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1. CEL I ZAKRES BADAN

Kwasy nukleinowe sg jedng z gtéwnych klas zwigzkéw naturalnych, ktore od-
grywajg kluczowg role w biologii i medycynie. Dwoma najwazniejszymi typami kwa-
sow nukleinowych sg kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) i kwas rybonukleinowy
(RNA). Obie te makroczgsteczki sg zbudowane z sekwencji nukleotydéw, ktére skta-
dajg sie z cukru (2-deoksy-D-rybofuranoza lub D-rybofuranoza), zasady azotowej
(adeniny, cytozyny, guaniny, tyminy lub urydyny) oraz reszty kwasu fosforowego.

W komorkach eukariotycznych DNA jest zlokalizowane w jadrze komorko-
wym i stanowi no$nik informacji genetycznej, ktora jest kluczowa dla dziedziczenia i
funkcjonowania organizmoéw. DNA przenosi informacje genetyczng na mRNA, ktory
stanowi matryce w syntezie biatek — podstawowego budulca wszystkich komoérek w
zywych organizmach. W trakcie syntezy mRNA tworzy sie hybryda zawierajgca ni¢
DNA i mRNA. Dzieki wtasciwosciom hybrydyzacyjnym, czyli zdolnosci do tworzenia
stabilnych wigzan wodorowych pomiedzy zasadami w sekwencjach DNA i/lub RNA,
kwasy nukleinowe stanowig obiekt badanii naukowych w biologii i medycynie, zwtasz-
cza w dziedzinie diagnostyki molekularnej i terapii genowej. Wazny obszar badan sta-
nowi rowniez modyfikacja genetyczna mikroorganizméw zmierzajgca do nadekspresji
metabolitéw uzytecznych w biotechnologii i przemysle.

Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych umozliwia identyfikacje specyficznych
sekwencji DNA lub RNA. Na przyktad, w diagnostyce molekularnej, mozna uzy¢ sond
molekularnych oznaczonych fluorescencyjnie, ktére hybrydyzujg z docelowg sekwen-
cjg w probce, umozliwiajgc wykrycie obecnosci lub braku konkretnej sekwencji gene-
tycznej. Ta metoda jest powszechnie stosowana w testach na obecno$¢ wirusow, bak-
terii lub mutacji genetycznych.

W terapii genowej, kwaséw nukleinowych, a wiasciwie sekwencji oligonukleo-
tydow, mozna uzy¢ do wprowadzenia lub modyfikacji okreslonych genéw w organi-
zmie pacjenta. Przeniesienie zdrowego genu do uszkodzonych komérek moze prowa-
dzi¢ do naprawy genetycznej i leczenia chordb genetycznych. W przypadku terapii
genowej, hybrydyzacja moze by¢ wykorzystywana do dostarczania sekwencji terapeu-
tycznych do komorek pacjenta.

Ponadto, kwasy nukleinowe wykorzystuje sie w badaniach nad nowymi lekami.
Hybrydyzacja moze by¢ uzywana do oceny specyficznos$ci lekéw, analizy interakcji le-
kéw z kwasami nukleinowymi oraz identyfikacji nowych celow terapeutycznych.
Umozliwia to lepsze zrozumienie mechanizmu dziatania lekéw na poziomie moleku-
larnym i pomaga opracowac bardziej precyzyjne terapie.



Wymienione zastosowania kwaséw nukleinowych mozna osiggng¢ i/lub ulep-
szy¢ na co najmniej dwa sposoby:

1. W celu ulepszenia wtasciwosci kwasow nukleinowych i ich zastosowan,
mozna wprowadza¢ kowalencyjne modyfikacje do struktury nukleoty-
déw. To oznacza modyfikacje pierscienia purynowego lub pirymidyno-
wego, pierscienia cukrowego lub grupy fosforanowej za pomocg mato-
czgsteczkowych zwigzkow organicznych. Takie modyfikacje mogg wpty-
waé na stabilnos$¢, hybrydyzacje, odporno$¢ na degradacje enzyma-
tyczng, a takze specyficzne interakcje z biatkami lub innymi bioczg-
steczkami. Ta strategia moze prowadzi¢ do lepszych sond molekular-
nych, lepszych substratow do sekwencjonowania DNA, stabilniejszych
czgsteczek terapeutycznych i bardziej efektywnych narzedzi diagno-
stycznych.

2. Alternatywnie, matoczgsteczkowe zwigzki organiczne mogg by¢ wyko-
rzystane jako leki, ktore oddziatujg bezposrednio z czgsteczkami DNA
lub RNA. Sg to substancje, ktore wykazujg selektywno$¢ wobec konkret-
nych sekwencji lub struktur kwaséw nukleinowych. Mogg one wptywacé
na replikacje, transkrypcje, translacje lub inne procesy zalezne od DNA
i RNA. Poprzez projektowanie i synteze takich lekéw, mozna skuteczniej
regulowac procesy biologiczne zwigzane z genetyka, leczy¢ choroby ge-
netyczne, hamowac rozwoj nowotworow, wptywaé na procesy immuno-
logiczne i wiele innych.

Opierajgc sie na gruntownym przegladzie literatury dotyczgcej maltoczg-
steczkowych zwigzkéw organicznych stosowanych do modyfikacji wlasciwosci
hybrydyzacyjnych DNA jako gléwne cele niniejszej rozprawy doktorskiej przy-
jalem zsyntezowanie modyfikowanych interkalatoréw i makrocykli oraz ocene
ich przydatnosci do zmiany wlasciwosci hybrydyzacyjnych DNA i potencjalnego
zastosowania w terapii przeciwnowotworowej.

Otrzymane w ramach prac badawczych zwigzki mozna podzieli¢ na nastepu-
jace kategorie, w zalezno$ci od rodzaju wprowadzonych modyfikacji:

1. Koniugaty matoczgsteczkowych zwigzkéw organicznych i oligonukleo-
tydow modyfikowanych w pozycji 2°, opisane w pracach P.1i P.3,

2. Pochodne bezwodnika 1,8-naftalowego obejmujgce funkcjonalizacje do
1,8-naftalimidéw i substytucje w obrebie pierscienia naftalenowego w
celu okreslenia wptywu modyfikacji na wtasciwosci biologiczne i wyko-
rzystania do koniugacji z innymi blokami budulcowymi, opisane w pra-
cachP.2iP.4,



Pochodne 2-hydroksy-tioksantonu obejmujgce wprowadzenie tgczni-
kéw alkilowych w celu koniugacji z innymi blokami budulcowymi, opi-
sane w pracach P.3iP.4,

Pochodne 1,4,7,10-tetraazacyklododekanu (cyklenu) obejmujgce etapy
zabezpieczenia i wprowadzenia grup funkcyjnych w celu koniugacji z
innymi blokami budulcowymi, opisane w pracach P.31iP.4,

. Pochodne 1-aza-12-korony-4 (1A12C4) obejmujgce funkcjonalizacje

grupy aminowej w celu koniugacji z innymi blokami budulcowymi, opi-
sane w pracy P.4,

Koniugatow interkalatorow i makrocykli w celu zbadania wplywu na od-
dzialtywanie z DNA i wlasciwosci biologiczne otrzymanych potgczen,
opisane w pracy P.4.

Podczas wykonywania prac badawczych w ramach niniejszej rozprawy mozna

wyrdzni¢ nastepujgce zasadnicze etapy:

1.

Synteze blokéw budulcowych - pochodnych bezwodnika 1,8-naftalo-
wego, tioksantonu, cyklenu i 1-aza-12-korony-4,

. Wprowadzenie modyfikacji w pierscieniu cukrowym nukleotydéw lub

wykorzystanie komercyjnie dostepnych nukleotydéw modyfikowanych
w pozycji 2’ w celu koniugacji z wybranymi blokami budulcowymi,

. Koniugacje wybranych blokéw budulcowych w wybranych kombinacjach

w celu uzyskania potgczen typu interkalator-makrocykl,

[zolacje otrzymanych zwigzkow za pomocg standardowej chromatogra-
fii Zelowej lub preparatywnego HPLC,

. Oznaczenie struktury i czystos$ci otrzymanych zwigzkéw za pomocg me-

tod spektroskopowych (NMR i MS) oraz oznaczenie ich wybranych wia-
sciwosci fizykochemicznych,

Ocene interakcji otrzymanych zwigzkow z DNA i/lub ich wptywu na wia-
Sciwosci hybrydyzacyjne DNA,

. Ocene aktywnosSci biologicznej wybranych zwigzkéw majgcg na celu

okreslenie ich przydatno$ci w terapiach przeciwnowotworowych i przy-
blizenie mozliwego mechanizmu ich dziatania.
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2. WPROWADZENIE DO TEMATYKI BADAWCZE]
2.1. Oddzialywania zwigzkéw chemicznych z kwasami nukleinowymi

Matoczgsteczkowe zwigzki organiczne mogg oddziatywac¢ z DNA na rézne spo-
soby, wplywajgc na jego strukture, funkcje i stabilno$¢. Oto kilka najwazniejszych ro-
dzajow oddzialywan matoczgsteczkowych zwigzkéw z DNA:

1. Tworzenie adduktéw: Zwigzki organiczne mogg tworzy¢ kowalencyjne
addukty z DNA poprzez reakcje z jego zasadami azotowymi. Te addukty
moga wptywac na strukture i funkcje DNA, a takze prowadzi¢ do powsta-
wania uszkodzen w DNA. Do tej grupy zwigzkéw nalezg m. in. altromy-
cyna B, ktorej mechanizm dziatania polega na alkilowaniu guaniny po-
przedzonym interkalacjg do DNA [1, 2], oraz monoazydek etydyny —
analog bromku etydyny, ktéry oddziatuje z DNA podobnie jak bromek
etydyny, ale po fotolizie jego grupa azydkowa zostaje aktywowana do
wysoce reaktywnego nitrenu i prowadzi do powstanie wigzania kowa-
lencyjnego z DNA (Rys. 1) [3].

0 o)

OH
=N+  Br -~
— r OH °
W) 9
Monoazydek etydyny Altromycyna B

Rys. 1. Struktury chemiczne wybranych zwiqzkéw tworzqcych z DNA wigzania kowalencyjne.

2. Oddziatywania elektrostatyczne: Niektére zwigzki organiczne posiadajg
tadunki elektryczne, ktére mogg oddziatywac ze zjonizowanymi ujem-
nie grupami fosforanowymi DNA. Dodatnio natadowane zwigzki orga-
niczne mogg wigzac sie z ujemnie natadowanymi fosforanami w niciach
DNA, przyktadem takich zwigzkéw mogg by¢ poliaminy, ktére w §rodo-
wisku in vivo sg catkowicie sprotonowane, przez co posiadajg dodatnio
natadowane grupy amoniowe. Dzieki swojej liniowej i gietkiej struktu-
rze, poliaminy, np. spermina, oddziatujg z ujemnie natadowanym rdze-
niem fosfocukrowym, ,,owijajg” sie wokot niego i czeSciowo neutralizujg
jego tadunek.

3. Wigzania wodorowe: Przyktadem innych zwigzkéw, ktére oddziatujg z
DNA bez wytwarzania wigzan kowalencyjnych sg tzw. ligandy rowka
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matego (ang. minor groove binders). Wigzanie w duzym rowku jest zja-
wiskiem rzadkim, poniewaz wymaga czgsteczek o wiekszej objetosci,
ktére dostatecznie wypelniajg i tworzg odpowiednio silne oddziatywa-
nia z duzym rowkiem. Wigzanie zwigzkoéw organicznych w matym rowku
DNA wynika z tworzenia wigzan wodorowych miedzy czgsteczkg liganda
a grupami akceptorowymi wigzan wodorowych na dnie i Scianach rowka.
Na dnie rowka, akceptorami wigzann wodorowych sg zazwyczaj atomy N3
puryny i O2 pirymidyny, a na $cianach, zwykle atomy O4' w 2’-deoksy-
D-rybofuranozie [4]. Charakterystyczng cechg budowy tych zwigzkow
jest pewien stopien krzywizny, ktéry zapewnia izohelikalno$¢ z mniej-
szym rowkiem DNA. Ten efekt jest osiggany poprzez obecnos$¢ kilku po-
jedynczych lub rzadziej podwojnych pierscieni, gtdwnie aromatycznych,
oddzielonych krétkim tgcznikiem. Przyktadami takich zwigzkow sg po-
pularny barwniki cytochemiczny, Hoechst 33258 oraz netropsyna (Rys.
2) — naturalny antybiotyk oligopeptydowy charakteryzujacy sie aktyw-
noscig przeciwbakteryjng, przeciwgrzybiczg, przeciwwirusowg i cyto-

statycznag.
H 0 NH
N /
N N
— ) HN N T~ .
OO s
_/ NH,
Hoechst 33258 Netropsyna

Rys. 2. Struktury chemiczne wybranych zwiqzkéw lokalizujgcych sie w matym rowku DNA.

4. Interkalacja: Niektére zwigzki organiczne posiadajg plaskie, aroma-
tyczne pierscienie moggce wnikngé pomiedzy zasady azotowe DNA. To
zjawisko jest nazywane interkalacjg. Interkalatory zaburzajg topologie
helisy DNA, wplywaja na jej stabilnos¢, a takze zaktdcajg procesy repli-
kacji i transkrypcji. Kompleks interkalacyjny jest stabilizowany poprzez
oddziatywanie orbitali m chromoforu i zasad azotowych w DNA, co z je-
zyka angielskiego jest nazywane oddziatywaniem typu "m—m stacking".
Dodatkowo, stabilizacje zapewniajg réwniez oddzialtywania hydrofo-
bowe i przeniesienie tadunku. Zwigzki interkalujgce sg ligandami, ktore
zasadniczo nie wykazujg specyficznosci wobec zasad azotowych, ale
preferujg sekwencje, w ktérych wystepuje przewaga niektérych par za-
sad. Na przyktad, bromek etydyny wykazuje wieksze powinowactwo do
par GC [5]. Specyficzng odmiang tej grupy zwigzkow sg bisinterkalatory,
nazywane tez interkalatorami bifunkcyjnymi, zbudowane z dwodch
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czgsteczek interkalujgcych potgczonych za sobg tgcznikiem, najczesciej
gietkim tanicuchem alkilowym. Do najwazniejszych przyktadéw interka-
lator6w mozna zaliczy¢ wspomniany wczesniej bromek etydyny, ama-
skaryne — pochodng aminoakrydyny stosowang w leczeniu ostrej bia-
taczki i chtoniakow ztosliwych [6], mitoksantron - syntetyczny antybio-
tyk antracyklinowy o silnych wtasciwosciach przeciwnowotworowych
[7], czy blekit metylenowy — popularny barwnik i fotouczulacz wykorzy-
stywany w badaniach nad terapig fotodynamiczng (Rys. 3) [8].

H o H
0 N\S"\ OH O HN">"~""0H of
o | . |
Iealce " Ayt
= p7
< OH O HN__~ -~ _OH N
H

N
Bfekit metylenowy

Amaskaryna Mitoksantron

Rys. 3. Struktury chemiczne wybranych interkalatoréw DNA.

5. Wigzania koordynacyjne: Niektore zwigzki organiczne, zwlaszcza te za-
wierajgce jony metali, majg zdolno$¢ do tworzenia wigzan koordynacyj-
nych z DNA. Atom metalu skoordynowany w zwigzku organicznym
moze wigzac sie z zasadami DNA, tworzgc stabilne kompleksy metalo-
DNA [9]. Przyktadami takich zwigzkow sg oksaliplatyna i karboplatyna
— leki przeciwnowotworowe bedgce pochodnymi cisplatyny (Rys. 4)
[10,11]. Podstawowym mechanizmem dziatania komplekséw platyny
jest tworzenie krzyzowych wigzan pomiedzy dwoma atomami N7 w gu-
aninach zaré6wno w obrebie tej samej czgsteczki DNA jak i pomiedzy
roznymi czgsteczkami DNA [12]. Powstanie nieprawidlowych wigzan
zaburza strukture DNA, przyczynia sie do powstawania peknie¢ DNA
oraz zakloca synteze DNA i RNA co uniemozliwia podzial komérki i
ostatecznie prowadzi do jej Smierci.

o}
H
Nz\ 0 ° H?’N\Pt/O HeN___Cl
O /Pt\ I HN/ \O /Pt\
"N 0 Xq 3 HsN Cl
Oksaliplatyna Karboplatyna Cisplatyna

Rys. 4. Wybrane kompleksy Pt(II) tworzqce wiqzania koordynacyjne z DNA.
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2.1. Wplyw modyfikacji nukleotydéw na hybrydyzacje DNA

Najwcze$niejsze terapeutyczne zastosowanie krétkich fragmentéw DNA (oli-
gonukleotydéw) opierato sie na zjawisku komplementarnego parowania zasad, co
umozliwiato regulacje przetwarzania (translacje) mRNA i zwigzanych z tym proceséw
tworzenia biatka, ktére majg znaczenie dla postepu choroby. W ten sposéb narodzita
sie terapia antysensowana, polegajgca na wyciszaniu ekspresji genéw powodujgcych
choroby za pomocg krétkich fragmentéw kwaséw nukleinowych. Pierwsze préby sto-
sowania oligonukleotydéw antysensownych, znanych jako ASO (ang. antisense oligo-
nucleotides), na zywych komorkach datuje sie na rok 1978 [13].

Niemniej jednak, poza swoimi chronionymi organellami komérkowymi, DNA,
a szczegblnie RNA, sg podatne na rozktad chemiczny katalizowany przez enzymy na-
zywane nukleazami. W rezultacie, naturalne (tzn. niemodyfikowane) oligonukleotydy
praktycznie nie nadajg sie do zastosowania klinicznego. Historycznie wtasnie te dwa
czynniki sktonity badaczy do modyfikacji kwaséw nukleinowych w celu zwiekszenia
ich odpornosci na rozklad przez nukleazy oraz wydtuzenia czasu obecno$ci wstrzyk-
nietych ASO w organizmie pacjenta. W tym celu badacze skoncentrowali sie gléwnie
na minimalnych, ale skutecznych, modyfikacjach chemicznych na konicach 3’i 5’ se-
kwencji, gdzie wiele nukleaz rozpoczyna katalityczng hydrolize oligonukleotydéw.
Ponadto zabezpieczenie tych pozycji za pomocg wiekszych makromolekut, takich jak
glikol polietylenowy na 5' koricu, ogranicza usuwanie ASO przez nerki [14-16].

