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Nykaz skrotow i akronimow uzywanych w tekscie

A

AMBER

ATP

C

cosy

CcPT

DMSO

DNA
DQF-COSY
DPFGSE NOE
DPFGSE ROE
DS

ESI MS

G

GB
(G)HMBC
(G)HSQC (AD)
LR/HR-MS
MALDI

MD

NOE

NOESY

NMR

am

PEG

ppm

Adenozyna, adenina

Assisted Model Building with Energy Refinement
Adenosine-5’-triphosphate

Cytydyna, cytozyna

Correlation Spectroscopy

Kamptotecyna

Dimetylosulfotlenek

Kwas deoksyrybonukleinowy

Double-Quantum Filtered Correlation Spectroscopy

Double Pulsed Fieid Gradient Spin Echo Nuclear Overhauser Effect
Double Pulsed Field Gradient Spin Echo Rotating-frame Overhauser Effect
Double strand

Electrospray Mass Spectroscopy

Guanozyna, guanina

Generalized Born model

(Gradient) Heteronuclear Multiple-Bond Correlation

(Gradient) Heteronuclear Single Quantum Coherence (Adiabatic)
High Resolution/Low Resolution Mass Spectroscopy
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization

Molecular Dynamics

Nuclear Overhauser Effect

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

Nuclear Magnetic Resonance

o-Quinone Methide

Poly(ethylene glycol)

Parts per million



TLC
TOCSY
Topo |, 1l
TPT
TSP-d,4

uv

Root mean square deviation

Single strand

Tymidyna, tymina

Thin Layer Chromatography

Total Correlation Spectroscopy
Topoizomeraza |, Il

Topotekan

3-(Trimethylsilyl)propionic acid-d,; sodium salt

Ultraviolet



Nomenklatura, struktura oraz numeracja IUPAC cukréw i zasad w kwasach nukleinowych *
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Rotacyjne parametry helikalne przyjete przez IUPAC (konwencja Cambridge) °

W dwodch gornych rzedach pokazano parametry rotacyjne wystepujace pomiedzy dwiema
zasadami jednej pary; w dolnym rzedzie pokazano parametry rotacyjne pomiedzy dwiema

kolejnymi parami zasad.

-
Coordinate frame Tip(®) Inclination (7))
4 $
\ N
Opening (@) Propeller twist (w) Buckle ( x)
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-~ Vil
|

Twist () Roll (p) Tik(7)
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Translacyjne parametry helikalne przyjete przez IUPAC (konwencja Cambridge)

W dwdch gornych rzedach pokazano parametry translacyjne wystepujace pomiedzy dwiema

zasadami jednej pary; w dolnym rzedzie pokazano parametry translacyjne pomiedzy dwiema

kolejnymi parami zasad.

'\
y g Vel
Coordinate frome y displacement (dy) x displacement (dx)
4
N
Q\ /
|
Stagger (Sz) Stretch (Sy) Shear (Sx)
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Rise (Dz) Stide (Dy) Shift (Dx)
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1. Wstep

Choroby nowotworowe sg najczestszg przyczyng zgondw na swiecie; w 2008 roku przyczynity
sie do $mierci 7.6 miliona ludzi (13% wszystkich zgondw na $wiecie), proghozy przewidujg ponad
11 milionéw zgonéw w 2030 roku. Mozna wyrdzini¢ ponad 100 rodzajéw nowotwordw, w
zasadzie kazdy organ ludzkiego ciata moze zosta¢ zaatakowany. Ponad 70% wszystkich zgondéw 2z
powodu raka ma miejsce w krajach srednio rozwinietych, do ktorych zalicza sie réwniez Polske.
Nowotwory powodujace najwiekszg liczbe zgondw wsrdd kobiet to: rak piersi, rak ptuc, rak
zotgdka, rak jelita grubego, rak szyjki macicy; wéréd meiczyzn s to: rak ptuc, rak zotgdka, rak
watroby, rak jelita grubego i rak przetyku. Palenie tytoniu jest najwiekszym czynnikiem ryzyka
bedgcym przyczyng choréb nowotworowych na swiecie. 20% zachorowan spowodowanych jest
chronicznymi infekcjami wirusowymi takimi jak HPV czy HBV. Szacuje sie, ze jednej trzeciej
zachorowarn mozna by zapobiec stosujgc odpowiednia profilaktyke (niepalenie tytoniu, zdrowa
dieta, aktywnos¢ fizyczna, szczepienia). Wczesniejsze wykrywanie i leczenie mogtoby obnizy¢

Smiertelnos$¢ réwniez o jedng trzecia. 3

Trudno precyzyjnie okresli¢ date rozpoczecia leczenia nowotworéw, poniewaiz juz od
starozytnosci stosowano ziota i i nne preparaty. Rozwdj zaawansowanych: terapii rozpoczat sie w
latach 90-tych XIX wieku i trwa do dzi$. Jednym z pierwszych wydarzen, ktére umoiliwito
leczenie nowotworéw byto odkrycie przez Wilhelma Roentgena promieniowania X. Umoiliwito
to rozwdj radioterapii, a takze rozpoczecie badar nad lekami, ktore nasladowatyby efekty
naswietlania. Odkrycie w 1896 przez Georgea Beatsona faktu, ze rozwdj raka piersi moze by¢
zatrzymany przez wyciecie jajnikdw wskazywato na to, Zze czynniki zewnetrzne mogq wptywac na
postep choroby nowotworowej. W 1898 William Coley dowiédt, zé podanie pacjentom
ekstraktu bakteryjnego powoduje regresje chtoniakéw i miesakéw. Na poczatku XX wieku Paul
Ehrlich postawit hipoteze, ze zwigzki o matej masie czasteczkowej mogg by¢ stosowane w

leczeniu nowotwordw réwnie skutecznie, jak w leczeniu infekcji. *

Pierwsze leki przeclwnowotworowe o praktycznym zastosowaniu zostaly odkryte
przypadkowo. Autopsja zotnierzy zabitych gazem musztardowym w czasie | Wojny Swiatowej
wykazata miedzy innymi leukopenie (obnizenie poziomu leukocytéw) i aplazje szpiku.
Wskazywato to na istotny wptyw gazu musztardowego na szybko dzielace sie komérki i
sugerowato, ie mogtby by¢ efektywny w terapii nowotworowej. Okazato sie jednak, ze
toksycznoéé tego zwigzku byta zbyt duza. W czasie Il Wojny Swiatowej w Bari miat miejsce
przeciek przechowywanych tam pojemnikdow zawierajgcych iperyt azotowy. U ludzi

wystawionych na jego dziatanie réwniez zachserwowano leukopenie. W latach 40-tych XX wieku
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irzeprowadzono pierwsze testy kliniczne z wykorzystaniem pochodnej iperytu azotowego,
1echloretaminy (mustyny) i to wydarzenie uwaza sie za poczatek nowoczesnej chemioterapii.
Sama mustyna nie jest juz uzywana w leczeniu, ale inne pochodne iperytéw azotowych wcigz

jeszcze tak (cyklofosfamid, chlorambucyl, uramustyna, melfalan) (rysunek 1.1). *3

Ci

Cl\‘\ ICI
\ / N
o)\z o HN\/)

mustyna uramustyna cyklofosfamid

Cl Ci

'Soaali Joas
HO
HO

chiorambucyl o melfalan

Rysunek 1.1. Iperyty azotowe stosowane w terapiach nowotworowych.

Wymienione zwigzki reaguja z DNA, dlatego zdefiniowanie struktury DNA na poziomie
atomowym w 1953 roku miato istotny wptyw na rozwdj strategii przeciwnowotworowych.
Kolejne dekady przyniosty ogromny wazrost liczby nowych lekdw, ktére wchodzily do

powszechnego uzycia $rednio co 2 lata (rysunek 1.2).

Mozna wyrdznic trzy gtéwne klasy zwigzkow oddziatujgcych z DNA: zwigzki tworzace z DNA
kompleksy niekowalencyjne, zwigzki alkilujgce i zwigzki powodujgce pekniecia nici DNA, jednak
obecnie jednym z podstawowych trenddw terapeutycznych stosowanych w medycynie w
leczeniu nowotwordéw jest wykorzystanie inhibitoréw topoizomeraz | (topo 1), i Il {topo II). & 72
Moina sadzié, ze ten kierunek chemioterapii bedzie rozwijat sie najbardziej dynamicznie, ze

wzgledu na wysoka specyficzno$¢ inhibitoréw topo wobec komérek intensywnie dzielgcych sie.



Leki cytotoksyczne dostepne klinicznie

Rysunek 1.2.
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Irinotekan
Topotekan
Docetaksel
Gemcytabina
Paklitaksel
Mitoksantron
Epirubicyna
Karboplatyna
Amsakryna
Tenipozyd
Etopozyd
Cisplatyna
Karmustyna
Dakarbazyna
Mitomycyna
Daksorubicyna
Bleomycyna
Cytarabina
Daunorubicyna
Melfalan
Winkrystyna
5-Fluorouracyl
Winblastyna
Cyklofosfamid
Tioguanina
Chlorambucyl
Metotreksat
Iperyty azotowe
] I I | T f
1950 1960 1970 1980 1990 2000

Rok wprowadzenia

Chronologia pojawiania sie lekéw przeciwnowotworowych. 4
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CEL PRACY

2. Cel pracy

Cele pracy moina rozdzieli¢ na watki dotyczace topoizomerazy | i Il. Do badania zagadnien
zwigzanych z topo | wybrano zwigzki z grupy kamptotecyn, a do zagadnier zwigzanych z topo |l

zwigzki z grupy flawonoiddw.

topo |

1) Jesli chodzi o zagadnienia inhibicji topoizomerazy |, to pierwszoplanowym celem byto
opisanie dynamiki topotekanu w roztworze. Topotekan (TPT, Hycamtin®, schemat 2.1),
stosowany w formie chlorowodorku, jest administrowanym klinicznie lekiem na nowotwér
piersi, dlatego zbadanie jego zachowania w Srodowisku fizjologicznym ma duze znaczenie

biologiczne.

R!=-HNMe,"* CI (chlorowodorek topotekanu), RY, R?= -H (genisteina),

-OMe, -OH, -NMe,;* X°
CH,NMe,, -CH,"N
-CH,NMey, -CHyN O
X =r ’ 50200"'3- 2 SOzoCFs.

Schemat 2.1. Planowane do badar pochodne kamptotecyny i genisteiny.

2) Jednym ze szczegétowych punktéw badan byto badanie tautomerii TPT i nowootrzymanych
pochodnych w celu wyjasnienia wszystkich proceséw prototropowych moiliwych w
czasteczce. Chociaz TPT jest stosowany w lecznictwie klinicznym od kilkunastu lat, tautomeria
tego alkaloidu nie jest w petni opisana. Podstawowa, znana réwnowaga lakton - karboksylan

(schemat 2.2) dotyczy zaleznej od pH transformacji formy laktonowej do karboksylanowej.

15



3)

CEL PRACY

OH"
-
H+
WY WY
/HO © /HO ©
Lakton Karboksylan

Schemat 2.2. Rdwnowaga lakton — karboksylan w kamptotecynach.

Planowano synteze nowych pochodnych TPT oraz scharakteryzowanie ich metodami
spektroskopowymi. Zwigzki te przedstawiono na schemacie 2.1. Byly to: elektrycznie
obojetne czwartorzedowe sole amonowe z réinymi przeciwjonami (I, CH3SO;, CFsSO57),
pochodna zawierajgca w pozycji C-23 grupe metoksylowa oraz pochodna z grupa
hydroksylowa w pozycji C-23. W bazie planowanych pochodnych w tej grupie znalazty sie

zwigzki z objetoéciowo mniejszym (OH) lub wiekszym podstawnikiem (N*Me; CF3S0O;°).

Planowano réwniez zbadanie sposobéw oddziatywania wybranych zwigzkéw z DNA. W
szczegdlnosci chodzito o czwartorzedowg sél TPT, w ktérej eliminacja grupy NMes', prowadzi
do zwigzku typu QM (,,0-quinone methide”). Takie zwigzki reagujq z centrami nukleofilowymi
zasad w DNA. Najnowsze badania wskazuja na moiliwo$¢ wystepowania réwnowagi

multikonformacyjnej w przypadku wigzania sie zwigzkéw QM z oligomerami DNA °.

topo Il

1) Jesli chodzi o zagadnienia inhibicji topoizomerazy |, to w pierwszej kolejnosci planowano

2)

opracowanie ogolnego modelu motywu hantli, umozliwiajacego badanie oddziatywan
inhibitoréw topo Il z DNA. Nalezato tu opracowac nie tylko strukture oligomeru DNA, ale
rowniez warunki eksperymentalne pozwalajgce na badanie ewentualnych oddziatywan z
inhibitorami. Waiznym elementem byfo obliczenie struktury metodami dynamiki

molekularne;j.

Nastepnym etapem byto zaprojektowanie i otrzymanie nowych pochodnych genisteiny.
Poniewaz sama genisteina jest bardzo stabo rozpuszczalna w medium fizjologicznym,

planowano zastosowanie zwigzkéw o zwiekszonej rozpuszczalnosci: podstawionych w

16
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pierécieniu A grupg alkilo-N,N-dimetylaminowga w potozeniu 6 i 8 (w formie chlorowodorku),

badi podstawnikami morfolinowymi w potozeniu 6 i 8 (schemat 2.1).

3) Ostatecznie, postugujac sie bazg zwigzkéw z grupy flawonoidéw przedstawiong na schemacie
2.1, zaplanowano zbadanie sposobéw oddziatywania z bioczgsteczkami wybranych ligandéw,
spetniajacych warunki dobrej rozpuszczalnosci w medium fizjologicznym. W szczegdlnosci
chodzito o wyznaczenie statych asocjacji w kompleksie z DNA oraz stwierdzenie selektywnosci
wigzania liganda w przerwie w DNA, zdefiniowanej przez dziatanie topo Il. Zidentyfikowanie
typu oddziatywania izoflawondw z oligomerami DNA jest jednym z najmniej opisanych zjawisk
w literaturze dla tej grupy zwigzkdw. Wydaje sie, ze implikacje wyjasnienia dziatania
genisteiny jako inhibitora topo Il s3 nieporéwnywalnie wieksze dla poznania mechanizmu
genezy nowotwordw piersi, niz dla kazdego innego leku z tej kategorii. Wynika to z faktu, ze
jest to zwigzek naturalny, wystepujacy w diecie bogatej w produkty sojowe (o duzej
zawartosci flawonoidéw) i dotyczy ogromnej populacji kobiet w Azji, u ktérych znacznie

rzadziej diagnozowany jest rak piersi niz u Europejek i Amerykanek. *°

Zadania byty realizowane z wykorzystaniem technik NMR, w szczegéinosci analizy zmian
wartosci przesunie¢ chemicznych, analizy sygnatéw korelacyjnych oraz wyznaczania
wspétczynnika dyfuzji. Wykorzystano takie metody dynamiki molekularnej do obliczenia struktur

wybranych nukleotyddw.
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ZESC LITERATUROWA

3. Struktura i funkcja DNA

DNA, czyli kwasy deoksyrybonukleinowe, to liniowe polimery, w ktorych fragmentem
powtarzajagcym sie sg nukleotydy. Kaidy nukleotyd sktada sie z cukru (B-2-deoksy-D-
rybofuranozy, nazywanej dla uproszczenia deoksyrybozg), reszty kwasu fosforowego oraz
zasady. Pierwszy atom wegla w deoksyrybozie potaczony jest wigzaniem glikozydowym z zasadg
azotowaq, natomiast grupa hydroksylowa jest pofaczona wigzaniem estrowym z reszta kwasu

fosforowego (rysunek 3.1).

H3C
NH

. | ' /‘K Tymina
' N

koniec 5' 0::.7—0 5 o
- NH
o 2
N
& I /K Cytozyna
' X0

o=—pP—0

| o
o NH3
Sy
<|) < I /l Adenina
—
O—P—0 N N
ujemnie natadowany - a -
szkielet fosforanowy "
/ NH
o < l Guanina
I o yZ
0—P—O0 N NHp
| o]
O

koniec 3' OH

Rysunek 3.1. Budowa pojedynczej nici DNA. u

taricuch cukréw potfaczonych mostkami fosfodiestrowymi nazywany jest rdzeniem
(szkieletem) kwasu nukleinowego. Podczas gdy rdzen jest staly, zasady roinig sie w
poszczegdlnych monomerach. Protony deoksyrybozy oznaczone sg cyframi od 1’ do 5’ oraz 5”.

Kolejnos¢ zasad zapisuje sie w kierunku 5’ - 3’ (rysunek 3.2).
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\
\ zasada

+1

Rysunek 3.2. Numeracja protondéw deoksyrybozy. 2

Kazdy mostek fosfodiestrowy ma ujemny tadunek, ktéry odpycha grupy nukleofilowe (np.
grupe hydroksylowg). Ma to wptyw na mniejsza podatnos¢ wigzan fosfodiestrowych na atak

nukleofilowy, niz w przypadku np. estréw kwasoéw karboksylowych.

W DNA s3 cztery rodzaje zasad: puryny - adenina {oznaczana literg A) i guanina (G), a takze
pirymidyny - cytozyna (G) i tymina (T) (rysunek 3.3). Ich sekwencja w taricuchu koduje informacje
genetyczng i wyznacza pierwszorzedowq strukture DNA. Dzieki zrédznicowanemu rozmieszczeniu
grup donorowych (protony grup aminowych) i akceptorowych (karbonylowe atomy tlenu i
atomy azotu w pierscieniu) tworzacych wigzania wodorowe, mozliwe jest specyficzne parowanie

zasad wg Watsona — Cricka: guaniny z cytozyng a adeniny z tyming (rysunek 3.3).

) ;
O -eeemeesnenananns H— N—H -eroremamemencenes 0O Me
i s ) o
4 9 6 45
N2 4_21N—H -------------- ONs' S—H P ) T — H-N3  &)—H
21 1.
N=%( YN N N
N=H weeerereoeeemacees o} H o}
H
G c A c

Rysunek 3.3. Pary Watsona - Cricka tworzone przez zasady w DNA.

Motzliwe jest réwniez parowanie w inny sposéb: odwrdcone pary Watsona — Cricka, pary
Hoogsteena, odwrdcone pary Hoogsteena itp. Pary zasad o zasadniczo tym samym ksztatcie
pozwalajg na utworzenie regularnej struktury helikalnej (rysunek 3.4), sktadajgcej sie z dwoch

antyrownolegle utozonych nici kwasu nukleinowego (jedna ni¢ zorientowana jest w kierunku 5’

20
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- 3, a druga w kierunku 3’ - 5'). Taki dupleks jest najbardziej popularng drugorzedowa
strukturg DNA.

pary zasad

4 . .
- adenina - tymina
©
~N
3
2
- — )
5 4
X guanina - cytozyna
2
S szkielet cukrowo- fosforanowy
5
z
o
% 9
~
2,
@
€
3

Rysunek 3.4. Podwodjna helisa DNA. B

Trwatos¢ dwuniciowej helisy zapewniaja wigzania wodorowe pomiedzy parami zasad,
oddziatywania typu n sprzezonych pierscieni (,stacking”), a takze oddziatywania hydrofobowe
miedzy nimi, powodujgce zwrdcenie powierzchni o charakterze polarnym w kierunku srodowiska
wodnego. Aromatyczno$¢ pierscieni sprawia, ze zasady sg ptaskimi, sztywnymi czgsteczkami.
Planarnos$¢ jest waznym czynnikiem organizacji zasad, poniewaz umozliwia jednolite utozenie
zasad wewnatrz helisy. Brak grupy 2’-hydroksylowej w reszcie cukrowej jeszcze bardziej zwieksza
odpornos¢ DNA na hydrolize. Jest to niezbedne do utrzymania integralnosci informacji, ktérej
irédtem jest DNA. Rozplatanie podwojnej helisy nazywane jest topnieniem, poniewaz w
okreslonej temperaturze przebiega w sposob nagly. Za temperature topnienia uznaje sie
temperature, w ktérej dochodzi do utraty potowy helikalnej struktury. Proces ten mozna $ledzi¢
poprzez pomiar absorpcji swiatta A = 260 nm, poniewa:z warstwowa asocjacja zasad jest

powodem mniejszej absorbancji w helisie dwuniciowej niz w pojedynczej (hipochromizm). **

Dupleksy kwasow nukleinowych charakteryzuje jedna z trzech form helisy: A, B lub Z (rysunek
3.5).
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Rysunek 3.5. Prezentacja promieni Van der Waalsa réznych form podwdjnej helisy DNA, zbudowanej z
10 par zasad. Atomy szkieletow cukrowo-fosforanowych zaznaczono na czerwono i
zielono, odpowiadajgce im zasady na rdéiowo i niebiesko. Atomy fosforu zaznaczono
czarnym kolorem. '

Forma A dominuje w warunkach ograniczonej hydratacji, tj. strukturach krystalicznych lub
roztworach wodno-alkoholowych, faworyzowana jest réowniez dla sekwencji bogatych w pary
GC. W roztworach wodnych jest generalnie mniej stabilna od formy B (w przypadku RNA
sytuacja jest odwrotna). A-DNA jest antyrdwnolegty, prawoskretng podwdjna helisg o srednicy
24 A. Piericienie cukrowe sg rownolegte do osi helisy, a rdzen fosforanowy znajduje sie na

zewnatrz.

Helisa B jest najczesciej przyjmowang forma DNA oraz hybryd DNA/RNA i dominuje w
roztworach wodnych DNA. Dla RNA jest niedostepna, ze wzgledu na specyficzne utozenie rybo-
2y. '* W tej formie pary zasad leza doktadnie na osi helisy, dlatego mniejsza i wieksza bruzda

maja podobng gtebokosé. *°

Forma Z wystepuje sporadycznie w DNA, zwtaszcza w sekwencjach bogatych w pary GC, z
podstawnikami w pozycji 5 cytozyny, przy wysokim stezeniu soli oraz sekwencjach z zaburzonym
parowaniem zasad. ' Zdecydowanie réini sie od pozostatych helis - jest lewoskretna, a
jednostka powtarzajacg sie w nici sg dwie zasady: puryna + pirymidyna. Puryny wystepujg w
konformacji syn, a pirymidyny w anti — prowadzi to do zygzakowatej struktury (stad nazwa Z-

DNA). Parametry helis A, B i Z przedstawione sg w tabeli 3.1.
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parametr helisy A-DNA B-DNA Z-DNA
kierunek skrecania prawoskretna prawoskretna lewoskretna
ilo$¢ zasad na 1 obroét 10.9 10.0 12.0
mniejsza bruzda bardzo gteboka gteboka, szeroka ptytka
wieksza bruzda ptytka gteboka, waska bardzo gteboka
skok helisy 31.6A 34.0A 456 A

Tabela 3.1. Wybrane parametry podwdjnej helisy DNA. 12,15

Wraz z mozliwoscig uzyskiwania struktur o coraz wiekszej rozdzielczosci, idea trzech form
helisy DNA ostabta. Obecnie przyjmuje sig, ze wystepujg lokalne, zalezne od sekwencji, roznice w
strukturach, zwigzane gtéwnie ze zmianami orientacji w zasadach. Zmiany te majg na celu
minimalizacje oddziatywann innych niz przez wigzanie 2z sgsiadujacymi zasadami oraz
maksymalizacje oddziatywania typu ,base stacking”. Jest to moiliwe dzieki wzglednie

elastycznemu rdzeniowi cukrowo-fosforanowemu. *°

Czasteczki kwaséw nukleinowych czesto ulegajq zwinieciu do form innych niz dupleksy.
Powszechnie spotykane motywy to: szpilki, hantle, formy w ksztatcie krzyza, struktury
tréjniciowe, struktury Hollidaya, i-motywy, potréjne helisy, G-kwadrupleksy itp. *” Dzieki dobrze
zdefiniowanej strukturze, wiele z tych form zostato szczegétowo zbadanych. Motywy krzyizowe,
szpilki i hantle (rysunek 3.6) wystepujg jako konsekwencja odwréconych powtdrzen w
pojedynczej nici DNA i odgrywajg szczegdéing role przy rekombinacji. W potrdjnych helisach
trzecia ni¢ uktada sie w wiekszej bruzdzie dupleksu DNA. Stabilnos¢ i specyficznosé tych uktadéw
jest osiggana dzieki parowaniu Hoogsteena. Poniewaz puryny mogq tworzy¢ wigzania wodorowe
z zasadami trzeciej nici, uktady tréjniciowe powstajg we fragmentach bogatych w puryny. *® G-
kwadrupleksy zbudowane s3g z ptaskich G-kwartetéow (uktadéw czterech guanin potaczonych
osmioma wigzaniami wodorowymi), utozonych jeden nad drugim. Stabilno$¢ takich uktadéw

zalezy od obecnos$ci monowalencyjnego kationu (K*, Na*). *°
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Rysunek 3.6. Motywy DNA: A —szpilka, B — hantla, C — forma krzyzowa.
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Uktady DNA przybierajace strukture szpilki wystepujg czesto we fragmentach DNA petnigcych
<reslone funkcje, np. w promotorach czy regulatorach. G-kwadrupleksy wystepujqa miedzy
innymi w telomerach, aptamerach trombiny. % Sugeruje to, ze obecnoéé takich form ma istotne
znaczenie w procesach biologicznych z udziatem DNA. Z tego powodu fragmenty kwaséw

21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 czy hantle

nukleinowych o okreslonej strukturze, mogacych tworzy¢ szpilki,
30.31,32,33 hyty wielokrotnie przedmiotem badari. Wynika z nich, ze maksymalng stabilno$¢
struktury szpilki osiggajq oligomery, w ktérych ,petla” zbudowana jest z czterech lub pieciu
nukleotyddw; rodzaj zasady w petli tez wptywa na te rownowage. Stabilno$¢ poprawia rowniez
obecnos¢ par GC w czesci hantli zawierajacej dupleks. Pojawity sie rowniez prace, w ktorych
omawiana petla sktadata sie z facznikéw polimerowych, np. poli(glikolu etylenowego). 3* 33
Taki taricuch wybrano ze wzgledu na fakt, ze zapewniat duig mobilno$¢ obu czesci
oligonukleotydu oraz jego rozpuszczalnos¢, wynikajacq z obecnosci atoméw tlenu. Prace te

dotyczg jednak wytgcznie syntetycznych nukleotyddéw.

Trzeciorzedowa struktura DNA opisuje, miedzy innymi, splecenie sie podwdjnej helisy
wewnatrz czasteczki. Czasteczki DNA moga by¢ liniowe (np. u cztowieka), lub koliste
(kowalencyjnie zamkniete tzn. ich taricuch jest ciagly; np. u bakterii). W obu formach moze
nastepowac spiralizacja osi podwdjnej helisy i utworzenie struktury superhelikalnej (tak zwanej
superhelisy) (fotografia 3.1). ¥ Tego rodzaju formy sa duzo bardziej zwarte niz DNA tej samej

dtugosci w formie zrelaksowane;.

Czasteczki superhelikalne wystepujg w wiekszosci chromosomdéw i odgrywajg szczegélng role
w wielu uktadach biologicznych. Stopieri skrecenia jest istotnym czynnikiem w etapach replikacji,
transkrypcji i rekombinacji. Podstawowa wtasciwoscia topologiczng czgsteczki kolistego DNA jest
liczba oplecen, Lk, ktéra okreéla, ile razy ni¢ DNA owija sie prawoskretnie wokét osi helisy.
Czasteczki réznigce sie wytgcznie Lk nazywane sg izomerami topologicznymi (topoizomerami). Sq
one identyczne pod wzgledem topologicznym, lecz réine geometrycznie: majg réing liczbe
skretéw, Tw (opisuje helikalne wzajemne skrecenie pojedynczych nici wzgledem siebie) i liczbe
zwojow, Wr (odzwierciedla zwiniecie osi dwuniciowej helisy). Dodatnie wartosci Wr s3
charakterystyczne dla nici zwinietych lewoskretnie, a ujemne dla zwinietych prawoskretnie.
Wiekszo$¢ natywnych superhelis DNA jest zwinieta ujemnie, poniewaz takie formy s3 lepiej

" Zmiana konformacji topoizomeréw jest moiliwa tylko przez

przygotowane do replikacji.
rozciecie jednej lub dwdch nici i ponowne ich potaczenie, co odbywa sie dzieki obecnosci

enzymow.
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Fotografia 3.1. Mikrografie elektronowe kolistego DNA pokazujgce stopienn skrecenia: od catkowicie
zrelaksowanej (pierwsza z lewej) do ciasno skreconej (pierwsza z prawej). 3

W naturze czesto spotyka sie uszkodzone sekwencje DNA, zwierajgce réinego rodzaju
przerwy: ,nick” (pekniecie wigzania fosfodiestrowego miedzy kolejnymi zasadami) lub ,gap”
(brak jednego nukleozydu w podwdjnej helisie) (rysunek 3.7). Sg one wynikiem fragmentacji DNA
na skutek réinych proceséw enzymatycznych w komdrce, np. dziatania topoizomeraz,

endonukleaz, glikozylaz czy niektérych antybiotykéw.

|

AMONENEANEAEAN  DAONEGREROECED

"nick"” gap
Rysunek 3.7. Przerwy typu ,nick” i ,gap” w sekwencjach DNA.

Do badan NMR tego rodzaju struktur wykorzystuje sie trzy podstawowe modele (rysunek
3.8). Podstawowy ukiad sktada sie z dtugiej nici oligonukleotydu potgczonej z dwoma krétszymi
komplementarnymi fragmentami (1 na rysunku 3.8). * pomimo swojej prostoty, model ten ma
dwie podstawowe wady: mozliwos$¢ innego niz zaktadane sparowania nici oraz , postrzepione”
kofice, ze wzgledu na dynamike parowania zasad (,fraying”). Te niedostatki mogg by¢
wyeliminowane przez uiycie uktadu typu hantli: jedno- lub dwuczgsteczkowych.
Dwuczgsteczkowe hantle sktadajg sie z dwoch identycznych szpilek z komplementarnymi
zasadami (2 na rysunku 3.8). Na widmie NMR takiego modelu ilo$¢ sygnatéw jest ograniczona, ze
wzgledu na symetrie uktadu. *® Wptyw zaburzenia struktury jednej nici na drugg jest znikomy,

poniewaz obie przerwy s3 od siebie odlegte o 4 -6 par zasad. Hantle jednoczgsteczkowe stanowi
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ojedyncza ni¢ o uktadzie zasad umozliwiajagcym zwinigcie sie w hantle (3 na rysunku 3.8). Z
dpowiednim tacznikiem uktad ten zachowuje sie jak nieskoriczenie dtugi dupleks z pojedyncza
przerwa, co eliminuje uwzglednienie wptywu oddziatywan pomiedzy dwoma uszkodzeniami, jak

ma to miejsce w przypadku hantli 2. *

) 5
1 ¥
5' @)
C 5,
2
C=="
3

Rysunek 3.8. Modele DNA stosowane w NMR do badan uszkodzonych sekwenciji. 38

Odwrotnie niz oczekiwano, wstepne badania takich duplekséw pokazaty, ze obecnosé
przerwy typu ,nick” nie wptywa znaczaco na wzrost gietkosci DNA, sugerujac, ze dupleks w
okolicy uszkodzenia zachowuje uporzadkowang strukture. *' Péiniejsze analizy NMR
potwierdzity to przypuszczenie. Przypisania protonéw iminowych na widmie wskazywaly, ze pary
Watsona — Cricka s3 zachowane dla wszystkich nieterminalnych par zasad uszkodzonego
dupleksu. ** Dodatkowo, stwierdzono obecno$¢ kluczowych oddziatywah NOE pomiedzy
protonami zasady a protonami cukrowymi, charakterystycznych dla helisy B-DNA. Na widmach
*'p NMR obserwowano niewielka dyspersje przesunie¢ chemicznych — takie charakterystyczng
dla regularnej formy B-DNA. * Bezposrednie pordwnanie hantli z przerwami ,nick” oraz
nieuszkodzonego dupleksu o tej samej sekwencji zasad wykazato zblizone intensywnosci
sygnatéow korelacyjnych NOE pomiedzy protonami zasady i cukru dla odpowiednich
nukleotyddw, co sugeruje, ze lokalne réznice konformacji s niewielkie. Dodatkowo, fosforylacja
na koncu 5’ przerwy ,nick” nie wplyneta znaczaco na strukture, powodujac jedynie niewielkie
zmiany odlegtosci, oszacowane przez autoréw na < 1 A pomiedzy protonami aromatycznymi
otaczajacymi ,nick”. “ Protonowe widma NMR wszystkich sekwencji mimikujacych przerwe
»hick” przebadanych do tej pory, wykazujg minimalne poszerzenie i umiarkowane przesuniecie w
gére pola sygnatéow protonéw iminowych dla zasad otaczajacych przerwe, co wskazuje na
czeéciowe ,postrzepienie dupleksu” od strony przerwy (,fraying”). ”**** Na widmach

temperaturowych widaé, ze sygnaty protonéw iminowych otaczajacych ,nick” oraz protonéw
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ochodzgcych od wewnetrznych zasad znikajg réwnoczesnie, dowodzac, ze hantla topi sie
sspolnie.

