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1 Wstep

Mimo duzego postepu w walce z chorobami nowotworowymi, sg one nadal najczestsza
przyczyng nienaturalnej umieralnosci ludzi na $wiecie. Nowotwor charakteryzuje sie¢

. , . . 1, 2
niekontrolowanym wzrostem komorek nieprawidlowych.

Te komorki moga takze
zaatakowa¢ pobliskie tkanki i1 rozprzestrzenia¢ si¢ na inne czesci ciala przez uklad
krwionosny 1 limfatyczny bedac przyczyng przerzutdéw. Chemioterapia w polaczeniu

z chirurgig i radioterapia sa klasycznymi formami leczenia choréb nowotworowych.

Rynek farmaceutyczny oferuje szeroka game lekéw wykorzystywanych w  terapii
przeciwnowotworowej pochodzacych z réznych klas zwiazkow. Ze wzgledu na mechanizm
dziatania tych zwigzkéw mozemy podzieli¢ je na zwigzki alkilujace DNA, powodujace
pcknigcie  DNA jak tez zwiazki oddziatywujace z DNA niekowalencyjnie. Leki
przeciwnowotworowe s3 czesto lekami antyproliferacyjnymi, ktéore powoduja apoptoze
szybko mnozacych si¢ komorek. Niestety, wigkszos$¢ z nich nie dziata selektywnie i powoduje
apoptoze zdrowych komoérek. Ponadto, skuteczno$¢ dzialania niektorych obecnie
stosowanych lekéw zmniejszona jest przez lekoopornos¢. Dlatego tez, istnieje spoteczne
i cywilizacyjne zapotrzebowanie na innowacyjne podejscie do projektowania lekoéw
przeciwnowotworowych charakteryzujacych si¢ obnizong toksycznoscig oraz wysokim

wskaznikiem terapeutycznym.’

Brak selektywnosci dziatania dostgpnych lekéw spowodowal rozwdj nowej strategii
leczenia choréb nowotworowych. Obecnie duze nadzieje wiagze si¢ z bezpieczng terapig
celowanag, ktora polega na zastosowaniu zwigzkow dziatajacych selektywnie i jednoczes$nie
wigzacych si¢ w celu biologicznym bardzo silnie. Zwiazki o takich wlasciwo$ciach
rozpoznaja i glownie atakujg te biologicznie wyrdoznione miejsca badz tez wihasciwosci
komorki nowotworowej, nie wptywajac tym samym na zdrowe komorki. Mozna sadzié, ze
zwigzki z rodziny kamptotecyny, nalezace do grupy inhibitorow Topoizomerazy I (Top I),
moga spetnia¢ warunki terapii celowanej gdyz wiadomo, ze celem biologicznym dla tych
zwiazkow jest przerwa w superhelikalnym DNA wygenerowana przez topoizomeraze I.*
Istotng role w planowaniu terapii celowanej w przypadku inhibitorow Top I odgrywa
doktadne poznanie mechanizmu, a wigc miejsca ataku bioczasteczki a takze jego
selektywnos$ci 1 sity wigzania. Na tych dwoch kierunkach badan koncentrujg si¢ aktualnie
badania kamptotecyn przez prof. L. Kozerskiego. Wybor obiektow badan nie jest sprawa
trywialng jezeli wzia¢ pod uwage fakt, ze podstawienie tylko trzema réznymi podstawnikami

9-ciu mozliwych miejsc w rdzeniu kamptotecyny (w tym dwodch stereogenicznych) stwarza
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kilkadziesigt tysigcy mozliwosci. Tym tlumaczy si¢ fakt, ze literatura dotyczaca
kamptotecyny zawiera kilkaset patentow, a ich liczba ciagle rosnie. Ich wspdlnym
mianownikiem jest publikowanie aktywnosci biologicznej. Przebadanie takiej bazy zwigzkow
metodg SAR (ang. Structure Activity Relationship) przekracza nawet mozliwo$ci gigantow
wsrod firm farmaceutycznych (big Pharma). Dlatego dla celow biezacych badan rozwazano
dwa kryteria wyboru ograniczonej bazy chemicznej, w ktorej nalezaloby prowadzié
modyfikacje strukturalne; 1- selektywno$¢ oddzialywania z DNA, 2- wysoka aktywnos$¢
biologiczna substratu uzytego do modyfikacji. Zwiazki o takich wilasciwosciach powinny
bardzo silnie wigza¢ si¢ z DNA w celu biologicznym jakim jest przerwa w jednej z nici
dupleksu. Wczeséniejsze badania w grupie prof. L. Kozerskiego potwierdzaja, ze rdzen
kamptotecyny w TPT (9-dimetyloaminometylo-10-hydroksykamptotecyna) wigze si¢
selektywnie w przerwie w nici DNA®> tym samym modyfikacje tego zwiazku powinny
spelniajg kryterium 1. Warto zwr6ci¢é uwage, ze TPT jest stosowany w lecznictwie
Klinicznym jako Hycamtin™ do leczenia raka jajnika i okreznicy. Kryterium 2 spehniaé
powinny pochodne SN38 (7-etylo-10-hydroksykamptotecyna) poniewaz zwigzek ten
wykazuje najwyzszg aktywnos$¢ biologiczng in vitro w rodzinie kamptotecyn na raka piersi,
ptluc 1 biataczki. SN38, ze wzgledu na wyjatkowo wysoka toksyczno$¢ 1 brak
rozpuszczalnosci w wodzie, nie moze by¢ jednak stosowany jako lek. Przewidywano, ze
pochodne z obydwu serii zwigzkow, TPT 1 SN38, powinny mie¢ mozliwo$¢ wigzania
kowalencyjnego w przerwie DNA, spetniajac tym samym warunki potencjalnych lekéw do
celowanej chemioterapii. Potwierdzenie takiego alkilujacego dziatania uzyskano we
wstepnych badaniach reakcji oligomeru DNA =z czwartorzedowa sola TPT (9-
trimetyloaminometyl), aktywowanej naswietlaniem w bliskim UV (365 nm). Badania tego

typu oddzialywan w rodzinie kamptotecyny nie byty nigdzie publikowane.®

11
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2 Cel pracy

Celem pracy bylo otrzymanie nowych dobrze rozpuszczalnych w wodzie zwigzkow
z rodziny kamptotecyny i zbadanie ich wilasciwosci fizykochemicznych i biologicznych.
Gloéwnymi obiektami transformacji chemicznych w pracy byty zwiazki TPT oraz SN38 (patrz
Schemat 2.1). Pochodne tych zwigzkow w pierwszym etapie interkaluja DNA a nastepnie
spontanicznie badz tez w wyniku fotochemicznej aktywacji tworzg produkt przejsciowy typu
o-metylenochinonu (QM). Produkt przejsciowy tego typu moze alkilowa¢ nukleofilowe
atomy azotu w czasteczce przerwanego DNA tworzac kowalencyjny addukt DNA-Top 1-QM
(Schemat 2.1). Nie wyklucza si¢ jednak, ze otrzymane zwiazki beda ulega¢ reakcji z DNA

wedtug mechanizmu substytucji nukleofilowe;.

+[QMm]

spontanicznie
lub UV 365 nm o e
—_—

H,0.,

+[QM]

o- metylenochinon [QM]

Pochodne TPT :R'=aminoalkilo, R*=H,
Pochodne SN38 :R'=aminoalkilo, R’=Et

Schemat 2.1 Proponowany mechanizm alkilowania zasady azotowej w dupleksie DNA przez produkt
posredni QM. Strzatki oznaczaja mozliwe miejsca alkilowania guaniny.

Praca ma dwa kierunki syntetyczne. Pierwszy dotyczacy pochodnych TPT, drugi pochodnych
SN38.

Pochodne TPT

e Pierwszym celem dotyczacym pochodnych TPT byta synteza i wyizolowanie czystej
czwartorzedowej soli TPT otrzymanej wstepnie przez K.Hyz w postaci mieszaniny
kilku zwigzkow, ktora nie spetniata warunkow do wykonania wiarygodnych badan
biologicznych. Nastepnie planowano zbadanie jej oddziatywania z oligomerem DNA
w pH zblizonym do fizjologicznego z zastosowaniem naswietlania §wiattem UV

(fotochemiczna aktywacja QM).
Pochodne SN38

e Pierwszoplanowym zadaniem w tej grupie kamptotecyn bylo opracowanie metody
syntezy nowych pochodnych zawierajagcych podstawniki aminowe (R;) polgczone

z rdzeniem SN38 przez grupe metylenowa (Rysunek 2.1) oraz scharakteryzowanie ich

12
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metodami spektroskopowymi. Nowe pochodne planowano otrzymac stosujac reakcje

Mannicha.

Rysunek 2.1 Ogolny wzor planowanych nowych pochodnych SN38.

Kolejny etap obejmowal badanie wilasciwosci fizykochemicznych otrzymanych
pochodnych. Dotyczyto to okre§lenia ich stabilnoSci w roztworach roznych
rozpuszczalnikow, W tym wyznaczenie okresu pottrwania w wodzie. Badania tego
typu wchodza w zakres badan farmakokinetycznych zwigzkow biologicznie czynnych.
Planowano takze zbada¢ oddzialywania pochodnych SN38 z oligomerem DNA.
Zakladano, ze poczatkowo zwigzki te beda oddziatywaé wedlug mechanizmu
interkalacji a nastepnie w wyniku utworzenia si¢ QM powstang produkty alkilowania
DNA. W przypadku powstania wigzania kowalencyjnego pomiedzy czasteczkg DNA
i rdzeniem SN38 planowano potwierdzenie obecnosci adduktu metodami
spektroskopowymi oraz zidentyfikowanie produktow reakc;ji.

W celu lepszego zrozumienia mechanizmu oraz regioselektywnosi oddziatywania
nowych pochodnych SN38 zaplanowano przeprowadzenie reakcji zwigzkow
z modelowymi nukleozydami. W pierwszej kolejnosci wybrano 2’-deoksyguanozyng
gdyz wiadomo, ze rdzen topotekanu oddziatywuje z parg GC w przerwie DNA
generowanej przez Top |.° Nastepnie planowano przeprowadzié¢ reakcje z pozostatymi
nukleozydami.

Jako koncowy etap badan planowano wykonanie badan biologicznych in vitro na
komorkach nowotworowych oraz na komoérkach prawidlowych w celu zbadania

aktywnosci biologicznej otrzymanych zwigzkow.
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CZESC LITERATUROWA

3 Mechanizmy oddzialywania lekow z DNA

Poznanie mechanizmu oddzialywania lekow z DNA jest kluczowe w strategii
projektowania nowych lekow przeciwnowotworowych, umozliwia racjonalng modyfikacje
struktury zwigzkow w celu polepszenia aktywno$ci biologicznej oraz zmniejszenia

toksycznosci.
Klasyczne mechanizmy oddziatywania lekow z DNA to:

1) Niespecyficzne wigzanie na zewnatrz nici DNA
2) Interkalacja

3) Oddziatywanie w matej i duzej bruzdzie

4) Alkilowanie DNA

5) Mechanizm powodujacy przerwanie nici DNA

Wymienione sposoby oddziatywania ligandéw nie wykluczaja mozliwosci wigzania si¢
zwigzkbw z DNA W sposéb hybrydowy. Przyktadem moze by¢ daunorubicyna
(daunomycyna), antybiotyk z rodziny antracyklin, ktéry ze wzgledu na duza
kardiotoksyczno$¢ jest obecnie wykorzystywany jedynie w leczeniu ostrych biataczek.
Pierscienie heterocykliczne daunomycyny interkalujg pomiedzy pary zasad, natomiast czes¢
cukrowa wiaze si¢ w malej bruzdzie podwojnej helisy DNA (Rysunek 3.1).” 8

interkalacja

HO wigzanie w matej bruzdzie

Rysunek 3.1 Struktura i funkcje ugrupowan w czasteczce daunorubicyny (daunomycyna).

14
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3.1 Niespecyficzne wiazanie na zewnatrz nici DNA

Cechag charakterystyczng tej grupy zwiazkow jest posiadanie tadunku dodatniego
umozliwiajgcego wystepowanie oddziatywan elektrostatycznych z ujemnie natadowanym
DNA (tak zwane oddziatywanie elektrostatyczne na zewnatrz nici DNA) oraz obecno$¢ grup
stanowigcych zawade steryczna, uniemozliwiajacag interkalacje. Czasteczka oddzialywujaca
z DNA jest utrzymywana na zewnatrz helisy. Zwigzki tego typu wptywaja na konformacje
1 stabilno$¢ DNA. Przyktadami zwigzkow niespecyficznie kompleksujagcych DNA sg: di-tert-

butyloproflawina oraz 2-tert-butyloamsakryna (Rysunek 3.2).°

NHSO,CH;

H,CO
CH,

CH,

2-tfert-butyloamsakryna di-fert-butyloproflawina

Rysunek 3.2 Przyktady zwigzkoéw wiazacych si¢ niespecyficznie na zewnatrz nici DNA.

3.2 Interkalacja

Interkalacja polega na specyficznym wsuwaniu si¢ ptaskich heterocyklicznych lub
aromatycznych uktadow pomigdzy pary zasad w DNA. Utworzony w ten sposob
niekowalencyjny kompleks stabilizowany jest przez oddziatywanie typu van der Waalsa
pomiedzy elektronami = liganda (interkalatora) i zasad azotowych DNA. Istotng role
odgrywaja rowniez wigzania wodorowe i oddzialywania elektrostatyczne. Koncepcja
oddziatywania ligandu z DNA poprzez interkalacj¢ po raz pierwszy zostata zaproponowana
przez Lermana w 1961 roku,”® a nastgpnie przez Pritcharda w roku 1966.* Stwierdzono
wtedy, ze niektore zwigzki, takie jak np. barwniki akrydynowe mogg interkalowa¢ pomigdzy
pary zasad DNA, prostopadle do osi helisy. Powoduje to odsunigcie si¢ od siebie par zasad
I zaburzenie struktury rdzenia cukrowo-fosforanowego.

Przyktadami zwigzkow oddziatujacych poprzez mechanizm interkalacji sa doksorubicyna
(adriamycyna), epirubicyna, topotekan, rebekamycyna (Rysunek 3.3). Zwiazki te okreslane sg

rébwniez mianem inhibitorow topoizomerazy | i Il ze wzgledu na oddziatywanie
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z topoizomerazami DNA.”® Do grupy interkalatorow zaliczane sa takze czasteczki
zawierajace co najmniej dwa interkalujace uktady planarne potaczone tancuchami (linkerami)
o roznej dlugosci. Czasteczki te z zalozenia powinny silniej oddziatywaé z DNA 1 wykazywac
lepsza selektywnos$¢ miejsca wigzania, co powinno wplywaé na polepszenie wilasciwosci

terapeutycznych. Do zwigzkow tego typu nalezy diterkalinium, zwigzek ktory jest

bisinterkalatorem wykazujacym silne powinowactwo do DNA oraz silne wilasciwosci
13-15

pl‘ZGCiWﬂOWOtWOTOWG.

epirubicyna topotekan

A

+N —N+
7 N\
N/

.0 o.
S e
N N
H H

diterkalinium

Rysunek 3.3 Przyktady interkalatoréw DNA.

3.3 Oddzialywanie w malej i duzej bruzdzie

W strukturze podwojnej helisy DNA widoczne sag dwa wglebienia zwane matg 1 duza
bruzda (Rysunek 3.4). Roéznig si¢ one wielkoscig, glebokoscia a takze potencjatem
elektrostatycznym oraz zdolnoscig do tworzenia wigzan wodorowych. Wglebienia w helisie
DNA s3a obszarami najbardziej dostgpnymi do oddziatywan z ligandami. Wiele czasteczek
zawierajacych ptaskie ugrupowania aromatyczne ma zdolno$¢ interkalacji poprzez bruzdy
podwojnej helisy. Taki mechanizm jest powszechnie uwazany za przyczyne kancerogennosci

niektorych czasteczek.
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duza bruzda duza bruzda

mata bruzda mala bruzda

Rysunek 3.4 Mata i duza bruzda w DNA, przebiegajace w kierunku prostopadtym do ptaszczyzny par
zasad.

Wigksza bruzda w podwojnej helisie DNA jest miejscem wigzania preferowanym przez
wieksze czasteczki takie jak biatka, natomiast w mniejszej bruzdzie oddziatywuja mniejsze
czasteczki.'®

Zwiazki oddziatywujace z DNA w mniejszej bruzdzie zbudowane sg najczesciej z kilku
ptaskich pier$cieni aromatycznych polaczonych pojedynczymi wigzaniami, co powoduje
lepsze dopasowanie si¢ czasteczki do ksztaltu bruzdy. Istotng role w mechanizmie
oddziatywania ligandow pelnig oddziatywania z parami zasad na dnie bruzdy. Czgsteczki
kompleksujace w bruzdzie bogatej w sekwencje par AT moga tworzy¢ wigzania wodorowe
z atomem tlenu grupy karbonylowej C-2 tyminy lub atomem azotu N-3 adeniny.
W przypadku bruzd bogatych w sekwencje par GC mozliwos¢ utworzenia wigzania
wodorowego pomigdzy ligandem a atomem azotu N-3 guaniny lub atomem tlenu grupy
karbonylowej C-2 cytozyny jest ograniczona. Spowodowane jest to zawada steryczng, ktorg
powoduje grupa aminowa guaniny. Kationowe czasteczki wykazuja zatem wigksza
selektywno$¢ oddziatywania w matej bruzdzie DNA bogatej w pary zasad AT niz pary zasad
GC. Duza zaleta zwigzkoéw kompleksujacych w matej bruzdzie jest ich specyficzne
oddziatywanie z okreslonymi sekwencjami DNA.

Przyktadami zwigzkéw sa netropsyna i Hoechst 33258, ktére oddziatywuja z regionami
bogatymi w pary AT. Mitramycyna oraz chromomycyna preferuja natomiast, sekwencje

bogate w pary GC (Rysunek 3.5).1*
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Rysunek 3.5 Przyktady zwiazkéw oddziatujacych w matej bruzdzie DNA.

3.4 Alkilowanie DNA

Alkilowanie DNA moze przebiega¢ wedlug dwoch mechanizméw. Pierwszy z nich to
reakcja substytucji nukleofilowej Syl lub SN2 pomigdzy nukleofilowymi centrami
w czasteczce DNA (atomy N, O) a elektrofilowa czasteczka alkilujacg. Mechanizm reakcji
substytucji nukleofilowej zalezy od struktury czasteczki alkilujacej DNA. Proste zwigzki
alkilujace takie jak azyrydyny reaguja wedlug reakcji Sy2 natomiast iperyty azotowe reaguje
wedlug reakcji Sn1 i SN2, w zaleznosci od efektu oddziatywania grup sasiadujacych
w czasteczce. Kiedy kation azyrydynowy tworzy si¢ szybko gltowng reakcja jest Sn2,
natomiast gdy kation tworzy si¢ wolniej niz nastgpuje atak nukleofila reakcja zachodzi
glownie wedtug mechanizmu Sy1. Drugim mozliwym mechanizmem jest addycja Michaela,
w ktorej zwigzek alkilujagcy DNA petni funkcje akceptora. W wyniku obu reakcji tworzy si¢
wigzanie kowalencyjne a nie jak w przypadku mechanizmu interkalacji wigzanie
niekowalencyjne. Reaktywno$¢ centrow nukleofilowych w czasteczce DNA zalezy od wielu
czynnikéw takich jak: warunki steryczne, elektronowe i1 wplyw wigzan wodorowych.
Nukleofilowos¢ atomow azotu w DNA jest nast¢pujgca: atomy N-7 guaniny> N-3 adeniny>
N-7 adeniny> N-3 guaniny> N-1 adeniny> N-1 cytozyny. Mozliwe jest takze alkilowanie
grup fosforanowych oraz atomow O-6 guaniny i N-3 cytozyny. Przyktadami zwigzkow
alkilujacych DNA s3: chlorambucyl, mitomycyna, duokarmycyna, trietylenomelamina
(Rysunek 3.6)." %
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Rysunek 3.6 Przyktady czasteczek alkilujacych DNA.

3.4.1 Alkilowanie DNA przez kompleksy metali

Odrebng grupe zwigzkow alkilujacych stanowig kompleksy metali, ktore w wyniku
reakcji substytucji tworzg trwate wigzanie pomiedzy DNA a kompleksem z atomem metalu.
Najbardziej znanym zwigzkiem z tej kategorii stosowanym w terapii antynowotworowe;j jest
cisplatyna (Rysunek 3.7). Podstawa mechanizmu dziatania komplekséw platyny jest inhibicja
replikacji DNA poprzez tworzenie wigzan wewnatrzniciowych. Kompleksy platyny (II)
tworza krzyzowe wigzanie pomiedzy dwoma atomami N7 w sgsiednich guaninach. Tego typu
wigzanie jest glownie odpowiedzialne za aktywno$¢ zwiazkow platyny.?r Inne zwiazki

nalezace do grupy kompleksow platyny to oksaliplatyna i karboplatyna (Rysunek3.7).

NHZ\ / - ] CI/,, \\\NH3
...,,,NH — |/ \NH;,

karboplatyna oksaliplatyna cisplatyna

Rysunek 3.7 Kompleksy platyny stosowane w chemioterapii.
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Inng grupa komplekséw metali sa kompleksy rutenu. Pierwsze doniesienia si¢gaja
roku 1970 przez grupe Clarke’a publikujaca wyniki potwierdzajace hipoteze, ze kompleksy
rutenu powodujg inhibicje syntezy DNA. Spowodowato to wzrost zainteresowania zwigzkami
rutenu jako potencjalnymi lekami przeciwnowotworowymi.”? Obecnie kilka kompleksow

rutenu jest w trakcie badan klinicznych.

Tworzenie statego wigzania kowalencyjnego pomiedzy lekiem a DNA powoduje
znaczne polepszenie wlasciwosci terapeutycznych w stosunku do lekéw wigzacych si¢ nie
kowalencyjnie. Wiele zwigzkow alkilujacych DNA niestety nie jest stosowana w terapii
przeciwnowotworowej ze wzgledu na wysokg reaktywnos¢, co moze powodowaé wysoka
toksyczno$¢ w stosunku do zdrowych komorek. Ponadto, wazna role odgrywaja inne czynniki
na przyktad: wspotczynnik farmakokinetyczny, rozpuszczalnos¢, zdolno$¢ do przedostawania

si¢ do centralnego uktadu nerwowego, transport przez membrany.

3.5 Mechanizm powodujacy przerwanie nici DNA

Mechanizm powodujacy przerwanie nici DNA zachodzi poprzez reakcje rodnikowe.
Zwiazki oddziatujace w ten sposob z DNA w odpowiednich warunkach generuja rodniki,
ktore nastgpnie moga oderwac protony z tancuchow cukrowo-fosforanowych lub zasad DNA.
Uwaza sig, ze leki tego typu w pierwszym etapie mogg interkalowa¢ w DNA, a nastepnie,
w wyniku aktywacji chemicznej badZ enzymatycznej, generuja rodniki powodujace
uszkodzenie DNA. Przyktadami zwigzkéw powodujacych przerwanie nici DNA sa:

antracykliny, bleomycyna, dynemicyna (Rysunek 3.8)." %

Rysunek 3.8 Dynemicyna.
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4 Mechanizm dzialania wybranych lekow przeciwnowotworowych

Badania prowadzone nad poznaniem mechanizmu poszczegdlnych lekéw, wptywu
struktury czasteczki na aktywnos$¢ i miejsce dziatania, przyczynily si¢ do rozwoju nauki
o leku. Obecnie badania dotyczace lekow przeciwnowotworowych prowadzone sa w dwdch

kierunkach:

e poszukiwanie nowych lekow dzialajacych selektywnie, wykazujaCych wyzsza
aktywno$¢ 1 mniejszg toksyczno$¢ w stosunku do komoérek zdrowych np. poprzez
zmiany struktury obecnie stosowanych lekow;

e proby udoskonalenia terapii juz stosowanych lekéw, z uwzglednieniem kuracji

wielolekowej.

Poszukiwanie nowych zwigzkéw, wykazujacych aktywno$¢ przeciwnowotworowa,
spowodowane jest gtownie przez wrodzong lub nabyta oporno$¢ komorek nowotworowych na
stosowane w terapii leki. Drugim powodem jest zmniejszenie dziatan niepozadanych jakie

niosg obecnie stosowane $rodki.

W rozdziale opisane sa mechanizmy dziatania wybranych zwigzkéw stosowanych od lat
w terapii antynowotworowej. Poznanie mechanizméw dziatania lekow przyczynito si¢ do
syntezy nowych analogdw tych zwiazkéw, w celu polepszenia aktywnosci, selektywnosci

dziatania a takZe zmniejszenia toksycznosci.
4.1 Inhibitory topoizomerazy |

4.1.1 Topoizomeraza I

Topoizomerazy s3 grupa enzymow, ktore rozplataja podwdjna helise DNA
udostgpniajagc w ten sposoéb matryce dla enzymoéw replikacyjnych lub transkrypcyjnych.
Topoizomeraza I (Top I) odpowiada za relaksacje struktury superhelikalnej, przecinajac
w czasteczce tylko jedna ni¢, ktora obraca si¢ wokoét nierozcigtego tancucha. W ludzkiej Top 1
reakcja zachodzi przy udziale Tyr 723, ktérej grupa hydroksylowa atakuje wigzanie
fosfodiestrowe jednej z nici DNA. Tworzy si¢ wiazanie 3’-fosfotyrozynowe miedzy
enzymem i DNA, rozcinajac tym samym jedng ni¢ i uwalniajac wolng grupe 5°-OH.
Utworzony zwigzek przejSciowy nosi nazwe kowalencyjnego kompleksu dwusktadnikowego

(ang. covalent binary complex, DNA-Top I) (Rysunek 4.1).
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Rysunek 4.1 Kowalencyjne kompleks dwusktadnikowy DNA-Top 1.*

Ponowne ztgczenie nastepuje w wyniku reakcji odwrotnej. Wolna grupa 5°-OH rozcigtej nici
atakuje wigzanie fosfotyrozynowe odtwarzajac wigzanie fosfodiestrowe w DNA, a Top |
zostaje odtaczona od DNA (etap religacji). Odwracalne rozcigcie jednej nici DNA pozwala na

rotacje, dzigki ktorej w kontrolowany sposob usuwane sa superhelikalne skrety. 2’

Poznanie mechanizmu dziatania oraz struktury kowalencyjnego kompleksu DNA
1 topoizomerazy I spowodowato, ze inhibicja Top I jest jedng z najwazniejszych strategii

w projektowaniu lekow przeciwnowotworowych.

4.1.2 Topotekan

Topotekan (TPT), znany w lecznictwie klinicznym jako Hycamtin™ jest inhibitorem
topoizomerazy [ z rodziny kamptotecyn. Interkaluje pomigdzy zasady azotowe DNA
w kompleksie dwusktadnikowym DNA-Top I, hamujac proces replikacji, co prowadzi do
apoptozy komorki. Stosowany jest w terapii przeciwnowotworowe] raka jajnika a takze

drobnokomorkowego raka ptuc (zatwierdzony przez FDA w 1996 roku).?®

4.1.2.1 Budowa i podstawowe wlasciwosci czgsteczki

Czasteczka TPT (Rysunek 4.2) sklada si¢ z pigciocyklicznego rdzenia. Mozemy
wyr6zni¢ fragment chinolinowy (pierScienie A i1 B), fragment indolizynowy (pierscienie C
1 D) zawierajacy grupe karbonylowa niezbgdna do aktywnosci wobec Top I oraz pierscien

a-hydroksylaktonowy (E) zawierajacy centrum stereogeniczne o konfiguracji S.2°
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Rysunek 4.2 Topotekan.

Rozpuszczalno§¢  czasteczki w  wodzie wynika z  obecno$ci  grupy  N,N-
dimetyloaminometylowej w pozycji 9-C pierscienia A, jako lek TPT podawany jest w postaci
chlorowodorku. TPT, podobnie jak inne kamptotecyny, w roztworach wodnych wystepuje
w réwnowadze pomigdzy zamknieta forma laktonowa i otwarta karboksylanowa (Schemat
4.1). Réwnowaga ta zalezy od pH roztworu (przy pH 7.4 ok. 80 % TPT wystepuje w formie

30,31

karboksylanu).

Lakton Karboksylan

Schemat 4.1 Rownowaga lakton-karboksylan w czasteczce TPT.

4.1.2.2 Mechanizm oddzialywania
Topotekan interkaluje w przerwe wygenerowang przez Top I, stabilizujgc w ten sposob

kowalencyjny kompleks dwusktadnikowy DNA-Top I.

Badania struktury rentgenograficznej trojsktadnikowego kompleksu DNA-Top I-TPT
(Rysunek 4.3),%* a takze badania oddziatywania TPT z sekwencja DNA z przerwana nicia,

$wiadczg o interkalacji pochodnej kamptotecyny w przerwie DNA.’
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Linker

C18

Rysunek 4.3 Struktury kompleksow: A) DNA-Top I- TPT. Top | oznaczono kolorem zielonym, DNA
kolorem niebieskim, TPT szarym, czerwonym i niebieskim;** B) struktura kompleksu przerwany
dekamer-TPT, otrzymany metodg MD. Pokazano tylko 6 par zasad otaczajacych przerweg.

