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TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
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Przedstawiona rozprawa habilitacyjna pt.: Oddzialywanie zwigzkéw o szkielecie karbazolu,
antracenu i papaweryny z G-kwadrupleksami DNA obejmuje cykl monotematycznych 8
publikacji (H1-H8), zawierajacych wyniki i interpretacje prowadzonych przeze mnie badan
eksperymentalnych.

Publikacje, jako autor do korespondenciji: 7
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Sumaryczny Impact Factor dla publikacji H1-H8 wchodzacych w sktad rozprawy
habilitacyjnej wynosi 1F=21.407 (z roku wydania wedlug bazy danych JCR)

Sredni Impact Factor na prace 1F=2.676

Sumaryczny 5-letni Impact Factor dla publikacji H1-H8 wchodzacych w sktad rozprawy
habilitacyjnej wynosi 1F=21.792 (wedtug bazy danych JCR)

Sredni 5-letni Impact Factor na prace 1F=2.724

Sredni udziat habilitanta W pracy: ~76%

Laczna liczba punktow MNiSW wynosi 225

Srednia liczba punktéw MNiSW na prace to 28.125.

Nr | Publikacja IF 5-letni | MNIiSW | Udzial
IF 2017 w %

H1 | L. Madry, E. Galezowska, A. Gluszynska, T.
W. Hermann, M. Zabel, B. Juskowiak | 0.491 | 0.380 15 30
,Interaction of the Oxidation Products of
Papaverine with Guanine Quadruplex” Polish
J. Chem. 2006, 80, 921-929.

Udzial  wilasny:  badanie  oddziatywania
pochodnej papaweryny z DNA, wykonanie
rysunkow i udziat w pisaniu manuskryptu.

H2 | A. Gluszynska, K. Bajor, I. Czerwinska, D.
Kalet, B. Juskowiak ,,The synthesis and spectral | 2.618 | 1.954 25 75
properties of new DNA binding ligands”
Tetrahedron Lett. 2010, 51, 5415-5418.

Udziat wtasny (autor do korespondencji):
zaplanowanie syntezy badanych zwigzkow,
zaplanowanie 1 wykonanie badan
spektroskopowych, interpretacja  wynikow,
napisanie manuskryptu, wykonanie wszystkich
rysunkow i schematow, dyskusja
z recenzentami i korespondencja z edytorem.

H3 | A. Gluszynska, E. Rajczak, B. Juskowiak
»Synthesis and spectroscopic characterisation | 1.193 | 1.198 20 80
of (E)-2-(2-(9-(4-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)butyl)-
9H-carbazol-3-yl)vinyl)-3-ethylbenzo-
[d]thiazol-3-ium, a new ligand and potential
DNA intercalator” Chem. Papers 2013, 67 (9),
1231-1239.

Udziat wtasny (autor do korespondencji):
zaplanowanie syntezy liganda, koncepcja pracy,
zaplanowanie badan spektroskopowych, pomoc
W interpretacji wynikow, napisanie
manuskryptu,  dyskusja z  recenzentami
i korespondencja z edytorem.

H4 | A. Gluszynska ,Biological potential of
carbazole derivatives” Eur. J. Med. Chem. | 3.902 | 4.527 40 100
2015, 94, 405-426.

Udzial wlasny: zebranie materialu, koncepcja
pracy, napisanie manuskryptu, dyskusja
z recenzentami i korespondencja z edytorem.
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HS

A. Gluszynska, B. Juskowiak, M. Kuta-
Siejkowska, M. Hoffmann, S. Haider
,Carbazole ligands as c-myc G-quadruplex
binders” Int. J. Biol. Macromol. 2018, 114,
479-490.

Udziat wtasny (autor do korespondencji):
synteza ligandow, koncepcja pracy,
zaplanowanie i wykonanie badan
spektroskopowych, interpretacja  wynikow,
napisanie manuskryptu, dyskusja
z recenzentami i korespondencja z edytorem.

3.909

3.929

35

70

H6

A. Gluszynska, B. Juskowiak, M. Kuta-
Siejkowska, M. Hoffmann, S. Haider
,Carbazole derivatives binding to c-KIT
G-quadruplex DNA” Molecules 2018, 23, 1134,

Udziat wtasny (autor do korespondencji):
synteza ligandow, koncepcja pracy,
zaplanowanie i wykonanie badan
spektroskopowych, interpretacja  wynikow,
napisanie manuskryptu, dyskusja
z recenzentami i korespondencja z edytorem.

3.098

3.268

30

70

H7

A. Gluszynska, B. Juskowiak, B. Rubi$
,Binding study of the fluorescent carbazole
derivative with human telomeric
G-quadruplexes” Molecules 2018, 23, 3154.

Udzial wlasny (autor do korespondencji):
zaplanowanie syntezy liganda, koncepcja pracy,
zaplanowanie 1 wykonanie badan
spektroskopowych, interpretacja  wynikow,
napisanie manuskryptu, dyskusja
z recenzentami i korespondencja z edytorem.

3.098

3.268

30

90

H8

A. Gluszynska, B. Juskowiak "Practical
microwave synthesis of carbazole aldehydes for
the development of DNA-binding ligands"
Molecules 2019, 24, 965.

Udzial wlasny (autor do korespondencji):
koncepcja pracy, zaplanowanie i wykonanie
badan syntetycznych 1 spektroskopowych,
interpretacja wynikodw, napisanie manuskryptu,
dyskusja z recenzentami i korespondencja
z edytorem.

3.098

3.268

30

95

Liczba publikacji ogbétem 40, w tym 20 publikacji naukowych z listy filadelfijskiej;

20 publikacji w czasopismach spoza listy filadelfijskiej;

67 wystapien na konferencjach (28 miedzynarodowych i 39 krajowych, w tym 3 wygloszone
komunikaty)
Sumaryczny Impact Factor wedtug listy JCR zgodnie z rokiem opublikowania 1F=53.379
przed uzyskaniem stopnia doktora: 5.444

po uzyskaniu stopnia doktora: 47.935

Sredni IF na prace 2.669
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Laczna liczba punktow MNiSWap17 Wynosi 580
przed uzyskaniem stopnia doktora: 50
po uzyskaniu stopnia doktora: 530
Srednia liczba punktow MNiSWyg;17 na prace to 29
Liczba cytowan na dzien 15.03.2019 wedlug
bazy Web of Science: 303, bez autocytowan: 275
bazy Scopus: 327, bez autocytowan: 292
Indeks Hirscha wedtug baz Web of Science 1 Scopus: 9
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorld=13805433700

OM(')WIENIE,CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW
WRAZ Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Pozytywny finat badan nad poznaniem genomu ludzkiego zaowocowat gwaltownym
wzrostem zainteresowania ligandami oddziatujacymi specyficznie z DNA, zaréwno
w aspekcie bioanalitycznym (detekcja i diagnostyka sekwencji genowych lub ich
zmutowanych analogéw), jak i biomedycznym (nowe leki i strategic w leczeniu chordob
nowotworowych, wirusowych 1 genetycznych). Wigkszo§¢ klasycznych ligandow DNA
dedykowana jest zastosowaniom z udzialem dwuniciowego DNA. W ostatnich latach
zwrdcono uwage na szczegolng role, jaka w procesach komoérkowych odgrywaja trojniciowe
(trypleks) 1 czteroniciowe (kwadrupleks) DNA oraz rozpoczgto intensywne badania nad
selektywnymi ligandami zdolnymi do oddziatywania z tymi formami strukturalnymi DNA
[1,2]. Kwadrupleksy guaninowe (G-tetrapleksy, G-quadruplex, G4 DNA) sa to
niekanoniczne, zwini¢te jedno- lub wieloniciowe struktury kwaséw nukleinowych utworzone
przez warstwowo utozone kwartety guaninowe (G-tetrads), ktére sa stabilizowane przez
wigzania wodorowe typu Hoogsteena w obecnosci wybranych kationéw metali (Na*, KY)
i moga byc¢ stabilizowane przez mate ligandy organiczne (Rys. 1) [3-6]. W zaleznosci od
liczby nici tworzacych G-kwadrupleksy wyrdézniamy kwadrupleksy jednoczasteczkowe,
dwuczasteczkowe lub czteroczasteczkowe. G-kwadrupleksy DNA  wykazuja duzy
polimorfizm strukturalny, wynikajacy z roznej kierunkowosci nici, aranzacji G-tetrad, czy
sposobu utozenia petli. Nukleotydy niewchodzace w sktad tetrad tworza taczace je rozne
rodzaje petli, jak np. boczne, przekatne/diagonalne, zewnetrzne zwane $§migtowymi, czy petle
w ksztalcie litery V. Wszystkie te czynniki wptywajg na koncowa topologie G-kwadrupleksu,
ale ogromny wplyw na nig ma rowniez rodzaj kationu oraz jego st¢zenie, pH roztworu,
temperatura, dodane rozpuszczalniki czy ligandy.
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Rys. 1. Struktura i schematyczna ilustracja G-tetrad (A); Schematyczne ilustracje typowych

wewnatrzczasteczkowych  struktur  G-kwadrupleksowych: rownoleglej, antyrownolegtej
i hybrydowej (B) [6].
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Moja rozprawa habilitacyjna jest fragmentem szerszego programu badan nad synteza
nowych ligandéow oddziatujgcych z kwasami nukleinowymi do celow biotechnologicznych
i bioanalitycznych. Jej celem jest synteza nowych ligandéow oddziatujacych specyficznie
z roznymi formami strukturalnymi DNA, a w szczegdlnosci ludzkim telomerowym DNA
i roznymi sekwencjami protoonkogenow bogatych w guaniny. Wpisuje si¢ tym samym w nurt
badan traktujacych G-kwadrupleksy DNA jako cel molekularny w projektowaniu lekow
przeciwnowotworowych oraz bioragcych udzial w regulacji ekspresji genoéw. Zbadanie
procesoOw takich oddziatywan i okreslenie ich mechanizmu powinno dostarczy¢ cennego
materiatu eksperymentalnego do projektowania efektywnych ligandéw DNA, potencjalnie
aktywnych w terapii antynowotworowej oraz przydatnych, jako sondy fluorescencyjne do
badan strukturalnych DNA lub do detekcji sladowych ilosci DNA. Od wielu lat nasza grupa
badawcza zajmuje si¢ fotofizyka, fotoizomeryzacjg i powinowactwem wigzania ligandow
fluorescencyjnych do dwuniciowego DNA i kwadrupleksow guaninowych, jak rowniez
Syntezg 1 charakterystyka ligandow o potencjalnej zdolno$ci hamowania telomerazy,
a w ostatnim czasie rowniez i regulacji ekspresji genéw. Uwazam, ze takze w Polsce moga
1 powinny by¢ prowadzone badania z pogranicza chemii analitycznej i biotechnologii
prowadzace do opracowania nowoczesnych narzedzi diagnostyki biomedycznej lub/oraz
nowych specyfikdw w terapii choréb nowotworowych i pokrewnych.

Glownym celem omawianego osiggni¢cia naukowego byto wykazanie przydatnosci
zwigzkow karbazolowych, antracenowych i pochodnych papaweryny do stabilizacji
G-kwadrupleksow 0 sekwencji ludzkiego telomerowego DNA oraz o sekwencjach ludzkich
protoonkogenow.

Zakres badan stanowiacych podstawe rozprawy habilitacyjnej obejmuje synteze
nowych zwigzkow, dajacych mozliwos¢ dalszych modyfikacji strukturalnych i otrzymanie
pochodnych o potencjalnych wiasciwosciach biologicznych, oraz nowych ligandow, ich
badania fizykochemiczne i spektralne (spektrofotometria UV-Vis, spektrofluorymetria,
dichroizm kotowy), wyznaczenie stalych trwatosci tworzacych si¢ poltaczen kompleksowych
z DNA oraz identyfikacj¢ miejsc wigzacych.

Jako cel molekularny wybratam G-kwadrupleksy DNA tworzace si¢ na
oligonukleotydach o sekwencji ludzkiego telomerowego DNA 5-AGGG(TTAGGG);-3'
(22HT) oraz sekwencjach réznych ludzkich protoonkogenow takich jak c-MYC: 5-TGA
GGG TGG GTA GGG TGG GTA A-3' (pdb id: 2L7V) i 5-TAG GGAG GGT AGG GAG
GGT-3' (pdb id: . 2LBY), ¢c-KIT1 5-AGG GAG GGC GCT GGG AGG AGG G-3' (pdb id:
203M) i c-KIT2 5-CGG GCG GGC GCT AGG GAG GGT-3' (pdb id: 2KYP), bcl-2 5-GGG
CGC GGG AGG AAT TGG GCG GG-3' (pdb id: 2F8U), RET 5-GGG GCG GGG CGG
GGC GGG GT-3' (pdb id: 2L88), ceb25 5'-AAG GGT GGG TGT AAG TGT GGG TGG GT-
3' (pdb id: 2LPW), KRAS21 5-AGG GCG GTG TGG GAA GAG GGA-3', hTERT 5-AGG
GIA GGG GCT GGG AGG GC-3' (pdb id: 2KZD), VEGF 5-CGG GGC GGG CCT TGG
GCG GGG T-3' (pdb id: 2M27). Wszystkie one moga tworzy¢ wewnatrzczasteczkowe
struktury G-kwadrupleksow przez sktadanie pojedynczej nici oligonukleotydowej. Badania
powinowactwa do DNA prowadzitam rowniez z udzialem oligonukleotydow tworzacych
klasyczng dwuniciowa helis¢ (dsDNA) oraz mniej popularne struktury trojniciowe DNA
(trypleks).

Badanie oddziatywan ligandow z G-kwadrupleksem o sekwencji ludzkiego
telomerowego DNA jest bardzo wazne w konteksScie badan nad chorobami nowotworowymi
i telomerazg, enzymem aktywnym w komodrkach nowotworowych gwarantujacym im
nieograniczong liczbe replikacji i ,,niesSmiertelnos¢" (Rys. 2) [7]. Badanie oddziatywan
ligandow z G-kwadrupleksami o sekwencji ludzkich protoonkogenow jest zas bardzo wazne
w kontekscie badan nad zmianami transkrypcji przez tworzenie G-kwadrupleksOw w regionie
promotorowym gendow (Rys. 2) [8].
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Rys. 2. Struktura i biologiczna rola telomeréw (A) [5]; Model wpltywu na transkrypcje
poprzez tworzenie G-kwadrupleksu w regionie promotorowym genu (B) [8].

