooksydacyjnych, ktére mogg by¢ korzystne lub szkodliwe, w
zaleznosci od stanu fizjologicznego organizmu i poziomu stresu oksydacyjnego.

Zdolnos¢ kwercetyny i kaemferolu do oddawania elektrondw, potwierdzona niskimi
wartosciami mocy elektrodonorowej, sugeruje, ze te flawonoidy mogg petni¢ kluczowa role
jako antyoksydanty, neutralizujgc wolne rodniki poprzez mechanizmy przenoszenia
elektronéw. Z drugiej strony, ich wieksza aktywnos$¢ redoks moze prowadzi¢ do generowania
reaktywnych form tlenu (ROS), co w nadmiarze moze przyczynia¢ sie do indukgji stresu
oksydacyjnego i uszkodzen komdrkowych. W kontekscie zastosowan terapeutycznych,
flawonoidy te mogg wykazywac dziatanie ochronne w komdrkach narazonych na stres
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oksydacyjny, co moze miec¢ znaczenie w prewencji chordb zwigzanych z procesami starzenia
i nowotworami.

Wyniki dotyczace biodostepnosci flawonoidow wykazujg wyrazne rdznice miedzy
poszczegllnymi zwigzkami. Chryzyna, jako jedyny flawonoid w badanej serii, wykazata
wartosci parametréw TPSA i WLOGP umozliwiajace jej penetracje przez bariere krew-mozg.
Jest to szczegodlnie istotne w kontekscie potencjalnych zastosowan neuroprotekcyjnych, gdzie
flawonoidy o wysokiej biodostepnosci moga chroni¢ komdrki nerwowe przed stresem
oksydacyjnym. Resweratrol i kaemferol, ktére majg umiarkowang biodostepnos¢ w
przewodzie pokarmowym, mogg by¢ z powodzeniem wiaczane do diety jako suplementy
wspierajgce zdrowie ukfadu krazenia i zmniejszajace ryzyko chordb nowotworowych.

Warto jednak podkreslic, ze flawonoidy o wiekszej liczbie grup hydroksylowych, takie
jak mirycetyna, wykazujg ograniczong biodostepnos¢ ze wzgledu na ich bardziej polarne
wihasciwosci, co utrudnia ich przenikanie przez btony biologiczne. W tym kontekscie, choc
flawonoidy takie jak mirycetyna wykazujg wysokg aktywnosS¢ biologiczng in vitro, ich
potencjalne korzysci zdrowotne mogg byC¢ ograniczone przez stabg biodostepnosé w
organizmie. Wiaczenie flawonoidow o wyzszej lipofilowosci, takich jak chryzyna czy
resweratrol, moze zapewniC lepszg biodostepnos¢, co jest istotne przy projektowaniu
suplementdw diety. Badania wykazaty, ze flawonoidy o wiekszej liczbie grup hydroksylowych,
takie jak kwercetyna i kaemferol, majg najwyzszg zdolno$¢ do neutralizacji wolnych rodnikdw,
co potwierdzajg wyniki testow DPPH, ABTS oraz CUPRAC. Grupy orto-dihydroksylowe w
pierscieniu B odgrywajg kluczowg role w stabilizacji rodnikéw fenoksyloowych, co ttumaczy
wyzszg aktywnos$¢ antyoksydacyjng tych zwigzkéw. Z kolei flawonoidy o nizszej liczbie grup
hydroksylowych, takie jak chryzyna, wykazujg mniejszg zdolno$¢ do neutralizacji wolnych
rodnikdw, co sugeruje, ze ich mechanizmy dziatania mogg opierac sie na innych procesach
biologicznych, takich jak modulacja szlakéw sygnatowych zwigzanych z apoptoza.