Trojsktadnikowy kompleks DNA-Top I-TPT sklada si¢ z oligonukleotydu zawierajacego

tacznik 5 - fosfotioestrowy, dzigki czemu udato si¢ otrzymacé strukture krystaliczng. Struktura

rentgenograficzna kompleksu przyczynila si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmu

oddziatywania TPT.?**? Analiza struktury wykazata ze:

v
v

topotekan interkaluje od strony peknigtej nici;

plaskie pierscienie TPT odpowiadaja parom zasad DNA i zajmuja to samo miejsce co
zajmowalaby para zasad +1 w strukturze bez leku;

kompleks stabilizowany jest przez oddziatywania warstwowe (ang. base-stacking)
zarOwno z parg zasad -1 jak i +1;

interkalacja nastgpuje dzigki rotacji wigzania fosfodiestrowego nierozcigtej nici

w poblizu przerwy generowanej przez Top

interkalacja TPT powoduje odsunigcie si¢ od siebie par zasad -1 1 +1, nie powodujac
zerwania wigzan wodorowych pomig¢dzy zasadami;

zaobserwowano wigzanie wodorowe pomiedzy Asp533 a grupag 20 (S)-hydroksylowsg

topotekanu;
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Analiza krystalograficzna trojskladnikowego kompleksu zaktada mozliwo$¢ oddziatywania
obu form TPT ( laktonu i karboksylanu). Wigzanie wodorowe pomiedzy Asp533 a grupa
20(S)-hydroksylowa TPT prawdopodobnie wplywa na aktywno$¢ czgsteczki. Wiadomo, ze
enancjomery R pochodnych kamptotecyny nie wykazujg aktywnosci biologicznych, badz

wykazuja w niewielkim stopniu. 3

Zespot prof. Kozerskiego badajac oddzialywania TPT z sekwencja DNA (dekamer)
z przerwang nicig wykazal, ze miejscem oddzialywania pochodnej kamptotecyny jest
przerwa. Na podstawie obserwowanych oddzialywan NOE oraz wykorzystujagc modelowanie
molekularne wygenerowano zestaw konformerow (struktura o najlepszym dopasowaniu
pokazana na rysunku 4.3 B). Geometria struktury w roztworze jest bardzo podobna do
struktury rentgenograficznej, co S$wiadczy o duzej zgodnoSci obliczen struktury
rentgenograficznej z wynikami eksperymentalnymi NOESY.?* *® Autorzy postanowili takze
zbada¢ powinowactwo obu form TPT do dekameru DNA. Roznice pomigdzy przesunigciami
chemicznymi laktonu i karboksylanu pozwolily na wyznaczenie statej wigzania,
wykorzystujac eksperyment PFGSE NMR (Rysunek 4.4). Okazalo si¢, ze powinowactwo
karboksylanu do DNA jest bardzo stabe (Kz=0.1 mM™) w poréwnaniu do laktonu
(K;=3.78 mM™).°

Me-TPT

Karboksylan Lakton

D,x 10™

m’s™

1.2 _——e———

1.4
1.6

1.8 -
2.0 °
2.2

2.4 3
2.6

2.8 =

1.25 1.20 1.15 1.10 1.05 1.00 0.95

5/ ppm

Rysunek 4.4 Widmo DOSY pokazujace wspotczynniki dyfuzji wzgledem przesunig¢ chemicznych
grup CHz-19 TPT.?

Badania oddziatywan TPT z naturalnymi oligomerami DNA pokazaty, ze zwigzek
wigze si¢ z terminalng parg GC. W przypadku oligomeréw bogatych w sekwencje AT nie

T.30, 37

zaobserwowano oddzialywan NOE pomiedzy DNA a TP Wyznaczono rowniez statg
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wiazania TPT do oktameru o sekwencji d(GCGATCGC),, ktéra wynosi 1.5 mM™.*
Poroéwnujac stale wigzania mozna stwierdzi¢, ze TPT mocniej wigze si¢ z przerwana nicia,
a aktywng formg TPT jest lakton. Wiadomo takze, ze pochodna lepiej stabilizuje
kowalencyjny kompleks, gdy w pozycji +1 znajduje si¢ para GC.

4.1.3 Irinotekan

Irinotekan (CPT-11, Camptosar™) w 2000 roku zostal zatwierdzony przez FDA
w USA 1 obecnie jest stosowany w przypadkach raka phluc oraz jelita grubego.28
Rozpuszczalna w wodzie pochodna kamptotecyny zawiera fragment bispiperydynowy,
przytaczony przez grupe karbonylowa w pozycji C-10. Czasteczka CPT-11 pod wplywem
enzymu karboksyesterazy ulega hydrolizie do 7-etylo-10-hydroksykamptotecyny (SN38,
nierozpuszczalny w wodzie) (Schemat 4.2), ktory jest 1000 razy bardziej aktywny niz
Irinotekan.®® ** Podobnie jak wszystkie kamptotecyny zwiazki te wystepuja w rownowadze
pomigdzy aktywna forma laktonowa a nieaktywng karboksylowa (Rysunek4.1). Biologiczne
okresy pottrwania irinotekanu (6.3 godz.) oraz SN38 (11.5 godz.) sg dluzsze niz okres

poltrwania topotekanu, ktory wynosi 3 gOdZ.40

irinotekan SN38

Schemat 4.2 Hydroliza irinotekanu.

Irinotekan jest prekursorem leku (ang.prodrug), ktory pod wptywem enzymu przeksztatca si¢
do aktywnego metabolitu (SN38). SN38 jest inhibitorem topoizomerazy I, ktory, podobnie jak
topotekan, stabilizuje dwuskladnikowy kompleks DNA-Top I, prowadzac do apoptozy

1. 41,42
komorki.™™
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4.2 Mechloretamina

Mechloretamina (mustyna) znana jako Mustargen stosowana obecnie w przypadku
zaawansowanej choroby Hodgkina, jest pochodng iperytu azotowego. Pierwsze doniesienia
o wlasciwosciach przeciwnowotworowych tej grupy zwigzkow pochodzg z lat 40-tych XX
wieku.*”® To wydarzenie uznaje si¢ za poczatek nowoczesnej chemioterapii.

Mustyna jest bifunkcyjnym alkilatorem (bisalkilator), stabilizowanym przez efekt grup
sasiadujacych. Wigze si¢ w duzej bruzdzie DNA tworzac wigzanie kowalencyjne, hamujac
w ten sposob przyrost komoérek nowotworowych. Mechloretamina jest zwigzkiem bardzo
reaktywnym, tatwo ulega hydrolizie w roztworze wodnym. Z tego wzgledu otrzymano
pochodne, ktore sa bardziej stabilne a zarazem posiadaja wlasciwosci mustyny. Bardziej
trwatymi zwigzkami sg melfalan (Rysunek 4.5) oraz chlorambucyl (Rysunek 3.6), réwniez

stosowane w leczeniu choréb nowotworowych.

NH,
HO /\/C| ?Ha
N
o N\ﬁ ol g
melpfalan cl mechloretamina

Rysunek 4.5 Pochodne iperytu azotowego.

4.2.1 Mechanizm dzialania

Alkilowanie DNA przez mechloretaming zachodzi wedlug mechanizmu substytucji
nukleofilowej. W pierwszym etapie tworzy si¢ bardzo reaktywny kation azyrydynowy, ktory
reaguje z nukleofilowym atomem N-7 guaniny jednej nici DNA tworzac monoaddukt.
Nastepnie powstaty produkt alkilacji moze reagowac z kolejnym atomem N-7 guaniny drugiej
nici DNA, tworzac wiazanie miedzyniciowe (ang. interstrand crosslinks) (Schemat 4.3)." *%
Zwiazki majace zdolno$¢ do tworzenia takich wigzan nazywane s3 czynnikami

krzyzujacymi/sieciujagcymi (ang. cross-linking agents).
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Schemat 4.3 Mechanizm reakcji DNA z mechloretaming z utworzeniem wigzania pomi¢dzy ni¢mi
DNA.

Zasady azotowe w DNA w warunkach fizjologicznych wystepuja w okreslonych
formach tautomerycznych. Jest to istotne ze wzgledu na wystepowanie wigzan wodorowych
pomiedzy parami zasad (GC i AT). W wyniku reakcji alkilowania DNA na atomie azotu N-7
guaniny zostaje wytworzony tadunek dodatni powodujacy przesunigcie réwnowagi
tautomerycznej zasady z formy ketonowej do formy enolowej. Guanina moze wigc tworzy¢

wigzania wodorowe z tyming, CO prowadzi do znieksztalcenia struktury DNA

1 nieprawidlowego kodowania w procesie replikacji (Schemat 4.4).46’ 4
H
CH
Cytozyna | . 3
~ N"H' . Tymina o " H
| (o] 4 A

N:. ... +_-Alkilator

cukier” N T H- N ) ] _N N
> alkilowanie DNA cukier \n/ >

H cukier
Guanina Guanina

cuk|er

Forma ketonowa Guaniny Forma enolowa Guaniny

Schemat 4.4 Zmiana formy tautomerycznej guaniny podczas alkilowania azotu N-7.
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Ponadto wytworzenie ladunku dodatniego na atomie azotu N-7 guaniny moze
prowadzi¢ do szeregu przemian prowadzacych do zerwania wigzania estrowego, powodujac
rozcigeie nici DNA. Najczesciej jednak prowadzi do depurynacji poprzez proces hydrolizy

alkilowanego DNA. W wyniku tego procesu ulega rozerwaniu wigzanie N-glikozydowe.*

Chloretamina po utworzeniu monoadduktu z DNA tworzy rowniez wigzanie
wewnatrzniciowe (ang. intra crosslinks), w obregbie tej samej nici DNA. Powstajg takze
produkty hydrolizy monoadduktu (2-hydroksyetylo monoaddukt DNA) oraz alkilowania
z bialkami (Schemat 4.5).*% 4

\—\N —> o« /\j\(* CH,
H,C g CHs N\/\CI
dDNA Monoaddukt

=
=20
u o

&5

Y
\/\PROTEINA 3 R

2—hydr0k5yetylo DNA-PROTEINA DNA-DNA CrOSS-Iink
monoaddukt Cross-link

Schemat 4.5 Mozliwe produkty alkilowania DNA przez mechloretaming.

Mustyna tworzy produkty alkilowania miedzyniciowego specyficznie dla sekwencji
5’-d(GNC)-3’, natomiast wigzania wewnatrzniciowe tworzy pomiedzy sasiadujacymi

atomami N-7 guaniny w sekwencji d(GGC).***°

Aktywnos$¢ biologiczna mechloretaminy wynika gtownie z mozliwosci tworzenia
wigzan migdzyniciowych w czasteczce DNA, co znacznie wplywa na wzrost

cytotoksycznosci wobec komorek nowotworowych.
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4.3 Mitomycyna C

Mitomycyna C (MC) jest naturalnym antybiotykiem przeciwnowotworowym
stosowanym miedzy innymi w chemioterapii raka zotadka, piersi, ptuc oraz pegcherza
moczowego (Schemat 4.6). Powoduje inhibicje procesu replikacji poprzez wigzanie
kowalencyjne w malej bruzdzie czasteczki DNA. Wiasciwosci przeciwnowotworowe MC,
podobnie jak mechloretaminy, sg spowodowane przede wszystkim mozliwos$cig tworzenia
wigzan migdzyniciowych (wigzanie krzyzowe) w czasteczce DNA. Wigzania krzyzowe
powstaja pomigdzy atomami N-2 grupy aminowej dwoch guanin w komplementarnych

niciach DNA a atomami C-1 i C-10 mitomycyny. **>*

4.3.1 Aktywacja MC

W poréwnaniu do innych lekow mitomycyna w formie chinonu nie reaguje z DNA.

Aktywowana jest poprzez enzymatyczng badz chemiczng redukcj¢ do hydrochinonu (Schemat
4.6).51 545

redukcja

Y

OH

chinon hydrochinon

Bioreduktory:

NADPH: cytochrom P450 oksydoreduktaza
NADH: cytochrom b5 oksydoreduktaza
DT-diaforaza

Schemat 4.6 Aktywacja mitomycyny C.

4.3.2 Mechanizm alkilowania

W wyniku aktywacji MC do hydrochinonu a nast¢pnie spontanicznej eliminacji grupy
metoksylowej, powstaje reaktywna forma MC (ang. leuco-aziridinomitosene) zawierajgca
dwa centra aktywne w pozycjach C-10 grupy karbaminianowej oraz C-1 pierscienia
azyrydyny (Schemat 4.7). Mozliwe s3 rézne drogi reagowania MC z DNA w wyniku ktorych

powstaja zroznicowane produkty, zaleznie od warunkéw reduktywnej aktywacji.
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OH 1__OCONH,

H_N
- CH,OH 2
3 N
_—
H,C N NH
OH
hydrochinon (ang. leuco-aziridinomitosene)

Schemat 4.7 Mechanizm powstawania reaktywnej formy MC z zaznaczeniem centrow aktywnych C-1
i C-10.

W wyniku jednofunkcyjnej aktywacji powstaje G-N? monoaddukt (1) (Schemat 4.8).
Wiazanie kowalencyjne tworzy si¢ pomiedzy atomem C-1 mitomycyny a atomem N-2 grupy
aminowej guaniny jednej z nici DNA. Udziat w reakcji bierze tylko jedno centrum aktywne
czasteczki MC. Produktami dwufunkcyjnej aktywacji sa: G-N? bisaddukty (2) (wiazanie
krzyzowe miedzyniciowe), G-N? bisaddukt 3 (wiazanie krzyzowe wewnatrzniciowe).

Powstaje rowniez G-N? monoaddukt (4), a centrum aktywne na atomie C-10 ulega

+:.51,52,54
hydrolizie.
dwufunkcyjna DNA
_—
MC + DNA aktywacja
HZ
C\N
H,N NH
jednofunkcyjna H,C N NH,
aktywacja o NH,
5
o]
H,N
NH
¢ |
NPy
| H
DNA

Schemat 4.8 Mozliwe produkty alkilacji DNA przez aktywowang mitomycyne.
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Produktem reakcji MC z DNA jest rowniez G-N7 addukt (5), powstaty w wyniku
reakcji depurynacji. Mechanizm powstawania tego adduktu zachodzi poprzez produkt
posredni metylenochinon (ang. quinone methide, QM)." *® Poczatkowo postulowano, iz
powstawanie tego typu produktu posredniego jest odpowiedzialne za tworzenie si¢ wigzania
kowalencyjnego pomiedzy atomami C-10 MC a N-2 grupy aminowej guaniny w czasteczce
DNA. Niestety hipoteza ta okazata si¢ niestuszna. Pozniejsze badania dowiodly, ze QM
prowadzi jedynie do otrzymania metabolitu mitomycyny, ktory pod wplywem nastepczych

reakcji moze alkilowa¢ DNA tworzac addukt 5,543

4.3.3 Specyficznosé oddzialywania mitomycyny

Mitomycyna wykazuje pewng selektywno$¢ do sekwencji DNA, ktora jest alkilowana.
Pierwsze monoalkilowanie, tworzenie wigzania kowalencyjnego pomigdzy atomami C-1 MC
i N-2 guaniny, zachodzi specyficznie dla sekwencji 5°-CpG-3’. Mitomycyna preferuje te
sekwencje. 10 razy bardziej niz inne sekwencje (NpG). W wyniku alkilowania sekwencji
DNA NpG powstaja jedynie monoaddukty. Ponadto okazalo si¢, ze selektywnos¢
monoalkilowania wymaga obecnosci nie tylko sekwencji CpG. Aktywowana MC rozpoznaje
preferowang sekwencj¢ poprzez tworzenie si¢ wigzania wodorowego pomiedzy atomem tlenu
przy atomie wegla C-10 MC a wodorem grupy aminowej N-2 guaniny komplementarnej nici
(Rysunek 4.6).

3 5
NH,
G—II\I—H | C
—0

 pa— (lj/
CH,

C | M |y G
NH,

Rysunek 4.6 Selektywne monoalkilowanie DNA przez MC. Wigzanie wodorowe zaznaczone
przerywang linig, oraz miejsce wigzania kowalencyjnego (strzatka) podczas tworzenia si¢
monoadduktu. Aktywowang MC oznaczono kolorem czerwonym.

W oparciu o badania eksperymentalne z uzyciem technik NMR (m.in. NOESY) oraz
obliczenia dynamiki molekularnej potwierdzono struktur¢ oraz mechanizm selektywnego
wigzania monoadduktu w matej bruzdzie DNA (Rysunek 4.7).
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Rysunek 4.7 Struktura monoadduktu MC-DNA. a) widok od strony matej bruzdy. MC oznaczono
kolorem niebieskim, Przerywana biata strzatka oznacza wigzanie wodorowe pomigdzy C-10 MC i
atomem wodoru N? G15. Biata ciagla strzatka oznacza kowalencyjne wiazanie pomiedzy atomami C-1
MC i N? G5.b) model (a) obrécony w celu lepszej widocznosci wiazania wodorowego (przerywana
biata linia).*®

Natomiast tworzenie wigzania krzyzowego jest catkowicie selektywne dla tej samej
sekwencji co w przypadku powstawania monoadduktu (CpG) (Rysunek 4.8). Po utworzeniu
si¢ pierwszego wigzania kowalencyjnego, powstaly monoaddukt jest w odpowiednim
ustawieniu do mozliwosci utworzenia drugiego wigzania pomiedzy atomem C-10
mitomycyny a azotem N-2 guaniny komplementarnej nici DNA (Rysunek 4.6). Wigzanie
wodorowe, o ktorym mowa, jest warunkiem koniecznym w przypadku powstawania
monoadduktu. Nie odgrywa ono jednak istotnej roli podczas tworzenia wigzania

miedzyniciowego (drugiego wigzania kowalencyjnego).5l’ %2

wylaczny produkt
wiazania krzyzowego

Rysunek 4.8 Selektywno$¢ wigzania miedzyniciowego dla sekwencji CpG. Strzalki oznaczajg
mozliwe miejsca tworzenia si¢ wigzania krzyzowego.
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4.4 Cisplatyna

Cisplatyna (Rysunek 4.9), jak wspomniano wczesniej, nalezy do grupy zwigzkoéw
alkilujacych DNA. W 1978 roku zostata zatwierdzona przez FDA w USA, obecnie stosowana
jest przede wszystkim w przypadkach raka jader i jajnikow. Podstawa dzialania kompleksu
platyny jest inhibicja procesu replikacji DNA poprzez tworzenie wigzan mi¢dzyniciowych.
Cisplatyna jest nieorganicznym zwigzkiem chemicznym, zawierajacym atom platyny (na II
stopniu utlenienia), w ktorym ligandami sg dwa atomy chloru i dwie czasteczki amoniaku

rozmieszczone w ptaszczyznie, o konfiguracji cis ( cis-[PtCl,(NHs),] ).
Cl Y, “‘\\\NH3
Cl v i \N H,

Rysunek 4.9 Cisplatyna.

4.4.1 Mechanizm dzialania

Oddziatywanie cisplatyny z DNA poprzedzone jest hydroliza kompleksu do
aktywnego metabolitu. Poczatkowo hydrolizie ulega jeden ligand chloru tworzac
cis-[PtCI(H20)(NHa).]", czasteczke zdolng do alkilowania DNA. Uwaza sie, ze powstanie

drugiego wiazania z DNA poprzedza proces hydrolizy drugiego liganda chloru.?>°

1,2-wewnatrzniciowe GG

1,2-wewnatrzniciowe GA

monoaddukt
np. DNA-biatko

1,3-wewnatrzniciowe GNG

1,2-miedzyniciowe GG

Rysunek 4.10 Schemat wigzania cisplatyny z DNA (Y = H,0/OH, Cl lub biatko).*®
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Cisplatyna wiagze si¢ w duzej bruzdzie helisy DNA. Zwigzek reaguje z DNA tworzac réoznego
rodzaju potaczenia (Rysunek 4.10). Sposréd wszystkich polaczen 60 % stanowi
dwufunkcyjne, krzyzowe polaczenie 1,2-wewnatrznicowe. Jest to produkt alkilowania dwoch
sgsiednich atomow N-7 guaniny, selektywny dla sekwencji 5°-(GpG)-3°. Polgczenie
1,2-wewnatrzniciowe, wigzanie krzyzowe pomiedzy atomem N-7 guaniny a atomem N-7
adeniny, stanowi ok 25 % i jest selektywne dla sekwencji 5°-ApG-3’ ale nie dla 5°-GpA-3°.%°
Cisplatyna tworzy w mniejszym stopniu polaczenia: 1,3-wewnatrzniciowe GNG,
1,2-miedzyniciowe pomi¢dzy dwoma guaninami a takze wigzanie krzyzowe pomiedzy DNA
i biatkiem. Sposrdéd wszystkich potaczen tworzonych przez cisplatyne, najistotniejsze jest
dwu funkcyjne 1,2-wewnatrzniciowe pomiedzy atomami N-7 sgsiednich guanin. Ten rodzaj
wiazania odpowiedzialny jest gléwnie za aktywnos$¢ kompleksu platyny. Wigzanie to jest
niezwykle stabilne i powoduje specyficzne zgigcie podwdjnej nici DNA, co uwaza si¢ za
gléwne uszkodzenie prowadzace do apoptozy. Ponadto, miejsce zgigcia jest rozpoznawane
przez biatko hMSH2 (grupa biatlek HMG), ktére w prawidlowych warunkach kontroluje
DNA, wyszukujac uszkodzenia (Rysunek 4.11 A). Bialko to wystepuje w duzych ilosciach
w jadrze 1 jajniku co by wyjasnialo, ze cisplatyna jest najbardziej skuteczna w leczeniu
nowotwordow tych narzadow. Uwaza si¢, ze biatka HMG odgrywaja istotng rol¢ zar6wno

w cytotoksycznosci jak roéwniez opornosci na kompleksy platyny.®* ©2
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Rysunek 4.11 Zgigcie tancucha DNA po zwigzaniu cisplatyny: A- struktura zawierajaca domeng A
biatko HMG (oznaczone kolorem fioletowym) oddziatywujaca bezposrednio z adduktem DNA; B-
struktura adduktu cisplatyny z 12-merem d(CCTCTGGTCTCC)*d(GGAGACCAGAGG). Kolor
roézowy oznacza Pt, niebieski-N, czerwony-O, pomaraficzowy-P, szary-C.>

Struktura (Rysunek 4.11 B), otrzymana z wykorzystaniem eksperymentow 2D NMR
oraz w oparciu o dynamik¢ molekularng, potwierdza, ze wigzanie 1,2-wewnatrzniciowe
pomigdzy dwiema sgsiednimi guaninami powoduje znaczne zgiecie dupleksu DNA
w kierunku duzej bruzdy, nie powodujgc zerwania wigzan wodorowych pomiedzy parami
zasad. Powoduje rowniez poszerzenie i sptaszczenie matej bruzdy naprzeciwko miejsca
wigzania si¢ kompleksu platyny. Ponadto, podwdjna helisa ulega rozwinieciu o 25° od strony

wigzania z platynq.sg' 03

W  zrozumieniu mechanizmu dziatania cisplatyny pomogly badania prowadzone
z trans-platyng. Zwiazek ten, ze wzgledu na swojga budowe przestrzenna, nie tworzy wigzania
1,2- wewnatrzniciowego z s3siadujacymi atomami guaniny. Transplatyna tworzy gldwnie
potaczenia 1,3-wewnatrzniciowe. Prawdopodobnie dlatego trans-platyna nie wykazuje

= : . 64
aktywnosci przeciwnowotworowe;.

Od czasu odkrycia wiasciwosci cisplatyny w 1965 roku, zsyntezowanych zostato ponad

3000 zwigzkow platyny, z ktorych tylko sze$¢ znalazto zastosowanie kliniczne.
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4.5 Bleomycyna

Bleomycyna (BLM) jest antybiotykiem glikopeptydowym otrzymywanym ze szczepu
Streptomyces verticillus. Tworzac aktywny kompleks z zelazem powoduje rozcigcie nici
DNA i zahamowanie cyklu komorkowego w fazie G2 i S, co w konsekwencji prowadzi do
apoptozy komoérek nowotworowych. W chemioterapii znana jako blenoxan (m.in. mieszanka
bleomycyny A; i B;), stosowana w leczenia raka ptaskonabtonkowego szyi i glowy, ziarnicy

ztosliwej. ®°

45.1 Budowa czgsteczki i aktywacja kompleksu bleomycyny

Glownym sktadnikiem blenoxanu jest bleomycyna A, (BLM-A;), wykazuje ona
wicksza toksyczno$¢ w porownaniu do bleomycyny B,. Czasteczka BLM-A; sklada si¢

z wielu ugrupowan petnigcych okreslone funkcje.
Mozna wyr6zni¢ cztery ugrupowania:

1. Domen¢ wigzaca metal: atomy azotu PB-hydroksyhistydyny, B-aminoalaniny,
pirymidyno propionamidu (zaznaczone strzatkami na rysunku 4.12), ktore wigzg si¢
z atomem metalu, tworzac stabilny kompleks z zelazem (I1);

2. Domeng¢ wigzacg DNA: dwa pierscienie tiazoli odpowiedzialne sg za interkalacj¢ do
podwojnej helisy DNA. Terminalny podstawnik zawierajacy tadunek dodatni na
atomie siarki oddziatywuje elektrostatycznie z ujemng grupg fosforanowg DNA;

3. Domene weglowodandéw: guloza oraz karbamylowana mannoza, uwaza si¢ za
odpowiedzialne za selektywna akumulacj¢ komleksu BLM-A; w poszczeg6lnych
komorkach nowotworowych;

4. Linker: Iaczy domeny wigzace metal i DNA, ma istotny wplyw na proces podwojnego
przecigcia nici DNA przez kompleks bleomycyny. Niewielka zmiana w tej czesci

struktury powoduje dramatyczng zmian¢ zdolnosci BLM do przecinania DNA.
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domena wigzaca metal

OH

N
HJ -
HO. W linker
\?@0 H)

OH o OH
OH

(o]
OH /J\ NH2
HzN (o]

Kompleks Fe(ll)BLM-A,

Domena weglowodandéw

Rysunek 4.12 Budowa czasteczki BLM-A, uwzgledniajaca poszczegdlne domeny, linker oraz atomy
azotu biorgce udzial w tworzeniu kompleksu z zelazem(II). Proponowana struktura trojsktadnikowego
kompleksu Fe(I1)BLM-A,. Podstawnik R; oznacza linker oraz domen¢ wigzacg DNA, R, 0znhacza
domeng weglowodanow.

Bleomycyna tworzy trojsktadnikowy kompleks z atomem zelaza (Il) i tlenem
(Rysunki 4.12; Schemat 4.9)%, ktory pod wptywem drugiej czasteczki tego kompleksu lub
mikrosomalnego NAD(P)H-cytochromu 450 tworzy aktywny kompleks nadtlenowodorku
zelaza (I1T) bleomycyny (HOO-Fe* BLM). Obecno$é aktywowanego kompleksu BLM zostata
potwierdzona przy pomocy technik: ESI MS, UV, EPR. Jest to ostatni wykrywalny produkt
posredni poprzedzajacy rozciecie nici DNA." %%

o, e, H*

\o \o

FeBLM —> O,-Fe2*BLM —> HOO-Fe**BLM

Schemat 4.9 Proponowany mechanizm aktywacji BLM.

45.2 Mechanizm rozerwania nici DNA

Aktywny kompleks BLM powoduje pojedyncze badz podwdjne rozcigcie nici DNA
poprzez oderwanie atomu wodoru i generowanie rodnika na atomie wegla C-4” deoksyrybozy
w czasteczce DNA. W zalezno$ci od warunkow reakcja moze zachodzi¢ wedlug dwodch
mechanizméw. W warunkach tlenowych w wyniku dostarczenia czasteczki tlenu nastepuje

rozcigcie nici w dwodch miejscach. Produktami reakcji sa: pochodna propenalu zasady
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pirymidynowej, 3’-fosfoglikolan DNA oraz 5’-fosforan DNA. W warunkach beztlenowych
zostaje oderwana czasteczka zasady pirymidynowej. W wyniku dalszych przemian powstaje
cyklopentenonowa pochodna DNA oraz 5’-fosforan DNA." ® ¢ Przyktadowe produkty
reakcji kompleksu BLM z sekwencja d(CGCTAGCG), w warunkach tlenowych
i beztlenowych przedstawia schemat 4.10.”° Podwojne rozcigcie nici DNA zachodzi

wylacznie przy udziale czgsteczKi tlenu.

N=~ (o]
;\ |+ + PpTAGCG
(o] N
|

\L A/ eHe 7C|)CH2000H
5 CGCTAGCG c
5 GCGATCGC ”°Tﬁ
\

0 ?
0=P-0" 0=p-0 .
ow ow
; °
0=p-0 o=p—0
° T
o
OH
H;jﬁ/;fOH o}
0 +
0=p-0 pTAGCG
OTAGCG

Schemat 4.10 Reakcja kompleksu BLM z d(CGCTAGCG). A- przebiegu reakcji w warunkach
tlenowych; B- przebiegu reakcji w warunkach beztlenowych. Strzatka oznacza miejsce rozcigcia nici.

Mechanizm powodujacy podwojne rozcigcie DNA zostal zaproponowany przez grupe
Stubbe’a (Rysunek 4.13). W oparciu o badania NMR kompleksu HOO-Co**BLM z DNA
zaproponowano, ze domena wigzaca metal przenosi si¢ z jednej nici do przeciwleglej nici
poprzez obrot o 180° wokét osi bitiazoli a nastepnie obrot o 117° wokot osi prostopadiej do

pierscieni tiazoli.” ® Na podstawie tych badan uwaza si¢, ze kompleks zelaza i BLM
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poczatkowo utlenia jedng z nici DNA, a potem przenosi si¢ na nast¢png. Konkurencyjny
model zostat takze przedstawiony przez grup¢ Hechta, na podstawie badan na kompleksach

Zn-BLM.™

propenal
zasady pirymidynowej

Rysunek 4.13 Model mechanizmu pozwalajacego aktywowanej BLM uczestniczy¢ w podwodjnym
rozcieciu nici DNA bez koniecznosci dysocjacji z DNA. Kompleks BLM oznaczony kolorem
rézowym (owalna cze$¢ oznacza domene wiazaca metal, pigciokaty oznaczaja pierscienie tiazoli, linia
pomiedzy tymi czesciami oznacza linker).%

45.3 Specyficzno$é oddzialywania

Aktywny kompleks BLM powoduje rozcigcie DNA selektywnie dla sekwencji
5’-GPy-3’ (Py- 0znacza zasady pirymidynowe DNA; T i C). W celu wyjasnienia mechanizmu
selektywnego oddziatywania, podj¢to proby wyznaczenia struktury aktywnego kompleksu
BLM z DNA, przy uzyciu m.in. technik NMR. Niestety napotkano trudnosci wynikajace
z nietrwalodci i wlagciwosci paramagnetycznych czasteczki HOO-Fe**BLM. Wiarygodnym
analogiem aktywnego kompleksu BLM okazal si¢ kompleks HOO-Co**BLM. Kompleks ten
pod wplywem fotochemicznej aktywacji powoduje rozcigcie DNA poprzez wytworzenie
rodnika na atomie C-4 oraz wykazuje t¢ sama selektywnos$¢ co aktywny kompleks BLM.
Ponadto, jest diamagnetykiem wystarczajgco trwatym by przeprowadzi¢ eksperymenty NMR.

