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,.Synteza, kinetyka i mechanizmy reakcji in vitro kompleksow chromu(IIl) z aminokwasami

stanowigcych potencjalne zrédlo biochromu ”

Badania roztworowe zwiazkéw posiadaja wyjatkowe znaczenie szczegolnie w analizie
ukladéw o odniesieniu biologicznym. Zespét p. prof. Ewy Kity na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu, pod kiérej opieka p. mgr Emilia
Nieczyporowska wykonywata pracg doktorska, od wielu lat zajmuje si¢ problematyka
zwiazkéw koordynacyjnych chromu(lll) w roztworach w aspekeie kinetyki i mechanizmu

zachodzacych reakcji.

Chrom nalezy do metali uzytkowych ale w przeciwiefistwie do innych pierwiastkow szeregu
3d poglady na temat jego roli biologicznej od wielu lat stanowig zrodto kontrowersji, ktdra

dotyczy przede wszystkim trzeciego stopnia utlenienia tego pierwiastka

Trzy daty sa wazne w aspekcie tematyki omawianej rozprawy: 1759r. - odkrycie chromu,
1890 r. —pierwsza informacja o rakotworczym dziataniu pigmentow chromowych oraz
1959r.- doniesienie, ze chrom(III) w formie kompleksu m.in. z kwasem nikotynowym jest
niezbedny dla organizméw zywych , stanowige tzw. czynnik tolerancji glukozy (GTF). Ten
ostatni wniosek okazal sie bardzo kontrowersyjny natomiast jak wykazaly pozniejsze
badania, niektére zwiazki chromu(Ill) w przypadku dawek farmaceutycznych, mogg

odgrywaé wazna pozytywna role.



Dzi§ wiemy, ze Cr(Ill) w odréznieniu od jonéw zelaza, miedzi czy cynku, nie jest jonem
niezbednym dla organizméw zywych (biopierwiastkiem) . W 2014 roku zostal usuniety z
listy EFSA (europejska lista bezpieczenstwa zywnoéci) [Vincent J.B. Biol.Trace Elem Res
166, 7 (2015]. Jednak dziatanie farmakologiczne Cr(Il) (suplementy, leki) stanowi
przedmiot dalszych intensywnych badaf zar6wno eksperymentalnych jak i teoretycznych

[M.K.Uddin, praca doktorska, Murdoch University (2017)].
Co wiemy na pewno:

1. Toksyczno$¢ i mutagennos¢ dotyczy nie tylko wyzszych stopni utlenienia czyli
Cr(VD), Cr(V) czy Cr(VI) ale réwniez Cr(III) oraz prawdopodobnie takze Cr(Il).
Cr(Ill) wiaze si¢ do DNA a takze moze ulegac reakeji typu Fentona tworzac
reaktywne rodniki. Cytotoksycznosé Cr(Ill) zalezy od skoordynowanego liganda,
stezenia i czasu ekspozycji. Na przyktad, zwigzki Cr(IlI) z histydyna i szczawianem
jako ligandami nie sq kancerogenne. Inaczej jest z trojrdzeniowym kompleksem
Cr(Ill) z anionem octanowym oraz kompleksem chromu z anionem
pikolinianowym, okreslanym jako pikolinian chromu, popularnym suplementem
[J.D. van Horn et al., J.Inorg, Biochem. 99(2005) 787]. Nalezy podkresli¢, ze Cr(III)
moze przechodzié do bardziej labilnych, wyzszych stopni utlenienia czyli Cr(IV),
Cr(V) i stabilnego Cr(VI) takze w warunkach biologicznych. Dzi§ wiemy, ze
niedawny podziat na ,zte” (Cr(VI)) i ,dobre” (Cr(Ill)) zwigzki chromu jest
niewystarczajacy gdyz w  samym Cr(IIl) ,.sa obecni” Dr Jekyll i Pan Hyde
(nawigzujac do opowiadania Roberta Louisa Stevensona). Stad bardzo wazna staje

sie specjacja zwiagzkéw chromu.

