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Wykaz skrétow stosowanych w pracy:

£ wspotczynniki ekstynkcji molowe;j
ctDNA calf thymus DNA, DNA z grasicy cietej

DSC dyferencyjna kalorymetrii skaningowa

ITC izotermiczna kalorymetrii miareczkiga

K wewrgtrzna stata wizania

Kb stata dimeryzacji

n stata opisujca wielka¢ miejsca wazania, w przypadku DNA jest to #6 zasad

lub par zasad zetych przez czsteczk liganda

pz pary zasad

r gestas¢ wigzania, stosunekgtenia zwazanego liganda doggtenia polimeru
Tm temperatura topnienia DNA

[0} parametr kooperatywsoi, pomocnicza stata rwnowagowa opagaj przejcie

Zwigzanego liganda z izolowanego do jednostronnigt€go miejsca wzania, lub
Z jednostronnie ggtego do dwustronnie gifego miejsca wizania



|. WPROWADZENIE

Coraz petniejsze poznanie ludzkiego genomu stwarrakalma mazliwosé
wybiérczego blokowania wybranych genéw, w tym gendwdpowiedzialnych za
transformacje nowotworowe i niekontrolowany wzrksimoérek nowotworowych. Uwa sk,
ze najskuteczniejszym sposobem wyciszenia aktyeinmiepazadanych genow jest
uniemaliwienie ich ekspresji na jak najwcgeejszym etapie poprzez zablokowanie
sekwencji promotorowych. Regulacja na dalszych athap np. poprzez blokowanie lub
degradag mRNA, mae by dwzo mniej skuteczna. Wybidrcze zablokowanie genéw
zaangaowanych w podstawowe procesy podziatu komorkowegezpspecyficznie wrace
sig¢ z nimi ligandy spowoduje zatrzymanie podziatdbw Kokowych, co jest szczegolnie
wazne nie tylko w terapii przeciwnowotworowej, ale i@z przeciwwirusowe;j.

Nasuwajcym sk podefciem w tak zaprojektowanej terapii jest zastosoeani
krotkich, syntetycznych fragmentéw DNA o odpowiannidobranej sekwenciji.
Oligonukleotydy po dotarciu do wtrza komoérki mog bowiem tworzy¢ silne i trwate
kompleksy zaréwno z dwuniciowym DNA jak i jednomaiym RNA wplywapc na ekspresj
genow na rénych poziomach [1]. Informacje na temat préb zasi@ia takich czsteczek w
terapii szeregu choréb pojawityesiw literaturze ja w latach 70-dziestych ubiegtego
stulecia [2]. Maliwe jest zaprojektowanie oligonukleotydéw o takieglkosci i sekwenciji,
ze Wwigzat si¢ beda silnie i selektywnie jedynie z sekwencjami promoteymi zasad w
podwojnej helisie DNA [1]. Nadzieje zwdane z oligonukleotydami antysensowymi okazaty
sie jednak zbyt optymistyczne. Krétkie fragmenty jedimiowego DNA wprowadzone do
organizmu ulegaj bowiem szybkiej degradacji przez nukleazy obecnsuvowicy, sredni
okres poéttrwania jest krotszynil5 min [3], co uniemdiwia dotarcie zwazku do jego celu
molekularnego. Zastosowane modyfikacje chemicznkeezaeczajce przed dziataniem
enzymow wptywag niekorzystnie na i tak trudny transport leku prhbémy komaorkowe.
Zdolnas¢ do wigzania st z okre&lonymi sekwencjami DNA wykazuaj rowniez niektore
biatka. Przy probach wykorzystania biatek jako pojalnych lekéw przeciwnowotworowych
wystepuja rowniez problemy z ich transportem i trwatoa [4].

Matoczsteczkowe ligandy zdolne do wybidrczegoazenia st z wybranymi,
krotkimi sekwencjami par zasady gatem obiecuca alternatyw zarowno dla klasycznych
lekébw przeciwnowotworowych jak i dla oligonukleotyd lub biatek. Ligandy takie ze

wzgledu na swaj mah masg czasteczkows majp szans na dotarcie doafra komoérkowego



na drodze dyfuzji, a ich wysoka selektywéow stosunku do odpowiednio dobranych
sekwencji DNA powinna ograniczyvystpowanie efektow niepadanych.

Aktualny stan wiedzy na temat takich ligandow jgsinak niezadowalagy i wymaga
intensywnych bada eksperymentalnych w celu ustalenia elementéw &iryk
odpowiedzialnych za selektywneazania st do wybranych sekwencji oraz okkenia natury
oddziatywa fizykochemicznych odpowiedzialnych za trwatdych komplekséw.
Oddziatywanie rénorodnych matocsteczkowym ligandéw z DNA jest obecnie intensywnie
badane w wielu laboratoriach na catywiecie [5]. Gidwnym celem jest uzyskanie informacji
nie tylko na temat struktury kompleksow ligand/DNA dynamiki tworzenia tych
kompleksow, ale tatle wyznaczenie parametréw termodynamicznych procésstosowanie
pomiarow termodynamicznych dla opisu oddzialpwaatoczasteczkowych ligandéw z DNA
stwarza maliwos¢ uzyskania informacji na temat udzialu poszczegdinytypow
oddziatywa w catkowitej zmianie entalpii swobodnej towarzysz utworzeniu kompleksu
zwiazku z kwasem nukleinowym. Informacja na temat tggkie cztony sktadaj si na
catkowita zmiarg entalpii swobodnej pozwala océniktéry fragment struktury zwkku

odpowiada za jego zdol&bdo selektywnego oddziatywania z wybgasekwencj DNA.