W oparciu o badania eksperymentalne z zastosowaniem technik 2D NMR (m.in.
obserwacji wewnatrz i mi¢dzyczasteczkowych oddziatywan NOE) oraz obliczenia dynamiki
molekularnej, wyznaczono strukture kompleksu HOO-Co**BLM z komplementarnym

dekamerem (Rysunek 4.14).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5’-C-C-A-G-G-C-C-T-G-G-3’
3’-G-G-T-C-C-G-G-A-C-C-5’

20 19 181716 1514 13 12 11

Rysunek 4.14 Oznaczenia nukleotydow w sekwencji komplementarnego dekameru.

Domena wiazaca metal oraz linker oddzialywuje w matej bruzdzie, wplywajac na
selektywno§¢ rozerwania nici DNA. Dane eksperymentalne pokazuja oddzialywanie
miedzyczasteczkowe NOE pomiedzy protonem ligandu wodoronadtlenku a protonami C-6
i C-7 w malej bruzdzie. Na podstawie struktury kompleksu (Rysunek 4.15) oszacowano, ze
odleglos¢ pomiedzy terminalnym atomem tlenu ligandu wodoronadtlenkowego (HOO-)
w kompleksie HOO-Co**BLM znajduje si¢ w odleglosci 2.5 A od protonu H4” deoksyrybozy

C-6, ktérego oderwanie prowadzi do rozcigcia nici DNA."

(minor groove)

Rysunek 4.15 Struktura HOO-Co**BLM z dupleksem dekameru d(CCAGGCCTGG). Linie
przerywane oznaczaja wigzania wodorowe pomigdzy kompleksem a G-5 oraz dystans pomiedzy
tlenem ligandu nadwodortlenkowego a protonem H4’ nalezacym do C-6."
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Ponadto struktura stabilizowana jest przez tworzenie si¢ wigzan wodorowych pomiedzy
N/NH; pirymidyny w kompleksie BLM a N-3/NH; guaniny G-5. Wyjasnia to preferencje
oddzialywania aktywnego kompleksu BLM w stosunku do sekwencji 5°-GPy-3’ niz 5’-APy-
3’(w tym przypadku do sekwencji 5°-GC-3’ niz 5°-AC-3’).

Wyznaczenie struktury pozwolito na okreslenie oddziatywania domeny wigzacej DNA.
Terminalny pierscien tiazolu interkaluje pomiedzy zasady G-14 i G-15, za$ przedostatni

pierécien tiazolu cze$ciowo interkaluje pomiedzy zasady C-6 i C-7. °" "2

Badania oddziatywania kompleksu HOO-Co**BLM z dupleksem dekameru o sekwencji
5’-d(CCAGTACTGG), wykazaly duze podobienstwo do struktury przedstawionej na
Rysunku 4.15. W przypadku tej sekwencji rozcigcie nici nastgpuje na T-5 (przyktad
oddziatywania kompleksu BLM z sekwencja 5’-GT-3’).73

Bleomycyna zostata odkryta w 1966 roku.” Mimo przeprowadzenia wielu badan,
mechanizm dziatania aktywnego kompleksu BLM z DNA nie jest do konca poznany. Sposob
oddziatywania aktywnej BLM z DNA opiera si¢ jedynie na badaniu analogicznych
kompleksow BLM z metalami takimi jak : Co, Zn, Cu.

Bleomycyna A2 jest zwigzkiem pochodzenia naturalnego, wykazujagcym silne
wlasciwosci przeciwnowotworowe, wynikajace przede wszystkim z mozliwosci podwdjnego
utleniania DNA. Zwiazki nalezace do tej rodziny nadal sa obiektem wielu badan majacych na

celu zbadanie ich wlasciwos$ci 1 mechanizmu dziatania.
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5 o0-Metylenochinon

Metylenochinon (QM) i jego pochodne znalazty powszechne zastosowanie w syntezie
chemicznej oraz chemii medycznej. Wiele pochodnych QM jest zwigzkami pochodzenia
naturalnego. Sa takze waznymi produktami pos$rednimi w syntezie zwigzkdéw biologicznie
czynnych i polimeréw.75 Stanowig rowniez wazng grupe zwiazkow alkilujacych oraz
sieciujgcych DNA.

Pierwsze doniesienia o istnieniu produktu posredniego, 0-metylenochinonu pojawity sie
juz w 1907 roku, jednak pierwsze bezposrednie dowody na istnienie QM zostaty

przedstawione dopiero w 1998 roku przez grupe Amouri’ego.

5.1 Struktura i wlasciwosci

W odréznieniu od chinonu, zwiazki tej klasy zamiast jednego atomu tleny posiadaja

grupe metylenowa. QM moze istnie¢ W trzech izomerycznych formach: orto-, meta- i para-

QM.

p-QM o-QM

Rysunek 5.1 1zomery orto- i para-QM.

Z posrdod trzech izomeréw najczeécie] wystepuja izomery orto- i para-QM (Rysunek 5.1).
Interesujacy jest glownie izomer 0-QM (okreslany dalej jako QM) ze wzgledu na szerokie

spektrum zastosowania w porownaniu do pozostatych izomerow.

H -
o‘> Nu OH
)

Nu

Schemat 5.1 Reakcja QM z nukleofilem.
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QM jest silnym elektrofilem i moze reagowa¢ z wieloma nukleofilami poprzez grupe
metylenowa (Schemat 5.1). Jest takze dobrym akceptorem Michaela. Dlatego jest produktem
posrednim w wielu reakcjach chemicznych.77 Szczegbdlnie wazne s3 zwigzki, w ktorych
potencjalnie mozna generowac to aktywne ugrupowanie 1 wykazujace dobrg rozpuszczalnos¢
w wodzie, mogace reagowac z centrami nukleofilowymi kwasoéw nukleinowych. Ze wzgledu
na wysoka aktywnos$¢ zwiazki tej klasy bardzo czesto istniejg jedynie in situ. QM moze by¢
generowany termicznie,”® przez naswietlanie $wiatlem UV, ® utlenianie oraz redukcje
(Schemat 5.2).%% ¥ Stosuje sie takze zwiazki chemiczne, powodujace odejicie grup

. : : . : .. 83
zabezpieczajacych oraz metody biologiczne, np. z zastosowaniem enzymow.

OH
\*
lub
OH
o_ .0
[0] H,0, B
_— —~E
A Br
QM
E
/ hv
OTBDMS OH
+ —
OAc NMe, |

Schemat 5.2 Przyktadowe metody generowania QM.

5.2 Reakcje QM z zasadami azotowymi DNA

Zwiazki typu QM stanowig grupe zwigzkow alkilujgcych, ktore w  reakeji
z nukleofilowymi centrami DNA tworzg zarowno odwracalne jak i nieodwracalne addukty.
W celu lepszego zrozumienia sposobu oddzialywania tych zwigzkéw z kwasami
nukleinowymi, grupa Rokity postanowita zbada¢ w jaki sposoOb przebiegaja reakcje
z pojedynczymi nukleozydami.®* % Wydaje si¢ jednak oczywiste, ze reakcje QM

z pojedynczymi nukleozydami nie odzwierciedlaja w pelni reaktywno$ci centréw
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nukleofilowych w helisie DNA. Spowodowane jest to ograniczeniami strukturalnymi oraz

wystepowaniem wigzan wodorowych pomigdzy parami zasad.

Si
70 (o] OH
x F JON dN
QM prekursor (QMP) Qv QM-dN
X=Br, OAc...

Schemat 5.3 Generowanie i reakcja QM in situ z 2’°-deoksynukleozydami.

Do badan w grupie Rokity wykorzystano niepodstawione prekursory QM (QMP), ktére
sg aktywowane przez dodatek fluorku (fluorku potasu) co skutkuje odejsciem sililowej grupy
zabezpieczajacej (Schemat 5.3). Przeprowadzone badania dowodza, ze reakcje QM z silnymi
nukleofilami deoksynukleozydow (dG N7, dC N3, dA NI1) przebiegaja szybko, tworzac
odwracalne produkty kinetyczne. Addukty te ulegaja reakcji odwracalnej stanowigc zrodto
QM, przediuzajac tym samym czas zycia produktu przejsciowego.®® Ostatecznie, w wyniku
procesu kontrolowanego termodynamicznie, tworza si¢ nieodwracalne produkty alkilowania
ze slabymi nukleofilami deoksynukleozydow (dG N? dG N1, dA N° (Schemat 5.4).34
Addukt dG N7 ponadto ulega deglikozylacji.
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dC N3 addukt
NH OH

84 </fiﬁ

™~

O— | ~'<ffi“©

dG N? addukt

dG N1 addukt

Ifé

G N7 addukt dG N7 addukt

dA N1 addukt

Schemat 5.4 Produkty alkilowania deoksynukleozydow przez QM (drb:oznacza 2’-deoksyryboze).

Badania odwracalno$ci reakcji alkilowania QM z deoksynukleozydami (dA, dG, dC, dT)
w funkcji czasu dowodza, ze wydajnos¢ reakcji zalezy od sily reagujacego nukleofila.
Addukty silnych nukleofili (dA N1 1 dC N3) powstaja z wydajno$cia okoto 7 razy wyzsza niz
addukty ze stabymi nukleofilami (Rysunek 5.2). Produkty te, w miar¢ uptywu czasu ulegaja
szybkiemu rozpadowi, co wydaje si¢ by¢ zalezne od ich kwasowosci. Produkty dG N7 i dA
N1 charakteryzuja si¢ pKa ponizej 4 za$ addukty stabych nukleofili sg stabilne a ich pKa jest
wyzsze niz 9.%* W przypadku adduktéw metylenochinonu z silnymi nukleofilami DNA sa one
dobrymi grupami opuszczajacymi, sprzyjajacymi rozpadowi adduktu i regeneracji produktu

przejsciowego.
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Rysunek 5.2 Wykres zaleznosci ilosci otrzymanych produktéw (wyrazona w nanomolach) od czasu
w reakgji alkilowania 2’-deoksynukleozydow (dA, dG, dC, dT) przez QM.*

Obliczenia teoretyczne majace na celu przewidywanie preferowanych produktow
kinetycznych a takze ich stabilno$¢, potwierdzaja wyniki badan otrzymanych przez grupe
Rokity (Rysunek 5.2).8* 8 Wedhug obliczen, energie aktywacji alkilowania dC N3 i dA N1
przez QM w warunkach wodnych wynosza odpowiednio 14.2 kcal mol™ i 14.5 kcal
mol™®" Wartosci te sg znacznie nizsze niz wartosci energii aktywacji pozostatych nukleofili,
ktére przewaznie wynosza ponad 20 kcal mol™. Dlatego tez, dominujacymi produktami
reakcji sg addukty dC N3 i dA NI1. Niskg wydajnos¢ reakcji dla adduktu dG N7, moze
thumaczy¢ energia aktywacji wynoszaca 20.1 kcal mol™, ktéra jest zblizona do energii
aktywacji stabych nukleofili. Addukt ten ulega rowniez deglikozylacji do adduktu G-N7
(Schemat 5.4). Obliczenia teoretyczne dowodza takze, ze energie aktywacji reakcji
odwracalnej dla adduktow silnych nukleofili dA N1, dC N3 oraz dG N7 wynoszg
odpowiednio 19.7 kcal mol™, 21.4 kcal mol™, 22.9 kcal mol™, co tlumaczy ich niestabilno$é.
Z kolei energie aktywacji procesu odwracalnego dla adduktow stabych nukleofili dA N®, dG
187

N1 i dG N? wynosza znacznie powyzej 30 kcal mo Przez to produkty te ulegaja reakcji

nieodwracalnej 1 wykazuja trwato§¢ w badanych warunkach.
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Schemat 5.5 Modyfikacja struktury prekursora QM (QM1) poprzez wprowadzenie podstawnikow w
pier§cieniu aromatycznym.

Tworzenie si¢ produktu przejsciowego QM oraz jego zdolno$¢ do regenerowania si¢
poprzez rozpad adduktu, zalezy od stabilizacji QM oraz wlasciwosci sprzezonego z nim
nukleofila jako grupy opuszczajacej. Wprowadzenie grup elektronoakceptorowych badz tez
elektronodonorowych do pierscienia aromatycznego prekursora QM (QM1) znacznie wptywa
na stabilno$¢ produktu przej$ciowego oraz jego produktow kinetycznych. Badania dowodza,
ze wprowadzenie podstawnika elektronodonorowego (R —grupa metylowa, QM2, Schemat
5.5) wplywa na stabilizacje produktu posredniego, wzrost szybkosci powstawania adduktow
kinetycznych oraz ich rozpad do QM. Przyktadem moze by¢ addukt QM2-dC N3, ktorego
okres pottrwania jest okoto 5 razy krotszy w porownaniu do okresu pottrwania adduktu z
niepodstawionym QM (QM1-dC N3). Sytuacja jest natomiast odwrotna, gdy prekursor QM1
zawiera grupe elektronoakceptorowa (R?- grupa estrowa COOEt, QM3, Schemat 5.5), ktéra
destabilizuje produkt przejsciowy. Addukty tworza si¢ znacznie wolniej oraz wykazuja
wyzsza trwato§¢. Addukt QM3-dC N3 wykazuje stabilno$¢ przez okoto 7 dni.
Zaobserwowano, ze addukt QM3-dG N7 ulega od razu deglikozylacji do produktu
QM-G NT7. Elektroakceptorowa grupa estrowa (ang. EWG) powoduje zahamowanie
regeneracji QM.%®  Podobne zaleznosci zaobserwowano w przypadku modyfikacji
prekursoréw QM 1, wprowadzajac rézne grupy funkcyjne w pozycji RY, jednak ich wptyw byt

znacznie mniejszy niz w przypadku podstawnikow w pozycji R%
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5.3 Alkilowanie DNA

Jak wczesniej zostato opisane zwigzki takie jak mechloretamina (Rysunek 4.5) czy
mitomycyna (Rysunek 3.6), sa zwigzkami alkilujacymi DNA. Ich wlasciwosci
przeciwnowotworowe wynikaja glownie z mozliwosci tworzenia wigzania mi¢dzyniciowego
w czasteczce DNA. Sg to wigzania nieodwracalne. Nieuniknione jest takze powstawanie
innych produktéw alkilacji np. monoadduktow DNA, gdzie drugie centrum aktywne
czasteczki ulega dezaktywacji w procesie hydrolizy. Tworzenie si¢ wielu produktow
alkilowania wplywa znacznie na zmniejszenie wydajno$ci powstawania wigzania

mig¢dzyniciowego, skutkiem czego jest obnizenie efektywnosci dziatania tych zwigzkow.
H,N
o
N OH

OMe

\__NH

OMe

N
H OMe

CC-1065 Et743

Rysunek 5.3 Przyktady zwigzkow tworzacych nietrwale wigzanie z DNA.

Oprocz zwiazkow alkilujacych DNA w sposob nieodwracalny znane sg zwiazki, ktore
wigzg si¢ z DNA tworzac odwracalne produkty. Przyktadami takich czasteczek sg: CC-
1065, ekteinascydyna (Rysunek 5.3)* oraz duokarmycyna (Rysunek 3.6).. Ekteinascydyna
(Et743) jest naturalnym zwiazkiem, wykazujacym wlasciwos$ci przeciwnowotworowe, ktory
obecnie jest w trakcie badan klinicznych. Zwiazek ten tworzy wigzanie kowalencyjne z grupa
aminowa (NZ) guaniny w malej bruzdzie DNA. Et743 wigze si¢ w sposob odwracalny
(czasteczka migruje wzdluz nici tworzac odwracalne wigzanie kowalencyjne) do momentu
utworzenia najbardziej stabilnego adduktu.®® W przypadku bizelesyny, poczatkowo powstaje
odwracalne wigzanie tworzace kinetycznie uprzywilejowany monoaddukt, ktory nastepnie
migruje wzdtuz nici DNA w celu utworzenia uprzywilejowanego termodynamicznie wigzania

miedzyniciowego. Termodynamiczny bisaddukt powstaje pomiedzy adenozynami
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oddzielonymi od siebie o cztery pary zasad.** * Zaleta zwiazkow, ktore tworza poczatkowo

wigzania odwracalne a nast¢pnie tworza termodynamiczne produkty nieodwracalne, jest

zwiekszenie efektywnosci dzialania oraz przedluzenie czasu zycia aktywnej czasteczki.
OTBDMS

AcO OAc

Rysunek 5.4 Struktura prekursora bisQMP.

W literaturze opisanych jest wiele zwigzkéw z motywem QM, ktore zarowno alkiluja
jak 1 tworzg wigzanie krzyzowe z DNA. Przykladami takich zwigzkéw sa pochodne:
boroniandw arylu,”* * binolu,®® N-metylochinoliny.”” Znane sa potaczenia prekursorow QM
z DNA badz czasteczkami interkalatorow, pelnigcymi funkcje nosnikow. Przykladem takiego
koniugatu jest polaczenie bifunkcyjnego prekursora QM z czasteczka akrydyny (bisQMP),
ktora wigze si¢ w duzej bruzdzie DNA (Rysunek 5.4). Aktywacja QM nastgpuje przy udziale
jonu fluorkowego.”® Aktywowana czasteczka w reakcji z dupleksem DNA tworzy wigzanie
miedzyniciowe z wydajnoscia do 70 %.% Wiadomo, Ze w poczatkowym etapie reakcji tworza
si¢ zarowno produkty kinetyczne jak i termodynamiczne. Wysoka efektywnos¢ do tworzenia
wigzania miedzyniciowego moze by¢ spowodowana przez odwracalnos¢ reakcji. Regeneracja
bisQM jest spodziewana ze wzgledu na mozliwo$¢ alkilowania atomu N7 guaniny, ktory jest
dostepnym centrum nukleofilowym w duzej bruzdzie DNA. Wcze$niejsze badania dowodza,

ze addukt QM-dG N7 jest nietrwaly 1 prowadzi do regeneracji zwiazku przej éciowego.84

W trakcie reakcji QM lub bisQM zachodzi réwniez konkurencyjna reakcja z czasteczka
wody (Schemat 5.5). Produkty hydrolizy uniemozliwiajg alkilacje DNA (w przypadku QM)
lub tez tworzenie wigzania krzyzowego (reakcja z bisQM). Badania czasu zycia bisQM
dowiodly, ze tworzenie labilnych adduktéw z silnymi nukleofilami znacznie wydtuza okres
péltrwania produktu przejsciowego. Ponadto bisQM ulegajacy reakcji z pojedyncza nitka
DNA (ssDNA), tworzy wigzanie krzyzowe wewnatrzniciowe, ktore umozliwia utworzenie
dupleksu z komplementarng nicig. Zaobserwowano, ze utworzenie takiego dupleksu DNA

powoduje  utworzenie  si¢  trwalszego  wigzania  migdzyniciowego  pomig¢dzy
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komplementarnymi ni¢mi.'®

Utworzenie wigzania krzyzowego wcale nie oznacza konca
reakcji, bisQM moze ulegaé regeneracji i tworzy¢ tego typu wigzania z innymi sekwencjami

DNA (Schemat 5.6).1%

OTBDMS OH o)
AcO OAc NaF AcO OAc AcO
—_— —_—
l DNA,
OH DUA‘* OH (o]
DNA, DNA, " _ DNA, DNA, _—— DNA,
DNA,
D NA1 D NA3 B A

Schemat 5.6 Aktywowanie bisQMP oraz kolejne reakcje wymiany pomiedzy DNA.

Zwiazki majace zdolno§¢ do alkilowania i tworzenia wigzan krzyzowych ze $cisle
okreslonym fragmentem DNA sa wysoce pozadane w zastosowaniu klinicznym.'® Grupa
Rokity, badajac czasteczki sktadajace si¢ z prekursora QM potaczonego z oligonukleotydem
DNA zaobserwowata, ze aktywowany QM tworzy stabilny wewnetrzny addukt (ang. self-
adduct). Ponadto produkt wewngtrznej reakcji jest produktem dominujagcym i nie
zaobserwowano produktu hydrolizy.’®® Podobnie jak w przypadku adduktu bisQM z ssDNA,
wigzanie wewnatrzniciowe QM-ssDNA umozliwia tworzenie si¢ dupleksu z komplementarng
nicia.'® Tworzenie sie wiazania miedzyniciowego jest wysoce selektywne do sekwencji i
tworzy si¢ wylacznie w obecnosci komplementarnej nici DNA (Schemat 5.7). Wykorzystanie
koniugatow QM-sSDNA jest rozwigzaniem o duzym potencjale. Umozliwia utworzenie
wigzan krzyzowych pomiedzy komplementarnymi ni¢mi o dowolnej sekwencji ze wzgledu na
brak ograniczen w tworzeniu si¢ adduktu wewnetrznego w czasteczce koniugatu QM-ssDNA.
Jednak najbardziej efektywne sg addukty wewnetrzne w ktorych QM zwigzany jest

z guaninq.104
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Schemat 5.7 Mechanizm powstawania wigzania krzyzowego z nitkg DNA komplementarng do
sekwencji koniugatu QM-ss DNA.

W ostatnich latach pojawily si¢ doniesienia o zastosowaniu pPNA-QMP, zawierajacych
w swojej budowie prekursor QM a takze okreslong sekwencje DNA oraz kwas
peptydonukleinowy (PNA). Jest to pierwszy przyktad biokompatybilnego koniugatu QM,

ktéry ma potencjat do wigzania si¢ z docelowym fragmentem DNA in vivo.'®

W czesci literaturowej przedstawiono roznego typu mechanizmy oddzialywania
czasteczek z DNA. Opisano takze wlasciwosci i mechanizmy oddziatlywania konkretnych
zwigzkow stosowanych w chemioterapii antynowotworowej. Przedstawione przyktady
stosowanych lekéw oddziatywuja z DNA poprzez mechanizm interkalacji (topotekan), tworza
wigzania kowalencyjne (mechloretamina, mitomycyna, cisplatyna) oraz powoduja rozerwanie
nici DNA w wyniku reakcji rodnikowych (bleomycyna). Pomimo tego ze, zwigzki te
stosowane sg jako leki przeciwnowotworowe, posiadajg wiele wad. Wykazujg toksycznosé¢
w stosunku do zdrowych komorek. Cisplatyna jest jednym z najbardziej toksycznych lekow
CO ogranicza jej stosowanie in vivo w wigkszym stezeniu. W wyniku reakcji z DNA powstaje
wiele produktow. Tylko niektore wigzania sg specyficzne dla okreslonych sekwencji. Mozna
wiec przyjaé, ze wigza si¢ niespecyficznie. Moga takze tworzy¢ wigzania z biatkami
(mechloretamina oraz cisplatyna) co zmniejsza ich efektywnos$¢. Natomiast topotekan,
interkaluje w przerwie DNA wygenerowanej przez Top |. Oddziatywanie tego typu jest stabe
(w porownaniu do sily wigzania kowalencyjnego z DNA) a mimo to wptywa na zmniejszenie

cytotoksycznosci w stosunku do zwigzkoéw alkilujagcych DNA. Ostatni rozdzial czegsci
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literaturowej opisuje zwigzki typu O-metylenochinonu, ktére stanowia grupe zwigzkow
alkilujacych jak i sieciujacych DNA. Czasteczki zawierajace motyw QM sg bardzo reaktywne
i mogg tworzy¢ wigzania kowalencyjne z DNA wykazujgc rowniez selektywnos$¢ dziatania.
Mozliwos$¢ regenerowania si¢ produktu posredniego QM pozwala na wydtuzenie czasu zycia
aktywnej czasteczki a produktem koncowym reakcji jest termodynamiczny addukt. Zwigzki
tego typu wydaja si¢ by¢ obiecujace jako zwigzki alkilujace DNA i potencjalnie mogg znalez¢

zastosowanie w terapii antynowotworowe;j.
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WYNIKI I DYSKUSJA

6 Pochodne topotekanu

6.1 Otrzymywanie pochodnej [TPT-MesN]"X

W czesci literaturowej opisano wilasciwosci produktow przejsciowych typu QM.
Udowaodniono, ze zwigzki tego typu mogag tworzy¢ wigzanie kowalencyjne z nukleofilowymi
centrami DNA. W grupie prof. L. Kozerskiego, badajac inhibitory topoizomerazy I z rodziny
kamptotecyn przypuszczano, ze pochodna topotekanu zawierajaca dobrg grupe opuszczajaca
w pozycji 23-C (Schemat 6.1) mogtaby ulega¢ fotochemicznej aktywacji tworzac zwigzek
przejsciowy typu QM. W tym celu podjgto proby otrzymania soli topotekanu zawierajacej
grupe N-trimetyloamoniowa (MesN*)-. Zwiazek ten, okreslany pdzniej akronimem [TPT-
MesN]" CF3SOs™ zostal otrzymany przez K.Hyz w reakcji wolnej zasady topotekanu z estrem
metylowym kwasu trifluorometanosulfonowego. Pozadang s6l TPT otrzymano z wydajnoscia
rzedu 50 %. Jednak mieszanina poreakcyjna zawierata takze produkty dimetylowania atomow
N-23 i 0-10 ([O-10Me, TPT-MesN* CF3SO57]), nieprzereagowany substrat w postaci soli
triflanu TPT oraz alkohol ([23- CH,OH TPT]) W celu otrzymana czystego zwigzku [TPT-
MesN]* X spelniajacego wymagania badan biologicznych, podjetam probe oczyszczenia
mieszaniny reakcyjnej. Wszystkie reakcje syntezy pochodnej TPT, oczyszczania,
przygotowania do badan biologicznych zwigzku wykonano w ramach niniejszej pracy.
W celu uzyskania lepszych warunkow rozdzialu mieszaniny reakcyjnej zastosowano
wysokosprawng chromatografi¢ cieczcowg w odwroconym uktadzie faz (RP) jako fazy
ruchomej uzyto uktadéow: 10 % CH3;CN/ 90 % wodnego 0,1 % HCOOH przez 15 min
a nastepnie uktad: 20 % CH3;CN/ 80 % wodnego 0,1 % HCOOH. Proby otrzymania czystej
pochodnej N-trimetyloamoniowej nie powiodly si¢. Otrzymano jedynie mieszaning soli

kwasu mréwkowego pozadanego produktu oraz topotekanu w stosunku odpowiednio, 1:3.

6.2 Oddzialywanie pochodnej TPT z oligomerem DNA

Weczesniejsze badania wykazaly, ze macierzysty chlorowodorek topotekanu pod
wplywem naswietlania §wiattem UV o dhugosci fali A=365 nm w roztworze buforu o pH=6
ulega fotochemicznej transformacji do alkoholu ([23-CH,OH TPT]) z niskg wydajnoscia
(10%). Natomiast reakcja TPT x HCI prowadzona w tych samych warunkach w obecnosci

oligomeru d(GCGATCGC), nie prowadzi do powstania produktow alkilowania DNA.
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Pochodna TPT zawierajaca w pozycji 23-C grupe trimetyloamoniowa pod wplywem
fotochemicznej reakcji do produktu posredniego QM, moglaby stanowi¢ zrédlo silnego
centrum elektrofilowego zdolnego do alkilowania nukleofilowych zasad azotowych
w kwasach nukleinowych (Schemat 6.1). Wiedzac, ze topotekan interkaluje w przerw¢ DNA
generowang przez Top I, aktywowana fotochemicznie pochodna TPT, tworzac wigzanie
kowalencyjne z DNA, prowadzitaby do utworzenia trwaltego adduktu DNA-Top I-[TPT-QM].

< CHs
| CH, _ +[TPT-QM]
. o + [TPT-QM]

para zasad IN-8 NH
GC H_</ | 1
= \ g ez
H,0. nicked DNA 0o gN™ 4 N NH,
o
/|....., \
+[TPT-QM
CHs  on b [ !

- - ~

UV 365 nm

e —

Pochodna TPT TPT metylenochinon [TPT-QM]

Schemat 6.1 Proponowany mechanizm alkilowania przerwanego DNA uwzgledniajagcy powstawanie
QM. X" oznacza HCOQ', CF;S0; . Strzalki oznaczaja mozliwe miejsca alkilowania w guaninie.

Badanie oddziatywania [TPT-MesN]® X~ prowadzono z oligomerem o sekwencji
d(GCGATCGC),, ktorego terminalna para GC odpowiada potowie przerwy w przerwanym
dekamerze (nicked DNA)> **. Wiadomo, ze TPT oddziatywujac z oktamerem interkaluje
tylko do terminalnej pary GC, dlatego tez przypuszczano, iz pochodna TPT w wyniku
fotochemicznej aktywacji zwigze si¢ kowalencyjnie tylko z centrami nukleofilowymi pary

GC na koncach badanej sekwencji DNA.

Wstepne badania oddziatywania pochodnej TPT z oktamerem DNA zostaly wykonane
przez K. Hyz. Eksperyment prowadzono stosujac mieszaning reakcyjna (przed oczyszczaniem
na HPLC) zawierajaca 4 zwiazki, poniewaz jedynie struktura zwiazku [TPT-MesN]* CF3SOs5°
umozliwia powstanie produktu przejsciowego typu QM w wyniku fotochemicznej aktywacji.
Probke w obecnosci dupleksu d(GCGATCGC), w roztworze wodnym o0 pH=6 naswietlano
przez 20 godz. lampg UV przy dtugosci fali A=365 nm. Mieszaning reakcyjng oczyszczono od
nadmiaru niezwigzanej pochodnej TPT. Obecnos¢ produktow alkilowania zostata

potwierdzona przy pomocy eksperymentu PFGSE (Zatacznik 1) oraz techniki MALDI-TOF.°

Ze wzgledu na protonowanie atoméw azotu zasad DNA w pH=6 postanowitam
wykona¢ podobny eksperyment w pH=7, stosujac mieszaning tylko 2 zwigzkéw, TPT oraz
TPT-MesN™ w postaci soli kwasu mroéwkowego (mieszanina otrzymana przeze mnie po

rozdziale HPLC). Przypuszczatam, ze przy wyzszym pH zasady azotowe w dupleksie DNA
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bedg bardziej podatne na atak QM. Przebieg reakcji monitorowano przy uzyciu widm ‘H

NMR (Rysunek 6.1).