Zdolnos¢ ligandow do tworzenia kompleksow z trdjniciowym i czteroniciowym DNA
jest pierwszym sygnatem 1 prognostykiem potencjalnych wlasciwosci
przeciwnowotworowych  badanych ligandow. Od czasu pierwszego doniesienia
literaturowego o aktywnosci biologicznej G-kwadrupleksow (inhibicja ludzkiej telomerazy)
w 1997 roku [9] liczba i réznorodnos¢ ligandow "G-kwadrupleksowych” o potencjalnych
wlasciwosciach  przeciwnowotworowych gwattownie wzrosta [4,5,10]. W zwiazku
z potwierdzeniem hipotezy o tworzeniu si¢ struktur kwadrupleksowych in vivo liczba tych
publikacji mimo uplywu lat nie maleje [11,12]. Ligandy aktywne w stosunku do DNA
to zwigzki pochodzenia naturalnego (np. antybiotyki: antracyklina lub daunorubicyna;
alkaloidy typu berberyn lub koralin), wiele jest takze wytwarzanych syntetycznie
(antrachinony, akrydyny, pochodne perylenu). Wspolng ich cechg sa:
> plaska sztywna struktura zawierajaca 3 lub wiecej skondensowanych pierscieni
aromatycznych - ligandy powinny posiada¢ powinowactwo wigzania do DNA;

» obecnos¢ heteroatomow, czesto obdarzonych tadunkiem dodatnim - obecnos$¢ kationowe;j
grupy zwieksza rozpuszczalno$¢ ligandow w srodowisku wodnym 1 umozliwia oddziatywania
typu ,,charge-transfer” z DNA;

» réznorodne podstawniki funkcyjne, najczesciej ugrupowania amidowe, aminowe;

W projektowaniu swoich ligandow kierowatam si¢ wilasnie tymi kryteriami. Planowany
zakres badan obejmowat:

1. Syntez¢ nowych ligandow o szkielecie skondensowanych pier§cieni aromatycznych;

2. Charakterystyke fizykochemiczng wszystkich otrzymanych pochodnych;

3. Badanie wtasciwosci spektralnych ligandow (widma absorpcyjne UV-Vis, widma
fluorescencyjne, dichroizm kotowy);

4. Badanie oddzialywania ligandow z DNA technikg dializy réwnowagowej przy
zastosowaniu opracowanej procedury badawczej i 14 ré6znych form kwasow nukleinowych;

5. Rejestracje absorpcyjnych widm temperaturowych, analiz¢ krzywych topnienia, wstepna
ocen¢ aktywnosci biologicznej nowych zwigzkéw, oceng czystosci strukturalnej
G-kwadrupleksow 1 ich stabilnos$ci w obecnosci ligandow;

6. Badania majace na celu okreslenie struktury kwadrupleksow, dynamiki i oddziatywania
G4 DNA z nowymi ligandami przy zastosowaniu spektroskopii NMR (niezb¢dnego narzedzia
w badaniu struktur kwadrupleksowych kwasow nukleinowych);
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7. Teoretyczne badania oddzialywan ligandow z G-kwadrupleksami o znanej strukturze,
wykorzystujace obliczenia na poziomie mechaniki molekularnej i kwantowe;;

8. W oparciu 0 analize wlasciwosci spektralnych i powinowactwa ligandow do DNA
wytypowanie zwigzkow do badan biomedycznych — badanie aktywnosci biologicznej
(badanie cytotoksycznosci, aktywnosci telomerazy (TRAP - protokol amplifikacji powtorzen
telomerowych) i inne).

Po rozpoczeciu pracy w grupie badawczej prof. Bernarda Juskowiaka wlaczytam si¢ w
nurt badan prowadzonych we wspolpracy z Katedrg i1 Zakladem Farmacji Fizycznej
i Farmakokinetyki Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
Eksperymenty prowadzone w naszej Pracowni zwigzane byly z badaniem wiasciwosci
spektralnych i1 zdolnosci do agregacji r6znych pochodnych utleniania papaweryny oraz ich
oddziatywaniami z DNA [13,14]. Nowym, kolejnym z tej grupy zwigzkiem, byla pochodna
indoloizochinoliniowa, ktéra badaliSmy m.in. pod katem oddziatywania z réznymi
strukturami DNA: dwuniciowym DNA (calf thymus DNA) oraz z G-kwadrupleksem
o sekwencji ludzkiego telomerowego DNA. W eksperymentach miareczkowania
spektrofotometrycznego wraz ze wzrostem stgzenia DNA zmienialy si¢ znaczaco maksima
absorpcji zwigzku - obserwowalam przesunigcie batochromowe oraz efekt hipochromowy.
Jednoczesnie to zmiany pasma w zakresie widzialnym przy 398 nm pozwolily na obliczenia
stalych trwato$ci z wykorzystaniem modelu Scatcharda. Badania wykazaty, ze pochodna
papaweryny nie oddziatuje selektywnie z G-kwadrupleksem DNA i moze si¢ wigzac
z badanymi strukturami DNA na trzy sposoby: poprzez niespecyficzne oddziatywania
elektrostatyczne dodatnio naladowanego zwigzku z wujemnie natadowanymi grupami
fosforanowymi DNA, klasyczng interkalacje z dwuniciowym DNA oraz poprzez specyficzne
wigzanie end-stacking z tetradami G-kwadrupleksu [H1].

Aby pozyska¢ $rodki na wlasne badania napisatam grant ,,Oksazolinowe pochodne
arylostilbenow: synteza, wtasciwosci, oddziatywanie z DNA” (kierownik projektu prof. dr
hab. Bernard Juskowiak, MNiSzW nr N20400432/0254, 01.2007-12.2009), ktérego bytam
glownym wykonawca. W projekcie tym chciatam wykorzysta¢é swoje doswiadczenie w
syntezie oksazolin i sprawdzi¢ jak ten element strukturalny, oprécz skondensowanego
pierscienia aromatycznego i podwojnego wigzania C=C dajgcego mozliwos¢ fotoizomeryzacji
cis-trans, wptynie na powinowactwo wigzania liganda do DNA. Budowa oksazoliny, np.
rozmiar i ksztatt podstawnikow w pozycji 4 i 5 pierScienia, oraz czynniki elektronowe, np.
rodzaj atoméw donorowych lub charakter podstawnikow oraz mozliwo$¢ ich otrzymania
w postaci czystych enancjomeroéw, stwarzaly ogromne mozliwosci badawcze. Z doniesien
literaturowych wynikalo, ze konfiguracja 1 wielko$¢ podstawnikow w pierscieniu
oksazolinowym ma istotny wptyw na stereochemiczny przebieg wielu reakcji [15], a wiec
moze mie¢ rowniez wplyw na stereochemiczne oddziatywania z DNA. Réznorodno$¢
efektow, jakie moga wptywaé na stereochemie i preferencje projektowanych ligandéw oraz
ich podobienstwo strukturalne do niektorych znanych stabilizatorow czteroniciowego DNA
pozwalaty zaktada¢, ze w grupie projektowanych ligandow zostang zidentyfikowane
pochodne, ktore beda przydatne do celow bioanalitycznych 1 biomedycznych.
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Schemat 1. Reagenty i warunki: (i) (1) n-BuLi, THF, -72 °C, 1 h; (2) 4-formylmorfolina, -35
°C, 12 h; (ii) CuCN (10 ekw.), DMSO, 190 °C, 6 h; (iii) CNCgH4CH,PO(OC,Hs),, MeONa,
DMF, 0 °C, 3 h; (iv) CNCgH4CH,PO(OC;,Hs),, MeONa, DMF, t.w., 22 h; (v) ()-1-amino-2-
propanol (40 ekw.), glikol etylenowy/gliceryna, K,COs, 115 °C, 72 h; (vi) (+)-1-amino-2-
propanol (10 ekw.), glikol etylenowy/gliceryna, K,COs, 115 °C, 22 h.

W reakcji Wittiga z (4-cyjanofenylo)-metylofosfonianu dietylu i wybranych
aldehydow 1 i 2, otrzymano odpowiednie nitryle. W nastgpnym etapie ugrupowanie cyjanowe
poddano reakcji z (+)-1-amino-2-propanolem otrzymujac oksazolinowe pochodne 3 i 4
(Schemat 1) [H2]. Zwigzki te poddano nastgpnie probie metylacji azotu oksazolinowego
w celu kwaternalizacji. Nie udato si¢ otrzymac zsyntetyzowanych zwiazkow w postaci soli,
mimo zmiany wielu parametréw reakcji czwartorzedowania (uzycia réoznych odczynnikow
metylujacych (CHsl, Me3sOBF,4, CF3SO3CHj3), rozpuszczalnikéw (acetonitryl, DMSO, Et,0,
CH.Cl,) i prowadzenia eksperymentdw w roznych temperaturach). Usilne proby uzyskania
ligandow w postaci soli dyktowane byly ograniczong rozpuszczalno$cia wyjsciowych
zwigzkow 3 1 4 w wodzie. Z kolei, rozpuszczalno$¢ ligandow w medium wodnym jest
warunkiem koniecznym do ich stosowania, jako ligandow oddziatujacych z DNA. Tendencja
ligandow do agregacji w roztworach wodnych utrudniata dalsze badania. Z drugiej strony
DNA zachowuje swoje wyzsze struktury w obecnosci umiarkowanych ilo$ci
rozpuszczalnikow organicznych, takich jak EtOH lub DMSO (do 10%). Dlatego zbadatam
spektralne wlasciwos$ci ligandow w uktadach mieszanych HoO/EtOH zawierajacych od 5 do
nawet 80% EtOH. Stabilno$¢ spektralna zwigzkow byla satysfakcjonujaca we wszystkich
mieszaninach H,O/EtOH. Efekty spektralne zaobserwowane w widmach absorpcji i emisji
obu ligandow w obecnosci dwuniciowego DNA (ctDNA) oraz czteroniciowego kwadrupleksu
utworzonego na 22-merowym oligonukleotydzie o sekwencji telomerowej byly bardzo
niewielkie. Postulowalismy, ze efektywne oddziatywanie moze by¢ utrudniane w glowne;j
mierze przez staba rozpuszczalno$¢ ligandow w roztworach wodnych i1 ich tendencje
do tworzenia asocjatow [H2].

Dlatego tez zdecydowalam si¢ na zastgpienie ugrupowania oksazolinowego
w czasteczce liganda, ugrupowaniem benzoksazoliowym, a nastgpnie benzotiazoliowym,
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z powodzeniem stosowanymi w syntezie barwnikéw cyjaninowych, ktére byty juz obdarzone
tadunkiem. Poniewaz otrzymane pochodne z ugrupowaniem benzotiazoliowym byty
rozpuszczalne w roztworach wodnych, dlatego tez zdecydowano si¢ skoncentrowac prace nad
otrzymaniem nowych aldehydow o szkielecie antracenu i1 karbazolu, ktére mozna by poddac
reakcji kondensacji nie tylko z jodkiem N-etylo-2-metylobenzotiazoliowym, ale roéwniez
z innymi zwigzkami. Datoby to mozliwo$¢ syntezy nowych ligandow potencjalnie
oddziatujacych z DNA.

W trakcie tych prac otrzymalam szereg pochodnych antracenu, nie tylko aldehydow, ktore
dawaty mi duze mozliwosci modyfikacji i stwarzaty mozliwo$¢ syntezy nowych, ciekawych
strukturalnie zwigzkéw w kontekscie badan z DNA. Eksperymenty musialam jednak
przerwac¢ ze wzgledéw zdrowotnych, poniewaz okazalo si¢, ze jestem uczulona na ktoras$
z otrzymanych pochodnych antracenu. Nie kontynuowalam juz zadnych badan z tymi
zwigzkami. Dlatego tez rezultatem tego grantu byta tylko jedna publikacja [H2].

W kregu moich zainteresowan pozostaly jednak pochodne karbazolu i na realizacje
projektu badawczego ,,Synthesis of new carbazole ligands, potential inhibitors of telomerase
in antitumor therapy” pozyskatam $rodki z Fundacji na rzecz Nauki Polskiej w ramach grantu
POMOST, ktorego bytlam kierownikiem. Zwigzki karbazolowe sa bardzo interesujace
ze wzgledu na swoje whasciwosci fotofizyczne i biologiczne. Niektore zwigzki karbazolowe
majg bardzo wysoka aktywnos$¢ przeciwko wielu organizmom: bakteriom, grzybom,
pasozytom lub sa potencjalnymi Srodkami przeciwzapalnymi. Niektére pochodne karbazolu
sa potencjalnymi wielofunkcyjnymi $rodkami do leczenia zaburzen neurologicznych, inne
wykazuja silng lub umiarkowang aktywno$¢ przeciwnowotworowsg [H4]. PierScien
karbazolowy jest planarnym skondensowanym ukladem aromatycznym wykazujacym
powinowactwo wigzania do réznych form DNA. Dodatkowo pozostatam przy ugrupowaniu
benzotiazoliowym, jako elemencie strukturalnym liganda, ze wzgledu
na wyjatkowe witasciwosci cyjaninowych barwnikow fluorescencyjnych (TOTO, BOBO)
stosowanych do wybarwiania DNA [16]. Obecno$¢ atomu azotu w formie kationowej
zwigksza rozpuszczalnos¢ ligandow w $rodowisku wodnym i umozliwia oddzialywania typu
,charge-transfer” z DNA. Innym waznym elementem strukturalnym badanych ligandow jest
podwojne wigzanie C=C stwarzajace mozliwo$¢ sterowania struktura liganda przy pomocy
Swiatla (fotoizomeryzacja cis-trans wigzania etenowego). Ideg syntezy liganda zdolnego
do fotoizomeryzacji bylo poszukiwanie ligandow do zastosowania we wspomaganej
fototerapii DNA. Wprowadzenie do struktury liganda pierScieni azolowych w postaci grupy
imidazolowej 1 triazolowej moglo wplyna¢ na silniejsze oddziatywanie z DNA poprzez
mozliwe tworzenie wigzan wodorowych. Dodatkowo grupy imidazolowe 1 triazolowe
odgrywaja wazng role w chemii medycznej, poniewaz wiele z nich wykazuje rdzne
wlasciwoséci  biologiczne -  przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwzapalne,
przeciwpasozytnicze, przeciwnowotworowe, czy antywirusowe [17,18].