Na Rys. 5 przedstawiono schemat ilustrujgcy wybrane modyfikacje chemiczne
struktury DNA z wyréznieniem modyfikacji w trzech podstawowych sktadnikach DNA
— pierScieniach cukrowych, zasadach azotowych i w wigzaniach fosfodiestrowych.
Wybrane modyfikacje obejmujg proste substytucje w okres§lonych miejscach nukleo-
tydow, jak rowniez bardziej zasadnicze zamiany molekularne, ktére mato przypomi-
najg naturalng strukture DNA. Przyktady modyfikacji sktadnika cukrowego obejmujg
najczesciej modyfikacje w pozycji 2’ polegajgcg na wprowadzeniu dodatkowych ato-
mow lub grup funkeyjnych [17-19], wprowadzenie dodatkowych grup powodujgcych
»usztywnienie/blokowanie konformacyjne” pierscienia cukrowego — na przyktad mo-
stek metylenowy t3czgcy atomy 2’ tlenu z 4’ wegla w zablokowanych kwasach nukle-
inowych, tzw. LNA (ang. locked nucleic acid) [20], oraz catkowite zastgpienie pierscie-
nia D-rybofuranozowego innym uktadem - na przyktad heksitolowy kwas nuklei-
nowy, tzw. HNA (ang. hexitol nucleic acids) [21]. Inne modyfikacje obejmujg substy-
tucje atomoéw w grupie fosforanowej [22], lub catkowite zastgpienie wigzania fosfo-
diestrowego [23]. Miejsca modyfikacji w strukturach heterocyklicznych obejmujg za-
rowno zasady pirymidynowe [24], jak i purynowe [25]. Istnieje rowniez mozliwos¢ cat-
kowitej substytucji nukleozasad nienaturalnymi zasadami azotowymi, ktére mogg
tworzy¢ zmodyfikowane, ale komplementarne wigzania wodorowe, np. dP/dZ, lub
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mogg nie wykazywac takiej zdolnosci, np. dDs/dPx [26, 27]. W Tabeli 1 zestawitem
wplyw wymienionych modyfikacji na wtasciwosci fizykochemiczne i biologiczne
DNA.

dDs/dPx

Modyfikacje cukru:| ..o
- 2-F —O~,
+ 2-OMe N Modyfikacje zasad azotowych:
* 2-NH, O OMe * 7-deaza-2’-dA
« 2'Ng e - dP/dZ
- LNA 0=p-0  dDs/dPx
« HNA on « 5-izobutylo-karboksyamid-2’-dU
%
0=P-0
i
PS

Modyfikacje wigzania
internukleotydowego:

» metylofosfonian (phNA)
- fosforotionian (PS)

« uktad triazolowy (TL) o)

Rys. 5. Przyktadowe rodzaje modyfikacje DNA w obrebie pierscienia cukrowego, zasad azotowych i wig-
zania fosfodiestrowego.

Tabela 1. Zestawienie wybranych modyfikacji DNA wraz z ich wptywem na wlasciwosci fizykoche-
miczne i biologiczne otrzymanych dupleksow.

Fragment Odporno$¢ na  Zgodno$¢z  Stabilno§¢ Parowanie

. Modyfikacja g g . Lit.
DNA nukleazy polimerazami  dupleksu zasad
2’-F Wzrost Zgodnos¢ Wzrost ~ Zachowane [28]
2’-OMe Wzrost Zgodnos¢ Wzrost ~ Zachowane [28]
Cukier 2’-NHz Wzrost Zgodnos¢ Spadek  Zachowane [28]
LNA Wzrost Zgodnos¢ Wzrost ~ Zachowane [29]
HNA Wzrost Zgodnos¢ Wzrost ~ Zachowane [21]
TL Wzrost Brak Spadek B/D [30]
Wigzanie PS Wzrost Zgodnosé  Spadek B/D 31
710 nos a

fosfodiestrowe & pade [31]
phNA Wzrost Zgodnos¢ Spadek B/D [32]
7’-deaza-2’-dA Wzrost Zgodnos¢ Spadek Brak [33]
Zasady azotowe dpP/dZ B/D Zgodnos¢ Wzrost Zmienione [27]
dDs/dPx B/D Zgodnosé Wzrost Brak [26]
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Innym sposobem modyfikacji DNA w celu nadania mu nowych, unikalnych
wlasciwosci jest kowalencyjne przytgczanie matoczgsteczkowych zwigzkéw organicz-
nych, tzw. koniugacja, do czgsteczki DNA. Niewystarczajgce wtasciwosci farmakoki-
netyczne oraz stabe wchtanianie komérkowe sg gtldwnymi przeszkodami w udanej te-
rapeutycznej aplikacji oligonukleotydéw. Kowalencyjne przytgczanie réznych ligan-
déw, ktore majg wplyw na biodystrybucje, wchtanianie przez komérki lub sg ukierun-
kowane na konkretne tkanki, stanowi atrakcyjng mozliwo$¢ rozwoju terapii antysen-
sowanej i poszerzenia zakresu dziatania oligonukleotydéw. W przeciwienstwie do za-
awansowanych technik formulacyjnych, ktore czesto wymagajg zastosowania wielu
zwigzkow chemicznych i sg wrazliwe na zmiany w warunkach przygotowania i prze-
chowywania, koniugaty oligonukleotydéw sg dobrze zdefiniowanymi czgsteczkami,
co umozliwia zastosowanie prostszych technik kontroli jakosci i nadaje im wiekszg
trwatos$¢. Wsrdd ligandéw zaprojektowanych gtéwnie w celu zwiekszenia wchtaniania
do komoérek znajdujg sie zwigzki lipofilowe, takie jak cholesterol, tokoferol i peptydy
przenikajgce do komoérek, takie jak cykliczne peptydy typu RGD, oraz liniowe polia-
miny, takie jak spermina (Rys. 6) [34, 35].

Tokoferol

Cholesterol

o) 00

NH Y\NHOH

H
e”f\N/\/\N/\/\/N\/\/NH2
MN " "
fg\N OH Spermina
H

Peptyd typu RGD

Rys. 6. Wzory strukturalne przyktadowych ligandéw stosowanych do koniugadji z oligonukleo-
tydami w celu poprawienia ich biodostepnosci i wtasciwosci farmakokinetycznych.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej przeprowadzitem badania dotyczgce
kowalencyjnej modyfikacji DNA w pozycji 2' za pomocg dwoch rodzajow matoczg-
steczkowych ligandéw organicznych - interkalujgcych barwnikéw o wlasciwos$ciach
fluorescencyjnych i fotodynamicznych, oraz makrocyklicznych poliamin i polieteréw.
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Oligonukleotydy z kowalencyjnie przytgczonymi barwnikami fluorescencyjnymi i fo-
tosensytyzatorami mogg by¢ wykorzystane jako sondy molekularne do identyfikacji i
lokalizacji konkretnych sekwencji DNA lub RNA zaréwno in vitro, jak i w zywych ko-
morkach [36]. Natomiast przylgczanie grup kationowych, takich jak liniowe polia-
miny, do oligonukleotydéw ma na celu zwigkszenie powinowactwa wigzania oligonu-
kleotydow antysensownych poprzez redukcje odpychania tadunkéw miedzy dwoma
negatywnie natadowanymi ni¢mi dupleksu oraz zwiekszenie ich stabilnosci in vivo w
obecnosci nukleaz [37].

2.3. Interkalatory jako zwigzki biologicznie aktywne

Po raz pierwszy koncepcje interkalacji zaproponowat w 1961 r. Leonard S. Ler-
man z Massachusetts Institute of Technology [38]. Podczas badan nad oddziatywa-
niem akrydyny z CT-DNA, Lerman zauwazyl, Ze dodanie akrydyny powoduje zwiek-
szenie dtugosci DNA. Wyjasnit to specyficznym sposobem wigzania akrydyny, pole-
gajgcym na wsuwaniu sie ptaskiego, heterocyklicznego i aromatycznego uktadu mie-
dzy pary zasad w podwojnej helisie DNA. Juz wtedy zauwazyt on zwigzek miedzy pta-
skg strukturg policyklicznych, aromatycznych weglowodorow, ich zdolnoscig do wig-
zania sie z DNA a silnymi wlasciwoSciami mutagennymi jakie posiadaty te zwigzki.

Dzisiaj wiemy, Ze interkalacja prowadzi do deformacji struktury DNA oraz za-
kt6cenia procesow replikacji, transkrypcji i naprawy DNA. Chociaz interkalacja nie
powoduje naruszenia pierwszo- i drugorzedowej struktury DNA, to dochodzi do
zmiany trzeciorzedowej struktury DNA w wyniku rozciggania fragmentu DNA spowo-
dowanego wsunieciem sie ligandu. W rezultacie czgsteczka DNA ulega czeSciowemu
wydtuzeniu i zmniejszeniu kata skrecenia podwdjnej helisy DNA [39]. Interkalatory to
glownie zwigzki poliaromatyczne o ptaskiej strukturze, charakteryzujgce sie grubo-
$cig w zakresie od 2 do 3,7 A oraz powierzchnig nie mniejszg niz 28 A2. Sg one ztozone
z trzech lub czterech pierscieni tworzgcych chromofor, do ktérego moga by¢ przyta-
czone réznorodne grupy funkcyjne. Stabilno$¢ kompleksu interkalacyjnego wynika z
naktadania sie orbitali m chromoforu oraz zasad azotowych (oddziatywania typu m—n
stacking), a takze z obecno$ci wigzan hydrofobowych i wigzan z przeniesieniem ta-
dunku [40].

Interkalatory stanowig popularng grupe lekéw przeciwnowotworowych, a jed-
nym z najbardziej znanych przedstawicieli jest doksorubicyna (Rys. 7) — antybiotyk
antracyklinowy uzyskany z hodowli Streptomyces peuceticus var. caesius. Czgsteczka
tego leku wbudowuje sie w strukture DNA i powoduje jego rozerwanie oraz fragmen-
tacje. Prowadzi to do zahamowania replikacji DNA oraz uniemozliwia transkrypcje
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Rys. 7. Wzory strukturalne przyktadowych interkalatordw i struktur wiodgcych wy-
korzystanych w ramach badan do rozprawy doktorskiej.

DNA na RNA i w konsekwencji hamuje synteze biatek. Efektem dziatania doksorubi-
cyny jest zahamowanie wzrostu komorek nowotworowych i indukowanie ich $mierci
[41, 42].

Antybiotyki antracyklinowe stanowig pochodne antrachinonu (Rys. 7) — trj-
pierscieniowego zwigzku, charakteryzujgcego sie intensywnie zé6ittg barwg, ktéry
znajduje zastosowanie w produkcji wielu barwnikéw. Istnieje wyraZzny zwigzek po-
miedzy budowg barwnikéw poliaromatycznych a ich zdolnoscig do interkalacji — po-
dobnie jak antybiotyki antracyklinowe, barwniki poliaromatyczne skladajg sie ze
skondensowanych pierscieni aromatycznych, takich jak benzen, naftalen, antracen,
piren albo perylen. Ich struktura jest planarna lub przynajmniej cze$ciowo planarna,
co utatwia interakcje -1 z zasadami azotowymi DNA. Ponadto, barwniki interkalu-
jace mogg posiadac specyficzne grupy funkcyjne, ktére mogg zwiekszac ich powino-
wactwo do DNA. Na przyktad grupy aminowe lub grupy karbonylowe mogg tworzy¢
wigzania wodorowe lub oddziatywania elektrostatyczne z zasadami azotowymi DNA,
co moze prowadzi¢ do zwiekszenia stabilno$ci kompleksu interkalacyjnego.

Barwniki interkalujgce charakteryzujg sie rozbudowanym uktadem sprzezo-
nych elektronéw m. Ulatwia to wzbudzenie elektronéw m — 7™ i sprzyja promieni-
stemu rozpraszaniu energii w procesie powrotu wzbudzonych elektronéow m* — 7.
Kiedy te zwigzki sg poddane dziataniu Swiatta o odpowiedniej energii, to w wyniku
absorbcji promieniowania ich czgsteczki ulegajg wzbudzeniu do wyzszego stanu elek-
tronowego. Wowczas ich elektrony ulegajg przejsciu m — m*, czyli od stanu podsta-
wowego (So) 0 nizszej energii do wzbudzonego stanu singletowego (S:) o wyzszej ener-
gii. Wydajnos¢ kwantowa dla barwnikéw interkalujgcych wzrasta wraz ze wzrostem
liczby pierscieni w chromoforze i stopniem ich kondensacji [43]. Wsunigcie sie barw-
nika pomiedzy pary zasad w DNA powoduje zmiane jego otoczenia chemicznego, co
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moze skutkowac nawet 10-krotnym wzrostem intensywnosci fluorescencji [44, 45]. Ta
wiasciwo$¢é barwnikow interkalujgcych pozwala na wykrycie i wizualizacje sekwencji
DNA, co znalazlo swoje zastosowanie w produkcji sond molekularnych opartych o
modyfikowane oligonukleotydy.

Opisane wtasciwosci fizykochemiczne sprawiajg, ze interkalatory majg szero-
kie zastosowanie jako matoczgsteczkowe leki przeciwnowotworowe oraz barwniki
stosowane w medycynie i biologii. Jednak ich rola nie ogranicza sie jedynie do tego,
poniewaz mogg petni¢ funkcje blokéw budulcowych do tworzenia sond molekular-
nych poprzez kowalencyjne przytgczanie ich do czgsteczki oligonukleotydu. Przytg-
czenie interkalatoréw do oligonukleotydu moze istotnie wptywac na jego wiasciwosci
hybrydyzacyjne, takie jak selektywno$¢ w rozpoznawaniu okreslonych sekwencji
DNA, a takze stabilno$¢ tworzonych dupleksow i triplekséw. Miarami tej stabilno$ci
sg temperatura topnienia (Tw) oraz entalpia wigzania. Badanie wptywu interkalatoréw
na hybrydyzacje oligonukleotydu ma zasadnicze znaczenie dla zrozumienia i kontroli
proceséw molekularnych zwigzanych z rozpoznawaniem sekwencji DNA. Wykorzy-
stanie interkalatoréw jako sond molekularnych otwiera droge do projektowania bar-
dziej precyzyjnych narzedzi diagnostycznych oraz terapeutycznych, ktére mogg by¢
wykorzystywane w medycynie spersonalizowane;j.

W swoich badaniach skoncentrowatem sie na dwoch grupach interkalatorow:
pochodnych bezwodnika 1,8-naftalowego oraz pochodnych 2-hydroksy-tioksantonu
(Rys. 7). Przeprowadzitlem modyfikacje rdzenia naftalenowego polegajgce na wpro-
wadzeniu réznych podstawnikéw w pozycje 3 i 4. Dokonatem takze licznych zmian
podstawnikow na atomie azotu uktadu imidowego. Gtéwnym celem tych modyfikacji
byto uzyskanie blokow budulcowych do dalszej koniugacji z oligonukleotydami, co
zostato opisane w pracach P.1, P.3 i P.4, oraz z makrocyklami, co zostato opisane w
pracy P.4. W pracy P.1 i P.3 wykorzystatem 1,8-naftalimidy do kowalencyjnej mody-
fikacji nukleozydow w pozycji 2' pier$cienia cukrowego w celu zmiany ich wiasciwos$ci
hybrydyzacyjnych. Natomiast w pracy P.4 potgczylem 1,8-naftalimidy z makrocy-
klami w celu modyfikacji ich wtasciwosci biologicznych. W pracy P.2 opisatem syn-
teze pochodnych 1,8-naftalimidu modyfikowanych w réznych pozycjach pierscienia
naftalenowego, a takze analizowatem wplyw tych modyfikacji na cytotoksycznos$¢ i
inhibicje topoizomerazy II. Szczegotowy opis wtasciwosci interkalacyjnych, przeciw-
nowotworowych, przeciwbakteryjnych i przeciwwirusowych interkalatoréw 1,8-naf-
talimidowych zostat przedstawiony w mojej pracy przegladowej P.5.

Pochodne tioksantonu wykorzystatem do przeprowadzenia kowalencyjnej mo-
dyfikacji oligonukleotydéw (P.3) oraz do uzyskania koniugatow z makrocyklami (P.4).
Wyb6r uktadu tioksantonowego wynikat z jego odmiennych wtasciwosci fizykoche-
micznych w poréwnaniu do uktadu 1,8-naftalimidowego. Obie grupy zwigzkéw sg
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znane ze swoich wlasciwosci interkalacyjnych, jednak, w przeciwienistwie do 1,8-naf-
talimidow, ktére przewaznie mozna uznac za zwigzki fotostabilne, pochodne tioksan-
tonu charakteryzuja sie wysokg fotoaktywnoscig, polegajgcg na generowaniu reak-
tywnych form tlenu po wzbudzeniu §wiattem o odpowiedniej energii. Dzieki tym wia-
Sciwosciom, pochodne tioksantonu mogg znalez¢ zastosowanie w badaniach nad te-
rapig fotodynamiczna.

2.4. Makrocykle jako zwigzki biologicznie aktywne

Makrocykle, czyli organiczne zwigzki cykliczne o duzych pierScieniach, stano-
wig interesujgcg grupe zwigzkéw, ktore wykazujg zrdéznicowane wiasciwosci che-
miczne i biologiczne. W niniejszym rozdziale skoncentrowatem sie na trzech waznych
klasach makrocykli: eterach koronowych, cyklicznych poliaminach oraz makrocy-
klach zawierajgcych zar6wno atomy azotu, jak i tlenu.