Inaczej niz dla DNA z przerwami ,nick”, nie mozna, bez naruszenia zmiany szkieletu cukrowo-
fosforanowego, zaproponowac dobrego modelu DNA z przerwami ,gap”. Wyniki elektroforezy
zelowej przewidujg wieksza mobilnoé¢ konformacyjna duplekséw z przerwa ,gap” niz ,,nick”. *!
Poréwnanie widm NMR dupleksu ,,gap” z ,osierocong” guaning (tzn. z usunietg komplementarng
do niej cytozyng) i dupleksu ,nick” o tej samej sekwencji wskazuje, ze protony iminowe
sgsiadujgcych z przerwag guanin oraz protony aminowe komplementarnych do nich cytozyn
tworza normalne pary Watsona — Cricka. ** Trudno jednak na tej podstawie wyciggaé ogélne

whnioski, poniewaz wtasnosci modelu zalez3 silnie od rodzaju brakujgcej zasady. *

Z punktu widzenia celu tej pracy, szczegélnie istotne wydaja sie by¢ sekwencje DNA
mimikujace przerwe lub przerwy typu ,nick” w nici, jako skutek dziatania topoizomerazy (vide
rozdziat 4). Oba modele hantli na rysunku 3.8 dobrze wpisujg sie w ten trend. Hantla
dwuczgsteczkowa, zawierajgca dwie przerwy (NICK 1), wydaje sie by¢ idealnym modelem
sekwencji poddanej dziataniu topoizomerazy Il, a hantla jednoczasteczkowa, z jedna przerwg

(NICK 1) - sekwencji poddanej dziataniu topoizomerazy I.

Dobrze zbadanym przyktadem oligomeru typu NICK | jest modelowy dupleks z przerwang
nicia opracowany w zespole prof. Kozerskiego, 5'-GCGTTIGTCGC-3'. Przerwana nitka potaczona
jest z  komplementarnym  dekamerem, 3'-CGCAACAGCG-5', dwoma  mostkami
polietylenoglikolowymi {PEGg) na koricach 3’- oraz 5’- przerwanej nici, tworzgc czasteczke w

postaci hantli (rysunek 3.9).

6 7 8 9 10 1112 13 14 15
G-C-G-A-C-A-A-C-G-C
PEG, D1 ees,
-G-C-T-G|T-T-G-C-G

4 3 2 12019 18 17 16

o O -

Rysunek 3.9. Model dekameru DNA, do badan inhibitoréw topo |, z przerwana nicig (NICK ) w postaci
hantli. *

Mostki PEGg bardzo efektywnie stabilizujg catg strukture, a jednoczesnie nie utrudniajg
obserwacji przesunie¢ chemicznych protondéw deoksyrybozy (przesuniecia chemiczne PEGg

wystepuja w zakresie 3.1 - 4.0 ppm). Zaréwno dyspersja przesunie¢ chemicznych protondow
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eoksyrybozy (27°C, bufor K;PO,), jak i analiza wicynalnych statych sprzeienia wskazujg, ze

2kwencja ta przyjmuje forme B-DNA, z odchyleniami, ktére mogg wynika¢ z obecnosci przerwy.

Przeanalizowano wptyw czynnikéw wplywajacych na stabilno$¢ tego dupleksu. Dla tego
rodzaju uktadéw do tych czynnikéw nalezg: pH, sita jonowa, steienie i temperatura. Poniewaz
tacznik polietylenoglikolowy przybiera forme zblizong do eteru koronowego, oczekiwano
rowniez wplywu rodzaju kationdw na stabilnos¢ dupleksu. Jednak zaden ze stosowanych
kationdw (Na*, K*, Cs*) nie tworzyt kompleksu z tacznikiem. Wydaje sie, ze struktura linkera jest
zbyt ptaska i nie jest on czynnikiem chelatujgcym. Miarg stabilnosci struktury dupleksu w
réznych roztworach byta szeroko$¢ potéwkowa sygnatéw protonéw metylowych pochodzacych
od tymidyn. Wzrost pH uktadu powodowat zmniejszenie szerokosci potowkowej sygnatéw. Efekt
ten nasilat sie w przypadku stosowania buforu potasowego zamiast sodowego (o zblizonej sile
jonowej). Wynika to prawdopodobnie z mocniejszego oddziatywania K* w poréwnaniu z innymi
kationami (jak wczesniej wspomniano, nie jest to spowodowane kompleksowaniem kationu
przez PEGg). Do wyznaczenia struktury dupleksu stosowano roztwory DNA o stezeniu 0.9 mM.
Podwojenie stezenia nie wptyneto na zmiane przesunie¢ chemicznych, lecz spowodowato
pojawienie sie osadu — wyciggnieto wniosek o ograniczonej (do ca 1.5 mM) rozpuszczalnosci
dupleksu. Ogdlnie, modelowy dupleks okazat sie by¢ stosunkowo stabilny, co odzwierciedla jego
wysoka temperatura topnienia (80°C), poréwnywalna z 20-merem zawierajgcym mostki

tymidynowe. *

Wiele stosowanych dzi$ lekdw jest substancjami aktywnymi ze wzgledu na oddziatywanie z
DNA. Szczegétowe zrozumienie interakcji tych substancji z DNA powinno wyjasni¢ sposéb
oddziatywania i wskaza¢ kierunek rozwoju przysztych lekéw. Do wyznaczenia struktury
komplekséw DNA — lek stosowana jest zaréwno krystalografia strukturalna, jak i magnetyczny
rezonans jagdrowy (NMR). NMR pozwala poza tym uzyskaé¢ dodatkowe informacje dotyczace

“> Do szczegétowych badari konformacyjnych

dynamiki dysocjacji takich kompleksow.
wykorzystuje sie krotkie dupleksy DNA o zdefiniowanej sekwencji, czesto sktadajace sie z
komplementarnych nici. Takie fragmenty pozwalajag otrzymywaé¢ widma NMR o dobrej
rozdzielczosci, umozliwiajgce wyznaczenie struktury. Do dzi$ zbadano wiele uktadéw, w postaci

typowych duplekséw, duplekséw ze zmodyfikowanymi zasadami badz komplekséw z lekiem.
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4. Topoizomerazy

Topoizomerazy sg enzymami katalizujgcymi przemiany topoizomeréw DNA w czasie replikacji.
Mimo Ze topoizomeraza | =zostata odkryta w latach 70-tych XX wieku (Wang,
Gellert), *®**’ dopiero 10 lat péiniej poznano jej znaczenie jako enzymu umozliwiajacego
replikacje DNA. W normalnych warunkach DNA ma strukture superhelikalng, natomiast w czasie
replikacji rozwija sie, a pojedyncza ni¢ zachowuje sie jak matryca do syntezy nowej nici.
Topoizomeraza przylacza sie kowalencyjnie do czgsteczki DNA i rozcina jg, umoiliwiajgc
wzajemne przeksztatcenia topoizomeréw. Topoizomerazy moina podzieli¢ na dwie gtéwne
rodziny: topoizomeraza | (topo ) i topoizomeraza Il (topo Il). Generalnie, topoizomerazy typu |
odpowiadajg za relaksacje struktur superhelikainych, natomiast topoizomerazy typu Il
wprowadzajg ujemne superhelikalne skrety do czgsteczki. Mechanizmy tych przeksztatcen sg
rozne. Proces relaksacji czgsteczki DNA (topo 1) jest termodynamicznie korzystny, a proces
odwrotny (topo Il) wymaga obecnosci ATP. ** Topoizomeraza | przecina w czasteczce tylko jedng
ni¢, ktéra obraca sie wokét nierozcietego tarncucha (rysunek 4.1 a). Relaksacja DNA przez
topoizomeraze |l przebiega z wykorzystaniem energii z hydrolizy ATP i polega na przejsciowym
przecieciu obu nici DNA i przejsciu przez przerwe innej podwdjnej helisy. Wprowadza to do

czasteczki DNA dwa ujemne superhelikalne skrety (rysunek 4.1 b).

(a)

Rysunek 4.1. Schemat dziatania a) topoizomerazy | b) topoizomerazy II. **

Odkrycie podwdjnej helisy DNA pociggneto za sobg natychmiastowe pytania dotyczace
mechanizmu rozwijania splecionych ze sobg nici podczas replikacji. Jesli macierzyste DNA ma

ulegac replikacji poprzez rozdzielenie dwdch nici i skopiowanie kazdej z nich, rozplatanie helisy w
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zasie replikacji musi przebiega¢ z duzg szybkoscig. Poczatkowo wysuwano przypuszczenia, ze

wie nici DNA moga by¢ rozerwane dzieki rotacji dwuniciowej czgsteczki wokdt swojej spirainej
osi. Przy szybkosci replikacji 100 000 par zasad na minute, predkos¢ tej rotacji wynositaby 10 000
obrotéw na minute (10 par zasad przypada na 1 skret helisy). Ta predkosé, chociaz imponujaca,
nie wydaje sie niemoiliwa: dzieki smuktemu ksztattowi podwdjnej helisy, szacowany opér
wynikajacy z lepkosci jest raczej niewielki. Dwa odkrycia z lat 60-tych XX wieku zwiekszyty
zainteresowanie problemem rozplatania DNA. Po pierwsze, dowiedziono, ze dtugos¢ czasteczek
DNA pochodzacych z naturalnych Zrédet jest znacznie wieksza, niz wczeéniej sadzono. *° Szybko
stato sie jasne, ze caly chromosom zawierajacy dziesigtki milionéw par zasad jest jedng
czasteczka DNA o dtugosci kilku milimetrow. Dla tak dtugiej czgsteczki, prostej idei rozplatania
helisy poprzez rotacje nitkowatej czasteczki wzdtuz jej spiralnej osi nie daje sie obronié¢. Po
drugie, zaobserwowano czasteczki DNA o kolistym ksztaicie. *° Dla takiej, kowalencyjnie
zamkniete] czasteczki, para nici nie moze by¢ rozdzielona bez przerwania przynajmniej jednej z
nich. Poniewaz nawet liniowy chromosom wewnatrz komdérki przybiera posta¢ upakowang,
zawierajacq wiele petli, problem rozdziatu nici nie rézni sie mocno od sytuacji kolistej czgsteczki

DNA. *!

Pierwszy enzym 2z rodziny topoizomeraz odkryto w bakterii Escherichia coli prawie 40 lat
temu. Dzisiaj wiadomo, ze wszystkie organizmy zawierajg po kilka rodzajéw topoizomeraz. Typ
topo | mozna podzieli¢ na dwie rodziny: IA (reprezentowang przez bakteryjng topoizomeraze | i
Il oraz eukariotyczng topoizomeraze I} i IB (reprezentowang przez -eukariotyczng
topoizomeraze | oraz topoizomeraze pokswirusowg). Typ topo |l mozna podzielié na dwie
rodziny: IIA (do ktérej nalezy miedzy innymi bakteryjna topoizomeraza Il [gyraza] i V) i lIB
(topoizomeraza VI archeowcéw). *? Zwigzki z tej samej rodziny wykazuja duze podobieristwo

swoich sekwencji aminokwasow; podobna jest rowniez charakterystyka ich reakgji.

Wszystkie topoizomerazy katalizuja przejsciowe rozciecie DNA przez transestryfikacje
(mechanizm postulowany po raz pierwszy przez Wanga 4‘5). Rozciecie nastepuje poprzez
nukleofilowy atak grupy hydroksylowej tyrozyny (Tyr 723) na wigzanie fosfodiestrowe DNA.
Fenolowy atom tlenu reszty tyrozynowej ulega transestryfikacji z grupg fosforylowg w nici DNA,
rozrywajac wigzanie fosfodiestrowe i tworzac wigzanie fosfotyrozynowe (schemat 4.1). Ponowne
ztgczenie nici nastepuje w wyniku odwrotnej reakcji. Poniewaz kompleks DNA - enzym ulega
znacznym zmianom konformacji pomiedzy rozcieciem i ponownym ztgczeniem nici, oba te etapy
nie muszg by¢ doktadnie odwrotne wzgledem siebie. W przypadku topoizomerazy IB reszta
tyrozynowa tworzy kowalencyjny zwigzek przejsciowy z DNA przez grupe 3’-fosforylowa,

natomiast dla pozostatych potaczenie nastepuje przez grupe 5’-fosforylowa. Topo | zachowujg
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sie jak monomery; topo |l s3 dimeryczne i para reszt tyrozynowych ulega trensestryfikacji z parg

grup fosforylowych w dwdch niciach dupleksu DNA.

zasada zasada
B e} * ©
/ < \ / »//,‘ A
F— o P \O/\\ 4—/0\71/, zasada /P\ O"P\\O HO/ \[/O\/Y/, zasada
0., O
Tyr 723

Schemat 4.1. Relaksacja DNA z udziatem Topo I. 1

Utworzony zwigzek przejsciowy nosi nazwe kowalencyjnego kompleksu dwusktadnikowego
(ang. covalent binary complex) (rysunek 4.2). W przypadku topo | relaksacja DNA nastepuje
poprzez obrét nici rozcietej wokét nici nierozcietej. Nastepnie wolna grupa 5’-OH rozcietej nici
atakuje fosforotyrozynowy kompleks aby odtworzy¢ wigzanie fosfodiestrowe w DNA i odtgczy¢
DNA od enzymu (etap religacji). Takie odwracalne rozciecie jednej nici DNA umoiliwia rotacje,

dzieki ktérej superhelikalne skrety usuwane sg w sposdb kontrolowany. ** %%

Rysunek 4.2. Dwusktadnikowy kompleks DNA - topo I. 3

Etap religacji jest z reguty znacznie szybszy niz etap rozszczepienia, wiec steienie
kowalencyjnego kompleksu jest niskie. Topoizomeraza Il dziata poprzez rozciecie i otwarcie

dupleksu DNA, przejscie drugiego dupleksu przez szczeline i ztgczenie dupleksu. Topo Il generuje
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-zerwy w obu niciach, odlegte o cztery pary zasad, tworzac podwdjnie przerwany dupleks,

vigzany kowalencyjnie z topo Il dwiema 5’-fosforotyrozynami (schemat 4.2). **
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Schemat 4.2. Schemat rozrywania nici DNA przez Topo |II. T

Zakoriczenie procesu w przypadku Topo || wymaga obecnosci ATP (przytaczenie, a nastepnie

hydroliza).
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5. Klasyczne mechanizmy oddziatywania lekéw z DNA

Ze wzgledu na silne upakowanie w komédrce, DNA dostepne jest gtownie dla niewielkich

czgsteczek. Mozna wyrdznic trzy gtowne klasy zwigzkow oddziatujacych z DNA:

1) zwigzki tworzgce 2 DNA kompleksy niekowalencyjne, (ang. reversible binders). Do tej klasy
zwigzkow zalicza sie gtéwnie interkalatory oraz zwiazki oddziatujace w bruidzie (ang.

groove binders);

2) zwigzki tworzgce wigzania kowalencyjne z zasadami DNA, s3 to tzw. zwigzki alkilujgce DNA
(alkilatory DNA, ang. alkylators);

3) zwigzki powodujace pekniecia nici DNA, sg to tzw. leki przecinajgce nici DNA (ang. strand

breakers). > %

5.1. Zwiazki tworzgce kompleksy niekowalencyjne

Sg trzy mechanizmy odwracalnego oddziatywania czasteczek z DNA: poprzez oddziatywanie
elektrostatyczne, interakcje z zasadami DNA zaréwno w matej, jak i wiekszej bruzdzie, oraz przez

interkalacje pomiedzy pary zasad. *

5.1.1. Oddziatywania elektrostatyczne

Oddziatywanie elektrostatyczne polega na przycigganiu kationéw przez ujemnie natadowany
rdzern cukrowo-fosforanowy DNA. Kationy i czasteczki wody wigzg sie z DNA i wptywaja na
trwatosc struktur drugorzedowych. Uwolnienie przeciwjondw ma zaréwno korzystny (wzrost
entropii), jak i niekorzystny (obnizenie entalpii) wptyw na energie swobodng. Ten typ
oddziatywan nie zalezy od sekwencji DNA. ° Zwiazki oddziatujace elektrostatycznie maja duiy
wptyw na konformacje i stabilnosé DNA, jednak przewaznie nie majg one znaczenia klinicznego.
Istnieje wiele typow czgsteczek oddziatujacych elektrostatycznie z DNA. Najbardziej klasycznymi
sq poliaminy, szczegdlnie spermina i spermidyna (rysunek 5.1). Niespecyficzna natura
oddziatywan powoduje, ze trudno jest uzyska¢ widma NMR wysokiej rozdzielczosci lub struktury
rentgenograficzne takich komplekséw. Takie poliaminy s wszechobecne w komdrkach
eukariotycznych i dlatego podejrzewa sie, ze odgrywajg istotng role w wielu procesach

komérkowych. Jednym z nich jest upakowanie DNA w chromatyne. *°
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Rysunek 5.1. Przyktady zwigzkéw oddziatujacych elektrostatycznie z DNA.

5.1.2. Oddziatywania w duzej i matej bruzdzie

Mniejsza i wieksza bruzda DNA znaczgco roinig sie potencjatem elektrostatycznym,
zdolnoscig tworzenia wigzan wodorowych, efektem sterycznym oraz stopniem hydratacji. W
wiekszej bruidzie mogg oddziatywaé nawet czgsteczki biatek, natomiast w mniejszej — gtdwnie
czasteczki o masie ponizej 1000 Da. *® Charakteryzujg sie one najczeiciej obecnoécig kilku
prostych pierscieni aromatycznych (pirolowych, furanowych, benzenowych, imidazolowych)
potaczonych wigzaniami pojedynczymi, co umozliwia rotacje pozwalajacq na dopasowanie do

ksztaftu bruzdy.
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Rysunek 5.2. Przykiady zwigzkéw oddziatujgcych w bruzdzie DNA.

Zwigzki te (ang. groove binders) oddziatujg specyficznie z okreslonymi sekwencjami, np.

netropsyna z regionami bogatymi w pary AT, a mitramycyna z regionami bogatymi w pary GC

). 57

(rysunek 5.2 Inne przyktady tych zwigzkoéw to distamycyna A, berenil, Hoechst 33258, DAPI.
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5.1.3. Interkalacja pomiedzy pary zasad

Interkalacja jest niekowalencyjnym oddziatywaniem, w ktérym lek wsuwa sie pomiedzy pary
zasad DNA, prostopadle do osi helisy. Nie narusza to par Watsona — Cricka, ale powoduje
odsuniecie sie od siebie par zasad i zaburzenie struktury rdzenia cukrowo-fosforanowego. °
Najtatwiej interkalujg ptaskie czgsteczki aromatyczne, zbudowane z co najmniej dwaoch pierscieni
szesciocztonowych, ktore tworza ,platforme” o rozmiarach poréwnywalnych z parg zasad
DNA. ** Interkalacja czesciej ma miejsce w sekwencje 3’-pirymidyny i 5’-puryny niz 3’- puryny i 5'-
pirymidyny. Obecnie uwaia sie, ze interkalacja jest jedynie pierwszym stadium prowadzacym do
uszkodzenia DNA. Mechanizm interkalacji sktada sie z dwdch etapéw. W pierwszym, interkalator
w formie kationu tworzy kompleks z ujemnie natadowanym taricuchem cukrowo-fosforanowym.
Nastepnie interkalator dyfunduje wzdtuz helisy az natrafi na odpowiadajaca przerwe pomiedzy
parami zasad. Wiele zwigzkow przeciwnowotworowych po interkalacji oddziatuje z
topoizomeraza DNA i czesto sg one klasyfikowane jako inhibitory topoizomerazy. ° Przyktady
interkalatoréw DNA to: bromek etydyny, amsakryna, proflawina, TAS-103 (rysunek 5.3), a takze

kwas nalidyksynowy, adriamycyna (doksorubicyna), mitoksantron, triostyna. > ***°

| ?OzMe |
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bromek etydyny amsakryna TAS-103

Rysunek 5.3. Przyktady interkalatoréw DNA.

Bisinterkalatory sg dwufunkcyjnymi czasteczkami, zawierajgcymi dwa interkalujgce uktady
planarne potaczone taricuchem o réinej dtugosci. Projektuje sie rowniez zwigzki zbudowane z
trzech i wiecej uktadow. Takie czasteczki majq zwigkszone powinowactwo w pordwnaniu ze
zwyktymi interkalatorami, co powinno wptywa¢ na poprawe wtasciwosci terapeutycznych. Do

bisinterkalatoréw nalezy np. bisakrydyna, bisdaunomycyna. **
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5.2. Zwiazki alkilujgce

Réznica miedzy alkilatorami i interkalatorami DNA polega na rodzaju oddziatywan:
interkalatory oddziatujg w sposéb niekowalencyjny, a zwigzki alkilujagce reagujg z DNA z
utworzeniem wigzan kowalencyjnych. Alkilowanie nastepuje w wyniku reakcji Syl lub Sy2.
Reaktywnos¢ miejsc nukleofilowych w DNA jest nastepujaca: atomy N-7 guaniny > N-3 adeniny >
N-7 adeniny > N-3 guaniny > N-1 adeniny > N-1 cytozyny. Motliwe jest réwniez alkilowanie
atomow N-3 cytozyny i O-6 guaniny, a takie grup fosforanowych. Kolejnos¢ ta wynika z
warunkow sterycznych, elektronowych i wptywu wigzan wodorowych (niektére miejsca
nukleofilowe we wnetrzu helisy sg niedostepne). Przyktadami alkilatoréw DNA sa: iperyty
azotowe (np. melfalan), nitrozomoczniki (np. karmustyna) (rysunek 5.4), a takie

trietylenomelamina, busulfan, duokarmycyna, mitomycyna. >

Lekami powigzanymi z alkilatorami sg kompleksy metali. Podobienstwo polega na tworzeniu
w reakcjach podstawienia wigzan nieodwracalnych. Najwazniejszym lekiem z tej grupy jest
cisplatyna (rysunek 5.4), ktéra zostata zarejestrowana przez US FDA w 1978 roku i
zrewolucjonizowata leczenie choréb nowotworowych. Cisplatyna wigze sie do atomu N-7
guaniny, a nastepnie do atomu N-7 kolejnej puryny, dziata wiec jak bisinterkalator. Cisplatyna
dziata selektywnie na sekwencje d(pGpG) i d{pApG), ale nie na d(pGpA). Wigze sie rowniez z
dwiema guaninami rozdzielonymi jedng zasadg, jak w sekwencji d(pGpG). Inne zwigzki z tej

grupy to karboplatyna, oksaliplatyna, dioctanodichloroplatyna. **
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Rysunek 5.4. [peryt azotowy, karmustyna, cisplatyna i psoralen oraz tworzone przez nie miedzyniciowe
wigzania krzyzowe z DNA. 80

Dwufunkcyjne srodki alkilujgce (bisalkilatory) tworzg wigzania krzyiowe. Moga to byé

zarowno wigzania w obrebie jednej nici, jak i miedzyniciowe (ang. interstrand crosslinks, ICL). Te
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statnie stanowig przewaznie jedynie 1 — 5 % wszystkich adduktéw (oprdcz cisplatyny), ale maja
Jzo wieksze znaczenie cytotoksyczne. Zwigzki majace zdolno$¢ tworzenia ICL nazywane s3
czynnikami krzyzujgcymi/sieciujgcymi (ang. cross-linking agents) i zalicza sie do nich miedzy
innymi iperyty azotowe, karmustyne, cisplatyne, psoralen (rysunek 5.4).®! Busulfan, ktdry
rowniez jest reagentem dwufunkcyjnym, tworzy wigzania w obrebie tylko jednej nici.
Karmustyna i pozostate nitrozomoczniki sg tzw. czynnikami aktywowanymi metabolicznie, tzn.
dopiero w obecnosci enzymdéw stajg sie czynnikami alkilujgcymi. Psoralen z kolei staje sie
czynnikiem krzyzujacym/sieciujgcym dopiero po naswietleniu w dalekim nadfiolecie. ® W
ostatnich latach pojawito sie sporo doniesien o zwigzkach sieciujacych zawierajgcych fragmenty

fenolowe (rysunek 5.5), ® ¢

OH OH
OH OH

Ny r SePh _
I\ OH HO

O o\ Q SePh Br NZ N Br
NG o N e ™

OH OH

Rysunek 5.5. Przyktady zwigzkéw krzyzujacych zawierajacych fragment fenolowy. AR

Mechanizm dziatania takich zwigzkédw polega na utworzeniu metydu o-chinonu (ang. o-
quinone methide, QM), zwigzku przejsciowego, ktory jest dobrym akceptorem Michaela i reaguje
z grupami nukleofilowymi zasad DNA (schemat 5.1). Zaletg tej grupy zwigzkéw jest dobra
rozpuszczalnos¢ w wodzie i wysoka aktywnos¢. Powstawanie reaktywnych zwigzkow
przejsciowych QM jest powodowane przez utlenianie lub naswietlanie swiattem UV. Powstaty
zwigzek przejsciowy reaguje z silnym nukleofilem w DNA, a proces ten jest kontrolowany
kinetycznie. Reakcja jest odwracalna i ostatecznie, w procesie kontrolowanym
termodynamicznie, powstaje addukt ze stabszym nukleofilem (schemat 5.1). Dzieki temu
efektywny czas zycia zwigzku przejsciowego QM jest wydtuzony z milisekund do godzin, a nawet

dni. ®®°

Wydajnos¢ tworzenia wigzan krzyzowych jest zwigzana z odwracalnoscig zachodzacych
reakcji. Jesli reakcje biegng w sposdb nieodwracalny, alkilowanie DNA przez pierwsza grupe
bisinterkalatora na state ,kotwiczy” zwigzek w miejscu, w ktorym alkilowanie przez drugg grupe

bisinterkalatora moze nie byé moiliwe. W przypadku zwigzkéw dziatajacych w sposéb
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odwracalny, aktywny zwigzek przejSciowy moze ulegaé¢ odtworzeniu i nastepczej reakcji w innym
miejscu, prowadzacej do wigzania krzyzowego. Zwigzki przejsciowe QM moga reagowac wiasnie
w taki sposdb i stad wynika ich efektywnos¢ w reakcji z DNA. Dla zwigzkéw tych, stosunek
tworzonych wigzan krzyzowych do monoalkilowania jest wigkszy, niz dla klasycznych

bisinterkalatoréow. %

OH 0] OH
nuc;  nuc? nuc! nuc,
-——— ]
R R R
nuc? = H,0, nuc' = N1 wdA,
N2 w dG, N7 w dG,
N6 wdA, ... N3 wdC, ...

Schemat 5.1. Odwracalnosé reakcji krzyzowych przebiegajacych przez zwigzek posredni typu QM. 6

Mimo 2e nie ma bezposredniej korelacji miedzy reaktywnoscia czynnika alkilujacego a
skutecznosciq terapeutyczng, wielofunkcyjne zwiazki alkilujgce sg bardziej efektywne od

czasteczek jednofunkcyjnych. ®

5.3. Zwiqzki przecinajace nici DNA

Niektére zwigzki mogg interkalowaé DNA, a nastepnie w okreslonych warunkach generowac
rodniki. Rodniki mogg 2z kolei odrywa¢ protony z taricuchéw cukrowo-fosforanowych lub zasad
DNA, co prowadzi do przerwania nici. Leki tego rodzaju s3 wiec irddtami aktywowanych
metabolicznie rodnikéw. Przyktady takich zwigzkéw to: neokarcynostatyna (zinostatyna),

tirapazamina (rysunek 5.6) oraz bleomycyna czy antracykliny. 3
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OH

tirapazamina neokarcynostatyna

Rysunek 5.6. Przykiady zwigzkéw przecinajacych nici DNA.

Powyisza klasyfikacja jest podziatem dokonanym w oparciu o mechanizm oddziatywania z
DNA. Obecnie uwaza sig, ze oddzialywania te mogg by¢ jedynie pierwszym etapem w procesie,
ktory ostatecznie prowadzi do uszkodzenia DNA poprzez inny mechanizm, np. inhibicje

topoizomerazy.
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6. Inhibitory topoizomerazy li Il

Wiekszos¢ lekéw z tej grupy wedtug klasycznego podziatu zaliczana jest do grupy
interkalatoréw DNA. Dla wielu klas lekéw przeciwnowotworowych, interkalacja jest jednym z
etapow w procesie oddziatania z topoizomerazg DNA. Przyktadowo, kompleks DNA - topo | jest
celem dla chlorowodorku topotekanu (Hycamtin, rysunek 6.1), a DNA - topo i dla takich klas
zwigzkéw jak antracykliny, antracenodiony, akrydyny, aktynomycyny czy elipticyny.
Dotychczasowe wyniki sugeruja, ze inhibitory DNA powodujg stabilizacje rozszczepialnego
kompleksu dwusktadnikowego DNA — topo, (ang. cleavable binary complex) powstajgcego w
czasie relaksacji, poprzez utworzenie nierozszczepialnego kompleksu trojsktadnikowego
ztozonego z DNA, topo i leku. Przypuszcza sie, Ze taki kompleks moze zderzac sie z kompleksami
transkrypcyjnymi i replikacyjnymi; przy zderzeniu tréjsktadnikowy kompleks moze traci¢
zdolno$¢ odwracalnosci, co generuje $miertelne pekniecia w nici DNA. Nie jest jasne, czy
pierwszym etapem jest interkalacja leku do DNA, a nastepnie utworzenie kompleksu
tréjsktadnikowego z topo, czy tez lek atakuje utworzony wczesniej kompleks DNA — topo. 3
Przyktadem jest TAS-103 (rysunek 6.1), lek przeciwnowotworowy, ktéry najpierw interkaluje
DNA, a nastepnie prowadzi do $mierci komdrki poprzez zwiekszenie ilosci peknigtej nici DNA.
Badania serii antracyklin wskazujg, ze interkalacja DNA przez te zwigzki jest warunkiem
koniecznym, lecz niewystarczajacym dla aktywnosci wobec topoizomeraz. Wystepuje wprawdzie
silna korelacja pomiedzy zdolnoscig do interkalacji a mozliwoscig tworzenia nierozszczepialnego
kompleksu, nie ma jednakie zaleiznosci pomiedzy interkalaciy DNA a aktywnoscig
przeciwnowotworowa. Interkalacja moze nie by¢ bezposrednia przyczyng uszkodzenia DNA, ale
powoduje ona zmiane konformacji podwdjnej helisy. To z kolei moze skutkowaé umieszczeniem
leku w DNA w sposdb umozliwiajacy wigzanie z topoizomeraza. ® Niektore silne interkalatory nie
tworzg komplekséw tréjsktadnikowych, prawdopodobnie dlatego, ze nie spetniajg wymagan
strukturalnych, umozliwiajacych oddziatywanie z topoizomerazga. Zdarzajg sie rowniez inhibitory
topoizomeraz, ktére nie sg interkalatorami np. etopozyd (Etopophos, rysunek 6.1), inhibitor topo
Il. ° Niektdrzy autorzy postuluja podziat zwiazkéw wptywajacych na aktywnos¢ topoizomeraz na
dwie kategorie: inhibitory (ang. inhibitors) i trucizny (ang. poisons). Pierwsze miatyby obnizaé
o0gdblna aktywno$¢ enzymu, a drugie zwiekszaé ilos¢ kompleksu DNA — topo. ® Podziat ten wydaje
sie jednak sztuczny, ze wzgledu na powszechne wymienne stosowanie obu terminéw w

wiekszosci prac.