[TPT-NHMeo]*HCOO"

* [TPT-NMe3]*HCOO- g 1 C

1 SS
ds
U M
TPT
B WL.L)\JLLW
. '
MeaNH*HCOO" MeaNH,+HCOO TPT
U‘f_
[TPT-NMe3]*HCOO-
TPT
5 -
M
g T e sl e s T 2 1 bpm

Rysunek 6.1 Monitorowanie ‘H NMR reakcji [TPT-NMes]"HCOO™ (1.0 mM) z oligomerem
d(GCGATCGC); (0.33 mM ds.) w roztworze buforu (25mM NaCl/ 256mM K;PO,, H,O/D,O 90/10
v%) 0 pH=7: A-widmo czystego DNA, sygnaty oznaczone B i C nalezg odpowiednio do widm B i C,
ss oznacza pojedyncza ni¢, ds. oznacza podwojng ni¢ DNA, sygnat [TPT-NHMe,]JHCOO™ nalezy do
widma B i C;’ B- widmo DNA w obecnosci pochodnej [TPT-NMes]"'HCOO", widoczne sa dwie formy
tautomeryczne, lakton (0.96 ppm) oraz karboksylan (1.05 ppm); C-widmo B po 1 godz. naswietlania
UV o dhlugosci A=365 nm; D- widmo C po oczyszczeniu mieszaniny z nadmiaru niezwigzanej
pochodnej TPT. Obecnos¢ adduktu potwierdzono ESI MS; *-0znaczono zanieczyszczenia.

Niskie stezenie dupleksu d(GCGATCGC); oraz pH=7 powoduja, ze na widmie A na
Rysunku 6.1 widoczne sg sygnaly nalezace do pojedynczej (sS) i podwdjnej (ds) nici DNA.
Wyzsze pH eksperymentu skutkuje pojawieniem si¢ formy laktonowej i karboksylowej
pochodnej TPT. We wczeéniejszym eksperymencie prowadzonym w pH=6 obserwowano
jedynie forme laktonowa. Dodanie pochodnej [NMesTPT]'"HCOO™ powoduje zmiany
przesunie¢ chemicznych protonéw DNA, ktore sg szczegodlnie widoczne porownujac zakres
5.0-8.5 ppm na widmach A i B. Zmiany te wynikaja z oddziatywan niekowalencyjnych TPT
oraz pochodnej TPT z DNA, bedacych w szybkiej wymianie pomigdzy forma zwigzang
a wolng co potwierdzono eksperymentem DOSY (Rysunek 6.2).
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MeshH+*HCOD™  [TPT-MHMez]*HCO O
[TPT-NMe3 *HCOO" .~ MeaNHa HCOo"

/ ;TF’T
1/
E .
Fi
Di X 10™Y
{m'="}
1.0
1.5 T ! 'f‘!- .H-Jﬂ Di
2.0 L‘J : [ [ (DNA)
2.5] L a ! WH_— Di
3_05 L I i. (TPT)
3_5-
s 7 6 s a4 3 a la

F2 {ppm}

Rysunek 6.2 Widmo DOSY wykonane na probce z widma B z rysunku 6.1, roztwér buforu (25mM
NaCl/25mM K3PQO,4, H,O/D,0 90/10 v%) o pH=7. Czerwone linie oznaczajg wspotczynniki dyfuzji
(Di) niezwigzanego kowalencyjnie DNA (1.7 x 10" m?s) oraz wolnej pochodnej TPT i TPT w
szybkiej wymianie z DNA, Di réwne 2.6 x 10" m%s.

Po godzinie naswietlania UV o dtugosci fali A=365 nm na widmie C (Rysunek 6.1)
zaobserwowano prawie calkowity zanik sygnatu grupy trimetyloaminowej zwigzanej
z pochodng TPT oraz pojawienie si¢ sygnatlu nalezacego do wolnego mrowczanu
trimetyloaminy. Swiadczy to o przereagowaniu pochodnej TPT. Na widmie D (Rysunku 6.1)
widoczne sg sygnaty grup metylowych od zwigzanego fragmentu TPT. Obecnos¢ adduktu
zostata potwierdzona technikami ESI MS oraz MALDI-TOF. Zaobserwowano jedynie
produkt alkilowania pojedynczej nici DNA.

Oba eksperymenty dowodza, ze pochodna TPT pod wplywem fotochemicznej
aktywacji tworzy wigzanie kowalencyjne z dupleksem lub pojedyncza nicig badanego
oktameru. Stwierdzono takze, ze s6l kwasu mrowkowego pochodnej TPT jest bardziej
reaktywna w poroéwnaniu do soli kwasu trifluorometanosulfonowego, wymaga jedynie
godziny naswietlania UV a nie 20 godz. jak w przypadku [TPT-MesN]" CF3SOj3". Poszerzenie
sygnalow grupy metylowej na projekcji *H NMR na widmie DOSY (Zatacznik 1) a takze
w widmie D (Rysunek 6.1) wynika z braku regioselektywnosci alkilowania co skutkuje
naktadaniem si¢ wielu sygnalow rezonansowych, badz tez wystgpowaniem reakcji

odwracalnych pomigdzy poszczegbélnymi atomami azotu W azotowych zasadach
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aromatycznych co dokumentuje Rokita.* *® W przypadku eksperymentu prowadzonego w
pH=7 mozemy si¢ spodziewaé zaréwno produktow alkilowania terminalnych par zasad

dupleksu DNA jak i dowolnego nukleofilowego atomu azotu dla wystgpujacej formy ss DNA.

6.3 Badania biologiczne dla pochodnej TPT

Badania biologiczne prowadzone na komorkach biataczki mysiej (L1210), pokazujace
wplyw aktywnos$ci biologicznej pochodnej TPT w warunkach przed i po naswietlaniu
swiattem UV przy dlugosci fali 356 nm sg przedstawione na Rysunku 6.3. Otrzymane wyniki
dowodza, ze pochodna wykazuje znacznie lepszg aktywnos¢ biologiczng po naswietlaniu UV.
Prawdopodobnie spowodowane jest to mozliwoscia alkilowania DNA przez produkt posredni
typu TPT-QM. Do badaf uzyto mieszaniny soli [TPT-MesN]" HCOO™ oraz [TPT-Me;N]*
HCOO'". Sol [TPT-Me,N]" HCOO™ nie wykazuje aktywnosci biologicznej pod wptywem
naswietlania UV wobec czego nie wptywa na warto$¢ aktywnosci biologicznej, natomiast
ilos¢ substancji czynnej zostala skorygowana na podstawie jej procentowej zawartoSci

W mieszaninie.

Linia komdrkowa L1210. Po 20 min naswietlania UV i 24 h inkubacji . Test MTT wykonano po 72 h.

160
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| BNl I
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0 : ; : . . . r
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Stezenie [uM]

HWUV M bezUV
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Rysunek 6.3 Porownanie aktywno$ci biologicznej pochodnej TPT w warunkach przed i po
naswietlaniu §wiattem UV.
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7 Pochodne SN38

7.1 Otrzymywanie pochodnych SN38

Pochodna kamptotecyny, SN38 zawierajagca w pozycji 7-C grupe etylowa wykazuje
znacznie wicksza aktywno$é biologiczna in vitro niz irinotekan a takze topotekan. ® Ze
wzgledu na niskg rozpuszczalno$¢ w wodzie nie moze by¢ stosowana jako lek. W ramach tej
pracy podjeto probe syntezy szeregu pochodnych SN38, ktore charakteryzowatyby sie dobrg
rozpuszczalnoscig w wodzie. Wprowadzenie podstawnika aminometylowego w pozycji 9-C
pierscienia A (Tabela 7.1) zwigkszyloby znacznie rozpuszczalno$¢ zwigzkow. Ponadto,
zwigzki tego typu moglyby tworzy¢ produkty posrednie typu o-metylenochinonu poprzez
eliminacj¢ podstawnika w pozycji 24-C lub tez reagowa¢ wedlug mechanizmu substytucji

nukleofilowej.

W celu otrzymania pochodnych SN38 wykonano szereg reakcji Mannicha z uzyciem
roznych rozpuszczalnikow, nadmiaru reagentdéw oraz dodatku kwasu octowego jako
katalizatora. Reakcj¢ prowadzono takze w szerokim zakresie temperatur. W celu opracowania
warunkow reakcji w pierwszej kolejnosci postanowitam otrzymaé pochodng SN-NMe,
Pozadanego produktu reakcji nie udato si¢ jednak otrzymac stosujac rozpuszczalniki takie
jak: metanol, etanol, DMSO oraz dioksan. Zwiazek otrzymano jedynie w reakcji Mannicha
prowadzonej w temperaturze wrzenia acetonitrylu z dodatkiem Kkatalizatora. Reakcja
Mannicha prowadzona z uzyciem nadmiaru stezonego kwasu octowego, formaldehydu oraz
dimetyloaminy takze zakonczyta si¢ niepowodzeniem. Pochodnej SN-NMe, nie otrzymano
takze w reakcji SN38 prowadzonej wedtug przepisow patentowych z uzyciem dichlorometanu

(a takze w dibromometanu), bezwodnego weglanu potasu i roztworu dimetyloaminy.lo7

Wykorzystujac opracowane warunki reakcji Mannicha otrzymano szereg pochodnych
SN38, przedstawione sg w Tabeli 7.1. W reakcjach uzyto 37 % roztworu formaldehydu,
dodajac odpowiednich amin oraz kwasu octowego jako katalizatora. Pochodne BN49A oraz
BN67A uzyskano w reakcji bez dodatku katalizatora. Dodatek katalizatora prowadzil do
braku pozadanego produktu reakcji. Wykorzystujac wysokosprawng chromatografie cieczowa
otrzymano czyste pochodne SN38 w postaci soli kwasu mrowkowego. Ze wzgledu na szybki
rozktad tych soli, przeksztatcono je w chlorowodorki. Pochodne SN38 w formie soli
chlorowodorkow otrzymano z wydajnoscia rzedu 18-30 %. W trakcie reakcji otrzymano takze

alkohol SN38-CH,0OH (zwigzek ten scharakteryzowano, struktury nie pokazano ze wzgledu
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na planowane umieszczenie pochodnej w zgloszeniu patentowym). Otrzymane nowe

pochodne SN38 (wykluczajac zwiazek SN-NMe;,) ujeto w zgloszeniu patentowym. %

Akronim zwiazku R Wydajnos¢
CH,
SN-NMe; —N 28 %
CH

BNG67A —Ni> 18 %
BN49A N J 24 %
BN71A — ) 30 %

BN37A —N O 24 %
/
BN74A —N N—CH, 24 %

Tabela 7.1 Pochodne SN38. Zwigzki otrzymano w postaci soli chlorowodorkow.
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7.2 Stabilno$¢ pochodnych SN38 w H,O, DMSO i MeOH

Farmakokinetyka jest dziedzing farmakologii opisujaca stezenie leku oraz jego
metabolitow w ustroju W funkcji czasu, po jego podaniu. Na pelny opis farmakokinetyczny
sktada si¢ wiele parametréw uwzgledniajacych procesy fizykochemiczne i fizjologiczne.
Wazne jest wigc wykonanie wstgpnych badan fizykochemicznych otrzymanych potencjalnie
biologicznie czynnych zwigzkéw w celu okreslenia stabilno$ci, czasu pottrwania a takze
zbadania procesOw zachodzacych w roznych rozpuszczalnikach i warunkach zblizonych do
fizjologicznych.

W celu zbadania stabilnosci i proceséw zachodzacych w roznych warunkach konieczna
jest znajomos¢ wartosci & pochodnych SN38 w stosowanych rozpuszczalnikach. Dlatego tez
dokonano przypisan *H i *C badanych zwiazkéw, ktore zamieszczono w Zatacznikach 2-6.
Ze wzgledu na szybki proces eliminacji podstawnika aminowego w zwiazku BN74A nie byto
mozliwe scharakteryzowanie tej pochodnej w roztworze metanolu. Interpretujac ksztatt widm
NMR nowych pochodnych (zatgczniki 2-6) nalezy wzia¢ pod uwagg procesy fizyczne jakim
moga podlega¢ pierscienie cyklicznych amin, a wigc inwersji pierscienia i/lub na atomie
azotu, zaleznej od pH roztworu i wielkoSci pier§cienia, oraz zahamowanej rotacji wokot
wigzania 24-C-N, w zwigzku z silng zawadg przestrzenng w tej czesci czasteczki. Obecnosé
centrum stereogenicznego 20-C moze by¢ rowniez przyczyng zmian W ksztalcie widma.
W rezultacie, na widmie "H NMR mozna obserwowa¢ nierdwnocenno$é¢ geminalnych
protonéw grupy CHj i/lub poszerzenie sygnatow zwigzane z zahamowang inwersjg lub
rotacjg. Na Rysunku 7.1 podany jest przyktad obserwowania w widmie zwigzku BN71A
nierownocennosci protonéw geminalnych aksjalnych i ekwatorialnych w grupach CH, przy
atomie azotu oraz w potozeniu 3 do atomu azotu. Nie zaobserwowano podobnego zjawiska
dla pochodnej BN74A.
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19-CH,

23-CH,

27,28-CH,
27,28-CH,.,

18-CH&

25,26-CH,,, 22-CH,
25,26-CH,,

Rysunek 7.1 Fragment widma 'H NMR chlorowodorku pochodnej BN71A w D,0, pH=4
przedstawiajacy nieréwnocenno$¢ protondow geminalnych wewnatrz grup -CH, w pierScieniu
piperydyny, w potozeniach o i  do atomu azotu.

Badajac stabilno$¢ zwigzkow w wodzie zaobserwowano, ze pochodna SN-NMe;
w postaci soli kwasu mrowkowego ulega reakcji hydrolizy w roztworze D,O o pH=5
w temperaturze pokojowej (Rysunek 7.2) Na widmach B i C widoczny jest zanik sygnatu
pochodzacego od grupy SN-NHMe,"HCOO™ oraz wzrost intensywnosci sygnatu
pochodzacego od wolnej aminy NH,Me,"HCOO". Po 26 dniach mréwczan pochodne;
SN-NMe; ulega prawie catkowitej przemianie do produktu hydrolizy SN38-CH,OH oraz
SN38 (masy produktéw potwierdzono technika ESI-MS). Na widmie A widoczne jest
niewielkie zanieczyszczenie, ktore ze wzgledu na niskg intensywnos$¢ sygnaléw nie zostato

zidentyfikowane.
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Rysunek 7.2 Monitorowanie stabilnoéci pochodnej [SN-NMe,]"HCOO™ w D,O o pH=5 przy pomocy
'H NMR. Sygnat od wolnej dimetyloaminy na widmie B i C naktada si¢ na widmo A.

Chlorowodorek pochodnej BN37A ulega temu samemu procesowi €O mroéwczan
pochodnej SN-NMe,. Eksperyment prowadzono w roztworze D,O w pH=3 (pH probki
otrzymane po rozpuszczeniu pochodnej w wodzie). Na Rysunku 7.3 przedstawiono zakres
aromatyczny widm *H NMR monitorujacych zachodzace procesy. Na widmie A widoczne sa
sygnaty protonéw 14-CH, 11-CH oraz 12-CH nalezace do badanego zwiagzku, po 4 dniach
pojawia si¢ dodatkowy zestaw sygnatow, ktory zostal zidentyfikowany jako produkt
hydrolizy SN38-CH,OH. Po 31 dniach na widmie D widoczny jest gldwnie sygnal protonu
12-CH nalezacy do SN38-CH,OH, niewielki sygnat od protonu 12-CH pochodnej BN37A
oraz dodatkowy zestaw sygnatow zidentyfikowany jako SN38 (ESI-MS m/z=393). Wartos$ci
przesunig¢ chemicznych protonéw nalezacych do pochodnych kamptotecyn sg wrazliwe na
zmiany pH dlatego tez, niewielka zmiana pH wynikajaca z eliminacji czasteczki morfoliny
zwigzanej z pochodng BN37A powoduje zmiang¢ przesuni¢¢ chemicznych protonéw w strone

nizszych czestosci.
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12-CH [ BN37A]

D ‘ i

8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 71 7.0 6.9 ppm

1 dzien

po 4 dniach

po 10 dniach

po 31 dniach

Rysunek 7.3 Zakres aromatyczny widm ‘H NMR monitorujacych stabilno$é chlorowodorku BN37A

w D,0 o pH=3.

Wykres 7.1 przedstawia zanik intensywnosci sygnatéw protonow morfoliny

chlorowodorku BN37A w czasie. Z rownania krzywej wyznaczono okres pottrwania
pochodnej, wynoszacy 400 h. Pochodne BN49A, BN67A oraz BN71A wykazujg stabilnos¢

w roztworach wodnych o pH réwnym 3-5. Chlorowodorek pochodnej BN74A w roztworze

wodnym ulega catkowitej hydrolizie bezposrednio po rozpuszczeniu. Przypisania sygnatow

protonowych i weglowych dla pochodnej BN74A (Zatacznik 6) w wodzie wyznaczono dla

soli kwasu mrowkowego, ktora wykazuje nieco wigkszg stabilno$¢ w wodzie, umozliwiajaca

wykonanie pomiaréw NMR.
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30 - w w q

BN37A

Intensywnos$¢ sygnatéw ( mm)

0 1000 2000 3000 4000 5000

czas (h)

Wykres 7.1 Zanik intensywno$ci sygnatow morfoliny w zwigzku BN37A w czasie, obserwowany w
D,O o0 pH 3.

Ze wzgledu na obserwowany rozpad topotekanu w homogenatach tkanek serca

109 5 takze doniesienia literaturowe

(przechowywane w metanolu w temperaturze pokojowej),
potwierdzajace niestabilno¢ TPT w metanolu,®" zbadano stabilno$¢ nowych pochodnych
SN38 w tym rozpuszczalniku. Zaobserwowano proces eliminacji podstawnika w pozycji 24-C
dla pochodnej BN74A prowadzacy do powstania eteru 24-CH,-OCDj3 (Rysunek 7.4),

identycznemu procesowi w metanolu ulega czasteczka topotekanu.

Obecnos¢ produktu reakcji z CD30OD widoczna jest bezposrednio po rozpuszczeniu
zwigzku w metanolu. Na widmie A (Rysunek 7.4) widoczny jest sygnat 24-CH,-OCD3 przy
wartosci 6 5.01 ppm pochodzacy od eteru, stanowigcy ponad 50 %. Chlorowodorek BN74A
ulega calkowitej przemianie po 3 dniach o czym $§wiadczy brak sygnatu 24-CH, na widmie B
przy 5.20 ppm nalezagcego do badanego zwigzku. Produkt reakcji zostal potwierdzony
w widmie ESI-MS ([M+H]"=440). Na podstawie widma protonowego oraz widm HSQC
1 HMBC dokonano przypisan sygnatéw protonowych i atomow wegla (Tabela 7.2),
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24-CH,-OCD,

24-CH,
BN74A

: il

24-CH,-OCD,

\

. WW
A 00 S
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 ppmMm

Rysunek 7.4 Proces eliminacji podstawnika aminowego w pozycji 24-C chlorowodorku BN74A
w CD;OD prowadzacy do powstania eteru 24-CH,-OCD; A-fragment widma 'H NMR po
rozpuszczeniu zwigzku w CD;OD; B-fragment widma *H NMR po 3 dniach.

Dowodem potwierdzajacym powstawanie eteru pochodnej SN38 jest duza wartos¢
8§ 13C atomu 24-CH,-OCD3, wynoszaca 64.6 ppm. Zaobserwowano takze sygnat nalezacy do
grupy —OCDs3 przy 55.9 ppm.
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Numer atomu §H RE(®

2-C - 147.8
3-C - 146.3
5-CH;, 5.36s 50.2
6-C - 130.8
7-C - 146.7
8-C - 128.9
9-C - 116.0
10-C - 157.1
11-CH 7.51,d,J=9.2 Hz 122.0
12-CH 8.07,d,J=9.2 Hz 131.4
13-C - 145.2
14-CH 7.63, s 98.1
15-C - 151.4
16-C - 118.7
16a-C(O) - no

17-CH, 5.40,5.60, uktad AB, J=16.1 Hz | 65.4

18-CH, 197, m 3038
19-CH; 1.01,t, J=7.4 Hz 7.0
C-20 - 73.0
21-C(O) - 1736
22-CH, 3.42,q,J=7.6 Hz 248
23-CH; 1.43,1,J=7.6 Hz 14.2
24-CH,(O) 5.02, s 64.6
25-CD;(0) - 55.9

Tabela 7.2 Przesuniecia chemiczne *H i **C (ppm) eteru 24-CH,-OCD3 w metanolu-ds.

Wszystkie badane zwiazki wykazuja stabilnos¢ w DMSO w temperaturze pokojowe;.
Dopiero po okresie ponad 6 miesigcy ulegajg rozktadowi do alkoholu 1 SN38. Otrzymane
wyniki sg korzystne ze wzgledu na badania biologiczne in vitro podczas ktoérych pochodne

SN38 podawane byty jako roztwory w DMSO.
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7.3 Oddzialywanie pochodnych SN38 z oligomerem DNA

Do wstepnych badan mechanizmu oddziatywania pochodnych SN38 z oligomerem

DNA wybrano oktamer o sekwencji d(GCGATCGC),. Wybor tej sekwencji wydawat si¢

uzasadniony, ze wzgledu na wczeéniejsze badania oddziatywania TPT z tym oktamerem.®

Pierwszym etapem zbadania oddziatywania zwigzkéw z DNA bylto przypisanie przesunigé

chemicznych protonéw w dupleksie DNA w warunkach analogicznych do warunkéw

prowadzenia eksperymentow. Na podstawie widm NOESY, TOCSY oraz HSQC dokonano

przypisan sygnatéw DNA w temperaturze pokojowej (Tabela 7.3) oraz w 10 °C (Tabela 7.4).

W celu przypisania sygnatéw NH i NH; roztwory DNA przygotowano w roztworze H,O
buforu 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO,4 0 pH=6 zawierajacego 10 v/v % D,0.

zasada| NH NH, H8/H6 H2/H5/Me H1' H2' H2" H3'" H4 HY
Gl na na 7.98 - 599 261 279 486 425 3.73
Cc2 - 6.52/8.45 7.40 5.40 568 205 242 na na na
G3 | 12.77 na 7.93 - 569 275 286 505 439 na
A4 - na 8.21 7.80 6.28 264 299 503 45 4.28
TS5 13.56 - 7.16 1.36 593 207 249 na 421 417
C6 - 6.80/8.48 7.45 5.61 576 205 243 487 415 4.07
G7 | 13.06 na 7.93 - 597 263 274 5 437 4.08
C8 - 6.74 7.46 5.52 6.20 220 220 451 407 na

Tabela 7.3 Przesuniecia chemiczne *H (ppm) oktameru d(GCGATCGC), w temp. pokojowej (25 °C),
pH=6 w buforze 25 mM NaCl/ 25 mM K3PQ,, 10 % D,0; na -nie przypisano (not assigned).

zasada | NH NH, H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
Gl na na 7.99 - 599 263 279 487 425 372
C2 - 6.59/851 7.41 5.39 565 209 243 490 419 414
G3 12.80 na 7.95 - 571 277 286 506 440 4.07
A4 - na 8.24 7.79 6.28 266 299 504 452 428
T5 13.64 - 7.18 1.35 594 207 249 na 421 418
C6 - 6.89/8.48  7.46 5.60 577 206 244 488 418 na
G7 13.09 na 7.95 - 595 264 275 500 438 408
C8 - 6.81 147 5.49 6.20 219 219 452 4.07 na

Tabela 7.4 Przesuniecia chemiczne *H (ppm) oktameru d(GCGATCGC), w 10 °C, pH=6 w buforze
25 mM NaCl/ 25 mM K3POy, 10 % D,0; na -nie przypisano (not assigned).
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7.3.1 Kompleksy pochodnych SN38 z d(GCGATCGC),

Wiedzac, ze topotekan interkaluje do terminalnej pary GC odpowiadajacej motywowi
GC w przerwie w rozcietym DNA, postanowiono zbada¢ czy pochodne SN38 oddziatywuja
w podobny sposéb. W tym celu wykonano serie eksperymentow NOESY i TOCSY
w temperaturze pokojowej oraz w 10 °C, uzywajac dwukrotnego nadmiaru ligandow

w stosunku do oktameru DNA.

7.3.1.1 Kompleksy w temperaturze pokojowej

Wykonano widma NOESY dla pochodnych SN-NMe,;, BN49A oraz BN71A dla
ktorych zaobserwowano zmiany przesuni¢¢ chemicznych sygnatow nalezacych do DNA
w kierunku nizszych czgstoSci co $wiadczy 0 oddziatywaniu pochodnych z DNA. Nie
zaobserwowano sygnatow korelacyjnych migdzyczasteczkowych pomiedzy protonami
pochodnych 1 DNA. Oddzialtywanie ligandow powoduje poszerzenie sygnaldw protonowych
zaro6wno nalezacych do ligandu jak i do DNA, co moze to by¢ spowodowane posrednig
szybko$cig wymiany pomig¢dzy formg zwigzanego i wolnego DNA. Ponadto, uniemozliwia to
zaobserwowanie sygnatow korelacyjnych oddziatywan miedzyczasteczkowych. Tabele
przesuni¢¢ chemicznych protonow DNA oraz rdznice przesunig¢ chemicznych
Ad przedstawiono w zatacznikach: dla pochodnej SN-NMe, zataczniki 7-8, BN49A zataczniki
10-11, BN71A zataczniki 16-17.

0,08 -
0,07 - m SN-NMe2
0,06 - m BN49A
0,05 - BN71A
0,04 -

0,03 -

A3 (ppm) protonow H1'

0,02 -
0,01 -

Gl c2 G3 A4 TS5 Ce G7 cs8

Wykres 7.2 Poréwnanie zmian przesuni¢¢ chemicznych Ad= d(oktamer)-5(oktamer/pochodne SN38)
protonéw H1’ oktameru d(GCGATCGC), w obecno$ci pochodnych SN-NMe,, BN49A oraz BN71A
w temperaturze pokojowej.
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0,09 ~
0,08 -
0,07 -

0,06 -

0,05 - B SN-NMe2

0,04 | W BN49A

BN71A
0,03 -

0,02 -

Ad (ppm) protonow H6/HS

0,01 -

Gl C2 G3 A4 TS5 6 G7 cs8

Wykres 7.3 Porownanie zmian przesuni¢¢ chemicznych Ad = d(oktamer)-6(oktamer/pochodne SN38)
protonow H6/H8 oktameru d(GCGATCGC), w obecnosci pochodnych SN-NMe,, BN49A oraz
BN71A w temperaturze pokojowe;j.

Najwigksze zmiany Ad zaobserwowano dla protonéw H1’ oraz H6/H8 (Wykres 7.2,
7.3) terminalnych nukleotydow. Moze to $wiadczy¢é o oddziatywaniu pochodnych SN38
z krancowymi parami zasad GC. Roznica przesuni¢cia chemicznego dla protonow HS
nukleotydu G1 w przypadku oddziatywania pochodnych SN-NMe, oraz BN49A wynosi 0.09
ppm. Natomiast dla kompleksu pochodnej BN71A 0.06 ppm. Porownujac Ad dla protonow
H1” (Wykres 7.2) widoczny jest najwigkszy wzrost roznicy przesuni¢cia chemicznego dla
krancowych nukleotydéw (G1, C8) w porownaniu do pozostatych nukleotydow sekwencji
DNA. Najstabsze oddziatywanie z DNA wykazuje pochodna BN71A.

7.3.1.2 Kompleksy w temperaturze 10 °C

Obnizenie temperatury mialo na celu zwigkszenie sity oddzialywania badanych
zwigzkow, przesuwajac rownowage reakcji w strong powstajacego kompleksu DNA/ ligand.
Pomiary wykonano dla pochodnych BN37A, BN67A, BN71A oraz BN74A. Na
zarejestrowanych widmach NOESY oraz *H NMR zaobserwowano identyczna tendencje jak
w przypadku eksperymentéw prowadzonych w temperaturze pokojowej. Przykladowe widmo
'H NMR kompleksu BN67A z d(GCGATCGC), przedstawiajace zmiany przesunigé
chemicznych liganda oraz protonow oligomeru DNA pokazano na Rysunkach 7.5, 7.6.
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19-CH,

23-CH,

22-CH,

18-CH,

BN67A

DNA

19-CH,

DNA+BN67A

Rysunek 7.5 Zakres alifatyczny widma *H NMR oktameru d(GCGATCGC), w obecnosci pochodnej
BN67A, pH=6, bufor 25 mM NaCl/ 25 mM Ks;PO, H,O/ 10 % D,O, 10 °C. *-oznacza
zanieczyszczenia pochodzace od DNA.