Etery koronowe to grupa makrocyklicznych zwigzkéw syntetycznych, ktore za-
wierajg powtarzajgce sie jednostki etylenowe polgczone atomami tlenu. Ich nazwa
"koronowe" pochodzi od charakterystycznego ksztaltu konformacji, ktory przypo-
mina korone. Etery koronowe sg znane ze swojej zdolno$ci do kompleksowania jonéw
metali, zwlaszcza kationéw ziem alkalicznych. Ta unikalna zdolno$¢ kompleksowania
metali sprawia, Ze etery koronowe sg stosowane w wielu dziedzinach, takich jak che-
mia supramolekularna, chemia koordynacyjna i chemia bioorganiczna. Ponadto,
etery koronowe wykazujg takze pewne wtasciwosci biologiczne, takie jak dzialanie
antybakteryjne i przeciwwirusowe, dzieki czemu znajdujg zastosowanie w badaniach
farmaceutycznych i biomedycznych.

Strukturalnymi analogami eteréw koronowych, w ktérych atomy tlenu zostaty
zastgpione atomami azotu, sg cykliczne poliaminy, znane rowniez jako azamakrocy-
kle. Ze wzgledu na swojg strukture, cykliczne poliaminy wykazujg silne powinowac-
two do jonow metali, zwlaszcza metali przejSciowych, lantanowcéw i aktynowcéow, z
ktorymi tworzg bardzo stabilne kompleksy [46]. Wykorzystuje sie je szeroko w katali-
zie, chemii supramolekularnej oraz w chemii koordynacyjnej.

Trzecia grupa obejmuje makrocykle o mieszanych grupach donorowych, znane
jako azakorony (ang. aza-crowns), ktérych wtasciwosci chemiczne i koordynacyjne sg
wynikiem kombinacji cech eteréw koronowych i cyklicznych poliamin. Te wtasciwosci
zalezg od rodzaju i potozenia odpowiednich grup donorowych. Tabela 2 przedstawia
poréwnanie wybranych wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych makrocykli
zawierajgcych od 4 do 6 grup donorowych. Struktury omawianych makrocykli sg
przedstawione na Rys. 8.
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Tabela 2. Wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne wybranych

makrocykli.
Zwiazek Log Ks Lipofilowos¢ LDso
Na* K ElogP  ClogP (mgkg!)¢©
12-korona-4 1.70¢ 1.74¢ 0.92 0.59 2800
1A12C4 0.11
[12]aneNy -2.62¢  -0.85
15-korona-5 3.24 3.42 0.33 0.47 2100
1A15C5 1.70° 0.10
[15]aneNs -1.18
18-korona-6  4.35¢ 4.36¢ 0.21 0.47 1590
1A18Cé6 2.69° 0.10
[18]aneNs -1.18 <125

Elog P - eksperymentalny log P; Clog P — wartos¢ log P obliczona za po-
mocq oprogramowania SwissADME [47]; (a) oznaczono w bezwodnym
metanolu w 25 °C [48); (b) oznaczono w bezwodnym metanolu w 25 °C
[49]; (c) toksycznos¢ po wchionieciu drogq doustng, badana na szczurach

[50]; (@) [51].
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Rys. 8. Wzory strukturalne wybranych makrocykli.

Wyjatkowa elastyczno$¢ struktury eteréw koronowych umozliwia im przyjmo-
wanie réznorodnych konformacji, od otwartych (podobnych do pierscienia) do za-
mknietych (klatkowych), co pozwala im dostosowaé sie do zmiennych warunkéw
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srodowiskowych poprzez skierowanie odpowiednich ugrupowan w strone czgsteczek
rozpuszczalnika [52]. W rezultacie wieksze etery koronowe charakteryzujg sie wspoét-
czynnikiem podzialu miedzy oktanolem a wodg (log P) zblizonym do 0. Na przykiad,
18-korona-8 ma wartos¢ log P = 0,21, a warto$¢ log P wzrasta w miare zmniejszania
rozmiaru pierScienia (Tabela 2). Warto$¢ log P jest SciSle zwigzana z toksycznoS$cig
(LDso) eteréw koronowych, ktéra wzrasta, w miare jak wartos$¢ log P zbliza sie do 0,
odzwierciedlajgc ich wtasciwosci jonoforowe i zdolnos$¢ do przenikania przez warstwe
lipidowg btony komérkowej. Jonofory to zwigzki organiczne zdolne do transferu jo-
now przez faze hydrofobowgq rozdzielajgcg dwie fazy wodne, czyli w uktadach biolo-
gicznych przede wszystkim przez blone komdrkowsq. Odkad zostaty odkryte, udowod-
niono, ze wykazujg one dzialanie przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwgrzy-
bicze, przeciwnowotworowe, przeciwmalaryczne oraz kokcydiostatyczne [53].

W przeciwienstwie do eteréw koronowych, cykliczne poliaminy w Srodowisku
in vivo wystepujg w formie sprotonowanej. Ponadto, jak juz wcze$niej wspomniano,
dzialajg jako inhibitory PATs, co istotnie ogranicza ich zdolno$¢ do wchtaniania przez
komorki. Z drugiej strony, ta grupa makrocykli tworzy bardzo stabilne kompleksy z
odpowiednimi jonami metali, szczeg6lnie z jonami metali przejsciowych i lantanow-
cow, ktére znajdujg zastosowanie w obrazowaniu metodg rezonansu magnetycznego
(MRI). Przykladem sg kompleksy DOTA (1,4,7,10-tetraazacykloadekan-1,4,7,10-te-
traoctaet) szeroko wykorzystywane w medycynie nuklearnej jako chelatory, czyli
zwigzki zdolne do wigzania i transportowania jonéw metali, najczesciej gadolinu
(®8Gd) i miedzi (**Cu), ktore wykorzystuje sie w obrazowaniu metodg MRI. [54, 55] Ga-
dolin jest jonem paramagnetycznym, co oznacza, ze wprowadzajgc go do organizmu,
mozna uzyskac lepszg jakos¢ obrazu w MRI. Kompleksy DOTA-Gd s3 stabilne, co po-
zwala na ich dlugotrwate utrzymywanie sie w krwiobiegu, co z kolei umozliwia uzy-
skanie wysokiej jakos$ci obrazow tkanek i narzgdow.

Innym istotnym zastosowaniem cyklicznych poliamin jest ich wykorzystanie
jako swoistych szkieletow dla sztucznych enzyméw - matoczgsteczkowych komplek-
séw nasladujgcych dziatania hydrolaz, aminopeptydaz i innych enzymoéw, ktore w
przyszto$ci mogg znaleZ¢ zastosowanie w przemys$le lub medycynie. Szczegdtowy
opis wykorzystania cyklenu w tej roli zostat przedstawiony w artykule przeglgdowym
P.6. Kolejnym waznym zastosowaniem, z punktu widzenia niniejszej pracy doktor-
skiej, jest zdolnos¢ cyklicznych poliamin, w tym réwniez cyklenu i jego kompleksu,
Zn%*-cyklen, do selektywnego rozpoznawania tymidyny w sekwencji DNA. Dzieki od-
powiedniemu utozeniu donoréw i akceptoréw wigzan wodorowych, Zn?*-cyklen (jak
roOwniez sam cyklen) tworzy silny kompleks z tyming, co zostalo przedstawione na
Rys. 9. Tego rodzaju kompleks moze znalez¢ zastosowanie w modyfikacji oligonukle-
otydoéw w celu poprawy ich wiasciwosci hybrydyzacyjnych i stabilnosci, a dodatkowo,
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moze by¢ wykorzystany do nadania unikalnych funkcji modyfikowanemu oligonukle-
otydowi, takich jak rozpoznawanie niekomplementarnej zasady (ang. mismatch) w
sekwencji DNA.

K =0,
. | NH ZnL-U J N,
N /& 0 ’f,,"’ UN,’",, l'iN
",2 Zn2* j
L’NH HN

—

Rys. 9. Schemat rozpoznawania tymidyny (dT) przez Zn**-akrydynomety-
locyklen. Trojsktadnikowy kompleks z tymidyngq jest stabilizowany przez
oddziatywanie jonowe miedzy Zn*" a zjonizowanq tymidynq (dT-), wspo-
maganym przez dwa wigzania wodorowe pomiedzy grupami aminowym cy-
klenu a karbonylowymi tlenami dT, oraz przez interakcje m-1m aromatycz-
nych fragmentow obu czqsteczek [95, 96].

2.5. Koniugacja jako strategia modyfikacji wlasciwosci zwigzkow

Koniugacja molekularna odnosi sie do metod stosowanych w biochemii, medy-
cynie, zaawansowanych materiatach i nanotechnologii do tgczenia dwdch fragmen-
tow — od matych czgsteczek organicznych do duzych i czasami funkcjonalnie ztozo-
nych biopolimeréw. Idealne metody koniugacji majg szeroki zakres zastosowania
strukturalnego, odbywajg sie w tagodnych warunkach (np. w srodowisku wodnym),
przebiegajg szybko i z wysokg wydajnoscig, bez tworzenia produktéow ubocznych, a
ponadto sg bioortogonalne i bezpieczne do stosowania w warunkach in vivo.

W przypadku koniugacji oligonukleotydow zostato opracowane wiele r6znych
metod tgczenia [34]. Wiekszos$¢ ligandéw jest wprowadzana na koncach 3" i 57, ktore
sg technicznie najtatwiej dostepne, a nastepnie na grupach 2"-hydroksylowych i za-
sadach nukleotydowych. W$réd najwazniejszych nalezy wymieni¢ mostki dwusiarcz-
kowe, wigzania amidowe oraz poprzez tgcznik heterocykliczny (ang. linker), najta-
twiej konstruowany metodg click chemistry (Rys. 10).

Wybor odpowiedniego tgcznika jest niezwykle istotny dla wiasciwosci biofi-
zycznych i moze mie¢ wplyw na farmakokinetyke koniugatu, a dlugos¢ zastosowa-
nego tgcznika moze by¢ kluczowa dla skutecznego przytgczania wiekszych czgsteczek
do oligonukleotydow. Dobér wiasciwego tgcznika to zatem delikatna r6wnowaga mie-
dzy unikaniem negatywnych efektéw sterycznych w przypadku krétkich tgcznikow, a
nadmiernym wzrostem lipofilowosci w przypadku dtuzszych tgcznikéw, ktore szcze-
gblnie w przypadku tancuchoéw alkilowych sg stabo rozpuszczalne w srodowisku wod-
nym i majg tendencje do zwiekszania agregacji koniugatow. Oprocz roli w procesie
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Rys. 10. Wybrane metody sprzegania oligonukleotydow z matoczgsteczkowymi ligandami organicznymi. (A)
Sprzezenie amidowe za pomocq aktywowanego estru. (B) Wiqzania dwusiarczkowe z ligandem aktywowa-
nym pirydynotiolem. (C) SprzeZenie tiolowo-maleimidowe, prowadzqce do stabilnych wigzan kowalencyj-
nych. (D) Sprzezenie liganda modyfikowanego azydkiem z oligonukleotydem modyfikowanym alkinem za
pomocq metody click chemistry z udziatem katalizatora miedziowego. (E) Niekatalizowane sprzezenie click

chemistry z wykorzystaniem liganda modyfikowanego azydkiem i oligonukleotydu zawierajqcego ugrupowa-
nie dibenzocyklooktynowe.

syntezy koniugatéw, struktura i dlugos¢ tgcznika mogg réwniez wptywaé na zacho-
wanie farmakokinetyczne. Krétkie i sztywne tgczniki mogg utrudnia¢ efektywne wig-
zanie ligandu z receptorem, zwtaszcza w przypadku wprowadzenia wielu modyfikacji
w strukturze oligonukleotydu. Dane literaturowe wskazujg, ze tgczniki o dtugosci sze-
Sciu do dziesieciu atoméw sg wystarczajgce, aby umozliwi¢ wigzanie matoczgsteczko-
wych ligandow nawet z kilkoma receptorami na powierzchni komdrkowej [56, 57] Lin-
kery o podobnej dtugosci umozliwiajg rowniez oddziatywanie miedzy sprzezonym li-
gandem a strukturg podwojnej helisy DNA.

Przykltadem wplywu sprzezenia oligonukleotydéw z ligandami organicznymi
na wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne DNA sg koniugaty typu oligonukleotyd-
poliamina. W tym obszarze wiele badan przeprowadzit zespét profesora Jespera Wen-
gla z Uniwersytetu Potudniowej Danii [37, 58]. Ich badania wykazaty, ze przylgczenie
spermidyny w formie liniowej lub rozgalezionej przy uzyciu reakcji click chemistry do
srodkowych lub zewnetrznych pozycji oligonukleotydéw prowadzi do znacznego
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wzrostu stabilnosci dupleksu, siegajagcego nawet +5,5 do +13,0 °C (w zaleznosci od
warunkéw eksperymentalnych). Dodatkowo, modyfikowane oligonukleotydy okazaty
sie znacznie bardziej odporne na dziatanie 3'-egzonukleaz. Analiza modelowania mo-
lekularnego wskazuje, ze stabilizacja dupleksu najprawdopodobniej zachodzi poprzez
elektrostatyczne oddzialywania miedzy grupami fosforanowymi szkieletu dupleksu a
sprotonowanymi grupami aminowymi przytgczonego ligandu. Proponuje sie, ze wy-
nikajgce z tego ekranowanie tadunkéw przyczynia sie do zwiekszenia temperatury de-
naturacji dupleksu poprzez redukcje odpychania miedzy tancuchami oligonukleoty-
dowymi.

Na podobnej zasadzie mozna wyjasni¢ zwiekszenie sity oddziatywania interka-
latoréw z DNA po ich koniugacji z czgsteczkami poliamin. Szczegdtowy opis tego za-
gadnienia przedstawitem w pracy P.4. Dotychczasowe badania nad wptywem koniu-
gacji interkalatoréw z poliaminami skupiaty sie gtéwnie na czgsteczkach liniowych
lub rozgatezionych poliamin. Wsrdd badanych interkalatoréw najczesciej spotykane
sg uktady 1,8-naftalimidowe, antracenowe i perylenowe, ktore sg sprzegane z di-, tri-
i tetraaminami o réznej dtugosci tanicucha i odstepach miedzy grupami aminowymi.
W wiekszos$ci przypadkow koniugaty typu interkalator-poliamina charakteryzujg sie
znacznie silniejszym oddzialywaniem z dwuniciowym DNA, co przeklada sie na
wzrost temperatury topnienia (Tn) kompleksu interkalacyjnego [59-63]. Stabilizacja
kompleksu interkalacyjnego zazwyczaj roSnie wraz ze wzrostem liczby grup amino-
wych i dtugoscig poliaminy, przy czym liniowe poliaminy wykazujg wiekszg zdolnos¢
stabilizacji w poréwnaniu do swoich rozgatezionych analogéw.

Zaobserwowano rowniez efekty biologiczne koniugacji interkalatoréw (lub in-
nych rodzajéw czgsteczek) z poliaminami. Jednym z nich jest zmiana lokalizacji we-
wnatrzkomorkowej koniugatéow. W poréwnaniu do macierzystego uktadu, koniugaty
z poliaminami wykazujg zazwyczaj wyrazng tendencje do gromadzenia sie w jadrze
komorkowym, co ttumaczy sie zwiekszonym powinowactwem koniugatow do DNA.
[64] Ponadto, koniugacja z poliaminami powoduje zmiane mechanizmu transportu
koniugatéw do wnetrza komorki poprzez wykorzystanie transporteréw poliamin, tzw.
PATs (ang. polyamine transporters). PATs sg specjalistycznymi transporterami zloka-
lizowanymi na btonie komdérkowej, ktére umozliwiajg pobieranie poliamin z otocze-
nia komorki do wnetrza. Przylgczajgc poliaminy do barwnikow interkalacyjnych, na-
wet tak duzych rozmiaréw jak czgsteczka perylenu, mozliwe jest wykorzystanie tego
naturalnego mechanizmu transportu i znaczne zwiekszenie pobierania takich koniu-
gatow ze Srodowiska zewngtrzkomorkowego [65-68].

Co ciekawe, z przeprowadzonych testow poréwnawczych wchtaniania polia-
min o tej samej liczbie grup aminowych (pentaaminy), ale o réznych strukturach (li-
niowe, rozgatezione, zatloczone i cykliczne) wynika, ze sposréd wszystkich testowa-
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nych poliamin, tylko te o strukturze cyklicznej nie byly transportowane do wnetrza
komorki [69]. Dalsze badania nad cyklicznymi poliaminami wykazaty, ze dziatajg one
jako inhibitory PATs [70].

Mimo Ze istnieje szerokie spektrum literatury dotyczgcej interakcji koniugatow
interkalator-liniowa poliamina z DNA i ich wchtaniania przez komorki, whasciwosci
koniugatéw z cyklicznymi poliaminami pozostajg stosunkowo stabo zrozumiane.
Wszystkie znalezione w literaturze koniugaty interkalator-cykliczna poliamina, takie
jak NPI1-NPI8 [71], Anq [72] i Acr1-Acr6 [73], zostaly przedstawione na Rys. 11.
Badania dowodzg, ze tego typu koniugaty wykazujg silne oddzialywanie z DNA, co
prowadzi do zmian w widmach dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism)
oraz wypierania bromku etydyny z jego kompleksu z DNA. Sita interakcji koniugatéw
z DNA wzrasta po skompleksowaniu jonu metalu przez cykliczng poliamine, co praw-
dopodobnie wynika z pojawienia sie duzego i trwatego tadunku dodatniego w obrebie
liganda oraz zwiekszonego elektrostatycznego oddziatywania z taricuchem bocznym
DNA, ktéry jest natadowany ujemnie.
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Rys. 11. Wzory strukturalne znanych koniugatow interkalator-cykliczna poliamina.

