Streszczenie

Analogi nukleozyddw znajdujszerokie zastosowanie w leczeniu chorob wirusowych
i nowotworowych. Wréd nich gtéwne miejsce zajmuj2’,3’-dideoksynukleozydy (ddN),
ktérych wanym przedstawicielem jest 3'-azydo-3’-deoksytymidyA\ZT). AZT, chocia w
oryginalnym  zamierzeniu  zsyntetyzowany  zostal jakgotencjalny srodek
przeciwnowotworowy, znalazt szerokie zastosowaak® jlek przeciwwirusowy (anty-HIV),
a ostatnio znajduje coraz szersze zastosowaniewpn@gako lek przeciwnowotworowy,
szczegolnie w kombinacji z cisplatyn metotreksatem i 5-fluorouracylem. Mechanizm
dziatania ddN jako lekow antywirusowych lub cytdégtanych waze sk z ich
przeksztatceniem wewitrz komorki w aktywne biologicznie 5'-trifosforanktore dziatag
jako inhibitory kompetycyjne odpowiednich enzymow pvocesie replikacji (odwrotnej
transkryptazy wirusa HIV lub polimerazy DNA), a wzgpadku wiczenia do rosqtego
tancucha DNA terminyj jego syntez z powodu braku grupy hydroksylowej w pozycji 3'. W
ostatnich latach podejmowanes diczne proby zaprojektowania prolekbw ddN nie
wymagajcych pierwszej fosforylacji.

Przedmiotem bada prezentowanej rozprawy doktorskiej byla syntezhadanie
aktywndaici cytotoksycznej oraz widaiwosci fluorescencyjnych nowej klasy poken —

koniugatow nukleozydéw z alkaloidami kory chinowejzastosowaniem metod chemii
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W pierwszym etapie pracy przeprowadzono syneezydo-nuklezydow: 3’-azydo-3'-
deoksytymidyny (AZT), 5’-azydo-5’-deoksytymidyny {BZT), 5-fluoro-3’-azydo-2’,3'-
dideoksyurydyny (FAddU), 2-azydoadenozyny (2 oraz 2-azydd\’-metyloadenozyny
(2-Ns-N°-Me-A). Nastpnie otrzymano modyfikowane alkaloidy kory chinowejvierajce w

swojej strukturze terminalne wzanie potrojne: 10,11-didehydro- orazO9sropargilo-



alkaloidy. Gtébwnym zalkeniem prezentowanej pracy bylo opracowanie ogomejody
syntezy adduktéw nukleozydowo-alkaloidowych. W tyoelu wykorzystano reakgj
Huisgena katalizowanjonami miedzi(l) (w skrocie: CUAAC), w ktérej korapent azydowy
stanowit analog nukleozydu, natomiast komponeninaiky — modyfikowany alkaloid kory
chinowej. Celem prowadzonych badhyto réwniez okreslenie aktywndci cytotoksycznej
otrzymanych zwizkéw metod hodowli tkankowych komérek nowotworowych linii KIBb
MCF-7. Dla kadego koniugatu wyznaczono parametr akty$enolCsy (Skzenie
inhibitorowe, anginhibitory concentration, czyli takie stzenie substancji testowanej, ktore
hamuje w 50% patologiczne zmiany komérek nowotwgivy — im nisze jest 1G tym
aktywnas¢ zwiazku wyzsza. W ramach otrzymanych serii pochodnych nagagyaktywnaé
cytotoksyczn wykazuje koniugat 5-fluoro-3’-azydo-2’,3’-dideoksydyny (FAddU) z
10,11-didehydrochinm (DDQn) dla ktérego wartgé 1Cso wynosi 0,13ug/mL i jest ona
picciokrotnie  wysza amieli aktywnad¢  stosowanego w  medycynie leku
przeciwnowotworowego — 5-fluorouracylu g&= 0,63ug/mL). Ponadto wysakaktywnai¢
cytotoksyczn wobec komdrek nowotworowych wykazywaty koniugabyfluoro-3’-azydo-
2',3'-dideoksyurydyny z 9-propargilochinidya (ICsp = 0,85 pg/mL), 3’-azydo-3'-
deoksytymidyny z 10,11-didehydrochinifiCso = 1,30ug/mL), 5-azydo-5’-deoksytymidyny
z 9-O-propargilochinidyn (ICso = 1,70 pg/mL), 2-azydoN®-metyloadenozyny z 10,11-
didehydrochinia (ICsp = 1,70ug/mL) oraz 5-fluoro-3'-azydo-2’,3’-dideoksyurydyrg 9-O-
propargilochinin (ICso = 1,70ug/mL).