14-CH
12-CH 11-CH
BN67A ‘

G1(H8)

5

DNA

G1(H8)

I3

DNA+BNG67A N

r v+ 1+ v v 1 1| v 1 1 1 | 1t Tt T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T ]

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

Rysunek 7.6 Zakres aromatyczny widma "H NMR probki BN67A.
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Oddzialywanie pochodnej BN67A z DNA powoduje zmiang przesuni¢¢ chemicznych
protondéw nalezacych do pochodnej oraz DNA w strong nizszych czestosci (Rysunek 7.5, 7.6).
Najwicksza zmiane zaobserwowano dla protonéw aromatycznych 11-CH oraz 12-CH
czasteczki BN67A, dla ktorych wartosci A5 wynosza odpowiednio 0.13 ppm i 0.11 ppm
(Tabela 7.5). Na Rysunku 7.5 pokazano widmo *H NMR zakresu alifatycznego pochodnej
(widmo gorne) na ktérym widoczne sg sygnalty od grup etylowych pochodnej SN38 w pozycji
7-C pierscienia B (23-CHj3 i 22-CHy) oraz w pozycji C-20 pierscienia E (19-CHg, 18-CHy). Po
dodaniu zwigzku do DNA (widmo dolne) obserwujemy przede wszystkim poszerzenie si¢
sygnatow protonow 23-CHs; oraz 22-CH,, ktoére wykazuja znacznie wigcksze wartosci Ad
w porownaniu do protondw grupy etylowej w pozycji 20-C (Tabela 7.5), wynoszace
odpowiednio 0.08 oraz 0.14 ppm. Swiadczy to o silniejszym oddzialywaniu z czasteczka
DNA grupy etylowej w pozycji 7-C pochodnej.

Numer atomu | BN67A DNA+BNG67A | Ad

11-CH 7.37 7.24 0.13
12-CH 7.80 7.69 0.11
14-CH 7.27 7.23 0.04
5-CH, 5.21; 5.08 na®

5.51 0.07
17-CH, 5.58; 5.42

5.36 0.06
18-CH, 1.97 1.93° 0.04
22-CH, 3.16 3.02 0.14
19-CH,4 0.98 0.96 0.02
23-CH, 1.52 1.44 0.08
24-CH, na® na®
25-CH, 4.14 A

4.16
26-CH, 4.24; 4.14
27-CH, 2.42;2.52 2.42;2.52°

Tabela 7.5 Zmiany wartosci przesunie¢ chemicznych niezwiagzanej pochodnej BN67A oraz w
obecno$ci DNA w temp. 10 °C, w buforze 25mM NaCl/ 25 mM K;PO, H,0/ 10 % D,0 o pH=6;
a-sygnat pod Iub blisko H,0O; b-pod sygnalem DNA; na -nie przypisano (not assigned);
AS = 3(BN67A)-5(DNA+BNG7A).

Najsilniejsze oddziatywanie z oktamerem DNA zaobserwowano dla pochodnej BN37A.

Roéznice przesunig¢ chemicznych protonow DNA przedstawiono w Tabeli 7.6.
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NH NH,” NH," H8/H6 H2/H5/Me HI' H2' H2" H3' H4' H5'
Gl - - - 0.15 - 0.15 0.13 0.09 0.04 0.01 -0.03
c2 - 0.11 0.12 0.07 0.09 0.05 0.05 0.04 - - -
G3 0.05 - - 0.04 - 0.04 0.03 0.03 0.02 0.03 -
A4 - - - 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 0.01 0.02 0.02
T5 0.03 - - 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 - - -
C6 - 0.06 0.07 0.03 0.04 0.04 0.02 0.02 0.01 0.02 -
G7 0.10 - - 0.04 - 0.04 0.02 0.01 0.01 0.01 -
C8 — 0.10 0.15 0.06 0.11 009 -001 -0.01 -0.02 0.01 -

Tabela 7.6 Roznice warto$ci przesunie¢ chemicznych Ad= §(oktamer)-8(oktamer/BN37A) w 10 °C.

Najwigkszej zmianie ulegly przesunigcia protonow nalezace do terminalnych par

zasad GC, wartos¢ Ad dla protonow H8 oraz H1’ nukleotydu G1 wyniosta 0.15 ppm.

Zaobserwowano takze znaczng warto$¢ Ad dla grupy NH; wynoszaca 0.10 ppm oraz 0.15

ppm w stron¢ nizszych czestos$ci. Przedstawione wyniki sugeruja, iz pochodna BN37A

oddziatywuj¢ z terminalng parg oktameru d(GCGATCGC),. Oddziatywanie pochodnej SN38

takze wplywa na przesunigcia chemiczne protonéw sasiadujacych par zasad o czym $§wiadcza

znaczne warto$ci Ad dla nuleotydow G7 oraz C2. Réznice przesunie¢ chemicznych malejg w

stron¢ centralnych par zasad. Identyczng tendencj¢ zaobserwowano dla pozostalych

pochodnych (Wykresy 7.4-7.6).

Ad (ppm) dla protonow H6/HS

0,16 -

0,14 -

0,12 -

0,1 -

0,08 -

0,06

0,04 -

0,02 -

Gl

Wykres 7.4

c2 G3 A4 5 cé

Porownanie

zmian  wartosci
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G7

cs

przesunig¢

HBN37A

W BN49SA

BNG67A

B BN71A

W BN74A

chemicznych

AS =3(oktamer)-
d(oktamer/pochodne SN38) protonéw H6/H8 oktameru d(GCGATCGC), w obecnosci pochodnych
BN37A, BN49A, BN67A, BN71A, BN74A w temperaturze 10 °C.
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0,16

0,14 -

0,12 -

0,08 -

0,06 -

0,04 -

A3 (ppm) dla protonow H1'

0,02 -

Gl c2 G3

Wykres 7.5 Poréwnanie zmian warto$ci  przesunig¢é

BN37A, BN49A, BN67A, BN71A, BN74A w temperaturze 10 °C.

HBN37A
H BN4SA

BNG67A
HBN71A
B BN74A

chemicznych  Ad =d(oktamer)-
d(oktamer/pochodne SN38) protonéw HI1’ oktameru d(GCGATCGC), w obecnosci pochodnych

0,14 -
. 0,12 -
[ |
=
= 0,1 -
Rl—]
g EBN37A
= 0,08 -
g B BN49A
= 0,06 - BNG67A
= mEBN71A
= 0,04 -
= mBN74A
=
o 0,02
<

0

G1 Cc2 G3 A4 T5 C6 G7
-0,02 L —

Wykres 7.6 Porownanie zmian wartosci  przesunigé

BN37A, BN49A, BN67A, BN71A, BN74A w temperaturze 10 °C.
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chemicznych A& =d(oktamer)-
d(oktamer/pochodne SN38) protonéw H2’ oktameru d(GCGATCGC), w obecnosci pochodnych
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Ponadto, w przypadku kazdego z kompleksow zauwazono duza zmian¢ warto$ci
przesunigcia chemicznego w strong nizszych czestosci dla protonoéw reszty cukrowej
H2’/H2>’ nukleotydu G1 oraz niewielkg zmiang & w strong¢ wyzszych czgstosci dla
nukleotydu C8 (Wykres 7.6). Przypisania przesuni¢¢ chemicznych oraz rdéznice AS dla
kompleksow DNA z badanymi pochodnych SN38 przedstawiono w zatacznikach: pochodna
BN37A zalacznik 9, BN49A zatacznik 12-13, BN67A zalacznik 14-15, BN71A zatacznik 18-
19 oraz BN74A zalacznik 20-21. Pordéwnujagc dane otrzymane na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw mozna stwierdzi¢, ze wszystkie pochodne oddziatywuja z
terminalng para GC tworzac kompleksy molekularne. Najstabiej oddziatywuja pochodne
BN71A oraz BN74A, najsilniej za$ zwigzki BN37A, BN49A i BN67A.

Wiadomo, ze zwigzki otrzymywane w reakcji Mannicha moga ulega¢ reakcji retro-
Mannicha a takze ulega¢ przemianie do zwigzkdéw typu O-metylenochinonu, ktéry moze

. . . 110
reagowa¢ z nukleofilowymi czasteczkami.

W trakcie badania oddziatywan otrzymanych
pochodnych z oktamerem zaréwno w temperaturze pokojowej jak i w 10 °C zaobserwowano,
ze pochodne ulegaja reakcji retro-Mannicha prowadzacej do zwigzku SN38 oraz tworzy si¢
alkohol jako produkt reakcji z wodg. Zaobserwowano takze alkilowanie oktameru

o0 sekwencji d(GCGATCGC)..

7.3.2 Alkilowanie oligomeru DNA

7.3.2.1 Pochodna SN-NMe,

Podczas prowadzenia eksperymentow majacych na celu zbadanie kompleksu
pochodnej [SN-NMe,"HCOO] zauwazono, ze grupa dimetyloaminowa ulega eliminacji
w roztworze DNA. Przebieg procesu monitorowano przy pomocy widm *H NMR (Rysunek
7.7). Zmiany przesuni¢¢ chemicznych protonow DNA oraz poszerzenie sygnatow nalezacych
do pochodnej SN38 swiadczg 0 tworzeniu kompleksu molekularnego badanego zwiazku
z oligomerem DNA. Oddziatywanie to zostalo potwierdzone eksperymentem DOSY
(Rysunek 7.8) wykonanym bezposrednio po dodaniu SN-NMe; do roztworu DNA. Widoczne
sg dwa wspotczynniki dyfuzji nalezgce do zwigzanego niekowalencyjnie DNA (Di, 1.7 x 1010
m?/s) oraz pochodnej SN38 w szybkiej wymianie z DNA (Di, 2.3 x 10 m?/s). Wspétezynnik
dyfuzji niezwigzanej pochodnej SN38 wynosi okolo 3.5 x 10" m?%s. Na widmie B i C

zaznaczone zostaly sygnaly grupy metylowej oraz dimetyloaminowej zwigzku SN-NMes.
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Sygnatly te zanikaja w czasie. Zwiazek po uptywie 7 dni prawie catkowicie przereagowat
o czym $wiadczy obecno$¢ sygnatu nalezacego do mrowczanu dimetyloaminy pokazanego na
widmie D (Rysunek 7.7), a staby sygnat grupy metylowej $wiadczy o obecno$ci zwigzanej
kowalencyjnie pochodnej SN38.

A \_____ DNA

[SN-NMe,]'HCOO

N 19-CH,

e
DNA+SN-NMe,

[SN-NMe,]'HCOO

N

19-CH,
DNA+SN-NMe,

e
(A )\ po 1 dniu

[NHMe,]' HCOO

19-CH,

V4 DNA+SN-NMe,
M\\__J\ \ po 7 dniach
1 ppm

Rysunek 7.7 Monitorowanie ‘H NMR reakcji [SN-NMe,]"HCOO™ (0.62 mM) z oligomerem
d(GCGATCGC), (0.31 mM ds.) w roztworze buforu 25 mM NaCl/ 25 mM K;PO,, H,O/D,0 90/10 v
%) o pH=6: A-widmo czystego DNA; B- widmo DNA wykonane bezposrednio po dodaniu
pochodnej; C-widmo mieszaniny reakcyjnej po 1 dniu, na widmach B i C strzatkami zaznaczono
grupe metylowa ok 1 ppm oraz grupg dimetyloaminowej ok. 2.9 ppm nalezace do pochodnej
SN-NMe, D- widmo mieszaniny reakcyjnej po 7 dniach reakcji, strzalkami zaznaczono sygnat grupy
metylowej pochodnej oraz mréwczan dimetyloaminy ok 2.85 ppm ktory czgsciowo naktada sie na
widmo C.
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Rysunek 7.8 Eksperyment PFGSE na probce B z Rysunku 7.7. Strzatki wskazujg wspotczynniki
dyfuzji: dla DNA zwiazanego w kompleksie molekularnym z pochodna SN-NMe,, Di, 1.7 x 10
m?/s oraz dla wolnej pochodnej w szybkiej wymianie z DNA, Di, 2.3 x 10" m%s.

Obecno$¢ produktu alkilowania DNA zostata potwierdzona przy pomocy techniki
ESI/MS (Rysunek 7.9). Na widmie mieszaniny wykonanym po 7 dniach reakcji widoczny jest
sygnat nalezacy do niezwigzanego DNA [M+4H]* o wartosci 603.6 (M=2410) oraz sygnat
odpowiadajacy masie [M+QM+4H]*" o wartoci 704.6 (M=2814). Roznica mas pomiedzy
wolnym DNA i alkilowanym roéwna jest 405 co odpowiada masie 0-metylenochinonu
pochodnej SN38 (Schemat 2.1). Na widmie widoczny jest takze sygnal nalezacy do
pochodnej SN-NMe, (m/z=450). Z widma D na Rysunku 7.7 wynika, Zze pochodna
przereagowata prawie catkowicie. Duza intensywno$¢ sygnatu wynika zapewne z bardzo
dobrej jonizacji lub jest wynikiem reakcji zachodzacych w zrodle podczas pomiaru ESI MS.
Masy odpowiadajace DNA 1 produktowi alkilowania DNA+QM odpowiadaja masom
pojedynczej nitki oktameru d(GCGATCGC),, natomiast na widmie D (Rysunek 7.7) widzimy
sygnaty pochodzace jedynie od dupleksu DNA. Prawdopodobnie spowodowane jest to

warunkami prowadzonego eksperymentu.
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Rysunek 7.9 Widmo LR-MS ESI wykonane na probce D z Rysunku 7.7. Strzatka wskazuje produkt
alkilowania oktameru d(GCGATCGC),.

Wydajno$¢ procesu alkilowania oktameru d(GCGATCGC), jest niska, dlatego tez
wykonanie eksperymentu DOSY po 7 dniach reakcji bylo niemozliwe. Wykazano jednak, ze
pochodna SN-NMe, oddziatywuje z krancowg parg oktameru a takze prowadzi do powstania
produktoéw alkilowania DNA.

7.3.2.2 Pochodna BN37A

Obserwacje oddziatywania pochodnej BN37A z oktamerem DNA prowadzono w
analogicznych warunkach jak dla zwigzku SN-NMe,, w temperaturze pokojowej. W celu
zwigkszenia oddziatywania liganda z DNA wykonano rowniez eksperyment w temperaturze
10 °C. W obydwu eksperymentach zaobserwowano zmiany przesunieé chemicznych
protonéw DNA, sygnaty nalezace do pochodnej SN38 byly poszerzone. Na Rysunku 7.10
przedstawiono fragment widma "H NMR pokazujacy przebieg reakcji w 10 °C (cate widmo
przedstawiono w Zataczniku 22). Na widmie B widoczne sg sygnaty nalezace do protonow
morfoliny zwigzanej z BN37A. Mozna takze oszacowac, ze potowa zwigzku przereagowata
bezposrednio po dodaniu jej do roztworu DNA. Po 6 dniach reakcji na fragmencie widma D
widoczne s3 wylacznie sygnaty nalezace do wolnej morfoliny a sygnal grupy metylowej
BN37A $wiadczy o obecno$ci zwigzanej kowalencyjnie z DNA pochodnej. Poszerzenie
sygnaltu moze wynika¢ z pokrywania si¢ sygnaléw rezonansowych grup metylowych
nalezgcych do réznych produktow reakcji alkilowania badz tez, jak wczesniej wspomniano,

przebiegiem reakcji odwracalnych pomiedzy kinetycznymi produktami reakcji.
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Rysunek 7.10 Fragment widma *H NMR (0.5-4.5 ppm) z monitorowania reakcji BN37 (C=0.88 mM)
z d(GCGATCGC), (C=0.44 mM) w buforze 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO,4 o pH=6 (10 % D,0) w
temp. 10 °C:A- DNA; B-DNA po dodaniu BN37A,; C-tak jak B po 3 dniach; D-tak jak B po 6 dniach.

Obecnos¢ zwigzanej kowalencyjnie pochodnej BN37A z d(GCGATCGC), zostala
potwierdzona eksperymentami DOSY, ktore wykonano zarowno dla reakcji prowadzonej w
temperaturze pokojowej (po 7 dniach reakcji, zatagcznik 23) jak i prowadzonej w temperaturze
10 °C (Rysunek 7.11). Na widmach DOSY widoczny jest wspétczynnik dyfuzji wspélny dla
fragmentu DNA i pochodnej SNB37A, 1.6 x 10 m%s. Wydajnos¢ dla reakcji z BN37A

prowadzonej w temperaturze pokojowej wynosi ok 25 % a prowadzonej w 10 °C 50 %.

Poniewaz stwierdzono, ze pochodna BN37A alkiluje oktamer d(GCGATCGC); podj¢to proby
oczyszczenia mieszaniny reakcyjnej w celu zidentyfikowania produktow reakcji. Uzywajac
techniki HPLC w odwroconych fazach wyizolowano frakcje, ktora zawiera produkty
alkilowania DNA. Obecnos$¢ produktu alkilowania potwierdzono technika MALDI MS. Na
Rysunku 7.12 widoczny jest sygnat 0 masie m/z= 2812 odpowiadajacy masie produktu
alkilowania pojedynczej nici oktameru DNA. Z zebranej frakcji wykonano widmo *H NMR
(Rysunek 7.13) na ktérym widoczne sa sygnaty od fragmentu pochodnej SN38 (grupa 19-
CH3) oraz sygnaly nalezace do DNA. Okazato si¢, ze zebrana frakcja zawiera kilka
produktow alkilowania oktameru. Obecnie trwaja proby wyizolowania pojedynczych

produktoéw reakcji.
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Rysunek 7.11 Eksperyment PFGSE na probce D z zatacznika 22. Strzatka wskazuje wspotczynnik
dyfuzji wspolny dla DNA i pochodnej BN37A, Di, 1.6 x 10" m%s.
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Rysunek 7.12 Widmo MALDI MS frakcji zawierajacej produkty alkilowania oktameru DNA w 10 °C
po rozdziale HPLC oraz kolumnie sephadex G-10.

80

http://rcin.org.pl



19-CH,
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Rysunek 7.13 Widmo 'H NMR wykonane dla probki z Rysunku 7.12, D,O, pH=6. *-0znaczono
zanieczyszczenia.

Na podstawie widm ESI-MS reakcji pozostalych pochodnych z oktamerem
d(GCGATCGC), zaobserwowano, ze pochodne BN71A oraz BN74A takze prowadza do
produktow alkilowania DNA, z r6znymi wydajno$ciami.

Powyzsze wyniki potwierdzaja, ze pochodne SN38 ulegaja spontanicznej eliminacji
podstawnika w pozycji 24-C do produktu posredniego typu QM tworzacego wigzanie
kowalencyjne z oligomerem DNA, bez udzialu fotochemicznej aktywacji, jak w przypadku
pochodnej TPT. Alkilowanie DNA moze takze zachodzi¢ poprzez mechanizm substytucji
nukleofilowej. Doktadne poznanie mechanizmu dziatania wymaga przeprowadzenia dalszych

badan.
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7.4 Alkilowanie 2’-deoksyguanozyny

7 przedstawionych dotychczas badan wiadomo, ze pochodne SN38 oddziatywujg
z terminalng parg GC oligomeru DNA a nastgpnie mogg tworzy¢ wigzania kowalencyjne
z centrami nukleofilowymi kwasu deoksyrybonukleinowego jakimi sg atomy azotu zasad
aromatycznych. Dlatego tez, w celu zbadania regioselektywnosci reakcji alkilowania
1 lepszego zrozumienia kinetyki reakcji oraz mechanizmu dziatania pochodnych SN38
postanowiono zbada¢ ich oddzialywanie z pojedynczymi modelowymi nukleozydami. Ze
wzgledu na stwierdzone w poprzednich badaniach oddziatywanie pochodnych kamptotecyny
z parg GC w pierwszej kolejnosci do badan uzyto 2’-deoksyguanozyne.

Do reakcji alkilowania 2’-deoksyguanozyny wybrano pochodng BN37A ze wzgledu na
jej wickszg zdolno$¢ do alkilowania oktameru DNA w poréwnaniu do pozostatych
pochodnych SN38. Reakcje¢ prowadzono w roztworze buforu 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO,
0 pH=7 (w D,0) oraz w roztworze D,O o pH=6 (Schemat 7.1). Warunki reakcji prowadzonej
w buforze odpowiadaja warunkom reakcji pochodnej BN37A z oktamerem DNA. Natomiast
reakcja prowadzona w pH=7 w roztworze buforu wydaje si¢ korzystna ze wzglgdu na stabsze
protonowanie atomow azotu, ktore sa aktywnymi centrami nukleofilowymi w czasteczce dG.
Stezenie 2’-deoksyguanozyny w obydwu reakcjach wynosito 1 mM. Zwigzku alkilujacego
BN37A dodano w 2-krotnym nadmiarze (C=2 mM) ze wzgledu na konkurencyjny proces
hydrolizy pochodnej SN38. Postep reakcji monitorowano przy uzyciu techniki 'H NMR (w
tym celu sporzadzono roztwory w D,0) oraz LC/MS. W wyniku obydwu procedur otrzymano
produkt alkilowania grupy 2-NH, czasteczki 2’-deoksyguanozyny (okreslany dalej jako N2
dG addukt). Reakcje prowadzong w roztworze wodnym o pH=6 zakonczono po uptywie 24
godz., gdy stwierdzono catkowite przereagowanie zwigzku BN37A (na widmie 'H NMR
widoczne byly jedynie sygnaly nalezace do wolnej czasteczki morfoliny). Reakcja

prowadzona w roztworze buforowanym zostata zakonczona po uptywie 48 godz..
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Schemat 7.1 Reakcja 2’-deoksyguanozyny z pochodng BN37A. Strzatki wskazuja mozliwe miejsca
alkilowania dG.

W celu zbadania skladu mieszaniny reakcyjnej, roztwory oraz osady wytracone
podczas reakcji prowadzonych w ré6znych warunkach poddano analizie LC/MS. Okazato sig,
ze w roztworze znajduje si¢ nieprzereagowana 2’-deoksyguanozyna oraz niewielkie ilosci
produktu hydrolizy pochodnej BN37A (SN38-CH,OH) oraz SN38 (Rysunek 7.14),

chromatogram LC/MS z reakcji w D,0 o pH=6 przedstawiono w Zatgczniku 24.
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Rysunek 7.14 Chromatogram LC/MS roztworu po 48 godz. reakcji 2’-deoksyguanozyny z pochodng
BN37A. Reakcja prowadzona w buforze 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO, 0 pH=7.

Analiza osadow wykazata obecno$¢ produktu alkilowania 2’-deoksyguanozyny przez
pochodng BN37 (N2 dG addukt m/z=672 dla formy laktonowej oraz m/z = 690 dla
karboksylanu) a takze produkt jej hydrolizy (m/z=423 lakton i m/z= 441 karboksylan) oraz
SN38 (m/z=393 lakton, m/z=411 karboksylan) (Rysunek.7.15). Chromatogram LC/MS osadu
z reakcji prowadzonej w D,O i pH=6 przedstawiono w Zataczniku 25. Na wykresach
chromatogramow (Rysunki 7.14, 7.15) widoczne sg sygnaty nalezace do produktow reakcji,
wystepujacych zarowno w formie laktonu i karboksylanu. Prawdopodobnie wynika to
z ustalania si¢ rownowagi pomiedzy obiema formami, spowodowane warunkami pH pomiaru
LC/MS badz pH analitéw, ktdre po rozpuszczeniu probek wyniosto znacznie powyzej pH=6.
Porownujgc chromatogramy osadoéw otrzymanych w réznych warunkach reakcji,w pH 6 i
w pH 7, mozna stwierdzi¢, ze w reakcji prowadzonej z uzyciem buforu o pH=7, N2 dG
addukt stanowi glowny produkt reakcji. W wyniku reakcji powstaje mniejsza ilos¢ alkoholu
oraz SN38. W przypadku reakcji prowadzonej w D,0 1 pH=6 zachodzi w wigkszym stopniu
proces konkurencyjny, prowadzacy do reakcji retro-Mannicha ktorej produktem jest SN38.

84

http://rcin.org.pl



6,065 N2 dG addukt "}"*
QM lakton

5,505 m/z= 672

5,065 \

4,585

N2 dG addukt
QM karboksylan

m/z= 690

25e5
SN38
karboksylan
e5 |

sN3scHou'is AN SN38
;
1,505 1 karboksylan SN38-CH,0H lakton
' miz= 441 lakton miz= 393

oo, \ 1242 m/z= 423 /
/ 22,44

5,084 2,99 10,84 18,76

Rysunek 7.15 Chromatogram LC/MS wytraconego osadu po 48 godz. reakcji 2’-deoksyguanozyny z
pochodng BN37A. Reakcja prowadzona w buforze 25 mM NaCl/ 25 mM K;PO, o pH=7.

Osad z reakcji zawierajacy produkt reakcji oczyszczano stosujac HPLC RP. W celu
uniknigcia wystgpowania produktéw reakcji w formie karboksylanu przed rozdzialem
przygotowany roztwor zostat zakwaszony kwasem octowym (pH = 5.5-6.5) i pozostawiony
na okres 2-24 godz. (w celu przesunigcia rownowagi w stron¢ formy laktonowej) Po

oczyszczeniu mieszanin reakcyjnych addukt N2 dG otrzymano z wydajnoscia 7- 10%.

Strukturg otrzymanego adduktu potwierdzono przy uzyciu technik NMR. Na widmie
'"H NMR (Rysunek 7.16) przypisano wszystkie sygnaty protonowe nalezace do adduktu N2
dG, otrzymanego w reakcji z uzyciem buforu o pH=7. Podobnie w przypadku produktu
otrzymanego w reakcji prowadzonej w D,O o pH=6, ktéorego widmo protonowe zostato
przedstawione w Zataczniku 26. Na widmie przedstawionym na Rysunku 7.16 widoczne sa
protony wszystkich grup NH oraz OH nalezacych do produktu reakcji. Sygnat grupy 3’-OH
2’-deoksyguanozyny pokrywa si¢ z sygnalem od grupy 5-CH, nalezacej do ugrupowania
pochodnej BN37A. Podobnie, proton hydroksylowy 5°/5°’-OH pokrywa si¢ z sygnatem grupy
24-CH; laczacej czasteczke dG ze strukturg pochodnej SN38. Przypisania sygnatéw atomow
wegla dokonano na podstawie widm HMBC i HSQC. W zatgczniku 27 pokazano fragment
widma HSQC pokazujacy przesuniecia *H/**C grup CH-8G oraz 24-CH,, natomiast zatacznik
28 przedstawia fragment widma HMBC pokazujacy korelacje protonu CH-8G do atoméw
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wegla C-4G oraz C-5G. Przesunigcia *H /**C NMR adduktu N2 dG przedstawiono w Tabeli
1.7,
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Numer atomu &H 5 *C
2-C - 148.9
3-C - 146.8

5-CH, 5.30 50.6
6-C - 131.4
7-C - 144.4
8-C - 120.3
9-C - n.o

10-C(OH) 10.23 157.1

11-CH 7.58 122.2

12-CH 8.08 133.2
13-C - 145.8

14-CH 7.23 96.5
15-C - 150.7
16-C - 118.7

16a-C(0) - 157.4

17-CH, 5.40 65.8

18-CH, 1.85 30.9

19-CHj; 0.86 8.9

20-C(OH) 6.48 72.9
21-C(0) - 1732

22-CH, 3.23 25.5

23-CH; 1.40 154

24-CH, 491 38.2

NH-1G 10.77 -

C(NH)-2G 6.68 n.o
C-4G - 150.8
C-5G - 117.5

C(0)-6G - n.o
CH-8G 7.95 136.8
CH-1° 6.23 83.8
CH,-2°/2” 2.25/2.66 39.9

CH-3 4.39 71.5

3’-OH 531 -

CH-#4 3.83 88.3

CH,-5°/5 3.52/3.59 62.6
5°-OH 491 -

Tabela 7.7 Przesuniecia chemiczne *H /**C adduktu N2 dG; n.o- nie zaobserwowano (not observed).
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Rysunek 7.16 Widmo 'H NMR adduktu N2 dG wykonane w DMSO-ds. Addukt otrzymany w reakcji 2’-deoksyguanozyny z BN37A prowadzonej w
roztworze buforu 25mM NaCl/ 25 mM K3PO, 0 pH=7. *- 0znacza zanieczyszczenia pochodzace od 2’-deoksyguanozyny.
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Obecnos¢ adduku zostata rowniez potwierdzona w eksperymencie DOSY (Rysunek
7.17) na ktérym zaznaczony jest wspotczynnik dyfuzji, Di, 1.5 x 10™° m?s, wspélny dla
fragmentu pochodzacego od 2’-deoksyguanozyny i pochodnej BN37A.

N | 2l g2 3 14 18
NH o, . r\‘z 19
N N N o] 13
t H Il
HO o HO 10 2
. 1 1
¥z
b | | J
\ ‘ ‘
I |
’ | N ‘
“ I | \ ol M;"" # \ I “‘4 JLL N
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(m's”)
1.0 7
1 ]
15 bo 0 " LT T 1! (] ¥ ¥ % | <= Di
! | (N2 dG addukt)
2.0 -

9 8 7 6 5 4 3 2 1
F2 (ppm)

Rysunek 7.17 Eksperyment PFGSE na probce z rysunku 7.16. Strzatka wskazuje wspotczynnik
dyfuzji wspélny dla fragmentu dG oraz BN37A, Di, 1.5 x 10™° m%s.

Dowodem potwierdzajacym alkilowanie grupy 2-NH; czasteczki 2’-deoksyguanozyny
przez pochodng BN37A jest réwniez korelacja (sprzezenie skalarne) pomiedzy protonem
grupy 2-NH dG a protonami grupy 24-CHj; taczacej oba ugrupowania, widoczne na widmie
COSY (Rysunek 7.18).

Przedstawione dowody $wiadcza o regioselektywnosci procesu alkilowania dG przez
pochodng BN37A. W wyniku reakcji prowadzonych w opisanych warunkach powstaje
jedynie N2 dG addukt. Grupa aminowa 2’-deoksyguanozyny jest stabym nukleofilem, ktéry
wedlug Weinerta® w reakcji z QM tworzy produkt termodynamiczny. W celu lepszego
zrozumienia mechanizméw oddziatywania oraz regioselektywnosci 1 kinetyki reakcji

konieczne sg dalsze badania uwzgledniajace wszystkie nukleozydy i pochodne SN38.
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Rysunek 7.18 Fragment widma COSY adduktu N2 dG o zakresie 4-8.5 ppm (patrz rysunek 7.16)
Strzatka wskazuje jeden z sygnatéw korelacyjnych 24-CH,-2-NH-. Sygnaly korelacyjne potaczono
liniami.