. CZESC TEORETYCZNA
I.1. SPOSOBY ODDZIALYWANIA MALOCZ ASTECZKOWYCH LIGANDOW
Z DNA

Odkad poznano budog i role kwasow nukleinowych wzywych organizmach
rozpoczto badania zmierzage do wyjdnienia wptywu ra@norodnych substancji
chemicznych na ich strukiur aktywna¢. Jednym z wanych aspektow okazatoegpoznanie
mechanizmu rozpoznawania specyficznych sekwencjdwggnej helisy DNA przez
biopolimery oraz zw4zki matoczsteczkowe.

Rozr&niamy dwa podstawowe mechanizmy oddziatywania nzakieczkowych
substancji chemicznych z dwuniciowym DNA:
= tworzenie wizan kowalencyjnych,
= tworzenie oddziatywafizykochemicznych.

Zwiazki posiadajce odpowiednie reaktywne grupy funkcyjne (subsebggate w elektrony,
nukleofile badz substancje z niedoborem elektrond@iektrofile mog taczy¢ sic z DNA
poprzez utworzenie wzania kowalencyjnego.

DNA posiada wiele miejsc zdolnych do tworzenia ygim oddziatywa fizykochemicznych.
Mozliwe jest wkc powstawanie wzgtinie trwatych kompleksow DNA z ligandami o
odpowiednich wigciwosciach.

Zwiazki wiazace st kowalencyjnie z DNA z diy wydajnacia, przed utworzeniem wzania
kowalencyjnego tworg z nim najpierw kompleksy stabilizowane odwracalnym
oddziatywaniami fizykochemicznymi.

W celu racjonalnego projektowania nowych ligandodolaych do specyficznego
oddziatywania z DNA niezlnine jest dokiadne zrozumienie sposobu, w jakisterzki
rozpoznaj i wiaza si¢ do okrélonych sekwencji DNA.

Najlepszym modelem struktury DNA w warunkach fipgicznych jest model
podwojnej helisy typu B. Jednzdk w zalenosci od sekwencji par zasad wliwe s
niewielkie, lokalne odgpstwa od tego modelu. Od sekwencji zasadzyal@vniez dynamika
samej helisy. Regiony bogate w pary zasad @Gasdziej ,sztywne” ni regiony bogate w
pary AT. Tak wegc jednym ze sposobOw rozpoznawania sekwencji DNgt mlolngc¢
ligandow do wizania s¢ z regionami DNA o strukturach odbiegaych od typowej helisy B.
Od sekwencji zasad zale réowniez obecné¢ okreslonych grup funkcyjnych w rowkach

podwojnej helisy. Maliwe jest wkc ,odczytanie” sekwencji bez konieczwd rozwijania



podwajnej helisy i rozrywania wkan wodorowych odpowiedzialnych za parowanig zsad
w dwuniciowym DNA.
Wyrézniamy dwa podstawowe sposoby niekowalencyjnego iaebjdzania mato-
czasteczkowych zwizkow chemicznych z dwuniciowym DNA [6]:

= interkalacja,

= wiagzanie w matym rowku DNA.
Zaprezentowane asone schematycznie na Ryc. 1. Procesy te ambg poprzedzone
dalekozasigowymi oddziatywaniami elektrostatycznymi, ktérexitwiajg dotarcie zwizkéw

w poblize podwaojnej helisy DNA.

A. B.

Rycina 1. Schemat pokazcy dwa sposoby niekowalencyjnego oddziatywania
matoczsteczkowych ligandow z dwuniciowym DNA, Agzamie w rowku, B — interkalacja

[1.1.1. Interkalacja

Interkalacjazostata po raz pierwszy opisana przez Lermana [ku 1961. Typowe
interkalatory, to zwizki posiadajce ptaski, skondensowany uklad g@eni aromatycznych
lub heteroaromatycznych, ktéry gewnikaé pomidzy sisiednie pary zasad w podwajnej
helisie DNA. Powstacy w ten sposob kompleks interkalacyjny jest siatwbany przez
oddziatywania typutTt ptaskich uktadow aromatycznych z uktadami aromatymi zasad.
Struktury wybranych interkalatorow przedstawionoR. 2. Interkalacja powoduje zmiany
w strukturze DNA, skutkage rozwingciem helisy, jej usztywnieniem oraz wydaniem [8].
Wielkos¢ modyfikacji zaley od budowy interkalatora: zmianatl skecenia DNA waha si
od 10 do 26°, a odlegtd miedzy sisiednimi parami zasad wzrasta z 0,34 nm do okateD(8
nm [9]. Wieksza¢ klasycznych interkalatorow tworzy najtrwalsze kdeksy pomedzy

parami zasad GC, choegianane g réwniez interkalatory o innych preferencjach [10].
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Rycina 2. Struktury chemiczne wybranych interka@t, A — bromek etydyny, B —
sanguinaryna, C — benzo[a]piren

Oprocz klasycznych interkalatorow (Ryc. 2) znane 32wiazki o bardziej
skomplikowanych mechanizmach oddziatywania z DNAteidkalacja odgrywa w tych
mechanizmach kluczawrole jednake specyficzna budowa ligandu wymusza nietypow
struktue kompleksu (Ryc. 3).

