7. STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu 26 nowych aryloiloacetylenowych komplekséw zlota
na przezywalnosc, przebieg cyklu komérkowego oraz wybrane parametry biochemiczne komdrek
ssaczych linii nowotworowych, a takze wzrost opornych na leki azolowe drozdzy Candida albicans.
Badane zwigzki mozna podzieli¢ na trzy grupy rdzniace sie typem liganda kompleksujacego ztoto:
kompleksy trifenylofosfinowe (grupa 1.), kompleksy trietylofosfinowe (grupa 2.) oraz kompleksy
etynyloferrocenowe (grupa 3.). Jako zwiazki referencyjne stosowano chlorki ztota (1) i (Ill) oraz
auranofing — organiczny kompleks ztota o dobrze zbadanych wiasciwosciach biologicznych.

Pierwszym etapem badan byta ocena wtasciwosci antyproliferacyjnych badanych zwigzkéw
wzgledem komérek nowotworowych linii A549, HepG2 i SW620, réinigcych sie pochodzeniem
narzadowym (odpowiednio: ptuco, watroba, jelito), a takze wyjsciowym poziomem glutationu,
aktywnoscig reduktazy glutationowej i iloscig reduktazy tioredoksyny. Wykazano, ze aktywnosé
antyproliferacyjna zalezy od typu stosowanego liganda, a silniejszy efekt przejawiaja kompleksy
trifenylofosfinowe i ferrocenowe. Nie wykazano zaleznosci od rodzaju drugiego liganda, a aktywnos¢
zadnego z badanych zwigzkdw nie byta wyzsza od aktywnoéci auranofiny.

Drugim etapem badan byta weryfikacja hipotezy, ze aktywno$¢ antyproliferacyjna nowych
komplekséw ztota jest skutkiem zaburzeri réwnowagi redoks w komérkach. Oceniano stezenie grup
tiolowych, glutationu (GSH), jego dwusiarczku (GSSG) oraz tacznego steienia GSH+GSGG, a takze
aktywnos¢ reduktazy glutationowej w komdrkach poddanych czterogodzinnej ekspozycji na badane
zwigzki. Stwierdzono znaczne ubytki puli GSH i aktywnosci RG po narazeniu na najwyzsze stezenia
zwigzkow; najsilniejsze w prébach inkubowanych z kompleksami trietylofosfinowymi.

Kolejna analiza dotyczyta wptywu pochodnych ztota na dystrybucje faz cyklu komérkowego
w komérkach nowotworowych. Wykazano, ze czes¢ testowanych pochodnych ztota wywotywata blok
G1/S, za$ inne indukowaly apoptoze. Aktywno$¢ zwigzkdw silnie zalezata od rodzaju linii komdrkowe;.

Odrebnym zagadnieniem analizowanym w ramach niniejszej pracy byta rola wybranych biatek
opornosci wielolekowej w procesie detoksykacji modelowego zwigzku ztota, za jaki uznano auranofine.
Modelem badawczym zastosowanym do tego celu byty krwinki czerwone cztowieka. Wykazano, ze ani
biatka z podrodziny ABCC ani ABCG2 nie wplywaja na proces eksportu ztota z krwinek czerwonych.

Ostatnim  zadaniem badawczym bylo okreslenie aktywnosci antyproliferacyjnej
aryloiloacetylenowych komplekséw ztota wzgledem inwazyjnych szczepdw drozdzy Candida albicans.
Analiza wartosci minimalnego stezenia hamujacego (MIC) wyznaczonych dla badanych szczepéw
(szczep 10231, 60193, MYA-574) wykazata, ze najwyzsza aktywnos$¢ antyproliferacyjng przejawiaty
kompleksy trietylofosfinowe oraz etynyloferrocenowe. Uzyskane wyniki pozwalajg sadzi¢, ze badane

kompleksy ztota nie sg substratami biatek CDR1 i CDR2, ktérych nadekspresja cechuje szczep MYA-574.
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8. ABSTRACT

The main goal of this study was to assess the effects of 26 new ariloilacetylene gold complexes
on viability, cell cycle progression and selected biochemical parameters of mammalian cancer cell lines
as well as growth of azole-resistant Candida albicans. The investigated compounds may be classified
in three groups depending on the type of gold-complexing ligand: triphenylphosphine (group 1),
triethylphosphine (group 2) and ferrocene derivatives (group 3). Gold (I) and (1ll) chlorides as well as
auranofin - an organic gold complex of well-known biological activity - were used as reference
compounds.

In the first phase of this study, antiproliferative activity of investigated compounds towards
A549, HepG2 and SW620 cancer cell lines differing not only in organ origin (lung, liver and intestine,
respectively) but also in baseline level of glutathione, glutathione reductase activity and thioredoxin
reductase amount. It was shown that antiproliferative activity depends on the type of ligand used and
more pronounced effects are exerted by triphenylphosphine and ferrocene complexes. No
dependence on the type of other ligand was demonstrated and activity of none of the compounds was
higher than that of auranofin.

In the second phase of this study a hypothesis that antiproliferative activity of novel gold
complexes results from cellular redox balance disturbance was verified. Thiol group, glutathione (GSH)
and its disulfide (GSSG) as well as combined GSH+GSGG concentration and glutathione reductase
activity were assessed in cells exposed to the investigated compounds for four hours. Significant loss
of GSH pool and glutathione reductase activity was observed after exposure to the highest compound
concentration; the most pronounced effects were observed in triethylphosphine samples.

The effects of investigated gold compounds on cell cycle phase distribution in cancer cells was
then analyzed. It was demonstrated that some of investigated gold compounds induced G1/S blockage
while others induced apoptosis. The activity of a given compound strongly depended on a cell line
type.

Another problem that was analyzed in this study was the role of selected multidrug resistance
proteins in detoxication of auranofin - a model gold compound. Human erythrocytes were used as a
research model. It was demonstrated that neither ABCC proteins nor ABCG2 protein influence the
export of gold out of red blood cells.

The last research task was to determine the antiproliferative activity of ariloilacetylene gold
complexes against invasive strains of Candida albicans. The analysis of minimal inhibitory
concentration (MIC) in investigated strains (10231, 60193, and MYA-574 strains) revealed that the

highest antiproliferative activity was exerted by triethylphosphine and ferrocene complexes. The



results obtained in this study allow to conclude that investigated gold complexes are not substrates of

CDR1 or CDR2 proteins that are overexpressed by MYA-574 strain.
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