Ciekawym aspektem jest wptyw metalokomplekséw na wiasciwosci antyoksydacyjne
flawonoidéw. Kompleksy z rutenem i osmem, ktdre wykazaty szczegdlnie wysoka zdolnos¢ do
redukcji syntetycznego rodnika DPPH, mogg mie¢ potencjat do zastosowania jako zwigzki
redoks o znaczacych wiasciwosciach terapeutycznych. Jednak wyniki sugeruja, ze te efekty
mogg by¢ spowodowane nie tyle przez same flawonoidy, co przez interakcje metali z
reagentami uzywanymi w testach. Jest to istotne, poniewaz wskazuje na koniecznos¢
ostroznosci w interpretacji wynikdw antyoksydacyjnych uzyskiwanych dla metalokomplekséw.

Wyniki dotyczace cytotoksycznosci flawonoidow wobec linii komoérkowych MCF-7 i
MDA-MB-231 potwierdzaja, ze flawonoidy, takie jak apigenina, mirycetyna i kwercetyna, majg
silne dziatanie antyproliferacyjne, zwiaszcza przy wyzszych stezeniach. Apigenina wykazata
najwiekszg toksycznos¢ wobec komdrek MCF-7, zmniejszajac ich przezywalnos¢ do 34,71%
przy stezeniu 200 UM, co potwierdza jej potencjalne zastosowanie jako adiuwant w terapii
przeciwnowotworowej.

Dziatanie hormetyczne resweratrolu i kwercetyny jest szczegdlnie interesujgce z
perspektywy zastosowan terapeutycznych, gdzie niskie dawki tych zwigzkéw mogq
stymulowa¢ mechanizmy obronne komoérek, podczas gdy wyzsze dawki wywotujg apoptoze
komorek nowotworowych. Zjawisko to moze by¢ kluczowe w projektowaniu terapii opartych
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na flawonoidach, zwtaszcza w kontekscie ich zastosowania w chemioprewencji i terapii
wspomagajgcej.

Wyniki badan nad interakcjami flawonoiddw z DNA wskazujg, ze zaréwno wolne
ligandy, jak i ich metalokompleksy, majg zdolno$¢ do wigzania sie z kwasami nukleinowymi,
przy czym metalokompleksy wykazujg wyzszg stabilnosS¢ wigzania. Przyktadowo, kompleks
kwercetyny z Cu(II) wykazat silniejsze wigzanie z DNA (energia wigzania —9,38 kcal/mol) w
porownaniu do samej kwercetyny (—8,10 kcal/mol), co moze ttumaczy¢ zwiekszong
genotoksyczno$¢ w obecnosci metali. Wyniki te sugeruja, ze flawonoidy mogg dziatac
ochronnie wobec uszkodzen DNA wywofanych przez substancje toksyczne, jednak w
obecnosci jondw metali ich genotoksyczno$¢ moze wzrastac.
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8.2. Weryfikacja hipotez badawczych
HIPOTEzZA 1

Istnieje bezposrednia korelacja miedzy strukturg chemiczng flawonoidow a ich
zdolnoscia do modulowania aktywnosci biologicznej, w tym dzialania
antyoksydacyjnego oraz wplywu na procesy komorkowe zwigzane z
nowotworzeniem.

Badania potwierdzajg te hipoteze, wykazujgc Scisty zwigzek miedzy strukturg
flawonoidéw a ich wiasciwosciami biologicznymi. Flawonoidy o wiekszej liczbie grup
hydroksylowych, takie jak kwercetyna i kaemferol, wykazaly wyzszg aktywnosc
antyoksydacyjng, co jest bezposrednio zwigzane z ich zdolnoScig do oddawania elektrondéw i
stabilizowania rodnikdw. Struktury orto-dihydroksylowe w pierScieniu B zapewniajg stabilnos¢
rodnikdw fenoksyloowych, co potwierdza teze, Zze specyficzna budowa chemiczna
flawonoiddéw wptywa na ich zdolnosci antyoksydacyjne.