A B. C.

£ D &5

[ \ [ \ [ \

\ | \ ) \ )

Rycina 3. Schemat nieklasycznego oddziatywanigeltgorow z DNA, A — interkalatory
przebigjqgce, B — bisinterkalatory, C — multi-interkalatory

Wsrdd casteczek tego typu wygdi¢ mazna:

1. interkalatory przebijaj ace [11], (ang. threading intercalators ktore maj duze
podstawniki po przeciwnych stronach interkabgigo uktadu aromatycznego,
przedstawione schematycznie na Ryc. 3A. Plaskiduldaika pom¢dzy pary zasad, a
podstawniki lokug sic w matym i duym rowku helisy DNA. W celu utworzenia
kompleksu jeden z podstawnikébw musi ,p&&jpomiedzy parami zasad, co wymaga
wigkszego odksztatcenie struktury helisy. Proces pepgabwolniej nk w przypadku
klasycznych interkalatoréw, natomiast powstaly ktekp jest bardziej stabilny.

Przyktadem tego typu ggteczek jest bisantren (Ryc. 4).
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Rycina 4. Struktura chemiczna bisantrenu

2. bisinterkalatory, (Ryc. 3B), posiadage dwa paiczone 4cznikiem uktady
skondensowanych pkaieni aromatycznych. Najegciej zwiazki tego typu wykazuj
wigksze powinowactwo do podwajnej helisy DNA miojedyncze uktady skondensowane

wchodzce w ich sktad. Przyktady bisinterkalatorow przeslsbno na Ryc. 5.

O—CH, HaC—O
" (2
— + +
HN N N
l \N+_/_ _\—N+/ NH
) U

Rycina 5. Struktury chemiczne: A - diterkaliny; B/P631
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Diterkalina tworzy kompleks z d(CGC&)w ktorym dwa ukiady aromatyczne
interkalup do dwdch miejsc CpG, pomiwszy srodkowy uktad GpC w dupleksie, a
sztywny hcznik wiaze sk z duzym rowkiem [12,13,14]. Interkalacja dassednich miejsc
w dupleksie jest zdecydowanie niekorzystna, co gopedobnie wjze Sk z
sumarycznym wptywem efektébw sterycznych, elekttystanych i czynnikow
konformacyjnych szkieletu DNA.

Innym znanym bisinterkalatorem jest zmek WP631, w ktérym dwa interkahge
pierscienie antracyklinowe (dwie ggteczki daunorubicyny) pgdzono kowalencyjnie p-
ksylenowym tacuchem o diugéi okoto 7 A, ktory uktada siw matym rowku DNA.
Zwiazek ten wykazuje wksze powinowactwo do DNA w poréwnaniu z pojadza
czasteczlg daunorubicyny wchodza w jego skiad [15,16].

Bisinterkalatory mog posiada identyczne lub réine uktady skondensowanych gigeni
zdolnych do interkalacji. Stwierdzonge réwniez budowa i diugéé tacznika ma istotny
wptyw na selektywn& sekwencyjn i zdolnag¢ do wiazania st z DNA. Ostatnio ukazata
sig monografia przedstawigja szczegotowo aktualny stan wiedzy o bisinterkadath
[17].

3. przebijaj ace bisinterkalatory, w ktérych strukturze wyspuja dwa uktady aromatyczne
pofaczone kowalencyjnie a€znikami znajduyjcymi sk po przeciwnych stronach
pierscieni. Casteczki tego typu majzwykle struktug¢ makrocykliczr [18]. Przyktadem
takich bisinterkalatorow ni@ by zwiazek przeciwnowotworowy o symbolu SDM (Ryc.
6).

Rycina 6. Struktura chemiczna gzuku przeciwnowotworowego o symbolu SDM

4. multi-interkalatory , posiadajce kilka uktadéw aromatycznych, z ktérych jednakay
trzy mog réwnoczénie interkalowda do DNA [19], schematycznie taki sposob
interkalacji przedstawiono na Ryc. 3C Przyktadem ltinmterkalatorow mae by

trisaminoakrydyna zaprezentowana na Ryc 7.

11
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Rycina 7. Struktura chemiczna trisaminoakrydyny

[1.1.2. Oddziatywanie w matym rowku
W latach 50-tych odkryto nawgrupe antybiotykOw przeciwnowotworowych o bardzo

nietypowej strukturze. Nataly do tej grupy m.in. dystamycyna i netropsyna qR8).
Podczas badanad ich mechanizmem dziatania stwierdzos®,oddziaty one z matym

rowkiem podwojnej helisy w regionach DNA bogatyclpary AT.