Mimo ze mechanizm dziatania inhibitoréw topoizomeraz nie jest dostatecznie wyjasniony,
trojsktadnikowy kompleks wydaje sie wywotywaé apoptoze namnazajacych sie komérek. &

Selektywna wrazliwos¢ komorek nowotworowych na cytotoksyczny efekt inhibitorow
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topoizomeraz moze wynika¢ z obecnosci duzej ilosci topoizomerazy w komdrkach mnozgcych sie

w poréwnaniu z jej bardzo niewielkg iloscig w komdrkach w fazie spoczynku (Go).

'/tiiﬁgL/o
0

NMe,*HCI HO OH
2 MezN\/\NH o o
N ¢ ol
o) . W§)
H

© MeO’ ; "‘OMe

OH

chlorowodorek topotekanu TAS-103 etopozyd

Rysunek 6.1. Przykiady interkalatoréw DNA.

6.1. Inhibitory topoizomerazy |

6.1.1. Kamptotecyna

Wsrdd inhibitoréw topo | kamptotecyny stanowiq najszerzej badang grupe zwigzkow.
Kamptotecyna (CPT) zostata po raz pierwszy wyizolowana z chiriskiego drzewa dekoracyjnego
Camptotheca Acuminata Decne (Xi Shu, Happy Tree). Wystepuje ona zaréwno w korzeniach,
gateziach, jak i lisciach rosliny. Odkrycie w latach 60-tych XX wieku (Wall i Wani) wtasciwosci
chemoterapeutycznych kamptotecyny wskazato nowy kierunek w leczeniu nowotworéw.
Wstepne badania wskazywaty na antynowotworowg aktywnos¢ CPT w standardowych testach in
vitro oraz wobec komoérek biataczki u myszy. Kamptotecyna byta testowana klinicznie w postaci
rozpuszczalnego w wodzie karboksylanu sodu. Na poczatku lat 70-tych XX wieku badania zostaty
jednak przerwane, z powodu dyskwalifikujacych efektéw ubocznych, takich jak krwotoczne
zapalenie pecherza czy ciezka mielosupresja (zahamowanie czynnosci szpiku kostnego).
Zainteresowanie kamptotecyng i jej analogami pozostawato niewielkie az do roku 1985, kiedy
odkryto, ze CPT poprzez unikalny mechanizm, inhibuje enzym DNA - topoizomeraze | (topo 1). 7°

Byto to poczatkiem rozwoju lekéw przeciwnowotworowych, ktérych celem jest kowalencyjny

kompleks DNA — topo |.
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R” \\ @ ‘H
\4\1{/ \
E o)
/
18, \20_ 21
{C OH (o]
zwigzek R' R? R’ R’
kamptotecyna H H H H
Q2 O
irinotekan -CH,CH, H -O—C—N<:>—N H
topotekan H -CH,N(CH,), OH H
exatekan -CH-CH,CH,- CH, F
NH,
gimatekan -CH=NOC(CH,), H H H
karenitecyna H CH,CH,Si(CH,), H H
lurtotekan -CH;—N N—CH, H -OCH,CH,0-
rubitekan H NO, H H
Tabela 6.1.  Struktura zwigzkéw z rodziny kamptotecyn. ”*

Kamptotecyna i jej analogi posiadajg pieciocykliczny rdzen, ktéry mozna podzieli¢ na trzy

czesci: (i) fragment chinolinowy (pierscienie A i B), ktéry moze by¢ podstawiony réznymi grupami

funkcyjnymi bez straty aktywnosci; (ii) fragment indolizynowy (pierscienie C i D), zawierajacy

grupe karboksylowa, niezbedna do aktywnosci bilologicznej wobec topo |, oraz (iii) pierscien a-

hydroksylaktonowy (E) z ulokowanym w nim centrum asymetrii o konfiguracji S, ktéry réwniez

jest aktywnym centrum w czasteczce CPT (tabela 6.1). *°

Pierécien E jest labilnym elementem czasteczki kamptotecyny. Lakton jest niezbedny do

inhibicji topo |, ale zaktywowany przez grupe hydroksylowg na chiralnym atomie wegla jest

bardzo podatny na hydrolize w warunkach fizjologicznych (pH 2 7) (schemat 6.1). W roztworze,
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kamptotecyny wystepujg w rownowadze pomiedzy zamknietg formg laktonowa i otwarty
karboksylanowg, ktéra jest biologicznie nieaktywna. pH roztworu oraz obecno$¢ topo | i

odpowiedniej sekwencji DNA moga przesuwa¢ te rownowage i regulowaé aktywnosc

72,73

biologiczna.

OH"
e
-
H +
/ OH O
Lakton Karboksylan

Schemat 6.1. Réwnowaga karboksylan — lakton zwigzkéw z grupy CPT.

Zwigzki z grupy kamptotecyn majq wiele ograniczen jako leki. Po pierwsze, kowalencyjne
kompleksy topo — DNA muszg by¢ utrzymane dostatecznie diugo, by doszto do uszkodzenia DNA.
CPT szybko dyfundujg z takich komplekséw, co oznacza, ze muszg by¢ podawane w formie
przedtuzonej infuzji. Po drugie, kamptotecyny prowadzg do wielu efektéw ubocznych, co
ogranicza ich dopuszczalne dawki. Po trzecie, piersciert a-hydroksylaktonowy (E) jest podatny na
hydrolize do karboksylanu, ktdry jest nieaktywny wobec topo I. Do kornca XX wieku otrzymano
wiele analogéw kamptotecyny, a dwa z nich: topotekan (Hycamtin, w 1994 roku) i irinotekan
(Camptosar, 1996) przeszly wszystkie etapy badan klinicznych i zostaty zatwierdzone w leczeniu
nowotwordw, miedzy innymi jajnika i jelita grubego. Wiele innych analogdw jest obecnie w fazie

badar klinicznych. 7% 77677, 78.79.80

Doniesienia, e CPT stabilizuje dwusktadnikowy kompleks DNA — topo | pojawity sie w 1985
roku. Juz wczesniej byto jednak wiadomo, ze CPT moze inhibowac synteze DNA, co z kolei
powoduje apoptoze komodrki w fazie S cyklu komdrkowego (w ktérej nastepuje replikacja
DNA). 7 Specyficzna toksyczno$é w fazie S jest bezposrednio zwigzana z wystepowaniem
nieodwracalnego uszkodzenia DNA podczas replikacji (powstawanie kowalencyjnego kompleksu
DNA - enzym) (schemat 6.2). Usuniecie genu dla topo | z Saccharomyces cerevisiae skutkuje
catkowita odpornoscia komdrek na CPT. ¥ Otrzymano réwniez wiele linii komérkowych
odpornych na CPT, kazda z nich zawierata mutacje reszt topo I. * Te badania jednoznacznie
potwierdzaja mechanizm dziatania kamptotecyny obejmujacy wprowadzone przez topo |

pekniecie DNA.
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Schemat 6.2. Cytotoksyczny mechanizm dziatania kamptotecyn. 8

Topo | moze uszkadza¢c DNA w wielu miejscach, jednak wykazuje silng preferencje do
tymidyny. Do stabilizacji kompleksu kowalencyjnego przez CPT dodatkowga peferencje stanowi
obecnosé guanozyny w pozycji +1. Precyzyjne poznanie sposobu stabilizacji kompleksu DNA —
topo | przez kamptotecyny (a co za tym idzie, inhibicje religacji dupleksu DNA) jest obecnie
waznym zadaniem. Kamptotecyna nie wykazuje powinowactwa do topo |, natomiast dodatnio

74758 jednak zdolno$¢ CPT do wigzania sie z

natadowany analog, topotekan, wigie sie z DNA.
podwdjnym kompleksem DNA — topo | jest wystarczajaca do inhibicji religacji. Dowiedziono, ze
kamptotecyna moze oddziatywac z kompleksem dwusktadnikowym w punkcie stycznosci DNA i
topo |, lub w jego poblizu. Hertzberg i inni ustalili, ze pochodna CPT zawierajgca bromoacetamid
w pozycji C-10 jest zdolna do tworzenia potaczeri lek — enzym. ® Pommier i inni wykazali pézniej,
7e 7-chlorometylowany analog kamptotecyny alkiluje atom N3 guanozyny w pozycji +1

przerwanej nici DNA.

Zdefiniowano kilka modeli teoretycznych obrazujacych oddziatywania pomiedzy CPT a

kompleksem dwusktadnikowym. %88 Modele te postuluja rézne oddziatywania pomiedzy CPT,



INHIBITORY TOPOIZOMERAZY I | Il | 45

parg zasad DNA -1/+1 przy przerwie oraz wybranymi resztami aminokwasowymi topo |. Analiza
kilku linii komdrkowych odpornych na CPT dostarczyta informacji dotyczacych reszt
aminokwasowych, ktore odgrywaja role w oddziatywaniu kompleksu dwusktadnikowego z CPT

(przyktadowo, Asp533, Arg364, Asn722, Lys532). #**

Major Groove
\- y |
’bv,"' = O
H _ H " /
C xr e \--": --------- T G*‘ 0 - - ’b
i T N i \ o'
Non-cleaved || AN ' s LN
S K S sosere L
A i<t T-1
\.-n “H
H
Minor Groove Asp 533

Rysunek 6.2. Przedstawienie struktury rentgenograficznej topotekanu w kompleksie dwusktadniko-

wym. ®

Poczatkowo sadzono, ze leki z grupy kamptotecyn interkaluja nieuszkodzong helise, lecz
obecnie uwaza sie, ze oddziatuja z nig w inny sposéb. °*** Réznice przesunie¢ chemicznych na
widmach *'P NMR kompleksu DNA — CPT s3 pomijalne, co wskazuje brak deformacji rdzenia
fosfodiestrowego DNA (dla czasteczek interkalujacych réinice przesunieé chemicznych wynosza
ok. 1 — 1.5 ppm w strone nizszych czestosci). Wystepujace oddziatywanie (o ktédrym swiadczg
sygnaly korelacyjne pochodzace od protondw CPT i podwdjnej helisy na widmach NOESY)
zdefiniowano jako ,stacking” z terminalnymi zasadami. * Badania oddziatywarn DNA z pochodng
CPT, topotekanem, metodami optycznymi (spektroskopia UV-Vis, dichroizm liniowy) i
obliczeniowymi wskazuja, ze topotekan wbudowuje sie w mniejszg bruzde. # Wykazuje tez

83, 94

wieksze powinowactwo do par zasad GC, szczegélnie terminalnych. W przypadku
oddziatywania z przerwanym DNA ("nick"), topotekan interkaluje w przerwe w nici. *>* Dowodza
tego struktury rentgenograficzne trojsktadnikowego kompleksu utworzonego pomiedzy DNA,
topo | i topotekanem. ** Badany kompleks sktadat sie z oligonukleotydu zawierajacego tacznik 5-
fosfotioestrowy utatwiajacy krystalizacje i wskazywat, ie topotekan zachowuje sie jak
interkalator (rysunek 6.2). Jedyne bezposrednie wigzanie wodorowe pomiedzy lekiem a
enzymem wystepowato pomiedzy Asp533 a grupg 20-hydroksylowa topotekanu. Dodatkowo,
obserwowano jedno wigzanie wodorowe z czasteczka wody. Atomy wegla C-7, C-9 i C-10

topotekanu znajdowaly sie w sgsiedztwie wiekszej bruzdy.
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Precyzyjne zrozumienie mechanizmu inhibicji religacji DNA przez kamptotecyny i wglad w role
poszczegodlnych elementéw strukturalnych sa kluczowe do stworzenia nowych, terapeutycznie
waznych pochodnych. Obecnie dobrze znany jest profil SAR (ang. structure - activity

relationship) CPT (vide infra).

Modyfikacje aromatycznego rdzenia kamptotecyny sg przewainie ograniczane do uktadu
chinolinowego (pierscienie A/B). Przyjmuje sie, ze planarno$¢ uktadu ztozonego z czterech
pierscieni aromatycznych jest koniecznym warunkiem inhibicji topoizomerazy |, czego dowodem
byty badania pochodnych modyfikowanych zaréwno w obrebie uktadu chinolinowego, jak i

%.9.97 Modyfikacje w pierécieniach C/D s ograniczone iloicia dostepnych

pierscieni C/D.
atoméw wegla (tylko C-5 i C-14), a analogi z podstawnikami w tych pozycjach wykazuja
zmniejszong aktywno$é. Wyjatek dotyczy pochodnych CPT zawierajacych w pozycji C-5
podstawnik -CH,C(O)OCH,CH,F lub CH,C(O)N(C4Hs), ktore charakteryzowaty sie aktywnoscig in

vitro i in vivo. %% %

Wiekszo$¢ badan dotyczacych modyfikacji kamptotecyny koncentrowata sie na transformacji
uktadu chinolinowego. Wall, Wani i inni przebadali szereg pochodnych CPT, co pozwolito
zidentyfikowaé niektére zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywnoscia. °* ' 192 1% podstawniki
w pozycjach C-11 i C-12 s3 zasadniczo niekorzystne, chociaz istniejq pewne wyjatki. Podstawniki
w pozycjach C-7, C-9 i C-10 nie powodujq znaczacego spadku aktywnosci. Badania Kingsbury’ego
potwierdzity te obserwacje. '® Byty to pierwsze doniesienia na temat znaczenia klinicznego

pochodnych: 9-aminokamptotecyny, 9-nitrokamptotecyny (rubitekanu) i topotekanu.

Modyfikacje pierscienia laktonowego E nie prowadzg do powstania wainych pochodnych
CPT. Zmiany grup funkcyjnych pierscienia E: laktonu i grupy 20(S)-hydroksylowej majg duiy
wplyw na spadek aktywnosci. Enancjomer 20(R), dostepny metodami syntetycznymi, jest
nieaktywny jako inhibitor topo I. Aktywnos$¢ enancjomeru 20(S) wynika prawdopodobnie ze
specyficznego oddziatywaniem grupy 20-hydroksylowej z kompleksem dwusktadnikowym DNA —
topo |. Zamiana grupy 20-hydroksylowej na grupe aminowg wptywa na znaczne obnizenie
aktywnosci, natomiast pochodne 20-chlorowcowe zachowuja jg w znacznym stopniu. ' Zwigzek
20-deoksy nie wykazuje cytotoksycznosci.'® Duza réznica aktywnosci pochodnych z réznymi
podstawnikami w pozycji C-20 moze dotyczy¢ ich zdolnosci tworzenia wigzania wodorowego.
Prawdopodobnie grupa 20(S)-hydroksylowa jest raczej specyficznym akceptorem, niz donorem.
Mozliwe jest takze, e podstawnik w tej pozycji jest niezbedny do zachowania konformagji

piercienia E sprzyjajacej stabilizacji kompleksu tréjsktadnikowego. &
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Piersciert laktonowy jest rowniez wainy dla zachowania cytotoksycznosci. Widoczny brak
aktywnosci karboksylanowej formy CPT doprowadzit badaczy do rozwaienia bardziej
hydrolitycznie stabilnych uktadéw. Przyktadem jest pochodna laktamowa, o zwiekszonej
stabilnoéci w uktadach wodnych, ktéra jednak jest nieefektywna jako inhibitor topo I. ' Takze
inne analogi (tiolakon, pochodne imidowe, laktolowe etc.) byly w wiekszosci nieaktywne. %1%
Znane sg prace, w ktérych otrzymywano aktywne pochodne zawierajgce piecio- lub

108,199 7astapienie piericienia a-hydroksylaktonowego B-

siedmiocztonowy pierscien laktonowy.
hydroksylaktonem zaowocowato klasa analogow CPT, tak zwanych homo-kamptotecyn, o
zwiekszonej stabilnosci w osoczu i dobrej aktywnosci. 1 Pomimo oczywistej wagi pierscienia
laktonowego do zachowania zdolnosci inhibicji topo |, znany jest naturalnie wystepujacy alkaloid
— luotonina A, réwniez bedacy inhibitorem topo . Zwigzek ten ma identyczne jak w CPT
pierscienie A-C, rdini sie natomiast znacznie w pierscieniu E, ktéry jest niepodstawionym

benzenem. !

Sukces kliniczny topotekanu i irinotekanu przyspieszyt prace nad rozpuszczalnymi w wodzie
pochodnymi kamptotecyny. Znanych jest wiele przyktadéw badan takich pochodnych: zaréwno

12 Wéréd najbardziej

ich aktywnosci biologicznej, jak i stabilnosci pierscienia laktonowego.
aktywnych analogow jest lurtotekan, tj. 10, 11-(metylenodioksy)-7-((N-
metylopiperazyno)metylo)kamptotecyna, ktéra ma wyizsza aktywno$é niz topotekan. " Innym
przyktadem dobrze rozpuszczalnej w wodzie pochodnej jest exatekan. Oszacowano, ze
aktywno$¢ przeciwnowotworowa exatekanu jest 28 razy wieksza, niz topotekanu. '** Znane s
réwniez pochodne bedace czwartorzedowymi solami amoniowymi, oraz estry 20-O-fosforanowe

kamptotecyny. 10 114113

Pozgdana trwatosc laktonu w pierscieniu E zwieksza réwniez zainteresowanie analogami o
zwiekszonej lipofilowosci. Burke i inni opracowali serie pochodnych CPT zawierajgcych krzem —
silatekanéw. '*® Zunino i inni wprowadzili w pozycji C-7 podstawniki: aminometylowy,
iminometylowy i oksyiminometylowy jako sposéb na wzrost wtasciwosci lipofilowych CPT. V7
Dwa najbardziej obiecujgce analogi o wysokiej cytotoksycznosci to 7-(tert-butylodimetylosililo)-

10-hydroksykamptotecyna (DB-67) i 7-(tert-butoksyiminometylo)kamptotecyna (gimatekan). '

118 119

Pochodng o najwyzszej do tej pory stabilnosci laktonu jest silatekan/homoCPT Dul44.

Kamptotecyna nie jest obecnie stosowana jako lek przeciwnowotworowy ze wzgledu na nisk3
rozpuszczalno$é¢ w medium fizjologicznym i wysoka toksycznos¢. Dwie pochodne: topotekan i
irinotekan sa stosowane w wielu krajach w terapii przeciwnowotworowej. Wiele pochodnych

kamptotecyny znajduje sie obecnie w fazie badan klinicznych, a juz stosowane badane s3 pod
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<gtem rozszerzenia spektrum stosowalnosci. Opis zastosowan klinicznych kamptotecyn mozna

nalei¢ w wielu artykutach przegladowych, ***%*

6.1.2. Najwazniejsze pochodne kamptotecyny

6.1.2.1. Topotekan

Topotekan (TPT, Hycamtin, GlaxoSmith Kline) jest pétsyntetyczng pochodna kamptotecyny,
zawierajacg grupe N,N-dimetyloaminometylowa w pozycji 9-C, ktdra zapewnia czgsteczce
rozpuszczalno$¢ w wodzie (rysunek 6.2). Topotekan zostat w 1996 roku zaaprobowany przez US
FDA i jest obecnie zatwierdzonym w ponad 70 krajach lekiem w ponownym leczeniu (ang.
second-line treatment) raka przerzutowego jajnika oraz w ponad 30 krajach w leczeniu
pacjentéw z rakiem drobnokomérkowym ptuc (SCLC) po niepowodzeniu wcze$niejej terapii.
Biologiczny czas péttrwania topotekanu jest znacznie krétszy niz dla innych pochodnych CPT, co
powoduje, ze w organizmie nie wystepuje akumulacja leku. Badane s3 mozliwosci stosowania
topotekanu w potaczeniu z paklitakselem, etopozydem, cis-platyna i cyklofosfamidem. ***

Struktura rentgenograficzna tréjsktadnikowego kompleksu DNA - topo | — topotekan
pokazuje, ze TPT interkaluje od strony pekniecia w DNA i jest stabilizowany oddziatywaniami
typu , base-stacking” zaréwno z parg zasad -1, jak i +1 (rysunek 6.3). Ptaski pierécien topotekanu
mimikuje pare zasad DNA i zajmuje to samo miejsce, co para zasad +1 w strukturze bez leku. *
Podtuzna 0§ czgsteczki TPT jest réwnolegta do osi par zasad, co réini sie od publikowanych
wczesniej modeli obliczeniowych dla CPT, przewidujgcych cze$ciowa interkalacje prostopadle do

+1. ¥ 8 12 nterkalacja nastepuje dzieki rotacji wigzania

podtuinej osi zasad -1 i
fosfodiestrowego nierozcietej nici w poblizu przerwy wywotanej aktywnoscig topoizomerazy. Nie
wymaga rotacji zasad ani zerwania wigzarn wodorowych pomiedzy parami zasad, jak wczesniej
przypuszczano.® 22 Obserwowana rotacja wymaga odsuniecia sie od siebie par zasad -1 i +1, co
moze by¢ energetycznie korzystne ze wzgledu na rotacje wigzania fosfodiestrowego. Wiadomo
rowniez, ze kamptotecyny lepiej stabilizujg kompleks kowalencyjny, zawierajacy w pozycji +1

pare GC. 2
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Rysunek 6.3. Struktura komplekséw a) DNA - topo | b) DNA — topo | — TPT. Topo | oznaczono kolorem
zielonym, DNA i6ttym (kompleks dwusktadnikowy) lub niebieskim (kompleks
trojsktadnikowy), TPT na szarym, czerwonym i niebieskim (odpowiednio atomy wegla,
tlenu i azotu). >

Te rezultaty nie wyczerpujg tematyki struktury komplekséw trojsktadnikowych. Mozliwe, ze
kamptotecyny mogg wigzac sie w innych miejscach lub przyjmowac inng orientacje. Otrzymana
struktura rentgenograficzna moze bowiem pochodzi¢ od jedynego uktadu zdolnego do
krystalizacji. Waznym zagadnieniem jest réwniez powinowactwo obu form topotekanu (laktonu i
karboksylanu) do DNA. Dla topotekanu przy pH = 6.28 (T = 25°C, ¢ = 0.5 mM) lakton i karboksylan

wystepuja w roztworze w stosunku 1:1. ***

W obecnosci sekwencji DNA z przerwang nicig (NICK 1), topotekan wystepuje w réwnowadze
pomiedzy forma wolng i zwigzang z DNA. Wspétczynnik dyfuzji topotekanu jest wiec $rednig
wazong wspéfczynnikéw dyfuzji obu form, co umoiliwito obliczenie statej wigzania. ° Analiza ta
jest dos¢ skomplikowana, ze wzgledu na autoasocjacje TPT w roztworze, ktora réwniez wptywa
na wielko$¢ wspétczynnika dyfuzji. Wartos¢ statej asocjacji topotekanu wynosi 3.4 x 10° M7, a
prze$ledzono jg za pomocg NMR, stosujac model izodesmiczny. ®* Poniewaz lakton i karboksylan
majg roine przesuniecia chemiczne, udato sie wyznaczy¢é statg wigzania dla obu form.
Wyznaczone wartosci K, dla laktonu i karboksylanu wynosza, odpowiednio, 3.78 i 0.1 mMm ™. °
Wyniki te potwierdzaja, ze powiniwactwo karboksylanu do DNA jest bardzo stabe. Wniosek ten
nie zgadza sie z wynikami analizy krystalograficznej kompleksu trojsktadnikowego, ktére
wskazywaty, ze karboksylan moze tak samo silnie jak lakton wiaza¢ sie z DNA. ** Wczeéniej
zbadano powinowactwo topotekanu do oktameru o sekwencji d(GCGATCGC),, a wartosc K,

wyniosta 1.5 mM™. ® Topotekan oddziatuje wiec mocniej z przerwana nicia.

Wiazanie TPT do DNA wptywa réwniez na kinetyke i rownowage karboksylan — lakton. W

wolnym roztworze wodnym uktad lakton — karboksylan osigga réwnowage w ciggu 2h przy pH 7,
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a stosunek obu form wynosi odpowiednio 20:80 (lakton:karboksylan). W obecnosci DNA przy
takim samym pH, réownowaga ustala sie po 24h, a stosunek obu form wynosi 1:1. °
Oddziatywanie z DNA spowalnia proces, poniewaz redukuje oddziatywanie laktonu 2z
rozpuszczalnikiem. Zmiana ilosci form swiadczy o tym, ze DNA faworyzuje forme laktonu.
Autorzy przeanalizowali oddziatywania NOE, co w potgczeniu z dynamikg molekularng (MD)
wykazato, ze topotekan wigze sie raczej w przerwie niz w mniejszej czy wiekszej bruzdzie lub na
koricach DNA. Wykorzystujagc modelowanie molekularne wygenerowano zestaw konformerow,

ktére poréwnano z danymi doswiadczalnymi. Struktury o najlepszym dopasowaniu pokazano na

9
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Rysunek 6.4. Wizualizacja mniejszych bruzd struktur komplekséow przerwany dekamer — TPT,

otrzymanych metodaq MD. Dla przejrzystosci pokazano jedynie sze$¢ par zasad
otaczajacych przerwe. s

Ze wzgledu na obecnosc¢ grupy karbonylowej w pozycji C-16a, topotekan moze wystepowaé w

125

rownowadze keto-enolowej "~ (rysunek 6.5). Obecnos¢ enolu nie zostata jednak dotychczas

dowiedziona doswiadczalnie.

50
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Rysunek 6.5. Forma enolowa i ketonowa topotekanu. 12

6.1.2.2. Irinotekan

Irinotekan (Camptosar, Pfizer) jest rozpuszczalnym w wodzie zwigzkiem, ktéry
zaprojektowano w celu utatwienia pozajelitowego stosowania biologicznie aktywnej pochodnej
7-etylo-10-hydroksy-kamptotecyny (SN-38) (rysunek 6.6). Irinotekan zawiera fragment
bispiperydynowy, przytaczony przez grupe karbonylowa w pozycje C-10 (rysunek 6.6).

-

L s
irinotekan topotekan diflomotekan HiC  gn

HO

CKD-602 lurtotekan 9-AC 9-NC karenitycyna gimatekan

Rysunek 6.6. Najwazniejsze zwigzki z grupy kamptotecyn. i
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Sam irinotekan jest stabym inhibitorem topo |. Grupa karboksybispiperydynowa w obecnosci
enzymu karboksyesterazy ulega hydrolizie do aktywnego metabolitu, 7-etylo-10-hydroksy-
kamptotecyny, ktéra jest 100 razy bardziej aktywnym inhibitorem topo | niz irinotekan. ”°
Irinotekan zostat w 2000 roku zaakceptowany przez US FDA i jest obecnie szeroko stosowany,
szczegoblnie w przypadku raka ptuc i jelita grubego. Biologiczny czas péttrwania laktonowej formy

8 Toksycznoé¢ terapii irinotekanem,

SN-38 jest dtuiszy niz w przypadku topotekanu.
ograniczajgca maksymalne dawki, moze prowadzi¢ do mielosupresji. Niestety, w rezultacie
skomplikowanych szlakéw metabolicznych, irinotekan i jego metabolity podlegajg znacznej
zmiennosci farmakokinetycznej i farmakodynamicznej. Podjeto wiele préb majacych na celu
zrozumienie catosciowego profilu farmakokinetycznego irinotekanu, jednak do dzi$ nie wptyneto
to w znacznym stopniu na przewidywanie wystepowania i stopnia efektéw ubocznych terapii.

Prowadzone s3 badania nad stosowaniem irinotekanu w kombinacji z taksanami, antracyklinami

bad? czynnikami alkilujacymi. &

6.1.2.3. Exatekan

Exatekan (DX-8951f, DE-310, Daiichi Pharmaceuticals) jest syntetyczngy, szesciocykliczng
pochodng kamptotecyny (rysunek 6.6), rozpuszczalng w wodzie, znacznie hamujaca rozwdj
nowotworowych linii komdrkowych i ksenograftéw, réwniez nowotworéw odpornych na
irinotekan i topotekan. Wyniki fazy Il testow klinicznych wskazujg, ie exatekan wykazuje
niewielkg aktywnos$¢ wobec raka trzustki, zotadka i piersi. Efektem ubocznym jest neutropenia

(obnizenie ilosci granulocytow). 78

6.1.2.4. Gimatekan

Gimatekan (Sigma-Tau i Italian National Cancer Institute) jest pdtsyntetyczng, lipofilowa
pochodng z serii analogéw 7-oksyiminometylowych (rysunek 6.6). Przy odpowiednim
dawkowaniu gimatekan wykazuje akceptowalny profil toksycznosci (dawke ogranicza
wystepowanie mielosupresji). W tej chwili gimatekan jest w Il fazie badan klinicznych wobec
zréznicowanych typdw nowotwordw (jelita grubego, ptuc, piersi oraz nowotwordéw

dzieciecych).®

6.1.2.5. Karenitecyna

Karenitecyna (BNP-1350, Bionumerik Pharmaceuticals) jest potsyntetycznym zwigzkiem

lipofilowym z grupy silatekandéw (rysunek 6.6), wykazujacym wiekszg cytotoksyczng aktywnosé

52
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niz kamptotecyna, zaréwno w testach in vitro jak i in vivo. Oprdcz zwiekszonej aktywnosci,
karenitycyna charakteryzuje sie wyiszg stabilnodcia pierscienia laktonowego oraz
biodostepnoscia, co potencjalnie zwieksza jej szanse w badaniach klinicznych. Karenitecyna
wykazuja szczegdlng aktywnos¢ wobec czerniaka przerzutowego. Toksycznos¢ moie prowadzié
do neutropenii i trombocytopenii (matoptytkowosci). Obecnie karenitycyna jest w Il fazie badan

klinicznych. ®

6.1.2.6. Lurtotekan

Lurtotekan (NeXstar Pharmaceuticals) ktory jest rozpuszczalnym w wodzie analogiem
kamptotecyny, zawierajgcym fragment piperazynowy (rysunek 6.6). Stosowany jest w formie
liposomowych kapsut (NX211), ktdre zapewniajq przedtuzony czas péttrwania. Charakteryzuje sie
aktywnoscig in vivo zblizong do topotekanu. Badania farmakologiczne i toksykologiczne
ksenograftow wskazuja, ze enkapsulacja lurtotekanu skutkuje znacznym wzrostem wartosci
terapeutycznych (procentowe zahamowanie wzrostu nowotworu) oraz wyiszym stezeniem w
0soczu w poréwnaniu z wolnym lurtotekanem i topotekanem. Toksyczno$¢ moze prowadzi¢ do
trombocytopenii i neutropenii. Jak dot3d, liposomowy lurtotekan wykazywat ograniczong

aktywnos¢ w Il fazie badar klinicznych raka jajnika oraz nowotworéw gtowy i szyi.