Otrzymatam serie N-podstawionych pochodnych karbazolu 5-14 [19,H3,H5].
Pochodne 11-14 z podstawnikiem adeninowym i azaindolowym s3 nowymi,
nieopublikowanymi dotychczas zwigzkami, otrzymanymi z umiarkowanymi wydajno$ciami
z odpowiednich bromopochodnych 5 i 6. Planuje wykorzysta¢ je wraz z N-butylo-
i N-heksyloazolowymi pochodnymi 7-10 do syntezy nowych dwukleszczowych ligandow
G-kwadrupleksowych z ugrupowaniem amidowym.
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Rys. 3. Otrzymane N-podstawione pochodne karbazolu 5-14.

Synteza aromatycznych aldehydow ma ogromne znaczenie w chemii organicznej,
poniewaz zwiagzki te, ze wzgledu na reaktywno$¢ grupy aldehydowej s3a uzytecznymi
substratami 1 waznymi zwigzkami pos$rednimi w syntezie réznych nowych zwiazkéw, m.in.
naturalnych lub bioaktywnych czasteczek. Jedna z metod syntezy aldehydow poprzez
tworzenie nowych wigzan wegiel-wegiel jest reakcja Vilsmeiera-Haacka. W syntezie
formylowych pochodnych karbazolu metoda ta jest szczegodlnie efektywna w otrzymywaniu
N-alkilo-3,6-diformylokarbazoli z wysoka wydajnos$cig przy uzyciu mieszaniny formylujace;j
DMF i POCl3 z duzym (18,8-24,3 ekw.) [20,21] lub niewielkim nadmiarem (2,5-3 ekw.) [22].
Jednak juz pochodne majace podstawnik na tancuchu N-alkilowym ulegaja reakcji
ze znacznie mniejszg wydajnoscig. Metoda ta otrzymuje si¢ rowniez N-alkilo-
monoformylowe pochodne karbazolu z wydajnoscig 40-79% w zalezno$ci od zastosowanej
procedury stosujac niewielki nadmiar mieszaniny formylujacej (1-6,5 ekw.) w czasie 6-8
godzin [23-25]. W syntezie monoaldehydow 15 i 16 stosujgc tak jak Xu i Song prawie
stechiometrycznych ilo$ci odczynnikdéw, produkty otrzymatam z niska wydajnoscia 13-22%
[20,21]. Dlatego tez zastosowatam wigkszy nadmiar mieszaniny formylujacej (ponad 20
ekw.) otrzymujac odpowiednie aldehydy z wydajnosciag 49 1 29 % po 22 i 32 godzinach
grzania [H3,H7]. Krotszy czas reakcji mial wptyw na stabg wydajnos$¢ procesu, podczas gdy
znaczne wydluzenie czasu reakcji spowodowato powstanie tylko bisaldehydow z niska
wydajnoscia, przy jednoczesnym tworzeniu si¢ produktow ubocznych. Poniewaz ten etap
reakcji obnizat calkowita wydajno$¢ syntezy ligandow G-kwadrupleksowych, dlatego
postanowitam zmieni¢ metod¢ konwencjonalng na chemi¢ wspomagang mikrofalami, ktora
daje wiele korzysci - reakcje sg szybsze, wydajniejsze, a tym samym bardziej ekonomiczne
[26].
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Schemat 2. Synteza aldehydow 15 1 16 w warunkach konwencjonalnych oraz
z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego. Reagenty i warunki: i) DMF (24 ekw.),
POCI; (21 ekw.), CI(CHy).Cl, T=90 °C, t=22-32 h, Y: 29-49%; ii) DMF (3 ekw.), POCl;
(3 ekw.), T=100 °C, t=100 min, moc 150 W, Y: 86-88%.

We wstepnych doswiadczeniach 9-(4-(1H-imidazol-1-ilo)butylo)-9H-karbazol 16, wybrany
jako substrat modelowy, poddatam reakcji wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym
z odczynnikiem formylujacym Vilsmayer'a w roznych warunkach (Tabela 1). Jak na reakcje
mikrofalowe zastosowalam dosy¢ tagodne warunki (moc 150 W i temperatura 100 °C), aby
sprobowac¢ zatrzymac reakcje na etapie substytucji w pozycji 3 pierscienia karbazolowego.
Zastosowanie zbyt matej ilosci odczynnika formylujacego (1-2 ekw.) wykazato raczej niska
konwersje substratu (Tabela 1, poz. 1 i 2), podczas gdy nieznaczne jego zwigkszenie
do 4 ekw., czy podwyzszenie temperatury do 120 °C sprzyjalo szybszemu powstawianiu
3,6-bispodstawionej pochodnej. Taki sam efekt obserwowatam przy zastosowaniu duzego
nadmiaru reagenta (19 ekw.) - otrzymatam monoaldehyd 16 po zaledwie 15 minutach,
ale z 51% wydajnoscig (poz. 7). W zoptymalizowanych warunkach (3 ekw. odczynnika
formylujacego, T=100 °C, t=100 minut, moc 150 W) przeprowadzitam reakcj¢ z pochodng
15, a wynik przedstawitam w Tabeli 1 (poz. 8). Jak na reakcje prowadzone w reaktorze
mikrofalowym, 100 minut to dtlugi czas ecksperymentu, ale udalo mi si¢ otrzymac
monopodstawione aldehydy 15 i 16 z bardzo dobrg wydajnoscig 88 i 86 % [H8].

Tabela 1. Optymalizacja formylowania Vilsmayer'a wspomagana mikrofalami [H8].

reagent v
Lp. | Substrat | Vilsmayer'a | T[°C] | t[min]* s b

[ekw.] Pl
1 16 1 100 120 49
2 16 2 100 120 58
3 16 3 100 80 82
4 16 3 100 100 88
5 16 3 120 60 78
6 16 4 100 90 58
7 16 19 100 15 51
8 15 3 100 100 86

# Monitorowany przy zastosowaniu TLC. ® Wydajno$¢ izolowana.
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Monoaldehydy 15 i 16 oraz handlowo dostgpny aldehyd 17 postuzyly mi do syntezy
ligandow I-111 otrzymanych w reakcji kondensacji typu Knoevenagela z jodkiem 3-etylo-2-
metylobenzotiazoliowym w MeOH (w numeracji ligandow zastosowatam numeracj¢
rzymskg). W przypadku pochodnych I i Il, konieczne bylo zastosowanie piperydyny jako
katalizatora (pKa piperydyny 11.22, pKa triazolu 10.3). Syntez¢ liganda Il przeprowadzitam
bez dodatku zasadowego katalizatora, poniewaz zasadowo$¢ samego podstawnika
imidazolowego (pKa 14,5) byta wystarczajaca do zajscia reakcji, a eksperymenty z dodatkiem
piperydyny przebiegaty z nizszg wydajnoscig [H3,H7,H8]. Struktur¢ ligandéw potwierdzitam
za pomoca spektroskopii ‘H NMR. Konfiguracje zwiazkéw jako E ustalitam na podstawie
wysokiej wartosci statych sprzezenia J = 15.4, 15.4, 15.5 Hz dla protonéw z podwdjnego
wigzania CH=CH, znalezionych jako izolowane dublety przy 8.02, 8.03, 8.03 ppm i dublety
w grupie protonoOw aromatycznych przy ¢ 8.42, 7.78, 7.77 ppm, odpowiednio dla ligandow
I-11l. W widmach ES-MS ligandy charakteryzowaly si¢ jonami dodatnimi
[M]" 0 m/z 383, 478,477 i jonem ujemnym [M] o m/z 127, odpowiednio dla ligandow I-111.
Czystos¢ ligandow sprawdzitam za pomocg HPLC z detektorem absorpcyjnym

i fluorescencyjnym.
ﬁ\ I R=Et

S

=N N
II R=C4Hg \;,

D O N
e
! I R=C,H NN
= Lghg™
E \9’

Rys. 4. Struktury ligandow karbazolowych I-111.

Zbadatam wplyw réznych rozpuszczalnikow na widma UV-Vis i widma fluorescencji
otrzymanych ligandow. Wszystkie ligandy sa rozpuszczalne i1 trwate w wybranych
rozpuszczalnikach organicznych i roztworach wodnych. Widma absorpcji UV-Vis maja
charakterystyczne dtugofalowe pasmo absorpcyjne charakterystyczne dla karbazolu
sprzezonego z grupa benzotiazoliowg za pomoca wigzania podwdjnego wegiel-wegiel.
W przypadku kazdego liganda obserwowatam duzy solwatochromizm (53-57 nm) i zmiany
w wielko$ci molowych wspotczynnikow absorpcji, ktore zdawaly si¢ korelowac z polarnoscia
aprotycznych i protycznych rozpuszczalnikéw [H3,H7,H8]. Istotne réznice w intensywnosci
pasm fluorescencji i mate przesunigcia w maksimach emisji (Aemy W zakresie 565-573 nm)
obserwuje si¢ w widmach fluorescencji ligandow zarejestrowanych w rdznych
rozpuszczalnikach 1 roztworach wodnych. Wszystkie ligandy wykazuja najnizsza
fluorescencj¢ w roztworach wodnych oraz toluenie. W pierwszym przypadku polarne
czasteczki wody wygaszaja fluorescencje pochodnych karbazolu. Kiedy badane zwigzki sg
cz¢Sciowo chronione przez DNA  obserwujemy odzyskanie ich  wlasciwosci
fluorescencyjnych. W niepolarnym toluenie ligandy rowniez wykazuja stabe wilasciwosci
emisyjne. Takie zachowanie moze wskazywa¢ na tworzenie agregatéw, co zdaja si¢
potwierdza¢ widma UV-Vis zwigzkdw w tym rozpuszczalniku. Pasma absorpcji ligandow
maj3 znacznie mniejsza intensywnos¢ niz te zarejestrowane w innych rozpuszczalnikach 1 sg
wyraznie przesuni¢te w kierunku fal krétszych, co sugeruje tworzenie dimeréw lub wyzszych
agregatow [H3,H7,H8].

Innym waznym elementem strukturalnym badanych ligandéw jest podwojne wigzanie
C=C stwarzajace mozliwo$¢ sterowania strukturg liganda przy pomocy $wiatta
(fotoizomeryzacja cis-trans wigzania etenowego). Ideg syntezy zwigzkow o takiej budowie
byta potencjalna mozliwo$¢ ich zastosowania we wspomaganej fototerapii DNA. Wiadomo,
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ze powinowactwo wigzania liganda do DNA zalezy od jego struktury, a takze od topologii
G-kwadrupleksu. Czynniki strukturalne odgrywaja kluczowg role w molekularnym
rozpoznawaniu poszczegdlnych form DNA, ktore mozna wykorzysta¢ do celow
detekcyjnych, na przyktad niektére ligandy rozpoznaja rownoleglte lub antyrownolegle
struktury G-kwadrupleksow. Nasza grupa badawcza od lat bada ligandy ulegajace
fotoizomeryzacji cis-trans [27-30]. Badania nad ligandami arylostilbazoliowymi wykazaty,
ze wyizolowane izomery CiS 1 trans selektywnie wigzaly do rdéznych strukturalnie
G-kwadrupleksow [30]. Jednak w przypadku badanych ligandow I-l111 nie udato mi si¢
potwierdzi¢ efektywnej fotoizomeryzacji. Pomimo typowych zmian charakterystycznych dla
transformacji izomeru trans do cis wystepujacych w widmach absorpcji i fluorescencji, nie
obserwowalam powrotu do stanu poczatkowego po naswietleniu mieszaniny izomerycznej
o krotszej dlugosci fali - obserwowane zmiany byly nieodwracalne, chociaz izomer trans jest
termodynamicznie bardziej stabilny. Te roznice spektroskopowe moga wskazywaé na
mozliwo$¢ udzialu innych procesow fotochemicznych, takich jak fotodegradacja,
fotocyklizacja lub fotoaddycja. Zdaja si¢ potwierdza¢ to wyniki innych eksperymentow
z uzyciem takich technik jak NMR i HPLC, w ktérych obserwowatam tworzenie si¢
niewielkiej ilosci fotoproduktéw po napromieniowaniu roztworu ligandow $wiattem
polichromatycznym. Uznatam, Ze te zmiany sg tak male, Zze moge je zaniedbaé, poniewaz
przeprowadzalam eksperymenty w znacznie krotszym czasie i nie napromieniowatam probek
w sposob ciagly. Jednocze$nie roztwory bazowe ligandow (1.5 mM w DMSO)
przechowywane w temperaturze 4 °C i chronione przed $wiatlem byt stabilne przez kilka
miesiecy, co kontrolowatam za pomoca technik UV-Vis, fluorescencji i HPLC [H3,H7,H8].
W badaniach interakcji ligand-DNA nalezy upewni¢ si¢, ze roztwor badanego zwigzku
w wybranym buforze jest stabilny w czasie. Potwierdzitam, ze roztwory moich ligandow
(1 uM - 50 uM) w buforze Tris-HCI taka stabilnos¢ wykazujg, nie obserwowatam zjawiska
agregacji ani stracania, poniewaz widma rejestrowane natychmiast oraz po 10 i 20 minutach
od dodania kolejnej porcji liganda idealnie naktadaty si¢ na siebie i byly nie do odroznienia.
Ligandy byt rowniez stabilne w wyzszych temperaturach, poniewaz ich widma UV-Vis
rejestrowane w zakresie temperatur 20-95 °C wykazywaly jedynie niewielkie rdznice
w absorbanciji.

Glownym elementem strukturalnym r6éznigcym trzy badane ligandy jest podstawnik na
atomie azotu karbazolu. Zastgpienie podstawnika etylowego (ligand ) bardziej elastycznym
tancuchem butylowym zakonczonym pier§cieniem azolowym (triazolowym w ligandzie Il
i imidazolowym w ligandzie 111) otwiera dodatkowe mozliwosci interakcji migdzy ligandami,
a badanymi G-kwadrupleksami (Rys. 4). Mimo tych réznic, praktycznie nie zaobserwowatam
zadnych systematycznych zmian spektralnych badanych pochodnych. Ale zwiazki te r6znig
si¢ aktywnos$cig biologiczng. ZaobserwowaliSmy roznice w cytotoksycznosci in vitro
na wybranych liniach komodrkowych. Oczekujemy rowniez réznic w  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, poniewaz zgodnie z doniesieniami literaturowymi mate zmiany
strukturalne jak zamiana pier§cienia imidazolowego i triazolowgo wptywaja na wlasciwosci
przeciwbakteryjne czy przeciwgrzybicze zwigzkow [H4].