A i B

Rycina 8. Struktury chemiczne antybiotykoweweych s¢ w matym rowku: A — dystamycyna
A, B — netropsyna
Dla utworzenia stabilnego kompleksu dystamycyny MADwymagana jest obeck®d co
najmniej 4 par AT [20]. W ostatnim czasie wykazam®,dystamycyna wie st z DNA w
formie dimeru, wypetniac caly maly rowek helisy [21,22,23]. Znane analogi tego
zwiazku charakteryzare st odmienmn selektywndcia wzgledem sekwencji DNA [24]. W
zwigzkach takich jeden Ilub weej pieécieni N-metylopirolowych zagpiony jest
pierscieniem imidazolowym lub 3-hydroksypirolowym.

Zwiazki oddziatlupce z DNA w matym rowku posiadgajnajcz:sciej kilka piescieni
aromatycznych (np fenylowych, furanowych, piroloWwygohczonych w taki sposob, aby
mozliwa byta rotacja pigicieni i dopasowanie zwzku do ksztattu rowka. Kompleksy tego
typu stabilizowane & przez szereg oddziatywaniekowalencyjnych, przede wszystkim
wiazan wodorowych oraz w pewnym stopniu oddzialywaan der Waalsa i oddziatywa

hydrofobowych.
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Wicgksza¢ dotychczas poznanych molekut oddziatych z DNA w matym rowku wykazuje
preferencje w stosunku do fragmentow DNA bogatygbany AT. Wynika to z faktuziprzy
takiej sekwencji mgiwe jest utworzenie vazan wodorowych pongdzy atomem tlenu
zZwigzanym z wglem C2 tyminy lub atomem N3 adeniny oraz donordaych wiazan
wystepujacymi w strukturze zwazku [25].

Struktury innych znanych ligandéw oddzialeym z DNA w malym rowku
przedstawiono na Ryc.9. Barwnik Hoechst 33258 peatvdopodobnie jednym z najlepiej
poznanych zwizkow tej grupy. Stosowany jest do badania procggmpi@azy, etapow cyklu
komorkowego i wybarwianiaafler komérkowych. Zwizek ten wykazuje preferencje w
stosunku do sekwencji A3T3 [26]. Berenil réwhievykazuje specyficznid wiazania do
miejsc DNA bogatych w pary AT, lecz znacznie mriaejod dystamycyny. Zwzek ten
wiaze st w matym rowku podwojnej helisy DNA, przy czym ngeg wazania jest wielkéci
4 par zasad [27,28].

A B
HO + [CH;
H NH
QfN H N//w\/ H,N NH,
N\©_< ﬁ +) N=N—NH (+
\
N H,N NH,

Rycina 9. Struktury chemiczne syntetycznych badmnikizzgcych s¢ w matym rowku:
A — Hoechst 33258, B — berenil

W malym rowku wiza Sie rowniez poliaminy alifatyczne takie jak spermina i sperymd
[29]. Przyjmuje si, ze sib naggdowa komplekséw tworzonych przez poliaminy alifatyczae
przede wszystkim oddziatywania elektrostatyczne igday sprotonowanymi w warunkach
fizjologicznych grupami aminowymi i anionowymi reéami kwasu fosforowego.
Przypuszcza sj ze pewn role moga odgrywa& réwniez oddziatywania hydrofobowe
fragmentow alifatycznych. Zwkki te wiazac sk z DNA, stabilizuj jego struktug helikalm.
Zachowu si¢ wigc analogicznie jak inne kationy wielowastoowe.

[1.1.3 Oddziatywania zale zne od sekwencji

Wsrdéd zwiazkow oddziatujcych z DNA znaleziono ponadto asteczki, ktére w
zalenosci od sekwencji zasad podwdjnej helisy i warunkd@akcji, mog oddziatywa z
DNA badz na drodze interkalacji,adz poprzez wizania st w matym rowku. Przyktadem
takiego zwazku jest barwnik DAPI (Ryc. 10). W przypadku fragm@v DNA bogatych w

pary AT zwhzek ten tworzy w matym rowku kompleks stabilizowanyiazaniami
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wodorowymi tworzonymi z grupami funkcyjnymi zasad strony matego rowka, natomiast
w przypadku fragmentow bogatych w pary GC (braknegmniej trzech kolejno ufmnych
par AT) DAPI interkaluje pomidzy pary zasad [30].

NH
SaSws
NN N NH,
H
NH,
Rycina 10. Struktura chemiczna DAPI

[1.1.4 Oddziatywania mieszane

Ligandy zawierajce w swej strukturze zaroéwno wielogieieniowe ukiady
aromatyczne (heteroaromatyczne) jak i konformaeyjabilne t&cuchy boczne tworz z
DNA kompleksy stabilizowane jednocmee dzeki interkalacji jak i oddziatywaniom w
rowkach DNA. Pierwszym odkrytym zw#kiem tego typu byt antybiotyk
przeciwnowotworowy aktynomycyna D (Ryc. 11 A). Reen fenoksazonowy tego zwaku
interkaluje pomgdzy dwie pary zasad GC, a dwa cyklicznectachy peptydowe ukladapic
w dwzym rowku: jeden powsej a drugi poniej miejsca interkalacji [31]. Inn grum
antybiotykow przeciwnowotworowych, ktére wykazujpodobny, mieszany charkter
oddziatywania z DNA s pochodne antracykliny, a wod nich najszerzej opisana w
literaturze daunorubicyna (Ryc. 11B). Ukfad aromaty czasteczki, a doktadniej pigcienie
B i C, intekalup pomkdzy pary zasad GC, uktad aminocukrowy gminy z piefcieniem A
uktada st w matym rowku DNA, natomiast pigien D wysuwa s} w kierunku rowka
duzego [15,32].