6.1.2.7.9-AC

9-AC, czyli 9-aminokamptotecyna, (IDEC-132, National Cancer Institute) jest potsyntetyczng
pochodng kamptotecyny (rysunek 6.6) wykazujacq aktywnos¢ przeciwnowotworowa wobec
szerokiego spektrum komdrek. W Il fazie badan klinicznych, podawany doiylnie, nie wykazywat
jednak wystarczajqcej aktywnosci. Aby zwiekszy¢ biodostepnosé, zmieniono sposéb podawania.
Obecnie 9-AC w potaczniu z poli(glikolem etylenowym) podaje sie doustnie i lek ten jest w Il fazie

badari klinicznych w Europie. 7 #2

6.1.2.8. Rubitekan

Rubitekan czyli 9-nitro-kamptotecyna (9-NC, Oratecyna, SuperGen) to silnie dziatajacy lecz
stabo rozpuszczalny w wodzie analog kamptotecyny (rysunek 6.6). W organizmie rubitekan jest
konwertowany metabolicznie do 9-amino-kamptotecyny (9-AC), jest jednak tanszy do
otrzymania i mocniejszy w dziataniu w poréwnaniu z 9-AC. Przed badaniami klinicznymi
rubitekan wykazywat aktywnos¢ wobec szerokiego spektrum komérek nowotworowych,

zaréwno in vitro, jak i in vivo. Jednak w trakcie | i Il fazy badan klinicznych rubitekan wykazywat
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niezadowoalajacq aktywnos¢ wobec wiekszosci nowotwordw, za wyjatkiem raka trzustki oraz
jajnika. Badania kliniczne rubitekanu w terapii raka trzustki s3 kontynuowane. Prowadzone s3

réwniez badania | fazy nad liposomowym 9-NC, podawanym inhalacyjnie. >

6.1.2.9. Diflomotekan

Diflomotekan (BN-80915, Beaufour Ipsen), pochodna zawierajaca piersciert 7-cztonowy w
miejsce pierscienia E (rysunek 6.6) hydrolizuje do karboksylanu wolniej niz kamptotecyna, lecz
po hydrolizie pierscienri nie moze sie juz ponownie zamkngc. Diflomotekan jest obecnie w |l fazie
badan klinicznych wobec zaawansowanych nowotwordéw przerzutowych: jelita grubego, piersi i

prostaty. *

6.1.2.10. CKD-602

CKD-602 (Chong Kun Dang Pharmaceuticals) jest analogiem kamptotecyny o dobrej
rozpuszczalnosci (dzieki obecnosci grupy dimetyloaminowej) (rysunek 6.6) i akceptowalnym

profilu toksycznosci. Obecnie jest w Il fazie badarn klinicznych. ®

6.1.2.11. Protekan

Protekan (Prothecan, Enzon Inc.) sktada sie z czasteczka kamptotecyny potaczonej z

poli(glikolem etylenowym). Zwiazek ten jest obecnie w Il fazie badan klinicznych. 7”7

6.1.3. Inne inhibitory topoizomerazy |

Poszukiwania inhibitorow topo | innych niz kamptotecyny rozpoczely sie natychmiast po
odkryciu inhibicji topo | przez CPT. Badania doprowadzity do odkrycia nowych klas zwigzkéw
inhibujgcych topo |, takich jak indolokarbazole i fenantrydyny. Zwigzki z obu grup sa obecnie w

trakcie badan klinicznych. Obiecujacg grupe stanowig tez indenoizochinoliny (rysunek 6.7).
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Rysunek 6.7.  Inhibitory topo | inne niz CPT. 7’

W literaturze wymienia sie réwniez takie zwigzki jak terbenzimidazole, flawony, bulgareina i
inne. ¥ Inhibitory te nie beda tu szczegétowo omawiane, gdyz nie jest to celem tej pracy.
Informacje dotyczgce struktury, aktywnosci oraz zaawansowania badahA moina znalei¢ w

artykutach przegladowych, 1217128

6.2. Inhibitory topoizomerazy Il

6.2.1. Flawonoidy

Flawonoidy sg grupg ponad 4000 naturalnych zwigzkéw polifenolowych, posiadajgcych
fragment fenylobenzopiranowy. Ze wzgledu na stopiei nasycenia oraz obecnos$é¢ grup
karbonylowych lub hydroksylowych dzieli sie je na flawony, flawonole, flawanony, flawanole,

flawanonole i izoflawony (tabela 6.2). %

Flawonoidy sq obecne w wiekszosci roslin jadalnych i s3 spozywane w znacznych ilosciach.

Szacuje sie, ze przecietnie cztowiek spozywa kilkaset miligraméw flawonoidéw dziennie. **°
Flawonoidy wystepuja réwniez w wielu ziotach i roslinach stosowanych w medycynie ludowej na
catym $wiecie. *! Zwigzki te charakteryzuja sie szerokim spektrum aktywnosci biologicznych:
przeciwzapalnych, przeciwalergicznych, przeciwutleniajgcych czy przeciwnowotworowych. 129
Wymienia sie je wérdd zwigzkéw przeciwdziatajacych chorobom uktadu krazenia i osteoporozie,
ale takze wirdd czynnikéw wywotujacych specyficzne biataczki niemowlece. *> W ostatniej
dekadzie widoczny jest wzrost zainteresowania flawonoidami i ich analogami jako lekami

przeciwnowotworowymi. Flawonoidy s3 wymieniane wsréd nowych inhibitoréw topo II, ***a

134,135

niektore (luteolina) takze wsrdd inhibitoréw topo I. Dwa izoflawony: genisteina i orobol s
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inhibitorami topoizomerazy Il o aktywnosci poréwnywalnej z amsakryng i etopozydem — lekami
powszechnie stosowanymi jako inhibitory topo Il. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa dwdch
flawonéw: fizetyny i kwercetyny jest zblizona do aktywnoéci adriamycyny. ® Znane s3 réwniez
zwigzki o nietypowym, niearomatycznym pierscieniu C, jednak majg one stabe wiasciwosci

cytotoksyczne. ¢

struktura przykiadowe podstawniki wystepowanie
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m jabtka, herbata

|
oH

fl
RO F I diosmetyna H H OH OMe H
O apigenina O o H DR H pietruszka, tymianek
kryzyna H OH H H H
3 luteolina OH OH OH OH H
flawonol :
fizetyna H H OH OH H cebula, wignie,
° kamferol OH OH H OH H jabtka, brokuty,
t kapusta, pomidory,
- myrycetyna OH OH OH OH OH jagody, czerwone wino,
f, kwercetyna OH OH OH OH H herbata, kasza gryczana
flawanonaol
taksifolin OH OH OH OH H cytryny
izoflawon
° daidzeina H OH H OH H
<\| genisteina OH OH H OH H soia. rosliny bobowate
_ biochaninaA  OH OH H OMe H T S
o y orobol OH OH OH OH H

Tabela 6.2. Struktura zwigzkow z grupy flawonoidéw. 125,135,137

S. Faizi i inni zauwazyli dla kilku flawonoidéw (m. in. kwercetyny, luteoliny, kamferolu i
apigeniny) wystepowanie tautomerii keto-enolowej. ROwnowage te obserwowano metodg

NMR, poniewaz w deuterowanych rozpuszczalnikach donorowych nastepuje regioselektywne
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deuterowanie pozycji C-8 (rysunek 6.8). Dla kilku flawonoidéw przeprowadzono analize wptywu

rodzaju podstawnika, rozpuszczalnika i temperatury na proces wymiany H/D. **

OH 0 ENO OH o KETO

Rysunek 6.8. Rownowaga keto-enolowa obserwowana dla kwercetyny. Be

W poszukiwaniu izoflawonéw o zwiekszonej cytotoksycznosci, otrzymywano wiele
pochodnych, ktdre wykorzystano w badaniach in vivo i in vitro. Przyktadem jest fenoksodiol (3-
(4-hydroksyfenyol)-2H-chromen-7-ol), ktéry wykazuje szerokie spektrum aktywnosci
przeciwnowotworowej a takze uwrazliwia komérki rakowe na inne cytostatyki. Fenoksodiol jest

obecnie w fazie badar klinicznych w Stanach Zjednoczonych, Europie i Australii. >

Ze wzgledu na stabg rozpuszczalno$¢ (a co za tym idzie, réwniez biodostepnosc),
przeprowadzano préby podawania genisteiny w formie polimerycznych miceli. llo$¢ genisteiny
uwolnionej z takich miceli w poréwnaniu z typowa genisteing byta wieksza zaréwno w testach in
vitro, jak i in vivo. '™ Luteoline, apigenine i kryzyne przeprowadzono w forme komplekséw
inkluzyjnych z cyklodekstrynami, a rozpuszczalno$¢ takich uktadow byta wieksza niz samych

flawonoidéw. 1

W celu poprawy aktywnosci biologicznej, zsyntetyzowano réwniez kilka estrow
kwasow ttuszczowych genisteiny i daidzeiny. Oczekiwano, ze te mocno lipofilowe pochodne
beda poprzez lipoproteiny niskiej gestosci (ang. low density lipoproteins, LDL) efektywnie
przenika¢ do tkanek. Stezenia otrzymanych pochodnych w fazie LDL byty wieksze niz stezenia
flawonoidéw, ale wieksza aktywnos¢ wykazywat tylko 4’, 7-dilinoleinian daidzeiny. *** Otrzymano
rowniez pochodne genisteiny i daidzeiny o zwiekszonej rozpuszczalnosci w wodzie, 7-O-
fosforany, nie ma jednak doniesien o poziomie ich aktywnosci. '** Znane s takze pochodne
genisteiny w postaci eteru 7-O-sililowego i czwartorzedowej soli amoniowej. '** O-metylowanie
flawonoidow zwiekszato ich stabilnos¢, biodostepnosc i cytotoksycznosé, a takze, zaskakujgco,
rozpuszczalnoéé w wodzie. ** W celu poprawy biodostepnosci kwercetyny, do pierécienia B

przytgczono przez tacznik karbaminianowy dziewie¢ réznych aminokwaséw. Wsréd otrzymanych

pochodnych, koniugat kwercetyny i kwasu glutaminowego charakteryzowat sie znacznie
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zwiekszong rozpuszczalnoscia i stabilnoscia w poréwnaniu z kwercetyng. ** Duzg grupe
pochodnych zawierajgcych réine podstawniki w pozycjach 4’-O oraz 7°-O zsyntetyzowali w
ostatnim czasie naukowcy z Chin. Pochodne te byty badane miedzy innymi pod katem
wiasciwosci przeciwutleniajgcych i przeciwbakteryjnych, a kilkanascie z nich (zawierajacych
podstawniki z grupami karboksylowymi, karboksylanowymi, tioeterowymi, alkilopirydynylowymi,

147, 148, 149, 150, 151, 152
148, 149, 15! Ze

chlorowcoalkilowymi) wykazywato rowniez wtasciwosci cytotoksyczne.
wzgledu na powinowactwo flawonoidow do receptordw estrogenu, proponowano
wykorzystanie genisteiny jako ,nosnika” innych lekéw cytostatycznych. Koniugat 6-
karboksymetylogenisteiny z daunomycyng przy niskich dawkach wykazywat wyisza
cytotoksycznosé niz sama daunomycyna. *** Grupa tych samych naukowcéw otrzymata niedawno
pochodne genisteiny, biochaniny A i daidzeiny poprzez przytaczenie grupy N-tert-
butoksykarbonylo-1,6-diamino-heksylowej. Z tych  zwigzkéw, pochodna  daidzeiny
charakteryzowata sie wysoka aktywnoscia antyproliferacyjng przy jednoczesnym braku

toksycznosci. ***

Znaczacym krokiem w poszukiwaniach pochodnych genisteiny o wyiszej aktywnosci
przeciwnowotworowej byta synteza dziewieciu glikozydéw genisteiny, z ktorych kilka inhibowato

h. 1*> 1% Najbardziej aktywnym zwigzkiem byta pochodna

in vitro proliferacje linii komoérkowyc
oznaczona symbolem G21 (7-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-D-galaktopiranozylo)-(1->4)-(6-O-

acetylo-heks-2-en-a-D-erytropiranozylo)genisteina). **’

6.2.1.1. Genisteina

Genisteina jest jednym z najprostszych izoflawondw (tabela 6.2). Zostata po raz pierwszy
wyizolowana z janowca barwierskiego (Genista tinctoria) w 1899 roku przez Perkina i
Newbury’ego. *® Syntetyczng genisteine po raz pierwszy otrzymali w 1928 roku Baker i
Robinson. *° Pierwsze doniesienia, ze genisteina inhibuje topo Il pojawity sie na przetomie lat
80/90-tych XX wieku, a jej aktywnosé pordwnuje sie z aktywnoscig powszechnie stosowanych
inhibitoréw topo I, amsakryna i etopozydem.®®*® Genisteina, ktéra wystepuje w znacznych
ilociach w soi, jest uznawana za czynnik chemoprewencyjny, zapobiegajacy wystapieniu raka
piersi i prostaty. Z tego powodu iniynieria genetyczna podejmuje préby stworzenia roslin

transgenicznych, ktére zawieratyby genisteine (np. kukurydza, tytor). **

Genisteina wykazuje aktywnos¢ wobec komorek raka piersi, tarczycy, gardta, prostaty i
okreznicy. '*° Znane sa réwniez doniesienia wskazujace, ze genisteina zwieksza aktywnos¢

cytostatyczng wielu lekéw, np. cisplatyny, doksorubicyny, prednizonu etc. **°
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Niedawne badania wskazujg, ze komorki niezawierajgce topoizomerazy |l s3 odporne na
dziatanie genisteiny, co dowodzi, ze cytotoksycznos¢ genisteiny zwigzana jest z inhibicjg tego
enzymu. '® Genisteina jest jednym z 16 zwigzkéw wybranych do klinicznych prac badawczych
przez National Cancer Institute. *** Aktualnie genisteina jest przedmiotem ponad 20 badarn
klinicznych tylko w Stanach Zjednoczonych, dotyczacych miedzy innymi osteoporozy i raka. Co
najmniej trzy farmaceutyki zawierajgce zdefiniowang ilos¢ genisteiny sq dostepne na rynku. S
to: GCM™ (zawierajacy genisteine polisacharyd, Amino Up Chemical Co., Japonia), stosowany
jako lek przeciwnowotworowy; Bonistein™ (DSM Nutritional Products, Holandia) i Fosteum™

(Primus Pharmaceuticals, USA), oba stosowane w profilaktyce osteoporozy. **

Pomimo duzego zainteresowania genisteing i jej pochodnymi, jej geometria i wtasnosci
elektronowe nie byly szeroko badane. Niewiele jest publikacji opisujacych widma NMR, 16> 166167
strukture rentgenograficzna genisteiny '*® lub wykorzystujacych metody obliczeniowe. ** Kilka

170.174,172,173 § dotycza one komplekséw

tego rodzaju prac pochodzi z zespotu prof. Kozerskiego,
genisteiny z aminami. Mimo ogromnej ilosci prac biochemicznych, podejmujacych tematyke
dziatania inhibitorow topo |l na poziomie komérkowym, brakuje informacji dotyczacych
mechanizmu dziatania tej klasy zwigzkdéw na poziomie atomowym. Znane sq wartosci statych
trwatosci kompleksowania genisteiny, kwercetyny i luteoliny do oligomeréw DNA i wynoszg one
odpowiednio: K, = 1.54 x 10> M, 5.75 x 10° M, 2.17 x 10* M%. '”* Wynika z tego, ze genisteina
oddziatuje najstabiej z trzech zbadanych inhibitoréw. Fragment genisteiny w labilnym kompleksie
piperazynowym, lepiej rozpuszczalnym w wodzie niz zwykta genisteina, oddziatuje z taka samq
sit3. Mozliwym wyjasnieniem tej sytuacji jest nieplanarnos¢ fragmentu genisteiny w poréwnaniu
z innymi flawonoidami. Struktura rentgenograficzna kompleksow genisteiny z morfoling i
piperazyna wskazuje, ze pierscien C nie jest koplanarny z pierscieniami A i B i jest skrecony o ok.
57°. Dodatkowo, silne wewngtrzczagsteczkowe wigzanie wodorowe grupy C-S hydroksylowej do
wegla C-4 karbonylowego wprowadza dodatkowy, szesciocztonowy pierscien do struktury. O ile
ta ostania wtasciwos¢ sugeruje, Ze genisteina moze interkalowaé¢ do DNA, o tyle jej catkowita
nieplanarno$¢ stwarza zawade przestrzenng, dlatego mozna oczekiwaé, ie czasteczka bedzie
raczej oddziatywaé w mniejszej bruzdzie DNA. Potwierdza to widmo NOESY roztworu genisteiny i
oligomeru DNA, na ktdrym nie byty widoczne miedzyczasteczkowe sygnaty korelacyjne, a réznice

przesunie¢ chemicznych protonéw cukrowych i iminowych sa zaniedbywalne. '’
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6.2.1.2. Kwercetyna

Kwercetyna jest bodajze najlepiej zbadanym flawonoidem (tabela 6.2). Charakteryzuje sie
bardzo staba biodostepnoicia, ze wzgledu na skomplikowany metabolizm, ’* jest natomiast
aktywna wobec komérek raka gardta, piersi, ptuc, prostaty, okreznicy oraz wobec biataczek. **°
Kwercetyna jest inhibitorem topo Il. W wielu pracach pojawialy sie sugestie o inhibowaniu przez

1517 jednak ostatnie badania zaprzeczaja tym doniesieniom. *”’

kwercetyne réwniez topo |,
Kwercetyna jest interkalatorem DNA, ale sadzi sie, ze uszkodzenie DNA moze przebiegac poprzez

wiecej niz jeden mechanizm. '’

6.2.1.3. Luteolina

Luteolina charakteryzuje sie aktywnoscia wobec komérek raka piersi, tarczycy i prostaty. 2

Dziata jak inhibitor topo Il, ale kilka prac sugeruje, e jest aktywna réwniez jako inhibitor topo |

(tabela 6.2). 13417817

6.2.2. Inne inhibitory topoizomerazy Il

Do najbardziej rozpowszechnionych inhibitoréw topo Il nalezg: epipodofilotoksyny (etopozyd
i tenipozyd), antracykliny (doksorubicyna, daunorubicyna), mitoksantron, elliptycyna,

amsakryna, kumaryna, netropsyna i inne. %1%

6.3. Inhibitory podwdjne

W literaturze znane sg zwigzki, bedace inhibitorami topoizomerazy | i Il. S3 to zaréwno
zwiazki pochodzenia naturalnego (fizetyna, myrytecyna, 7 sanguiina, saintopina, fagaronina),
jak i syntetyczne (intoplicyna i jej analogi a takie koniugaty: distamycyny i elliptycyny,

kamptotecyny i 4’-O-demetyloepipodofilotoksyny, antracenylu i dipeptydéw. *°
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7. Zastosowanie metod NMR do badania oddziatywan nukleotydéw

Magnetyczny rezonans jadrowy po raz pierwszy zostat zastosowany do badar DNA juz rok po
odkryciu struktury podwdjnej helisy (1953). Wyjasnienie struktury DNA otworzyto w biologii
molekularnej nowg ere dla badaczy. Pomimo tego, Ze taricuchy DNA byty zdecydowanie zbyt
duze (200 - 800 kDa) do badari NMR w roztworze, to takie sekwencje jak promotory (odcinki, od
ktérych polimeraza RNA rozpoczyna kopiowanie genu) czy operatory (sekwencje, do ktérych
wigze sie biatko regulatorowe), sktadajace sie z 10 — 20 par zasad, mogty byc¢ tatwo analizowane
za pomocy wielowymiarowych eksperymentéw NMR. Badania NMR oligonukleotydéw
pozostawaty w tyle w stosunku do badan nad biatkami, ze wzgledu na ograniczong dostepnos¢
probek. Wraz z rozwojem syntezy oligonukleotydéw na podtozu statym, sytuacja zmienita sie
dramatycznie; rozpoczeto badania nad catg gama sekwencji DNA o réinej strukturze
drugorzedowej. Ogdlnie biorac, w zdecydowanej wigkszosci badarn NMR opublikowanych
dotychczas, uzywano syntetycznych oligonukleotydéw. Mozliwa jest obserwacja pojedynczych
nici, szpilek, duplekséw komplementarnych nici, triplekséw, kwadrupleksdw oraz wielu struktur
zawierajacych wypuktosci (ang. bulge), zgiecia (ang. bend) i inne zaburzenia. Co wiecej, mozliwa
jest obserwacja oddziatywarn DNA z ligandami, takimi jak leki i mate czasteczki, a takie z

wiazacymi sie biatkami oraz wyznaczenie struktury takich uktadéw. 2

Razem z uracylem, w oligonukleotydach wystepuje tylko 5 rodzajéw zasad (a w DNA tylko 4),
co w poréwnaniu z biatkami (20 naturalnych aminokwaséw) znacznie upraszcza przypisanie
sygnatéw w widmie 'H NMR. Z drugiej strony, niewielkie zréznicowanie reszt nukleotydowych
jest przyczyng naktadania sie sygnatéw, co znacznie utrudnia analize strukturalng (w poréwnaniu
2 biatkami). Struktura DNA zalezy od oddziatywan zasada - zasada, zaprezentowanych na

rysunku 3.3 (rozdziat o DNA), na ktérym pokazano typowe oddziatywania Watsona - Cricka.

Pierwszym krokiem przy opisie widm oligonukleotyddw jest identyfikacja uktadéw spinowych.
Dokonuje sie tego w oparciu o przesuniecia chemiczne podane w tabeli 7.1. W obrebie
podstawowej jednostki nukleotydu wystepujg dwa odrebne uktady spinowe: jeden obejmujacy
reszte cukrowy, a drugi zasade. Sie¢ sprzeien najtatwiej identyfikowaé zaczynajac od
interpretacji widma TOCSY, pokazujgcego potgczenia wzdtuz sciezki H1' - H2'/H2” SH3’ - H4’
->H5’/5” w kazdej jednostce cukrowej oraz korelacje protonéw w zasadach pirymidynowych:
H6, H5 w cytozynie i H6, Me w tyminie. Reszty cukrowe i zasady tego samego nukleotydu daja
sygnaty korelacyjne w widmie NOESY wg schematu: H1'/H2’ (i) — H8/H (i) przez wigzania,
natomiast oddziatywania przez przestrzern wzdtuz $ciezki H1’/H2'/H2” (i-1) > H8/H6 (i) >
H1’/H2’ (i) oraz H8/H6 (i} > H5/Me (i+1) prowadzg do przypisari wzdtuz nici. Wykonanie widm
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TOCSY i NOESY oligonukleotydéw umozliwia wiec przypisanie wszystkich protondw na widmie.

Identyfikacja sygnatéw protonéw iminowych oraz H2 w adeninie wymaga zarejestrowania widm

w H,0. *?
5 (ppm) przypisanie
12-16 MewT
1.8-3.0 2'H,2"H
2.7-45 4'H,5'Hi5"H
44-52 3'H
53-6.3 1'H
53-6.0 SHwC
71-76 6HwWCIT
7.3-84 S8HWAIG,2HwWA
6.6 - 9.0* NH,wA,CiG
10 -15* NHwGIT

Tabela 7.1. Przyblizone zakresy przesunie¢ 'H NMR w dupleksach i pojedynczych niciach DNA e

*obserwowalne tylko w H,0.

Metodyka badania komplekséw molekularnych w tej pracy zawiera najczesciej:

- zastosowanie pomiaréw wspdiczynnika dyfuzji translacyjnej z eksperymentu PFGSE (ang.
Pulsed Field Gradient Spin Echo) NMR, umozliwiajacych zbadanie stanu asocjacji liganda
organicznego w S$rodowisku fizjologicznym, jak rdwniez wyznaczenie statej réwnowagi

komplekséw inhibitor/DNA; *#

- wyznaczenie struktur komplekséw przy uiyciu wiezéw eksperymentalnych (NMR) i metod
modelowania molekularnego z uwzglednieniem przypadkéw réwnowagi konformacyjnej oraz

wptywu rozpuszczalnika.

Pomiary wspétczynnika dyfuzji

W eksperymencie PFGSE mierzone sg parametry fizykochemiczne, ktére sg wrailiwe na
rozmiar i ksztaft czasteczki. Jest to przyktad wykorzystania techniki PFG, ktéra bardzo poszerzyta
zastosowanie spektroskopii NMR do badania matych i duzych czasteczek. Wspoétczynnik dyfuzji
translacyjnej D; x 10™°, [m? s™], umozliwia oszacowanie rozmiaréw czasteczek, poniewai jest

rézny dla zwigzkdw znacznie réznigcych sie ciezarem czasteczkowym, 182 183184
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WYNIKI | DYSKUSJA

8. Zagadnienia inhibicji topoizomerazy |

8.1. Charakterystyka topotekanu w srodowisku fizjologicznym

Badania nad strukturg topotekanu w wodzie sg szczegdlnie istotne, poniewai jest to
srodowisko zblizone do fizjologicznego. Chociaz TPT jest stosowany w medycynie od kilkunastu
lat, jego tautomeria nie jest w petni opisana. Podstawowa znana réwnowaga {schemat 8.1)
dotyczy zaleznej od pH transformacji formy laktonowej do karboksylanowej. Po rozpuszczeniu
TPT x HCl w wodzie ustala sie pH 4.5, a okoto 95% zwiazku pozostaje w formie laktonowej.
Przesuniecia chemiczne s3 wrazliwe na pH (vide poréwnanie z przesunieciami chemicznymi w
tabeli 8.4, przy pH 5.1). Wiekszos¢ badan biologicznych wskazuje, ze karboksylanowa forma TPT

nie dziata jako inhibitor topo .

OH-
—_—
- g——
5.37 H*
s}
Lakton Karboksylan

Schemat 8.1. Réwnowaga form TPT x HCl oraz ich przesuniecia chemiczne w D,0, pH 4.5.

8.1.1. Czasy relaksacji 'H-T, i wzmocnienie NOE

Zbadanie ruchéw molekularnych oraz stanu agregacji topotekanu w wodzie wydaje sie
kluczowe, poniewaz TPT jest jednym z wazniejszych inhibitoréw topo | oraz wiodgcym zwigzkiem
z rodziny kamptotecyn. Zatozono, ze wartosci parametréw opisujacych zachowanie topotekanu
w roztworze bedg zblizone dla innych pochodnych TPT badanych w tej pracy. Przeanalizowano

wiec czasy relaksacji, ‘H-T;, oraz wartoéci NOE dla chlorowodorku topotekanu w buforze
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wodnym. Wyznaczone wewnatrzczgsteczkowe oddziatywania NOE mogg stuzy¢ réwniei jako
odnosnik w badaniach oddziatywan miedzyczasteczkowych TPT z DNA. Aby oszacowac czasy
korelacji dla TPT w buforze wodnym oraz wewnatrzczasteczkowe efekty Overhausera, zmierzono
T, oraz wzmocnienie NOE w trzech temperaturach: 30, 13 i 3°C. Jako odnosnik wykorzystano

roztwér TPT w CDCl;/DMSO-dg (4:2 v/v) (tabela 8.1).

Proton/
Temperatura 30° 3°
7-H 072101 0.89+0.03 0.9710.03
12-H 1.93,2.011+0.54 2.40,2.4510.11 2.37,2.34%0.09
11-H 1.76,1.89+0.44 2.34,24+0.11 2.37,2.47+0.11
14-H 2.91+0.65 3.08+0.13 2.70+0.11
NMe, 0.51,0.52+0.01 0.44,0.44 +0.01 0.41,0.411£0.01
18-CH, 0.34,0.35+0.03 0.43, 0.43 £ 0.004 0.49, 0.50+£0.01
19-CH,3 0.58, 0.61, 0.59 +0.05|0.64,0.67,0.66 + 0.02 | 0.64, 0.65, 0.65 + 0.03

Tabela 8.1. Poréwnanie czaséw relaksacji T, dla TPT x HClI w rdéinych temperaturach w buforze

wodnym. Uzyto roztworu 0.3 mg chlorowodorku TPT w 600LLL buforu D,0 (50 mM NaCl,
50 mM K;PO,), pH 5. Nie podano wartosci dla sygnatéw potozonych blisko sygnatu wody,
tj. od grup 5, 23, 17- CH,.

Zmiana wartosci T, wraz ze zmiang temperatury jest czutym wskainikiem ruchdw
molekularnych i posrednio, stanu agregacji. Dane z tabeli 8.1 jasno wskazuja na tendencje
charakterystyczng dla duzych czgsteczek, lezgcych poza zakresem okreslanym w literaturze jako
,e€xtreme narrowing regime”. Wraz ze spadkiem temperatury, wartos¢ T, dla protonéw
aromatycznych 7-H, 12-H, 11-H oraz protonéw 18-CH, wzrasta, dla grupy dimetyloaminowej
spada, podczas gdy dla protonéw 19-CH; jest zasadniczo stata. Dowodzi to, ze protony nalezgce
do gtéwnego szkieletu sg opisane zaleinoscia WT. >> 1, czyli ,wpadajg” w rezim duzych
czasteczek, charakteryzujacych sie ujemnymi wartosciami NOE. Grupy boczne majg znacznie
krotsze czasy korelacji, a ich rotacyjny czas korelacji opisany jest réwnaniem T, << 1,
obserwowanym w rejonie "extreme narrowing regime” i dodatnich wartosci NOE. Obnizeniu
temperatury towarzyszy wzrost lepkosci rozpuszczalnika, co powinno skutkowac zmniejszeniem

wszystkich czaséw relaksacji. Dla protondéw gtéwnego szkieletu widoczny jest jednak trend
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odwrotny, ktéry nie moze pochodzi¢ od wzrostu lepkosci rozpuszczalnika. Musi to by¢ wynikiem
réznych czasdw korelacji szkieletu i grup bocznych. Jest to widoczne w przypadku poréwnania T,
w 30° i 13°C, podczas gdy poréwnanie wartoéci T; w 13° i 3°C sugeruje, ze oba efekty konkurujg
ze sobg. Eksperyment ten dowodzi, ze w temperaturze pokojowej w buforze wodnym, czasteczki
topotekanu tworza klastery, ktore obracajg sie powoli w roztworze. Powinno to wptywaé na
wzrost ujemnych wartosci NOE wraz z obnizaniem temperatury.

W tabeli 8.2 podano wartosci ,steady state” NOE dla wodnego roztworu TPT w 30°, 13°i 3°C.

185 oraz ROE. Tak jak oczekiwano, wida¢

Dla poréwnania, w 30°C podano wartosci DPFGSE NOE
ze w buforze wodnym w 30°C wzmocnienia wewnatrzczasteczkowe sg prawie zerowe, a w tym

samym czasie wzmochnienie miedzyczasteczkowe jest widoczne w catej czgsteczce TPT.

Proton Proton obserwowany / NOE (%)
naswietlany| 7-H 12-H 11-H 14-H 23-CH, 18-CH, 19-CH;
-1.0 -0.9 -1.5 | (0; 16.9) -0.1
7-H . -1.3 -1.0 - -0.6 -1.0
-1.6 -2.5 0.7 -19.6 - -0.8
-0.6 ks -1.1(-1.0; 10.8) | -3.2 -2.4 -1.5
12-H -1.2 -18.4 -3.2 -3.7 -2.9
-3.2 * -33.7 -4.5 -8.2 -3.1 -2.0
2.9 1.2(0.8; 7.0) -4.9 4.1 3.2
11-H -0.5 -16.8 i -4.0 - 0.5
-0.7 -29.3 -5.6 2.0 -1.1
2.9 14 2.8 2.7
14-H 2:1 0.4 -0.8 N 0.6
-1.4 -5.9 -5.9 0.4 0.9
23-CH, -
-54.9 -7.3 -8.9 -3.2 -3.0 -2.4
0.5 0.2 0.9 3.5 5.7 (3.8; 7.0)
18-CH, -1.6 -2.3 " 0.4
-1.4 -2.1 -6.7 -6.7 -4.9
1.2 1.1 11 39 4.0(2.3;3.5)
19-CH; 2 . -3.3 -1.9 -31 -1.8 M
) -3.4 -6.8 -2.1
Tabela 8.2. Poréwnanie wzmocniern NOE w TPT x HCl w buforze wodnym w réznych temperaturach.

Roztwér 0.3 mg TPT x HCl w 600UL buforu D,0 (50 mM NaCl, 50 mM K;PO,), pH 5.
Wartoséci podano od géry, odpowiednio dla 30, 13 i 3°C; w 30°C dla poréwnania podano
wartosci DPFGSE NOE i ROE (w nawiasach). Nie podano wartosci mniejszych niz 0.4
(warto$¢ bezwzgledna). Protony 23-CH, nie byty naswietlane w 30 i 13° C, ze wzgledu na
ich naktadanie sie z resztkowym sygnatem HOD.