7.5 Badania biologiczne dla pochodnych SN38

W celu zbadania aktywnos$ci biologicznej nowych pochodnych SN38 w stosunku do
komorek nowotworowych wykonano serie badan in vitro na komoérkach raka piersi, phuc,
okreznicy oraz krwi. Jako zwigzkéw referencyjnych uzyto irinotekanu oraz SN38. Wykonano
takze testy na komorkach prawidlowych w celu sprawdzenia toksycznosci zwigzkow
w stosunku do zdrowych komorek (Tabela 7.8). Toksycznos¢ zwigzkéw mierzono za pomoca

testu MTT.
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Rodzaj komorek | Linia Czas inkubacji I1Cs0, pmol/l
komorkowa (godz) SN38 BN67A | BN49A | BN71A | BN37A | BN74A | Irinotecan
Rak piersi MDA 24 - - - - - - -
48 0.71 5.95 1.68 1.79 3.01 5.95 29.95
72 0.078 0.63 0.19 0.28 0.32 0.63 6.17
Rak piersi MCF7 24 17.86 24.0 - 18.84 - - -
48 2.37 5.25 6.65 442 29.47 35.24 36.85
72 0.66 0.99 1.43 0.88 2.41 16.63 14.10
Rak okreznicy Caco2 24 - - - - - - -
48 8.54 10.62 24.08 13.78 13.05 23.03 -
12 0.95 1.83 7.73 151 29.44 6.35 -
Rak okreznicy HT29 24 18.50 - 21.35 - 27.56 31.61 -
48 0.12 0.84 2.62 0.67 1.41 2.17 20.00
72 0.02 0.07 0.24 0.11 0.22 0.18 6.85
Rak krwi HL60 24 0.086 0.086 0.035 0.19 0.128 2.67 -
48 0.004 0.026 0.015 0.046 0.033 0.078 3.45
72 0.004 0.012 0.014 0.043 0.022 0.074 4.24
Rak pluc A549 24 - - - - - - -
48 0.025 0.20 0.24 0.17 0.56 2.26 12.93
12 0.028/0.07* | 0.071/0.019% | 0.083 0.077 0.29/0.135% | 0.90 26.69
Komorki CRL1790
prawidlowe 72 4.98 80.52 2370 | 7554 |1077.0 | 1703.0 |90.25

“-warto$ci ICs; otrzymane dla testu CVS; znak ”-,, oznacza ICs, powyzej 50 umol/|

Tabela 7.8 Wyniki badan biologicznych in vitro dla nowych pochodnych SN38 oraz zwiazkow referencyjnych na komorkach nowotworowych oraz dla
komorek prawidtowych.
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Badane zwiagzki mogg by¢ uznane za potencjalne zwigzki PAINS (ang. pan-assay
interference compounds), ktorych wyniki aktywnosci biologicznej moga by¢ zalezne od
sktadnikow pozywki biologicznej w tescie MTT.M Wykonano wigc dodatkowe badania
potwierdzajace, ze zwigzki te nie reaguja z odczynnikami wykorzystywanymi w tescie MTT.
Ponadto, wyniki testu MTT moga by¢ zafalszowane przez zwiazki wplywajace na
metabolizm komorek i mitochondriow. W tym celu wykonano dla trzech zwigzkéw (SN38,
BN37A oraz BN67A) test CVS, ktory jest niezalezny od wplywu zwigzkoéw na
wewnatrzkomoérkowy metabolizm. Wartosci ICsp otrzymane w tescie MTT i CVS (linia
komorkowa A549, 72 godz., Tabela 7.8) sg rozne ale ich wzgledny stosunek toksycznosci jest
porownywalny. Mozna wigc uznaé, ze test MTT jest odpowiednim testem sprawdzajacym

zdolno$¢ badanych zwigzkow do antyproliferacji.

Wyniki otrzymane dla nowych pochodnych SN38 potwierdzaja, ze wykazuja one
znacznie lepszg aktywnos$¢ w stosunku do komoérek nowotworowych niz irinotekan, ktory jest
stosowany w terapii antynowotworowej. Ponadto, zwiazki te nie wykazuja toksycznosci dla
komorek prawidlowych jak w przypadku SN38. W poréwnaniu do irinotekanu, wartosci ICsg
dla linii CRL1790 sa poréwnywalne a nawet lepsze (pochodna BN37A, BN49A oraz
BN74A). Tabela 7.9 przedstawia indeks selektywnosci (SI, ang. Selectivity Index),
okreslajacy ile razy bardziej dany zwigzek powoduje apoptoze komorek nowotworowych niz
komorek normalnych. Nowe pochodne SN38 wykazujg co najmniej kilka rzedow wielkosci
wigkszy indeks selektywnosci niz SN38, ktory wykazuje znakomitg aktywnos$¢ w stosunku do

komoérek nowotworowych.
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Stosunek 1Csp, komorki prawidtowe vs. komorki nowotworowe

Linia
komérkowa | gn3g BN67A | BN49A | BN71A | BN37A | BN74A | Irinotekan

MDA 64 366 1250 | 270 3365 2700 14.6
MCF7 75 81 166 87 447 103 6.4
Caco2 5.2 44 307 | 50 37 268 0.46
HT29 249 895 988 | 687 4900 9460 13.2
HL60 1245 6710 16900 | 1760 46800 23000 | 213
A549 178 1130 2860 | 981 3700 1890 3.38

Tabela 7.9 Stosunek ICsq komorek prawidtowych w poréwnaniu z komoérkami

obliczony dla wartosci z Tabeli 7.8 po 72 godz. inkubacji.
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8 Podsumowanie

W niniejszej rozprawie przedstawitam synteze oraz podstawowe wiasciwosci
fizykochemiczne i biologiczne nowej grupy zwiazkow alkilujacych oligomery DNA in vitro
Opisatam synteze, badania fizykochemiczne i biologiczne wybranych zwiazkow z serii TPT i
SN38 z rodziny kamptotecyny, jako potencjalnych inhibitorow topoizomerazy I.
Opracowalam sposob syntezy i1 oczyszczania nieopisanych w literaturze nowych pochodnych
SN38 rozpuszczalnych w wodzie. Przedstawitam dowody trwato$ci (czas pottrwania t,),
nowych pochodnych w rozpuszczalnikach stosowanych dla lekéw. Badania oddziatywania
nowych zwigzkéw z oligomerem i modelowym nukleozydem dostarczaja dowodéw na
spontaniczne oraz indukowane naswietlaniem UV kowalencyjne wigzanie tych zwigzkow
z oligomerem DNA. Badania biologiczne in vitro na komorkach nowotworowych pokazuja,
ze nowe pochodne s3 o kilka rzedéow wielkosci bardziej cytotoksyczne niz stosowany
Klinicznie irinotekan. Jednoczesnie, zwigzki te sg porownywalnie lub rzedy wielkosci mniej
cytotoksyczne w stosunku do komoérek normalnych. W konkluzji mozna stwierdzié¢, ze nowe
pochodne SN38 opisane w pracy moga spetnia¢ warunki wymagane w bezpiecznej celowanej

chemioterapii.
Dla pochodnych TPT przedstawilam nastepujace wyniki;

v Oczyszczajac  wieloskladnikowa mieszaning reakcyjng czwartorzedowania
topotekanu zaproponowang przeze mnie metoda byto mozliwe otrzymanie mieszaniny
zawierajacej tylko sole kwasu mrowkowego pozadanej pochodnej TPT oraz TPT.
Badajac oddziatywanie czwartorzedowej soli [TPT-MesN]*™ X (X=CF3SOs HCOO) z
oktamerem DNA (w pH= 6 oraz pH= 7) okazalo si¢, ze zwigzek ten pod wptywem
fotochemicznej aktywacji tworzy produkt przejsciowy QM, ktory wigze sie
kowalencyjnie z DNA. Reakcja alkilowania nie przebiega jednak selektywnie, o czym
moga $wiadczy¢ szerokie sygnaly na widmach NMR. W wyniku reakcji powstaja
zaréwno produkty alkilowania pojedynczej nici jak i podwdjnej. Okazato si¢ takze, ze
s6l kwasu mrowkowego jest bardziej reaktywna i wymaga Kkrotszego czasu
naswietlania $wiattem UV niz s61 [TPT-MesN]*CF3SOs.

v' Wyniki testu MTT pokazuja, ze pochodna TPT wykazuje lepsza aktywnosé
biologiczna wobec komorek biataczki mysiej po naswietlaniu $wiattem UV niz bez

na$wietlania.
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Dla pochodnychSN38 przedstawilam nastepujace wyniki;

v" Stosujac reakcje Mannicha otrzymano szereg pochodnych SN38 w postaci soli kwasu
mréwkowego oraz soli kwasu chlorowodorowego, wykazujacych bardzo dobrg
rozpuszczalno$s¢ w wodzie. Badajac whasciwosci fizykochemiczne wykazano, ze nowe
pochodne wykazuja dlugotrwalg stabilnos¢ w DMSO. Pochodne SN-NMe;, BN37A
oraz BN74A w wodzie ulegaja procesowi hydrolizy, ktorego szybkos¢ zalezy od pH
roztworu. Pochodna BN74A, podobnie jak topotekan, nie wykazuje stabilnosci w
roztworze metanolu, ulega reakcji prowadzacej do powstania eteru 24-CH,-OCDs.

v' Zbadano oddziatywanie pochodnych SN38 z oligomerem DNA o sekwencji
d(GCGATCGC), w temperaturze pokojowej oraz w 10 °C. Potwierdzono, ze zwiazki
te oddzialtywuja z terminalng parg zasad GC oktameru o czym $wiadczg najwigksze
zmiany przesuni¢¢ chemicznych protonow DNA. Ponadto, wykazano zdolno$¢
pochodnych SN38 do alkilowania DNA poprzez produkt po$redni QM lub mechanizm
substytucji nukleofilowej. Reakcja ta nie przebiega jednak selektywnie.

v' Badajac regioselektywno$¢ oraz  kinetyke reakcji zwigzku BN37A  z
2’-deoksyguanozyng w roéznych warunkach, potwierdzono powstawanie jedynie
termodynamicznego produktu reakcji, adduktu N2 dG.

v" Wykonane badania biologiczne pokazujg, ze nowe pochodne SN38 wykazuja lepsza
aktywno$¢ biologiczng in vitro przeciwko komoérkom nowotworowym niz stosowany
w chemioterapii irinotekan. Ponadto, nie prowadza do antyprolifercji komorek

prawidlowych jak w przypadku SN38.
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9 Czes$¢ eksperymentalna

9.1 Pochodne TPT

Chlorowodorek Topotekanu zakupiono w firmie Alexis Biochemicals.

Reakcja czwartorzedowania Topotekanu oraz scharakteryzowanie produktoéw mieszaniny
reakcyjnej otrzymanej z zastosowaniem CF3;SO,OCH3 jako czynnika metylujgcego zostaty
opracowane przez K.Hyz.""? Sole kwasu mréwkowego pochodnej TPT otrzymano w ramach
niniejszej pracy.

Otrzymywanie obojetnegoTPT

Chlorowodorek TPT (3.74 mg, 8.15 x 10° mmol) rozpuszczono w 1.0 ml H,0. Roztwor
doprowadzono do pH=7 przy uzyciu wodnego roztworu NaHCOjz;. Wolny TPT
wyekstrahowano CH,Cl,, odparowano rozpuszczalnik pod proznia a nast¢pnie liofilizowano

przez 1 godz. w celu usunigcia wody.
Reakcja czwartorzedowania TPT

Wolny TPT (3.44 mg, 815 x 10° mmol) . 22
rozpuszczono w 5.6 ml CH,Cl, a nastepnie dodano
185 ul (1.6 mmol) CF3SO3CH3 (uprzednio
zobojetnionego przy uzyciu K,CO3, w celu pozbycia
si¢ kwasu CF3SOsH). Reakcje prowadzono w

temperaturze pokojowej przez 24 godz. Mieszaning (0]
- 21
reakcyjng odparowano pod préznia, pozostalose 18 /
g X= CF,S0,,HCOO OH O
rozpuszczono w DMSO-ds. W widmie "H NMR 19

zaobserwowano 5 produktow: N-metylowang sol

([TPT-NMes]" CF3803_); N,10-O-dimetylowang s61 TPT, protonowany TPT ([TPT-NHMe,]"
CF3S03 ), alkohol 23-CH,0H a jednego produktu nie zidentyfikowano.'*? Sé1 ([TPT-NMes]*
CF3S0s ) otrzymano z wydajnoscia ok 50 %.

Dane spektralne dla zwiazku [TPT-NMes]” CF3SO;
LR-MS (ESI): m/z: 149 [CF5SOs] 422 [M+H]*, 436 [M]*, 450 [M]".

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

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

Oczyszczanie produktu czwartorzedowania TPT

Rozpuszczalnik (DMSO-ds) odparowano pod préznig. Pozostatos¢ przemyto H,O (5 x 1.0
ml), nierozpuszczalny w wodzie osad odsgczono. Roztwor liofilizowano a nastgpnie
oczyszczono za pomocg HPLC na kolumnie RP-C18 LPH (150 mm x 10 mm) stosujac uktad
fazy ciektej: 10 % CH3CN/ 90 % wodnego 0.1 % HCOOH przez 15 min a nast¢pnie uktad: 20
% CH3CN/ 80 % wodnego 0.1 % HCOOH z predkoscia przeptywu 3 ml/min. Przebieg
chromatografii monitorowano za pomoca detekcji UV przy dtugosci fali 260 nm. Zebrang
frakcje (o0 czasie retencji 25 min), zawierajagca dwa produkty liofilizowano. Otrzymano
mieszaning soli: [TPT-NHMe,]" HCOO™ oraz [TPT-NMes]"® HCOO  w stosunku,

odpowiednio, 3:1.

LR-MS (ESI): m/z 422 [M+H]"; 436 [M]".

9.1.1 Oddzialywanie pochodnej TPT z oligomerem DNA

Alkilowanie DNA
Procedura dla soli [TPT-NMe;]" HCOO

Roztwor d(GCGATCGC); o stezeniu 0.33 mM w H,0/D,0 (90/ 10 % v/v, 650 ul) o pH=7
dodano do mieszany soli [TPT-NHMe,]* HCOO™ oraz [TPT-NMe;s]" HCOO™ Stezenie
pochodnej [TPT-NMes]" HCOO™ w roztworze wynosito 0.99 mM (3 krotny nadmiar
w stosunku do ds DNA). Przygotowany roztwor umieszczono w kwarcowej probowce NMR.
Nastegpnie naswietlano przez 1 godz. lampa UV przy dtugosci fali A=365 nm. Przebieg reakcji
monitorowano za pomocag ‘H NMR. Wytracony osad odsaczono, a roztwor liofilizowano.
Mieszaning reakcyjng oczyszczono od nadmiaru niezwigzane] pochodnej TPT oraz
nieaktywnego mrowczanu TPT za pomocg HPLC na kolumnie RP-C18 LPH (150 mm x 10
mm). Stosowano uktad fazy cieklej: 50 % CH3;OH/ 50 % H,O z predkoscig przeptywu 3

ml/min. Przebieg chromatografii monitorowano za pomoca detekcji UV przy dlugosci fali
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260 nm. Zebrano frakcje o czasie retencji 3.4 min i liofilizowano. Na podstawie widma ‘H
NMR otrzymano produkt alkilowania z wydajnoscia ok. 15-20 %.

MALDI MS: 2410 (ssDNA), 2787 (ssDNA + QM).

9.2 Pochodne SN38

SN38 (7-etylo-10-hydroksykamptotecyne x H,O) zakupiono w firmie Tocris Bioscience
(czystos¢ 99.2 %).

9.2.1 Otrzymywanie pochodnych SN38

Pochodna SN-NMe;:
(20 S)-7-etylo-9-[N-(N-dimetyloamino)]metylo-10-hydroksykamptotecyna.
25 SN38 (7-etylo-10-hydroksykamptotecyne x
H,0) (6.46 mg, 0.016 mmol) zawieszono w
6.5 ml CH3CN, nastgpnie dodano kwas octowy
(202 ul, 3.53 mmol) ), 37 % wodny roztwor
CH,O (15.5 ul, 0.19 mmol), 40 % wodny
roztwor dimetyloaminy (21.5 ul, 0.19 mmol ).
. Reakcje prowadzono w temperaturze 72 °C. Po
OH O  uptywie 7 godz. dodano 15.5 pl (0.19 mmol)
19 roztworu CH;O oraz 21.5 pl (0.19 mmol)

X=HCOO, CI

roztworu dimetyloaminy. Reakcje zakonczono po uptywie 21 godz., rozpuszczalnik
odparowano pod proznig (w 40 °C). Pozostato$é przemyto eterem dietylowym (3 x 1 ml).
Mieszaning reakcyjng oczyszczono za pomocg HPLC na kolumnie RP-C18 LPH (150 mm x
10 mm) stosujac uktad fazy cieklej: 10 % CH3CN/ 90 % wodnego 0.1 % HCOOH przez 45
min a nastepnie uktad: 30 % CH3CN/ 70 % wodnego 0.1 % HCOOH z predkoscia przeptywu
3 ml/min. Przebieg chromatografii monitorowano za pomoca detekcji UV przy dlugosci fali
260 nm. Zebrano frakcje o czasie retencji 48 min i liofilizowano. Otrzymana so6l kwasu
mrowkowego przeksztalcono w chlorowodorek dodajac 3 ml 0.5 % roztworu HCL. Po

zliofilizowaniu otrzymano produkt z wydajnoscia 28 %.
LR-MS (ESI): m/z 450 [M+H]"

'H NMR & (D0, pH=5.5, TSPA) 500 MHz: 0.88 (t, J=7.3 Hz, 3H, 19-CH3), 1.51 (t, J=7.7
Hz, 3H, 23-CH), 1.99 (m, 2H, 18-CH,), 2.85 (s, 6H, 25-Me;N"), 3.25 (q, 2H, J=7.7 Hz 22-
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CH,), 4.86 (% AB, d, J=14.3 Hz, 1H, 24-CH, ), 4.89 (' AB, d, ] =14.3 Hz, 1H, 24-CH,), 5.20
(4 AB, d, J=18.7 Hz, 1H, 5-CH,), 5.25 (% AB d, J=18.7 Hz, 1H, 5-CH,), 5.43 (% AB,
d,J=16.1 Hz, 1H, 17-CH,), 5.60 (%4 AB, d, J=16.1 Hz, 1H, 17-CH,), 7.29 (s, 1H, 14-CH), 7.42
(d, J=9.2Hz, 1H, 11-CH), 7.91 (d, J=9.2 Hz, 1H, 12-CH).

3C NMR & (D,0, TSPA) HSQC/HMBC : 7.2 (19-CHs), 13.2 (23-CHj3), 26.4(22-CH,), 30.8
(18-CH,), 42.4 (25-Me;N*), 50.5 (5-CH,), 55.0 (24-CHy), 66.0 (17CH,-), 73.3 (20-C), 98.2
(14-C), 108.7 (9-C), 118.3 (16-C), 121.5 (11-CH), 127.8 (8-C), 130.9 (6-C), 133.3 (12-CH),
144.2 (7-C), 144.6 (13-C), 146.0 (3-C), 147.2 (2-C), 151.0(15-C), 157.5 (10-C), 174.8 (21-
C(0) ) 16a - C —nie przypisano

UV (H,0) nm: 224, 267, 330, 379.

IR (KBr) cm™ : 1038, 1052, 1115, 1135, 1161, 1240, 1290, 1384, 1411, 1466, 1511, 1593,
1656, 1746, 2878, 2935, 2970, 3422.

Pochodna BN67A:
(20 S)-7-etylo-9-N-azetydynometylo-10-hydroksykamptotecyna.

SN38 (7-etylo-10-hydroksykamptotecyng X H,O ) 27 5 Cl
(5.22 mg, 12.7 x 10 mmol) zawieszono w 5.5 ml
CH3CN, a nastepnie dodano 37 % wodny roztwor
CH,0 (12.5 pl, 0.153 mmol), 98 % azetydyne (9 pl,
0.153 mmol ). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze
80 °C. Po wuptywie 10 min od momentu
rozpuszczenia  si¢  substratu,  rozpuszczalnik

odparowano pod préznig (w 40 °C). Nastepnie

pozostatos¢ przemyto eterem dietylowym (3 x 1 ml). 19

Mieszaning 0czyszczono za pomocg HPLC na kolumnie RP-C18 LPH (150 mm x 10 mm)
stosujac uktad fazy ciekltej: 20 % CH3CN/ 80 % wodnego 0.1 % HCOOH z predkoscia
przeplywu 3 ml/min. Przebieg chromatografii monitorowano za pomoca detekcji UV przy
dhugosci fali 260 nm. Zebrang frakcje 0 czasie retencji 8.5 min liofilizowano a nastepnie
przeksztalcono w chlorowodorek dodajac 3 ml roztworu 0.5 % HCI. Ponownie liofilizowano

uzyskujac czysty produktu (> 98 %) z wydajnoscig 18 %.

HR-MS (ESI):obliczona dla CysH2sN30s, [M+H]": 462.2029, zmierzona: 462.2036.
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'H NMR § (D0, pH=4, TSPA) 500 MHz: 0.98 (t, J=7.3 Hz, 3H, 19-CH3), 1.42 (t, J=7.3 Hz,
3H, 23-CHg), 2.01 ( g, J=7.3 Hz, 2H, 18-CHy), 2.42 (bs, 1H, 27-CH,, ax. Iub eq.), 2.52 (m,
1H, 27-CH,, ax. lub eq.), 3.23 (q, J=7.3 Hz, 2H, 22-CHy), 4.13 (bs, 2H, 25, 26-CH,, ax. lub
eq.), 4.25 (m, 2H, 25, 26-CH,, ax. lub eq.), 5.01 (% AB, d, J=15.4 Hz, 1H, 24-CH,), 5.04 (%
AB,d, J=15.4 Hz, 1H, 24-CH},), 5.37 (s, 2H, 5-CHy), 5.47 (% AB, d, J=16.4Hz, 1H, 17-CH,),
5.65 (4 AB, d, J=16.4 Hz, 1H, 17-CHy), 7.53 (s, 1H, 14-CH), 7.57(d, J=9.2 Hz,1H, 11-CH),),
8.10 (d, J=9.2 Hz, 1H, 12-CH).

BC NMR § (D20, TSPA); HSQC/HMBC : 7.2 (19-CHs), 13.3 (23-CHs), 26.4 (22-CH,), 30.6
(CH,-18), 50.7 (5-CHy), 51.0 (24-CH,), 54.81 (25,26-CHy), 66.2 (17-CH,), 98.6 (14-CH),
108.9 (9-C), 118.6 (16-C), 121.8 (11-CH), 127.8 (8-C), 131.3 (6-C), 133.4 (12-CH), 144.7 (7-
C), 151.0 (15-C), 157.0 (10-C), 175.1 (21-C(O) ). 2-C, 3-C, 13-C, 16a -C(0), 20-C, 27-CH,
nie przypisano.

UV (H,0) nm: 225, 268, 328, 379.

IR (film z CHsCN) cm™ : 1042, 1057, 1116, 1165, 1245, 1290, 1413, 1450, 1512, 1536, 1603,
1658, 1743, 2630, 2940, 2977, 3419.

Pochodna BN49A:

(20 S)-7-etylo-9-N-pirolidynometylo-10-hydroksykamptotecyna.

SN38 (7-etylo-10-hydroksykamptotecyne x H,0) (4.63 mg, 11.3 x 10 mmol) zawieszono w
7 ml CH3CN, a nastgpnie dodano 37 % wodny
roztwor CH,O (11 ul, 0.136 mmol), pirolidyne
(11 pl, 0.136 mmol). Reakcj¢ prowadzono W
temperaturze 80 °C. Po uptywie 1 godz. od
momentu  rozpuszczenia  si¢ substratu,
odparowano rozpuszczalnik pod préznig (w 40
°C). Pozostato$¢ przemyto eterem dietylowym (3
X 1 ml). Nastgpnie mieszaning 0CZYySzCzONno za
pomocg HPLC na kolumnie RP-C18 LPH (150
mm x 10 mm) stosujac uklad fazy cieklej: 25 %
CH3sCN/ 75 % wodnego 0.1 % HCOOH z

predkoscig przeptywu 3 ml/min. Przebieg chromatografii monitorowano za pomoca detekcji

UV przy dlugosci fali 260 nm. Zebrang frakcje (czas retencji 3 min) liofilizowano a nastgpnie
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dodano 3 ml roztworu 0.5 % HCI i ponownie liofilizowano uzyskujac czysty produktu (> 98

%) z wydajnoscig 24 %.
HR-MS (ESI):obliczona dla C27H30N3Os, [M+H]": 476.2185, zmierzona: 476.2190

'H NMR & (D,0,pH=3, TSPA) 500 MHz: 0.97 (t, J=7.1 Hz, 3H, 19-CHs), 1.47 (t, J=7.1 Hz,
3H, 23-CHs), 1.96 (bs 2H, 27,28-CH,, ax. lub eq.), 1.98 (m, 2H, 18-CH,), 2.13 (bs, 2H,
27,28-CH,, ax. lub eq.), 3.22 (g, J=7.1 Hz, 2H, 22-CH,), 3.24 (m, 2H, 25,26-CH,, ax. lub eq.),
3.45 (m, 2H, 25,26-CH,, ax lub eq), 4.93 (4 AB, d, J=14.3 Hz, 1H, 24-CH,), 4.97 (*; AB, d,
J=14.3 Hz, 1H, 24-CH,), 5.24 (' AB, d, J=18.7 Hz, 1H, 5-CHy), 5.29 (' AB, d, J=18.7 Hz,
1H, 5-CH,), 5.43 (% AB, d, J=16.1 Hz, 1H, 17-CH,), 5.61 (% AB, d, J=16.1 Hz, 1H, 17-CH,),
7.35 (s, 1H, 14-CH), 7.48 (d, J=9.2 Hz,1H, 11-CH), 7.97 (d, J=9.2 Hz, 1H, 12-CH).

3C NMR & (D,0, TSPA); HSQC/ HMBC : 7.1 (19-CHs), 13.2 (23-CHs), 22.5 (27,28-CH,),
26.5 (22-CH,), 30.6 (18-CH,), 50.6 (5-CH,), 51.3 (24-CH,), 54.5 (25,26-CH,), 66.0 (17-
CH,), 73.7 (20-C), 98.3 (14-CH), 109.5 (9-C), 118.4 (16-C), 121.3 (11-CH), 127.6 (8-C),
131.0 (6-C), 133.2 (12-CH), 144.6 (7-C), 144.8 (13-C), 146.1 (3-C), 148.1 (2-C), 151.0 (15-
C), 156.8 (10-C), 158.2 (16a -C(0) ), 174.9 (21-C(O) ).

UV (H,0) nm: 379, 329, 268, 225, 202.

IR (film z CHsCN) cm™ : 1040, 1056, 1115, 1164, 1234, 1254, 1284, 1346, 1392, 1413,
1458, 1513, 1537, 1593, 1658, 1743, 2723, 2940, 2975, 3387.

Pochodna BN71A:

(20 S)-7-etylo-9-N-piperydynometylo-10-hydroksykamptotecyna

cl SN38 ( 7-etylo-10-hydroksykamptotecyne x H,O )
(3.93 mg, 9.585 x 10" mmol) zawieszono w 4,2 ml
CH3CN, a nastepnie dodano kwas octowy (13.1 pl,
0.23 mmol) ), 37 % wodny roztwor CH,O (9.3pul,
0.115 mmol), piperydyne (11.3 pl, 0.115 mmol).
Reakcje prowadzono w temperaturze 80 °C. Po
uptywie 5.5 godz. rozpuszczalnik odparowano pod

proznig (w 40 °C). Otrzymang pozostalo$¢ przemyto

eterem dietylowym (3 x 1 ml). Nast¢pnie mieszaning
oczyszczono za pomocg HPLC na kolumnie RP-C18 LPH (150 mm x 10 mm) stosujac uktad
fazy ciektej: 25 % CH3CN/ 75 % wodnego 0.1 % HCOOH z predkos$cia przeptywu 3 ml/min.
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Przebieg chromatografii monitorowano za pomoca detekcji UV przy dtugosci fali 260 nm.
Zebrang frakcje (czas retencji 4.3 min) liofilizowano a nast¢pnie dodano 3 ml roztworu 0.5 %

HCI i ponownie liofilizowano uzyskujac czysty produktu (> 98 %) z wydajnoscig 30 %.
HR-MS (ESI):obliczona dla CosHsN3Og, [M+H]": 490.2342, zmierzona: 490.2352.

'H NMR § (D0, pH=4, TSPA) 500 MHz: 1.00 (t, J=7.3 Hz, 3H, 19-CH3), 1.50 (t, J=7.7 Hz,
3H, 23-CHy),1.69 (m, 2H, 27, 28-CH, ax.), 1.77 (m, 2H, 29-CH,), 1.88 (m, 2H, 27,28-CH,
eq.), 2.00 (M, 2H, 18-CH,),3.15 (M, 2H, 25, 26-CH,, ax.), 3.26 (q, J=7.7 Hz, 2H, 22-CH)),
3.42 (bd, 2H, 25,26-CH,, eq.), 4.85 (% AB, d, J=14.3 Hz, 1H, 24-CH,), 4.90 (% AB, d, J=14.3
Hz, 1H, 24-CH,), 5.26 (s AB, d, J=18.7 Hz, 1H, 5-CH,), 5.31 (% AB, d, J=18.7 Hz, 1H, 5-
CH,), 5.45 (% AB, d, J=16.1 Hz, 1H, 17-CH,), 5.63 (4 AB, d, J=16.1 Hz, 1H, 17-CH,), 7.33
(s, 1H, 14-CH), 7.46 (d, J=9.2 Hz,1H, 11-CH), 7.95 (d, J=9.2 Hz, 1H, 12-CH).