HC o~ H HE™ ™o CH,
HN.__O Oy _NH . ] ] H ___,.C'HH_‘J.L-Hg
N NH, .
= oM
R 0 o
CH. CH, MH;

Rycina 11. Struktury chemiczne: A — aktynomycyry Bdaunorubicyny

Réwniez szereg syntetycznych zygkdédw przeciwnowotworowych wykazuje podobny
charakter oddziatywania z DNA. Do zwkdéw tego typu nale, m.in. 9-aminoalkiloaminowe
pochodne 1-nitroakrydyny (np. ledakrin Ryc. 12Aaomantrachinony przeciwnowotworowe
takie jak mitoksantron (Ryc. 12B). Uktady aromatyezych zwazkow interkaluj pomidzy
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pary zasad, af&uch lub t&cuchy boczne oddzialuw matym rowku. Oddziatywanie to ma
gtdwnie charakter elektrostatyczny, chacistniep przestanki sugerage udziat w tym
oddziatywaniu rownig wigzah wodorowych [33]

B
A oH o nv >y

NCH), ™ NH  NO, O‘O
99®
‘\)N:‘ OH O HN\/\NH/\/OH

Rycina 12. Struktury chemiczne: A - ledakrin,Bitoksantron

[1.1.5. Selektywno $¢€ sekwencyjna oddzialywa n matocz gsteczkowyh ligandéw

Z punktu widzenia medycyny na szczegoélne zainteves® zastuguj zwiazki
matocasteczkowe wizace st z okréglonymi sekwencjami DNA. Przez wiele lat, wydawato
sig, ze mog to by tylko zwiazki wigzace s¢ w matym rowku. Zwazki takie, tworac
wigzania wodorowe z odpowiednimi grupami deetajacymi rowek, rozpoznajsekwencje
obejmupce kilka par zasad. Interkalatory wchadmmidzy sisiadupce pary zasad, zatem
generalnie charakteryzupic preferencgj jedynie wzgtdem par AT hdz GC [34]. Ostatnio
znaleziono jednak interkalatory zdolne do rozpozraw bardziej skomplikowanych
sekwencji DNA. Zwazki tego typu posiadajpoza ptaskim uktadem heteroaromatycznym
rowniez fragmenty czsteczki zdolne do specyficznego tworzeniaaah wodorowych z
atomami lub grupami atoméw znajdoymi sk w malym kadz duzym rowku kwaséw
nukleinowych (p.11.1.4).

Wsrdd interkalugcych ligandow najwiksze nadzieje na uzyskanie zmku wybidrczo
rozpoznajcego paadary sekwencje DNA wize sk z bisinterkalatorami [35]. Zakladagsize
poprzez odpowiedni dobo6r uktadow interkatyjch oraz ditugéci i budowy chemicznej
tacznika mana Ikgdzie zaprojektowa bisinterkalator zdolny do tworzenia trwatego
kompleksu tylko z jedn dowolnie wybran sekwenci obejmujca od 4 do 6 par zasad.
Wymaga to Ixdzie jednak dio petniejszej wiedzy o oddziatywaniach ligand/DNAZ n
obecnie posiadana.

1.2. TERMODYNAMIKA TWORZENIA KOMPLEKSOW Z DNA

[1.2.1. Modele oddziatywania ligand/DNA
Zaproponowano szereg modeli opigych oddziatywania matoggsteczkowych
ligandow z DNA. Najczsciej stosowanymi g modele z wykluczonymasiedztwem (ang.
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neighbour exlusion modglsw ktorych podwdjna helisa DNA traktowana jestkga
nieskaiczenie diuga, jednowymiarowa matryca. Ligandzenoddziatywd z wigcej niz jedra
jednostls matrycy i nie ma on dogtu do miejsc wizania tworzcych cagi krotsze ni liczba

zajmowanych miejsc (Ryc.13). Liczba dgstych miejsc maleje wt nieliniowo wraz ze
wzrostem stopnia obsadzenia matrycy.

0-0-0
¥

Rycina 13. Schemat oddziatywania liganda z matwyenodelach z wykluczonym
sgsiedztwem

Najszersze zastosowaniéréd modeli tego typu znalazt model zaproponowarnyow4
przez McGhee i von Hippel [36]. Znang dwie wersje tego modelu. W wersji prostszej nie
uwzgkdnia s¢ oddziatywa pomkdzy stykajcymi sk ligandami i wowczas rownanie
wyprowadzone przez McGhee i von Hippel ma pasta

=K(1- nv)(l—l(_n—n—vl)vj 1)

vV
L
gdzie: L — molowe stenie wolnego liganda,

V — gStas¢ wiazania, czylisrednia liczba czsteczek liganda zwzana przez jednostk
matrycy ¢=B/D, B — stzenie molowe zwizanego liganda, D — ogblne molowezshie
jednostek matrycy),

K — wewretrzna stata wjzania,

n — wielka¢ miejsca wizania (ilg¢ jednostek matrycy wyeliminowanych jako
potencjalne miejsca wzania, wyraona w parach zasad).