DPFGSE ROE w kilku przypadkach pokazuje wiekszy, dodatni efekt miedzyczasteczkowy w
poréwnaniu z DPFGSE NOE w tych samych warunkach. Ze spadkiem temperatury oba efekty:

wewnatrzczasteczkowy (np. 11-H vs 12-H) i miedzyczasteczkowy stajg sie wieksze (co do
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wartosci bezwzglednej) i ujemne. Jest to dowdd, ze autoasocjacja TPT w buforze wodnym
wystepuje nawet przy badanych, bardzo niskich stezeniach. Zmiana wartosci NOE z niewielkiej,
dodatniej w 30°C na duzg, ujemng w 13°C dowodzi, ze ruchy molekularne klasteréw topotekanu
osiggajq czasy korelacji charakterystyczne dla bioczasteczek. Potwierdza to rdéwniez, ze w

temperaturze pokojowej i przy czestosci rezonansowej 500 MHz klastery te majg rotacyjne czasy

korelacji spetniajace warunek ®,T. = 1.12, dajac czas korelacji, T., rzedu 3.55 x 10™%.

Proton Proton obserwowany / DPFG ROE ( %)
":Isa‘"n:f 7-H | 12-H | 11-H| 14-H [17°-H |17°H|5-CH, [23-CH, N-Me, | 18-CH, [19-CH, | OH-10
7H 317 |1242 |1.24 1.55
(12) | (63) (-0.1)
12-H 5.91
(5.1)
11-H 6.68
(5.1) (0.6)
14-H 057 | 059
©02) | 0.2)
17-H 25.86
(21.5)
17-H" 24.08 2.88
(21.5) (2.2)
5.CH, |2.48
(1.2)
23.CH, |15.87 9.92 2.16
(6.3) (0.1) (1.4)
NMe, | 0.3 1.88
(0.1) (0.2)
18-CH, 09 |056 |3.06 4.5
0.2) | (2.2) |-0.3) (0.2)
19-CH, 0.49 0.17 2.51
(0.2) (1.4) (0.2)

Tabela 8.3. Wartosci DPFGSE ROE dla TPT x HCl rozpuszczonego w DMSO-ds/CDCl; (4:2 v/v), prébka
odgazowana, 30°C. W nawiasach podano teoretyczne wewnatrzczasteczkowe
wzmocnienia NOE. Protony 17-CH, dajg uktad AB, gdzie L oznacza proton przy niiszej, a H
proton przy wyiszej czestotliwo$ci, oba protony byly naswietlane oddzielnie. Protony grup
5-CH, i 23-CH; daja silnie sprzezony uktad AB i byly naswietlane jednoczesnie. Grupa NMe,
wykazuje zahamowana rotacje, oba sygnaty naswietlano jednoczer;nie.186

Dla prébki odniesienia, tj. TPT w CDCl;/DMSQO-d; (4:2 v/v), efekt ,steady state” NOE nie jest
obserwowany w temperaturze pokojowej. Eksperyment DPFGSE ROE (tabela 8.3) pokazuje
oczekiwane efekty wewnatrzczgsteczkowe, nie s3 natomiast widoczne efekty
miedzyczasteczkowe. Dla poréwnania w nawiasach podano teoretyczne wewnatrzczasteczkowe
wzmocnienia NOE. Zostaly one obliczone z wykorzystaniem geometrii i odlegtosci miedzy

protonami za pomoca opracowanego wczesniej protokotu. 87 Do obliczer uzyto programu
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BUILDUP, *# 18 wykorzystujac najnizsza energie geometrii otrzymang z obliczeri DFT (B3LYP 6-
31G). Do obliczen NOE zastosowano czas korelacji 1. = 1.0 x 107%° s i wspétczynnik relaksacji
zewnetrznej = 0.5 s . Te wartosci odzwierciedlajg hipotetyczng niska lepko$¢ medium, co

pozwala osiggngc rezim matych czasteczek, charakteryzowany przez dodatnie wartosci NOE.

W tabeli 8.4 poréwnano przesuniecia chemiczne chlorowodorku TPT w wodzie i w
CDCl3/DMSO-dg (4:2 v/v). Mimo réinicy statej dielektrycznej obu rozpuszczalnikdw, zmiana
przesunie¢ chemicznych jest nieznaczna. Niespodziewanie, przesuniecia chemiczne

chlorowodorku TPT okazujq sie by¢ niewrazliwe na zmiane stezenia czy rozpuszczalnika.

Praypisanie dane z eksperymentu 'H NMR
DMSO-d,/CDCl, D0
20-OH 11.09 L
10-OH 10.35 2
7-H 8.96 8.66 (s)
12-H 8.07 (d, 1H, *J=9) 8.01 (d, 1H,%=9.5)
11-H 7.63 (d, 1H, *1=9) 7.52 (d, 1H,%=9.5)
14-H 7.43 (s, 1H) 7.43 (s)
17-CH," | 5.50(d, 1H, %J=16.2, 1/2 uktadu AB) 5.52 (d, 1H, J=15.5, 1/2 uktadu AB)
17-CH," 5.23 (d, 1H, 2J=16.2, % uktadu AB) 5.39 (d, 1H, 3J=15.5, 1/2 uktadu AB)
5-CH, 5.23 (bs, uktad AB) 5.15 (bd, 2H, uktad AB)
23-CH, 4.72 4.67 ( uktad AB)®
NMe, 2.84 (bd)” 2.90 (bs, 6H)
18-CH, 1.85 (m, 2H, cze$¢ AB uktadu ABM;) 1.97 (q, 2H, *1=7.0)
19-CH, 0.92 (t, 3H, *1=7.7) 0.96 (t, 3H, *1=7.0)
Tabela 8.4. Poréwnanie przesunie¢ chemicznych chlorowodorku TPT w formie laktonu (ppm) oraz

statych sprzeienia (Hz) w roztworze DMSO-ds/CDCl; (1mM)?i buforze D,0” w 30°C.

a) DMSO-ds/CDCl; (2:4 v/v), widmo skalibrowane na wzorzec wewnetrzny - DMSO-d, 6 =
2.49 ppm;

b} 0.415 mg/0.7 mL D,0, 38 mM NaCl, 38 mM K;PO,, pH=5.1, TSP-ds jako wzorzec
wewnetrzny;

¢} wymiana z D,0;

d) zahamowana rotacja;

e) czesciowo pokrywa sie z H,0.

Powyisze eksperymenty wskazujg na agregacje TPT w buforach wodnych w temperaturach
pokojowych. Wolne ruchy molekularne mocno solwatowanej czasteczki monomerycznej, mimo
?e moiliwe teoretycznie, s3 mniej prawdopodobne w przypadku struktury o matej masie
czgsteczkowej (MW = 421). Obserwowane efekty dalekiego zasiegu, jak na przykfad od 11-H do
18-CH, (tabela 8.2), zinterpretowane jako oddziatywanie miedzyczasteczkowe, moga byc

artefaktami dyfuzji spinowej. Jest to jednak mato prawdopodobne, ze wzgledu na fakt, ze obie
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grupy w czasteczce lezg daleko od siebie i nie ma miedzy nimi zadnego protonu, ktéry maégtby

utatwic dyfuzje.

Jesli chodzi o problem agregacji, wczesniejsze prace przytaczajg stala autoasocjacji dla
irinotekanu wynoszaca 2.41 x 10* M, dimery pojawiaja sie w wodzie przy stezeniu rzedu 2 mM

1% W pracy prof. Kozerskiego z réznicy przesunie¢ chemicznych TPT w

(tak wynika z widma UV).
zaleznoéci od stezenia uzyskano staty autoasocjacji K,"' = 3.4 x 10° M. ¥ W tabeli 8.5
przedstawiono temperaturowg zaleznos$¢ przesunie¢ chemicznych TPT, ktorg uzyskano na
podstawie eksperymentu DNMR. Stata autoasocjacji uzyskana w tym eksperymencie wyniosta

K,"T=3.0x10°M™.

Eksperymenty DNMR wykonano w 0.94 mM roztworze TPT x HCl w fosforanowym buforze
wodnym, przy pH = 5.1. Przesuniecia chemiczne skalibrowano wykorzystujac sygnat TSP-d,.
Widma zostaty zarejestrowane w 3°, 15°, 30° 45° 60° i 80° C. Zmiany obserwowane dla
protonéw aromatycznych i pozostatych, gradienty temperaturowe (ppm/°C) i wartosci graniczne
przesunie¢ chemicznych dla monomeru i dimeru, 3y and &, podano w tabeli 8.5. Te ostatnie

wartosci zostaty spisane z widm w, odpowiednio, wysokiej i niskiej temperaturze.

Wartosci K, dla TPT podane w tabeli 8.5 zgadzajg sie z wartosciami podanymi przez zesp6t
prof. Kozerskiego, otrzymanymi na podstawie eksperymentdw rozcierczania. Przy stezeniu 1ImM
w temperaturze 30°C w buforowanych roztworach wodnych, topotekan wystepuje jako
monomer tylko w 40%. Co wiecej, zostata oszacowana temperaturowa zalezno$¢ wartosci K,,

ktéra w 3°C miesci sie w przedziale 5-15 mM™, a iloé¢ monomeru spada w tej temperaturze do

ok. 10%.
Proton| Su(ppm)” | So(ppm)” | Temp.coeff. | §.,(80°C) | 8ans(3°C) | K."[M7]x10°
[ppb/°C] ppm ppm
H-7 8.88 8.56 1.05 8.71 8.64 4.9
H-12 8.23 7.78 3.69 8.15 7.87 1.9
H-11 7.72 7.42 2.24 7.62 7.45 4.5
H-14 7.72 7.22 3.54 7.58 7.31 2.8
H-17" 5.69 5.36 2.06 5.61 5.45 1.6
H-17"| 5.50 5.30 1.1 5.43 5.35 2.1
Tabela 8.5. Dane do oszacowania statej autoasocjacji TPT, K,, w 30 °C; DNMR w buforze wodnym przy

pH 5.1. Protony 17-CH, dajg uktad AB, gdzie L oznacza proton przy nizszej, a H proton przy

wyiszej czestotliwosci.

a) Wartoéci teoretyczne przesunieé dla monomeru i dimeru, odpowiednio &y and &y,
otrzymano poprzez iteracyjne dopasowanie zaleznosci przesunie¢ chemicznych od
stezenia z uzyciem 10 punktow eksperymentalnych;

b) Wartosci obliczone w 30°C, w oparciu o wartosci teoretyczne 8y i 8p, z uzyciem jednego
punktu.
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8.2. Rdwnowaga i stabilnos¢ topotekanu w H,0, MeOH i DMSO

Chlorowodorek TPT w roztworze CD;OD ulega dwom przemianom w temperaturze
pokojowej, ktére majg réiny przebieg czasowy. Pierwsza z nich to eliminacja grupy -NHMe," Cl,
prowadzaca do utworzenia eteru 23-CH,-OCD; (rysunek 8.1), druga to deuterowanie grupy 5-

CH,, ktdre przebiega przez enolowy zwigzek przejsciowy (rysunek 8.1).

Eter Enol

Rysunek 8.1. Eter TPT jego forma enolowa.

Proces eliminacji grupy -NHMe," CI', ktéry jest zakoriczony po okoto 10 dniach, jest widoczny
na widmie 'H NMR (rysunek 8.2). Dowodem jest znikniecie sygnatu grupy 23-CH,-N przy 4.78
ppm i pojawienie sie sygnatu grupy 23-CH,-O przy 5.01 ppm. Kolejnym dowodem jest znikniecie
grupy -NDMe," CI" i pojawienie sie sygnatu odpowiadajgcego ND,Me," CI" przy 2.72 ppm.
Potwierdzeniem tego procesu jest réowniez duza warto$¢ & dla jader *C i *H w grupie 23-**C'H,,
w poréwnaniu z wyjsciowym chlorowodorkiem TPT (tabela 8.6). Na podstawie tabeli przesunie¢
chemicznych mozna wywnioskowaé, ze eter TPT jest w formie laktonowe] (poréwnanie
przesunie¢ 21-C=0 i brak nieréwnocennosci w grupie 18-CH,, charakterystycznej dla
karboksylanu). Na dolnym widmie pokazanym na rysunku 8.1 widoczny jest réwniez drugi zestaw
sygnatow, ktéry zostat wstepnie przypisany do karboksylanu i nie moze by¢ doktadnie

scharakteryzowany ze wzgledu na niskie stezenie tej formy.
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Grupa Sanny, 2%

postulowata wcze$niej tautomerie amid — enaminoenol w pierscieniu C/D
topotekanu w pH < 4 w zatoieniach obliczefi teoretycznych, ale nie zostato to nigdy
potwierdzone eksperymentalnie. W przypadku chlorowodorku TPT w roztworze metanolu-d,
przechowywanego przez kilka miesiecy, udato mi sie zaobserwowa¢ proces stopniowego zaniku
sygnatu grupy 5-CH, w wyniku deuterowania. Po kilku miesigcach wymiana ta jest prawie
catkowita (vide rysunek 8.3). Moze to by¢ interpretowane jako rezultat obecnosci tautomeru
typu enolowego (rysunek 8.1). Jest on obecny jedynie jako zwigzek przejsciowy,
prawdopodobnie ze wzgledu na wyiszg energie w poréwnaniu z wyjsciowym amidem. Kinetyka
tego procesu jest bardzo wolna. Oba procesy (eliminacja grupy -NHMe,' CI" i deuterowanie grupy

5-CH, nie sg obserwowane w roztworze D0, przy pH = 6.

17-CH, 17-CH,
5-CH,
v 5CHD
"y
e | e | ; JL‘“J
'"'l"'l]""""‘l""I""l"""""l"‘]
5.860 5.58 5.50 545 5.40 5.35 5.30 ppm

Rysunek 8.3. Fragment widma 'H NMR chlorowodorku TPT x HCl w CD;0D po kilku miesigcach.

Na rysunku 8.3 pokazano fragment widma dokumentujgcego proces deuterowania grupy 5-
CH, poprzez enolowy zwigzek przejsciowy. Tryplet przy 5.3 ppm jest resztkowym sygnatem
niezdeuterowanej grupy 5-CH,, scharakteryzowanej przez zjgem =-18 Hz, Ayem = 8 Hz oraz state
dalekiego zasiegu do 7-H i 12-H, 0.9 Hz. Dwa szerokie sygnaty przy niiszych czestotliwosciach to
stereoselektywnie monodeuterowane sygnaty 5-CHD, kaidy scharakteryzowany przez
zredukowang statg sprzezenia 2Jgern / 6.52 Hz, sprzezenie z kwadrupolem deuterowym i statg
sprzezenia dalekiego zasiegu do H-7. Symulacje catego systemu spinowego 5-CH,, 7-H, 11-H, 12-

H tej czesci widma pokazano na rysunku 8.4.
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250
5-CH,
200
17-CH, 17-CH,
150
100 |
I
5-CHD
? /
6 !
5298 ppm
50 -
-2840 -27%90 -2740 -2690 -2640 Hz

Rysunek 8.4. Fragment widma ‘H NMR topotekanu (500 MHz), eksperymentalnego — na dole i symulacji
— na gorze, w CD;0D, pokazujacy deuterowanie grupy 5-CH, w eterze topotekanu 23-
CH,0CD;. Poszerzenie dwadch sygnatéw o nizszej czestosci przy 5.298 ppm jest wynikiem
stereospecyficznego deuterowania kazdego z protondw grupy S-CH,.

Podczas proby oczyszczania chlorowodorku TPT na preparatywnej ptytce TLC z zelem
krzemionkowym w uktadzie octan etylu/metanol (4:1 vol.) zaobserwowano, ze eliminacja grupy -
NHMe,' CI" z chlorowodorku TPT w metanolu-d,, opisana powyzej, przebiega natychmiastowo.
Obecnos¢ krzemionki musi w jakis sposéb katalizowaé reakcje eliminacji, co skutkuje
otrzymaniem pochodnej eterowej TPT, 23-CH,OCHs. Z tego powodu, chlorowodorek TPT nie

moze by¢ oczyszczany na zelu krzemionkowym.

Badane formy i pochodne TPT scharakteryzowano w tabeli 8.6 za pomocy przesuniec¢

chemicznych 'Hi **C NMR.
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8.3. Synteza pochodnej topotekanu - reakcja czwartorzedowania

Modyfikacja struktury kamptotecyn byta i jest przedmiotem badan wielu grup badawczych
(vide cze$¢ literaturowa). W ramach tej pracy podjeto prébe syntezy czwartorzedowej soli
amoniowe] przy uzyciu CH3SO,0CH;, CF3SO,0CH; oraz CHsl jako czynnikéw alkilujgcych.
Struktury produktéw otrzymanych w reakcji z CF3SO,0CH; wraz z ich przesunieciami
chemicznymi, pokazano na rysunku 8.6. Kazdej strukturze towarzyszg sygnaty korelacyjne, ktére
charakteryzujg transfer polaryzacji w widmie HMBC od protondw grupy 23-CH, do atomu wegla

w pierscieniu A, C-10.

W przypadku stosowania CF;SO,0CH; reakcja przebiega catkowicie, prowadzac do otrzymania
maksymalnie 50% soli trimetyloamoniowej 1 na rysunku 8.5 (do opisu produktéw stosowane
bedaq akronimy charakteryzujace rodzaj zmian w pierscieniu A, np. [Me;N'TPT CF;SO;] jest
akronimem soli topotekanu zawierajacej grupe trimetyloaminowg z przeciwanionem kwasu
trifluorometanosulfonowego) oraz przynajmniej dwéch innych produktéw, to jest produktu
protonowania (2 na rysunku 8.5, [Me,HN'TPT CF;S05]) oraz produktu dimetylowania, N-23 i O-
10 lub 0-20 (3 na rysunku 8.5, [0-10Me,Me;N'TPT CF;S057]). W niewielkiej ilosci obecny jest tez
alkohol {4 na rysunku 8.5, [CH,23-OH TPT]). Préba rozdziatu mieszaniny produktéw zakoriczyta
sie niepowodzeniem. Produkty w mieszaninie zostaly scharakteryzowane za pomoca ESI MS, *H
NMR, HSQCAD i GHMBC- H/**C NMR w roztworze DMSO-ds. Na rysunku 8.5 pokazano struktury
produktéw reakcji czwartorzedowania wraz z ich przesunieciami chemicznymi (*H NMR oraz *C
NMR). Produkty reakcji z CH3SO,0CH; s analogiczne. Nie udato mi sie otrzymaé soli
czwartorzedowej w reakcji z jodkiem metylu. W reakcji tej powstawata skomplikowana i
niedajaca sie scharakteryzowaé¢ mieszanina produktéw. W tej sytuacji prébowatam otrzymaé
czwartorzedowg pochodng etylowa, tj. z wykorzystaniem C;Hsl. Liczytam, ze ze wzgledu na grupe
etylowq, tatwiej bedzie zauwazyé na widmie NMR ewentualny produkt alkilowania. Jednak

reakcja to prowadzita réwniez do bardzo skomplikowanej mieszaniny produktéw.

Na rysunku 8.6 pokazano zakres przesunie¢ chemicznych protonéw aromatycznych widma *H
NMR, ktére zostato wykorzystane do przypisania sygnatow [pozostate fragmenty widma
widoczne sg na rysunkach 8.7 (region 3.8 — 5.5 ppm) i 8.8 (region 0.3 — 3.3 ppm)]. Przypisanie
struktur byto mozliwe z pomoca widma chlorowodorku TPT w DMSO-ds;, wykonanego po kilku

miesigcach od rozpuszczenia prébki, na ktérym widoczny jest alkohol.

Potwierdzeniem struktury soli [Me;N'TPT CF;SO;] i [0-10Me, MesN'TPT CF;SO;] jest
obecno$¢ sygnatu grupy MesN* przy 3.12 ppm (rysunek 8.8) oraz przesuniecia chemiczne 'H

(rysunek 8.6) i °C NMR.
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‘H-ﬁ‘ | H-5 l I H-23 |

f

po 20 dniach

Rysunek 8.7. A. Fragment widma ‘H NMR (DMSO-ds) mieszaniny produktéw reakcji czwartorzedowania
obojetnego TPT za pomocg CF350,0CH;. B. Ta sama mieszanina 20 dni péiniej. C. Widmo
TPT x HCl w DMSO-d; miesigc po rozpuszczeniu, pokazane dla poréwnania.

Me,N'TPT CF,SO,

Me,HN’ CF.SO.

‘\Ji,\J R e Jt
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>
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Rysunek 8.8. A. Alifatyczna czes¢ widma 'H NMR (DMSO-ds) mieszaniny produktéw reakcji
czwartorzedowania obojetnego TPT za pomocg CF3S0,0CH;. B. Ta sama mieszanina 20 dni
pbiniej. €. Widmo TPT x HCl w DMSO-ds miesigc po rozpuszczeniu, pokazane dla
poréwnania. Sygnaty opisano akronimami charakteryzujagcymi rodzaj zmian w pierscieniu
A.
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Okazato sie, ze produkt N-metylowania (1) jest nietrwaty i pozostawiony w DMSO-d;s ulega
substytucji grupy MesN* dajgc alkohol [CH,23-OH TPT] (4) oraz wolng sél [MesHN® CF;S057]
(rysunek 8.8, dublet przy 2.73 ppm). Szybkoé¢ tego procesu mozna obserwowa¢ na widmie 'H
NMR (rysunek 8.6), ktére pokazuje zmiane wysokosci sygnatéw pochodzacych od obu zwigzkéw.
Interesujgcy jest fakt, ze sél [Me,HN'TPT CF;S0;] nie eliminuje tak tatwo grupy
dimetyloaminowej Me,HN’, co potwierdza znikoma ilo$é alkoholu na widmie C (rysunek 8.6),

przedstawiajgcym chlorowodorek TPT w DMSO-ds po miesigcu od przygotowania prébki.

Na rysunku 8.9 widoczny jest sygnat korelacyjny *H/**C-HMBC (oznaczony kolorem niebieskim
i czerwonym) miedzy grupa metylowa w parze jonowej (“*CHs)sN* CH;SO;™ (3.11/53.1 ppm i
3.05/45.5 ppm odpowiednio dla kationu i anionu) a grupa metylenowa 23-C'H, (53.9 ppm)
obserwowana w widmie 'H przy 4.93 ppm. Grupe metylowg (C'Hs); N w soli
trimetyloamoniowej (3.11 ppm) tatwo zidentyfikowa¢ za pomoca matej statej sprzezenia do **N,
%) (*H, N) ca 2 Hz, obserwowanej zwykle w czwartorzedowych solach amoniowych ze wzgledu

na symetryczne otoczenie atomu azotu.

54.2 s4.0 $3.8 53.6 53.4 53.2 53.0 sz.e 52.6 52.4 52.2

F1 (ppm (sc)

Rysunek 8.9. Natozony fragment widma fazoczutego 'H/**C-HMBC (czerwono-niebieskie) i widma
,absolute value” 'H/"*C-HSQCAD (zielone) czwartorzedowej soli TPT w DMSO-d; (reakcja
czwartorzedowania za pomocg CH3SO,0CH3).

Na rysunku 8.10 pokazano fragment widma 'H/*C-HMBC, potwierdzajacy strukture

otrzymanych produktow reakcji czwartorzedowania.
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Rysunek 8.10. Natozone alifatyczne czesci widm ‘H/HSQCAD/HMBC NMR (kolorowe/czarne) mieszaniny
produktow reakcji czwartorzedowania obojetnego TPT za pomocg CF3SO,0CH; (cyfry w
nawiasach odpowiadaja numeracji produktow na rysunku 8.5). Kolorowe sygnaty HSQCAD
potaczono z czarnymi sygnatami HMBC — jest to dowdd przytgczenia odpowiedniej grupy
metylowej do 23-CH,. Rézowy sygnat HSQC odpowiada wolnej soli [MesHN'TPT CF3505] i
nie ma sygnatow korelacyjnych.

Otrzymane dane potwierdzajace strukture produktéw reakcji czwartorzedowania TPT nie s3
zgodne z wynikami otrzymanymi przez grupe Hechta, tj. przesunieciem grupy Me;N* przy 2.94
ppm, a CH3SO;™ przy 2.78 dla tego samego zwigzku w ukfadzie metanol/CDCl; (proporcji nie
podano). '™ W pracy tej nie podano przesunie¢ C. Nasze doswiadczenie wskazuje, ze

czwartorzedowa sél amoniowa nie jest stabilna w metanolu.

8.4. Oddziatywania pochodnej topotekanu z DNA

Gdyby podstawnik w pozycji 23-C topotekanu mdgt ulegaé eliminacji, prowadzitoby to do
powstania zwigzku przejSciowego typu ,o-quinine methide” (QM), ktéry z kolei madgtby
kowalencyjnie wigzac¢ sie z DNA. Taki mechanizm byt juz postulowany w literaturze bez udziatu

192

promieniowania UV. " Jak wspomniano w czesci literaturowej, powstawanie reaktywnych
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zwigzkdw przejsciowych QM jest powodowane przez utlenianie lub naswietlanie swiattem UV.
Dane dotyczace fotochemicznych transformacji, ktérym ulegajq kamptotecyny, sg ograniczone.
%3 Zaktadalismy, ze piericien A topotekanu moze ulegaé fotochemicznie wzbudzonym
przemianom do przejsciowego zwigzku typu QM, ktéry nastepnie mdgtby in situ reagowac 2z
nukleofilowymi centrami guaniny w dupleksie DNA. Powinno to przebiega¢ tym tatwiej, ze TPT
przytgcza sie do kraricowej pary GC, jak pokazano wczesniej w tym laboratorium dla naturalnego
oligomeru d(GCGATCGC),, * oraz do pary GC wewnatrz przerwy w rozcietym dekamerze DNA. °
Nasze wczesniejsze doswiadczenia pokazaty, ze chlorowodorek TPT ulega fotochemicznej
transformacji w buforze wodnym w pH 6 w czasie dtugotrwatego (10 h) naswietlania swiattem
UV (A = 365 nm), prowadzac do otrzymania zwigzku z grupg —OH na atomie 23-C, z niewielkg
wydajnoscig (ca 10%). Z drugiej strony, w mieszaninie nadmiaru chlorowodorku TPT 2z
oligomerem d(GCGATCGC); nie byty widoczne produkty alkilowania lub uszkodzenia DNA
podczas naswietlania, zaréwno przy A = 365, jak i 254 nm. Z tego powodu poszukiwali$my
pochodnej, ktéra miataby lepiej odchodzacy grupe w pozycji 23-C, oraz byta lepiej rozpuszczalna
w wodzie od chlorowodorku TPT. Okazato sie, ze czwartorzedowa sol topotekanu {oznaczana
dalej jako Me;N*TPT CF;SO5) spetnia oba te kryteria (rysunek 8.11) i zostata zastosowana do
badania oddziatywan z DNA.

N oo
_,—<’)<
._jﬂj “

czwartorzedowa sol TPT aMm guanozyna

Rysunek 8.11. Schemat powstawania zwigzku typu QM z czwartorzedowej soli TPT oraz mozliwe miejsca
alkilowania w guanozynie.

Poniewaiz sél ta jest niestabilna w roztworach wodnych i w DMSO, stosowano jg w
mieszaninie poreakcyjnej, po doktadnym usunieciu odczynnika alkilujacego. Sadzilismy, ze inne
zwigzki obecne w mieszaninie poreakcyjnej (i.e. [Me,HN'TPT CF;SO;], [0-10Me,MesN'TPT
CF3S0;7], [CH,23-OH TPT], vide rys. 8.5) nie bedg kolidowaé, poniewaz nie mogg efektywnie
dawaé zwigzku QM. Dla [Me,HN'TPT CF;SO;] zostato to sprawdzone eksperymentalnie, a dla

pozostatych dwdch zwigzkéw nie ma mozliwosci mechanizmu reakcji poprzez eliminacje/addycje
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(via QM), jakkolwiek mozliwa jest bezposrednia substytucja benzylowego atomu wegla w

zasadach azotowych. **

Dodatek pochodnej [Mes;N*TPT CF;50;] do dupleksu d(GCGATCGC), powoduje zmiany
przesunieé¢ chemicznych niektdrych sygnatéw protondw w DNA (vide region sygnatu protonow
1’-H na widmach A i B, rysunek 8.12), co $wiadczy o niekowalencyjnym oddziatywaniu fragmentu
TPT z DNA. Dowdd takiego oddziatywania chlorowodorku TPT zaprezentowano we wczesniejszej
pracy prof. Kozerskiego. ® Przy wartoici 3.14 ppm na widmach B i C widoczny jest sygnat
pochodzacy od grupy Me;N* przytaczonej do atomu wegla 23-C w pochodnej TPT, ktdra ulega
reakcji z DNA.

~ Ao UL

Rysunek 8.12. Monitorowany widmem 'H NMR przebieg reakcji pochodnej Me;N'TPT CF3505 (1.5 mM) z
oligomerem d(GCGATCGC), (1.0 mM) w buforze wodnym, pH 6; A — czyste DNA; B-DNA z
Me;N TPT CF3S05; C — jak w B, po 20 h naéwietlania $wiattem UV przy 365 nm; D —jak w C,
po usunieciu niezwigzanej pochodnej TPT.

Eksperyment DOSY wykonany na tej probce, pokazany na rysunku 8.13, pokazuje réine
wartosci wspotczynnikéw dyfuzji dla pochodnej TPT i DNA, co wskazuje na szybka wymiane

wolnego i zwigzanego niekowalencyjnie [Me;N'TPT CF3S057] z DNA. Widmo C wykonano dla tego
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samego roztworu po 20h naswietlania swiattem UV przy 365 nm. Zaznaczony sygnat pochodnej
TPT (przy ca 1 ppm) reprezentuje natozone sygnaty protonéw metylowych pochodzacych od obu
pochodnych TPT (przytaczonej kowalencyjnie oraz wolnej). Nadmiar niezwigzanej pochodnej TPT

usunieto poprzez sgczenie mieszaniny poreakcyjnej przez kolumne HiTrap.
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Rysunek 8.13. Eksperyment PFGSE na prébce B z rysunku 8.12. Strzatki wskazujq wspdétczynniki dyfuzji, Di,
DNA (z niekowalencyjnie zwigzang pochodng TPT), ca 1.6 x 10" m?s oraz wolnej
pochodnej TPT w szybkiej wymianie z DNA, 2.3 x 10™° m?/s.

Widmo wymytego roztworu pokazano na widmie D (rysunek 8.12). Przy 1 ppm widoczny jest
szeroki sygnat, wskazujgcy na obecnosé DNA przytagczonego do fragmentu pochodnej TPT. Jest to
potwierdzone w eksperymencie DOSY (rysunek 8.14), na ktérym widoczny jest wspétczynnik

dyfuzji, Di, 1.4 x 10" m?%/s, wspéiny dla fragmentu pochodnej TPT i DNA.



ZAGADNIENIA INHIBICJI TOPOIZOMERAZY |

/ TPT

F1
pix10"° E 1

(ml.i) 1.0
Al W Wb

1.8 ’

1.8 1

2.0
2.2 l

2.4

2.6

3.0 ey T v —rTrT LERE 2 aa L ey rTT ™

F2 (ppm)

Rysunek 8.14. Eksperyment DOSY na prébce D z rysunku 8.12. Strzatki wskazujg wspotczynnik dyfuzji
biokoniugatu DNA - TPT, Di, ca 1.4 x 10" m?/s.