3C NMR § (D;0, TSPA); HSQC/HMBC :7.2 (19-CHs), 13.3 (23-CH3), 20.7 (29-CH,), 22.6
(27,28-CH,), 26.5 (22-CH,), 30.7 (18-CH,), 50.6 (5-CHy), 53.4 (25,26-CH,), 53.7 (24-CH,),
66.0 (17-CH,), 73.9 (20-C), 98.3 (14-CH), 108.3 (9-C), 118.5 (16C-), 121.3 (11-CH), 127.9
(8-C), 131.0 (6-C), 133.3 (12-CH), 144.7 (7-C), 146.1 (3-C), 146.1 (13-C), 148.1 (2-C), 151.0
(15-C), 157.4 (10-C), 158.3 (16a-C(0) ), 174.9 (21-C(O) ).

UV (H,0) nm: 378, 329, 268, 225, 202.

IR (film z CH3sCN) cm™ : 1042, 1056, 1117, 1163, 1232, 1255, 1290, 1350, 1388, 1413,
1454, 1512, 1537, 1605, 1657, 1743, 2877, 2945, 3060, 3408.

Pochodna BN37A:
(20 S)-7-etylo-9-N-morfolinometylo-10-hydroksykamptotecyna.
SN38 (7-etylo-10-hydroksykamptotecyne x H,0)

(5.92 mg; 0.0144 mmol) zawieszono w 5.5 ml 27 cr
CH3CN, a nastepnie dodano kwas octowy (183
ul, 3.2 mmol ), 37 % wodny roztwor CH,O (14
ul; 0.173 mmol), 15 pl morfoliny (0.173 mmol).
Reakcje prowadzono w temperaturze 80 °C. Po
uptywie 10 godz. rozpuszczalnik odparowano
pod préznia (w 40 °C). Pozostalos¢ przemyto
eterem dietylowym (3 x 1 ml). Mieszaning

reakcyjng oczyszczono za pomocg HPLC na
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kolumnie RP-C18 LPH (150 mm x 10 mm) stosujac uktad fazy ciektej: 20 % CH3CN/ 80 %
wodnego 0.1 % HCOOH z predkoscia przeptywu 3 ml/min. Przebieg chromatografii
monitorowano za pomocg detekcji UV przy dlugosci fali 260 nm. Zebrang frakcje o czas
retencji 7.5 min liofilizowano a nast¢pnie przeksztalcono w chlorowodorek rozpuszczajgc
produkt w 3 ml 0.5 % HCI. Po zliofilizowaniu uzyskano czysty produkt (> 98 %) z
wydajnoscia 24 %.

HR-MS (ESI): obliczona dla Cy;H3oN30s, [M+H]": 492.2135, zmierzona: 492.2145.

'H NMR & (D,0,pH=3, TSPA) 500 MHz: 0.98 (t, J=7.34 Hz, 3H, 19-CHs), 1.49 (t, J=7.7 Hz,
3H, 23-CHj3), 1.99 (m, 2H, 18-CH,), 3.24 (q, J=7.7 Hz, 2H, 22-CHy,), 3.41 (bs, 4H, 25,26-
CH,), 3.76 (bs, 2H, 27,28-CH,, ax. lub eq.), 4.05 (bs, 2H, 27,28-CH,, ax. lub eq.), 4,94 (%
AB, J=14.6 Hz, 1H, 24-CH>), 5.00 (*2 AB, J=14.6 Hz, 1H, 24-CH,), 5.27 (2 AB, J=19.1 Hz,
1H, 5-CHy), 5.31 (% AB, J=19.1 Hz, 1H, 5-CHy,), 5.44 (% AB, J=15.9 Hz, 1H, 17-CH,), 5.62
(2 AB, J=15.9 Hz, 1H, 17-CH,), 7.33 (s, 1H, 14-CH), 7.45 (d, J=9.2Hz,1H, 11-CH), 7.96 (d,
J=9.2 Hz, 1H, 12-CH).

B3C NMR & (D,0, TSPA); HSQC/HMBC: 7.1 (19-CHs), 13.2 (23-CHs), 26.4 (22-CHy), 30.6
(18-CHy), 50.7 (5-CH,), 51.8 (25,26C-H,), 53.9 (24-CH,), 63.4 (27,28-CH,), 66.0 (17-CH,),
73.6 (20-C), 98.2 (14-CH), 107.2 (9-C), 118.5 (16-C), 121.2 (11-CH), 128.0 (8-C), 131.2 (6-
C), 133.5 (12-CH), 142.8 (2 -C), 144.8 (7-C), 145.0 (13-C), 146.1 (3-C), 150.9 (15-C), 157.9
(10-C), 158.3 (16a -C(0) ), 175.1 (21- C (O)).

UV (H,0) nm: 202, 224, 268, 329, 366, 378.

IR (KBr) cm™: 1038, 1056, 1108, 1162, 1261, 1303, 1383, 1423, 1463, 1513, 1593, 1656,
1744, 2853, 2922, 2958, 3401.

Pochodna BN74A:

(20 S)-7-etylo-9-[N-(N-metylopiperazyno)]metylo-10-hydroksykamptotecyna.

SN38 ( 7-etylo-10-hydroksykamptotecyne x H,0) (3.99 mg, 9.7 x 10 mmol) zawieszono w
5.1 ml CH3CN, a nastepnie dodano kwas octowy (14 ul,0.234 mmol), 37 % wodny roztwor
CH,0 (9.5 ul, 0.117 mmol), metylopiperazyne¢ (13 pl, 0.117 mmol ). Reakcj¢ prowadzono w
temperaturze 80 °C. Po uptywie 6 godz. rozpuszczalnik odparowano pod préznig (w 40 °C).
Nastepnie pozostatos¢ przemyto eterem dietylowym (3 x 1 ml). Mieszaning oczyszczono za
pomocg HPLC na kolumnie RP-C18 LPH (150 mm x 10 mm) stosujac uktad fazy ciektej: 25
% CH3CN/ 75 % wodnego 0.1 % HCOOH z predkoscia przeptywu 3 ml/min. Przebieg
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chromatografii monitorowano za pomoca detekcji UV przy dtugosci fali 260 nm. Zebrang
frakcje (czas retencji 4 min) liofilizowano. Otrzymang s6l kwasu mrowkowego
przeksztalcono w chlorowodorek dodajac 3 ml roztworu 0.5 % HCI. Ponownie liofilizowano

uzyskujac czysty produktu (> 98 %) z wydajnoscia 24 %.
HR-MS (ESI):obliczona dla C,gH33N4Os, [M+H]": 505.2451, zmierzona: 505.2457.

'H NMR & (D0, pH=5, TSPA) 500 MHz: 1.00
(t, J=7.3 Hz, 3H, 19-CHs), 1.46 (t, J=7.7 Hz,
3H, 23-CHs), 2.00 (m, 2H, 18-CH,), 2.73 (s,
3H, 29-CHy), 3.14 (m, 1H, 22-CHy), 3.23 (bs, 4
H, 27,28-CH,), 3.24 (m, 1H, 22-CH,), 3.43 (bs,
4H, 25,26-CH,), 4.85 (2 AB, d, J=19.0 Hz, 1H,
5-CHy), 4.92 (2 AB, d, ] =19.0 Hz, 1H, 5-CHy),
4.94 (Y5 AB, d, J=12.5Hz, 1H, 24-CH,), 4.98 (%
AB d, J=12.5 Hz, 1H, 24-CH,), 5.41 ('» AB,
d,J=16.1 Hz, 1H, 17-CH,), 5.55 (*x AB, d, XFHCOO.CI OH O
J=16.1 Hz, 1H, 17-CH,), 7.25 (s, 1H, 14-CH), 19

7.26 (d, J=9.2 Hz,1H, 11-CH), 7.60 (d, J=9.2 Hz, 1H, 12-CH).

BC NMR § (D0, TSPA) : 7.2 (19-CHs), 13.8 (23-CHa), 24.9 (22-CH,), 30.7 (18-CH,), 42.0
(25,26-CH,), 43.8 (29-CHs), 50.1 (5-CH,), 50.7 (27,28-CH,), 55.2 (24-CH,), 66.0 (17-CH,),
73.7 (20-C), 98.1 (14-C), 118.0 (16-C), 121.7 (11-CH), 130.9 (12-CH), 145.9 (7-C), 151.2
(15-C), 174.8 (21-C(0Q)). 2-C, 3-C, 8-C, 9-C, 10-C-nie przypisano

UV nm: 378, 330, 269, 224.

IR (film z CH3CN) cm™ : 1040, 1057, 1116, 1165, 1233, 1258, 1282, 1388, 1413, 1458, 1513,
1537, 1592, 1656, 1740, 2940, 2977, 3410.

Eterowa pochodna SN38 (24-CH,-OCDs)
(20 S)-7-etylo-9-(trideuterometoksy)metylo-10-hydroksykamptotecyna.

Chlorowodorek 7-etylo-9-[N-(N-metylopiperazyno)]metylo-10-hydroksykamptotecyny
(SNB74A) (0.5 mg, 9.25 x 10" mmol) rozpuszczono w CD3;0D (0.6 ml). Po 3 dniach reakcji
produkt zostat zidentyfikowany jako eter Cy4H22D3N20s.
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LR-MS (ESI): m/z 440 [M+H]"

'H NMR & (CD;OD ) 500 MHz: 1.01 (t, J=7.4 Hz, 3H, 19-CHs), 1.43 (t, J=7.6 Hz, 3H, 22-
CH3), 1.97 (m, 2H, 18-CH,), 3.42 (q, J=7.6 Hz, 2H, 22-CH,), 5.01 (s, 2H, 24-CH,), 5.36 (s,
2H, 5-CH,), 540 (5 AB d, J=16.1Hz, 1H, 17-CH,), 5.60 (% AB, d, J=16.1 Hz, 1H, 17-CH,),
7.63 (s, 1H, 14-CH), 7.51 (d, J=9.2 Hz, 1H, 11-CH), 8.07 (d, J=9.2 Hz, 1H, 12-CH).

25 23 C NMR & (CD3OD) : 7.0 (19-CHj3), 14.2 (23-
CHs), 24.8 (22-CH,), 30.8 (18-CH,), 50.2 (5-
CH,), 55.9 (25-CD3), 65.4 (17-CH,), 64.6 (24-
CH,), 73.0 (20-C), 98.1 (14-CH), 116.0 (9-C),
118.7 (16-C), 122.0 (11-CH), 128.9 (8-C), 130.8
(6-C), 131.4 (12-CH), 145.2 (13-C), 146.3 (3-C),
146.7 (7-C), 147.8 (2-C), 151.4 (15-C), 157.1 (10-
19 C), 173.6 (21-C(Q) ). 16a -C(O) - nie przypisano.

9.2.2 Oddzialywanie pochodnych SN38 z oktamerem DNA

Badanie oddzialywan wszystkich pochodnych SN 38 z oligomerem DNA prowadzono

wedhlug ogdlnej procedury 1 (eksperymenty w temperaturze pokojowej oraz w 10 °C).
Procedura 1

Oktamer d(GCGATCGC); rozpuszczono w 600-700 ul buforu 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO,
w H,0/D,0 (90/10 % v) o pH=6. Roztwor dodano do soli pochodnych SN38. Stosunek
stezenia dupleksu oligomeru DNA (ds DNA) i pochodnych SN38 w roztworze wynosito,
odpowiednio: 1:2 (pH=6).

Oddzialywanie pochodnej SN-NMe;

Temperatura pokojowa: stezenie dupleksu DNA wynosito C= 0.31 mM (1.04 mg, 2.17 x 10™
mmol), stezenie mréwczanu SN-NMe, C=0.62 mM (0.21 mg, 4.34 x 10 mmol). Objetosé
roztworu buforu V=700 pl.

Odzialywanie pochodnej BN67A

Temperatura pokojowa: Stezenie dupleksu DNA wynosito 0.65 mM (2.0 mg, 4.2 x 10™
mmol), stezenie chlorowodorku BN67A C=1.3 mM (0.42 mg, 8.4 x 10 mmol). Objetos¢
roztworu buforu V=650 pl.
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Temperatura 10 °C: stezenie ds DNA wynosito 0.73 mM ( 2.28 mg, 9.46 x 10™), stezenie
chlorowodorku BN67A wynosito 1.45 mM (0.47 mg, 9.45 x 10™* mmol). Objetosé¢ roztworu
buforu V=650 pl.

Oddzialywanie pochodnej BN49A

Temperatura pokojowa: Stezenie dupleksu DNA wynosito 0.38 mM (1.1 mg, 2.28 x 10™
mmol), stezenie chlorowodorku BN49A C=0.76 mM (0.24 mg, 4.56 x 10 mmol). Objetosé
roztworu buforu V=600 pl.

Temperatura 10 °C: stezenie ds DNA wynosito 1.25 mM ( 3.9 mg, 0.81 x 10®), stezenie
chlorowodorku BN49A wynosito 2.5 mM (0.83 mg, 1.62 x 10 mmol). Objetosé roztworu
buforu V=650 pl.

Oddzialywania pochodnej BN71A

Temperatura pokojowa: Stezenie dupleksu DNA wynosito 0.45 mM (1.32 mg, 2.7 x 10™
mmol), stezenie chlorowodorku BN71A C=0.89 mM (0.28 mg, 5.33 x 10 mmol). Objetosé
roztworu buforu V=600 pl.

Temperatura 10 °C: stezenie ds DNA wynosito 0.75 mM ( 2.34 mg, 4.85 x 10™), stezenie
chlorowodorku BN71A wynosito 1.5 mM (0.51 mg, 9.7 x 10™ mmol). Objetosé roztworu
buforu V=650 pl.

Oddzialywania pochodnej BN37A

Temperatura pokojowa: stezenie dupleksu DNA wynosito C=1.0 mM (3.13 mg, 6.5 x 10™
mmol), stezenie chlorowodorku BN37A C=1.98 mM (0.64 mg, 1.29 x 10 mmol). Objetosé
roztworu buforu V=650 pl.

Temperatura 10 °C: stezenie dupleksu DNA wynosito C=0.44 mM (1.27 mg, 2.64 x 10™
mmol), stezenie chlorowodorku BN37A C=0.88 mM (0.28 mg, 5.28 x 10™* mmol). Objetosé
roztworu buforu V=600 pl.

Mieszaning¢ reakcyjng 0czyszczano za pomocag HPLC na kolumnie RP-C18 LPH (150 mm x
10 mm) stosujgc uktady fazy cieklej: wodny roztwor 90 mM TEAA o pH=5.5 (A) oraz
CH3CN (B). Zastosowano gradient: 0-30 min 10 — 35 % B, 30 min 35 % B, predkos¢
przeplywu wynosila 2.6 ml/min. Przebieg chromatografii monitorowano za pomocg detekcji
UV przy dlugosci fali 260 nm. Zebrang frakcje o czasie retencji 13 min liofilizowano. Bufor

usuni¢to na kolumnie Sephadex G-10.
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Oddzialywanie pochodnej BN74A

Temperatura 10 °C: stezenie ds DNA wynosito 0.59 mM ( 1.87 mg, 3.88 x 10™), stezenie
chlorowodorku BN74A wynosito 1.19 mM (0.42 mg, 7.77 x 10™* mmol). Objetosé¢ roztworu
buforu V=650 pl.

9.2.3 Alkilowanie 2’-deoksyguanozyny

Addukt N2-dG, produkt alkilowania 2’-deoksyguanozyny przez pochodna SN38 (BN37A)
otrzymano wedtug nastepujacych procedur:

Procedura 2

2’-deoksyguanozyne (dG) x H,0 (0.65 mg, 2.25 x 10 mmol) rozpuszczono w 2.25 ml buforu
25 mM NaCl/ 25 mM K3PO4; o pH=7 (roztwér buforu w D,0), nastepnie dodano
chlorowodorek 7-etylo-9-(N-morfolino)metylo-10-kamptotecyny (2.37 mg, 4.5x10° mmol).
Stezenie dG i pochodnej SN38 w roztworze wynosito odpowiednio 1.0 mM i1 2.0 mM (pH=7).
Postep reakcji monitorowano przy pomocy technik ‘H NMR oraz LC-MS. Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej, zakonczono po uptywie 48 godz.. Osad odwirowano
I oczyszczano za pomocag HPLC na kolumnie RP-C18 LPH (150 mm x 10 mm) stosujac
uktady fazy cieklej: wodny roztwor 10 mM CH3COONH, o pH=5.4 (A) oraz CH3;CN (B).
Zastosowano gradient: 0-30 min 10 — 35 % B, 30 min 35 % B, predkos¢ przeptywu wynosita
2.8 ml/min. Przebieg chromatografii monitorowano za pomocg detekcji UV przy dtugosci fali
260 nm. Zebrany produkt reakcji liofilizowano, addukt N2-dG otrzymano z wydajnoscig 10
%.

Procedura 3

2’-deoksyguanozyne (dG) x H,0 (1.07 mg, 3.76 x 10" mmol) rozpuszczono w 3.76 ml D,0 o
pH=6, nastgpnic dodano chlorowodorek 7-etylo-9-(N-morfolino)metylo-10-kamptotecyny
(3.97 mg, 7.14 x 10'3mm01). Stezenie dG 1 pochodnej SN38 w roztworze wynosito
odpowiednio 1.0 mM i 2.0 mM (pH roztworu doprowadzono do pH=6 przy uzyciu 5 %
roztworu NaOD). Postep reakcji monitorowano przy pomocy technik "H NMR oraz LC-MS.
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej i zakonczono po uptywie 24 godz.. Osad
odwirowano i oczyszczano za pomocg HPLC na kolumnie RP-C18 LPH (150 mm x 10 mm)
stosujac uktady fazy ciektej: wodny roztwér 10 mM CH3COONH, 0 pH=5.4 (A) oraz CHsCN
(B). Uzyto gradientu: 0-30 min 10 — 35 % B, 30 min 35 % B, predkos¢ przeptywu wynosita

2.8 ml/min. Przebieg chromatografii monitorowano za pomoca detekcji UV przy dtugosci fali
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260 nm. Zebrano produkt reakcji i liofilizowano. Addukt N2-dG otrzymano z wydajno$cig 7
%.

HR-MS (ESI): obliczona dla C33H32N;Og [M-H] : 670.2262, zmierzona 670.2255.

'H NMR & (DMSO-

. o 74
de) 500 MHz: 0.86 (t, o) 18/ © R
J=7.3 Hz, 3H, 19- 2 SN\ 2/
0 | 6 ‘J."r \_\_7_7_ / 15 i OH
CHg), 1.40 (t, J=7.3 s 22\ A i
Hz, 3H, 23-CH3), 1.85 % l NH |2 19
(M, 2H,  18-CH,), NN N o7
55" H o
2.25 (m, 1H, CH-2), HOj o HO 10 - 12
- s 11
2.66 (M, 1H, CH-2"), as
( ) 3 2’2"
3.23 (M, 2H, 22-CHy), OH

3.52 (m,1H, CH-5%), 3.59 (m, 1H, CH-5""), 3.83 (m,1H, CH-4), 4.39 (m,1H, CH-3"), 4.91
(bs,2H, 24-CH,), 4.91 (bs, 1H, OH-5"), 5.30 (s,2H, 5-CH,), 5.31 (s, 1H, OH-3"), 5.40 (s, 2H,
17-CH,), 6.23 (t, J=7.1 Hz, 1H, CH-1"), 6.48 (s, 1H, 20-OH), 6.68 (bs,1H, NH-2G), 7.23 (s,
1H, 14-CH), 7.58 (d, J=9.0 Hz,1H, 11-CH), 7.95 (s, 1H, CH-8G), 8.08 (d, J=9.0 Hz, 1H, 12-
CH), 10.23 (s,1H, 10-OH), 10.77 (bs, 1H, NH-1G).

13C NMR & (DMSO-ds) 500 MHz; HSQC/ HMBC : 8.9 (19-CH3), 15.4 (23-CHg), 25.5 (22-
CHj), 30.9 (18-CH,), 38.2 (24-CHy), 39.9 (CH,-2°/2"), 50.6 (5-CHy), 62.6 (CH»-5"/5""), 65.8
(17-CHy), 71.5 (CH-3"), 72.9 (20-C), 83.8 (CH-1"), 88.3 (CH-4"), 96.5 (14-CH), 117.5 (C-
5G), 118.7 (16-C), 120.3 (8-C), 122.2 (11-CH), 131.4 (6-C), 133.2 (12-CH), 136.8 (CH-8G),
144.4 (7-C), 145.8 (13-C), 146.8 (3-C), 150.7 (15-C), 148.9 (2-C), 150.8 (C-4G), 157.1 (10-
C), 157.4 (16a-C(0) ), 173.2 (21-C(0) ).

UV (DMSO) nm: 271.3, 337.2, 371.2, 389.5, 452.1.

IR (DMSO-da, BaF,, d=99,8 um) cm'’: 991, 939, 964, 1154, 1181, 1295, 1462, 1604, 1663,
1873, 2016, 2159, 2540, 2562, 3232, 3384, 3545.

9.3 Oligomery DNA

Stosowano oligonukleotydy DNA :

e Oktamer: d(5’-GCGATCGC-3%),;
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Oczyszczanie oligomerow DNA

Wszystkie oligomery DNA (zakupione w firmie IDT USA, odblokowane i odsolone)
oczyszczano technika chromatografii jonowymiennej na kolumnie HiTrap™™-Q (Pharmacia
Biotech), strosowano gradientowsg elucje roztworami NH4HCOj3 o stezeniach od 0.1 do 1 M.
Oligomery DNA nastepnie odsalano na kolumnie Sephadex G-10. Paramagnetyczne

zanieczyszczenia usuwano stosujgc Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories).

9.4 Aparatura

Eksperymenty NMR

e Varian INOVA 500 MHz wyposazony w sonde ID, Narodowy Instytut Lekow,

Warszawa.

Pomiary MS
e LCMS-IT-TOF Shimadzu, spektrometr z putapka jonowa 1 analizatorem czasu
przelotu, Uniwersytet Warszawski, Warszawa;
e HPLC Prominence LC-20A (Shimadzu) sprzezony z spektrometrem masowym 4000
QTrap, Applied Biosystems (pomiary LC/MS), ICHO PAN, Warszawa;
e MALDI Synapt G2-S HDMS (Waters Inc) z jonizacja typu elektrospray i
analizatorem typu g-TOF, ICHO PAN, Warszawa;
e Voyager-Elite MALDI, PerSeptive Biosystems, CBMiM PAN, £06dz.
Widma UV
e Varian CARY 1E
Widma IR
e JASCO FT/IR-6200
HPLC
e chromatograf Shimadzu LC-8A sprzezony z detektorem UV Shimadzu SPD -6A,
oprogramowanie ChromaX 2007 ver 1.0b;
e chromatograf Knauer 64 sprzezony detektorem UV (Knauer), oprogramowanie LP-

chrom, Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny, Siedlce.
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9.5 Eksperymenty NMR

W celu wykonania widm NMR, probki rozpuszczano w nastepujacych uktadach: D0,
H,0O/D,0 (90/10 % v), w roztworach buforowych 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO, w D,0 lub
H,O/D,0 (90/10 % v) o pH rownym 6 lub 7, DMSO-ds oraz CD3;OD-d4. Jako wzorce
wewngtrzne stosowano TSPA-ds (0.0 ppm), DMSO-ds (2.49 ppm) oraz CDsOD-d, (3.31

ppm). Widma rejestrowano w temperaturze 25 °C oraz w 10 °C.
'H NMR

Widma na spektrometrze Varian 500 MHz rejestrowano przy sw =12 kHz, wykorzystujac
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technike dpfgse water (excitation sculpting) " do wygaszenia wody dla roztworow H,O/D,0

(90/10 % v) oraz standardowa metode¢ presaturacji dla probek w D,0.
NOESY

Widma NOESY™* zarejestrowano jako DPFGSE NOESY z tlumieniem wody z uzyciem

gradientum' 15 wyeliminowanie artefaktow ZQ podczas mieszania (ZQ artifact suppression

116

during mixing)'®, stosowano metode States-TPPI**" 8 (czas mieszania 200 ms).

TOCSY

Widma TOCSY!® 2 zarejestrowano jako WGTOCSY z selektywnym impulsem ,,one-lob
sinc” 1 procedurg ‘flipback’. Czas mieszania wynosit 90 ms z DIPSI-2-spin-lock field 8 kHz.
'H/C-HSQCAD

Widma 'H/C-HSQCAD' otrzymywano jako “echo-antiecho phase sensitive” 'H-3C
HSQC (heteronuclear single quantum coherence, adiabatic version) stosujac zwloke
relaksacyjna (ang. relaxation delay) d1=1.2 s oraz stata sprzezenia *J(C,H) = 135 Hz.
'H/®C-HMBC

Widma *H - ¥C HMBC zarejestrowano z wybranym gradientem przy nastepujacych
parametrach: at= 0.2 s, *H pw90°= 7.8 ps, *C pw90° = 11.5 us, sw= 5 kHz i 2048 punktow
pomiarowych w wymiarze *H oraz 25 kHz i 1024 inkrementéw w wymiarze *C, d1= 1.2 s.
Dane otrzymano w wartosciach bezwzglgednych, z 64 powtdrzeniami na inkrement t;.
Eksperyment zoptymalizowano na stalg sprzezenia "J(CH) = 8 Hz oraz Ailtr
dolnoprzepustowy dla *J(C,H) = 140 Hz. Przed transformacja Fouriera dane zostaty liniowo
uzupehlnione do 2048 punktoéw, zastosowano tez procedur¢ uzupeilniania zerami do 4096

punktéw w domenie Fj.
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PFGSE

Widma 'H DOSY otrzymano z wykorzystaniem sekwencji Oneshot'?

(stimulated echo
sequence incorporating bipolar gradients) stosujac 64-128 powtorzen, 16 pustych skanow.
Czas dyfuzji (A) wynosit 150 ms, catkowity czas trwania gradientu dyfuzji (8) wynosit 2 ms.
Uzyto szesnastu warto$ci gradientu dyfuzji, wzrastajacych od 1,9 do 50,4 G / cm, gdzie
kolejna warto$¢ gradientu byta rowna kwadratowi poprzedniej wartosci gradientu. Pozostate

parametry wynosity: okno spektralne 8 kHz dla H,O, 16 K punkty pomiarowe, d1=2s. Do
obrébki danych stosowano program DOSY z pakietu Variana VNMRJ 3.1.

Widma NMR opracowano na programach:

1. oprogramowanie VNMRJ 3.1 Varian
2. Mestre-C 3.3a

3. MestReNova 6.0.4-5850

4. Sparky 3.111

9.6 Eksperymenty MS

MALDI

Widma mas MALDI (jony ujemne) rejestrowano na Voyager-elite (Perseptive Biosystems
Inc., Framingham, MA, USA) wyposazonym w laser azotowy (337 nm) o napi¢ciu lintowym
20 kV, z opoznieniem ekstrakcji. Uzyto roztworéw kwasu 3-hydroksypikolinowego oraz
cytrynianu diamonu (8:1 v / v) jako matrycy. Jeden ul roztworu oligonukleotydu o stezeniu
0,01 OD /ul zmieszano na ptytce MALDI z 1 ul roztworu matrycy i pozostawiono do
wyschnigcia na powietrzu. Widmo masowe zbierano z co najmniej 100 impulséw lasera i
przetwarzano przez oprogramowanie Data Explorer ver. 4 (Applied Biosystems, Foster City,
CA).Technikag MALDI —TOF otrzymano masy m/z z doktadnoscia wyzsza niz 0.1 % (tj = 1
masa jednostki na 1000 [M 1] ).

LC-MS

Pomiar prowadzono przy uzyciu HPLC Prominence LC-20 (Shimadzu) sprzezonym ze
spektrometrem 4000 QTrap. Stosowano kolumne 5 um Eclipse XDB C18, 4.6 x 250 mm

(firmy Agilent). Do rozdzialu mieszaniny uzyto uktadow fazy ciektej: wodny roztwér 10mM

CH3;COONH,4 0 pH 5.4 (A) oraz CH3CN (B) z gradientem: 0-30 min 10 — 40 % B, 30-35
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min 40 % B. Predko$¢ przeptywu wynosita 1.0 ml/min. Analiz¢ wykonano przy 254 nm oraz
260 nm. Widmo ESI MS rejestrowano w trybie jon dodatni i ujemny w zakresie m/z 100-
1000. Parametry zrédta okreslono w sposob nastepujacy: IS 4500 V, 80 V DP, EP 10 V,
CUR: 25, GS1 55 GS2 45. Temperatura zroédta wynosita 500 °C.

9.7 Badania biologiczne

Badania biologiczne zostalty wykonane przez K. Wiktorska i K. Lubelska w Narodowym
Instytucie Lekow w Warszawie (zaklad Biologii Komorki, pracownia mikroskopii

konfokalnej).

Hodowla komorek

Komorki L1210, CaCo2, HT-29, CRL1790, MCF7, MDA, HL60, A549 hodowane byly w
zbogaconych pozywkach hodowlanych zgodnie z zaleceniami ATCC (Amerykanski Bank
Komorek). Hodowle komérek prowadzono w butelkach do hodowli komérek o powierzchni
25 cm?. Po osiagniceciu 80 % konfluencji komérki byty pasazowane. W tym celu odklejano je
od podtoza poprzez inkubacje z 0.25 % trypsyna z EDTA w 37 °C, a nastgpnie komorki

rozcienczan0 pozywka hodowlana.