2. Jest relacja pomigdzy jedyna znang biologiczng forma Cr(III) jaka jest chromodulina
(LMWCr), oligopeptyd zlozony z czterech jonow chromu(Ill) oraz z 10- 11
aminokwaséw, a hormonem insuling. Stwierdzono, ze w obecnosci chromu(III)
nastepuje poprawa metabolizmu glukozy przez insuling. W literaturze uzyto nawet
okreglenia chromoduliny jako kofaktora insuliny ale wydaje si¢ , ze hipoteza dziatania
Cr(III) jako biologicznego tzw wtérnego przekaznika (ang. second meésenger) jest
wiasciwszym okresleniem jego roli. Wedtug tej hipotezy Cr(III) reaguje na zmiany

stezenia insuliny wzmacniajac jej czulos¢ na glukozg poprzez stymulowanie



aktywno$ci kinazy receptora insuliny [Vincent J.B. Biol.Trace Elem Res 166, 7
(2015].

Ta ostatnia informacja bedaca ciagle jeszcze hipoteza, otwiera droge do poszukiwania
nowych lekéw i suplementéw na bazie chromu(Ill)  ze $cisle kontrolowanymi ligandami i

dawkowaniem.

Rozwazajac role chromu czy jakiegokolwiek pierwiastka nalezy pamigtaé o trzech
paradygmatach ~ Waltera Meriza, jednego z odkrywcéw GTF. Pierwszy z nich dotyczy
udziatu innych skladnikéw w ocenie roli danego pierwiastka (efekt petnej diety), drugi
paradygmat stwierdza, ze niezbgdnos¢, toksyczno$é czy obojetnosé danego skiadnika diety
nie sa cechami absolutnymi gdyz istotna jest rola wielkosei dawki, a trzeci, ze dopiero
dlugofalowe badania pozwalaja na rzetelna oceng dziatania suplementu [Nutr.Rev. 51, 287
(1993)].

Aktualnie ze wzgledu na fakt, ze efekty suplementacji pikolinianem chromu sa
niejednoznaczne, przesunigto ten zwiazek z poziomu najwyzszej rekomendacji do nizszego
obok ryboflawiny czy fosfonianow. W Europie kontynentalnej dozwolona dawka
pikolinianowego kompleksu Cr(III) to 250 pg/dzien podezas gdy w Anglii 10 pg/dzien. W
opinii recenzentki, powinno si¢ go wycofa¢ ze sprzedazy do czasu pelnego wyjasnienia jego

dziatania.

Pamietajac o ,,dobrych” i ,,ztych” zwigzkach Cr(III) praca doktorska p. mgr Nieczyporowskiej
dotyczy poszukiwan nowych, bezpiecznych jego form, ktére moglyby w przysztosci zastapi¢

obecne suplementy tego pierwiastka (m.in. kontrowersyjny kompleks pikolinianowy).

Praca jest obszerna, zawiera 243 strony oraz 107 odnoénikéow literaturowych . W tych
ostatnich 40% stanowia publikacje  z ostatnich 5 lat. Rozprawa jest oparta na 6

oryginalnych artykutach opublikowanych w latach 2013-2017.

W nawiazaniu do farmakologicznej roli chromu(Ill) Doktorantka postawita sobie za cel
zbadanie reaktywnodci in vitro zwigzkow Cr(IIl) w roztworach gdyz jest to klucz do

zrozumienia ich zachowan w warunkach fizjologicznych.
Dwa gléwne tematy rozprawy z tym zwigzane to:

1. Kinetyka i mechanizm reakeji hydrolitycznych form kompleksowych Cr(III)



w pH niskim (roztwory kwasne) i wysokim (alkaliczne).

2. Reakcje z Hy0, (nawiazujace do problemu zmiany stopnia utlenienia Cr(IIl) w

warunkach biologicznych).

Wybdr ligandéw nie byt przypadkowy. Do badan Doktorantka wybrata zwigzki endogenne
spetniajace wazne role biologiczne: o-aminokwasy (7 sposréd 20 wchodzacych w sktad
biatek), jon szczawianowy oraz anion kwasu pikolinowego. Aminokwasy pelnig m.in. rol¢
budulcowa, dla biatek. Jon szczawianowy obok whagciwosci transportowania jonéw metali w
roélinach jest inhibitorem enzymu dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Enzym ten
katalizuje konwersje pirogronianu do kwasu mlekowego, ktéry jest wykorzystywany przez
komérki nowotworowe do syntezy ATP. W ten sposdb szczawian hamuje rozwdj tych
komorek. Kwas pikolinowy syntezowany w organizmach przy udziale enzymu karboksylazy

pikolinianowej pelni rolg czynnika chelatujacego w metabolizmie biometali.