Sygnat protonéw metylowych na rysunku 8.14 jest szeroki, wskazujac na naktadanie sie kilku
sygnatow. Mozna to zinterpretowac jako efekt alkilowania réinych atoméw azotu pary GC.
Opierajac sie na wczeéniejszych badaniach przypuszczamy, ie sél Me;N'TPT CF,SO; jest
przytaczona do ostatniej pary GC i dlatego wywotane naswietlaniem UV przytgczanie moze
nastepowaé¢ w bliskim sgsiedztwie (i.e. para GC). Z uwzglednieniem regiospecyficznosci
alkilowania réznych atoméw azotu guaniny, Rokita i inni zaproponowali, ze modelowy zwigzek
QM moze przytaczaé sie do trzech atomow: N1, N2 i N7 guanozyny, ale nieznacznie bardziej

19 7 drugiej strony, reakcja ta moze by¢ odwracalna i po

preferowane jest alkilowanie atomu N1.
powstaniu kontrolowanego kinetycznie adduktu z mocnym nukleofilem (np. N7 guanozyny)
moze prowadzi¢ do utworzenia stabilniejszego termodynamicznie adduktu ze stabszym
nukleofilem (np. N2 guanozyny). ® Nie oczekiwaliémy wiec regioselektywnosci, a szeroki sygnat
pochodzacy od protondw metylowych jest tego potwierdzeniem. Wczesniejsze prace wskazujg
réwniez, ze chlorowodorek TPT oddziatuje niekowalencyjnie z DNA w kilku konformacjach, ® co

dodatkowo ttumaczy brak regioselektywnosci alkilowania.
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Wyniki NMR s3 potwierdzone widmami mas przy zastosowaniu techniki MALDI. Na rysunkach
8.15 i 8.17 widoczne jest widmo MALDI prébki scharakteryzowanej wczesniej doswiadczeniami

'H NMR i PFGSE (widmo D, rysunek 8.12 oraz rysunek 8.14).

100 2407.7

A\
80 \
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30

2424.6
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2200 2400
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Rysunek 8.15. Widmo MALDI produktéw reakcji alkilowania oligomeru d{(GCGATCGC), sola MesN'TPT
CF3SO; po naswietlaniu UV, pokazujgce region koniugatu alkilowanej pojedynczej nici (SS).
Ciggte strzatki wskazujg niealkilowang pojedyncza ni¢ DNA, a przerywane koniugat 2z
pochodng TPT.

Sygnat, m/z = 2407.7 (M-H) reprezentuje pojedynczo natadowany jon pojedynczej nici
nukleotydu DNA (SS) (rysunek 8.15). Towarzyszag mu réwnooddalone (o +150) sygnaty
adpowiadajgce adduktom oligonukleotydu z obecnym w mieszaninie poreakcyjnej kwasem
CF3SO;H. Sygnat m/z = 2784.7 (M-H) odpowiada koniugatowi wyjsciowego oligonukleotydu (SS)
z fragmentem QM (MW = 377), ktdérego formalng strukture pokazano na rysunku 8.16.

Sygnatowi temu réwniez towarzyszg sygnaty adduktu CF3;SO;H do oligonukleotydu.
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TPT methide GCGATCGC

Rysunek 8.16. Schematyczne przedstawienie mozliwych miejsc alkilowania guanozyny (zaznaczone
strzatkami atomy N1, N2 i N7) w pojedynczej nici oligomeru GCGATCGC (SS) przez zwigzek
typu QM topotekanu.

100}

% Intensity

§ \
“4
5117.2

|
| *\
\ U

Mass (m/z)

Rysunek 8.17. Widmo MALDI produktéw reakcji alkilowania oligomeru d(GCGATCGC), solg MesN'TPT
CF3S0; po naswietlaniu UV, pokazujgce region koniugatu alkilowanej podwdjnej nici (DS).
Ciggte strzatki wskazujg niealkilowang pojedyncza ni¢ DNA, a przerywane koniugat z
pochodng TPT.
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Sygnat m/z = 4817.2 (M-H) odpowiada pojedynczo natadowanemu dupleksowi (DS)
oligonukleotydu, a sygnat przy m/z = 5194.2 (M-H) dupleksowi z przytaczonym fragmentem QM
do jednej nici (rysunek 8.17). Formalng strukture tego koniugatu pokazano na rysunku 8.18. Obu

strukturom towarzyszg sygnaty adduktéw CF3SOsH z oligonukleotydem.

TPT methide d(GCGATCGCQ).

Rysunek 8.18. Schematyczne przedstawienie mozliwych miejsc alkilowania guanozyny (zaznaczone
strzatkami atomy N1, N2 i N7} w dupleksie d(GCGATCGC), przez zwigzek typu QM
topotekanu.

Podsumowujac, we wczesniejszych pracach pokazano, ze TPT niekowalencyjnie przytacza sie
do pa-y zasad GC. Jest to jednak stabe oddziatywanie, ktére uniemozliwia efektywng inhibicje
tkanek nowotworowych. Powyisze eksperymenty dowodza, ie pochodna MesN'TPT CF;SOs5
taczy sie kowalencyjnie z DNA podczas naswietlania swiattem z zakresu bliskiego nadfioletu.
Przyta:zenie nastepuje zaréwno do pojedynczej nici (SS), jak i do dupleksu DNA (DS). Toruje to
droge do nowych klinicznych zastosowar pochodnych TPT. Jesli tkanki nowotworowe zostatyby
naswietlone po podaniu leku, mogtoby to dramatycznie podnies¢ jego efekt terapeutyczny.
Aktuanie prowadzone s proby rozdziatu adduktu oraz okreslenia regioselektywnosci

alkilowania.
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9. Zagadnienia inhibicji topoizomerazy i

9.1. Badanie modelu szpilki i hantli

Podstawowym celem tego etapu pracy byto opracowanie ogdlnego modelu motywu hantli,
umozliwiajacego badanie oddziatywan inhibitoréow topo Il z DNA. Taki oligomer powinien
zawiera¢ w swojej strukturze dwie przerwy, imitujace wynik dziatania topo Il. Zaprojektowana
przeze mnie czasteczka to dupleks dodekameru DNA 5'-GCGTJ TCGAACGC-3’. Przerwana nic
potaczona jest z komplementarnym dodekamerem 3’-CGCAAGCTJ TGCG-5’ dwoma mostkami
polietylenoglikolowymi (PEGe) na konicach 3’ i 5°. Taki dupleks tworzy czgsteczke w postaci hantli
z dwiema przerwami typu ,nick” (NICK Il). Strukture oligomeru DNA typu hantli uiytego do
badan pokazano na rysunku 9.1. Wybér nukleotydéw wokét przerwy oparto na wynikach badan,

z ktérych wynika, ze genisteina wymaga tyminy w obu pozycjach (-1 i +1). *%

Hantle sktadajace
sie z dostatecznie dtugich szpilek i silnie parujgcych czterech zasad miedzy przerwami w regionie
dimeryzacji, sq termodynamicznie trwate jako dimery i charakteryzuja sie dostatecznie wysokimi
temperaturami topnienia (40 — 50°C) do badan NMR w roztworze. *° Zainteresowanie t3
strukturg zwiqzane jest z problemem atakowania kompleksu topo — DNA przez genisteine.

Mechanizm tego procesu na poziomie atomowym nie jest dobrze poznany.

przerwa
g9 10 11 121 2 3 4 5 6 7 8
G-C-G-T|T-C-G-A-A-C-G-C
@@
C-G-C-A-A-G-C-T|T-G-C-G
8 7 6 5§ 4 3 2 112 11 10 9

Rysunek 9.1. Oligomer DNA typu hantli.

Problem stosownego modelu rozcietego DNA jest zwigzany z zagadnieniem réwnowagi

17, 40

motywow szpilki i hantli (schemat 9.1) w oligomerach DNA. Znanych jest kilka prac

dotyczacych badan spektroskopowych oligonukleotydéw z nienukleotydowymi mostkami. ** *®
Pewne uogélnienia dotyczace réwnowagi szpilka — hantla byly dowiedzione wczesniej. *
Ogdlnie, forma szpilki jest faworyzowana przy jednoczesnym niewielkim stezeniu soli i

oligomeru. Co wazniejsze, dynamika rownowagi szpilka - hantla oraz jej potozenie mocno zalezy
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od sekwencji par zasad, w szczegdélnosci w punkcie stycznosci dimeru, ktéry w tym przypadku

sktada sie tylko z czterech par zasad (TCGA).

g9 10 11 121

1 2 3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 6 7 8
T-C-G-A-A-C-G-C G-C-G-T|T-C-G-A-A-C-G-C
2 %_.6;%

T-G-C-G

C-G-C-A-A-G-C-T|T-G-C-G
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1'12 1110 9
SZPILKA HANTLA

Schemat 9.1. Réwnowaga szpilka - hantla.

Podstawowym celem poczatkowym byto znalezienie warunkéw, w ktérych motyw hantli
bytby jedyna formg obserwowang w roztworze. Aby dodekamer byt dobrym modelem do badan

oddziatywar z inhibitorami topo I, powinny by¢ spetnione dwa warunki:

1) stezenie dodekameru musi by¢ jak najmniejsze, poniewai oligomery DNA w niskich
temperaturach majg tendencje do tworzenia agregatéw, co uniemoziliwia rejestracje widm

NMR opartych na sprzeieniach skalarnych (ze wzgledu na poszerzenie sygnatdw);

2) powinno by¢ moiliwe nasycenie roztworu ligandami organicznymi (inhibitorami topo Il),
ktére sg z reguty trudno rozpuszczalne w wodzie. Z tego powodu stezenie soli powinno by¢

mozliwie niskie, by zapobiec wysalaniu ligandéw organicznych.

Nie moina w tym przypadku wprowadzi¢ par G-C w punkcie stycznosci koncéw tancucha,
ktére sprzyjaja tworzeniu dupleksu, ze wzgledu na preferencje genisteiny do tymidyn w
pozycjach -1 i +1. Przeprowadzono wiec analize wptywu stezenia dodekameruy, sity jonowej oraz
rozpuszczalnika na réwnowage szpilka — hantla. Celem byto znalezienie warunkéw, ktére
faworyzowatyby forme hantli przy stezeniu ca 1 — 2 mM dodekameru (podane stezenie dotyczy
motywu szpilki; ta konwencja bedzie stosowana w dalszej czesci pracy) i umozliwiaty rejestracje
widm z waskimi sygnatami. Pozwolitoby to na wykonanie widm opartych na sprzezeniach

skalarnych.

Obserwacje wplywu réznych czynnikéw na réwnowage szpilka — hantla na widmach *H NMR
prowadzono w oparciu o diagnostyczny region sygnatéw metylowych pochodzacych od tymidyn
(zakres 1 — 2 ppm). Region ten wybrano ze wzgledu na ograniczong ilos¢ sygnatéw w tym

obszarze, co bardzo upraszcza interpretacje. Motyw hantli jest symetryczny i ilo$¢ sygnatdw na
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widmach NMR nie zmienia sie w poréwnaniu z motywem szpilki. W oparciu o wyniki wybrano

warunki, w ktérych scharakteryzowano oba motywy.

9.1.1. Wptyw temperatury na rownowage szpilka - hantla

Na rysunku 9.2 pokazano temperaturowq zaleznos¢ rownowagi szpilka — hantla w roztworze
0.4 mM DNA w buforze wodnym (25/25 mM NaCl/KsPO,, pH 6.1). W 25°C widoczny jest tylko
jeden zestaw sygnatow pochodzacych od grup metylowych tymidyn (1.84 i 1.63 ppm). Zestaw
ten przypisano strukturze szpilki, poniewaz wiadomo, ze przy tak niskim stezeniu forma szpilki
dominuje w roztworze. Widmo wykonane w tych warunkach postuzyto péiniej do
scharakteryzowania motywu szpilki (rysunek 9.9, tabela 9.1). Obnizenie temperatury wptywa na
zwiekszenie integracji drugiego zestawu sygnatow (1.44, 1.60 ppm), przypisanego strukturze
hantli. W 10°C ma miejsce posrednia (w skali NMR) szybko$é wymiany obu form, o czym
$wiadczy poszerzenie sygnatéw. W 0°C wymiana obu form jest wolna. Dowodem na to jest
prawie taka sama szeroko$¢ potdwkowa sygnatéw, mimo ze obie formy wystepujq w
roznej ilosci (forma hantli osigga ca 25% populacji). Widmo wykonane w 0°C nie nadaje sie do
badania struktury, ze wzgledu na natozenie sie sygnatow pochodzacych od dwéch form
obecnych w roztworze. Samo obnizenie temperatury nie jest wystarczajgcym czynnikiem do

zwiekszenia stezenia hantli do pozgdanego poziomu.

25°C
—
10°C
0°C
—,—— e —_
19 1.8 1.7 1.6 1.5 14 ppm

Rysunek 9.2. Fragmenty widm *H NMR roztworu 0.4 mM DNA w buforze H,0 25/25 mM NaCl/KsPO,,
pH 6.1 w réinych temperaturach.
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9.1.2. Wptyw stezenia dodekameru na rownowage szpilka — hantla

Kolejnym badanym czynnikiem wptywajagcym na réwnowage obu motywdéw byto steienie
dodekameru. Przeprowadzono eksperyment rozciericzania roztworu dodekameru od steienia
3.5 mM do 0.25 mM, a otrzymane widma pokazano na rysunkach 9.3 i 9.4. W 25°C (rysunek 9.3)
przy stosunkowo duiym stezeniu DNA (3.5 mM), w zakresie alifatycznym wida¢ zmiane
przesunie¢ protondéw pochodzacych od tymidyn (w poréwnaniu z widmami wykonanymi przy
nizszych stezeniach), lecz caty fragment jest tak poszerzony, ze trudno jednoznacznie okresli¢

stosunek obu motywéw.

ot 0.25 mM |

W amm MMWML / w/\\.«
BT UM Nﬂ&,

14 13 ) '12' 1 10
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Rysunek 9.3. Fragmenty widm ‘H NMR roztworu DNA o réznych stezeniach w buforze 25/25 mM
NaCl/K3PO,4, pH 6 w 25°C.

Z tego powodu wykonano analogiczne widma w temperaturze 0°C (rysunek 9.4), poniewaz,

jak wynikato z poprzednich obserwacji, obnizenie temperatury wptywa na wzrost stezenia hantli.
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Tutaj, obnizenie temperatury w wyrainy sposob wptyneto na wyostrzenie sygnatow
pochodzacych od tymidyn. Na widmie wykonanym dla stezenia 0.25 mM DNA, w zakresie
protonéw metylowych tymidyn obserwujemy dwa zestawy sygnatdw, pochodzace od obu form
dodekameru, a na podstawie intensywnosci sygnatéw mozna ustali¢, ze forma hantli stanowi
mniej niz 25% populacji. Mozliwa byta réwniez obserwacja dziesieciu sygnatéw w zakresie 12.5 —
14 ppm, pochodzacych od protondw NH. Szes$¢ z nich, o wiekszej intensywnosci, przypisano
strukturze hantli. W tej temperaturze, przy stezeniu 0.5 mM obie formy obecne sg praktycznie w

tej samej ilosci. Dla kolejnych stezer forma hantli dominuje.

I WIes
e M
Mg b

L

T T T

| Hl 3mM

_—

i - —l

T T T T T

14 13 12 11 10

iy
L 3.5mM AJ

o
vy
»

°
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Rysunek 9.4. Fragmenty widm 'H NMR roztworu DNA o réinych stezeniach w buforze 25/25 mM
NaCl/K;PO,, pH 6 w 0°C.

Widmo wykonane w tych warunkach przy stezeniu dodekameru 3.5 mM postuzyto pdiniej do
scharakteryzowania motywu hantli (rysunek 9.10, tabela 9.2). Udato sie wiec uzyskaé uktad, w
ktérym przy stosunkowo niskim stezeniu dodekameru (ca 2 mM) forma hantli jest motywem

dominujgcym w roztworze. Jednak niska temperatura badanego uktadu bytaby prawdopodobnie
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czynnikiem wptywajacym na zmniejszenie rozpuszczalnosci ligandéw organicznych. Wskazane
wiec byty dalsze badania w tym zakresie, obejmujace wptyw sity jonowej oraz dodatku innego

rozpuszczalnika.

9.1.3. Wptlyw sily jonowej na réwnowage szpilka - hantla

Zwiekszenie sily jonowej to klasyczne podejscie umoiliwiajace wzrost stezenia hantli w
roztworze. W tym przypadku byto to niewystarczajace dla stezern dodekameru 0.25 mM
wykonanych w 10°C (rysunek 9.5). Widma wykonane przy niskim stezeniu buforu (25 mM
NaCl/25 mM K3PO,) wskazujg na obecnos$¢ wytacznie motywu szpilki. Podwyiszenie stezenia soli
(200 mM NaCl/25 mM K;PO,) wptywa na pojawienie sie sygnatéw pochodzacych od hantli, ale

stezenie tej formy jest nizsze niz stezenie motywu szpilki.

200 mM NaCl + 25 mM K,PO, MNUVJW\A[\" bw
MMM' T aad casi o

FeAPes " b aaa

| 25 mM NaCl + 25 mM K,PO, W J
7 6 ppm 1.

I M | T T —rT

14 13 12 1 10 9 8 16 1.4ppm

Rysunek 9.5. Fragmenty widm 'H NMR roztworu 0.25 mM DNA w buforach réznigcych sie stezeniem
NaCl, pH 6 w 10°C. Na widmie dolnym widoczny jest jedynie motyw szpilki, na gérnym
rowniez motyw hantli.

Sprawdzono wiec wptyw sity jonowej dla wiekszego steienia dodekameru, w tej samej
temperaturze (10°C). Na rysunku 9.6 pokazano widma wykonane przy steieniu 1.9 mM
dodekameru i réznych ilosciach NaCl (100 mM NaCl/25 mM K;PO, oraz 200 mM NaCl/25 mM
KsPO,). Dla poréwnania, pokazano rowniez widmo, na ktérym widoczny jest wylgcznie motyw
hantli, tzn. widmo wykonane przy stezeniu dodekameru wynoszacym 3.5 mM i niskim stezeniu
soli (réwniez 10°C, widmo dolne na rysunku 9.6). Podwyiszenie steienia dodekameru do ca 2
mM pozwala przesungé¢ rownowage w strone hantli w 10°C. Zwiekszenie stezenia NaCl do 200
mM, pozwala uzyska¢ motyw hantli w ilosci wiekszej, niz uzyskana przy stezeniu 3.5 mM

dodekameru i niskim stezeniu buforu.
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Potwierdzono wiec, ze wzrost sity jonowej wptywa na wzrost stezenia motywu hantli, ale w
ograniczonym stopniu (tzn. tylko dla stezern dodekameru ca 2 mM). Nie udaje sie natomiast w

ten sposob uzyskac pozadane;j ilosci hantli w uktadach o stezeniu DNA rzedu 0.5 mM.

200 mM NaCl + 25 mM Kapoj‘d MMNM /M
A MA

100 mM NaCl + 25 mM Kspwm /JMK
NN

25 mM NaCl + 25 mM KSPOM
A AMA
) '1'01 6 5 "I é ppm

Lanan e | T T T v T

14 13 12 1 1.8 16 1.4ppm

Rysunek 9.6. Fragmenty widm 'H NMR roztworu DNA w buforach roznigcych sie stezeniem NaCl, pH 6 w
10°C. Dolne widmo przedstawia motyw hantli w roztworze DNA o steieniu 3.5 mM
dodekameru, pozostate widma zarejestrowano przy stezeniu 1.9 mM dodekameru.

9.1.4. Wptyw dodatku rozpuszczalnika organicznego na rownowage szpilka — hantla

Nastepnie przeanalizowano wptyw dodatku réinych rozpuszczalnikéw na réwnowage szpilka
- hantla. Przy badanym stezeniu 0.5 mM w 25°C w wodzie obecna jest tylko forma szpilki
(rysunek 9.7). Dodatek 15% obj. CD;OH nie wptywa znaczgco na widmo i proporcja szpilka :
hantla jest zachowana. Zupetnie inna sytuacja jest w przypadku rozpuszczalnikéw aprotycznych,
(CD3),S0 i CD5CN, dla ktérych wartosci statej dielektrycznej sg nizsze, niz dla wody. Dodatek tych
rozpuszczalnikdw skutkuje wyraznym zwezeniem sygnatow na widmie, co $wiadczy o braku
wymiany miedzy dwiema formami w tych warunkach (rysunek 9.7). W tych uktadach wystepuje

jedynie motyw szpilki.
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Rysunek 9.7. Fragmenty widm 'H NMR roztworéw 0.5 mM DNA w buforach 25/25 mM NaCl/K;PO,,
réznigcych sie dodatkiem rozpuszczalnika, pH 6 w 25°C.

Przy takim samym stezeniu dodekameru w 0°C w samej wodzie obecne jest ok. 50% mol
hantli {sygnaty 1.60 i 1.44 ppm, rysunek 9.8). Dobrze widoczne s3 dwa naktadajace sie zestawy
sygnatéw motywow szpilki i hantli, ktére s3 w stanie wolnej wymiany, na co wskazuje
poszerzenie sygnatéow. Dodatek 15% obj. metanolu skutkuje nieznacznym zwiekszeniem ilosci
hantli, nie powoduje natomiast zwezenia sygnatéw na widmie. Prawdopodobnie nawet w tak
niskiej temperaturze i stezeniu nie mozna unikng¢ agregacji motywdéw hantli, a ruchy
molekularne s3 spowolnione, co prowadzi do poszerzenia widma. Po dodaniu (CD;),SO lub
CD;CN na widmie widoczny jest tylko jeden zestaw sygnatéw, przypisany do motywu szpilki (1.84
i 1.63 ppm). Sygnaty sg réwniez znacznie bardziej ostre, co wskazuje na brak wymiany pomiedzy
dwoma motywami w tej temperaturze. Oba rozpuszczalniki zapobiegaja dimeryzacji, ale
umozliwiaja tworzenie miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych. Podobny efekt
zaobserwowany niedawno w badaniach wptywu acetonitrylu na agregacje insuliny ludzkiej w
uktadzie H,0/CD3CN (65 : 35% vol.). Zakiéca to czwartorzedowg strukture biatka, lecz struktura
trzeciorzedowa pozostaje nietknieta, co pozwala wyjasni¢ strukture monomeru przy stezeniu

%7 podatek metanolu wptywa nieznacznie na réwnowage szpilka

umozliwiajgcym pomiary NMR.
- hantla. Jest to bardzo korzystne, poniewaz zastosowanie takiego uktadu powinno poprawi¢
rozpuszczalnos¢ ligandéw organicznych (flawonoidéw) i umoiliwi¢ nasycenie nimi roztworu

dodekameru.
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H,0/D,0 (90:10 vol %) !

0 A 0.5 mM JUJ'E
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A A 0.5 mM JU
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Rysunek 9.8. Fragmenty widm 'H NMR roztworéw 0.5 mM DNA w buforach 25/25 mM NaCl/K;PO,,
réznigcych sie dodatkiem rozpuszczalnika, pH 6 w 0°C.

Z uwzglednieniem wptywu powyiszych czynnikow na réwnowage szpilka — hantla, wybrano
warunki umozliwiajgce przypisanie sygnatow obu motywéw. Motyw szpilki scharekteryzowano w
temperaturze pokojowej, przy stezeniu dodekameru 0.6 mM oraz niskim stezeniu buforu (25/25
mM NaCl/K;PO,, pH=6). Sa to warunki zblizone do fizjologicznych, nie ma réwniez wymiany z
motywem hantli. Fragment ,fingerprint” widma NOESY motywu szpilki pokazano na rysunku 9.9,

a w tabeli 9.1 podano przesuniecia chemiczne *H NMR.

Motyw hantli scharakteryzowano przy znacznie wiekszym stezeniu dodekameru (3.5 mM),
niskim stezeniu buforu (25/25 mM NaCl/K;PO,, pH=6) i w temperaturze 0°C, co umoiliwito
obserwacje hantli jako jedynej formy w roztworze. Fragment ,fingerprint” widma NOESY
motywu hantli oraz przesuniecia chemiczne 'H NMR podano, odpowiednio, na rysunku 9.10 i w
tabeli 9.2. Na rysunku 9.11 pokazano zakres protonéw iminowych, pokazujgcy miedzyniciowe

oddziatywania NOE w motywie hantli.
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Rysunek 9.9. Region ,fingerprint” widma NOESY szpilki DNA w 25°C, 0.6 mM, pH 6, w buforze 25/25
mM NaCl/K;PO,. Brakujace sygnaly oznaczono czarnymi kotkami Poczatek i koniec
sekwencji oznaczono strzatkami.

zasada | H1' | H2' | H2" | H3' | H4' H5', H5" | H6/8 | H2/5/Me NH, NH
T1 6.14 | na* | 243 | na na na 7.55 1.80 - na
Cc2 6.04 | na 224 | na na na 7.52 5.90 na -
G3 541 | na | 240 | 488 | 4.18 | 3.92,3.97 | 7.74 - na na
A4 534 | na | 262|494 | 4.04 na 8.17 na na na
A5 6.20| 283 | 2.86 | 5.06 | 4.46 | 4.09,4.16 | 8.32 na na na
cé6 5641197 | 234|484 | 4.20 na 7.30 5.34 6.57; 8.19 -
G7 596|264 | 273 |5.02 (439 | 4.09,4.15 | 7.92 - na 13.10
c8 6.26 | 2.26 | 2.48 | 4.87 | 4.22 na 7.59 5.64 6.90; 8.40 -
G9 6.02 | 279 | 2.86 | 498 | 4.35 | 3.90,4.01 | 8.10 - na 13.22
C10 | 576|211 | 244|489 4.23 na 7.41 5.45 6.59; 8.45 -
G11 6.09| 270 | 282 (505|443 | 4.11,4.18 | 7.97 - na 12.87
T12 6.36 | 243 | 250 | 493 | 429 | 3.98,4.05 | 743 1.63 - na

Tabela 9.1. Przesuniecia chemiczne (ppm) *H motywu szpilki w H,0/D,0 (9:1) w 25°C, 0.6 mM, PH 6, w

buforze 25/25 mM NaCl/K3POy; *nie przypisane (not assigned).
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Rysunek 9.10. Region ,fingerprint” widma NOESY hantli DNA w 0°C, 3.5 mM, pH 6, w buforze 25/25 mM
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NaCl/K;PO,. Poczgtek i koniec sekwencji oznaczono strzatkami.

—

55

53

zasada | H1' H2' | H2" | H3' | H&' H5', H5" | H6/8 | H2/5/Me NH, NH
Tl 595 (213 ]|255]|4.71]| 4.18 3.91 7.85 1.60 - 13.95
c2 5,53 | 200 236|484 4.14 na 7.57 5.63 6.95; 8.56 -
G3 5.47 | 269 | 276|499 | 4.32 na 7.90 - na 12.59
Ad 594 | 269|290 5.07| 417 na 8.11 7.19 na -
A5 6.08 | 256 | 2.84 | na* | 4.44 na 8.10 7.66 na -
cé 5.61 | 182|227 ]4.80| 4.12 na 7.15 5.18 6.62; 8.13 -
G7 5.88 | 261|269 ]|498 | 4.36 na 7.90 - na 13.09
C8 6.21 | 226|246 |4.85| 4.20 na 7.58 5.59 7.02; 8.41 -
G9 6.03 (281 |286]|498| 435 | 3.88;4.01 | 8.11 - na 13.25
C10 5.64 | 222|246 )|4.89| 4.24 na 7.45 5.42 6.71; 8.47 -
G11 6.10 | 2.73 | 2.88 | 5.06 | 4.46 4.19 8.01 - na 12.97
T12 6.19 | 2.36 242|496 | 4.26 na 7.38 1.44 - 13.77
Tabela 9.2. Przesuniecia chemiczne (ppm) 'H motywu hantli w H,0/D,0 (9:1) w 0°C, 3.5 mM, pH 6, w

buforze 25/25 mM NaCl/K;POy; * nie przypisane (not assigned).

98



ZAGADNIENIA INHIBICJI TOPOIZOMERAZY I

9 1011 12)1 2 3 4 5 8 7 8 Ad
G-C-G-T|(T-C-G-A-A-C-G-C A5
PEG, GQG3

G7 C2

€
mog
<0
a0
w3
ad
w @
nO
- —
s
(9]
20
Xl

cg _T1 G2 C6
T12A5 A4 C10C8
G11

Gis7 d2.c10
G

F2
(PPM)|

G3 12.6

12.8

G1

13.0 +——4———
G7 i

</> 13.2
G9

134

A W

13.6

T12 13.8 :

14.0

T T T T 7T LEDLELELEE LA v YT T T T T

8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55
F1 (ppm)

Rysunek 9.11. Region protondw iminowych widma NOESY hantli DNA w 0°C, 3.5 mM, pH 6, w buforze
25/25 mM NaCl/K3PO,.

Wykorzystujgc wczesniejsze rezultaty, wykonano réwniez widmo dodekameru z dodatkiem
CD;0H, przy wysokim stezeniu soli (25/200 mM NaCl/K;PO,, pH=6) oraz ponad trzykrotnie
mniejszym stezeniu DNA (1 mM). Widmo to byto niemal identyczne z widmem wykonanym przy
wysokim (3.5 mM) stezeniu dodekameru w buforze H,0, a wartosci przesunie¢ chemicznych
roznity sie o ca 0.02 ppm. Udato sie wiec uzyskaé uktad, w ktérym przy umiarkowanym stezeniu
DNA dominuje motyw hantli, a wptyw dodatku rozpuszczalnika na zmiane przesunieé

chemicznych jest znikomy.
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9.1.5. Obliczenie struktury hantli

Wykorzystujac sygnaty korelacyjne z widma NOESY dodekameru, wykonanego w 0°C (rysunek
9.10), podjeto prébe obliczenia struktury hantli. Widmo 'H NMR jest do$¢ szerokie, dlatego tylko
widmo NOESY moze by¢ irédtem wiezéw eksperymentalnych. Rejestracja widm TOCSY i HSQC,
ktére s3 pomocne do przypisan protonéw deoksyrybozy, nie byta mozliwa ze wzgledu na duia
szerokos¢ potédwkowg sygnatow. Udato sie zaobserwowaé wszystkie waine miedzyniciowe
oddziatywania NOE (rysunek 9.11), mozliwe wiec byto uzyskanie wystarczajacej ilosci objetosci

sygnatow korelacyjnych do obliczers MD.

Na rysunku 9.12 pokazano dziesie¢ natozonych na siebie struktur dodekameru DNA z dwiema
przerwami, obliczonych z wykorzystaniem ogdélnego modelu Borna (GB), symulujgcego obecnosé
rozpuszczalnika. Analiza obliczonych parametréw helikalnych (tabele 9.3 i 9.4) wskazuje na
regularng forme B-helisy (definicje parametréw helikalnych zamieszczono na poczatku pracy,
s. 10-11). Wynika z tego, ze obecnos¢ dwoch przerw nie wplywa w znaczacy sposéb na ksztatt

helisy.

PEG, linker

Rysunek 9.12. Natozenie 10-ciu obliczonych struktur hantli dodekameru DNA z dwiema przerwami typu
,nick”.
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przerwa

przerwa

,nick”; pominieto tacznik PEGg.