W celu zapewnienia optymalnych warunkéw wzrostu komorki hodowane byty w inkubatorze

do hodowli komoérek w temperaturze 37 °C oraz atmosferze 5 % CO..
Badanie cytotoksycznosci

Cytotoksyczny wpltyw zwigzkéw na badane linie komorkowe okreslon0o za pomoca
kolorymetrycznego testu MTT. Test ten oparty jest na zdolno$ci redukcji pomaranczowo-
z6ttej rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (bromku 3-(4,5-dimetylotiazyl-2-ylo)-2,5-
difenylotetrazoliowego, MTT) przez enzymy z klasy dehydrogenaz mitochondrialnych, ktore
wchodza w sktad tancucha oddechowego. Powstaty w wyniku tej reakcji formazan, wytraca
si¢ w komorkach w postaci nierozpuszczalnych w wodzie, fioletowych krysztatow. Poniewaz
dehydrogenazy mitochondrialne sg aktywne tylko w zywych komorkach, ilo§¢ formazanu jest

miarg ilo$ci zywych komoérek w hodowli.*?®

Test MTT

Komorki wysiewano na 96-dotkowe ptytki i inkubowano 24 godziny. Po tym czasie do
komorek dodawano pozywke hodowlang zawierajacg zwigzki w szeregu stezen: od 0.001-50
uM. Komorki inkubowano w szeregu czasowym: 24 godziny, 48 godziny i 72 godziny. PO

zakonczeniu inkubacji do komodrek dodano 50 ul wczesniej przygotowanego roztworu MTT
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w stezeniu 5 mg/Iml w PBS, ktory zostat rozcienczony w stosunku 1:20 w PBS. Komorki
inkubowano 3 godziny w warunkach hodowli komoérek (37 °C, 5 % CO,). Po zakonczeniu
inkubacji do kazdego dotka dodawano 200 ul alkoholu izopropylowego, w celu rozpuszczenia
powstatych krysztatow formazanu. Absorbcje formazanu zmierzono w spektrofotometrze

ptytkowym PowerWave X przy dlugosci fali A=570 nm.
Dla zwigzkéw SN38, BN37A oraz BN67A wykonano takze test CVS.

Obliczenia ICsy wykonano na programie GraphPad Prism 5.01.
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ZALACZNIKI

TPT

F1

Dix 10"
NCRT

0.6 =
08 7

1.0 3 l
12 !

- . (TPT-DNA)

1.6 7

1.8 7

2.0 T

22 7

2.4 7

2.6 7

28 7

| AL B B S B B B B B B B B B L B B B B L B B S B N B B B B B
9 8 7 6 5 4 3 2 1

F2 (ppm)

Zalacznik 1 Eksperyment PFGSE na probcee otrzymanej po oczyszczeniu mieszaniny reakcyjnej po 20
h naswietlania UV o A=365 nm pochodnej TPT z oligomerem DNA. Czerwong liniag oznaczono
wspotczynnik dyfuzji wspolny dla fragmenty pochodnej TPT (grupe metylowa zaznaczono strzatka)
oraz DNA; 1.4 x 10™° m?/s.? (D,0).
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19-CH,

23-CH,

24-CH,

14-CH
. 18-CH,

25,26-CH, 40 1o, 22-CH,
‘ 25;26'CH2 ax. lub eq.

27'CH ax. lub eq.

D 27'cHax. lub eq.

]
=
g
E
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Numer atomu D,0,pH 4 DMSO-dg CD;0D
2-C no 149.4 149.5
3-C no 146.5 146.8
5-CH, 5.37; 50.7 5.32; 50.8 5.38; 50.2
6-C 131.3 131.8 131.2
7-C 1447 143.8 143.6
8-C 127.8 127.9 127.6
9-C 108.9 109.3 109.2
10-C 157.0 158.1 157.7
11-CH 7.57,121.8 7.63; 121.8 7.58; 121.0
12-CH 8.10; 133.4 8.16; 135.0 8.22; 134.6
13-C no 145.8 146.0
14-CH 7.53; 98.6 7.23;96.5 7.61;97.9
15-C 151.0 150.7 151.5
16-C 118.6 118.85 119.0
16a-C(O) no 157.3 157.9
17-CH, 5.47, 5.65; 66.2 5.41; 65.8 5.40, 5.60; 65.3
18-CH, 2.02; 30.6 1.85; 30.7 1.97; 30.7
19-CHj; 0.98;7.2 0.86; 8.22 1.01; 6.7
C-20 no 72.8 72.9
21-C(0) 175.1 173.0 173.5
22-CH, 3.23; 26.4 3.07; 26.5 3.23; 13.0
23-CH; 1.42;13.3 1.25;14.4 1.40; 6.7
24-CH, 5.01,5.04; 51.0 | 4.84, 4.80; 50.6 5.04; 51.0
25, 26-CH,(N) (ax. lub eq.) 4.13;54.8 4.00; 55.2 4.27;55.1
25, 26-CH,(N) (ax. lub eq.) 4.25; 54.8 4.27; 55.2 4.27; 55.1
27-CH, (ax. oraz eq.) 242,252, n0 | 2.26,2.33; 17.75 2.50; 16.1

Zalacznik 2 Widmo 'H NMR w wodzie oraz przesuniecia chemiczne

chlorowodorku pochodnej BN67A w D,0, DMSO oraz CD;0D.
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12-CH
11-CH

24-CH,

5-CH,
17-CH,

I

http://rcin.org.pl

25,26'c Hz ax. lub eq.

. ‘

23-CH,

22-CH,

25,26-CH, . 1ub o0, 18-CH,

27,28'CH2 ax. lub eq.

v

27328'CH2 ax. lub eq.

19-CH,
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Numer atomu D,0, pH 3 DMSO-dg CD;0D
2-C 148.1 149.2 149.2
3-C 146.1 146.6 146.5
5-CH, 5.24,5.29; 50.6 5.32; 50.8 5.38; 50.2
6-C 131.0 131.8 131.4
7-C 144.6 144.3 143.8
8-C 127.6 127.8 127.4
9-C 109.5 109.5 109.4
10-C 156.8 158.0 157.8
11-CH 7.48;121.3 7.66; 121.9 7.61;121.2
12-CH 7.97; 133.2 8.18; 135.2 8.24; 134.7
13-C 144.8 145.7 145.9
14-CH 7.35; 98.3 7.24;96.5 7.61;97.9
15-C 151.0 150.7 1514
16-C 118.4 119.0 118.9
16a-C(O) 158.2 157.3 158.3
17-CH, 5.43,5.61; 66.0 5.41; 65.7 5.39, 5.60; 65.3
18-CH, 1.98; 30.6 1.85; 30.7 1.97; 30.7
19-CH; 0.98;7.1 0.86; 8.4 1.01; 6.7
C-20 73.7 72.8 73.0
21-C(0O) 174.9 173.1 173.5
22-CH, 3.22;26.5 3.15; 26.7 3.28; 26.3
23-CHj; 1.47;13.2 1.24;14.4 1.37;13.0
24-CH, 4.93,4.97;51.3 | 4.81, 4.84; 50.1 5.04; 50.8
25,26-CH,(N) (ax. lub eq.) 3.24; 545 3.29; 53.8 3.38; 53.8
25,26- CH,(N) (ax. lub eq.) 3.46; 54.5 3.40; 53.8 3.52;53.8
27,28-CH, (ax. lub eq.) 1.96; 22.5 1.86; 22.9 2.02; 22.6
27,28-CH, (ax. lub eq.) 2.12;22.5 2.04; 22.9 2.21;22.6

Zalacznik 3 Widmo 'H NMR w wodzie oraz przesuniecia chemiczne ‘H i *C (ppm) dla
chlorowodorku pochodnej BN49A w D,0, DMSO oraz CD;0D.
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23-CH,
27,28-CH, ,,
12-CH 27,28-CH
11-CH Rty v 3
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_— 25,26-CH, ,, SR | &
\ » 18-CH,
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13/\.."'0H .
19

21

Numer atomu D,0,pH 4 DMSO-dg CD;0D
2-C 148.1 149.2 149.0
3-C 146.1 146.6 146.4
5-CH, 5.26,5.31; 50.6 5.32; 50.8 5.38; 50.2
6-C 131.0 131.8 131.1
7-C 144.7 144.1 144.2
8-C 127.9 128.0 127.6
9-C 108.3 108.5 107.6
10-C 157.4 158.7 158.4
11-CH 7.46; 121.3 7.68; 121.9 7.61;121.1
12-CH 7.95; 133.3 8.19; 1354 8.26; 134.8
13-C 146.1 146.2 145.8
14-CH 7.33;98.3 7.24; 96.5 7.62;97.8
15-C 151.0 150.8 151.4
16-C 118.5 119.1 118.8
16a-C(0) 158.3 157.4 157.9
17-CH, 5.45, 5.63; 66.0 5.42; 65.8 5.40, 5.60; 65.4
18-CH, 2.00; 30.7 1.85; 30.7 1.97; 30.7
19-CH;, 1.00; 7.2 8.2 1.01; 6.7
C-20 73.9 72.9 72.9
21-C(0O) 174.9 173.0 173.5
22-CH, 3.26; 26.5 3.19; 30.71 3.28; 26.3
23-CH; 1.50; 13.3 1.27;14.4 1.35;12.9
24-CH, 4.85, 4.90; 53.7 4.74,4.70; 52.8 4.95; 53.6
25,26-CH, (ax.) 3.15;53.4 3.20; 53.0 3.25; 53.2
25,26-CH, (eq.) 3.42;53.4 3.32;53.0 3.48; 53.2
27,28-CH, (ax.) 1.69; 22.6 1.70; 22.8 1.76; 22.6
27,28-CH, (eq.) 1.88; 22.6 1.75; 22.8 1.93; 22.6
29-CH, 1.77; 20.7 1.64; 22.6 1.81,1.58;21.2

http://rcin.org.pl

Zalacznik 4 Widmo 'H NMR w wodzie oraz przesuniccia chemiczne H i *C (ppm) dla
chlorowodorku pochodnej BN71A w D,0, DMSO oraz CD;0D.
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Numer atomu D,0O,pH 3 DMSO-ds CD;0D
2-C 148.2 149.3 149.1
3-C 146.1 146.5 146.5
5-CH, 5.31, 5.27; 50.7 5.37;51.0 5.39; 50.3
6-C 131.2 no 127.5
7-C 144.8 144.1 143.8
8-C 128.0 128.0 127.7
9-C 107.2 107.5 106.9
10-C 157.9 158.6 158.5
11-CH 7.45; 121.2 7.71; no 7.61;121.0
12-CH 7.96; 133.5 8.24; no 8.27; 135.3
13-C 145.0 145.9 146.0
14-CH 7.33;98.2 7.29; no 7.61, 98.0
15-C 150.9 150.5 151.5
16-C 118.5 119.0 118.8
16a-C(O) 158.3 157.3 157.9
17-CH, 5.44,5.62; 66.0 5.46; 65.8 5.40, 5.60; 65.6
18-CH, 1.99; 30.6 1.89; 30.7 1.97; 30.9
19-CH; 7.06 0.90; 8.34 1.01; 6.7
C-20 73.6 72.8 72.9
21-C(0O) 175.1 172.9 173.4
22-CH, 3.24,26.4 3.20; 27.0 3.30; 26.4
23-CH; 1.49; 13.2 1.27;14.4 1.36; 12.9
24-CH, 5.00, 4.94; 53.9 4.86/4.80; no 5.03; 53.7
25,26-CHy(N) 3.41,51.8 no 3.46; 52.0
27,28-CH,(0) (ax.lub eq.) 3.75; 63.4 no 3.77; 63.4
27,28-CHy(0) (ax. lub eq.) 4.05; 63.4 no 4.02; 63.4

Zalacznik 5 Widmo 'H NMR w wodzie oraz przesuniccia chemiczne H i *C (ppm) dla
chlorowodorku pochodnej BN37A w D,0, DMSO oraz CD;0D.
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Numer atomu D,0, pH 5 DMSO-d;
2-C no 148.0
3-C no 146.4
5-CH, 4.92,4.85; 50.1 5.3;49.8
6-C no 130.5
7-C 145.9 144.6
8-C no 128.6
9-C no 114.6
10-C no 157.1
11-CH 7.26; 121.7 7.48;121.7
12-CH 7.60; 130.9 8.00; 131.6
13-C no 145.6
14-CH 7.25;98.1 7.22;95.5
15-C 151.2 150.0
16-C 118.0 117.9
16a-C(O) no 156.8
17-CH, 5.55, 5.41; 66.0 5.41; 65.1
18-CH, 2.00; 30.7 1.86; 30.0
19-CH; 1.00; 7.2 0.87; 7.6
C-20 73.7 72.3
21-C(0O) 174.8 172.5
22-CH, 3.14,3.24; 4.9 3.36; 24.5
23-CH; 1.46; 13.8 1.34; 14.8
24-CH, 4,98, 4.94;55.2 4.01;52.7
25,26-CHy(N) 3.43;42.0 2.51;51.6
27,28-CHy(N) 3.23; 50.7 2.51;54.7
29-CHs(N) 2.73; 43.8 2.13;45.5

Zalacznik 6 Widmo 'H NMR w wodzie oraz przesuniecia chemiczne *H i **C (ppm) dla pochodnej
BN74A w D,0 (mréwczan BN74A), DMSO (chlorowodorek BN74A).
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NH NH;/NH," H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na na 7.89 - 5.91 2.54 2.74 4.85 4.24 3.76
C2 - 6.46/8.40 7.36 5.35 5.66 2.04 2.40 na 4.19 4.13
G3 12.72 na 7.91 - 5.66 2.73 2.83 5.03 4.37 na
Ad - na 8.19 7.78 6.26 2.63 2.95 5.02 4.49 4.29
T5 1353  6.77/8.41 7.15 1.34 5.92 2.05 2.46 na 4.26 4.17
C6 - - 7.44 5.59 5.73 2.05 242 4.86 4.15 4.06
G7 12.97 na 7.91 - 5.93 2.62 2.74 4.99 4.37 na
C8 - na 7.44 5.45 6.15 2.20 2.20 4.53 4.07 na

Zalacznik 7 Przesuniecia 'H NMR (ppm) oligomeru d(GCGATCGC), w temp. pok., 0.31 mM, pH=86,
w buforze H,Of 10 % D,0O 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO,4 w obecnosci 2 rownowaznikow pochodne;j
SN-NMe,.

NH NH, NH;" H8/H6 H2/H5/Me HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na - - 0.09 - 0.08 0.07 0.05 0.01 - -0.02
Cc2 - 0.04 0.01 0.04 0.05 0.02 0.01 0.02 - - -
G3 0.04 - - 0.02 - 0.03 0.02 0.03 0.02 0.02 -
A4 - - - 0.02 0.02 0.02 0.01 0.04 0.01 0.01 -0.01
T5 0.03 - - 0.02 0.02 0.01 0.02 0.03 - -0.05  0.00
C6 - 0.01 0.01 0.01 0.02 0.03 0.00 0.02 0.01 0.00 -
G7 0.09 - - 0.02 - 0.04 0.01 0.00 0.01 0.00 -
c8 - - - 0.02 0.07 0.05 0.00 0.00 -0.02 0.00 -

Zalacznik 8 Roznice przesunie¢ chemicznych Ad= d(oktamer)-d(oktamer/SN-NMe,) w temperaturze
pokojowej.

NH NH,' NH,"  H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na na na 7.84 - 5.84 2.50 2.71 4.84 4.25 3.76
Cc2 - 6.49 8.39 7.35 5.30 5.60 2.04 2.39 na 4.22 na
G3 12.73 na na 7.91 - 5.68 2.74 2.84 5.04 4.38 na
Ad - na na 8.21 7.76 6.25 2.64 2.97 5.02 4.50 4.26
T5 13.60 - - 7.15 1.32 5.92 2.05 247 na 4.19 na
C6 - 6.83 8.41 7.43 5.56 5.73 2.04 2.42 4.86 4.16 na
G7 12.96 na na 7.91 - 5.92 2.62 2.74 4.99 4.37 na
C8 - 6.703 8.15 741 5.38 6.11 2.20 2.20 454 4.06 na

Zalacznik 9 Przesunigcia ‘*H NMR (ppm) oligomeru d(GCGATCGC), w 10 °C, 0.44 mM, pH=6, w
buforze H,O/ 10 % D,O 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO, w obecnosci 2 rownowaznikow pochodnej
BN37A.
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NH NH,/NH," H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na na 7.89 - 5.93 2.55 2.74 4.86 4.24 3.75
Cc2 - 6.46/8.41 7.38 5.36 5.67 2.05 241 na 4.19 4.13
G3 12.73 na 7.91 - 5.68 2.74 2.84 5.04 4.38 na
A4 - na 8.20 7.79 6.26 2.64 2.96 5.03 4.49 4.27
T5 13.54 7.15 1.35 5.92 2.05 2.46 na 4.20 4.18
C6 - 6.78/8.42 7.45 5.60 5.74 2.06 242 4.87 4.16 na
G7 12.97 na 7.91 - 5.95 2.63 2.74 5.00 4.37 na
c8 - 6.70 7.44 5.46 6.16 2.19 2.19 4.53 4.07 na

Zalacznik 10 Przesuniccia '"H NMR (ppm) oligomeru d(GCGATCGC), w temp. pok., 0.39 mM,
pH=6, w buforze H,O/ 10 % D,O 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO, w obecnosci 2 rownowaznikow
pochodnej BN49A.

NH NH,' NH," H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na - - 0.09 - 0.06 0.06 0.05 0.00 0.01 -0.02
C2 - 0.06 0.04 0.02 0.04 0.01 0.00 0.01 - - -
G3 0.04 - - 0.02 - 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 -
Ad - - - 0.01 0.01 0.02 0.00 0.03 0.00 0.01 0.01
T5 0.02 - - 0.01 0.01 0.01 0.02 0.03 - 0.01 -0.01
c6 - 0.02 0.06 0.00 0.02 0.02 -0.01 0.01 0.00 -0.01 0.00
G7 0.09 - - 0.02 - 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 -
C8 - 0.04 - 0.02 0.06 0.04 0.01 0.01 -0.02 0.00 -
Zalacznik 11 Roznice przesunie¢ chemicznych Ad= d(oktamer)-d(oktamer/BN49A) w temperaturze
pokojowej.
NH NH,' NH," H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na na na 7.86 - 5.86 251 2.71 4.85 4.24 3.77
C2 - 6.49 8.40 7.36 5.31 5.61 2.05 2.40 4.87 4.18 4.13
G3 | 1274 na na 7.92 — 567 274 283 504 438  4.05
Ad - na na 8.21 7.76 6.25 2.64 2.97 5.02 4.50 4.28
T5 13.60 - - 7.16 1.33 5.92 2.05 247 4.86 4.19 4.18
C6 - 6.83 8.41 7.44 5.56 5.72 2.05 2.42 4.86 4.17 4.07
G7 12.96 na na 7.91 - 5.92 2.63 2.74 4.99 4.37 na
C8 - 6.73 8.15 7.42 5.39 6.13 2.21 2.21 4.54 4.07 na

Zalacznik 12 Przesuniecia "H NMR (ppm) oligomeru d(GCGATCGC), w 10 °C, 1.25 mM, pH=6, w
buforze H,O/ 10 % D,O 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO, w obecno$ci 2 rownowaznikoéw pochodnej

BN49A.
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NH NH,' NH," H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na - - 0.14 - 0.13 0.12 0.08 0.03 0.01 -0.04
C2 - 0.10 0.11 0.06 0.09 0.05 0.04 0.03 - - -
G3 0.06 - - 0.03 - 0.04 0.03 0.03 0.02 0.02 -
Ad - - - 0.02 0.03 0.02 0.02 0.02 0.01 0.02 0.00
T5 0.04 - - 0.02 0.03 0.03 0.02 0.03 - - -0.01
C6 - 0.06 0.07 0.03 0.04 0.04 0.02 0.02 0.01 0.02 -
G7 0.13 - - 0.03 - 0.03 0.02 0.01 0.01 0.01 -
c8 - 0.08 0.15 0.06 0.10 0.07 -0.02 -0.02 -0.02 0.00 -

Zalacznik 13 Roznice przesunie¢ chemicznych Ad= d(oktamer)-8(oktamer/BN49A) w 10 °C.

NH NH,' NH," H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na na na 7.85 - 5.86 2.50 2.71 4.85 4.25 3.78
C2 - 6.49 8.39 7.35 5.31 5.61 2.05 2.40 na na na
G3 12.73 na na 7.92 - 5.67 2.74 2.84 5.04 4.38 na
Ad - na na 8.21 7.76 6.25 2.64 2.97 5.02 4.50 4.26
T5 13.60 - - 7.15 1.32 5.92 2.05 2.47 na 4.30 4.17
C6 - 6.83 8.41 7.44 5.56 5.73 2.05 2.42 4.87 4,19 na
G7 12.96 na na 7.91 - 5.92 2.63 2.74 4.99 4.37 4.08
Cs8 - 6.73 8.13 7.43 5.40 6.12 2.20 2.20 4.54 4.07 na

Zalacznik 14 Przesuniccia "H NMR (ppm) oligomeru d(GCGATCGC), w 10 °C, 0.73 mM, pH=6, w
buforze H,O/ 10 % D,0 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO, w obecno$ci 2 rownowaznikow pochodne;j

BNG67A.
NH NH,' NH," H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 - - - 0.14 - 0.14 0.13 0.08 0.02 0.01 -0.05
C2 - 0.10 0.12 0.07 0.09 0.04 0.04 0.03 - - -
G3 0.05 - - 0.04 - 0.04 0.03 0.03 0.02 0.02 -
Ad - - - 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
T5 0.03 - - 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 - - 0.01
C6 - 0.06 0.07 0.02 0.04 0.04 0.01 0.02 0.01 0.00 -
G7 0.10 - - 0.03 - 0.03 0.01 0.01 0.01 0.01 -
C8 - 0.08 0.16 0.05 0.09 0.08 -0.01 -0.01 -0.02 0.00 -
Zalacznik 15 Roznice przesunigé chemicznych A8= 5(oktamer)-5(oktamer/BN67A) w 10 °C.
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NH NH,/NH," H8/H6 H2/H5/Me  H1' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na na 7.92 - 5.94 2.56 2.76 4.85 4.25 3.75
C2 - 6.48/8.43 7.38 5.37 5.67 2.05 241 na na na
G3 12.74 na 7.91 - 5.68 2.74 2.84 5.04 4.38 na
Ad - na 8.20 7.79 6.27 2.64 2.96 5.02 4,50 4.29
T5 13.54 - 7.15 1.35 5.93 2.06 2.47 na 4.20 4.18
C6 - 6.78/8.42 7.45 5.60 5.75 2.06 242 4.86 4.16 na
G7 13.00 na 7.92 - 5.94 2.63 2.75 4.99 4.37 4.08
c8 - 6.71/8.17 7.45 5.48 6.17 2.20 2.20 452 4.07 na

Zalacznik 16 Przesunigcia 'H NMR (ppm) oligomeru d(GCGATCGC), w temp. pok., 0.45 mM,
pH=6, w buforze H,O/ 10 % D,O 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO, w obecnosci 2 rownowaznikow
pochodnej BN71A.

NH NH;'  NH;" H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na - - 0.06 - 0.05 0.05 0.04 0.01 001 -0.02
C2 - 0.04 0.02 0.02 0.03 0.01 0.00 0.01 - - -
G3 0.03 - - 0.02 - 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 -
Ad - - - 0.01 0.01 0.01 0.00 0.03 0.01 0.00 -0.01
T5 0.02 - - 0.01 0.01 0.00 0.01 0.02 - 0.01 -0.01
C6 - 0.02 0.06 0.00 0.01 001 -001 o0.01 0.01 -001 0.00
G7 0.06 - - 0.01 - 0.03 0.00 0.00 0.01 0.00 -
c8 - 0.03 - 0.01 0.04 0.03 0.00 0.00 -0.01 0.00 -

Zalacznik 17 Roznice przesunie¢ chemicznych Ad= d(oktamer)-d(oktamer/BN71A) w temperaturze
pokojowej.

NH NH,' NH,"  H8/H6 H2/H5/Me HI' H2' H2" H3' H4' H5'
Gl na na na 7.88 - 5.90 2.54 2.73 4.86 4.25 3.77
Cc2 - 6.52 8.42 7.37 5.33 5.61 2.06 2.40 na 4.19 na
G3 12.75 na na 7.92 - 5.68 2.74 2.84 5.04 4.39 na
Al - na na 8.22 7.77 6.26 2.65 2.97 5.02 451 4.27
T5 13.61 - - 7.16 1.33 5.92 2.05 247 na 4.20 4.17
C6 - 6.85 8.42 7.44 5.57 574 2.05 2.43 4.87 4.17 4.06
G7 12.99 na na 7.92 - 5.93 2.63 2.74 4.99 4.38 na
c8 - 6.75 8.19 7.43 5.42 6.13 2.20 2.20 4.54 4.07 na

Zalacznik 18 Przesuniecia "H NMR (ppm) oligomeru d(GCGATCGC), w 10 °C. 0.75 mM, pH=6, w
buforze H,O/ 10 % D,O 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO, w obecnosci 2 rownowaznikow pochodnej
BN71A.
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NH NH;'  NH;" H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 - - - 0.11 - 0.09 0.09 0.06 0.02 0.01 -0.04
Cc2 - 0.08 0.09 0.04 0.07 0.04 0.03 0.02 na - -
G3 0.05 - - 0.03 - 0.03 0.02 0.02 0.01 0.02 -
Ad - - - 0.02 0.02 0.02 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01
T5 0.03 - - 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 - - 0.00
C6 - 0.05 0.05 0.02 0.03 0.03 0.01 0.01 0.01 0.01 -
G7 0.10 - - 0.02 - 0.03 0.01 0.01 0.01 0.00 -
C8 - - 0.11 0.04 0.07 0.07 -0.01 -0.01 -0.02 0.00 -

Zalgcznik 19 Roznice przesunigé chemicznych AS= 5(oktamer)-5(oktamer/BN71A) w 10 °C.

NH NH,' NH," H8/H6 H2/H5/Me  HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na na na 7.89 - 5.89 2.54 2.73 4.85 4.24 3.75
C2 - 6.52 8.43 7.37 5.33 5.61 2.05 2.40 na 4.18 4.13
G3 12.75 na na 7.92 - 5.69 2.74 2.84 5.05 4.39 4.06
Ad - na na 8.22 1.77 6.26 2.65 2.97 5.03 451 4.27
T5 13.61 - - 7.16 1.33 5.93 2.06 2.47 na 4.19 4.17
C6 - 6.85 8.43 7.44 5.57 5.74 2.05 2.43 4.87 na na
G7 12.99 na na 7.92 - 5.92 2.63 2.74 4.99 4.37 na
c8 - 6.74 8.19 7.44 5.43 6.13 2.20 2.20 4.54 4.07 na

Zalacznik 20 Przesuniecia 'H NMR (ppm) oligomeru d(GCGATCGC), w 10 °C, 0.59 mM, pH=6, w
buforze H,O/ 10 % D,O 25 mM NaCl/ 25 mM K3PO, w obecno$ci 2 rownowaznikoéw pochodnej
BN74A.

NH NH,” NH;" H8/H6 H2/H5/Me HI' H2' H2" H3' H4' H5'
G1 na - - 0.11 - 0.10 0.09 0.06 0.02 0.01 -0.03
C2 - 0.08 0.08 0.04 0.06 0.05 0.04 0.03 - - -
G3 0.05 - - 0.03 - 0.03 0.03 0.02 0.01 0.02 -
A4 - - - 0.02 0.02 0.02 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01
T5 0.03 - - 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 - - 0.00
C6 - 0.04 0.05 0.02 0.03 0.03 0.02 0.01 0.01 - -
G7 0.10 - - 0.03 - 0.03 0.01 0.02 0.01 0.01 -
c8 - 0.07 0.10 0.04 0.06 0.07 -001 -001 -0.02 0.00 -

Zalacznik 21 Roznice przesunigé chemicznych A8= d(oktamer)-5(oktamer/BN74A) w 10°C.
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Zalacznik 22 Monitorowanie *H NMR reakcji BN37 (C=0.88 mM) z d(GCGATCGC), (C=0.44 mM)
w buforze 25mM NaCl/ 25 mM K;PO, o pH=6 (10 % D,0) w temp. 10 °C: A- DNA; B-DNA po
dodaniu BN37A; C-tak jak B po 3 dniach;D-tak jak B po 6 dniach. Na widmie D zaznaczono sygnat
od protonéw wolnej morfoliny ktéry pokrywa sie ze wspdlnymi sygnatami na widmie C i D.
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Zalacznik 23. Eksperyment PFGSE wykonany po 7 dniach reakcji BN37A (C=1.98 mM) z
d(GCGATCGC), w (C=1.0 mM) w buforze 25 mM NaCl/ 25 mM KsPO, 0 pH=6 (10 % D,0) w
temp.pokojowej. Strzatka wskazuje wspotczynniki dyfuzji wspdlny dla DNA i pochodnej BN37A, Di,
1.6 x 10™ m?%s.
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Zalacznik 24 Chromatogram LC/MS roztworu po 24 godz. reakcji 2’-deoksyguanozyny z pochodng
BN37A. Reakcja prowadzona w D,0 o pH=6.
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Zalacznik 25 Chromatogram LC/MS wytraconego osadu po 24 godz. reakcji 2’-deoksyguanozyny z
pochodng BN37A. Reakcja prowadzona w D,O o pH=6.

131

http://rcin.org.pl



19
5Y5" *
HO
4 5
SIEL 3-OH
OH
17 23
14
20-0H
24
5'5"-OH .
12 1" e } 138
1 3 55" 2 ‘ > l
10-OH ‘ ” | oz A ‘ !“ |
| | ;
L F | w’w || L‘Ji | | J {\' /l \'J L/J)w!\“ \‘v\
) I O N | O LA WO L SN SR P
T \ \ \ T | I
11 10 9 8 7 6 5 a4 3 2 1 ppm

Zalacznik 26 Widmo 'H NMR adduktu N2 dG wykonane w DMSO-ds. Addukt otrzymany w reakcji
2’-deoksyguanozyny z BN37A prowadzonej w D,O o pH=6. *- oznacza zanieczyszczenia pochodzace
od 2’-deoksyguanozyny.
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Zalacznik 27 Fragment widma HSQC na probee z Rysunku 7.16. Strzatki wskazuja sygnaty korelacyjne dla CH-8G oraz 24-CH,.
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Zalacznik 28 Fragment widma HMBC na probcee z Rysunku 7.16. Strzatki wskazujg korelacyjne protonu CH-8G do atoméw wegla C-4G i C-5G.
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