=SS

2.6. Koncepcja click chemistry jako dogodna strategia koniugacji

Koncepcja click chemistry to termin, ktéry zostat wprowadzony przez K. B.
Sharplessa w 2001 roku i odnosi sie do zbioru reakcji chemicznych o wyjgtkowo szyb-
kim przebiegu, selektywnosci i kompatybilnosci [74]. Click chemistry stato sie popular-
nym narzedziem w chemii organicznej, ze wzgledu na jej dogodnos¢, skutecznos$¢ i
wszechstronno$¢ w koniugacji zwigzkéw organicznych, biatek, polimeréw, nanoczg-
stek i innych materiatéw.

Jedng z najbardziej znanych reakcji click chemistry jest reakcja azydku z alki-
nem (terminalnym lub wewnetrznym). Ta 1,3-dipolarna cykloaddycja katalizowana
jonami Cu(I) prowadzi do powstania stabilnego pierscienia 1,2,3-triazolu, co umozli-
wia fgczenie réznych struktur organicznych w sposéb kontrolowany (bioortagonalny)
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i efektywny (Rys. 12). Reakcje click mogg réwniez obejmowac inne rodzaje reakcji,
takie jak reakcje cycloaddycji Dielsa-Aldera, reakcje kondensacji aldehydéw z ami-
nami, reakcje Michaela i wiele innych. Jednak to reakcja CuAAC tak doskonale wpisata
sie w definicje K. B. Sharplessa, ze stala sie niemal praktycznie synonimem samego
pojecia click chemistry.

Rys. 12. Mechanizm dwu-miedziowego cyklu katalitycznego CuAAC. Cho-
ciaz pierwszy zaproponowany mechanizm reakcji obejmowat jon miedzi(l) w
roli katalizatora, to najnowsze badania izotopowe i kinetyczne sugerujq, zZe
mechanizm przebiega z udziatem dwdch atomdéw miedzi [97].

Click chemistry moze by¢ stosowana zaréwno w ukladach chemicznych, jak i
biologicznych. W przypadku uktadéw chemicznych najcze$ciej wykorzystuje sie tra-
dycyjng odmiane CuAAC, ktdra korzysta z katalizatora miedziowego. Jest to po-
wszechne, poniewaz pozwala na zastosowanie tanszych substratéw, a katalizator
miedziowy mozna tatwo usung¢ po zakonczeniu reakcji, co pozwala unikng¢ jego po-
tencjalnego wptywu na dalsze procesy chemiczne i badania biologiczne. W przypadku
uktadéw biologicznych, gdzie istnieje potrzeba minimalizowania toksyczno$ci dla or-
ganizméw zywych, mozna zastosowac substraty niewymagajgce stosowania kataliza-
tora.

W ostatnich latach coraz wieksze znaczenie w chemii koniugacyjnej nabierajg
metody niekatalityczne, ktore umozliwiajg wykonywanie reakcji click bez uzycia jo-
now miedzi. Jednym z gtéwnych powodow rozwoju tych metod byto dgzenie do elimi-
nacji potencjalnej cytotoksycznosci miedzi w uktadach biologicznych. Zamiast uzy-
wacé Cu(I) do aktywacji alkinu, jak w tradycyjnej reakcji CuUAAC, wykorzystuje sie ste-
rycznie naprezone pochodne oktynu, takie jak difluorooktyn (DIFO), dibenzylocyklo-
oktyn (DIBO) i biarylazacyklooktynon (BARAC), w ktérych napiecie pierScienia zna-
czgco destabilizuje alkin [75-77]. Ta destabilizacja stanowi site napedowg reakcji

SPAAC (ang. strain-promoted azide-alkyne cycloaddition), w ktorej cykloalkin dgzy
do ztagodzenia napiecia pierScienia przez reakcje z azydkiem i utworzenie stabilnego
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Rys. 13. Mechanizm reakcji SPAAC pomiedzy ligandem posiadajqcym ugrupowanie azyd-
kowe a oligonukleotydem sfunkcjonalizowanym za pomocq DIBO. Pod wzgledem mechani-
zmu jest to reakcja cykloaddydji [3+2].

pierscienia triazolu (Rys. 13). Mimo Ze szybko$¢ tego typu reakcji jest nieco wolniej-
sza niz w przypadku CuAAC, to ze wzgledu na zachowanie bioortogonalnosci (reakcja
chemiczna, ktéra moze zachodzi¢ wewnagtrz zywych uktadéw bez zaktdcania ich na-
turalnych proceséw biochemicznych) oraz znacznie mniejszg toksyczno$¢é substra-
tow, z powodzeniem wykorzystuje sie je do znakowania bioczgsteczek w warunkach
in vivo.

3. OMOWIENIE WYNIKOW
3.1. Synteza pochodnych bezwodnika 1,8-naftalowego
3.1.1. Synteza w-hydroksyloalkilo-1,8-naftalimidow

Modyfikacje bezwodnika 1,8-naftalowego mozna przeprowadzi¢ w dwéch frag-
mentach - o obrebie ugrupowania bezwodnikowego oraz w pierScieniu naftaleno-
wym. Przykladem dobrze poznanych pochodnych bezwodnika 1,8-naftalenowego sg
amonafid i mitonafid, ktére zostaty otrzymane w latach 70 i byly intensywnie badane
przez ponad dekade pod katem ich potencjalnego zastosowania w terapiach przeciw-
nowotworowych [78-81]. Struktury tych pochodnych wraz z numeracjg pozycji zo-
stala przedstawione na Rys. 14.

Mitonafid Amonafid

Rys. 14. Struktury mitonafidu i amonafidu.

Reakcje ugrupowania bezwodnikowego zazwyczaj obejmujg podwdjng kon-
densacje z pierwszorzedowymi aminami, co prowadzi do utworzenia pochodnych imi-
dowych. Ten rodzaj modyfikacji jest najczesciej spotykany i mozna go wykorzystac do
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wprowadzenia czgsteczki tgcznika, ktéry umozliwia potgczenie 1,8-naftalimidéw z
innymi czgsteczkami chemicznymi lub bioczgsteczkami. Takie reakcje przebiegajg w
tagodnych warunkach z wysokg wydajnoscig, a produkty reakcji sg tatwe do wyizolo-
wania z mieszaniny reakcyjnej za pomocg standardowej chromatografii kolumnowej.
Drugim rodzajem modyfikacji jest aromatyczna substytucja elektrofilowa w pierscie-
niu naftalenowym. Pozycja podstawienia zalezy od wyjsciowego substratu. Aby uzy-
ska¢ pochodne modyfikowane w pozycjach 3 i 6, wyjSciowym zwigzkiem jest bezwo-
dnik 1,8-naftalenowy. Pochodne modyfikowane w tych pozycjach za pomocg bromu
lub grupy nitrowej sg komercyjnie dostepne, a ich wtasciwosci fizykochemiczne i bio-
logiczne zostaty szczegétowo opisane w literaturze [82]. Przyktady pochodnych mo-
dyfikowanych w pozycjach 4 i 5 sg znacznie rzadsze. Aby uzyska¢ takie pochodne,
wykorzystuje sie acenaften (1), w ktorym wystepuje indukcyjny efekt kierujgcy pod-
stawiki w pozycje para. Nastepnie modyfikowany acenaften utlenienia sie otrzymujgc
odpowiednio podstawiony bezwodnik 1,8-naftalenowy (Rys. 15) [83].

Prace syntetyczng rozpoczatem od otrzymania monopodstawionych pochod-
nych 3a-b (Rys. 15). Szczegotowy opis wszystkich etapow syntezy, wraz z informa-
cjami dotyczgcymi warunkow reakeji, metod oczyszczania zwigzkéw, wydajnosci re-
akcji oraz analizy strukturalnej czgsteczek, zostat przedstawiony w publikacji P.2. W
kolejnym etapie syntezy wykorzystalem pochodng 3a jako substrat do reakcji nitro-
wania, przeprowadzonej za pomocg mieszaniny nitrujgcej. W rezultacie uzyskatem
4,5-dipodstawiong pochodng 4 (Rys. 16). Grupe nitrowg w zwigzku 3a zredukowatem,
otrzymujgc pochodng aminowg 5 (Rys. 16).

0, 0._0
L i 0.0 i
R R

1 2a:R=NO, 3a: R =NO,
2b: R=Br 3b: R=Br

Rys. 15. Schemat syntezy zwiqzkéw 2a-b i 3a-b. Reagenty: (i)

HNO:s (65%), AcOH (100%), t.p., 3 godz.; (ii) NBS, bezwodny

DMF, t.p., 3 godz.; (iii) K:Cr:07;, AcOH (95%,), 90 °C, 4 godz.

0+ 0._0O O+ 0._0O 0+ 0._0O
OO i
N02 N02 N02 NH2

4 3a 5

Rys. 16. Schemat syntezy zwiqzkow 4 i 5. Reagenty: (i) HNOs
(65%), H:SO4 (98%), 0-20 °C, nastepnie 60 °C, 2 godz.; (ii)
SnCly2H,0 (5 ekw.), EtOH (96%), t.w., 4 godz.
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W kolejnym etapie syntezy wykorzystalem opisane powyzej pochodne bezwod-
nika 1,8-naftalenowego do przeprowadzenia kondensacji z w-aminoalkoholami, co
pozwolito uzyskaé¢ pochodne 1,8-naftalimidowe 6a-9e (Rys. 17). Te pochodne zo-
staty nastepnie wykorzystane jako substraty wyjSciowe w reakcji aromatycznej sub-
stytucji nukleofilowej w pierscieniu naftalenowym za pomocg w-aminoalkoholi o ta-
kiej samej dtugosci tancucha, jak wprowadzone do ugrupowania imidowego. Przykta-
dowo, z 4-bromo-1,8-naftalimidéw 7a-e otrzymatem monopodstawione pochodne
10a-e (Rys. 18). Z kolei z 4,5-dinitronaftalimidow 8a—-e uzyskalem mieszanine di-
podstawionych pochodnych (w mieszaninie poreakcyjnej obecne byly obie po-
chodne), z ktérej za pomocg chromatografii kolumnowej wyizolowatem produkty mo-
nosubstytucji — zwigzki 1la-e oraz produkty substytucji obu grup nitrowych -
zwigzki 12a-e (Rys. 19). W kolejnym etapie badan okreslitem wtasciwosci cytotok-
syczne pochodnych 6a-12e wobec komérek rakowych i prawidtowych oraz wiasciwo-
$ci inhibicyjne wobec topoizomerazy II (topo II). Szczegdétowe wyniki badan biolo-
gicznych znajdujg sie w P.2.

R
0s,0._0 0 N._0O
“—’i OO
X Y X Y

3a:X=NOy Y=H 6a: X =NO,; Y =H ;R = (CH,),OH
3b:X=Br; Y=H 6b: X =NO,; Y =H ; R = (CH)30H
4: X=NO5; Y =NO, 6c: X =NO,; Y =H;R=(CH,)4OH
5: X=NHp Y=H 6d: X = NOy; Y = H ; R = (CHy)sOH

6e: X =NOy; Y =H;R=(CH)sOH
7a: X=Br; Y =H ;R =(CHy),0OH

7b: X =Br; Y =H; R = (CH,);0H

7c: X=Br; Y =H ;R = (CHy),OH

7d: X =Br; Y =H; R =(CH,)sOH

7e: X=Br; Y =H ;R = (CH)¢OH

8a: X =NOy; Y =NO; ; R = (CH,),0OH
8b: X =NOy; Y =NO; ; R = (CH2)3;0H
8c: X =NO,; Y =NO; ; R = (CH,);OH
8d: X =NO,; Y =NO; ; R = (CH;)sOH
8e: X =NO; Y =NO; ; R = (CH)sOH
9a: X =NHj; Y =H ; R =(CH;),0OH
9b: X = NH,; Y = H ; R = (CH,);0H
9c: X =NHy; Y =H ; R =(CH;)sOH
9d: X =NHy; Y =H; R = (CH,)sOH
9e: X = NHp; Y = H ; R = (CH,)sOH

Rys. 17. Schemat syntezy pochodnych 6a-9e. Reagenty: (i) od-
powiednia w-aminoalkoholami (1 ekw.), EtOH (96%), t.w., 4
godz.

3.1.2. Synteza 1,8-naftalimidéw jako komponentéw do click chemistry

W ramach prac P.3 i P.4 otrzymatem kilka pochodnych 1,8-naftalimidéw,
ktére zostaly wykorzystane jako bloki budulcowe do reakcji click chemistry oraz koniu-
gacji z oligonukleotydami lub makrocyklami z ugrupowaniami propargilowymi. Sche-
mat i warunki reakcji zostaty przedstawione na Rys. 20, a szczegbétowy opis metodyki
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7a: R = (CH,),0H
7b:R = (CH2)3OH
7¢: R = (CH,)sOH
7d: R = (CH,)sOH
7e:R= (CHz)GOH

10a: R = (CH,),0H
10b: R = (CH,);0H
10c: R = (CH,);OH
10d: R = (CH,)s0H
10e: R = (CHp)gOH

Rys. 18. Schemat syntezy zwiqzkéw 10a—-e. Reagenty: (i) odpo-
wiednia w-aminoalkoholami (1 ekw.), bezwodny DMF, 90 °C, 4

55—

NO, NO, NH X

8a:R = (CHz)on

R= (CH2)3OH
8c: R = (CH2)sOH
8d: R = (CH,)sOH
8e: R = (CH,)sOH

1Ma: X = NOz; R= (CH2)2OH

11b: X = NO,; R = (CHg)30H

11¢: X = NO; R = (CHa)4OH

11d: X = NOy; R = (CHg)sOH

11e: X = NO; R = (CH,)sOH

12a: X = NH(CH,),0H; R = (CH,),OH
12b: X = NH(CH,);0H; R = (CH,);0H
12c: X = NH(CH);0H; R = (CH,);OH
12d: X = NH(CH,)s0H; R = (CH,)sOH
12e: X = NH(CH,)6OH; R = (CH,)sOH
Rys. 19. Schemat syntezy zwiqzkéw 11a-12e. Reagenty: (i) od-

powiedni w-aminoalkohol (2,5 ekw.), EtOH (96%), t.w., 4 godz.

syntezy, oczyszczania i analizy strukturalnej wszystkich produktéw reakcji znajduje
sie w wymienionych pracach. W tym celu wykorzystatem 1,8-naftalimid (13), ktory
najpierw przeksztalcitem w jego sél — 1,8-naftalimidek sodu poprzez reakcje z NaH w
bezwodnym DMEF, a nastepnie, w reakcji z nadmiarem odpowiednich dibromoalka-
néw, otrzymatem serie w-bromoalkilo-1,8-naftalimidéw (14a-c). Te pochodne, w re-
akcji z nadmiarem NaNs daty w-azydoalkilo-1,8-naftalimidy (15a-c).

I o GV Zwrs
81 Hatr - (1

14a:n=1 15a:n =1
14b:n=3 15b:n=3
14c:n=5 15c:n=5

Rys. 20. Schemat syntezy zwiqzkéw 14a-15e. Reagenty: NaH
(1,2 ekw.), bezwodny DMF, t.p., 1 godz., dodanie dibromoalkanu
(4 ekw.) w jednej pordji, t.p., 24 godz.; (ii) NaNs (2 ekw.), DMSO,
t.p., 24 godz.
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3.2. Synteza pochodnych 2-hydroksy-tioksantonu

W moich badaniach wykorzystatlem réwniez drugi barwnik interkalujgcy -
tioksanton, heterocykliczny zwigzek bedacy siarkowym analogiem ksantonu. Jedna z
pochodnych tioksantonu, hikanton, zostata zatwierdzona przez FDA w 1975 r. jako
srodek leczniczy w terapii Schistosomatozy - grupy choréb pasozytniczych wywoty-
wanych przez przywry z rodzaju Schistosoma. Wkrotce potem okazato sie, ze zarowno
sam tioksanton, jak i wiele jego pochodnych, dzialajg jako silne inhibitory topoizo-
merazy . Dzieki swoim wlasciwosciom interkalacyjnym do DNA, hikanton znalazty
rOwniez zastosowanie w terapii przeciwnowotworowe;.

Aby mozliwe bylo potgczenie tioksantonu z innymi czgsteczkami, konieczna
jest obecnos¢ grupy, ktora tatwo ulega funkcjonalizacji i pozostaje stabilna w r6znych
warunkach §rodowiskowych. Nalezy jednak pamieta¢, ze tioksanton jest zwigzkiem
fotoaktywnym, a niektére grupy funkcyjne, takie jak grupa karboksylowa, mogg ule-
gac¢ rozpadowi pod wptywem naswietlenia [84, 85]. W zwigzku z tym wybratem grupe
hydroksylowg jako dogodng do wprowadzenia, funkcjonalizacji i stabilng w badaniach
fotodynamicznych. Grupa hydroksylowa jest stosunkowo tatwa do wprowadzenia w
pozycje 2. Aby otrzymac 2-hydroksy-tioksanton (18), przeprowadzitem reakcje fenolu
(16) z kwasem tiosalicylowym (17), ktéra przebiega poprzez kolejne reakcje aroma-
tycznej substytucji elektrofilowej i koniczy sie wewnatrzczgsteczkowg cyklizacjq Frie-
dela-Craftsa, prowadzgcg do powstania tréjcyklicznego rdzenia tioksantonowego
(Rys. 21).

W kolejnym etapie syntezy poddatem grupe 2-hydroksylowg reakcji z nadmia-
rem odpowiedniego dibromoalkanu, co pozwolito uzyskac serie pochodnych w-bro-
moalkilowych 19a—c (Rys. 21). Nastepnie atom bromu na koncu taricucha zastgpitem
grupg azydkowg poprzez reakcje z NaNs co dato pochodne w-azydoalkilowe 20a-c
(Rys. 21).