Ale to wlasnie wlasciwosci spektralne badanych ligandow, jak pasmo absorpcyjne w zakresie
widzialnym i wlasciwosci fluorescencyjne pozwolity mi na zastosowanie spektroskopii
UV-Vis 1 fluorescencji w bezposrednim badaniu oddzialywan zwiazkow karbazolowych
z DNA [H3,H5-H8]. W naszej grupie badawcze] to wilasnie te techniki, wraz
ze spektroskopia dichroizmu kotowego, wykorzystujemy w badaniach oddziatywan nowych
zwigzkow z DNA. Powinowactwo wigzania pojedynczego liganda do r6znych probek DNA
badatam za pomoca metody dializy rownowagowej z detekcja absorpcyjna 1 fluorescencyjng
[H8]. W badaniu oddziatywania ligandow karbazolowych z G-kwadrupleksami DNA
przeprowadzitam  klasyczne  eksperymenty  miareczkowan — spektrofotometrycznych
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i fluorescencyjnych, ktére pozwolity mi na wyznaczenie statych trwalos$ci kompleksow
ligand-DNA [H5-H7]. Z wykorzystaniem tych technik oraz dichroizmu kotowego okres$latam
stechiometri¢ komplekséw ligand-DNA (metoda Joba, FID Fluorescence Intercalator
Displacement assay) [H5,H7]. Zastosowanie tej ostatniej techniki pozwolito mi na ocen¢
powstawania, stabilno$ci (analiza krzywych topnienia, pomiary w temp. pokojowej), topologii
G-kwadrupleksow, prawdopodobnego sposobu oddzialywania ligand-DNA oraz wptywu
badanych ligandoéw na te struktury DNA [H5-H7].

Aby oceni¢ selektywno$¢ 1 powinowactwo ligandow karbazolowych do dwuniciowych
i czteroniciowych struktur DNA, przeprowadzitam konkurencyjne eksperymenty dializacyjne
z wykorzystaniem o$miu struktur kwaséw nukleinowych [H8]. Sposrod metod odpowiednich
do badania selektywno$ci wigzania ligandéw do réznych struktur kwaséw nukleinowych
(jednoniciowych, dupleksow, trypleksow lub tetrapleksow) o réznych topologiach
(kwadrupleksy  antyrownolegle, hybrydowe Iub  rownolegle), metoda dializy
rownowagowej/konkurencyjnej jest szczegdlnie uzyteczna. Zalet tej metody jest wiele, w tym
szybkos¢ (mimo, ze eksperyment prowadzony jest przez 3 kolejne dni) i mozliwos¢ badania
wielu probek kwasoéw nukleinowych w tych samych warunkach w tym samym czasie. Tak
wiec mozemy zbada¢ powinowactwo badanego zwigzku do wielu réznorodnych form
strukturalnych DNA, w celu okreslenia selektywnos$ci oddziatywan ligand-DNA w jednym
eksperymencie. Nie uwazam jednak, ze jest to metoda prosta, poniewaz wymaga bardzo
dobrze zaplanowanego eksperymentu oraz ogromnego skupienia w celu osiggnigcia jak
najwyzszej precyzji i dokladnosci. Jest tez droga ze wzgledu na cen¢ jednorazowych gilz
dializacyjnych.

C }— parafilm

|— zlewka

— plywak
|— gilza dializacyjna
|— membrana dializacyjna

——1 pM roztwor liganda
w buforze

@B—— mieszadelko magnetyczne
mieszadlo
magnetyczne

Rys. 5. Eksperyment dializy rownowagowej.

W eksperymencie dializy rownowagowej réwne objetosci wybranych probek DNA o tym
samym st¢zeniu umieszcza si¢ w osobnych gilzach dializacyjnych zaopatrzonych w btone
dializacyjna  nieprzepuszczalng dla czasteczek DNA, podczas gdy sktadniki
matoczgsteczkowe z dializatu, jak ligand, jony soli czy bufor moga dyfundowaé przez nig
swobodnie (Rys. 5). Tam, gdzie silniejsze sa oddzialywania ligand-DNA, tam w gilzach jest
wigksze stezenie badanego zwigzku. Po 24-godzinach eksperymentu i rozbiciu kompleksu
ligand-DNA ilo$¢ zwigzanego liganda okresla si¢ za pomoca spektroskopii UV-Vis
lub fluorescencyjnej. Eksperymenty mozna prowadzi¢ w réznych buforach z dodatkiem
kationéw sodu lub potasu [31,32], jednak gldwnie stosuje si¢ rozne bufory na bazie sodu
mimo badania specyficznych struktur DNA tworzacych si¢ w buforze w obecnosci potasu
[33-35]. Aby zbada¢ selektywno$¢ ligandow do réznych G-kwadrupleksow wydawato si¢
zasadne przeprowadzenie eksperymentéw w takich wiasnie warunkach. W do$wiadczeniach
przeprowadzonych w buforze w obecnosci jonow sodowych po dializie standardowo dodaje
si¢ SDS (roztwor dodecylosiarczanu sodu), aby rozbi¢ kompleks ligand-DNA 1 przeprowadzi¢
pomiary spektralne. Ale podczas pracy z buforami w obecnos$ci jonow potasu dodanie SDS
prowadzi do wytracenia siarczanéw. Ferreira 1 in. rozwigzali ten problem, trawigc kompleks
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fosfodiesteraza z jadu we¢za pod koniec eksperymentu dializacyjnego [36]. Alternatywny
sposob obejmuje zastosowanie innego $rodka powierzchniowo czynnego np. niejonowego
w celu zdysocjowania kompleksu ligand-DNA [31,32]. Postanowitam sprawdzi¢ prostszy
sposob i do rozbicia kompleksu ligand-DNA uzytam Tritonu X-100 [H8]. Przedtem jednak
sprawdzitam, czy caly ligand jest uwalniany z kompleksu pod wplywem tego surfaktanta. Jak
wida¢ na rysunku 6A po dodaniu Tritonu X-100 (1% (w/v)) do roztworu liganda I,
dlugofalowe pasmo w widmie absorpcyjnym przy 453 nm, charakterystyczne dla chromoforu
karbazolowego sprz¢zonego z ugrupowaniem benzotiazoliowym poprzez podwojne wigzanie
C=C, uleglo przesunigciu batochromowemu do 478 nm (AA = 25 nm) i obserwowatam maty
hiperchromizm (6,6%) (Rys. 6A). Gdy Triton X-100 dodatam do kompleksu G4 22HT z taka
samg iloscig liganda w buforze w obecnosci jondw potasowych, ligand zostat uwolniony
z kompleksu i nie obserwowalam zmg¢tnienia roztworu. Ponadto dodatek SDS (1% (w/v)) nie
wplynat na absorbancje, ani nie zaobserwowatam tego po 15 minutach. Widma wolnego
liganda i liganda uwalnianego z kompleksu w obecnos$ci Tritonu X-100 praktycznie naktadaty
si¢ na siebie (Rys. 6A). W widmach fluorescencji po dodaniu Tritonu X-100 do roztworu
samego liganda | jego emisja znacznie wzrosta (Rys. 6B). Gdy Triton X-100 dodatam do jego
kompleksu z 22HT G4, ligand zostal uwolniony, a jego widmo pokryto si¢ widmem
emisyjnym wolnego liganda w obecnos$ci Tritonu X-100 (Rys. 6B). W rezultacie udato mi si¢
wykorzysta¢ Triton X-100 w eksperymencie dializy réwnowagowej do zbadania
selektywnosci ligandow karbazolowych do G-kwadruplekséw utworzonych na sekwencjach
réznych protoonkogendéw w buforze zawierajagcym jony potasu [H8].
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Rys. 6. Wptyw Tritonu X-100 na dysocjacje liganda | (3 pM) z kompleksu z DNA w buforze
na bazie potasu. (A) Widma absorpcyjne i (B) widma fluorescencyjne; warunki: [L] = 3 uM,
[22HT G4] = 3 uM, 10 mM bufor Tris-HCI (pH 7.2) zawierajacy 100 mM KCI; Ayzp: 453
1478 nm.

Otrzymane wyniki z eksperymentow przeprowadzonych w roztworze buforowym
w obecnosci jonow sodu wskazuja, ze badane ligandy maja wicksze powinowactwo do
struktur G-kwadrupleksowych niz dwuniciowego DNA (Rys. 7A). Ligandy wykazuja rowniez
wysokie  powinowactwo do wszystkich  tetrapleksow, z preferencja wigzania
do G-kwadrupleksu c-MYC. Zmiany obserwowane w tych doSwiadczeniach byly silniejsze
dla liganda 1, a takich roznic w oddzialywaniu nie obserwowalam podczas innych
eksperymentéw wykorzystujacych spektrofotometrie UV-Vis 1 fluorescencje. Jednak
tendencja w powinowactwie dwoch pozostatych ligandow Il i Il z podstawnikami
azolowymi jest zgodna z poprzednimi do$wiadczeniami: ¢c-MYC > KRAS21 ~ bcl-2 ~
22HT/K > ¢-KIT1 > 22HT/Na [H5,H6,H8,37].
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Rys. 7. Wyniki eksperymentu dializy rownowagowej (A,B). Ilos¢ ligandéw karbazolowych
zwigzanych z ctDNA i roéznymi G-kwadrupleksami przedstawiono w postaci wykresu
stupkowego. Stezenie wolnego liganda w doswiadczeniu wynosi 1 pM, a catkowite stezenie
kazdego G-kwadrupleksu wynosito 75 uM na G4 DNA, jako jednostke monomeryczna.

Szczegotowe badanie oddziatywania ligandow karbazolowych z G-kwadrupleksami
DNA utworzonymi na oligonukleotydach o sekwencji ludzkiego telomerowego DNA
1 roznych ludzkich protoonkogenéw rozpoczgtam od analizy widm absorpcyjnych.
Doswiadczenia prowadzitam w 10 mM buforze Tris-HCI (pH 7.2) zawierajacym 100 mM
NaCl lub KCI. Ligandy karbazolowe tworza silne kompleksy z badanymi sekwencjami, na co
wskazujg widma absorpcji ligandow w zakresie widzialnym zarejestrowane przy braku
i w obecnosci G-kwadrupleksow (Rys. 8) [H3,H5-H7].

0.25
0.160

0.20 -
§ 0.15 1
% 450Wavel:::th [nm‘;’ao s
o
5 0.10 - 30 pM
2
<

400 500 600 700

Wavelength [nm]
Rys. 8. Przykladowy wynik miareczkowania spektrofotometrycznego. Ligand Il (6 uM)
miareczkowano G-kwadrupleksem 22HT (0-30 uM) w buforze Tris-HCI (10 mM, pH 7.2)
zawierajagcym 100 mM NaCl.

Dhugofalowe maksima w widmach absorpcyjnych ligandow, charakterystyczne dla
chromoforu karbazolowego sprzezonego z ugrupowaniem benzotiazoliowym poprzez
wigzanie podwojne C=C, zmienialy si¢ znaczaco wraz ze wzrostem stgzenia
G-kwadrupleksow. PostulowaliSmy dwuetapowe tworzenie kompleksow miedzy ligandami,
a G-kwadrupleksami. Poczatkowo obserwowany efekt hipochromowy przy nizszych
stosunkach molowych G4/ligand zwigzany byt z mozliwo$cig utozenia na powierzchni
G-kwadrupleksu nadmiaru dodatnio natadowanego liganda w wyniku przyciggania
elektrostatycznego z ujemnie natadowanymi grupami fosforanowymi DNA, co prowadzito
ostatecznie do agregacji ligand-ligand. Pod wptywem wyzszych stezen G4 nastgpowata
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redystrybucja czasteczek liganda (dysocjacja agregatow) do miejsc wigzacych o wyzszym
powinowactwie (oddzialywania end-stacking). Proces ten przejawiat si¢ w postaci efektu
hiperchromowego i przesuni¢cia batochromowego (Tabela 2) [H5-H7]. Moge jednoznacznie
stwierdzi¢, ze w wodnych roztworach buforowych badane zwigzki agregatow nie tworza, CO
potwierdzaja widma temperaturowe UV-Vis. Ale nie mozemy tego wykluczyé
w prowadzonych eksperymentach miareczkowan, gdzie w badanym roztworze mamy ujemnie
natadowany polimer DNA.

Tabela 2. Efekty spektralne ligandow I-111 zwigzanych z badanymi G-kwadrupleksami DNA.

Ahmax [nm]? Hipochromizm [%]° | Hiperchromizm [%6]"

G4 DNA | 11 1] | 11 ] | 1 ]
c-MYC 57 52 52 30 24 28 32 14 18
c-KIT1 36 38 42 35 30 31 15 16 25
BCL-2 47 41 42 33 26 28 22 10 13
KRAS 51 40 42 36 25 33 21 9 27
22HT/Na 33 35 33 31 31 27 15 12 17
22HT/K 37 38 33 29 24 22 16 8 19

AL przesuniecie batochromowe. "Hipochromizm i hiperchromizm mierzony przy Amax.
Wartosci procentowe hipo- i hiperchromizmu obliczono stosujac nastgpujace rOwnania:
% Hipo = [(Aw-Azmin, Min)/Ay] X100 i % Hiper = [(az, max-Az, min)/Az max] X100, gdzie Ay,
Azmin, Azmax to odpowiednio absorbancja liganda wolnego, zwigzanego 0 minimalnej
absorbancji i zwigzanego o maksymalnej absorbancji ( przy nadmiarze nadmiar G4 DNA).