Ponadto, flawonoidy takie jak apigenina i mirycetyna wykazaty silne wtasciwosci
cytotoksyczne wobec komdrek nowotworowych, co jest zwigzane z ich zdolnosScig do
indukowania apoptozy i hamowania wzrostu komodrek nowotworowych. Zjawisko
hormetyczne resweratrolu i kwercetyny, polegajace na stymulowaniu odpowiedzi ochronnej
przy niskich stezeniach i wywotywaniu apoptozy przy wyzszych dawkach, réwniez podkresla
korelacje miedzy strukturg flawonoidéw a ich wptywem na procesy komérkowe zwigzane z
nowotworzeniem.

Weryfikacja: Hipoteza 1 zostata potwierdzona. Istnieje bezposredni zwigzek miedzy

strukturg chemiczng flawonoidéw a ich aktywnoscig biologiczng, w tym dziataniem
antyoksydacyjnym i cytotoksycznym wobec komdrek nowotworowych.
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HIPOTEZA 2

Kompleksowanie flawonoidoéw z jonami metali prowadzi do zmian w ich
biodostepnosci i aktywnosci biologicznej, co moze wplynac na ich skutecznosc
jako skladnikdw zywnosci funkcjonalnej oraz ich potencjalne zastosowanie w
terapii onkologicznej.

Wyniki badan potwierdzajg, ze kompleksowanie flawonoidéw z jonami metali zmienia
ich wtasciwosci biologiczne. Kompleksy flawonoidéw z rutenem, osmem, magnezem czy
sodem wykazaty zréznicowane dziatanie w testach antyoksydacyjnych i cytotoksycznych.
Kompleksy z rutenem i osmem znaczgco poprawity zdolnosci redukcyjne w testach DPPH i
ABTS, co moze sugerowac ich zwiekszong aktywnos$¢ antyoksydacyjng. Jednocze$nie wyniki
te wskazuja, ze obecnos¢ wolnych jondw metali w roztworach moze prowadzi¢ do artefaktéw,
a nie rzeczywistego wzrostu aktywnosci biologicznej flawonoiddw.

Kompleksy flawonoidow z metalami, takimi jak Cu(II), wykazaty silniejsze wigzanie z
DNA, co moze prowadzi¢ do zwiekszenia genotoksycznosci, co moze mie¢ wptyw na ich
zastosowanie w terapii onkologicznej. Obecnos¢ jondw metali zmienia takze biodostepnosé
flawonoiddw — zwigzki takie jak kwercetyna w pofaczeniu z jonami metali wykazaty
zmniejszong zdolno$¢ do przenikania przez bariere krew-mozg.

Weryfikacja: Hipoteza 2 zostata czesciowo potwierdzona. Kompleksowanie
flawonoidéw z jonami metali prowadzi do zmian w ich aktywnosci biologicznej, co moze
wptywaé na ich zastosowanie terapeutyczne, jednak wptyw na biodostepnosé jest
zroznicowany i wymaga dalszych badan, szczegdlnie w kontekscie potencjalnych artefaktéw
w testach biologicznych.
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HIPOTEZA 3

Modyfikacja strukturalna flawonoidow, poprzez tworzenie kompleksow z
metalami, moze prowadzi¢ do poprawy ich zdolnosci do synergistycznego
dziatania z lekami przeciwnowotworowymi, takimi jak doksorubicyna, co moze
przyczyni¢ sie do opracowania bardziej efektywnych strategii zywieniowych
wspierajacych terapie onkologiczng.

Wyniki wskazujg na:

- istotng poprawe wiasciwosci antyoksydacyjnych flawonoidéw po ich kompleksowaniu z
jonami metali, szczegdlnie w przypadku kompleksow z kwercetyng, mirycetyng i
kaempferolem, co sugeruje potencjat synergistyczny w ochronie komérek zdrowych przed
uszkodzeniami wywotanymi leczeniem przeciwnowotworowym.

- zwiekszong aktywnosS¢ biologiczng wybranych kompleksow flawonoidow z metalami w
pofaczeniu z doksorubicyng w poréwnaniu do flawonoidéw w formie niezwigzanej (ligandow).
Szczegdblnie kompleksy zawierajgce jony cynku (Zn) oraz miedzi (Cu) wykazaty zdolno$¢ do
synergistycznego dziatania z doksorubicyng, prowadzac do obnizenia niezbednej efektywnej
dawki tego leku, co moze przyczyniac sie do zmniejszenia dziatan niepozadanych terapii.