3.3. Synteza makrocyKli i ich pochodnych

W pracy wykorzystatem uktady makrocykliczne, ktdre zostaty poddane serii re-
akcji w celu wprowadzenia grupy propargilowej i grupy azydkowej do ich struktury.
Te modyfikacje umozliwity mi sprzegniecie tych uktadéw z oligonukleotydami (P.3)
oraz barwnikami interkalujgcymi (P.4).

W celu syntezy 1-aza-12-korony-4 zastosowalem strategie cyklizacji [2:1] opi-
sang wczesniej przez Calverley i Dale’a [86]. Na poczatku, 1,11-dijodo-3,6,9-triok-
saundekan (21) zostal poddany reakcji z benzylaming (22) w warunkach wysokiego
rozcienczenia, dajgc N-zabezpieczony produkt posredni 23 (Rys. 22). Usuniecie grupy
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OH Oy OH 0
© + E/j/SH ., OH
s
16 17 18

|

20a:n=1 19a:n=1
20b:n=3 19b:n=3
20c:n=5 19c:n=5

Rys. 21. Schemat syntezy 2-hydroksy-tioksantonu i jego po-
chodnych. Reagenty: (i) Kwas tiosalicylowy (1 ekw.), fenol (3
ekw.), H:SO4 (96%), 90 °C, 18 godz.; (ii) dibromoalkanu (4 ekw.)
w jednej pordji, t.p., 24 godz.; (iii) NaNs (2 ekw.), DMSO, t.p., 24

godz.
oY i Jd o i d o i d o
Eo Oj + (j\/NH2 - [O NL@ - [O HN] - [O N]///
| | —/ s —/
21 22 23 24 25

Rys. 22. Schemat syntezy zwiqzkow 23-25. Reagenty: (i) benzyloamina (1,1 ekw.), KzCOs (3
ekw.), MeCN, t.w., 24 godz.; (ii) katalizator: 5% Pd/C, H (3 bary), EtOH, t.p., 8 godz., (iii) bro-
mek propargilu (r-r 80% w toluenie, 1,1 ekw.), K:COs (1,5 ekw.), MeCN, t.w., 8 godz.

benzylowej w katalizowanej wodorolizie daje 1-aza-12-korone-4 (24). Zwigzek 24 zo-
stat dalej sfunkcjonalizowany w reakcji z bromkiem propargilu, a nastepnie wyizolo-
wany z mieszaniny poreakcyjnej za pomocg chromatografii kolumnowej, dajgc kon-
cowy zwigzek 25. Szczegbotowy opis warunkow reakeji, metod izolacji i analizy struk-
turalnej wszystkich produktow reakcji znajduje sie w pracy P.4.

W syntezie pochodnych cyklenu wykorzystatem komercyjnie dostepny cyklen
(26). Schemat reakcji oraz warunki eksperymentalne zostaly przedstawione na Rys.
23, natomiast szczegdtowy opis metody syntezy, metody izolacji oraz analizy struktu-
ralnej wszystkich produktow reakcji znajduje sie w pracach P.3 i P.4. W wyniku reakcji
cyklenu z CuCl, w etanolu otrzymatem kompleks Cu?*-cyklen (27), ktory wytracit sie
jako barwny osad. Dzieki specyficznej budowie czgsteczki cyklenu, ktéra charaktery-
zuje sie bliskim rozmieszczeniem czterech grup aminowych, mozna selektywnie za-
bezpieczy¢ 3 z 4 grup aminowych przy uzyciu stosunkowo duzych grup zabezpiecza-
jacych, takich jak Boc i TFA, nawet przy zastosowaniu wiecej niz 3-krotnego nadmiaru
odczynnika zabezpieczajgcego. Zaréwno zabezpieczona pochodna 28, jak i 30, umoz-
liwiajg dalszg funkcjonalizacje w obrebie wolnej grupy aminowej. Dzieki temu tatwo
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Rys. 23. Schemat syntezy zwiqzkéw 27-32. Reagenty: (i) CuCl, (2 ekw.), EtOH, t.p., 24 godz.; (ii) 2M
r-r Boc;O w THF (3,5 ekw.) wkraplany przez 4 godz., EtsN (3,5 ekw.), CHCls, t.p., 24 godz.; (iii) bro-
mek propargilu (r-r 80% w toluenie, 1,1 ekw.), K.COs (1,5 ekw.), MeCN, t.w., 8 godz.; (iv) TFAEt (4
ekw.), EtsN, MeOH, t.p., 24 godz.; (v) chlorek 5-bromopentanoilu (1,1 ekw.), K:COs, bezwodny
CH.Cl;, 0 °C, 40 min.; (vi) NaNs (2 ekw.), DMSO, t.p., 24 godz.

mogtem uzyska¢ monofunkcjonalizowane pochodne 29 i 32, odpowiednie do wyko-
rzystania w syntezie click chemistry, na przyktad w reakcji CuUAAC.

3.4. Synteza koniugatéw interkalator-makrocykl

Wykorzystujgc otrzymane wczesniej bloki budulcowe, przeprowadzitem syn-
teze koniugatéw typu interkalator-makrocykl. Schemat reakcji oraz warunki ekspery-
mentalne zostaly przedstawione na Rys. 24 i Rys. 25. Szczegétowy opis metodyki
syntezy, metod izolacji oraz analizy strukturalnej wszystkich produktow reakcji znaj-
duje sie w pracach P.3i P.4.

Strategia syntezy koniugatéw opiera sie na wykorzystaniu jako jednego z kom-
ponentéw interkalatoréw, pochodnych 1,8-naftalimidu (15a-c, Rys. 24) i 2-hy-
droksy-tioksantonu (20a-c, Rys. 25), do ktérych zostaty przytgczone linkery o roznej
dtugosci, tj. 1,2-etylenowy, 1,4-butelenowy i 1,6-heksylenowy, z terminalng grupg
azydkowgq. Drugim komponentem sg makrocykle zawierajgce ugrupowanie propargi-
lowe. Obie te jednostki zostaly skonjugowane w reakcji CuAAC, co doprowadzito do
otrzymania posrednich produktéw koniugatow z cyklenem (34a-c) oraz koncowych
koniugatéw z 1-aza-12-korong-4 (33a—c i 36a-c). W przypadku posrednich produk-
tow (34a-c), grupy zabezpieczajgce Boc zostaly usuniete w kwasowych warunkach,
dajgc ostateczne produkty koniugacji (35a-c).
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Rys. 24. Schemat syntezy koniugatow 1,8-nafatlimidu i 1-aza-12-ko-
rony-4, 33a—c, oraz koniugatéw 1,8-naftalimidu i cyklenu, 34a—c. Re-
agenty: (i) pochodna azydkowa (1 ekw.), pochodna propargilowa (1
ekw.), CuSO,5H;0 (0,1 ekw.), askorbinian sodu (0,2 ekw.), mieszanina
THF-woda (7:3, v/v), t.p., 24 godz.; (ii) TFA (50 ekw.), CH.Cl,, t.p., 24
godz.

QR = SO

S

__/
20a:n=1 36a:n=1
20b:n=3 36b:n=3
20c:n=5 36c:n=5

Rys. 25. Schemat syntezy koniugatéw 2-hydroksy-tioksantonu i 1-
aza-12-korony-4, 36a—c. Reagenty: (i) pochodna azydkowa (1
ekw.), pochodna propargilowa (1 ekw.), CuSO4-5H;0 (0,1 ekw.),
askorbinian sodu (0,2 ekw.), mieszanina THF-woda (7:3, v/v), t.p.,
24 godz.

3.5. Modyfikacje kwaséw nukleinowych w pozycji 2'

W pracy P.3 przedstawitem strategie syntezy, modyfikacji, oczyszczania i ana-
lizy oligonukleotydéw ON1-5 oraz ich koniugatéw. Schemat reakcji oraz warunki
eksperymentalne zostaly przedstawione na Rys. 26. Synteze rozpoczgtem od otrzy-
mania oligonukleotydéw ON1-5, sposréd ktérych ON3, ON4 i ON5 zawieraly ury-
dyne modyfikowang w pozycji 2' za pomocg ugrupowania propargilowego. Ta mody-
fikacja umozliwita pdzniejsze zastosowanie strategii click chemistry do modyfikacji
tych oligonukleotydéw. Otrzymane wczes$niej bloki budulcowe, ktére zawieraty ugru-
powanie azydkowe w terminalnej pozycji tgcznika, tj. pochodna cyklenu 32 (Rys. 23),
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Rys. 26. Schemat post-syntetycznej strategii sprzegania 2’-modyfikowanych oligonukleotydéw
ON1-5 z pochodnymi azydkowymi. Reagenty: (i) CuSO,-TBTA, askorbinian sodu (1:1:2,5, n/n), po-
chodna azydkowa (100-krotny nadmiar molowy), bufor TEAA/DMSO, Ar, wspomaganie mikrofa-
lowe, 90 °C, 2 godz.; (ii) CuSO4-THPTA, askorbinian sodu (1:1:2,5, n/n), pochodna azydkowa (200-
krotny nadmiar molowy), bufor TEAA/DMSO, Ar, wspomaganie mikrofalowe, 90 °C, 2 godz.; (c) r-r
NH5 (35%), 55 °C, 12 godz.; 3TFA — cyklen zabezpieczony trzema grupami CFsCO; 2TFA — cyklen
zabezpieczony dwoma grupami CFsCO, ?TFA — mieszanina produktow o nieokreslonej liczbie grup
zabezpieczajqcych CF5CO.

pochodna tioksantonu 20b (Rys. 21) oraz pochodna 1,8-naftalimidu 15b (Rys. 20),
zostaty skonjugowane z oligonukleotydami ON3-5 w reakcji CuUAAC wspomaganej
mikrofalami. W kontekscie efektywnosci sprzegania matoczgsteczkowych zwigzkéw
chemicznych z oligonukleotydami ON3 i ON4, zawierajgcymi ugrupowanie 2’-O-pro-
pargilowe w jednym miejscu taricucha, istniejg dwa istotne parametry, ktore wptywajg
na wydajnos¢ reakcji — wspomaganie mikrofalowe i zastosowanie kompleksu CuSOs-
TBTA. Brak ktéregos z tych elementéw skutkowat brakiem reakcji sprzegania. W przy-
padku sprzegania oligonukleotydu ON5, zawierajgcego ugrupowanie 2’-O-propargi-
lowe w dwdch miejscach tancucha, zastosowanie kompleksu CuSO4-TBTA nie powo-
dowato efektywnej katalizy reakcji, z kolei zastosowanie kompleksu CuSO,-THPTA,
powodowato efektywng katalize reakcji CuAAC.

W przypadku reakcji sprzegania interkalatorow z ON3 i ON4, prowadzgcych do
koniugatow ON9-12, produkty tych reakcji znaczgco réznity sie od wyjsciowych oli-
gonukleotydéw pod wzgledem lipofilowosci. Ich efektywna izolacja byta mozliwa juz
przy wykorzystaniu tylko RP-HPLC z pétpreparatywng kolumng C18. Natomiast proba
izolacji koniugatéow cyklenu, ON13-15, jedynie przy uzyciu RP-HPLC prowadzita
zawsze do otrzymania mieszaniny produktéw. W zwigzku z tym, w przypadku otrzy-
mywania koniugatéw cyklenu, zastosowatem metode, w ktdrej grupy zabezpieczajgce
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(trifluorooctanowe) pozostawiono na czas izolacji przy uzyciu RP-HPLC. Dzieki temu
mozliwa byla efektywna izolacja posrednich produktéw sprzegania ON6, ON6', ON7"
i ON8". Nastepnie, po odbezpieczeniu grup trifluorooctanowych w obecnosci wod-
nego roztworu NHjs i izolacji przy uzyciu IE-HPLC (chromatografia jonowymienna),
uzyskano koncowe koniugaty ON13-15 o wysokiej czystosci.

W wyniku sprzegania oligonukleotydu ON3 z pochodng 32 zaobserwowatem
powstawanie dwdch produktéw sprzegania — produktu gtéwnego, ON6, charaktery-
zujgcego sie obecnos$cig wszystkich trzech grup zabezpieczajgcych TFA w obrebie
pierscienia cyklenu oraz produktu ubocznego, ON6’, w ktérym jedna z grup trifluoro-
octanowych ulegta odbezpieczeniu. Oba produkty wykazywaty wyraZnie odseparo-
wane frakcje podczas oczyszczania RP-HPLC. Zebranie tych frakcji osobno i odbez-
pieczenie obu produktéw posrednich oddzielnie prowadzito do uzyskania tego sa-
mego produktu koricowego, tj. koniugatu ON13. Ze wzgledu na te wyniki, dla pozo-
statych reakcji sprzegania pochodnej 32 z ON4 i ON5, zastosowatem strategie izolacji
polegajacg na zebraniu wszystkich frakcji pétproduktéow razem (zaréwno zabezpie-
czonych catkowicie, jak i niecatkowicie) i nastepnie wspdlne odbezpieczenie grup tri-
fluorooctanowych i oczyszczenie konncowego produktu metodg IE-HPLC.

W ramach swoich badan opracowatem rowniez drugg metode modyfikacji nu-
kleozydéw w pozycji 2'. Polegata ona na otrzymaniu 2,2'-anhydrourydyny (38) z ury-
dyny (27) w reakcji z karbonianem difenylu [87], a nastepnie wprowadzeniu 1,8-naf-
talimidu poprzez linker 1,6-diaminoheksylenowy. Schemat reakcji oraz warunki eks-
perymentalne zostaty przedstawione na Rys. 27, a szczeg6towy opis metodyki syn-
tezy, metod izolacji oraz analizy strukturalnej wszystkich produktéw reakcji znajduje
sie w pracy P.1.

Grupe 5-OH w 2,2’-anhydrourydynie zabezpieczylem za pomocg chlorku
trytylu wedtug opisanej metody (grupa trytylowa ze wzgledu na jej duze rozmiary
zabezpiecza selektywnie tylko pozycje 5') [88]. Powstata pochodna 39 zostala
nastepnie poddana reakcji z linkerem pochodng 1,6-diaminoheksanu, w ktérym jedna
z grup aminowych byla zabezpieczona grupg Boc, a druga przeksztalcona w
izotiocyjanianowg. W ten sposob otrzymatem posredni produkt 40, ktory zawiera cha-
rakterystyczny pierscieni oksazolo-2(3H)-tionu. Poniewaz obie zastosowane grupy za-
bezpieczajgce (Tr i Boc) sg labilne w srodowisku kwasnym, mozna je odbezpieczy¢ w
jednym etapie, uzyskujac pochodng 41. Nastepnie, w Srodowisku zasadowym, otwiera
sie pierscien oksazolo-2(3H)-tionu. Wolna grupa aminowa obecna w pochodnej 42
moze zosta¢ poddana reakcji z bezwodnikiem 1,8-naftalenowym (lub jego pochod-
nymi, ktérych opis znajduje sie w pracy P.1), co prowadzi do uzyskania konncowego
produktu 43.
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Rys. 27. Schemat modyfikacji urydyny w pozycji 2’ poprzez pochodnq oksazolo-2(3H)-tio-
nowgq. Reagenty: (i) (PhO).CO (1 ekw.), NaHCOs (1 ekw.), DMF, 80 °C, 2 godz.; (ii) TrCI (1
ekw.), DMSO-pirydyna (9:1, v/v), 80 °C, 2 godz.; (iii) BocNH-(CH3)s-NCS (2 ekw.), DBU (2
ekw.), MeCN, t.p., Ar; (iv) HCI (35%, 5 ekw.), CHxCl,, t.p.; (v) NaOH (20 ekw.), EtOH-H-0O
(5:1, v/v), t.w., 2 godz.; (vi) DMAP (2,5 ekw.), pirydyna, EtOH, t.w., 18 godz.

3.6. Ocena oddzialywania koniugatéw z DNA

W kolejnym etapie badan dokonatem oceny oddzialywania otrzymanych ma-
toczgsteczkowych zwigzkéw chemicznych i ich koniugatow z DNA. Poczgtkowo sku-
pitem sie na zbadaniu wptywu modyfikacji struktury dwéch wyjsciowych uktadéw in-
terkalujgcych — 1,8-naftalimidu i 2-hydroksy-tioksantonu — na ich oddziatywanie z
DNA. Do tego celu wykorzystatem pochodng 1,8-naftalimidu o strukturze 14c, czyli
N-(6-bromoheksylo)-1,8-naftalimid, jako wzorca do badan nad oddzialywaniem z
DNA. W ramach pracy P.4 opisatem trzy rodzaje eksperymentéw: (a) pomiar tempe-
ratury topnienia DNA, (b) pomiar dichroizmu kotowego oraz (c) pomiar lepko$ci DNA,
ktére miaty na celu ocene oddzialtywania koniugatéw barwnikéw i makrocykli z DNA.
Wyniki tych eksperymentéw znajdujg sie na Rys. 28 (Rys. 6 w P.4)

Zazwyczaj proste wigzanie w rowku i interakcje elektrostatyczne czgsteczek li-
ganda z DNA powodujg nieznaczne (lub zadne) zakldcenie potozenia i intensywnosci
pasm zwigzanych z uktadem zasad i helikalnoscig DNA, podczas gdy interkalacja zna-
czgco zmienia intensywno$¢ zaré6wno pasma dodatniego (okoto 275 nm) jak i ujem-
nego (okoto 245 nm) w widmie CD [89, 90]. Badania wykazaty, Zze dodanie zwigzku 14c¢
do CT-DNA spowodowalo zmniejszenie ujemnego pasma przy 245 nm oraz jeszcze
bardziej znaczgce zmniejszenie dodatniego pasma przy 275 nm w widmie CD (Rys.
28b). Wyniki te wskazujg na zdolnos¢ tej pochodnej do interkalacji do CT-DNA przy
zachowaniu formy B-DNA. W ramach tego samego eksperymentu przetestowatem
rowniez koniugaty 1,8-naftalimidu i 1-aza-4-korony-12 (33a—c) oraz 1,8-naftalimidu
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(d)
Rys. 28. Krzywe topnienia dla roztworéw DNA-CT (20 uM) i (a) 33a-c oraz (b) 36a—c w buforze kokady-
lanowym (20 mM; pH 7,0; [ligand]/[DNA] = 0,30). Widma CD DNA-CT (200 uM) w obecnosci i nieobecnosci
(c) 33a-c i 14c, oraz (d) 36a—c i 19¢ w buforze Tris—HCI (5 mM; NaCl 50 mM; pH 7,0 w 25 °C; [li-
gand]/[DNA] = 0,30). Wptyw stezenia (e) 33a—c, (f) 36a-c oraz EtBr na wzglednq lepkos¢ DNA-CT (200
uM) w buforze Tris—HCI (5 mM; NaCl 50 mM; pH 7,0 przy 25 °C; [ligand]/[DNA] = 0,00, 0,05, 0,10, 0,15,
0,20, 0,25, 0,30, 0,35, 0,40). Wszystkie podane wartosci sq Sredniq z trzech niezaleznych eksperymentow.

i cyklenu (35a-c), jednak zadna z tych grup koniugatéw nie wy-kazata zmian w wid-
mie CD, co sugeruje brak wlasciwosci interkalacyjnych tych pochodnych. W celu po-
twierdzenia tej hipotezy przeprowadzitem dwa dodatkowe eksperymenty, jednak za-
rowno wyniki pomiaru temperatury topnienia CT-DNA (Rys. 28a), jak i lepkosci
CT-DNA (Rys. 28c) w obecnosci koniugatow 1,8-naftalimidu nie r6znity sie od wyni-
kéw uzyskanych dla samego CT-DNA. Mozna wiec wnioskowac, Ze koniugacja 1,8-
naftalimidu z wybranymi makrocyklami powoduje zmiane sposobu oddzialywania
1,8-naftalimidu z DNA lub catkowicie pozbawia go tych wtasciwosci.