W przypadku zastosowania tego modelu do opisu afidzania ligand/DNA jednostk
matrycy jest para zasad.

W bardziej rozwingtej wersji tego modelu bierze ¢sidodatkowo pod uwag
mozliwos¢ oddziatlywania pomdzy wsiadupcymi ze sob ligandami. Parametrem
opisupcym takie oddziatywania jest parametr kooperatydgn®. ROwnanie wyprowadzone

dla oddziatywa z uwzgkdnieniem parametru kooperatywsgoma posta:
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Qw-D(1-nv)+v-R) (1-(n+)v +R)’
2(w-)(1-nv) 2(l-nv)

gdzie: R=+/(- (n+1v)? +4av 1-nv)

v e _
I_K(l nv)( )

Jezeli w> 1 to mamy do czynienia z swianiem kooperatywnym, czyli obecéawiazanego
liganda sprzyja przgytzeniu w jego najbliszym gsiedztwie kolejnego liganda. zli w< 1
jest to wazanie antykooperatywne: obedthozwiazanego liganda przeszkadza zzeniu
kolejnego liganda w ggu. Jeeli w= 1 wigzanie jest niekooperatywne, czyli ligandawe st
z taky samy stah do wszystkich typéw miejsc wzania. Dla tego typu oddziatywadwnanie
(2) sprowadza gido réwnanigl).

Model McGhee-von Hippel nie zawsze daje sastosowa w praktyce. Zdarzaj si¢
bowiem ukfady wyranie odbiegajce od przyjtych zataen. Najczsciej jest to wynikiem:

— duwzych r&nic w powinowactwie do tnych sekwencji zasad — ggiej niz jedna stata

wiazania
— roznic w stechiometrii wizania — wgcej niz jedna warté¢ n
— oddziatlywanie ligandu nie tylko z najidizymi sisiadami — wgcej niz jedna warté¢

.

[1.2.2. Parametry termodynamiczne oddziatywa n ligand/DNA

Wyznaczenie parametrow termodynamicznych procesorzemia kompleksow
ligand/DNA pozwala okrdi¢ jakie czynniki decyduj o powinowactwie partnerow i sile
napgdowej tego oddziatywania.

Do najczsciej wyznaczanych eksperymentalnie parametréw tdymamicznych
nalea wewrstrzna stata wizanie, K, oraz zmiana entalpii procesH’. Wartaci te,
wykorzystuje si do obliczenia zmiany standardowej entalpii swolspdrktadu,AG?, oraz
zmiany standardowej entropii uktaddS’, zgodnie ze wzorem:

AG®° =-RTInK = AH° -TAS® 3
Dodatkowo, dziki pomiarom zmiany entalpii w efiych temperaturach moa wyznacz§
zmiany w pojemngxi cieplnej uktadu [37] zgodnie z rownaniem:

_d(AH®) _ AH%, -AH%;

T T,-T
(T,-T)

(4)

Na zmiar entalpii swobodnej,AG®, skladaj sic zmiany entalpii swobodnej
poszczegolnych oddziatywia Zwykle w ogoélnej zmianie entalpii swobodnej winéa sk
czg$¢ wynikajaca z oddziatywa elektrostatycznych,AGpe, Oraz czs¢ wynikajaca z
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oddziatywa nieelektrostatycznych (oddziatywania hydrofoboveeldziatywania van der
Waalsa, itd.)AG::

AG,,, = AG, +AG, ()
Wartas¢ AGpe jest dla ligandow ddacych jonami zalzna od sity jonowej buforu, a logarytm
naturalny ze statej wzania K jest zwykle liniow funkcja logarytmu naturalnego zeggéenia

soli, [MX]. Nachylenie tej zatendsci, SK, jest dane wzorem:

__OlnK _ —7W (6)
3In[MX]

gdzie: Z — tadunek liganda,
W — wspdtczynnik proporcjonalny do liczby przeciwjenogrup fosforanowych
czasteczki DNA ( wspotczynnik ten jest rowny 0,88 8eDNA).
Zmiana entalpii swobodnej oddzialywalektrostatycznych mme by wowczas obliczona
zgodnie z zalenoscia:
AG,, = =(SK)RTIn[MX] (7)
Wspomnian juz zmiarg entalpii swobod#s oddziatywa nieelektrostatycznychG,,
mozna z kolei podziedi na 4 cztony:
* zmiana entalpii swobodnej przemian konformacyjn®hA i liganda,AGyons,
* zmiana entalpii swobodnej wynikajp z utraty swobody rotacji i translacji
podczas kompleskowaniaG,.,
* zmiana entalpii swobodnej oddziatyivaydrofobowych zwizana z przégiem
ligandu z roztworu do DNAAGhyq, Oraz
* zmiana entalpii swobodnej stabych oddziahiwaniekowalencyjnych
(oddziatywa van der Waalsa, interakcji dipol-dipol, itdAGmol [38].
Kazdy z cztonéw sktadagych sé na catkowiy zmiare entalpii swobodnej, zgodnie z
rownaniem(8), mazna wyznaczy teoretycznie fdz eksperymentalnie.
DGy, =AG,, +AG,,; +AG,, +AG,,, +AG,, (8)