W ramach tematyki czesci 1l-szej Doktorantka zsyntezowala kompleksy proste oraz
mieszanoligandowe oraz zidentyfikowata produkty akwatacji poprzez uwazne S$ledzenie
smian w widmach elektronowych tych form. Po rozseparowaniu zwiazkéw na kolumnie
jonowymiennej ~przeprowadzita pomiary kinetyczne reakcji akwatacji i zaproponowata

mechanizmy reakcji.

W drugiej czesci przeprowadzita utlenienie nadtlenkiem wodoru w $rodowisku silnie
alkalicznym i stabo alkalicznym kompleksow prostych i mieszanoligandowych, w tym
pikolinianu chromu. Zidentyfikowata produkty przejéciowe i finalne oraz zaproponowata

mechanizm reakeji redoks .

Niejako uzupekieniem badaf fizykochemicznych byto zbadanie cytotoksycznosci dwoch

form kompleksowych Cr(III): cysteinianu i pikolinianu.

Pragne zwr6cié uwage na precyzj¢ pomiar6w roztworowych poprzedzona rozseparowaniem
mieszaniny form znajdujacych si¢ w roztworze metodg kolumnowej chromatografii
jonowymiennej a nastgpnie bardzo wnikliwa analiza otrzymanych widm elektronowych w
zakresie wystepowania pasm d-d. Nalezy podkreslié, ze przedmiotem identyfikacji zaréwno
produktow akwatacji jak i utlenienia byly zaréwno formy monoligandowe (homoleptyczne)
jak i wieloligandowe (heteroleptyczne). Te ostatnie szczegdlnie w przypadku aminokwaséw

gdy drugim ligandem byla czasteczka wody, okazaty si¢ bardzo nietrwale i w niektorych
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przypadkach nalezato je badac zaraz po otrzymaniu. Jest to jeden z wielu przyktadow

obrazujacych skalg trudnosci.

Dobrze sie stato, ze Doktorantka podjeta wazny choé trudny temat zwigzany Zz
poszukiwaniem bezpiecznych dla organizmu i efektywnych zwiazkow Cr(Ill) a do

najwazniejszch osiagnigé tej pracy zaliczam:

_Bardzo wnikliwa analize reakcji hydrolitycznych zarébwno uktadéw monoligandowych jak
i heteroligandowych lacznie z obserwacja reakcji przebiegajacych réwnolegle np. reakcji
otwierania dwéch réznych pierécieni czy uwalniania dwéch r6znych ligandéw. Dodatkowo,
wyznaczenie odpowiednich statych szybkosci dla wigkszosci etapow zachodzacych w

obszarach o réznej kwasowoscei.

-Podanie propozycji mechanizmu rozpadu hydrolitycznego dla wszystkich powstatych w
roztworach komplekséw. — Szczegblne znaczenie posiada reakcja otwarcia pierécienia

zaobserwowana dla tych ukladéw jako pierwszy etap.

_7Znalezienic wielostopniowego mechanizmu  reakeji zachodzacych w roztworach. Na
przyktad, w kompleksie z cysteing obserwacja niejednoczesnego pekania wigzan Cr-S;

najpierw wiazania Cr-S jednego liganda a potem drugiego liganda.

-Ustalenie zaleznosci statych szybkosci od pH dla tych reakeji poprzez podanie odpowiednich

WzOorow.

-Szczegélowa analiza reakcji redoks zardwno w roztworze NaOH jak 1 w buforze

wodoroweglanowym, najwazniejszym buforze w organizmie czlowieka.

-Obserwacja hydrolitycznego pgkania (otwierania) pierécienia chelatowego jako pierwszego
etapu catego procesu. Podano kilka drég na ktérych zachodzi ten proces. Znalezienie, ze
kinetyka dalszych etapéw reakcji hydrolitycznych i redoksowych jest uzalezniona od

szybkosci ponownego jego zamykania.