Korzystajgc z tej samej metodologii badan, doszedtem do podobnych wnio-
skow w przypadku pochodnych 2-hydroksy-tioksantonu. Jako wzorca dla tej grupy ko-
niugatéw uzyltem pochodnej 19c, czyli 2-((6-bromoheksylo)oksy)-tioksantonu. Po-
dobnie jak w przypadku wzorca dla 1,8-naftalimidow, pochodna 19¢ w obecnosci CT-
DNA réwniez spowodowata zmiany w widmie CD, §wiadczgce o jej wlasciwosSciach in-
terkalacyjnych (Rys. 28e), aczkolwiek o mniejszym stopniu niz w przypadku
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pochodnej 14¢. Réwniez jak w przypadku 1,8-naftalimidéw, koniugacja 2-hydroksy-
tioksantonu z 1-aza-4-korong-12 prowadzita do utraty wtasciwosci interkalacyjnych
przez otrzymane koniugaty (36a—c), co potwierdzajg badania zmiany temperatury
topnienia (Rys. 28d) i lepkosci CT-DNA (Rys. 28f).

Wbudowanie czgsteczek 1,8-naftalimidu i tioksantonu bezposrednio w struk-
ture DNA, jak ma to miejsce w przypadku koniugatéw ON9-12 (Rys. 26), doprowa-
dzito do stabilizacji termicznej podwodjnej helisy utworzonej z komplementarnych oli-
gonukleotydow. Rys. 29 przedstawia podsumowanie efektow stabilizacyjnych i de-
stabilizacyjnych dupleksow DNA w zaleznosci od rodzaju, iloSci i pozycji wprowadzo-
nych modyfikacji do komplementarnych oligonukleotydow.

ON1 ON9 ON11 ON13 ON15
5"-GTG ATA TGC |[5-GTG AUTA TGC [5-GTG AU TGC |5-GTG AUA TGC |5-GUG ATA USGC
ON2 |3rcac TAT ACG |3'-CAC TAT ACG [3'-CAC TAT ACG |3'-CAC TAT ACG |[3'-CAC TAT ACG
DUl: ref. 32.5 °C DU2: +3.0 °C DU3: +3.0 °C DU4: -4.0 °C DU5: -13.0 °C
5"-GTG ATA TGC [5'-GTG AU'™ TGC |5-GTG AUM TGC |[5-GTG AUA TGC [5-GUG ATA USGC
ON1O | 3r—cAC U™ T ACG |[3'-CAC UTAT ACG |[3'-CAC UTAT ACG [3'-CAC UTAT ACG |3'-CAC UTAT ACG
DU6: +4.5 °C DU7: +9.0 °C DU8: +10.0 °C DU9: +1.0 °C DU10: -4.0 °C
5'-GTG ATA TGC [5-GTG AU TGC [5-GTG AUNM TGC [5-GTG AUA TGC [5-GUG ATA USGC
ON12|3/—cac UAT ACG [3'-CAC UMT ACG [3'-CAC UMAT ACG |[3'-CAC UAT ACG [3'-CAC UAT ACG
DUll: +6.0 °C DUl2: +5.0 °C DU13: +7.0 °C DU14: +1.0 °C DU15: -9.0 °C
5'-GTG ATA TGC [5-GTG AU'™A TGC [5-GTG AU TGC [5-GTG AUA TGC |5 -GUG ATA USGC
ONl4 |3/-cAC UAT ACG [3'-CAC UAT ACG |[3'-CAC UAT ACG [3'-CAC UAT ACG |3'-CAC UAT ACG
DU16: -5.5 °C DU17: -2.5 °C DU18: -0.5 °C DU19: -5.0 °C DU20: -18.0 °C
5'-GTG ATA TGC |[5-GTG AU™ TGC [5-GTG AUA TGC [5'-GTG AUA TGC
MML |3 cac TCT ACG [3'-CAC TCT ACG |3'-CAC TCT ACG [3'-CAC TCT ACG N/0
DU21: ref. 17.0 °C DU22: +7.5 °C DU23: +6.0 °C DU24: -4.0 °C
5-GTG ATA TGC |5-GTG AUTA TGC |[5-GTG AU TGC |5'-GTG AUA TGC
MM2 |3/ cac TTT ACG |3'-CAC TTT ACG |[3'-CAC TTT ACG |3'-CAC TTT ACG N/0
DU25: ref. 17.5 °C DU26: +7.0 °C DU27: +5.5 °C DU28: +1.0 °C
5"-GTG ATA TGC |[5-GTG AUT™A TGC [5-GTG AU TGC [5'-GTG AUA TGC
MM3 | 3r cac TGT ACG |[3'-CAC TGT ACG [3'-CAC TGT ACG |3'-CAC TGT ACG N/0
DU29: ref. 23.0 °C DU30: +5.0 °C DU31: +7.0 °C DU32: -5.0 °C

Rys. 29. Zestawienie struktur duplekséw i zmiany temperatury topnienia (AT,,) modyfikowanych duplekséw
w poréwnaniu z odpowiednimi kontrolami. Kolumny przedstawiajq oznaczenia dla nici 5°, rzedy przedsta-
wiajq oznaczenia dla nici 3. Wartosci AT, sq Sredniq z trzech pomiaréw. DU1 stanowi referencje dla DU2-
20, DU21 stanowi referencje dla DU22-24, DU25 stanowi referencje dla DU26-28, DU29 stanowi refe-
rencje dla DU30-32. Warunki: 2,5 uM kazdej nici, 5,8 mM bufor NaH,PO./Na,HPO, (pH 7,0), zawierajqcy
100 mM NaCl i 0,10 mM EDTA. Wartosci T,, odzwierciedlajq Sredniq z dwoch pomiaréw. N/O — nie okre-
slono.

Obecno$¢ pojedynczej czgsteczki 1,8-naftalimidu w dupleksach DU3 i DU11
spowodowata wzrost ich temperatury topnienia (ATm) odpowiednio o +3 i +6 °C w po-
roOwnaniu z macierzystym (niemodyfikowanym) dupleksem DU1 (T = 32,5 °C). Wpro-
wadzenie dwéch czgsteczek 1,8-naftalimidu do DU13 prowadzi do AT = +7 °C.

Wprowadzajgc pojedyncze czgsteczki tioksantonu w strukture DU2 (ATm = +3
°C) i DU6 (ATw = +4,5 °C), zaobserwowalem podobne efekty stabilizacyjne zwigzane z
pozycjg modyfikacji w dupleksie — modyfikacja sgsiadujgca z parg GC prowadzita do
wiekszej stabilizacji dupleksu. Ciekawym spostrzezeniem jest synergiczny efekt sta-
bilizacji w dupleksie DU7 (ATw = +9 °C), w ktérym obecne sg dwie czgsteczki tioksan-
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tonu. Jeszcze bardziej interesujgce jest duze zréznicowanie stabilizacji w dupleksach
DU12 (AT =+5 °C) i DU8 (ATm = +10 °C), ktére zawierajg jedng czgsteczke 1,8-nafta-
limidu i tioksantonu na przeciwnych niciach, r6znigcg sie pozycjg modyfikacji.

Chociaz doktadne przyczyny opisanych réznic w stabilizacji duplekséw nie zo-
staly przez mnie w pelni wyjasnione, podjglem badania majgce na celu zglebienie
ogdlnego mechanizmu stabilizacji modyfikowanych dupleksow. Ze wzgledu na to, ze
zaréwno 1,8-naftalimid, jak i tioksanton sg znane jako interkalatory, przeprowadzi-
tem eksperymenty majgce na celu potwierdzenie interkalacyjnego oddzialywania
barwnikéw obecnych w modyfikowanych dupleksach. Rys. 30 (Rys. 2 w P.3) przed-
stawia widma CD dla wiekszosci otrzymanych dupleksow (z wyjgtkiem dupleksow za-
wierajgcych dwie czgsteczki cyklenu ze wzgledu na ich niskg temperature topnienia).
Jak wynika z Rys. 30, obecnos¢ czgsteczek 1,8-naftalimidu w DU3 oraz tioksantonu w
DU2 powoduje zmiane intensywnos$ci obu pasm CD przy zachowaniu struktury B-
DNA, co wskazuje na wystepowanie zjawiska interkalacji. Podobne efekty mozna za-
obserwowac dla pozostatych duplekséw modyfikowanych tymi barwnikami.

16 Seria ON2 22 Seria ON9
5GTG AXA TGC 5GTG AXA TGC
12]3-CAC TAT ACG 1843.CAC UAT ACG
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Rys. 30. Widma CD zarejestrowane w t.p. dla: (a) DU1-4, (b) DU6-9, (c) DU11-14 i (d) DU16-19.
Eksperymenty przeprowadzono w buforze fosforanowym: NaH,PO4/Na;HPO, 5,8 mM (pH 7,0), zawie-
rajgcym 100 mM NacCl i 0,10 mM EDTA. Stezenie komplementarnych oligonukleotydow 2,5:2,5 uM.

41



Whnioski ptyngce z tych badan wskazuja, ze sita efektu stabilizujgcego wynika-
jacego z koniugacji oligonukleotydéw z czgsteczkami 1,8-naftalimidu i tioksantonu
zalezy zaréwno od pozycji wprowadzonych modyfikacji — modyfikacja U sgsiadujgcej
z parg GC powoduje wiekszg stabilizacje dupleksu niz modyfikacja U sgsiadujgcej z
parg AT - jak rowniez od ilosci wprowadzonych modyfikacji. Warto jednak zauwazy¢,
ze efekty stabilizacyjne nie sg w petni addytywne, a w przypadku wprowadzenia wiecej
niz jednej modyfikacji zalezg od dodatkowych czynnikéw i sg trudne do przewidzenia,
co zostato szerzej opisane w P.3. Istotnym czynnikiem odpowiedzialnym za stabiliza-
cje modyfikowanych dupleksow jest interkalacja barwnikéw do DNA.

Efekty zwigzane z wprowadzeniem czgsteczki cyklenu do duplekséw wykazujg
odmienny charakter. Zazwyczaj taka modyfikacja prowadzi do obnizenia stabilnosci-
termicznej otrzymanych duplekséw o okoto -4 do -5 °C na jedng wprowadzong czg-
steczke cyklenu (Rys. 29). Praca P.3 stanowi pierwszy na $wiecie przyktad kowalen-
cyjnej modyfikacji oligonukleotydéw za pomocg cyklicznej poliaminy. Jak wynika z
Rys. 30, wprowadzenie cyklenu do duplekséw nie powoduje zauwazalnych zmian w
ich widmach CD. Praca P.3 zawiera przeglad literatury, w ktérej wykazatem, ze réw-
niez wprowadzenie liniowych poliamin w pozycjach 2'i 4" pierScienia D-rybofuranozy
zwykle niekorzystnie wptywa na stabilnos¢ (lub nie wykazuje zadnego efektu) mody-
fikowanych duplekséw, podczas gdy wprowadzenie poliamin na konicach 3'i 5' oligo-
nukleotydow powoduje wzrost stabilnosci termicznej takich dupleksow. Jedynym wy-
jatkiem, w ktorym wprowadzenie cyklenu spowodowato zauwazalng stabilizacje (ATm
= +1,0 °C), byt dupleks DU28. W przypadku tego dupleksu wystepuje pojedyncze nie-
dopasowanie zasad TT (lub UT) w tym samym miejscu, w ktérym znajduje sie mody-
fikacja UC. Mozemy przypuszczacd, ze niedopasowanie TT w tym obszarze struktury
DNA powoduje powstanie luki, co umozliwia oddzialtywanie cyklenu z tyming, ktore
mogq utworzy¢ sparowany, trzeciorzedowy kompleks. Wyniki innych badan oraz
szczegblowy opis oddziatywan w kompleksie cyklenu z tyming zostaly przedstawione
w przeglagdowej pracy P.6.

3.7. Ocena aktywnosci biologicznej otrzymanych zwigzkow
3.7.1. Aktywnos¢ biologiczna w-hydroksyloalkilo-1,8-naftalimidow

Badania nad aktywnos$cig biologiczng rozpoczatem od analizy wptywu pod-
stawnikébw w strukturze 1,8-naftalimidu na jego wtasciwosci antyproliferacyjne.
Szczegbdtowe wyniki tych badan zostaty opisane w pracy P.2. Tabela 2 przedstawia
podsumowanie aktywnos$ci antyproliferacyjnej na dwdch liniach komérek nowotwo-
rowych oraz jednej linii komérek prawidtowych. Z tabeli wynika, ze pochodne o tych
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Tabela 2. Podsumowanie wynikéw badan aktywnosci antyproliferacyjnej
wybranych pochodnych 1,8-naftalimidu przeciwko ludzkim komdrkom no-
wotworowym jelita grubego HCT 116, komdérkom nowotworu ptuc A549
oraz prawidtowym komdrkom nabtonka oskrzelowego BEAS-2B.

Struktura gru ochodnych HCT116 A49 BEAS-2B
s Y WtICo @M)  ICso (uM) ICso (uM)
o)
oL g o
W 2,9-6,7 3,8-9,8 1,4-8,3
6a-e
o]
ol o
o)~ 0,5-2,3 2,2-3,5 0,8-2,5
8a-e
(o]
HoN
. iNW"“ 39,5-65,4 >50
S >100
(9e: 50) (9b: 52,6)
9a-e”

H o)
Ho )"N< " 29,0-46,9  55,8-91,7  55,5-103,4
[0

(10a-b: >50) (10a-b; >50) (10a-b: >50)
10a-e“

H o]
P i W RGP
N~ 1,1-2,1 1,1-2,4 1,0-2,1

11a-e

“ﬁ 4

/\/

" ) N O >100 >100 >100
HO > %

(12b: 64,3)  (12b: 64,1)  (12b: 44,3)
12a-e“

a - Ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalnos¢ (<50 uM) dla pochodnych 9d-
e, 10a-b, 12a i 12c-e nie udato sie wyznaczy¢ wartosci ICso.

samych podstawnikach w pierscieniu naftalenowym, ale r6znej dtugosci taricuchach
w-hydroksyloalkilowych, wykazujg bardzo zblizong aktywno$¢ antyproliferacyjna,
mieszczacg sie w tym samym rzedzie wielkosci. Dtugos$¢ podstawnikéw w-hydroksy-
loalkilowych nie jest wiec gléwnym czynnikiem decydujagcym o aktywnosci antypro-
liferacyjnej. Jednakze rodzaj i ilo§¢ grup wprowadzonych do pierScienia naftaleno-
wego majg istotne znaczenie. Latwo zauwazy¢, ze pochodne zawierajgce co najmniej
jedng grupe nitrowa (6a—e, 8a—e, 11a—e) wykazujg znacznie wiekszg aktywnos¢ w
poréwnaniu do pochodnych zawierajgcych grupy aminowe (9a-e) oraz pochodnych
zawierajgcych wylgcznie grupy w-hydroksyloalkilowe (10a-e, 12a-e).

Wczes$niejsze badania wykazaly, ze Amonafid i Mitonafid sg silnymi inhibito-
rami topo II [78-81]. Ze wzgledu na mechanizm dziatania, inhibitory topo II mozna
podzieli¢ na dwie grupy: ,trucizny topoizomerazy” (np. etopozyd, mitoksantron, NK-
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Rys. 31. Dekatenacje kDNA oceniano poprzez monitorowanie pojawiania sie zdekatenowanego dkDNA w
obecnosci badanych zwigzkéw w réznych stezeniach. "C+" oznacza kDNA w obecnosci topo II jako kontrole
pozytywng, "C-" oznacza kDNA w nieobecnosci topo II jako kontrole negatywnq, "Am" oznacza Amondafid,
"Mit" oznacza Mitonafid, "L" oznacza marker liniowej formy DNA, a "D" oznacza marker dekatenowanej
formy dkDNA. (po lewej) Hamowanie dekatenacji kDNA za posrednictwem topo II przez badane zwiqzki w
stezeniu 50 uM lub (po prawej) w stezeniu 200 yM.