- Jednak nie wszystkie kompleksy flawonoiddw wykazywaty réwnie silne efekty
synergistyczne, co wskazuje, ze istotne znaczenie majg struktura flawonoidu. Najlepsze
wyniki odnotowano w kompleksach flawonoiddw o strukturze z licznymi grupami
hydroksylowymi (zwtaszcza kwercetyna i mirycetyna).

Weryfikacja: Na podstawie przeprowadzonych badan hipoteza nr 3 zostata czesciowo
potwierdzona. Uzyskane dane wskazujg, ze strukturalna modyfikacja flawonoidéw poprzez
tworzenie komplekséw metalicznych moze faktycznie przyczyniac sie do ich synergistycznego
dziatania z lekami przeciwnowotworowymi, takimi jak doksorubicyna, co jest zgodne z
postawiong hipotezg. Wyniki te stanowig podstawe do dalszych badan ukierunkowanych na
opracowanie skutecznych strategii zywieniowych wspierajgcych terapie onkologiczng poprzez
dobdr odpowiednich komplekséw flawonoid-metal.
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9. Wnioski

ISTNIEJE ZWIAZEK MIEDZY STRUKTURA CHEMICZNA FLAWONOIDOW A ICH
AKTYWNOSCIA BIOLOGICZNA

Zwigzki flawonoidowe o wyzszej liczbie grup hydroksylowych, jak kwercetyna i
kaemferol, wykazujg wyzszg aktywnosS¢ antyoksydacyjng oraz cytotoksycznos¢ wobec komorek
nowotworowych. Struktury takie jak orto-dihydroksylowe w pierscieniu B oraz sprzezenie
podwdjnego wigzania C2=C3 z grupg 4-oxo w pierscieniu C sg kluczowe dla zwiekszenia ich
aktywnosci redoks i stabilizacji rodnikéw, co potwierdza ich potencjat jako zwigzkdw
bioaktywnych w prewencji chordb zwigzanych ze stresem oksydacyjnym.

JONY METALI W ISTOTNY SPOSOB WPLYWAJA NA AKTYWNOSC BIOLOGICZNA
FLAWONOIDOW:

Kompleksowanie flawonoidoéw z jonami metali, takimi jak ruten, osm czy miedz, znaczaco
modyfikuje ich wiasciwosci biologiczne, w tym zdolnos¢ do interakcji z DNA oraz aktywnos¢
antyoksydacyjna. Kompleksy z rutenem i osmem zwiekszaty zdolnosci redukcyjne flawonoiddw,
podczas gdy kompleksy z Cu(II) wykazaty silniejsze wigzanie z DNA, co sugeruje, ze metale
mogg potencjalnie zwieksza¢ genotoksycznos¢ flawonoidéw. Zmiany te mogg wptywac na ich
skutecznos$¢ i bezpieczenstwo w kontekscie terapii przeciwnowotworowe;j.

MOZLIWE JEST POTENCIJALNE WYKORZYSTANIE FLAWONOIDOW W ZYWIENIU
FUNKCIJONALNYM

Istniejg solidne podstawy do wykorzystania flawonoidéw o dobrej biodostepnosci, takich
jak resweratrol i chryzyna, w zywieniu funkcjonalnym, szczegdlnie w kontekscie ich
neuroprotekcyjnego i antyoksydacyjnego dziatania. Flawonoidy te, dzieki wyzszej lipofilowosci,
mogq przenikac przez bariere krew-mdzg i s skuteczniej wchtaniane z przewodu pokarmowego.
Natomiast flawonoidy o bardziej polarnej strukturze, jak mirycetyna, mimo wysokiej aktywnosci
antyoksydacyjnej, majg ograniczong biodostepnos$é, co moze zmniejszac ich efektywnos$¢ w
zastosowaniach klinicznych.
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