DNA z widocznymi przerwami typu
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para zasad displa):ement displa:;ment inclin:-:tion ti;: bucl:le pr?pelle: openiong
dx (A) dy (A) n () e() k(%) twist Q (°) (0} (°)
G9-C8 -1.400.24 1.2240.22 5.43£1.91 |-12.78+£1.72( 19.6116.17 | 1.8017.09 | 3.62+2.65
C10-G7 -1.67+0.21 1.03+0.17 5.03+2.38 |-12.53+1.85 | 15.4814.36 |-15.7616.25 | -4.33+1.28
G11-C6 -1.61+0.22 0.66+0.19 -0.6542.06 | -3.434£1.01 | 7.3743.24 |-28.6413.80| 0.07+1.75
T12-A5 -1.3010.17 0.1610.14 -5.01+1.77 | -0.96+1.62 |-17.99+2.51 | -14.02+4.56 | 8.85+1.07
T1-A4 -1.02+0.17 0.3410.15 -6.42+1.57 |-11.48+1.33 | -3.65%1.52 | 13.0443.36 | 4.19+1.41
C2-G3 -1.3040.16 -0.13£0.14 | -7.484+1.82 | 0.39+0.89 |-10.18+1.48 | 16.5312.33 | -0.24+1.17
G3-C2 -1.30+0.17 0.0810.15 -7.2611.86 | 0.17+1.47 | 9.3533.81 | 15.00£4.85 | 0.25+1.81
A4-T1 -1.02+0.15 -0.3840.14 | -6.4311.78 | 11.79+1.47 | 3.37+1.81 | 15.11+4.83 | 4.41+1.73
A5-T12 -1.31+0.17 -0.22+0.16 | -4.99+1.65 | 1.34+1.31 | 19.06+1.36 |-12.67+1.75( 8.34+1.17
C6-G11 -1.62+0.17 -0.77+0.17 | -0.03£1.65 | 4.25+0.94 | -8.41+2.55 |-29.2743.14 | -0.62+1.90
G7-C10 -1.6810.20 -1.1210.20 5.3741.75 | 13.00+1.18 |-12.41+3.55 | -16.87+6.01 | -4.2011.42
C8-G9 -1.33+0.22 -1.33+0.25 6.1741.80 | 13.23+1.26 | -15.6745.77 | 4.72+3.93 | 6.06£2.96
$rednia -1.3840.16 -0.04+0.14 | -1.35#1.61 | 0.25£0.73 | 0.50£1.12 | -4.25%+1.22 | 2.20£0.49
B-DNA* -0.71 0.0 -5.91 0.0 0.0 3.72 -4.11
A-DNA* -5,43 0.0 19.09 0.0 0.0 13.7 -4.61
Tabela 9.3. Wybrane parametry helikalne w obliczonej strukturze hantli. Potozenie przerwy ,nick”

zaznaczono kolorem czerwonym; *formy kanoniczne.
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sekwencja shift slide rise tilt roll twist

par zasad Dx (A) Dy (A) Dz (A (%) p (%) ()
G9-C10 -0.44+0.16 -0.88+0.19 3.56+0.22 5.03+2.06 6.051+4.21 29.341+1.47
Cl0-G11 0.171£0.20 -1.25+0.25 3.41+0.17 -2.90+1.07 28.59+4.13 28.52+2.52
G11-T12 | 0.44+0.08 -1.69+0.17 | 3.8510.14 | -0.09+1.09 7.68+3.06 31.73+1.02
 T12-T1 | 074#0.11 | -0.64#0.10 | 3.3840.04 | 4.20:0.40 | -23.54%2.81 | 36.43:1.42
T1-C2 -0.2630.13 | -1.91:+0.07 | 3.394+0.08 | -0.751%0.59 | 22.49+2.26 | 22.77+1.08
C2-G3 0.01+0.17 -0.70+0.17 | 2.81+0.11 0.331+1.58 -0.08+4.37 36.32t2.06
G3-A4 0.25+0.12 -1.8610.18 | 3.3810.12 0.33+1.05 21.66+3.53 | 22.33#1.12
A4 - A5 -0.7210.11 -0.68+0.13 3.38+0.06 -4.15+0.70 | -24.04+1.65 36.28+1.01
AS - C6 -0.4610.09 -1.78+0.13 3.9040.11 0.19+0.47 8.01+1.33 32.38+0.73
C6-G7 -0.17¢0.17 | -1.1520.26 | 3.3310.10 1.21+0.84 28.12+2.22 | 27.4242.18
G7-C8 0.5910.15 -0.84+0.18 | 3.5710.17 | -4.72¢1.41 6.5312.75 28.7411.07
srednia 0.01+0.03 -1.22+0.06 3.4510.03 -0.12+0.25 7.41+0.64 30.21+0.51

B-DNA* 0.0 0.0 3.38 0.0 0.0 36.0

Tabela 9.4. Wybrane parametry helikalne w obliczonej strukturze hantli. Potozenie przerwy ,nick”

zaznaczono kolorem czerwonym; *forma kanoniczna.

W poréwnaniu z regularnym utozeniem par zasad wewnatrz struktury, odchylenia widoczne
sq w poblizu przerw. Grupy 5-CH,OH i 3’-PO; przy przerwie skierowane sg na zewnatrz
powierzchni czasteczki i dlatego ich konformacja nie powinna wptywaé¢ na oddziatywanie z

inhibitorem topo Il.

9.2. Modyfikacje genisteiny

Podstawowym zwigzkiem w grupie badanych inhibitoréw topo Il byta genisteina (1 na
rysunku 9.13, Gen 1, ta numeracja bedzie stosowana w dalszej czesci pracy). Otrzymano réwniez
nowe pochodne genisteiny, z podstawnikami w nieaktywnych biologicznie pozycjach 6 i 8.
Podstawniki te zawierajg grupy aminowe, ktére powinny poprawia¢ rozpuszczalno$é tych
2wigzkow. Jedng z modyfikacji jest pochodna zawierajagca dwa fragmenty morfolinowe w
pozycjach 6 i 8 pierscienia A (2 na rysunku 9.13, Gen 2). Kolejnym badanym zwigzkiem jest
pochodna zawierajaca dwie grupy alkilo-N, N-dimetyloaminowe w pozycjach 6 i 8 pierscienia A
(3 na rysunku 9.13, Gen 3). Podobnie jak w przypadku topotekanu, pochodna ta réwniez

stosowana byta w postaci chlorowodorku.

Obie pochodne charakteryzuja sie lepsza
rozpuszczalnosciag w wodzie niz genisteina. Najlepiej rozpuszczalna jest pochodna 3, dzieki czemu
mozliwe bylo uzyskanie uktadu zawierajacego jedynie motyw hantli i jednoczesnie molowy

nadmiar pochodnej 3. Poniewaz protony par 2’-H i 6’-H oraz 3’-H i 5’-H wszystkich pochodnych
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majg identyczne przesuniecia chemiczne, dla uproszczenia beda opisywane jako, odpowiednio,

2’-Hi 3’-H.

zwiazek R' R
1 H H
2 —CH;Nmo -CH;N/—\O
Y.t __/
3 -CH,-NMe, -CH,-NMe,

Rysunek 9.13. Pochodne genisteiny wykorzystane do badarn (numery zwigzkéw bedg stosowane w dalszej
czesci pracy).

9.3. Oddziatywania genisteiny z DNA

9.3.1. Oddziatywanie tymidyna — genisteina

Na rysunku 9.14 pokazano teoretyczne sposoby oddziatywania genisteiny z tymidyng w parze
T-A. Mozna przypuszczaé, ze oba rodzaje oddziatywan mogg dotyczy¢ tymidyny w parze T-A przy
przerwie. Pierwszy sposob polega na interkalacji (,base stacking”), drugi — na zamianie adeniny
w parze zasad, poprzez utworzenie dwéch wigzan wodorowych z tymidyng (,,base pairing”). Ten
ostatni sposdb, mimo Zze geometrycznie moiliwy, wymaga zerwania wewnatrzczasteczkowych
wigzann wodorowych w genisteinie oraz rozdzielenia pary T-A tworzacej dupleks. Z drugiej strony,
interkalacja genisteiny w przerwie skutkuje rozciggnieciem nieprzerwanej nici rdzenia DNA,
poprzez podobieristwo do sytuacji, w ktdrej inna para zasad zostataby wprowadzona do
sekwencji DNA po stronie przerwy. Taka sytuacja miata miejsce w czasteczkowych kompleksach
topotekanu interkalujgcego przerwe DNA w roztworze w badaniu oddziatywan TPT z

przerwanym dekamerem ° oraz w krystalicznej strukturze kompleksu DNA — TPT - topo |. *
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Gen

HO  BASE PAIRING

T Gen A

Rysunek 9.14. Mozliwe alternatywne sposoby oddziatywania genisteiny z tymidyna w nukleotydzie.

W tym przypadku oddziatywanie typu ,stacking” bogatego w elektrony pierscienia A
genisteiny z pierscieniem pirymidynowym moze by¢ czynnikiem utatwiajagcym interkalacje. W
dalszej czesci pracy zaprezentowano dowody potwierdzajagce obecnosé¢ oddziatywania, z
wykorzystaniem eksperymentéw PFGSE, ktére umotzliwiaja badanie wspdtczynnikéw dyfuzji
czasteczek w roztworze. Sposob oddziatywania badano obserwujac zmiany przesunieé

chemicznych *H i *C w eksperymentach 'H -1D, 2D *H/*C-HSQCAD, HMBC oraz 2D *H/*H NOESY.

9.3.2. Wplyw genisteiny na rownowage szpilka — hantla

Jednym z wazniejszych celoéw tej pracy byto zbadanie ewentualnych oddziatywan genisteiny z
modelowym dupleksem DNA z dwiema przerwami. Zagadnienie to jest bowiem jednym z
najstabiej zbadanych w literaturze. Poczatkowo przesledzitam wptyw genisteiny na réwnowage
szpilka — hantla. Jak wczesniej ustalono, przy matym stezeniu nukleotydu w roztworze, ca 0.5
mM, oraz niskim stezeniu buforu, 25/25 mM NaCl/KsPO,, forma szpilki dominuje. W nizszej
temperaturze obserwujemy dimeryzacje, lecz forma hantli osigga jedynie 25%. Poniewai obie
formy sa w stanie wolnej wymiany (w skali NMR), stwarza to mozliwo$¢ zbadania wptywu

roznych efektéw na te rownowage (schemat 9.1).
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Dolny zestaw widm przedstawiony na rysunku 9.15 pokazuje wptyw obnizenia temperatury
na réwnowage szpilka — hantla w roztworze 0.6 mM (stezenie dotyczy motywu szpilki).
Przesuniecia przy 1.61 i 1.84 ppm na widmie zarejestrowanym w 25 °C odpowiadajg szpilce. W
0°C pojawia sie drugi zestaw sygnatéw pochodzacych od grup metylowych tymidyny, przy 1.43 i
1.59 ppm, przypisany strukturze hantli. Obie formy sq w stanie wolnej wymiany w stosunku 75 :

25 na korzysc szpilki.

JL =
i N

10°C

0°C

1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 14 ppm

25°C

10°C

0°C

1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 14 ppm

Rysunek 9.15. Wplyw genisteiny (widma gérne) na dimeryzacje szpilki do hantli (odnosnik, widma doine)
obserwowany przy przesunieciach grup metylowych tymidyny. Roztwér szpilki (widma
dolne} nasycono genisteing (ca 0.5 réwnowainika w stosunku do szpilki), widma
zarejestrowano w tym samych warunkach (0.6 mM, pH 6, bufor 25/25 mM NaCl/K;PO,).

Gorny zestaw widm przedstawiony na rysunku 9.15 pokazuje wplyw genisteiny na
dimeryzacje szpilki DNA. Slad w 0°C wskazuje na ca 10% wzrost catki sygnatéw tymidyny przy
1.43 i 1.61 ppm, przypisanych strukturze hantli, w wolnej wymianie ze szpilkg. Takie same wyniki
otrzymano dla wyjsciowej genisteiny 1 oraz jej pochodnej 2. Ten rezultat mozna zinterpretowac
jako stabilizujagcy wptyw genisteiny na tworzenie sie hantli. Mozliwym wyttumaczeniem jest

interkalacja genisteiny do dwdéch tymidyn oskrzydlajacych przerwe w pozycjach +1 oraz -1 hantli,
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jak przedyskutowano powyiej. Jest to prawdopodobnie sytuacja dynamiczna, w ktérej
rownowaga DNA + Gen ¢€> DNA--Gen jest przesunieta w lewo. Taka interkalacja powoduje
dodatkowg stabilizacje hantli, poprzez wzmocnienie interfejsu dimeru (TCGA) przez dwa

oddziatywania typu ,stacking”.

Nastepnie podjeto prébe uzyskania informacji dotyczacych oddziatywania genisteiny 1 2
podwodjnie przerwanga hantla. Genisteina 1 jest bardzo stabo rozpuszczalna w wodzie przy pH
zblizonym do fizjologicznego. Z tego powodu zwiekszono pH roztworu hantli w buforze 200/25
mM NaCl/KsPO, do wartosci 8.6 tak, aby w roztworze pojawit sie lepiej rozpuszczalny fenolan
genisteiny 1. Zgodnie z praca Zielonki, '*® genisteine charakteryzuja trzy wartosci pKa, przy pH
7.2,10.0i13.1. Ztego powodu, przy pH 8.6 jedna z grup hydroksylowych genisteiny powinna by¢
zjonizowana. W celu zwiekszenia rozpuszczalnosci genisteiny 1, do roztworu dodano réwniez
CD;OH (18% obj.). Zastosowane stezenie dodekameru (1 mM) jest na tyle niskie, by uzyskaé
wysoki stosunek genisteina 1/hantla, a na tyle wysokie, by w temperaturze bliskiej 0°C w

badanym uktadzie obserwowac wytgcznie motyw hantli.

Do badania oddziatywan genisteiny 1 z motywem hantli DNA zastosowano metode PFGSE.
Wyniki podano w tabeli 9.5. Dane te wyrainie dowodzq wystepowania oddziatywan, co jest
dodatkowo potwierdzone na rysunku 9.16. Przy wysokim nadmiarze genisteiny 1 w stosunku do
motywu hantli (nr 2 i 3 w tabeli 9.5) wspétczynnik dyfuzji D; sygnatu protonu 3’-H jest zblizony do
wspotczynnika dyfuzji czystej genisteiny 1 (nr 1 w tabeli 9.5). Spowodowane jest to obecnoscig
duzej ilosci nieskompleksowanej genisteiny 1, w poréwnaniu z iloscig kompleksu DNA/Gen 1.
Obnizenie wartosci pH z 9.2 do 8.4 przy takim samym stosunku DNA/Gen 1 skutkuje
zmniejszeniem wartosci D; oraz poszerzeniem sygnatu protonu 3’-H (nr 3 w tabeli 9.5 oraz
rysunek 9.16¢). Obnizajgc pH, zmniejszamy ilo$¢ fenolanu, ktéry najprawdopodobniej stabiej
oddziatuje z hantlg DNA, a zwiekszamy ilo$¢ grup hydroksylowych, co zwieksza ilo$¢ kompleksu.
Nasuwa sie wiec wniosek, ze grupy hydroksylowe genisteiny sg zaangazowane w oddziatywanie z
DNA. Potwierdza to wczesniejsze wyniki, wskazujace, ze grupa 7-OH wyjsciowe] genisteiny 1
moze by¢ zaangazowana w oddziatywania z grupg NH skrajnej guanozyny w dupleksie
d(GDGATCGC),. > W celu dalszego potwierdzenia tych oddziatywar, zmniejszono ilo$¢
genisteiny 1, co rownoczes$nie zwiekszyto udziat kompleksu DNA/Gen 1. Tak jak oczekiwano,
wptyneto to na zmniejszenie D; do wartosci 1.25 x 10™° m?/s (nr 4 w tabeli 9.5) oraz poszerzenie
sygnatu protonu 3’-H (rysunek 9.16d). Tabela 9.5 pokazuje réwniez, 2ze genisteina 1 stabo

oddziatuje z DNA (wartosci K,). Moze to byc¢ ttumaczone przez fakt, ze niewielka ilos¢ kompleksu
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{ca 20%) pozostaje w szybkiej wymianie z nieskompleksowanym DNA, stad niewielkie zmiany

przesunie¢ chemicznych protondéw DNA zaangazowanych w oddziatywanie.

nr prébka pH | steienie | D;(Gen)wolna | D;(Gen) kompleks Di(DNA) K, obserwowa-

[mM] X 10'1°[mzs'1] x 10 [mzs-1] X 10'1°[mzs'1] [mM'1] ny

Plosuiplien sygnat
1 Gen1 8.6 | Cgen1, 1.0 1.75% 0.05 - - 3’-H

2 | DNA/Genl | 9.2 | Cpna, 1.0 - 0.45+ 0.05 0.31 T-1CH,
Ceent, 1.4 1.53+0.05 - 0.17 3'-H

3 | DNA/Genl | 8.4 | Cona 1.0 0.46x 0.05 0.57 T-1 CH,
Caen1, 1.4 = 1.45%+0.05 - 0.23 3'-H

4 | DNA/Genl | 8.6 | Cpona, 1.0 - 0.45+ 0.05 0.77 T-1 CH;
Coent, 1.0 1.25+0.05 0.38 3-H

5 DNA 8.6 | Cpna, 1.0 - - 0.45%+ 0.05 - T-1 CH3
6 Gend |60 1.51+0.05° - - 0.15° 3-H

7 | DNA/Gen3 | 6.0 | Cona, 1.0 - 0.98+ 0.05 0.45+0.05 | 071° | T-1CH,
Cgen3, 1.0 0.50 3’-H

Tabela 9.5. Wyniki eksperymentéw PFGSE oddziatywan genisteiny 1 i pochodnej 3 z motywem hantli
DNA. Prébki badano w buforach wodnych 200/25 mM NaCl/K;PO,, 18% CD,0H, w 2°C w
podanym pH.
a) Populacja kompleksu, utamek molowy;

b) Wspdiczynnik dyfuzji w nieskoriczonym rozciefczeniu;
¢) Stata autoasocjacji genisteiny 3 z eksperymentu dyfuzyjnego wykonanego technikg

PFGSE;

d) Stata asocjacji obliczona z uwzglednieniem autoasocjacji genisteiny 3.

Przedstawione wyniki zgadzajq sie z analizami biologicznymi, wskazujacymi na inhibicje topo

Il przez genisteine. Wigzanie genisteiny w obu przerwach zapobiega religacji obu nici DNA i

dlatego blokuje dziatanie topo II.
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ZAGADNIENIA INHIBICJI TOPOIZOMERAZY I
9.3.3. Oddzialywanie pochodnej 2 z motywem szpilki DNA
Kolejnym etapem byto zbadanie oddziatywania motywu szpilki DNA z pochodng genisteiny 2.
Celem byto stwierdzenie, czy oddziatywania pochodnych genisteiny ze szpilkg i hantlg réznig sie.
Obserwacje prowadzono w 25°C, poniewaz w tej temperaturze jest obecna tylko jedna forma
DNA, co umozliwia interpretacje zmian przesunie¢ chemicznych. Przewidywano, ze tymidyny T-1
i T-12 bedg gtownym celem wigzania pochodnej genisteiny 2, zgodnie z analizami
biologicznymi. * Na rysunku 9.17 pokazano fragment ,fingerprint” widma NOESY motywu szpilki
z nadmiarem pochodnej genisteiny 2 (ca 1.5 réwnowaznika).
1.2 3 4 5 6 7 8
T-C-G-A-A-C-G-C—
»n) + Gen 2
T-G-C-G— m
12 11 10 ¢
./“\/J \ J‘A‘M//f UL_»
F2 4 = =
(ppm),
68
7.0
7.2 4
——— o i m o
T12 1 1
4 T - C2
e -
76 o= g <
& |
4 ,\63
7.8 t
G7 —
] G\
} 80 G&
e B T ' M
D 8.2 - A5
% 84 -
6?3 ' 6?1 ‘ 5|9 ' 5?7 ' 5t5 l 5i3

F1 (ppm)

Rysunek 9.17. Fragment ,fingerprint” widma NOESY szpilki DNA w 25°C, 0.4 mM, pH 6.1, w buforze
25/25 mM NaCl/K;PO, w obecnosci 1.5 rownowaznika pochodnej genisteiny 2. Brakujgce
sygnaty oznaczono czarnymi kétkami Poczatek i koniec sekwencji oznaczono strzatkami.
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ZAGADNIENIA INHIBICJI TOPOIZOMERAZY I

Zaobserwowano nieznaczne zmiany przesunie¢ sygnatéw DNA i brak sygnatéw korelacyjnych
pomiedzy protonami 2-CH, 2’-CH, 3’-CH pochodnej 2, a protonami DNA w temperaturze

pokojowej.

Na projekcji widma NOESY szpilki DNA w obecnosci Gen 2 (rysunek 9.18, widmo doine)
widoczny jest szeroki sygnat przy 7.92 ppm, przypisany protonowi 2-CH pochodnej 2, ktéry dla
czystej Gen 2 jest waskim singletem przy 8.04 ppm (widmo gérne). Ten sam trend obserwujemy
dla protondéw 2'-CH oraz 3’-CH, ktdére sa przesuniete w strone nizszych czestotliwosci o,
odpowiednio, 0.12 i 0.10 ppm. Obserwowana rdznica przesunie¢ wskazuje na interkalacje
pochodnej 2 do zasad DNA, a poszerzenie moie by¢ spowodowane posrednig szybkoscia
wymiany z DNA. Poszerzenie to wyklucza takze moiliwo$¢ obserwacji sygnatéw korelacyjnych

oddziatywan miedzyczgsteczkowych.

2-CH
l 2'-CH 3'-CH

L
Gen 2

DNA C6(H6) C8(NH)
2-CH
} 2'-CH
| 3ICH
DNA + Gen 2
T e [T
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 ppm

Rysunek 9.18. Identyfikacja sygnatéw pochodnej genisteiny 2 na widmie szpilki DNA i Gen 2 w 25°C
(widmo dolne), w poréwnaniu z widmem czystej pochodnej 2 (widmo gérne) i czystego
DNA (widmo Srodkowe). Protony 2’-CH i 3’-CH pochodnej 2 pokrywaja sie z sygnatami
DNA, odpowiednio, C3(H6) i C5(NH).
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9.3.4. Oddziatywanie pochodnej 3 z motywem hantli DNA

Z trzech badanych zwigzkéw, najlepiej rozpuszczalna w wodzie jest pochodna 3, zawierajaca
dwie grupy dimetyloaminowe. Mozliwe jest wiec uzyskanie uktadu zawierajgcego jedynie motyw
hantli i jednoczesnie molowy nadmiar pochodnej 3. Z tego powodu badanie jej oddziatywan z
hantlag DNA umotzliwia zebranie bardziej szczegétowych informacji, mimo ze w zasadzie jedynym
irédtem jest widmo NOESY (poszerzenie sygnatéw w 2°C uniemozliwia rejestracje dobrych widm

TOCSY i HSQC).

Na projekcji widma NOESY motywu hantli i pochodnej 3 (rysunek 9.19, widmo dolne) sygnaty
Gen 3 s3 poszerzone w poréwnaniu z sygnatami samej pochodnej 3. Przesuniecia chemiczne

protondw genisteiny praktycznie nie zmieniajq sie.

3'-CH
2-CH 2'-CH I

|

|
N N

DNA
2'-CH 3'-CH
ZiCH
DNA +Gen 3
T — —1—r — — —
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm

Rysunek 9.19. Identyfikacja sygnatéw pochodnej genisteiny 3 na widmie hantli DNA i Gen 3 w 2°C (widmo
dolne), w poréwnaniu z widmem czystej pochodnej 3 (0°C, widmo gérne) i czystego DNA
(widmo srodkowe).
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Na widmie NOESY motywu hantli DNA w obecnosci 2 réwnowainikéw pochodnej 3,
wykonanym w 2°C, widoczne s3 miedzyczasteczkowe sygnaty korelacyjne pomiedzy protonem
3’-H genisteiny 3, a protonem H1’ guanozyny 7 (rysunek 9.19) oraz protonem 2-H genisteiny 3, a
protonem H2 adeniny 5 (rysunek 9.20). Przesuniecia chemiczne motywu hantli podano w tabeli

9.6, natomiast przesuniecia genisteiny 3 samej oraz w obecnosci dodekameru w tabeli 9.7.

9 10 11 12

1 2 3
G-C-G-T|T-C-G-A-A-C-G-
6 Y
C-G-C-A-A-G-C- -G-
8 7 6 5 4 3 2

7.2
T12f5# H1'

. 08"8'"1'\ 14 C2H8 - HY'

76 e
o

= JIH8-H1" .| =
78 - BFHE—HY, = = —ARa AT

<
<
I
< q : =

1 T~ "

82

( 84 b
63 61 59 57 55 53
F1 (ppm)

Rysunek 9.19. Fragment ,fingerprint” widma NOESY hantli DNA w 2°C, 1.9 mM, pH 6.1, w buforze 200/25
mM NaCl/KsPO4, 15% CD3;OH w obecnosci 2 rownowainikdw pochodnej genisteiny 3.
Miedzyczasteczkowy sygnat korelacyjny zaznaczono niebieskim, a brakujgce sygnaly
czarnym kotkiem.
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F2 A5H2 - GenH2
(ppm) | A ASH2 - AMdH2
x X
7.8
X
79 AN “NorHs-ceHe
80 " GenH2 - ASH2 v x\ GenH2 - HZ
G11H8 - C10H6 i
GHHB-TIZHB _ \ o o
81- x 2a
Ve /
PO GOH8 - C10H6
8.0 7.8 7.6 74 7.2 70

F1 (ppm)

Rysunek 9.20. Fragment widma NOESY hantli DNA w 2°C, 1.9 mM, pH 6.1, w buforze 200/25 mM
NaCl/K;PO,, 15% CD;OH w obecnosci 2 réwnowaiznikéw pochodnej genisteiny 3.
Miedzyczasteczkowy sygnat korelacyjny zaznaczono niebieskim kétkiem.

zasada | H1' | H2' | H2" | H3' | H4' | H5', H5" | H6/8 | H2/5/Me NH, NH
T1 5.85 |2.08|2.39|4.67| 4.07 na* 7.79 1.60 - 13.58
C2 550 |195(232|4.81]| na na 7.55 5.61 6.91; 8.56 -
G3 544 | na na [4.97] 4.30 4.00 7.88 - na 12.64
A4 5.92 na na na | 441 na 8.12 7.25 na -
A5 6.05 | 2.57| na |5.00] 4.40 na 8.10 7.73 na -
C6 557 11.7812.21|4.77| na na 7.13 5.18 6.58; 8.09 -
G7 5.88 |2.59| na na | 4.26 na 7.89 - na 13.08
Cc8 6.21 | 2.33|2.45(4.85]| 4.20 na 7.57 5.57 7.01; 8.43 -
G9 6.02 | na na |4.97| 4.34 3.87 8.11 - na 13.25
C10 | 5.65 {2.19]|245]|4.87|4.22 na 7.43 5.40 6.69; 8.47 -
G11 | 6.08 | na na |5.02|4.4314.16;4.22| 7.99 - na 13.02
T12 | 6.11 | 2.34] na |4.94| 4.26 na 7.35 1.43 - 13.75

Tabela 9.6. Przesuniecia chemiczne 'H (ppm) motywu hantli w 2°C, 1.9 mM, pH=6, w buforze H,0
200/25 mM NaCl/K;PO,, 15% CD;0H w obecnosci 2 rownowaznikéw pochodnej genisteiny
3; *nie przypisane (not assigned).

2-H 2’-H 3’-H | 6-CH;| 8-CH, [ NMe,
7.78 7.21 6.83 | 417 | 4.15 | 2.82
7.93 7.26 689 |4.20| 427 | 2.84

Tabela 9.7. Przesuniecia chemiczne (ppm) pochodnej genisteiny 3 samej (gérne) i w obecnosci %
réwnowaznika hantli DNA (dolne); pH=6, bufor H,0 200/25 mM NaCl/K;P0,, 15% CD;0OH.
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Zmiany przesunie¢ chemicznych protonéw hantli DNA w obecnosci genisteiny 3 w
poréwnaniu z przesunieciami samej hantli w takich samych warunkach nie przekraczajg 0.2 ppm.
Na widmie wcigz widoczny jest jeden zestaw sygnatdéw, co sugeruje, ze badany uktad jest w
dalszym ciggu symetryczny. Réznice przesunie¢ protondw H1’ i H6/H8 DNA pokazano na rysunku
9.21. Wida¢, ze w przypadku tych protondw rdinice sg mniejsze niz 0.1 ppm, a najwieksze
wartosci wystepujg w poblizu przerw ,nick”. Moze to sugerowad, ze genisteina 3 oddziatuje z

hantlag DNA poprzez interkalacje w przerwie.

Analiza widma przy wiekszej intensywnosci sygnatéw umozliwia obserwacje w sumie 13
sygnatéw korelacyjnych, ktére wymienio w tabeli 9.8. Sygnaty te wystepuja pomiedzy protonami
2’ i 3’-H genisteiny 3 a protonami H1’, H4’, Me i H2 reszt nukleotydowych otaczajacych przerwe:
A4, A5, T1 i T12. Jest to wiec kolejny dowdd przemawiajacy za moizliwym oddziatywaniem

pochodnej genisteiny w przerwie ,nick”.

Wykorzystujac sygnaty korelacyjne z widma NOESY mieszaniny dodekameru i pochodnej 3,
wykonanego w 0°C (rysunek 9.19 i 9.20), podjeto prébe obliczenia struktury hantli i oddziatujgcej
z nig pochodnej 3 metodami dynamiki molekularnej. Z otrzymanych struktur wybrano cztery o

najnizszej energii, oznaczone numerami 48-2, 48-20, 49-13 i 49-2 (rysunek 9.22).

numer struktury 48-2 48-20 | 49-13 | 49-2
odlegtoéci (A)

A4 H1'- Gen 2'-H 5.56 4.34 492 4.72
A4 H1'-Gen 3'-H 7.51 5.49 6.48 6.25
T1H1'-Gen2'-H 3.03 434 241 2.43
T1H1'-Gen3'-H 3.50 2.60 3.58 4.01
A5 H1'- Gen 2'-H 5.65 5.45 6.81 3.62
T12 H4' - Gen 2'-H 6.40 7.84 8.37 8.49
T12 H4' - Gen 3'-H 7.19 6.02 6.56 7.96
T1H4'-Gen 2'-H 3.09 6.23 4.18 4.17
A4 H4' - Gen 2'-H 8.42 7.47 7.86 7.88
A4 H4' - Gen 3'-H 9.94 8.24 8.87 8.88
T1 Me - Gen 2'-H 7.00 5.28 7.25 7.65
T1 Me - Gen 3'-H 8.65 6.27 9.28 9.77
AS H2 - Gen 2-H 4.01 5.60 6.69 4.19

Tabela 9.8. Odlegtosci miedzy protonami hantli DNA i pochodnej genisteiny 3, dajacymi
miedzyczasteczkowe sygnaty korelacyjne, wyznaczone w programie Chimera.
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We wszystkich czterech strukturach genisteina 3 interkaluje od strony przerwy (tylko jednej)
pomiedzy dwie adenozyny (A4 i AS5). Powoduje to rozsuniecie sie od siebie sparowanych z
adenozynami tymidyn (odpowiednio, T1i T12) i rozsymetryzowanie hantli. Desymetryzacja ta nie
jest jednak widoczna w zmianie przesunie¢ chemicznych protondw w dodekamerze.
Prawdopodobnie spowodowane jest dynamika catej struktury, a w szczegdlnosci szybkoscia

wymiany oraz stabym wigzaniem.

Gtéwng rdznica miedzy czterema strukturami jest gtebokos¢ interkalacji genisteiny 3 oraz
stopien zaburzenia regularnej helisy. Stosunkowo najmniej zmieniona wydaje sie by¢ helisa 48-2,
a najbardziej helisy 48-20 i 49-13. W tabeli 9.8 pokazano odlegtosci miedzy protonami dajgcymi
miedzyczasteczkowe sygnaty korelacyjne na widmie NOESY, wyznaczone dla wszystkich czterech
struktur. Fragmenty obrazujace odlegtosci i rdéinice pomiedzy strukturami pokazano na
rysunkach 9.23 — 9.26. Wszystkie te odlegtosci s3 mniejsze od 10 A. Dla struktury 49-2 szeé¢
wartosci jest mniejszych niz 5 A, dla struktur 48-2 i 49-13 s to cztery wartosci, a dla struktury
48-20 tylko trzy. Nie podano wartosci parametrow helikalnych dla obliczonych struktur,
poniewaz ich doktadnos¢ jest zdecydowanie mniejsza niz doktadnos¢ struktury samej hantli.