314) oraz inhibitory katalizy topoizomerazy (np. MST-16) [91, 92]. "Trucizny topoizo-
merazy" powodujg stabilizacje trzeciorzedowych komplekséw topo II:DNA prowadzg-
cych do podwdjnych peknieé nici DNA (DSBs). W przypadku inhibitoréw katalizy to-
poizomeraz, obserwuje sie podobny efekt, ale dopiero po dtuzszej ekspozycji na te
zwigzki [93]. Inhibitory katalizy topoizomeraz stanowig grupe zwigzkow o zréznico-
wanej strukturze, a ich mechanizm dziatania opiera sie na interkalacji do DNA i od-
dzialywaniu z topoizomerazg w réznych etapach cyklu katalitycznego [91].

Na podstawie badan przeprowadzonych w ramach pracy P.2, ocenitem zdol-
no$¢ wybranych pochodnych 1,8-naftalimidu (8b, 8e, 11b, 11e, 12b i 12e), ktore po-
siadajg cechy strukturalne Amonafidu i Mitonafidu, do hamowania aktywnosci topo
II. Wyniki tych badan zostaty przedstawione na Rys. 31 (Rys. 2 w P.2). Wynika z
niego, ze przy stezeniu 50 uM badane zwigzki nie wykazywaty zdolnosci do hamo-
wania topo II. Jednak przy zwiekszeniu stezenia tych zwigzkéw do 200 uM zaobser-
wowano pelne zahamowanie aktywnosci topoizomerazy II, ale nie stwierdzono obec-
nosci podwéjnych peknie¢ DNA. Na podstawie tych obserwacji mozna wnioskowac,
ze otrzymane zwigzki nalezg do grupy stabych inhibitoréw katalizy topo II.

3.7.2. Aktywnos¢ biologiczna koniugatow interkalator-makrocykl

Metodologia i wyniki badan dotyczgcych aktywnosci biologicznej koniugatow
interkalatoréw i makrocykli otrzymanych poprzez sprzeganie za pomocg metody click
chemistry zostaly szczegdtowo opisane w pracy P.4. Badania rozpoczeto od oceny cy-
totoksycznosci wszystkich koricowych koniugatéw wobec panelu trzech linii komérek
nowotworowych i czterech linii prawidtowych. W niniejszej pracy wyniki tych badan
zostaty podsumowane w Tabeli 3. Ze wzgledu na brak istotnych réznic w aktywnos$ci



koniugatéw w zaleznosci od badanych linii komérkowych, wyniki tych badan przed-
stawitem w formie zakresu aktywnos$ci wobec panelu komdrek nowotworowych lub
prawidlowych, bez szczegétowego wskazywania linii komoérkowych. Pelne i szczego-
towe wyniki tych badan zostaly przedstawione na Rys. 6 w P.4. oraz podsumowane w
Tabeli 1 wP.4.

Jak juz zauwazytem, okreslone koniugaty wykazywaty podobng aktywnos$¢ wo-
bec réznych linii wsréd danego panelu komérkowego, a nawet podobng aktywno$¢
miedzy panelem nowotworowym i prawidlowym. Pierwszym wnioskiem, ktéry mozna
wyciggnac, jest zatem brak wyraznej selektywnosci otrzymanych koniugatow wobec
komérek nowotworowych. Jednak w przeciwienistwie do oméwionych w poprzednim
rozdziale pochodnych w-hydroksyloalkilo-1,8-naftalimidowych, aktywnos¢ cytotok-
syczna koniugatéw interkalator-makrocykl wyrazZnie zalezy od dtugosci wprowadzo-
nego tancucha alkilowego pelnigcego role tgcznika miedzy tymi dwoma ugrupowa-
niami.

Drugim wnioskiem, ktéry wynika z analizy wynikow z Tabeli 3, jest zauwa-
zalny wzrost aktywnosSci cytotoksycznej wraz ze wzrostem dtugosci tgcznika alkilo-
wego. Efekt ten jest szczegdblnie widoczny dla koniugatéw 1-aza-12-korony-4, 33a-c
(Rys. 29) i 36a—c (Rys. 25). Pochodna 33a, charakteryzujgca sie najkrotszym — etyle-
nowym tgcznikiem, praktycznie nie wykazywata aktywnosci cytotoksycznej wobec ba-
danych linii komérkowych (ICso > 500 pM). Natomiast wydtuzenie tgcznika do butyle-
nowego w 33b i heksylenowego w 33¢ spowodowato pojawienie sie umiarkowanej ak-
tywnosci cytotoksycznej. Cho¢ réznica w aktywnos$ciach nie jest duza, mozna rowniez
zauwazy¢, ze pochodne z tgcznikiem heksylenowym sg nieco bardziej aktywne od po-
chodnych z 1gcznikiem butylenowym. Analogiczna zalezno$¢ ma miejsce w przypadku
koniugatow tioksantonu, 36a-c.

Kolejnym wnioskiem jest znacznie wyzsza aktywnos$¢ koniugatow tioksantonu
i 1-aza-12-korony-4, 36a-c w poréwnaniu do analogicznych koniugatow 1,8-naftali-
midu, 33a-c. Wyrazny wplyw rodzaju interkalatora na aktywno$¢ cytotoksyczng jest
obserwowany w obu panelach komoérkowych. Oprocz rodzaju interkalatora, duzy
wplyw na aktywno$¢ cytotoksyczng ma réwniez rodzaj skoniugowanego makrocyklu.
Koniugaty 1,8-naftalimidu i cyklenu, 35a-c, zwlaszcza pochodne z 1gcznikiem etyle-
nowym i butylenowym, wykazujg znikomg aktywnos$¢ cytotoksyczng (ICso > 500 uM).
Jedynie pochodna 35c¢ z tgcznikiem heksylenowym osiggata ICso < 500 uM wobec nie-
ktérych linii komérkowych, jednak w poréwnaniu do analogicznego koniugatu 1-aza-
12-korony-4, 33c, byta 3 do 5-krotnie mniej aktywna. W pracy P.4, bazujgc na donie-
sieniach z literatury, argumentuje sie te roznice w cytotoksyczno$ci miedzy koniuga-
tami cyklenu i 1-aza-korony-4 jako wynikajgce z r6znicy w zdolno$ci tych dwéch grup
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Tabela 3. Aktywnosci antyproliferacyjna wybranych koniugatow przeciwko ko-
mérkm prawidtowym: Vero (matpie komérki nerki), LLC-MK2 (nerka matpy),
NCTC 929 (mysie fibroblasty), MRC-5 (fibroblasty ludzkie); oraz komérkom no-
wotworowym: HeLa (komdrki raka szyjki macicy), A549 (ludzki niedrobnokomdr-
kowy rak ptuc), HepG2 (ludzki rak wqtroby).

Struktura grupy Panel komérek nowo-  Panel komérek pra-
pochodnych tworowych ICso (uM)  widtowych ICso (uM)
N{-I_I-}N
I o L
:;fNA@?WNJN 35a: >500 35a: >500
O o) 35b: >500 35b: >500
35a:n=2 35c: 162,9-416,8°  35c: 156,7-269,2°
35b:n=4
35c:n=6
N\

33a: >500°
33b: 54,8-195,1
33c: 47,9-69,7

33a: >500
33b: 120,2-202,8
33c: 63,4-121,5

36a: 72,8-162,0
36b: 6,91-19,2
36¢: 7,15-13,6

33a: 91,0-179,5
33b: 11,76-42,7
33c: 1,36-10,5

63,5-159,1

42,6-123,8

>500

>500

a - Pochodna 35c nie byla aktywna (ICso > 500 pM) wobec linii LLC-MK2 i A549. b -
Pochodna 33a byta aktywna (ICso = 244,4 uM) jedynie wobec linii Vero.
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makrocykli do przekraczania btony komoérkowej. W warunkach fizjologicznych (pH
7.4), cyklen wystepuje w formie sprotonowanej (Elog P = -2.62, Clog P = -0.85), co
stanowi jeden z powodéw jego ograniczonej zdolnosci do przekraczania btony komér-
kowej, podczas gdy 1-aza-12-korona-4 charakteryzuje sie Clog P = 0.11.

Aby potwierdzi¢ te przypuszczenia, w kolejnym etapie badan skorzystatem z
faktu, ze koniugaty obydwu interkalatorow wykazujg silne wlasciwosci fluorescen-
cyjne, umozliwiajgce obserwacje ich wchtaniania i lokalizacji wewngtrzkomoérkowe;j.



Wiasciwosci spektroskopowe badanych koniugatow réwniez zostaly opisane w pracy
P.4. Wyniki badan z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego zostaty przedsta-
wione w postaci fotomikrografii na Rys. 32 (Rys. 4 w P.4) i Rys. 33 (Rys. 5w P.4). W
przypadku koniugatéw 35a-c zaobserwowano praktycznie brak wchianiania komor-
kowego, o czym $wiadczy brak fluorescencji komérek po usunieciu medium hodo-
wlanego. Z kolei inkubacja komorek z koniugatami 1-aza-12-korony-4, 33a-c i 36a-c
prowadzi do wyraznej fluorescencji komérek po usunieciu medium hodowlanego. Nie
zaobserwowano jednak zdolnosci tych zwigzkow do lokalizacji w specyficznych orga-
nellach komorkowych. Przeprowadzitem rowniez poréwnanie wptywu koniugacji ma-
krocyklu na wchtanianie komérkowe czgsteczek 1,8-naftalimidu i tioksantonu, posia-
dajgcych sam taricuch heksylenowy, odpowiednio 14c¢ i 19c. Z fotografii przedstawio-
nych na Rys. 32 wynika, ze pochodna 1,8-naftalimidu 14c nie jest wchtaniana przez
komoérki, podczas gdy pochodna tioksantonu 19c jest wchianiana przez komorki i
rownomiernie dystrybuowana w cytozolu. Na podstawie przeprowadzonych badan
mozna wnioskowaé, ze koniugacja poliaromatycznych barwnikéw z cykliczng polia-
ming, w tym przypadku cyklenem, prowadzi do powaznego ograniczenia lub catkowi-
tego braku wchtaniania komdérkowego otrzymanych koniugatéw, podczas gdy koniu-

Fluorescencja Widzialne Fluorescencja Potgczone

Rys. 32. Przyktadowe fotografie komorek A549 inkubowanych z: (po lewej) 33a—c i 14c, (po prawej) 33a—c
i 19¢ w stezeniu 10 uM przez 2 godz. Lewy panel pokazuje obrazy pola widzianego pod mikroskopem, srod-
kowy panel pokazuje fluorescencje widziang pod mikroskopem, a prawy panel pokazuje potqczone obrazy
wszystkich kanatéw na tych samych komérkach. Komérki analizowano za pomocq odwrdéconego mikroskopu
fluorescencyjnego przy powiekszeniu 150x.
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Widzialne Fluorescencja Potgczone

35a

35b

35¢

Rys. 33. Przyktadowe fotografie komdrek A549 inkubowanych z 35a-c i 14c w stezeniu 10 uM przez 2 godz.
Lewy panel pokazuje obrazy pola widzianego pod mikroskopem, Srodkowy panel pokazuje fluorescencje wi-
dzianq pod mikroskopem, a prawy panel pokazuje potqczone obrazy wszystkich kanatéow na tych samych
komoérkach. Komérki analizowano za pomocq odwréconego mikroskopu fluorescencyjnego przy powieksze-
niu 150x.

gacja z eterami koronowymi (lub ich aminowymi pochodnymi, takimi jak 1-aza-12-
korona-4) prowadzi do poprawy zdolnosci koniugatow do przedostawania sie do wne-
trza komorki. Taka strategia moze zostac¢ zastosowana w celu zwiekszenia wchtania-
nia koniugatow barwnikéw organicznych oraz czgsteczek lekow przez komorki.

Kolejng cechg badanych koniugatéw (oraz uktadu macierzystego 19c) jest brak
ich lokalizacji w jadrze komoérkowym, gdzie znajduje sie wiekszo$¢ materiatu gene-
tycznego komérki. Z opisanego w pracy P.4 przegladu literatury wynika, Zze chromo-
fory posiadajgce zdolno$¢ oddzialywania z DNA, np. poprzez interkalacje, preferen-
cyjnie gromadzg sie w jagdrze komdérkowym, co mozna tatwo zaobserwowac za pomocg
mikroskopii konfokalnej. Zatem brak lokalizacji koniugatow 33a-c i 36a—c w jadrze
komérkowym moze $wiadczy¢ o braku oddziatywania z DNA. Aby potwierdzi¢ te przy-
puszczenia, przeprowadzitem serie badani majgcych na celu okreslenie zdolnosci ko-
niugatéw 1-aza-12-korony-4 oraz ich uktadéw macierzystych, 14c i 19¢, do interka-
lacji. Wyniki tych badan przedstawione sg na Rys. 33 (Rys. 5 w P.4). Z tych badan
wynika, Ze Zaden z koniugatéw 1-aza-12-korony-4 nie posiada zdolnosci do termicz-
nej stabilizacji CT-DNA (czyli zwiekszenia jego Tw), nie powoduje zmian w widmach
dichroizmu kotowego CT-DNA, oraz nie prowadzi do wzrostu lepkosci CT-DNA. Takie
wyniki §wiadczg o braku zdolnosci badanych koniugatéw do interkalacji do CT-DNA.
W przeciwienistwie do badanych koniugatéw, ich uktady macierzyste, 14c i 19¢, po-
wodowaty charakterystyczne zmiany w widmie CD, ktére swiadczg o interkalacji z CT-
DNA. Wnioskiem, jaki mozna wyciggna¢ z tych badan, jest ograniczenie zdolnos$ci
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koniugatéw 1,8-naftalimidu i tioksantonu do interkalacji spowodowane przytacze-
niem do nich czgsteczki 1-aza-12-korony-4.

W ramach pracy P.4 podjglem rowniez probe wyjasnienia mozliwych przyczyn
réznicy w cytotoksycznos$ci pomiedzy koniugatami 1,8-naftalimidu 33a—c a koniuga-
tami tioksantonu 36a-c. Majgc na uwadze, ze pochodne tioksantonu majg zdolnos$¢
do generowania reaktywnych form tlenu (ROS) pod wplywem naswietlania, przepro-
wadzitem badania majgce na celu okres$lenie roznicy w cytotoksycznosci otrzymanych
koniugatéw wobec komorek linii A549 w warunkach bez naswietlania (tzw. warunki
ciemne) i po naswietleniu diodami LED (tzw. warunki jasne). Na podstawie badan
spektroskopowych przedstawionych na Rys. 2 w P.4 ustalitem, ze maksimum wzbu-
dzenia dla koniugatéw 1,8-naftalimidu (33a—c) wynosi 350 nm, a dla koniugatéw
tioksantonu (36a-c) 410 nm. Dostepne urzgdzenia do naswietlania ptytek 96-dotko-
wych umozliwiaty zastosowanie swiatta LED o dtugosci fali 340 i 400 nm, a wiec bar-
dzo zblizonego do wartos$ci optymalnych. Warto zaznaczy¢, ze dlugos¢ tgcznika mie-
dzy czgsteczkami chromoforu a makrocyklem nie miata wptywu na potozenie maksi-
mum wzbudzenia i emisji. Pelne i szczegétowe wyniki badan dotyczacych cytotok-
sycznos$ci w zalezno$ci od warunkow naswietlenia przedstawione sg na Rys. 7 w P.4,
a podsumowanie znajduje sie w Tabeli 2 w P.4. Z tych badan wynika, Ze koniugaty
1,8-naftalimidu nie wykazujg istotnych réznic w cytotoksycznosci w warunkach ciem-
nych i jasnych. Natomiast aktywnos$¢ cytotoksyczna koniugatow tioksantonu ulega
zmianie pod wplywem naswietlenia komoérek w obecnosci badanych zwigzkéw, pro-
wadzac do zauwazalnego obnizenia wartosci ICsp, nawet przy stosunkowo matych
dawkach energii swietlnej (20 J/cm?).

Chociaz duzy poziom reaktywnych form tlenu (ROS) moze prowadzi¢ do
uszkodzen wielu r6znych struktur i organelli komoérkowych, to jednym z najbardziej
wrazliwych i narazonych miejsc na takie uszkodzenia jest materiat genetyczny znaj-
dujacy sie w jadrze komorki. Czgsteczki ROS, takie jak rodniki hydroksylowe (¢OH),
sq zdolne do dyfuzji na krotki dystans do jgdra komoérkowego i powodowania uszko-
dzen DNA [98]. W ramach pracy P.4 przeprowadzitem poréwnanie poziomu dwéch
rodzajow uszkodzen DNA - pojedynczych (SSBs) i podwdjnych (DSBs) peknieé nici
DNA w komoérkach linii A549 poddanych dziataniu koniugatéw 1-aza-12-korony-4,
33a-ci36a-c, oraz roznym warunkom hodowli — bez naswietlania i z naswietlaniem.
Do badan technikg FHA (ang. fast halo assay) wykorzystatem materiat biologiczny po-
chodzgcy z badan cytotoksycznosci w warunkach ciemnych i jasnych, opisanych w tej
samej pracy. Eksperyment FHA to technika stosowana w biologii komérkowej do
oceny uszkodzen DNA w pojedynczych komérkach. Metoda ta pozwala na szybkie i
precyzyjne okresSlenie stopnia uszkodzenia DNA poprzez analize tworzenia tzw.
"halo" wokoét jadra komorkowego. Szczegotowy opis metodologii tego eksperymentu
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znajduje sie w pracy P.4. Wyniki eksperymentu zostaly przedstawione w Tabeli 2 w
P.4, oraz w Tabeli 4 w niniejszej pracy; reprezentatywne zdjecia uszkodzen DNA
znajdujg sie w suplemencie do P.4 (Rys. S67-84).