Wyrazne zmiany w widmach UV-Vis wskazuja na silne oddzialywania migdzy ligandami
karbazolowymi, a zewngtrznymi tetradami badanych G-kwadrupleksow niezaleznie od ich
struktury (antyrownolegta w przypadku G4 22HT/Na, hybrydowa G4 22HT/K, rownolegle
G4 c-MYC i ¢c-KIT1, KRAS i mieszana Bcl-2), wskazujac jednocze$nie na ten sam typ
oddziatywania. Brak punktéw izozbestycznych w eksperymentach miareczkowania wskazuje,
ze w badanych uktadach zachodza bardziej ztozone procesy niz dwusktadnikowa réwnowaga
pomigdzy wolnym i zwigzanym ligandem [H5-H7]. Mimo stosowania nadmiaru DNA
praktycznie nigdy nie nastgpowato wysycenie, co bardzo utrudnialo obliczenia statych
wigzania (Rys. 9). Ksztalt znormalizowanych krzywych jednoznacznie wykazat na silniejsze
wigzanie badanych ligandow do G-kwadrupleksu utworzonego na oligonukleotydzie
0 sekwencji protoonkogenu c-MYC.
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Rys. 9. Znormalizowane zmiany absorbancji liganda Il vs. wzrost stezenia rdznych
G-kwadrupleksow w eksperymentach miareczkowania spektrofotometrycznego.

Powinowactwo wigzania ligandow karbazolowych do G-kwadruplekséw badatam
rébwniez za pomoca pomiardw fluorescencji [H5-H8]. Zwiazki I-l111 stabo emituja
w buforowym roztworze wodnym Tris HCI/KCI lub NaCl. Jednak dodatek G-kwadrupleksu
DNA powodowat w kazdym przypadku znaczny wzrost intensywnos$ci emisji dla kazdego
liganda, co moze by¢ zwigzane z ochrong liganda przed wygaszaniem przez polarne
czasteczki wody. Hydrofobowe srodowisko wewnatrz G-kwadrupleksu pomaga czasteczkom
liganda odzyska¢ swoja fluorescencje (Rys. 10) [38,39].
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Rys. 10. Widma miareczkowania fluorescencyjnego liganda | (2 uM) G-kwadrupleksem

c-KIT1 (0-14 uM) w buforze Tris-HCI (10 mM, pH 7.2) zawierajagcym 100mM KClI,

Alternatywnym wytlumaczeniem tego zjawiska moze by¢ dezaktywacja stanu wzbudzonego
zwigzkow w wodzie przez niskg barier¢ energii rotacyjnej ugrupowania benzotiazoliowego
liganda. Wzrost intensywnos$ci fluorescencji ligandow podczas oddzialywania end-stacking
z G4 spowodowana jest ograniczonym obrotem wokél pojedynczego wigzania tgczacego
ugrupowanie benzotiazoliowe i winylo-karbazolowe barwnika [40]. Potwierdzeniem tego
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wyjasnienia moze by¢ obserwacja, ze intensywno$¢ fluorescencji wolnego liganda wzrasta
rowniez w obecnosci 40% roztworu PEG (glikolu polietylenowego), ktory ma wyzsza lepkos¢
i powoduje efekt sttoczenia molekularnego.

Nalezy podkresli¢, ze wzgledne wzmocnienie intensywnosci fluorescencji jest skorelowane
z wynikami otrzymanymi w eksperymentach miareczkowania spektrofotometrycznego
1 obliczonymi stalymi wigzania, wynikami dializy rownowagowej oraz stabilnoscig termiczng
G-kwadrupleksow w obecnosci ligandow I-111 (Rys. 11, Tabele 3-5) [H5-H7,37].
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Rys. 11. Relatywne wzmocnienie intensywnos$ci fluorescencji liganda | vs. wzrastajace
stezenie roznych G-kwadrupleksow; Ay, 0dpowiednio 506nm, 493nm, 501nm i 515nm.

Jak wspomniatam wczesniej wlasciwosci spektralne badanych ligandow pozwalaja
na stosowanie bezposrednich metod wykorzystywanych do monitorowania oddziatywan
ligand-DNA. Miareczkowanie spektrofluorymetryczne dostarcza danych o sile wigzania,
ale nie dostarcza informacji o stechiometrii kompleksu G4 DNA/ligand. Aby dowiedzie¢ sie,
ile ligandow karbazolowych zwigzato si¢ z G-kwadrupleksem c-MYC, uzytam oranzu
tiazolowego (TO) jako sondy fluorescencyjnej w eksperymencie wypierania
fluorescencyjnego interkalatora (G-quadruplex Fluorescent Interkalator Displacement test
G4-FID) [H5,41]. Zastosowatam technik¢ niestosowang powszechnie do badania
oddziatywan fluorescencyjnych ligandow z G-kwadrupleksami, a stosowang do posredniego
badania oddziatywan DNA z ligandami niewykazujacymi wtasciwosci fluorescencyjnych.
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Rys. 12. (A) Widma fluorescencyjne w eksperymencie FID dla liganda I11; warunki: [G4 c-
MYC]=0.25 uM, [TO]=0.5 pM, [111]=0-11.6 uM, 10mM bufor Tris-HCI (pH 7.2), 150mM
KCI. (B,C) Fluorescencyjne eksperymenty miareczkowania kompleksu Gd4/ligand 111
oranzem tiazoliowym (TO); warunki: [G4 ¢c-MYC]=0.25 uM, [I11]=0.25 uM (B) lub 0.5 uM
(C), [TO]= 0-3.15 uM, 10 mM bufor Tris-HCI (pH 7.2), 150 mM KCI; Ayz= 480 nm.

Eksperymenty te nie tylko potwierdzity stechiometri¢ kompleksu G4 ¢c-MYC/ligand 111 jako
1:2. Podczas miareczkowania kompleksow G4-ligand oranzem tiazolowym (TO)
obserwowalam poszerzenie pasma fluorescencji przy zwigkszonym stezeniu TO (6-krotny
nadmiar) ze wzgledu na pojawienie si¢ emisji TO przy 532 nm (Rys. 12B,C). Koncowym
efektem byt stopniowy spadek pasma emisji, ktory mozna wytlumaczy¢ efektem
wewngetrznego filtra lub tworzeniem mieszanych kompleksow liganda, w ktérych moze
wystepowa¢ FRET (Forster Resonance Energy Transfer) [H5]. Dlatego tez w przypadku
moich ligandow wykazujacych wiasciwosci fluorescencyjne, do badania oddziatywan ligand-
DNA nie stosowalam zadnych dodatkowych metod bazujacych na fluorescencji, ktore sg
powszechnie stosowane do takich badan (np. G4-FID, wyznaczanie temperatury topnienia T,
bazujace na oligonukleotydach znakowanych fluorescencyjnie [42,43].

Wigksza czes$¢ badan miareczkowan spektrofotometrycznych
1 spektrofluorometrycznych wykonalam najpierw metoda z ligandem w titrancie. Chciatam,
aby obserwowane zmiany wynikaly jedynie z oddzialywan ligand-G4 DNA bez wplywu
rozcienczenia probki. Okazalo si¢ jednak, ze wyniki uzyskane za pomoca spektroskopii
UV-Vis i fluorescencji nie sg poréwnywalne i nie mozna ich wykorzysta¢ w dyskusji
analizujac oddziatywania ligandow karbazolowych I-111 z DNA. Ogrom pracy wlozony w te
badania znacznie spowolnit prezentacj¢ moich wynikow naukowych, poniewaz musialam
ponownie przeprowadzi¢ wszystkie eksperymenty. Tym razem zastosowalam technike
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miareczkowan bez liganda w titrancie, stosujac stezone probki DNA, aby rozcienczenie nie
bylo wigksze niz 5%. Wyniki eksperymentéw miareczkowania przeanalizowalam zgodnie
z prostym modelem Scatcharda. Model ten jest wykorzystywany do opisu oddzialywan
miedzyczasteczkowych ligand-makroczgsteczka, a otrzymanie prostoliniowego wykresu
Scatcharda potwierdza obecno$¢ jednego miejsca wigzania. Jak juz wczesniej wspomniatam
sam przebieg miareczkowania spektrofotometrycznego wskazuje na skomplikowane
oddziatywanie ligandéw I-111 z DNA - nie obserwujemy punktu izozbestycznego, wystgpuje
duze przesunigcie batochromowe oraz poczatkowy hipochromizm z nastgpujacym po nim
hiperchromizmem. Zgodnie z przewidywaniami otrzymane wykresy Scatcharda potwierdzity,
ze w badanych przeze mnie ukladach wystepuja dwa rodzaje miejsc wigzania
o zdecydowanie réznych stalych wigzania. W przypadku badanych struktur DNA mamy
niewielkg ilo$¢ zewnetrznych G-tetrad, z ktorymi ligandy wigza si¢ silnie 1 specyficznie
(oddziatywania end-stacking) oraz ujemnie natadowane reszty fosforanowe, z ktorymi
dodatnio natadowane ligandy moga oddzialywac¢ stabiej przez niespecyficzne oddziatywania
elektrostatyczne. Dodatkowo w prawie wszystkich eksperymentach krzywe miareczkowania
w obu metodach nigdy nie uzyskaly nasycenia, przez co oszacowane parametry wigzania
zawieraly wzglednie wysoka niepewnos¢. Dlatego tez do analizy danych i oszacowania
warto$ci nKy, zdecydowatam si¢ uzy¢ metode Benesi-Hildebranda (B-H) (Tabela 3) [44].
Nalezy wspomnie¢, ze w tej metodzie przyjeto stechiometri¢ utworzonego kompleksu
ligand/G4 1:1, zatem wynik obliczen B-H nalezy uzna¢ za produkt nK, [H5-H7].

Tabela 3. Parametry oddziatywania ligandéw I-111 z r6znymi G-kwadrupleksami okre$lone
za pomoca metody Benesi-Hildebranda z danych otrzymanych w eksperymentach
miareczkowania spektrofotometrycznego (A) i fluorescencyjnego (F) (stala wigzania Ky,
n-liczba zwigzanych czasteczek liganda na G-kwadrupleks).

Metoda Benesi-Hildebranda, nKp, (x 10° M™)
L.p. | G-kwadrupleks I I i
A F A F A F

1 | 22HT/Na 1.1£0.2 | 1.7£0.3 | 0.7£0.1 | 0.5+0.1 | 1.3+0.1 | 0.8+0.1
2 | 22HT/K 1.9+0.4 1.2+0.1 1.4+0.2 1.3+0.1 15+0.3 | 1.7+0.3
3 | c-MYC 6.0+0.2 | 6.940.2 | 4.6+0.2 | 4.0+0.2 | 4.4+0.2 | 3.9+0.2
5 | c-KIT1 1.1+0.1 | 1.5+0.2 | 1.4+0.1 | 1.2+0.1 | 2.0+0.1 | 1.4+0.1
6 | KRAS 1.8£0.2 | 2.7£0.4 1.4+0.2 | 3.0+0.3 | 3.2+0.2 | 3.6+0.1
7 | Bcl-2 22403 | 2.5+0.2 | 2.840.2 | 3.6£0.2 | 3.8£0.2 | 4.7£0.2

Jak wida¢ z danych zamieszczonych w tabeli 3 stale wigzania otrzymane z trzech
niezaleznych eksperymentoéw za pomoca dwoch réznych metod spektroskopowych pozostaja
ze sobag w wigkszosci przypadkéw w duzej zgodnosci. Jednoczesnie obserwujemy silne
wigzanie ligandow do G-kwadrupleksu o sekwencji protoonkogenu c-MYC, co potwierdzaja
eksperymenty badania termicznej stabilizacji G-kwadrupleksow DNA  wykonane
z zastosowaniem spektroskopii dichroizmu kotowego.

Spektroskopia dichroizmu kotowego (CD) jest metoda stosowang do o0znaczania
absolutnej struktury przestrzennej czasteczek (konfiguracja), jak rowniez badania konformacji
chiralnych molekut 1 makromolekul, w szczeg6lnosci peptydow, biatek oraz kwasoéw
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nukleinowych [45]. Badania CD pozwalaja na okreslenie struktur ll-rzedowych
rozpuszczalnych biatek, stosowane sg w badaniu przemian konformacyjnych DNA takich jak
np. denaturacja, zmiany form B/A czy B/Z, rozréznienie DNA dwuniciowego
od trojniciowego czy czteroniciowego. Ta chiralooptyczna metoda znalazta szerokie
zastosowanie w badaniu oddzialywan kwasow nukleinowych z matymi czasteczkami
(ligandami) zawierajacymi chromofory, czy lekami. Spektroskopia dichroizmu kolowego
dostarczyla mi cennych informacji na temat powstawania, stabilnosci, topologii
G-kwadruplekséw oraz wptywu ligandow na te struktury i prawdopodobnego sposobu
oddziatywania [46-48]. Typowe widmo CD G-kwadrupleksu utworzonego na
oligonukleotydzie o sekwencji ludzkiego telomerowego DNA w obecnosci jonéw Na®
posiada dodatnie pasmo przy 295 nm i dwa mniejsze pasma o przeciwnej orientacji: ujemne
przy 265 nm i dodatnie przy 240 nm, charakterystyczne dla antyrdwnoleglej struktury typu
koszyk [49]. W obecnosci jonow K™ G-kwadrupleks przyjmuje mieszang strukture hybrydowa
o widmie CD charakteryzujacym si¢ silnym dodatnim pasmem przy 293 nm oraz ramieniem
przy okoto 270 nm i mniejszym ujemnym pasmem przy 240 nm [50]. Widma CD
G-kwadrupleksow o sekwencji ludzkich protoonkogenéw w wigkszo$ci zdominowane s3
przez intensywne dodatnie pasmo przy 262 nm i mniejsze ujemne przy 245 nm, typowe dla
rownoleglej struktury G-kwadrupleksu [51]. Badanie wptywu ligandow na G-kwadrupleksy
przeprowadza si¢ rejestrujac widma DNA po dodaniu kolejnych porcji liganda. Wszystkie
badane ligandy karbazolowe nie wplywaja na potozenie pasm badanych G-kwadrupleksow,
co wskazuje, ze struktury te zachowuja swoja topologi¢. Stopniowe zmniejszanie
intensywnosci sygnalow CD po dodaniu wigkszych ilosci ligandow nie wskazuje zaleznego
od ligandéw zaburzenia idealnego utozenia tetrad w G-kwadrupleksie, ale raczej sg to zmiany
wynikajace z oddziatywan end-stacking (Rys. 13) [52,53].
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Rys. 13. Widma dichroizmu kotowego (CD) G-kwadrupleksu 22HT (5 uM) w sodzie (A) i
potasie (B) oraz G4 c-MYC (5 uM) w potasie (C) rejestrowane po kolejnych dodatkach
liganda I11 (0-5 ekw.) w buforze Tris-HCI (10 mM, pH 7.2) zawierajacym 100 mM NacCl (A)
oraz 100 lub 150 mM KCI (B, C).