Poniewa alkaloidy chinowca wykazujsilne wit&ciwosci fluorescencyjne, zbadano
ich wiasciwosci fluorescencyjne w acetonitrylu i buforze octaryowo pH = 4 oraz obliczono
wydajnaici kwantowe fluorescencji. Uzyskane wyniki pokazay maksimum emisji zaly
od wytego rozpuszczalnika oraz struktury zmku, jednak najcgciej obserwowane byto
przy 360 nm i wzbudzeniu 320 nm (w acetonitrylujn&viane silne pasmo emisji pochodzi
od fluoroforu — 6-metoksychinoliny obecnej w alkdiEch kory chinowej. Zastosowanie
buforu octanowego zzyciem octanu (0,01 mol/L G OOH/CHCOONa, pH = 4) miato na
celu zbadanie, czy omawiane koniugaty merry¢ do budowy sond fluorescencyjnych.
Eksperyment potwierdzit,zi emisja omawianych koniugatow zarejestrowana w tzefo
octanowym jest bardziej dtugofalowa (400+450 nno),nea istotne znaczenie, gdywiazki
te mog by¢ wzbudzane w dalszym zakresie. Dla niektorych kgaiagw zaobserwowano
zmniejszenie intensywldoi emisji fluorescencji, prawdopodobnie jest to wpdowane
przestrzennym ufeniem cgsci alkaloidowej, ktora oddziatuje z pkeieniem zasady

azotowej nukleozydu. Wzbudzona reszta barwnika,iastnluoryzowa, przekazuje energi

2



nukleozydowi przez co dochodzi do innej drogi déyakcji stanu wzbudzonego i
wygaszania fluorescenciji.

Przeprowadzano tak syntezy poelczen 5-amidofosforanéw AZT =z 10,11-
didehydrochinia (DDQn). Nukleozydy o strukturze 5’-amidofosforandmog tatwiej
przenik& przez fosfolipidowy membrag komérkows, a po wnikneciu do wretrza komorki
ulegap hydrolizie do 5'-fosforanéw, przez co nie masmleg& procesowi pierwszej
fosforylacji. Std idea syntezy potencjalnych prolekéw z maskawgnupm fosforanow, do
ktorych zaliczamy omawiane koniugaty. W oparciu em tpomyst zaplanowano syngez
fosforylowanych komponentéw alkaloidowych, a doktad 9-O-(amido)fosforanow 10,11-
didehydrochininy, ktére w wyniku reakcji spgania z AZT daly nowe Kkoniugaty.
Dodatkowo, komponent alkaloidowy w postacO9amido)fosforanu DDQn stanowi naw
klas; zwiazkdw wczéniej nie wysgpujaca w literaturze.

W pracy przedstawiono wyniki baglanad syntez kluczowych koniugatow —
analogow nukleozydéw z modyfikowanymi alkaloidanairk chinowej, ktore otrzymano na
drodze 1,3-dipolarnej cyklooaddycji Huisgena katalanej jonami Cu(l) w oparciu o
koncepcg click chemistry opracowan przez Sharpless’a. Prawie wszystkie przebadane
koniugaty, zsyntetyzowane w ramach niniejszej praggkazywaty wysok lub umiarkowan
aktywna¢ cytotoksyczn, a zatem stanowione cenny materiat badawczy do rozwinch
bada cytostatycznychif vitro oraz in vivo). Ponadto, otrzymane koniugaty z uwagi na
wolna grupe hydroksylows w pozycji 3 lub 5 mog zostd wilaczone do nowo
syntetyzowanego teucha DNA (RNA) odpowiednio na kou 5 Ilub 3. Natomiast
aromatyczny pigcien chinolinowy, dz¢ki swej ptaskiej strukturze, umlbwia im wiazanie z
DNA poprzez wsunicie st pomkdzy pary zasad podwojnej helisy, czyli tzw. intéaks.
Taka indukowana zmiana konformacyjna lub uszkodzeDNA s wykorzystywane w
nowoczesnych sposobach walki m.in. z nowotworamiwierdzono, 4 silne wiaciwosci
fluorescencyjne, dgki fluoroforowi chininowemu, staly si cecly charakterystyczn
otrzymanych koniugatow [ mag by¢ wykorzystywane do budowy

oligo(deoksy)nukleotydowych sond fluorescencyjnyctarkeréw fluorescencyjnych).