Co najmniej dwa czilony tego rownania: zmiana efitalpwobodnej przemian
konformacyjnych AGyons, Oraz zmiana entalpii swobodnej aw@ana z ograniczeniem rotacji i
translacji, AG.., przyjmup zawsze wartei dodatnie. Zatem, aby doszto do utworzenia
kompleksu pozostate cztony muysposiadé na tyle due wartdci ujemne, aby catkowita
zmiana entalpii swobodnej byla mniejsza od zera. k&@¥gno, = dla wikszaci
interkalatoréw oraz zwekéw wiazacych sg¢ z DNA w matym rowku, cztonem pronygym

tworzenie kompleksu ligand/DNA jest czton opigty oddziatywania hydrofobowe\Ghyq
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[21]. Uzyskano ponadto empirycgnzaleznos¢ pozwalagca oszacowé wartas¢ AGhyqg
dysponugc wartccia pojemndci cieplnej [39]:
AG,,4 = (80+10)AC, )
Znajoma¢ wszystkich czionow sktadgjych sé na calkowiy zmiarg entalpii
swobodnej pozwala oceniktory fragment struktury zwkku odpowiada za jego zdoktodo
oddziatywania z DNA, a co za tym idzie za jego akigs¢ biologiczna. Taka informacja

moze by uzyteczna dla racjonalnego projektowania nowych leftiy.

[1.2.3. Metody wyznaczania parametrow termodynamicz  nych

Podstawowym parametrem termodynamicznym wyznaczardlen kompleksow
ligand/DNA jest wewntrzna stata wizania, K. Wyznaczana jest ona nagjezej metodami
spektroskopowymi, poprzez pomiar zmian w widmieazku w trakcie dodawania kolejnych
porcji DNA (badz zmian w widmie DNA miareczkowanego roztworem ligah [41].
Uzyskane wyniki prezentujecsnajczsciej w postaci wykresu zataosci utamka molowego
formy skompleksowanej od logarytmu stosunkitat DNA/ligand. Zalenoi¢ taka analizuje
si¢ poprzez numeryczne dopasowanie odpowiedniego motiretycznego do danych
eksperymentalnych. Metoda spektrofotometryczna ptew zatem ok&i¢ rowniez
stechiomets badanego procesu, czyli wyznaéziiczbe par zasad biacych udziat w
wiazaniu jednej cxsteczki zwazku.

Inng coraz czsciej stosowam metod jest technika rezonansu plazmonéw
powierzchniowych (ang.Surface Plasmon Resonance, SPR ktéra umdaliwia badanie
zjawisk zachodgcych na powierzchni warstewki ztota, na ktérej infmiaowane g
czasteczki DNA. Tak skonstruowany chip oraz chip refmyjny (bez DNA) omywaneas
roztworem liganda o zadanym e¢stniu. JednoczZaie rejestruje §i zmiany wartéci
wspotczynnika zatamani@viatta przy powierzchni chipu. Pozwala to z jedsepny ocenrd
dynamik; tworzenia kompleksu, a z drugiej dostarcza infajma stopniu obsadzenia DNA
czasteczkami liganda. Uzyskane dane prezentyesficznie w postaci krzywej wzania,
do ktérej dopasowuje shumerycznie odpowiedni model oddziatyw42].

Obie te metody pozwalpaj ponadto wyznaczy pcsredna zmiarg entalpii
oddziatywania zwizku z kwasem nukleinowym. Wymaga to jednak przepdmenia
eksperymentu w co najmniej dwdch zngch temperaturach. Wakm tej funkciji
termodynamicznej mma wyznacz§ wykorzystupc réwnanie van't Hoffa, opisage

zaleznos¢ statej wiazania od temperatury [43], zgodnie ze wzorem:
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d(nK) _ AH
dT ~ RT?

gdzie: K — stata wazania,

(10)

AH — zmiana entalpii reakciji,

R — stata gazowa,

T — temperatura wykana w stopniach Kalwina
Znajoma¢ wartasci zmiany entalpii pozwala z kolei oszac@waniarg entropii oraz zmiag
pojemndci cieplnej.

Wartcsci parametréw termodynamicznych wyznaczonych omawiu powyej
metodami obarczoneasjednak zwykle dia niepewndcia pomiarows. Wynika to z
posredniego sposobu ich wyznaczania. Dlategayduzainteresowaniem ciessic metody
bezpdredniego, kalorymetrycznego wyznaczanie zmian pmtatldziatywania. NajoZciej
stosowanegw tym celu: izotermiczna kalorymetria miareczkof@ag.| sothermalTitration
Calorimetry, ITC) oraz ranicowa kalorymetria skaningowa (anBifferential Skanning
Calorimetry, DSC).

W metodzie ITC nagpuje bezpéredni pomiar efektéw cieplnych wygtujacych w czasie
dodawania zwizku do ukiadu zawieragego kwas nukleinowy. Informacje na temat
stechiometrii reakcji oraz statej agiania rownie mazna uzyska ta techniky z wynikow
uzyskanych podczas jednego eksperymentu. Miarecakienwz zastosowaniem metody ITC
wykorzystano réwnig do badania kinetyki oddziatywiamakrocasteczek [44,45]. Obecnie
technika ITC znajduje coraz szersze zastosowaeieizgkdu na prostaetjej wykonania oraz
doktadnd¢ uzyskiwanych wynikow [46,47].