Nalezy zauwazy¢, ze badane ligandy sg achiralne, a wigc nie wykazujg aktywnosci CD
w roztworze. Jednakze w rejonie dlugofalowym, w ktérym ligandy karbazolowe maja pasma
absorpcyjne, mozna zaobserwowa¢ ujemne indukowane sygnaty CD (ICD). Zauwazylam,
ze w przypadku eksperymentow z G-kwadrupleksem c-MYC pasma ICD zostaty przesunigte
do ok. 500 nm (Rys. 13C), co potwierdza najwigksze przesunigcie batochromowe jakie
zaobserwowalam w do$wiadczeniach miareczkowania spektrofotometrycznego z ta strukturg
DNA (52-57 nm, Tabela 2). Tak wiec pojawienie si¢ pasm ICD wskazuje, ze rdézne
G-kwadrupleksy, takie jak c-MYC, c-KIT1, KRAS, Bcl-2 i telomerowy, niezaleznie od
struktury wigza si¢ z badanymi zwigzkami w taki sam sposob [H5,H6,37]. Na widmach CD
nie obserwujemy dodatnich sygnatéw indukowanych, co raczej wyklucza wigzanie ligandow
z bruzdami badanych struktur G-kwadrupleksowych [46, 54-56]. W badaniu oddziatywania
ligandoéw z G-kwadrupleksami spektroskopi¢ dichroizmu kolowego wykorzystatam réwniez
w inny sposob. Aby uzyska¢ informacje o stabilizacji (lub destabilizacji) struktury
G-kwadrupleksu przez badany ligand okreslitam termiczng stabilizacje G-kwadruplekséw
DNA utworzonych w obecnosci kazdego z ligandéw, w porownaniu do samego G4 DNA
poprzez rejestracje profili topnienia (Tr). Eksperymenty prowadzitam w 10 mM buforze
Tris-HCI (pH 7.2) zawierajacym 100 mM NaCl lub KCl. W przypadku G-kwadrupleksow
0 wysokich wartos$ciach Tr,, gdzie nie byloby mozliwe wyznaczenie temperatur topnienia
kompleksow ligand-G4 zastosowatam bufor o niskiej sile jonowej (stezenie K* zmniejszytam
do 10 mM i dodatam 90 mM LiCl) (Tabela 4) [37,57,H6]. Badane procesy charakteryzuja si¢
powolng kinetyka, na co wskazywata czgsto obserwowana histereza migdzy krzywymi
topnienia i splatania w przypadku eksperymentow prowadzonych z szybkoscig grzania
1 °C/min (krzywe denaturacji przesunigte byly w kierunku wyzszych temperatur niz krzywe
renaturacji) [58,59]. Wszystkie przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze ligand 11l
z ugrupowaniem imidazolowym najlepiej termicznie stabilizuje badane G-kwadrupleksy
DNA. Dane te sg w dobrej zgodnosci z danymi uzyskanymi w pomiarach z zastosowaniem
absorpcji UV-Vis i fluorescencji.

Tabela 4. Podsumowanie badan nad topnieniem G-kwadrupleksow DNA w obecnosci 3
ekwiwalentow ligandow I-111.

G4 DNA | 1 11
L.p. | G-kwadrupleks Tm [°C] T/ATh Tm/ATh Tm/ATh

[°C] [°C] [°C]

1 22HT/Na® 49.5 51.8 53.3 54.1
A=23 A=338 A=46

2 22HT/KP 62.0 62.5 63.2 66.3
A=05 A=12 A=43

3 c-MYC PDB id: 70.1 76.7 74.3 80.4
2L7V° A=06.6 A=4.2 A=10.3
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c-MYC PDB id: 57.3 64.9 64.3 69.0
2LBY® A=106 A=1.0 A=117
c-KIT1id: 203M ¢ 51.8 S7.7 57.2 60.2

A=59 A=54 A=84
KRAS® 47.1 56.3 54.8 60.7

A=9.2 A=T1.7 A=13.6
Bcl-2 id: 2F8U° 51.2 60.9 60.2 64.9

A=9.7 A=93 A=13.7

® T G4 bez i z ligandami I-111 w 10 mM buforze Tris-HCI (pH 7.2), 100 mM NaCl. ° T, G4

bez i z ligandami I-111 w 10 mM buforze Tris-HCI (pH 7.2), 100 mM KCI. ¢ T, G4

bez i z ligandami 1-111 w 10 mM buforze Tris-HCI (pH 7.2), 90 mM LiCl i 10 mM KCI.

ATp otrzymatam z réznicy w temperaturach topnienia G-kwadrupleksu zwiazanego z 3 ekw.
liganda i nieskompleksowanego. Dane zbierano przy 293nm w przypadku G-kwadrupleksow
22HT/Na i 22HT/K oraz przy 265 nm we wszystkich pozostatych eksperymentach.
Wykonano trzy powtorzenia eksperymentow, a $rednie wartosci podano w granicach
+0.5 °C.

1,0 1

0,8 -

0,6 -

CDggs []

0,4

0,2 -

0,0 -

0 2l0 4ID GIO 86 100
Temperature [°C]
Rys. 14. Znormalizowane profile topnienia CD G-kwadrupleksu KRAS zarejestrowane przy
265nm bez i z 3 ekwiwalentami ligandéw I-111 w 10 mM buforze Tris-HCI (pH 7.2)
zawierajagcym 100 mM KCl.

Zarejestrowalam rowniez profile topnienia oligonukleotydow inkubowanych
z ligandami karbazolowymi bez dodatku jonéw Na™ i K*, co potwierdzilo zdolnoéé ligandow
do indukowania tworzenia struktur G-kwadrupleksowych (Tabela 5) [H5,H7]. Jedynie
w przypadku oligonukleotydu o sekwencji protoonkogenu Bcl-2 nie zaobserwowatam
tworzenia si¢ G-kwadrupleksu, chociaz wszystkie badane ligandy stabilizujg juz utworzony
G4 (Tabela 4). Rowniez te eksperymenty potwierdzity najwigckszy wplyw liganda 111
na tworzenie G-kwadrupleksow, podczas gdy zdolnosé ligandow | i Il byta nieco nizsza
i na porownywalnym poziomie.
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Tabela 5. Podsumowanie badan nad wplywem ligandow I-l111 na tworzenie
G-kwadrupleksow DNA w przypadku braku soli.

| I i
L.p. Oligonukleotyd Tm [°C] Tm [°C] Tm [°C]
1 22HT 27.2 30.6 44.6
2 c-MYC PDB id: 2L7V 47.6 47.2 55.2
3 c-MYC PDB id: 2LBY 40.8 38.4 46.0
4 c-KIT1 id: 203M 37.5 36.5 40.3
5 Bcl-2 id: 2F8U b.e. b.e. b.e.
6 KRAS 29.3 30.3 33.5
7 Ceb25 id: 2LPW 37.2 35.5 42.4
8 RET id: 2L88 46.3 46.9 48.9
b.e. - brak efektu. T, oligonukleotydu z 3 ekw. ligandéw I-111 w 10 mM buforze Tris-HCI

(pH 7.2) bez dodatku soli. Dane zbierano przy 293nm w przypadku oligonukleotydu
0 sekwencji telomerowej oraz przy 265 nm w przypadku wszystkich pozostatych
oligonukleotydow. Wykonano trzy powtorzenia eksperymentow, a Srednie wartosci podano
w granicach £+ 0.5 °C.

Oddziatywania G-kwadrupleksow c¢-MYC, ¢-KIT1 i BCL-2 z ligandami
karbazolowymi potwierdzono z wykorzystaniem modelowania molekularnego. Dr Martyna
Kuta-Siejkowska w ramach swojej pracy doktorskiej "Studies on interactions
of protooncogenic G-quadruplexes with ligands", ktorej bytam promotorem pomocniczym,
wykonata gléwne obliczenia w grupie badawczej dra Shozeba Haidera w University College
London (Department of Pharmaceutical and Biological Chemistry, School of Pharmacy),
ktory byl kopromotorem tej pracy doktorskiej [H5,H6]. Do badan wybrano struktury
0 rozwigzanej juz strukturze z bazy Protein Data Bank: id: 2L7V (c-MYC), id: 203M (c-
KIT1) i id: 2F8U (BCL-2), ktore dr Haider wielokrotnie wykorzystywal do badania
oddziatywan z ligandami. Dzigki temu mieliSmy pewno$¢, Ze badania teoretyczne beda
wykonane na najwyzszym Swiatowym poziomie. Poprzez dokowanie ligandoéw
karbazolowych do wymienionych struktur (ICM Molsoft) otrzymano dziewi¢¢ kompleksow
bedacych strukturami poczatkowymi w eksperymentach symulacji dynamiki molekularnej.
Wykonano szczegbtowa analize symulacji dla tych kompleksow oraz struktur
nieskompleksowanych G-kwadrupleksow poprzez obliczenie wartosci RMSD, RMSF, analize
tworzonych wigzan wodorowych, analize potozenia liganda wzgledem zewngtrznych tetrad,
klastrowanie, analize stabilnos$ci wigzan wodorowych Hoogsteena w G-tetradach, obliczenia
energii wigzania (VINA z funkcja X-score) oraz analize¢ SASA (Solvent Accessible Surface
Area). Analizujgc uzyskane wyniki okreslono stabilnos¢ otrzymanych komplekséw w czasie,
sit¢ oddzialywania G-kwadruplekséw z badanymi ligandami I-I11, jak rowniez oceniono
wpltyw ligandow na stabilno$¢ badanych G-kwadruplekséw. Wyniki badan wykazaty,
ze swoboda konformacyjna liganda Il z ugrupowaniem triazolowym jest wigksza
od pochodnej 111 z podstawnikiem imidazolowym. Dokowanie potwierdzito wystepowanie
oddziatywan wartstwowych end-stacking migdzy ligandami, a zewne¢trznymi G-tetradami.
Zaobserwowano tworzenie si¢ wigzan wodorowych miedzy ligandami 11 i 1l
z podstawnikami azolowymi, a nukleotydami znajdujacymi si¢ w petlach. Analiza wigzan
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wodorowych Hoogsteena w G-kwadrupleksach wolnych i skompleksowanych z ligandami
karbazolowymi I-111 wykazata ich duzag trwalo$¢ niezaleznie od rodzaju G4 i stosowanego
liganda. Uzyskane rezultaty wskazaty, ze wszystkie badane ligandy karbazolowe stabilizuja
G-kwadrupleksy tworzace si¢ na oligonukleotydach o sekwencjach roznych ludzkich
protoonkogenow, jednoczesnie potwierdzajac atrakcyjno$¢ tych struktur i1 wykazujac
mozliwo$¢ poprawy wlasciwosci przez kolejne modyfikacje strukturalne [H5,H6]. Wyniki te
sa zgodne z rezultatami eksperymentalnymi. Chciatabym dalej kontynuowac¢ wspoétprace
z doktorem Haiderem w nastgpnych projektach.

We wspolpracy z Katedra Chemii Klinicznej i Diagnostyki Molekularnej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu kierowang przez prof. dr hab. Mari¢ Rybczynska,
a obecnie przez dr hab. Btlazeja Rubisia, przeprowadzone zostaty eksperymenty
cytotoksyczno$ci na estrogenozaleznych i estrogenoniezaleznych komodrkach raka piersi
MCF7 i MDA-MB-231 oraz prawidlowych komorkach gruczotu piersiowego MCF-12A.
Badania wykazaty, ze zwiazki r6znig si¢ aktywnoscig dla poszczegolnych linii komorkowych,
a ligand 111 nie wykazuje cytotoksycznosci w stosunku do komorek prawidtowych [H7, 37].
Dodatkowo dla liganda 11l z ugrupowaniem imidazolowym, ktory wykazal najwieksza
stabilizacj¢  G-kwadrupleksu utworzonego na sekwencji telomerowej i najlepiej
wplywajacego na utworzenie tego G-kwadrupleksu, nawet bez obecnosci jonow Na® i K7,
zbadano hamowanie aktywnosci telomerazy z wykorzystaniem testu protokotu amplifikacji
powtdrzen telomerowych (TRAP). Aby oceni¢ wplyw liganda I11 na aktywno$¢ polimerazy
Taq 1 zweryfikowa¢ specyficzny wplyw na aktywno$¢ telomerazy, przeprowadzono
doswiadczenie PCR (reakcja tancuchowej polimerazy) w obecno$ci réznych stgzen zwigzku.
PCR wykazat spadek aktywnosci polimerazy Taq przy wyzszych stezeniach liganda (5 1 10
uM) [H7]. Ale wydaje si¢, ze aktywno$¢ cytotoksyczna tego liganda nie jest zwigzana
z hamowaniem telomerazy. Nie jest to wniosek niespodziewany, poniewaz wiele znanych
ligandow stabilizujacych G-kwadrupleks nie jest ukierunkowanych na enzym telomerazg,
ale sam telomer [1].

Tabela 6. Cytotoksyczno$¢ in vitro pochodnych karbazolu I-111 na wybranych liniach
komorkowych po 72h.

Cytotoksycznosé (1Cso, [uM])

Linie komorkowe

MCF7 1.16 2.73 9.5
MDA-MB-231 2.3 6.94 114
MCF-12A b.d. b.d. b.e.

b.d. brak danych; b.e. brak efektu

Podjetam rowniez proby okre$lenie dynamiki i sity oddziatywania G-kwadrupleksu
0 sekwencji protoonkogenu c-MYC z badanymi ligandami z zastosowaniem spektroskopii
NMR. Badania te byly prowadzone w Zespole Biomolekularnego NMR w Instytucie Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii
Gdaniec. Niestety, magnetyczny rezonans jadrowy, jako narzedzie niezbedne do okreslania
struktury G-kwadrupleksow oraz badania oddziatywan ligand-G-kwadrupleks jest bardzo
wymagajacg technikg — bardzo czgsto nie udaje si¢ otrzymaé, a tym samym zanalizowac,
tylko jednej struktury G4 DNA. 1 tak réwniez bylo w naszym przypadku. Nie udato si¢
przyporzadkowaé poszczeg6lnych protonow odpowiednim zasadom guaninowym, a tym
samym nie mogliSmy uzy¢ tej metody do potwierdzenia oddzialywania end-stacking. Dlatego
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publikacja dotyczaca oddziatywan ligandow karbazolowych ze wspomnianym
G-kwadrupleksem nie zostata wzbogacona o wyniki NMR [H5].