-Znalezienie, ze utlenianic polaczen Cr(Illl) moze wystapié juz przy pH bliskim

fizjologicznego.

_Podkreslenie znaczenia oddzialywan zewnatrzsferowych.



-Synteza w fazie statej dwoch nieznanych dotad w literaturze zwiazkéw Cr(IIl): kompleksu z
kwasem asparaginowym oraz alaning. Kazdy zwigzek kompleksowy metalu z tymi

ligandami jest istotny zwazywszy na role aminokwaséw biatkowych w biologii

“Wytypowanie dwodch form  anionowych Cr(Ill) —komplekséow z cysteing i kwasem
asparaginowym  jako potencjalnych suplementéw. Jednoczesnie ostrzezenie, ze
obserwowana szybkoé¢ utlenienia do mutagennych form chromu w warunkach zblizonych do

fizjologicznych moze przeksztalci¢ bezpieczng forme chromu w niebezpieczna.

Niejako na marginesie chciatabym podkreslié szczegdlne znaczenie w tej pracy najstarszej
metody spektroskopowej czyli elektronowe; spektroskopii absorpcyjnej i jej rola w

identyfikacji poszczegélnych form chromu(IIl) oraz w analizie zawartosci tego pierwiastka.
Oto pytania i uwagi, ktore nasunely mi si¢ w trakcie lektury tej rozprawy:

1. Brakuje w pracy proponowanych wzoréw struktur zarowno zwiazku wyjsciowego
jak i form posrednich np. po peknigciu tanicucha. Utatwitoby to jej lekture. Na

szezedcie doktorantka zamiescita kilka struktur w publikacjach.

2. W tej rozprawie nie pojawia si¢ Cr(IV) , druga obok Cr(V) metastabilna forma
chromu. Czy nie jest znany ten stopien utlenienia w procesie biologicznej

transformacji Cr(II[)-Cr(VI)?

3. W pracy uzywane sa zamiennie litery S do oznaczania dihydroksokompleksow

oraz siarki. Moze byé to mylace w dyskusji og6lnej.

4. Nie wyjaéniono zupelnic charakteru linii komoérkowej 3T3. W pracach
oryginalnych symbol 3T3 jest na og6t wystarczajacy chociaz w niektérych

czasopismach trzeba podawaé listg skrotow.
5. Wedlug jakiej skali podana jest elektroujemnosé chromu? (str. 19).
6. Nie podano wynikéw analizy elementarnej i derywatograficznej statych zwigzkow.

7. Trudno mi przyswoi¢ okreslenia ligandow do$¢ czesto uzywane w polskiej
literaturze: jedno-, dwu- i tréjkleszczowe. Wolg okreélenie monodentne, bi- i

tridentne choé to nie po polsku. Tak wigc woda wiazac sie jedng para elektronow



jest ligandem monodentnym (nota bene- po grecku chele-kleszcze sa z definicji

bidentne).

8. Troche razi mnie stownictwo np. wytermostatowany roztwor, rozktady redoksowe

i oksydacyjne, fitowanie danych, deelektronacja atomow.

9. Lekture ulatwiloby podsumowanie osiagnigtych rezultatobw przynajmniej po

kazdej z gtéwnych czgéci tej pracy.

Drobne bledy i literowki, ktére nieco utrudniaty lekture, przekaze oddzielnie Autorce.

Powyzsze uwagi nie wplynety na moja pozytywna oceng tej pracy.

Stwierdzam zatem, ze przedstawiona rozprawa catkowicie speinia wymagania stawiane
pracom doktorskim, a w szczegdlnosci odpowiada warunkom okre§lonym w art. 13 ustawy z

dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytutach naukowych.

Wnosze o dopuszezenie p. mgr Emilii Nieczyporowskiej do publicznej obrony rozprawy
doktorskie;j.

Ponadto, stwierdzam, ze stopien trudnosci eksperymentu, znaczace i interesujace wyniki
pozwalaja mi z petnym przekonaniem wnioskowa¢ do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu

Mikotaja Kopernika w Toruniu o wyrézmienie rozprawy.
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