Wynika to z niewielkiej ilos¢ wiezdw eksperymentalnych pomiedzy genisteing 3 a DNA.
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PODSUMOWANIE

10. Podsumowanie

topo |

1)

2)

3)

W czesci pracy poswieconej zagadnieniom inhibicji topoizomerazy | scharakteryzowano
struktury i stabilnos¢ form topotekanu w rdinych uktadach (woda, metanol, DMSO).
Pokazano rowniez, ze TPT w roztworach wodnych w niskich températurach (ca 5°C) istnieje w
formie agregatdw o czasach korelacji charakterystycznych dla duzych czgsteczek, lecz daje
zerowe wzmocnienia NOE, zarédwno w wodzie, jak i w ukftadzie DMSO-ds/CDCl; w

temperaturze pokojowe;j.

Chlorowodorek TPT jest niestabilny w roztworach metanolu i ulega dwém procesom, tj.
substytucji grupy Me,HN’, prowadzgcej do powstania eteru 23-CH,-OMe oraz pojawienia sie
przejiciowej formy enamino-enolu w obrebie pierscieni C/D, na co wskazuje deuterowanie
grupy 5-CH,. Jest to pierwszy eksperymentalny dowéd wystepowania formy, ktora zostata
wczesniej przewidziana teoretycznie. Obecno$¢ w DMSO-d; dwéch soli TPT: N-
dimetyloamoniowej i N-trimetyloamoniowej w postaci triflanéw, umozliwia zaobserwowanie
faktu, ze ta ostatnia jest znacznie bardziej podatna na substytucje. Wyniki pokazujace
niestabilno$¢ TPT w roztworach metanolu wyjasniaja obserwowany rozpad topotekanu w
homogenatach tkanek serca przechowywanych w metanolu w temperaturze pokojowej przez
dtuzszy czas, 199 oraz wskazuj, ze mierzone w metanolu stezenia TPT podawanego pacjentom

moga by¢ fatszywe.

Alkilowanie obojetnego topotekanu odczynnikiem CF;SO3;Me prowadzi do zwigzkéw 10-0/20-
O i 22-N-metylowanych, w tym réwniez metylowanych podwdjnie. Nie udato sie otrzymaé
czwartorzedowej pochodnej z przeciwanionem I. Pochodne z podstawnikami *CH,-OMe i
2CH,-OH otrzymano poprzez reakcje odpowiednio, chlorowodorku TPT w MeOH oraz
czwartorzedowej pochodnej TPT w DMSO. Zbadano réwniez oddziatywanie czwartorzedowej
pochodnej TPT z DNA. Okazato sie, ze naswietlanie czwartorzedowej pochodnej TPT swiattem
z zakresu bliskiego nadfioletu prowadzi do powstawania zwigzku typu QM, ktéry
kowalencyjnie przytacza sie do nici DNA (zaréwno podwdjnej, jak i pojedynczej). Alkilowanie

to nie przebiega w sposéb selektywny, o czym swiadcza szerokie sygnaty na widmach NMR.
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topo ll

1)

2)

3)

W czesci pracy dotyczacej zagadnien inhibicji topoizomerazy |l zaprojektowano i
scharakteryzowano dodekamer DNA, ktérego dupleks moie by¢ modelowym zwigzkiem do
badania oddziatywar pomiedzy DNA a inhibitorami topo Il. Dupleks ten zawiera dwie przerwy
typu ,nick”, ktére nasladuja wynik dziatania topoizomerazy Il na podwdjng ni¢ DNA.
Scharakteryzowane zostaty motywy szpilki i hantli tego dodekameru oraz wptyw takich
czynnikéw jak temperatura, stezenie i sita jonowa na wystepujacq miedzy nimi réwnowage.
Przesledzono takze wptyw dodatku rozpuszczalnika organicznego na stan réwnowagi i zmiane
wartosci przesunie¢ chemicznych. Wyznaczenie przesunie¢ chemicznych motywu hantli
umozliwito obliczenie struktury dodekameru. Okazato sie, ze w zastosowanych warunkach
(H,0/D,0 (9:1), 0°C, 3.5 mM, pH 6, 25/25 mM NaCl/K;PO,), dodekamer przyjmuje forme B-
helisy, z niewielkimi odchyleniami w s3siedztwie przerwy. Na podstawie powyzszych badan
udato sie uzyskaé ukfad, dla ktérego w 0°C forma hantli dominuje w roztworze przy stezeniu
rzedu 1 mM (bufor H,0, pH 6, 25/200 mM K3;PO,/ Nall, 15% CD;OH). Umotliwia on

obserwacje oddziatywan pomiedzy pochodng genisteiny a DNA.

Udato sie uzyska¢ pochodne genisteiny o lepszej, w poréwnaniu z genisteing,
rozpuszczalnosci w medium fizjologicznym. Pochodne te zostaly zsyntetyzowane i

scharakteryzowane przez A. Misior i R. Kaweckiego. **

Zbadano takze oddziatywanie genisteiny jako zwigzku macierzystego. Okazato sie, ze dodatek
genisteiny wptywa na réwnowage szpilka — hantla. Rezultaty wskazujq na stabilizujgce
dziatanie genisteiny na tworzenie sie hantli. Stabilizacja moze by¢ spowodowana interkalacjg
genisteiny do dwdch tymidyn sasiadujacych z przerwg ,nick”. Wystepowanie oddziatywan
pomiedzy genisteing a DNA potwierdzajq tez badania wspétczynnika dyfuzji, z ktérych wynika,
2e w oddziatywanie z DNA moga by¢ zaangaiowane grupy hydroksylowe genisteiny.
Nastepnie badano oddziatywanie DNA z pochodnymi o coraz wiekszej rozpuszczalnosci. Na
podstawie badan wspoétczynnikéw dyfuzji wyznaczono state asocjacji genisteiny 1 i 3 w
kompleksie z DNA. Przesledzono tez oddzialywania pomiedzy DNA i pochodng 3, o ktérych
$wiadczg miedzyczasteczkowe sygnaty korelacyjne widoczne na widmie NOESY. Na podstawie
tych sygnatéw korelacyjnych, obliczone zostaly struktury hantli z oddziatujacq z nig pochodna
Gen 3. W strukturach tych genisteina 3 interkaluje od strony przerwy pomiedzy dwie
adenozyny (A4 i A5). Powoduje to rozsuniecie sie od siebie sparowanych z adenozynami
tymidyn (odpowiednio, T1 i T12). Uzyskanie struktury zwigzku z grupy flawonoidéw
oddziatujgcego z motywem DNA nie ma precedensu w literaturze. Uzyskane wyniki zgadzajg

sie z analizami biologicznymi, wskazujacymi na inhibicje topo Il przez genisteine.
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10. Czes¢ eksperymentalna
10.1. Aparatura
Widma NMR zostaty zarejestrowane na spektrometrach:

1. Varian INOVA 500 MHz wyposazony w sonde ID, Narodowy Instytut Lekéw, Warszawa;
2. Bruker AM 500 MHz, IChO PAN, Warszawa;
3. Varian 600 MHz, IChO PAN.

Pomiary stezenia oligomeréw DNA wykonywano na aparatach:
1. UV-Vis Carry 1E, IChO PAN;
2. Jasco V-670, IChO PAN.

Pomiary MS wykonywano na aparatach:

1. Mariner Biospectrometry Workstation, PerSeptive Biosystems, IChO PAN;
2. 400QTRAP, Applied Biosystems, IChO PAN;
3. Voyager-Elite MALDI, PerSeptive Biosystems, CBMiM PAN, téd:.

Eksperymenty naswietlania UV wykonywano za pomocg lampy UV Spectroline 15 W.

10.2. Eksperymenty NMR

Aby zarejestrowa¢ widma NMR, probki rozpuszczano w nastepujacych uktadach: H,0 + D,0
10%v, H,0 + CD;0H 15%v, DMSO-d; lub CD;0OD. Pomiary wykonywano w probowkach 5 mm.
Jako wzorzec wewnetrzny stosowano TSP-d; (0.0 ppm) lub DMSO-d; (2.49 ppm). Widma NMR
rejestrowano w temperaturach: 0, 2, 10, 20, 30°C. Eksperymenty zostaty zarejestrowane w

nastepujgcy sposob:

'H NMR
Widma wykonano wykorzystujac standardowq metode presaturacji resztkowego sygnatu wody

(oprogramowanie Varian).

DPFGSE NOE

201 ;7 wykorzystaniem

Widma zarejestrowano z uzyciem sekwencji opublikowanej przez Stotta
impulséw ksztaftowanych, wygenerowanych przez oprogramowanie Varian. Impuls rsnob n

kalibrowano indywidualnie dla kazdego multipletu.
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DPFGSE ROE

Widma zarejestrowano z uzyciem programu otrzymanego od W. KoiZmirnskiego (Uniwersytet
Warszawski), wykorzystujagcym impulsy ksztattowane mt (ksztatt rsnob, selektywnos$é 50 Hz, czas
trwania ca 30 ms). ,Spin lock field” 3 kHz, w trybie cw, o czasie trwania 500 ms (czas mieszania)

ustawiono na srodku sygnatu wody.

1D NOE

Widma zarejestrowano stosujac naswietianie kazdego multipletu przez 15 s, przy szerokosci
spektralnej (ang. spectral width) sw = 6 kHz, czasie akwizycji (ang. acquisition time) at = 2 s i 300
powtdrzeniach. Widma w trybie absorpcyjnym analizowano poprzez poréwnanie z widmem

»~dummy irradiation” i z uwzglednieniem czynnika nasycenia 0.6 — 0.9.

DPFGSE NOESY

202.23 7 tlumieniem sygnatu wody.

Widma zarejestrowano z uiyciem metody States-TPPI
Stosowano nastepujgce parametry: czas mieszania 150 ms, czas powtérzenia (ang. recycle delay)
= 2 s, 2048 x 512 punktéw z 64 powtdrzeniami na inkrement. Przed transformacjg Fouriera
zastosowano procedure uzupetniania zerami (ang. zero filling) tak, aby uzyskaé¢ macierz 4K x 4K.

Dla obu wymiaréw zastosowano apodyzacje funkcjg ,shifted squared sine bell”.

TOCSY

Widma TOCSY ***?% zarejestrowano jako WGTOCSY z selektywnym impulsem ,one-lob sinc” i
procedury flipback. Czas mieszania wynosit 80 ms z DIPSI-2-spin-lock field 8 kHz. Widma 'H NMR
na spektrometrach Varian 500 i 600 MHz w H,O rejestrowano, odpowiednio, przy sw =12 i 16

kHz, z wykorzystaniem sekwencji WATERGATE do wygaszenia wody (impulsy 1 - 2 ms).

'H/®c-HSQcAD

Widma otrzymano stosujac sw = 5 kHz, 2048 punktéw pomiarowych w wymiarze *H oraz 8 kHz i
800 x 2 inkrementéw w wymiarze C, ze 128 powtdrzeniami na inkrement t, zwioka
relaksacyjna (ang. relaxation delay) d1 = 1 s, a stata sprzezenia */ (C,H) = 135 Hz. Przed
transformacja Fouriera dane zostaly liniowo uzupetnione do 1600 punktéw, zastosowano tez

procedure uzupetniania zerami do 4096 punktéw w wymiarze F,.
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'H/**c-HMBC

Widma 'H - *C HMBC z wybranym gradientem rejestrowano przy nastepujacych parametrach: at
= 0.2 s, szeroko$¢ impulsu *H- 90° (ang. pulse width) pw = 7.8 s, szerokos¢ impulsu **C- 90° pw
= 11.5 ps, sw = 5 kHz i 2048 punktéw pomiarowych w wymiarze 'H oraz 2.5 kHz i 1024
inkrementy w wymiarze *C, d1 = 1.2 s. Dane otrzymano w wartosciach bezwzglednych, z 64
powtdrzeniami na inkrement t,. Eksperyment zoptymalizowano na statg sprzezenia "J (C,H) = 8
Hz, zastosowano réwniez filtr dolnoprzepustowy dla % (C,H) = 140 Hz. Przed transformacja
Fouriera dane zostaty liniowo uzupetnione do 2048 punktdéw, zastosowano tez procedure

uzupetniania zerami do 4096 punktéw w wymiarze F,.

PFGSE
Eksperymenty PFGSE otrzymano w nastepujacy sposéb: rejestrowano 16 widm z

E 227 | DPFGDSTE (z kompensacja konwekgji). Sita gradientu

wykorzystaniem sekwencji BPPST
wzrastata w funkcji kwadratowej od 1 do 50 G/cm. Czas dyfuzji (A) i czas trwania gradientéw (8)
wynosity odpowiednio 150 ms i 1 ms. Pozostate parametry wynosity: okno spektralne (ang.
sweep width) = 12 kHz dla H,0, 32K punkty pomiarowe, 128 do 4096 powtdrzer w zaleznosci od
stezenia prébki, d1 = 2 s. Do obrébki danych zastosowano procedury Varian DOSY 2 i DECRA

2197 pakietu DOSYToolbox v._0.54_15Mar08 M. Nilssona.

Do opracowania widm NMR wykorzystano programy:
1. MestRe-C2.3a
2. MestReNova 6.0.4-5850
3. Sparky 3.111 %
4. oprogramowanie Vnmrj Varian, pakiet DOSY i DECRA

10.3. Przygotowanie probek

10.3.1. Topotekan

Chlorowodorek topotekanu zamodwiono w firmie Alexis Biochemicals i stosowano bez

oczyszczania (czystosc 2 98 %).
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Otrzymywanie wolnego TPT

W celu uzyskania wolnego TPT, chlorowodorek TPT (2 mg, 4.4x10 mmol) rozpuszczono w 0.5 ml

H,0 i za pomoca NaHCO;,, ustalono pH=7. Wolny TPT wyekstrahowano chlorkiem metylenu i

Wysuszono na pompie prdzniowe;j.

Czwartorzedowq pochodnq TPT otrzymano wedlug nastepujqcych procedur:

1.

Ester metylowy kwasu trifluorometanosulfonowego CF;SO3;CH; (0.1 ml, 0.9 mmol, Fluka, 2
98%) rozpuszczono w chlorku metylenu (3 ml) i dodano niewielkg ilo$¢ K,CO;. Catosé
mieszano przez 30 minut, w celu zobojetnienia ewentualnego kwasu
trifluorometanosulfonowego (CF;SOsH). Nastepnie roztwdr odsgczono od K,COs;, dodano
wolny topotekan (2 mg, 4.4x10” mmol) i mieszano przez 24 h w temperaturze pokojowe;j.
Cato$¢ wysuszono na pompie proiniowe] w temperaturze pokojowej, a nastepnie
rozpuszczono w DMSO-ds. W widmie *H NMR zaobserwowano 5 produktéw: N-metylowany
(1) TPT, N,O-dimetylowany TPT (3), protonowany TPT (2), alkohol (4) i jeden

niezidentyfikowany. Pozgdany produkt N-metylowania (1) stanowit ca 50 % mieszaniny.

'H NMR (DMSO-d;): 6 = 0.86 (t, 3H, 1 = 7
Hz, CH;-19), 1.84 (m, 2H, J = 7 Hz, CH,-18),
3.10 (s, 9H, ‘NMe;-22), 4.94 (s, 2H, CH,-23),
5.30 (s, 2H, CH;-5), 5.39 (s, 2H, CH,-17),
7.28 (s, 1H, CH-14), 7.63 (d, 1H, J = 9 Hz,
CH-11), 8.23 (d, 1H, J = 9 Hz, CH-12), 8.96
(s, 1H, CH-7);

3C NMR (DMSO-d;): 6 = 8.3 (CHs-19), 30.7
(CH,-18), 50.7 (CH,-5), 53.2 (NMe;-22),
58.9 (CH,-23), 65.7 (CH,-17), 72.9 (C-20),
96.3 (CH-14), 107.3 (C-9), 118.6 (C-16), 122.9 (CH-11), 126.9 (CH-7), 130.7 (C-8), 131.4 (C-6),
134.5 (CH-12), 144.1 (C-13), 145.9 (C-3), 149.9 (C-2), 150.6 (C-15), 157.3 (C(0)-16a), 158.6
(C-10), 173.0 (C(0)-21);

LR-MS (ESI): m/z (jony dodatnie): 422 [M+H]" (2), 436 [M’]" (1), 450 [M”]* (3);
m/z (jony ujemne): 149 (CF;SO;].
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2. Ester metylowy kwasu metanosulfonowego CH3SO;CH; (0.1 mi, 1.2 mmol, Sigma, 99%)
rozpuszczono w chlorku metylenu (3 ml) i dodano niewielkg ilos¢ K,CO;. Catosé mieszano
przez 30 minut, w celu zobojetnienia ewentualnego kwasu metanosulfonowego (CH3SO3H).
Nastepnie roztwér odsaczono od K,COs, dodano wolny topotekan (2 mg, 4.4x10”° mmol) i
mieszano przez 24 h w temperaturze pokojowej. Cato$¢ wysuszono na pompie prdozniowej

(w temperaturze 50°C).

3. Jodek metylu (0.05 ml, 0.8 mmol) rozpuszczono w chlorku metylenu (3 ml) i dodano
niewielky ilo$¢ K,CO;. Catos¢ mieszano przez 30 minut, w celu zobojetnienia ewentualnego
kwasu jodowodorowego. Nastepnie roztwoér odsgczono od K,CO;, dodano wolny topotekan
(2 mg, 4.4x10° mmol) i mieszano przez 24 h w temperaturze pokojowej. Cato$¢ wysuszono
na pompie prézniowej. Widmo 'H NMR wykazato obecno$é¢ skomplikowanej mieszaniny,

ktdrej nie rozdzielano, ani nie analizowano.

4. Jodek etylu (0.6 ml, 7.5 mmol) rozpuszczono w chlorku metylenu (3 ml}) i dodano niewielkg
ilos¢ K,CO;. Catos¢ mieszano przez 30 minut, w celu zobojetnienia ewentualnego kwasu
jodowodorowego. Nastepnie roztwdr odsaczono od K,CO;, dodano wolny topotekan (2 mg,
4.4x10® mmol) i mieszano przez 24 h w temperaturze pokojowej. Catoé¢ wysuszono na
pompie prézniowej. Widmo 'H NMR wykazato obecnosé¢ skomplikowanej mieszaniny, ktérej

nie rozdzielano, ani nie analizowano.

Eterowa pochodna TPT

Chlorowodorek topotekanu (0.5 mg, 1.1x10® mmol) rozpuszczono w CD;OD (0.7 ml) i
pozostawiono w ciemnosci na 10 dni. Produkt reakcji zostat zidentyfikowany jako eter

CZZH 17D3N206-

'H NMR (CD;0D): 6 = 1.01 (t, 3H, J = 7 Hz, CHs-19), 1.96 (m, 2H, CH,-18), 2.68 (s, 6H, wolna
HNMe,), 4.98 (s, 2H, CH,-23), 5.23 (s, 1H, % uktadu AB, druga cze$é zdeuterowana, CH,-5), 5.37
(d, 1H, J = 16 Hz, CH,-17), 5.58 (d, 1H, J = 16 Hz, CH,-17), 7.47 (d, 1H, J = 9 Hz, CH-11), 7.64 (s, 1H,
CH-14), 8.03 (d, 1H, J =9 Hz, CH-12), 8.74 (s, 1H, CH-7);
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3C NMR (CD,0D): 6 = 8.5 (CH;-19), 31.6 (CH,-
18), 51.7 (CH,-5), 56.8 (OCD;-22), 65.2 (CH,-23),
67.2 (CH,-17), 73.9 (C-20), 98.6 (CH-14), 115.3,
(C-9), 119.2 (C-16), 123.9, (CH-7), 132.3 (CH-12),
130.7 (C-8), 144.8 (C-13), 147.2 (C-2), 149.9 (C-
3), 152.4 (C-15), 156.5 (C-10), 174.6 (C(0)-21),
CH-11 oraz C(0)-16a nie przypisano;

HR-MS (ESI): obliczona dla Cj;H;5D3N,06,
[M+H]*: 412.1582, zmierzona: 412.1664.

Oczyszczanie TPT x HCl na zelu krzemionkowym

Chlorowodorek topotekanu (2 mg, 4.4x10° mmol) rozpuszczono w metanolu (1 ml), naniesiono
na preparatywng ptytke TLC (zel krzemionkowy 60 Fs4, 2mm) i rozwinieto w uktadzie octan
etylu/metanol (9 : 1 v/v). Zebrano dwie frakcje, ktére wymyto z zelu metanolem. Frakcja o R =

0.7 zostata zidentyfikowana jako zanieczyszczenia, a frakcja o Ry = 0.1 jako eter C,;HyoN,05.

'H NMR (CD;0D): 6 = 1.01 (t, 3H, = 7 Hz, CH;-
19), 1.96 (m, 2H, J = 7 Hz, CH,-18), 3.44 (s, 3H,
OCH,5-22), 4.98 (s, 2H, CH,-23), 5.22 (sygnat
resztkowy ze wzgledu na deuterowanie, CH,-
5), 5.37 (d, 1H, J = 16 Hz, CH,-17), 5.51 (d, 1H,

= 16 Hz, CH,-17), 7.36 (d, 1H, J = 9 Hz, CH-
11), 7.59 (s, 1H, CH-14), 7.87 (d, 1H, J = 9 Hz,
CH-12), 8.52 (s, 1H, CH-7);

3¢ NMR (CD;0D): & = 8.2 (CH;-19), 32.6 (CH,- }

18), 51.3 (CH,-5), 57.8 (OCH;-22), 66.3 (CH,-

23), 66.7 (CH,-17), 74.3 (C-20), 98.3 (CH-14), 115.8, (C-9), 118.5 (C-16), 127.0 (CH-7), 128.9, (CH-
11), 130.8 (CH-12), 132.3 (C-8), 143.9 (C-13), 147.3 (C-2), 148.4 (C-3), 153.0 (C-15), 159.5 (C(O)-
16a), 165.1, (C-10), 175.1 (C(O)-21);

HR-MS (ESI): obliczona dla Cy,H19N,06, [M-H]": 407.1237, zmierzona: 407.1231.
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Przygotowanie probek na eksperymenty UV i MALDI

Wysuszong prébke po alkilowaniu TPT, zawierajacg do 50% czwartorzedowej soli TPT, dodano w
nadmiarze do wodnego roztworu oligonukleotydu d(GCGATCGC),. Probki na eksperymenty NMR
przygotowano w buforze K;PO,/NaCl, natomiast prébki przeznaczone na eksperymenty MALDI,
bez buforu, w celu unikniecia zasolenia prébki. Mieszanine umieszczono w kwarcowej probéwce
NMR i naswietlano przez 20 h lampg UV (A = 365 nm). Wytracony osad odsgczono, a roztwor
wysuszono. Probki na NMR oczyszczono od nadmiaru niezwigzanej pochodnej TPT poprzez
saczenie mieszaniny poreakcyjnej przez kolumne HiTrap, a nastepnie odsolenie na kolumnie z
wypetnieniem Sephadex G10. Probke na MALDI przygotowano na matrycy: kwas 3-
hydroksypikolinowy/cytrynian diamonowy (8:1). Dodatkowo, do prébek zostat dodany

wymieniacz jonowy w celu lepszego usuniecia kationéw sodowych i potasowych.

10.3.2. Genisteina

Pochodne genisteiny zostaly zsyntetyzowane i scharakteryzowane przez A. Misior *° i R.

Kaweckiego.

Pochodnq Gen 2 otrzymano wedtug nastepujqcej procedury:

Genisteine (100 mg, 0.370 mmola) i morfoline (64 mg, 0.740 mmola) rozpuszczono w metanolu i
ogrzano mieszanine reakcyjng do temperatury 65 °C. Dodano formaldehyd (138 mg, 1.850
mmola) i w tych warunkach prowadzono reakcje przez 6 h. Nastepnie zawartos¢ kolby zatezono

na wyparce i oczyszczono na silikazelu, stosujgc jako eluent CH,Cl,/CH;OH w stosunku 15:1.

'H NMR (CDCl,): 6 = 2.64 (b, 8H, C-12, C-
12’, C-15, C-15’), 3.77 (b, 8H, C-13, C-13,
C-14, C-14’), 3.85 (s, 4H, CH,-11, CH,-11'),
6.78-6.84 (m, 2H, CH-3’, CH-5’), 7.29-7.35
(m, 2H, CH-2’, CH-6'), 7.68 (s, 1H, CH-2);

BC NMR (CDCl3): § = 50.5 (CH,-11), 52.2
(CH,-11’), 52.8 (C-12, C-15), 53.1 (C-12’, C-
15’), 66.3 (C-13, C-14), 66.4 (C-13’, C-14'),
99.8 (C-8), 103.7 (C-6), 104.5 (C-10), 115.6
(C-3', C-5'), 121.7 (C-1'), 123.0 (C-3), 129.9
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(C-2’, C-6), 152.1 (C-2), 155.4 (C-9), 157.0 (C-4’), 159.7 (C-5), 164.6 (C-7), 180.8 (C-4);

HR-MS (ESI): obliczona dla C,sH,N,0;, (M+H)": 469.19593, zmierzona: 469.1959.

Pochodnq Gen 3 otrzymano wed{ug nastepujqcej procedury:

Genisteine (58 mg, 0.21 mmol) i kwas octowy (0.5 ml) rozpuszczono w metanolu (22 ml). Do tej
mieszaniny dodano roztwoér dimetyloaminy w metanolu (40%, 0.2 ml, 1.40 mmol) i formaldehyd
(37%, 151 mg, 1.87 mmol). Reakcje prowadzono przez 2 h w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie odparowano rozpuszczalniki na wyparce. Pozostatos¢ rozpuszczono w metanolu (5 ml) i
odparowano (operacje wykonano dwukrotnie). Mieszaniny nie udato sie rozdzieli¢ metodami

chromatograficznymi , wiec byta stosowana bez oczyszczania.

'H NMR (H,0 + 15% CD;0H): & = 2.82
(s, 12H, NMe,-12, NMe,-12’), 4.15 (s,
2H, CH,-11’), 4.17 (s, 2H, CH,-11), 6.83
(m, 2H, H-3’, H-5’), 7.21 (m, 2H, H-2,
H-6"), 7.78 (s, 1H, H-2);

3C NMR (H,0 + 15% CD;0H): 6 = 42.9
(NMe;-12 lub NMe,-12’), 43.0 (NMe,-
12 lub NMe,-12’), 52.2 (CH,-11’, CH,-
11), 97.8 (C-8), 103.7 (C-6), 116.1 (CH-

3’, CH-5'), 122.9 (C-3), 1234 (C-1'),
131.3 (CH-2’, CH-6’), 153.3 (CH-2), 157.0 (C-4’), 159.0 (C-9), 162.9 (C-5), 180.3 (C(0)-4), C-7 oraz

C-10 nie przypisano;

HR-MS (ESI): obliczona dla C;H,sN,05, (M+H)": 385.17736, zmierzona: 385.1774.

10.3.3. Oligomery DNA

Wszystkie oligomery DNA zamowiono w firmie IDT (USA), odbezpieczone i odsolone. Nukleotydy
oczyszczano technikg chromatografii jonowymiennej na kolumnie HiTrap™-Q (Pharmacia
Biotech) z wykorzystaniem gradientowej elucji roztworami wodoroweglanu amonu (stezenia od
0.1 do 1 M), a nastepnie odsolono na kolumnie z wypetnieniem Sephadex G-10. Oligonukleotyd
rozpuszczono w buforze H,0 zawierajgcym 25 mM K3;PO, i rézng ilos¢ NaCl (od 25 do 200 mM).

Ustalono pH = 6 przy uzyciu roztworéw HCI/DCl lub NaOD. Stezenie dodekameru wyznaczano
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mierzac absorpcje UV. Paramagnetyczne zanieczyszczenia usuwano stosujac wypetnienie kolumn

Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories).
Stosowane nukleotydy:
- oktamer: 5'-GCGATCGC-3';

- dekamer typu hantli z przerwa (NICK 1): 5-TCGAACGC/iSp18/GCTG/3Phos/-3’ nukleotydu z
linkerem PEGg (iSp18);

- dodekamer typu hantli z dwiema przerwami (NICK 1): 5’-TCG AAC GC/iSp18/G CGT /3Phos/-
3.

10.4. Obliczenie struktury hantli i kompleksu DNA - Gen 3

Obliczenie struktury hantli DNA oraz kompleksu hantla DNA — Gen 3 przebiegato w analogiczny
sposéb. Wykorzystujac progrém SPARKY do przypisan sygnatéw korelacyjnych i integracji ich
objetosci, z widma NOESY uzyskano 374 i 390 objetosci sygnatéw korelacyjnych NOE
(odpowiednio dla samej hantli oraz kompleksu DNA - Gen 3). Objetosci NOE zamieniono na
wiezy gorne i dolne, wykorzystujagc MARDIGRAS (ver. 5.21). Algorytm MARDIGRAS zamienia
macierz intensywnosci (intensywnosci nieobserwowane sg dostarczane z modelu) na macierz
wspdtczynnikéw relaksacji, ktéra jest poprawiona procedurg iteracji. Nastepnie z koficowych
korelacyjnych wspétczynnikéw relaksacji obliczane s3 odlegtosci. Uzyskano w ten sposéb 431
oraz 610 wiezéw (odpowiednio dla samej hantli oraz dla kompleksu DNA — Gen 3), uwzgledniajac
symetrie C2 czasteczki. W przypadku obliczania stryktury kompleksu DNA — Gen 3, wzgledniono
réwniez 13 dodatkowych wiezéw z miedzyczasteczkowych sygnatéw korelacyjnych NOE w
kompleksie. Uscislenie struktury z zastosowaniem metod dynamiki molekularnej (program
AMBER %) wymagato dodatkowych 52 wiezéw Watsona — Cricka. Zastosowano ogélny model
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solwatacji Borna (GB) wykorzystujgcy metode symulowanego wyz2arzania (ang. simulated

annealing).

10.5. Uscislenie struktury

Minimalizacje 500 energii przeprowadzono dla 10 poczatkowych czgsteczek hantli zbudowanych
z wykorzystaniem kanonicznych struktur A i B DNA oraz form przejsciowych (wprzypadku
kompleksu DNA ~ Gen 3, byly to formy przejéciowe z czgsteczkg Gen 3 umieszczong w poblizu
przerwy). Nastepnie przeprowadzono dwa cykle 15 ps symulowanego wyzarzania z GB: 0 — 1000

krokéw ogrzewania uktadu od 10 do 1100 K, 1001 — 3000 krokéw w temperaturze 1100 K, 3000
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— 15000 krokéw chtodzenia do 0 K, 0 — 3000 krokow wolnego ogrzewania i ustalania rownowagi
(TAUTP = 0.2), 3001 - 11000 krokéw powolnego chtodzenia (TAUTP = 4.0 — 2.0), 11000 — 13000
krokéw szybszego chtodzenia (TAUTP = 1.0) i 13000 — 15000 krokdéw szybkiego chtodzenia, jak
minimalizacja (TAUTP = 0.5 — 0.05), w krokach 0 — 3000 wiezy powoli zwiekszano, od 10% do
100% wartosci koricowych. Wartos¢ odciecia ustawiono na 15 A. W przypadku obliczen struktury
kompleksu DNA - Gen 3, z 10 otrzymanych struktur wybrano 2, ktére byly najlepiej dopasowane
do 13 wiezéw pochodzacych z miedzyczasteczkowych oddziatywan korelacyjnych pomiedzy
hantlg a Gen 3. W obu strukturach genisteina interkaluje od strony przerwy. Obie struktury oraz
8 dodatkowych opartych na dwdch, w ktérych zmodyfikowano orientacje Gen 3 w przerwie,
zostaly wybrane do dalszych obliczen. Dla tych struktur powtérzono dwie petne procedury
MARDIGRAS oraz symulowanego wyzarzania. Wybrano struktury, ktére miaty najlepsze

dopasowanie do 13 wiezéw eksperymentalnych.
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