PODSUMOWANIE
Najwazniejsze wyniki i osiggni¢cia zawierajace elementy nowosci naukowej dotyczace
syntezy, charakterystyki i potencjalnego zastosowania ligandow karbazolowych:
» Synteza i charakterystyka fizykochemiczna nowych zwigzkow o szkielecie antracenu
i karbazolu, blokéw budulcowych w syntezie ligandow G-kwadrupleksowych;
» Optymalizacja syntezy N-podstawionych monoaldehydow karbazolu
z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego;

» Synteza, charakterystyka fizykochemiczna oraz zbadanie wiasciwosci spektralnych
nowych ligandow o szkielecie karbazolu;

» Badanie oddzialywania ligandow z G-kwadrupleksami DNA technikg dializy
rownowagowej W buforach z dodatkiem jonow potasu;

» Wykazanie przydatnosci zwiazkow karbazolowych stabilizujacych G-kwadrupleksy
DNA do celéw bioanalitycznych oraz biomedycznych;

» Wskazanie przydatnosci zwigzkow karbazolowych w kontek$cie dalszych badan

biologicznych, szczegdlnie nad zmianami transkrypcji przez  tworzenie
G-kwadrupleksow w regionie promotorowym gendéw, a zwlaszcza w rejonie
protoonkogenu c-MYC;

» Ocena cytotoksycznosci ligandow  karbazolowych na  estrogenozaleznych
i estrogenoniezaleznych komorkach raka piersi MCF7 i MDA-MB-231
oraz prawidlowych komoérkach gruczotu piersiowego MCF-12A.

PERSPEKTYWY
Pragne¢ kontynuowac¢ dotychczasowa tematyke badawcza 1 w najblizszej przysziosci:

» opublikowa¢ zebrany materiat dotyczacy oddziatywania ligandow  I-111
z G-kwadrupleksami o sekwencjach protoonkogenu KRAS i Bcl-2, wzbogacony
0 wyniki badan teoretycznych dra Shozeba Haidera oraz badan biologicznych
w kierunku aktywnosci przeciwgrzybiczej pochodnych karbazolu;

» kontynuowa¢ opisang w czesci "Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-
badawczych" wspotprace w kierunku syntezy nowych zwigzkéw metalakoronowch.
Chcialabym, aby byta to tematyka mojego nastgpnego samodzielnego grantu
lub fragment szerszego projektu europejskiego we wspotpracy ze $wiatowymi
liderami w dziedzinie zwigzkow metalakoronowych.

» wykorzysta¢ otrzymane pochodne karbazolu do syntezy nowych dwukleszczowych
ligandow G-kwadrupleksowych z ugrupowaniem amidowym.

» wykona¢ badania oddziatywania zwigzkéw chiralnych z DNA, a w szczegolnosci
zbada¢ wplyw czystych enancjomerow i mieszaniny racemicznej na zdolno$é
stabilizacji G-kwadrupleksow DNA o roznej topologii. W tym celu chce nawigzaé
wspolprace z prof. UAM dr hab. Marig Chrzanowska z Pracowni Spektrochemii
Organicznej mojego Wydziatu oraz/lub prof. dr hab. Zbigniewem Czarnockim
z Pracowni Chemii Zwigzkoéw Naturalnych UW, ktory byl recenzentem mojej pracy
doktorskiej.
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OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

W latach 1989-1994 studiowalam na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza na kierunku chemia i wykonatam prace magisterska w Zakladzie Spektrochemii
Organicznej pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Marii D. Rozwadowskiej zatytulowang
“Reakcja Mitsunobu w uktadach o-ftalimidoalkoholi". Od tego czasu jestem zwigzana
z UAM, gdzie nastgpnie rozpocze¢tam studia doktoranckie pod kierunkiem prof. dr hab.
Wiestawa Antkowiaka w tym samym Zakladzie. Celem mojej pracy badawczej byta
calkowita synteza orellaniny (1,1'-ditlenku-3,3',4,4'-tetrahydroksy-2,2'-bipirydylu), alkaloidu,
ktorego struktura zostata po raz pierwszy odkryta przez Antkowiaka i Gessnera w 1979 r.,
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oraz modelowego zwigzku 5-hydroksy-9,10-dihydro-4-azafenantrenu w celu ustalenia
probleméw stereochemicznych wynikajacych z zahamowanej rotacji wokol wigzania
taczacego oba pierscienie. Ustalenie trwalo$ci atropoizomeroéw moglo mie¢ znaczenie przy
ocenie zaleznosci aktywnosci fizjologicznej od budowy przestrzennej czasteczek tych
zwigzkow.

W 1997 roku zmienitam tematyke badawczg i promotora pracy, i pod kierunkiem prof.
dr hab. Marii D. Rozwadowskiej przeprowadzitam pierwsza tradycyjng syntez¢ alkaloidow
izochinolinowych metodg Pomeranza-Fritscha-Bobbitta w wersji enancjoselektywnej. Jako
substancje docelowe obratam proste alkaloidy izochinolinowe: salsolidyn¢ i karneging, czgsto
stosowane w roznych laboratoriach, jako substancje wzorcowe w sprawdzaniu skutecznosci
nowo realizowanej metody syntetycznej. Kluczowy etap obranej strategii zaktadat
generowanie centrum stereogenicznego na atomie wegla C-1 we wczesnym etapie syntezy, tj.
poprzez enancjoselektywng addycje metylolitu do iminy "Pomeranza-Fritscha". Poniewaz
celem moich badan byla synteza enancjoselektywna, czyli taka, w ktorej centrum
stereogeniczne w substancji prostereogenicznej generuje si¢ w obecnosci zewngtrznych
induktorow asymetrii, jako chiralnych ligandow uzywalam zZwigzkow
o szkielecie oksazoliny. Sg to zwigzki stosowane jako chiralne ligandy i katalizatory, bardzo
skuteczne w kompleksach z metalami, jak i w potgczeniu ze zwigzkami organicznymi,
a dodatkowo tatwo otrzymywane z prostych enancjomerycznie czystych prekursoréow -
handlowo dostepnych aminoalkoholi lub odpowiednich a-aminokwasow. Wybor padt
na oksazoliny rowniez dlatego, ze w dwczesnym czasie w Zaktadzie prowadzono badania nad
przeksztalcaniem (+)-tiomikaminy, produktu odpadowego w syntezie antybiotykdw typu
amfenikolu, w substancje uzyteczne w syntezie organicznej. Otrzymatam 12 nowych
oksazolin tak zaprojektowanych, aby zawieraly podstawniki ro6znigce si¢ wiasciwosciami
sterycznymi 1 elektronowymi, ktére w pelni scharakteryzowatam spektralnie. Wstepnym
celem pracy bylo zbadanie wptywu chiralnych oksazolin, jako zewngtrznych induktoréw
asymetrii, na enancjoselektywno$¢ reakcji addycji zwigzkow metaloorganicznych do uktadu
iminowego i tym reakcjom poswigcitam znaczng cz¢$¢ moich badan. W wyniku optymalizacji
warunkéw reakcji  otrzymatam amine "Pomeranza-Fritscha” z 76% nadmiarem
enancjomerycznym, a uzyskane rezultaty moga mie¢ znaczenie nie tylko dla syntezy
optycznie czynnych amin 2°, ale bardziej ogoélne dla syntezy alkaloidow. Istotnym
problemem w badaniach bylo okreslenie czystosci optycznej i konfiguracji otrzymanych
amin. Dysponujac wzorcem opracowatam dwie metody pozwalajace na okreslenie nadmiaru
enancjomerycznego: spektroskopowa 1 chromatograficzng. Spektroskopia 'H NMR
z zastosowaniem zsyntetyzowanego przeze mnie TADDOLuU (o,a,0',a'-tetrafenylo-1,2-
dioksolano-4,5-dimetanol) oraz HPLC z kolumng chiralng Chiralcel OD-H, umozliwity
rozseparowanie 1 przyporzadkowanie sygnatow odpowiednim enancjomerom badanych
zwigzkow. Bylo to tym wazniejsze, ze zwigzek nie byt znany w postaci enancjomerycznie
czystej - nie mogtam skorzysta¢ ze znaku skrecalnos$ci wlasciwej, a poniewaz byl substancjg
oleista, to nie mozna bylo wykona¢ analizy rentgenograficznej. Konfiguracj¢ aminy
okreslitam metodami chemicznymi przeksztalcajac ja w lewoskretng salsolidyne 1 karneging
0 znanej konfiguracji absolutnej (S). Tak wigc potwierdzitam, ze konfiguracja aminy oraz
salsolidyny i karneginy jest taka sama. (S)-(-)-salsolidyne i (S)-(-)-karneging otrzymatam bez
znaczace] straty czystosci optycznej. W 2001 roku uzyskalam stopien doktora nauk
chemicznych o specjalno$ci chemia organiczna bronigc pracy doktorskiej zatytutowanej
wEnancjoselektywna synteza alkaloidow izochinolinowych metodq Pomeranza-Fritscha w
modyfikacji Bobbitta”. Rezultatem tych badan byly 4 komunikaty zjazdowe oraz dwie
publikacje (Zatacznik 4).

Do lutego 2004 roku zwigzana bylam caty czas z grupa badawcza Pani prof. Marii D.
Rozwadowskiej, a wynikiem tej wspolpracy byty 4 kolejne publikacje (Zatacznik 4). W tym
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samym roku otrzymatam dwuletnig pozycj¢ post-doca (2.08.2004-1.08.2006) w Laboratory
of Medicinal Chemistry w grupie badawczej dra Kennera C. Rice'a, National Institute
of Diabetes and Digestive and Kidney Disease (NIDDK), National Institutes of Health (NIH),
Bethesda, Maryland, USA. Niestety ze wzgledow rodzinnych (bytam w cigzy blizniaczej)
musiatam zrezygnowac ze stypendium w tym prestizowym osrodku naukowym.

W 2005 roku stanetam do konkursu na etat adiunkta i od 1 pazdziernika tego roku
rozpoczelam prace na tym stanowisku w grupie badawczej prof. dr hab. Bernarda Juskowiaka
w Zakltadzie Chemii Analitycznej Wydzialu Chemii UAM. Do chwili obecnej jestem
zwigzana z tg sama grupa badawcza, ktéra w 2007 roku przeksztalcita si¢ w samodzielng
Pracowni¢ Chemii Bioanalitycznej. Poniewaz rozpoczelam badania w catkowicie nowej
dziedzinie wykorzystatam swoje doswiadczenie syntetyka organika i wlaczytam si¢ w nurt
badan grupy zwigzany z syntezg nowych ligandow oddzialujacych z kwasami nukleinowymi,
potencjalnie przydatnych do zastosowan bioanalitycznych i biomedycznych, szczegdlnie
w odniesieniu do troj- i czteroniciowego DNA.

W miegdzyczasie rozpoczgtam wspotprace z grupa badawcza prof. dr hab. Marka
Sikorskiego na naszym Wydziale. Pracownia Fotochemii Stosowanej, ktdrej Pan Profesor jest
kierownikiem, od lat jest zainteresowana badaniem wtasciwosci spektralnych i fotofizycznych
zwigzkow z grupy flawin. Witamina B, i jej pochodne wystepuja w produktach
zywnos$ciowych. Obecne w enzymach i fotoreceptorach sg aktywne w procesach utleniania
1 redukcji zachodzacych w komoérkach. W stanie wzbudzonym wchodza w reakcje z tlenem
I jako fotosensybilizator tlenu singletowego mogg dezaktywowaé wiele wirusow i bakterii.
Niektore badania wskazuja na antynowotworowa aktywno$¢ pochodnych ryboflawiny,
a takze jej udzial w terapii innych choréb [60]. Dr Malgorzata Insinska-Rak z tej grupy,
zaproponowata mi zbadanie zdolnos$ci pochodnych witaminy B2: alloksayny, lumichromu,
lumiflawiny i 3-metylotetraacetyloryboflawiny do stabilizacji G-kwadrupleksow DNA,
poniewaz takie badania na tej grupie zwigzkow nie byty dotychczas wykonywane.

Badanie oddzialywania ligandow z DNA przeprowadzitam technikg dializy
rébwnowagowej przy zastosowaniu czytnika mikroplytek z gtowica do pomiarow absorpcji
1 fluorescencji, wyposazonego w system programowanego dozowania odczynnikoéw,
co stwarza mozliwos¢ wykonanie wielu serii pomiarow w krotkim czasie. Badania pozwolity
mi na ocen¢ selektywnosci badanych zwigzkéw 1 wytonienie kandydatow do dalszych badan.
Zastosowatam 10 réznych form kwaséw nukleinowych: dwuniciowych (Poly[dA]*Poly[dT],
Poly[dG]*Poly[dC], Poly[dA-dT]*Poly[dA-dT], Poly[dG-dC]*Poly[dG-dC], ct DNA) oraz
czteroczasteczkowych tworzacych G-kwadrupleksy o rdznej topologii: oligonukleotydy
o sekwencji ludzkiego telomerowego DNA (22-mer 5’-AGGG(TTAGGG);3-3’ oraz 48-mer
5’-AGGG(TTAGGG)7-3”), oligonukleotyd o sekwencji ludzkiego onkogenu c-MYC
5’-AGGGTGGGGAGGGTGGGG-3* 1 ¢-KIT2 5-GGGCGGGCGCGAGGGAGGGG-3’
(intramolekularne ~ kwadrupleksy o  réznej  topologii) oraz  oligonukleotyd
5’-TTGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGTT-3”  tworzacy intermolekularny  kwadrupleks
réwnolegly. Wyniki wykazaty jednoznacznie selektywno$¢ badanych zwiazkoéw wzgledem
struktur DNA wyzszego rzedu, niezaleznie czy dwuniciowe DNA bylo bogate w zasady AT,
czy GC. Oddzialywania strukturalnie podobnej alloksazyny i lumichromu byly silniejsze niz
lumiflawiny i jej pochodnej, a do dalszych badan wytypowatam dwa G-kwadrupleksy
tworzace si¢ na oligonukleotydach o sekwencji telomerowej oraz o sekwencji ludzkiego
onkogenu ¢c-MYC. Przeanalizowalam roéwniez zdolno$¢ stabilizacji  termicznej
G-kwadrupleksow przez 4 badane zwiazki rejestrujac profile temperaturowe bez i w
obecnosci 3 ekw. ligandow metodg spektrofotometryczng. Ku mojemu zaskoczeniu obliczone
ATn nie byly wigksze niz 1.6+0.5 °C, co wskazuje na slabg zdolno$¢ stabilizacji termiczne;.
Otrzymane wyniki byly do siebie zblizone, co nie pozwolito mi na wytypowanie liganda
najlepiej stabilizujgcego ktora§ z badanych struktur DNA. Jednocze$nie za pomoca
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spektroskopii dichroizmu kotowego potwierdzitam, ze badane zwigzki nie destabilizuja
badanych struktur DNA. Wyniki te nie zostaty do tej pory opublikowane, ale mam nadzieje,
ze ta wspolpraca wzbogacona o badania spektrofluorymetryczne oraz badania biologiczne
zaowocuje wspolng publikacja.