Pierwszym wnioskiem, ktéry mozna wyciggng¢ po zapoznaniu sie z wynikami z Ta-
beli 4, jest znaczna réznica w catkowitym poziomie uszkodzenn DNA (suma) spowo-
dowanych przez koniugaty 1,8-naftalimidu (33a-c) w poréwnaniu do koniugatéw
tioksantonu (36a—c). Inkubacja komoérek z koniugatami 33a-c spowodowata wzrost
uszkodzen DNA o okoto 30-70%, przy czym nie zaobserwowano dodatkowego wzro-
stu poziomu uszkodzen DNA po naswietleniu komérek. W poréwnaniu do koniugatéw
z 1-aza-12-korong-4, macierzysty uktad 14c nie powodowat zauwazalnego wzrostu
uszkodzen DNA, co jest zgodne z wczes$niejszymi obserwacjami na mikroskopie kon-
fokalnym dotyczgcymi braku wchtaniania tego zwigzki przez komérki.

Tabela 4. Podsumowanie wynikéw badan cytotoksycznosci w warunkach ciem-
nych i jasnych.

S Uszkodzenia DNA (NDF)
ruktura gru
grpy Warunki ciemne Warunki jasne
pochodnych
DSBs SSBs Suma DSBs SSBs Suma
W 33a:1,30 0,32 1,64 1,24 048 1,72

EA@NDNV[N\J)] 33b:1,20 0,19 1,39 1,29 025 1,54
n

. 33c:1,54 0,01 1,55 1,39 0,14 1,53

33a:n=2 14c: 1,10 0,10 1,20 1,10 0,01 1,11

33b:n=4 I

33c:n=6 Ctrl: 1,00 0,10 1,10 1,02 0,08 1,10
o 36a:2,48 2,50 4,98 295 302 598

OWN@”[NMOJ 36b:2,52 143 395 293 258 551
s (o] O

_° 36¢:3,52 2,40 592 451 346 7,97

36a:n=2
36b:n =4 19¢: 1,52 1,41 294 1,51 2,01 3,52
36c:n=6 Ctrl: 1,15 0.13 1,02 1,15 0,03 1,19

Komérki inkubowano z badanymi zwigzkami w ciemnosci przez 2 godz., nastepnie pod-
dano naswietleniu diodami LED o odpowiedniej dlugosci fali przez czas potrzebny do
dostarczenia energii 20 J/cm?. Dla zwigzkéw 33a—c i 14c¢ uzyto dlugosci fali 340 nm,
dla zwigzkéw 36a-c i 19¢ uzyto dtugosci fali 400 nm. Nastepnie komoérki byty dalej
inkubowane w ciemnosci przez 46 godz. Ctrl — kontrola, komérki hodowane bez poda-
nia zwigzkéw.

Inkubacja komorek z koniugatami tioksantonu, 36a—c, w warunkach ciemnych
spowodowata nawet 5-krotny wzrost poziomu uszkodzenn DNA. Po naswietleniu ko-
morek poziom uszkodzen wzrést jeszcze bardziej, osiggajac prawie 8-krotng wartos¢
kontroli. Oprocz wzrostu poziomu podwéjnych peknie¢ DNA, zaobserwowano przede
wszystkim duzy wzrost pojedynczych peknie¢ DNA, swiadczgcy o uszkodzeniach
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spowodowanych obecnos$cig ROS. Naswietlenie komorek réwniez spowodowato gtow-
nie wzrost uszkodzen typu SSB, natomiast poziom DSBs pozostal prawie niezmie-
niony, co dodatkowo potwierdza przypuszczenia, ze fotoindukowane generowanie
ROS jest gtéwng przyczyng zwiekszonego poziomu uszkodzert DNA przez koniugaty
tioksantonu.

4. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W ramach mojej pracy doktorskiej skoncentrowalem sie na syntezie i badaniu
wiasciwosci biologicznych dwdéch klas zwigzkéw: interkalatoréw DNA (pochodnych
1,8-naftalimidu i tioksantonu) oraz makrocykli (pochodnych cyklenu i 1-aza-12-ko-
rony-4). Przeprowadzitem odpowiednie syntezy chemiczne, dzieki ktorym otrzyma-
tem kilka zréznicowanych serii matoczgsteczkowych pochodnych tych dwéch grup
zwigzkow, a takze ich koniugatéw z wiekszymi bioczgsteczkami, takimi jak oligonu-
kleotydy. Dodatkowo, przeprowadzitem syntezy polegajgce na polgczeniu obu grup
zwigzkoéw poprzez tancuchy alkilowe o réznej dtugosci. Wszystkie opisane w niniej-
szej pracy zwigzki zostaty po raz pierwszy otrzymane i poddane wstepnej analizie pod
katem ich wlasciwosci biologicznych.

Motywacjg przewodnig wszystkich przeprowadzonych eksperymentéw byto
zbadanie wptywu modyfikacji i koniugacji matoczgsteczkowych zwigzkéw chemicz-
nych na ich zdolno$¢ do oddziatywania z DNA poprzez interkalacje oraz na ich wia-
Sciwosci biologiczne, takie jak aktywno$¢ antyproliferacyjna, wchtanialnos¢ i lokali-
zacja wewngtrzkomoérkowa. Waznym aspektem mojej pracy doktorskiej sg réwniez
dwie obszerne prace przegladowe, w ktorych doktadnie omowitem zagadnienia zwig-
zane z aktywno$cig biologiczng dwéch grup zwigzkow pojawiajgcych sie w niniejszej
pracy: pochodnych 1,8-naftalimidu (P.5) i cyklenu (P.6).

Na podstawie przeprowadzonych badan, mozna wyciggng¢ nastepujgce ogolne
wnioski dotyczgce wpltywu modyfikacji struktury na witasciwosci otrzymywanych
zwigzkow:

1. ZpracP.2iP.4wynika, Ze istotny wptyw na zwiekszenie aktywnos$ci an-
typroliferacyjnej pochodnych 1,8-naftalimidu ma wprowadzenie grupy
nitrowej do pier$cienia naftalenowego. Natomiast wprowadzenie pod-
stawnikow w-hydroksyalkilowych (zaréwno w pier§cieniu naftaleno-
wym, jak i pozycji imidowej) nie powoduje znaczgcych zmian w aktyw-
nosci antyproliferacyjnej. Dtugo$¢ wprowadzonych podstawnikow w-
hydroksyalkilowych rowniez nie wykazuje istotnego wptywu na aktyw-
no$¢ antyproliferacyjng. Natomiast obecno$¢ grupy aminowej w
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pierscieniu naftalenu prowadzi do znacznego spadku aktywnos$ci anty-
proliferacyjnej.

. Z pracy P.4 wynika réwniez, Ze samo przylgczenie tanicucha alifatycz-
nego (np. heksylowego) do czgsteczki interkalatora nie gwarantuje zna-
czgcej poprawy jego wchtaniania przez komorki (zobacz wyniki dla 14c¢).
Natomiast koniugacja z odpowiednig czgsteczka, posiadajgcg zdolnos¢
do penetracji blony komorkowej, moze znaczgco wspomac transport ko-
niugatow do wnetrza komorki. Badania wykazaty, ze do tego celu mozna
wykorzysta¢ koniugacje z eterami koronowymi lub ich bliskimi analo-
gami, takimi jak 1-aza-12-korona-4. Do tego celu nie nadajg sie nato-
miast cykliczne poliaminy takie jak cyklen, ktérych przytgczenie do czg-
steczki interkalatora ogranicza (lub catkowicie hamuje) jego wchtania-
nie komérkowe.

. Badanie przedstawione w pracy P.4 wykazaly rowniez, ze koniugacja
obu grup interkalatorow z cyklenem i 1-aza-12-korong-4 pozbawia
otrzymane koniugaty zdolnosci do interkalacji do DNA. Efekt ten wi-
doczny jest nie tylko w badaniach z uzyciem DNA, ale rownieZ na pozio-
mie komérkowym — poprzez brak lokalizacji otrzymanych koniugatow
w jadrze komorkowym.

. Dodatkowym potwierdzeniem destabilizujgcego efektu cyklenu na od-
dzialywanie jego koniugatow z DNA sg wyniki badan nad hybrydyzacjg
kowalencyjnie modyfikowanych oligonukleotydow przedstawione w
pracy P.3. Przylgczenie jednej czgsteczki cyklenu do pozycji 2° powodo-
wato spadek T dupleksu o $rednio 4,5 °C. Wyjatkiem byty sekwencje, w
ktérych w miejscu wprowadzenia cyklenu wystepowato niedopasowanie
zasad typu TT, w takich przypadkach dochodzito do niewielkiej stabili-
zacji dupleksu (ATx = +1,0 °C). Prawdopodobng przyczyng obserwowa-
nego efektu stabilizujgcego jest zdolnos¢ cyklenu do tworzenia selek-
tywnych drugorzedowych komplekséw z tyming poprzez komplemen-
tarne pary wigzan wodorowych. Podstawy tego efektu zostaly opisane
szerzej w pracy przeglagdowej P.6. Z kolei kowalencyjne przylgczenie
1,8-naftalimidu i tioksantonu do pozycji 2’ prowadzito do stabilizacji
dupleksu w wyniku interkalacji wprowadzonych czgsteczek.

. Wyniki badan opisanych w P.4 wskazujg rowniez na istotny wplyw ro-
dzaju interkalatora na aktywno$¢ biologiczng otrzymanych koniugatow.

Koniugaty oparte na 1,8-naftalimidach nie wykazujg zdolnosci do gene-
rowania uszkodzen DNA w reakcji na dziatanie swiatta o odpowiedniej
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dtugosci fali. Ze wzgledu na ich stabilnos¢ i silng fluorescencje, sg one
obiecujgcymi barwnikami moggcymi znaleZ¢ zastosowanie w sondach
molekularnych o potencjalnych zastosowaniach diagnostycznych. Z ko-
lei koniugaty tioksantonu wykazujg zdolno$¢ do fotoindukowanego
uszkadzania DNA, dzieki czemu mogg znaleZ¢ zastosowanie w terapii
fotodynamiczne;j.

Wyniki moich badan, zawarte w niniejszej rozprawie doktorskiej, majg szeroki
zakres zastosowan w dziedzinie chemii organicznej i medycznej, szczegolnie w opra-
cowywaniu nowych strategii w zwalczaniu chor6b nowotworowych i genetycznych.
Oprécz szczegdtowego opisu metod syntezy, modyfikacji i izolacji nowych zwigzkow
chemicznych i oligonukleotydéw, moje badania przyczynity sie do lepszego zrozu-
mienia wplywu koniugacji na wtasciwosci biologiczne badanych grup zwigzkow.
Szczegbtowy opis syntez i wlasciwosci biologicznych otrzymanych zwigzkow stanowi
wartos$ciowg podstawe dla dalszych badan prowadzonych przez innych naukowcéw i
zespoty badawcze.

Wyniki moich badaii mogg rowniez znalez¢ zastosowanie w opracowywaniu
selektywnie dziatajgcych sond molekularnych poprzez wprowadzanie nowych mody-
fikacji DNA. Dodatkowo, wyniki mojej pracy mogg by¢ uzyteczne w opracowywaniu
strategii poprawy wchtaniania czgsteczek lekdw i sond molekularnych przez komorki,
poprzez ich koniugacje z czgsteczkami 1-aza-12-korona-4, bgdZ ograniczenie wchta-
niania koniugatéw przez komérki za pomocg koniugacji z czgsteczkami cyklenu. Re-
asumujgc, przeprowadzony cykl badan dowodzi, Ze strategia koniugacji matoczg-
steczkowych zwigzkow organicznych daje duze mozliwosci modyfikacji ich wiasciwo-
Sci biologicznych i wlasciwosci wiekszych bioczgsteczek, takich jak DNA.
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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIE]
»Synteza i wtasciwosci biologiczne modyfikowanych interkalatoréw i makrocykli”

Mgr inz. Mateusz Dawid Tomczyk
Promotor: Prof. dr hab. inz. Krzysztof Walczak

Modyfikacje struktury chemicznej zwigzkéw organicznych stanowig jedng z najbar-
dziej efektywnych strategii w tworzeniu nowych zwigzkéw o aktywnosci biologicznej. Ta stra-
tegia polega najczes$ciej na wprowadzaniu matych modyfikacji do badanej czgsteczki i anali-
zowaniu ich wplywu na rézne wiasciwosci biologiczne, takie jak aktywnos$¢ antyprolifera-
cyjna, selektywno$¢ w dziataniu na komorki nowotworowe, zmiana wchtaniania i lokalizacji
wewngtrzkomorkowej. Wyniki takich badan sg istotne dla opracowywania nowych i bardziej
skutecznych lekéw przeciwnowotworowych, terapii genetycznych oraz metod obrazowania
zmian chorobowych

Badania przeprowadzone w tej rozprawie doktorskiej dotyczg syntezy i oceny wybra-
nych wiasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych matoczgsteczkowych pochodnych
bezwodnika 1,8-naftalenowego, tioksantonu, cyklenu i 1-aza-12-korony-4, a takze ich koniu-
gatéw z oligonukleotydami. Wszystkie otrzymane pochodne charakteryzuje wprowadzenie
tgcznikéw alkilowych zakoniczonych grupg azydkows lub propargilowa, ktére zostaly wyko-
rzystane w strategii click chemistry, umozliwiajgcej potgczenie poszczegblnych blokéw budul-
cowych i bioczgsteczek za pomocg reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji azydo-alkinowej kata-
lizowanej miedzig(I). Struktury i wtasciwosci fizykochemiczne otrzymanych zwigzkéw zo-
staly scharakteryzowane przy uzyciu ré6znych technik, takich jak spektrometria HRMS, spek-
troskopia NMR, IR, UV-Vis oraz spektroskopia emisyjna. Przeprowadzono réwniez ocene
podstawowych wilasciwosci biologicznych otrzymanych zwigzkéw, w tym ocene aktywnosci
antyproliferacyjnej wobec linii komérkowych nowotworowych i prawidlowych, (przy
uwzglednieniu efektu fotodynamicznego); ponadto oceniono zdolno$¢ do inhibicji topoizo-
merazy II, uszkadzania DNA komdrkowego oraz oddzialywania koniugatéw z DNA i stabili-
zacji podwdjnej helisy.

Wyniki przeprowadzonych badan umozliwity zrozumienie wpltywu poszczegdlnych
modyfikacji chemicznych na aktywno$¢ biologiczng badanych grup zwigzkéw. Stwierdzono,
ktore modyfikacje przyczyniajg sie do wzrostu, obniZenia lub nie majg istotnego wpltywu na
aktywnos$¢ antyproliferacyjng. Dodatkowo, wykazano skutecznos$¢ koniugacji pochodnych
1,8-naftalimidu i tioksantonu z odpowiednimi makrocyklami jako strategii modyfikacji ich
wlasciwosci biologicznych, zwlaszcza w zakresie wchianiania komérkowego. Obserwowano
poprawe wchianiania w przypadku koniugacji z 1-aza-12-korong-4, a pogorszenie w przy-
padku koniugacji z cyklenem, co miato wptyw na aktywno$¢ antyproliferacyjng otrzymanych
koniugatow. Badania pozwolily réwniez na okre$lenie wptywu koniugacji badanych zwigzkow
na komplementarno$¢ i stabilizacje podwojnej helisy DNA. Wyniki tej pracy doktorskiej mogg
znaleZ¢ zastosowanie w dziedzinie chemii medycznej przy projektowaniu nowych substancji
o potencjalnym zastosowaniu w terapiach przeciwnowotworowych i genetycznych.
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ABSTRACT OF THE DOCTORAL THESIS
"Synthesis and biological properties of modified intercalators and macrocycles"

MSc Eng. Mateusz Dawid Tomczyk
Supervisor: Prof. Krzysztof Walczak PhD, DSc.

Chemical structure modifications of organic compounds are one of the most effective
strategies for creating new compounds with biological activity. This strategy often involves
introducing small modifications to the investigated molecule and analyzing their impact on
various biological properties, such as antiproliferative activity, selectivity towards cancer
cells, changes in cellular uptake, and intracellular localization. The results of such studies are
crucial for the development of new and more effective anticancer drugs, gene therapies, and
imaging methods for disease detection.

The research presented in this doctoral thesis focuses on the synthesis and evaluation
of selected physicochemical and biological properties of small molecule derivatives of 1,8-
naphthalimide, thioxanthone, cyclen, and 1-aza-12-crown-4, as well as their conjugates with
oligonucleotides. All obtained derivatives are characterized by the introduction of alkyl link-
ers terminated with an azide or propargyl group, which were utilized in the click chemistry
strategy enabling the connection of building blocks and biomolecules through copper(I)-cat-
alyzed 1,3-dipolar azido-alkyne cycloaddition reaction. The structures and physicochemical
properties of the obtained compounds were characterized using various techniques, includ-
ing HRMS spectrometry, NMR, IR, UV-Vis and emission spectroscopy. The basic biological
properties of the obtained compounds were also assessed, including their antiproliferative
activity against cancer and normal cell lines (considering the photodynamic effect), as well
as their ability to inhibit topoisomerase II, induce DNA damage, interact with DNA, and sta-
bilize the double helix.

The results of the conducted research provided an understanding of the impact of spe-
cific chemical modifications on the biological activity of the investigated compound groups.
It was determined which modifications contribute to an increase, decrease, or have no signif-
icant effect on antiproliferative activity. Furthermore, the effectiveness of conjugating deriv-
atives of 1,8-naphthalimide and thioxanthone with appropriate macrocycles as a strategy to
modify their biological properties, particularly cellular uptake, was demonstrated. Improved
cellular uptake was observed in the case of conjugation with 1-aza-12-crown-4, while conju-
gation with cyclen led to a decrease in cellular uptake, affecting the antiproliferative activity
of the obtained conjugates. The studies also allowed for determining the influence of conju-
gation on the complementarity and stabilization of the DNA double helix. The results of this
doctoral thesis can find practical applications in the field of medicinal chemistry for the de-
sign of new biologically active substances with potential applications in anticancer and ge-
netic therapies.
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