W ostatnich latach rozpoczetam wspotprace z prof. dr hab. Maciejem Kubickim w
ramach projektu badawczego ,,Synteza, struktura, rozktad gestosci elektronowej i aktywnos¢
biologiczna (-)-cytyzyny, jej soli i nowych pochodnych” (NCN OPUS UMO-
2013/11/B/ST5/01681) realizowanego w Zaktadzie Krystalografii na Wydziale Chemii UAM,
ktorego bytam wykonawcg. Moim zadaniem bylo sprawdzenie, czy (-)-Cytyzyna i jej trzy
pochodne, bedace dobrymi agonistami receptoréw nACh, wykazujgcymi czasami wlasciwosci
przeciwbolowe, antydepresyjne, przeciwzapalne, hipoglikemiczne czy redukujace
nadcisnienie [61], beda wykazywaly zdolno$¢ stabilizacji struktur G-kwadrupleksowych
DNA, a tym samym czy mozliwe jest rozszerzenie wlasciwosci tych zwigzkéw o potencjalne
wiasciwos$ci antynowotworowe.

Typowe metody badania powinowactwa ligandow do DNA bazuja na wykorzystaniu
ich charakterystycznych wlasciwosci spektroskopowych, gtownie zdolnosci do absorpcji
$wiatta w zakresie widzialnym oraz wlasciwosciach fluorescencyjnych. W przypadku
(-)-cytyzyny i jej pochodnych badania oddziatywan z G-kwadrupleksami DNA byly bardzo
trudne, poniewaz zwigzki te absorbuja promieniowanie w zakresie UV, czyli zakresie
charakterystycznym dla kwasow nukleinowych oraz nie posiadaja wtasciwosci emisyjnych.
Badania oddziatywan (-)-cytyzyny i jej pochodnych z G-kwadrupleksami DNA prowadzitam
z wykorzystaniem metod bezposrednich takich jak spektroskopia dichroizmu kolowego
i badanie stabilno$ci termicznej DNA w obecnosci zwigzkéw oraz metod posrednich
z udziatem indykatora fluorescencyjnego (metoda FID) i specjalnie przygotowanej do tych
badan techniki dializy rownowagowej w wersji roznicowe;.

W pierwszym etapie, mimo trudno$ci zwigzanych z detekcja zwigzkow wynikajaca
z ich wlasciwosci spektroskopowych o ktorych pisatam powyzej, zbadatam powinowactwo
wigzania (-)-cytyzyny i jej soli bromowodorowej do 18 réznych struktur kwasoéw
nukleinowych (jedno-, dwu-, trgj- i czteroniciowych) wg opracowanej przeze mnie procedury
badawczej. Metoda dializy réwnowagowe] w wersji réznicowej wykazata bardzo stabe
oddziatywania badanych zwigzkow ze wszystkimi badanymi strukturami DNA. Zastosowanie
dializy rownowagowej do badania zwigzkéw o takich wlasciwosciach spektroskopowych jest
mozliwe, ale naktad pracy 1 koszty eksperymentow sg niewspotmiernie mate do osiggnigtych
korzys$ci badawczych. To cenne do§wiadczenie naukowe pozwala mi na stwierdzenie, Ze jest
to metoda najlepsza dla zwigzkéw absorbujacych w zakresie widzialnym lub wykazujacych
wlasciwosci fluorescencyjne, chyba Ze oddziatywania ligand-DNA sg bardzo silne.

W celu sprawdzenia tych wynikow do dalszych badan wytypowatam dwie sekwencje
oligonukleotydowe o najwyzszym powinowactwie, a jednocze$nie najbardziej interesujace
biologicznie: 22-mer 0 sekwencji ludzkiego telomerowego DNA
5’-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3” (22HT) oraz 22-mer o sekwencji ludzkiego
protoonkogenu c-MYC 5-TGAGGGTGGGTAGGGTGGGTAA-3. Pomiary temperatur
topnienia (Tm) G-kwadruplekséw bez i w obecnosci czterech badanych ligandow wykazaty,
ze (-)-cytyzyna i jej 3 pochodne nie wykazujg zdolno$ci stabilizacji termicznej DNA,
a zdolno$¢ taka wykazuja znane literaturowo zwigzki o wiasciwosciach antynowotworowych,
przeciwbakteryjnych, czy przeciwgrzybiczych. Wykonatam rowniez widma dichroizmu
kotowego (CD) w celu okreslenia ewentualnego sposobu oddzialywania badanych zwigzkow
(oddziatywania end-stacking, elektrostatyczne lub wigzanie do rowka) z dwoma
G-kwadrupleksami DNA o sekwencji telomerowej w obecnosci jonow Na® (struktura
antyrownolegta) i K* (struktura hybrydowa) oraz o sekwencji ludzkiego protoonkogenu
c-MYC w obecnosci jonow K* (struktura rownolegta). (-)-Cytyzyna i jej pochodne
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sg zwigzkami optycznie czynnymi i posiadaja swoje charakterystyczne pasma CD: dwa
ujemne ok 225 nm i 300 nm oraz slabe pasmo dodatnie przy ok. 340 nm widoczne dla
wyzszych stezen. Dlatego tez w celu oceny faktycznego wplywu badanych zwiazkéw na
G-kwadrupleksy o roéznej topologii zastosowatam matematyczne odjgcie widm ligandow od
widm G-kwadruplekséw z dodatkiem ligandow. Generalnie badane zwigzki nie wptywaja na
zmiany konformacyjne G-kwadruplekséw - intensywno$¢ pasm zmieniala si¢ nieznacznie po
dodaniu 3 i1 5 ekwiwalentow niektorych ligandéw, ale ich potozenie pozostawato niezmienne.

Do badania oddziatywan (-)-cytyzyny i jej pochodnych z G-kwadrupleksami idealna
jest metoda posrednia bazujaca na zastgpieniu indykatora w systemie gos¢-gospodarz, czyli
G4 FID. Eksperymenty FID przeprowadzitam z uzyciem oranzu tiazolowego (TO) jako sondy
fluorescencyjnej i obserwowatam zmiany w widmach emisji kompleksu G4-TO podczas
wypierania barwnika z kompleksu i zastgpowania go badanym ligandem. W przypadku
kazdego kolejnego dodatku badanych zwigzkow nie obserwowalam znaczacej zmiany
w obnizeniu intensywno$ci pasm pochodzacych od oranzu tiazolowego, co tlumaczy si¢
brakiem stopniowego wypierania barwnika z kompleksu G4:TO i zastgpowaniem go
miareczkowanym ligandem.

Wszystkie stosowane metody wykazatly, ze badana (-)-Cytyzyna i jej pochodne bardzo
stabo oddziatuja z badanymi strukturami DNA, ale nie wykazuja wlasciwosci
destabilizujgcych tych struktur. Mam nadzieje, ze te nicopublikowane do tej pory wyniki
zostang zawarte w kolejnej publikacji.

Po doniesieniach literaturowych o oddzialywaniu makrocyklicznych eteréw
metalakoronowych, wykazujacych wiasciwosci antybakteryjne oraz przeciwgrzybicze,
z dwuniciowym DNA, w 2013 roku nasza grupa badawcza zainteresowata si¢ ta grupg
zwigzkéw. Dr Ewa Rajczak w ramach swojego doktoratu, ktérego bylam promotorem
pomocniczym, i grantu badawczego Preludium nr 2014/13/N/ST4/04099 pt. ,Etery
metalakoronowe jako zwiazki oddzialujace ze strukturami DNA wyzszego rzedu”
finansowanego ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki rozpoczela badania nad synteza
nowych zwigzkéw metalakoronowych i badaniem ich oddziatywan z G-kwadrupleksami
DNA. W 2016 roku migdzynarodowa grupa naukowcow z USA, Wioch, Francji, Ukrainy
i Polski zaprosita naszg grupe badawczg do wspotpracy w ramach grantu europejskiego Marie
Curie Actions - International Research Staff Exchange Scheme (IRSES) 611488
"Metallacrowns-based innovative materials and supramolecular devices". W ramach tego
projektu odbylam staz w grupie badawczej profesora Vincenta L. Pecoraro, odkrywcy
zwigzkow metalakoronowych, na Uniwersytecie Michigan w Ann Arbor w USA, gdzie
wlaczylam si¢ w badania zwigzane z syntezg nowych zwigzkéw metalakoronowych.
Aby potaczy¢ badania bedace podstawg przewodu habilitacyjnego z nowymi badaniami moj
wybor padt na pochodne z ugrupowaniem karbazolowym. W syntezie eterow
metalakoronowych czgsto, jako bloki budulcowe stosuje si¢ kwasy aminohydroksamowe
wykazujace zdolnos¢ silnego chelatowania jonow metali oraz mozliwos¢ tworzenia
kompleksow o réznej koordynacji. Ze wzgledu na mozliwos¢ stabilizacji G-kwadrupleksow
DNA poprzez oddzialywania end-stacking nalezalo pomysle¢ o syntezie jak najbardziej
planarnego liganda. Wybor padt na najbardziej ptaskie metalakorony typu 12-MC-4
0 strukturze kwadratowej, ktore moglam zsyntetyzowaé z wykorzystaniem kwasu
hydroksamowego 17. Obecno$¢ grupy aminowej w tym bloku budulcowym dawata
mozliwo$¢ przytaczenia karbazolu. Jako zwigzek modelowy wybratam pochodng 18.
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9-etylo-3-formylokarbazol
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9-etylo-3-formylokarbazol N ~OH
- H
NaCNBHj; / MeOH /rt
H,N OH
17

Schemat 3. Dw1e sciezki syntezy kwasu p-aminosalicylohydroksamowego 17 i jego
karbazolowej pochodnej 18 w ujeciu retrosyntetycznym.

N

Aby nie traci¢ czasu z krotkiego pobytu w USA zaproponowatam dwie metody syntezy
zwigzku 18 (Schemat 3). Pierwsza z nich 5-etapowa zaktadata sprzeganie kwasu
p-aminosalicylohydroksamowego 17 z handlowo dostegpnym N-etylo-3-formylokarbazolem
w ostatnim etapie syntezy. Przeprowadzenie tej reakcji z cyjanoborowodorkiem sodu
pozwolitoby in situ zredukowaé otrzymang iming do aminy ($ciezka prawa). Poniewaz
naukowcom amerykanskim nie udalo si¢ przeksztalci¢ kwasu p-aminosalicylowego 19
w kwas hydroksamowy 17 za pomocg tatwych, stosowanych najczesciej metod (ester lub
bezwodnik/hydroksyloamina) wykorzystatam do§wiadczenie grupy profesora Pecoraro
1 zaproponowatam przebieg tej syntezy wykorzystujac nieopublikowang dotychczas metode
otrzymywania kwasu p-aminosalicylohydroksamowego 17. Jednocze$nie zaproponowatam
krotszg 3-etapowa synteze, w ktorej dzieki sprzeganiu kwasu p-aminosalicylowego z N-etylo-
3-formylokarbazolem w pierwszym etapie syntezy, uniknetabym dwoch dodatkowych etapow
zwigzanych z wprowadzeniem 1 usuni¢ciem aminowej grupy ochronnej. Poniewaz etap
uwolnienia kwasu hydroksamowego przebiegal w reakcji uwodornienia na weglu aktywnym,
postanowitam sprawdzi¢ trwato§¢ aminy 20 w tych warunkach. Okazalo si¢, ze zwigzek jest
nietrwaty 1 nastgpuje jego rozpad do wyjsciowych substratow. Dzigki temu eksperymentowi
unikngtam bezowocnej pracy 1 skupitam si¢ na syntezie wigkszej 1ilosci kwasu
p-aminosalicylohydroksamowego 17. Zdobyte doswiadczenie i zsyntetyzowany kwas
zamierzam wykorzysta¢ do syntezy blokow budulcowych z elementami strukturalnymi
charakterystycznymi dla ligandow G-kwadrupleksowych. Jednoczes$nie opracowatam dwa
podejscia do syntezy nowych blokéw budulcowych z ugrupowaniem amidowym -
dwuetapowy  wykorzystujacy  otrzymany juz przeze mnie w USA  kwas
p-aminosalicylohydroksamowy 17 lub 4-etapowy wykorzystujacy handlowo dostgpny kwas
p-aminosalicylowy 19 (Schemat 4). Docelowo pozwolitoby mi to na syntez¢ zwigzkoéw
metalakoronowych bedacych 4-kleszczowymi ligandami G-kwadrupleksowymi. Chciatabym,
aby byla to tematyka mojego nastepnego samodzielnego grantu lub fragment szerszego
projeku europejskiego we wspolpracy ze $wiatowymi liderami w dziedzinie zwigzkow
metalakoronowych.
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Schemat 4.  Retrosyntetyczne  przedstawienie  syntezy  pochodnej  kwasu
salicylohydroksamowego z ugrupowaniem amidowym.

Pelny wykaz publikacji, rozdzialtow w monografiach i publikacji spoza listy
filadelfijskiej, komunikatéw, udzialu w konferencjach miedzynarodowych oraz krajowych,
udzialu w projektach badawczych, stazach naukowych oraz wspdtpracy z innymi osrodkami
badawczymi, a takze mojg dziatalnoscia organizacyjng i dydaktyczng przedstawitam
w Zalaczniku 4.
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Poznan, 26 marca 20109r.
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