Druga metoda, DSC, dostarczaytecznych informacji o temperaturze p&epraz zmianach
pojemndci cieplnej, ktére § wykrywane, kiedy probka jest ogrzewana w szerokakresie
temperatur. Na podstawie profili cieplnych eoby¢ badana ponadto odwracadthaeakcji.

Wszystko to umgiwia oszacowanie czynnikOw stanaweych sik nagdowa reakcji [48,49].

1.3. PRZYKLADY ANALIZY TERMODYNAMICZNEJ KOMPLEKSOW
LIGAND/DNA

Badania termodynamiki niekowalencyjnych oddzialpwamatocasteczkowych
ligandow z DNA wykazaty,z zmiany entalpii $ gtdwnie wynikiem zmian w ukfadzie wian
wodorowych [50,51]. Dodatnia wai®bzmian entropii jest wynikiem uwalnianiaasteczek
wody z warstwy oddziatywamigdzyczsteczkowych, natomiast ujemna wactaej funkcji
termodynamicznej jest zwdana ze zmianami konformacyjnymi reagentéw [52,58¢mna
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(czgsto dua) warté¢ AC, polaczona z dodatai wartccia zmian entropii uktadu jest
traktowana jako wskaik oddziatywa hydrofobowych midzy molekutami [54].

Ze wzgkdu na polianionow struktue DNA, w analizie termodynamicznej procesu
tworzenia kompleksu ligand/DNA néabebrat pod uwag udziat w tym procesie oddziatywa
elektrostatycznych. dk ligand posiada tadunek dodatni, tedaie przycagany w poblie
ujemnie natadowanych grup fosforanowychcacha kwasu nukleinowego wchadav skiad
elektrycznej warstwy podwadjnej otaczegj makroczsteczk. Udziat kationowego ligandu w
tworzeniu tej warstwy zaky silnie od stzenia innych kationéw w roztworze. Skutkuje to

zaleznoscia statej wiazania K od stzenia soli w mieszaninie reakcyjnej [55].

[1.3.1.Ligandy wi gzace sie w matym rowku

Wszystkie dotychczas zbadane zxki wiazace s¢ z DNA w matym rowku posiadaty
podobne profile termodynamiczne, dla wszystkichskayo ujema wartas¢ ACp,. Tak wic
gtéwng sita nagdowa oddziatywania matoesteczkowego zwizku z DNA w matym rowku
jest transfer cgsteczki z roztworu do witrza rowku. Stwierdzonozitworzeniu kompleksu
towarzyszy wysoce energetyczny efekt hydrofobowszosilny wzrost entropii uktadu w
wyniku uwalniania cgsteczek wody i podstawiania przeciwjondéw warstwywojnej przez
kationy ligandu. Dodatnia zmiana entalpii swobodngnikajaca z utraty swobody rotacji i
translacji w wyniku kompleksowania jest kompensoavgirzez AGnyq oraz AGpe Dane

uzyskane dla kilku zwazkdéw przedstawione zostaty w Tabeli 1 [21,56,57].

Tabela 1. Parametry termodynamiczne dla oddziatywadlku zwiyzkéw z A3T3 w
temperaturze 2%

Siazek AGops AH TAS K AC, AGhyg
A (kcal mol®) (kcal mol") (kcal mol")  (*10°M™)  (cal moi*K™)  (kcal mol*)
Hoechst -1,7 +4.,4 +12,1 0,46 -330 -26,4
32258 [19]
netropsyna -8,6 -5,8 +2,9 2,44 -213 -17,0
[46]
berenil [58] -8,0 +0,6 +8,6 0,75 -146 -11,7

[1.3.2. Interkalatory
W badaniach wykazanoz podobnie jak dla zwizkow, ktore wiza sie z podwojn,
helis w jej matym rowku, tworzeniu kompleksu DNA/intetator towarzyszy silny efekt

hydrofobowy, zwazany z przeniesieniem gteczek interkalatora z roztworu do ginza
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helisy. W przypadku interkalatoréw dodatnia zmiamalpii swobodnej zwkzanej z utrat
swobody rotacji i translacji jest kompensowana tyi&ko przez AGpyq, ale réwnie przez
istotny wktad energetyczny wynikay z oddziatywa niekowalencyjnych. Wytlumaczyto
mozna faktem, 2 w przypadku zwizkow wiazacych s¢ z DNA w malym rowku, nie
powstaj zadne ,nowe” oddzialywania: najexiej czsteczka wody zostaje podstawiona
czasteczly liganda. Natomiast w przypadku interkalatoréw, aagk wchodzc pomedzy
pary zasad ,tworzy” nowe silne oddziatywania. Pdoadhterkalatory wchod pomkedzy
pary zasad powodajczesciowe rozwingcie helisy i jej wydtdenie, natomiast brak jest
doniesi@ o zmianach konformacyjnych w strukturze ligandogzego wynikiem jest
niezerowa wart@& AGyont [6,59]. Zatem proces tworzenia kompleksu DNA/ikgdator mae
hipotetycznie przebiegav dwoch etapach [60]:

1) DNA — DNA’

2) DNA" + Ligand— DNA*Ligand

W pierwszym etapie @steczka DNA ulega zmianom konformacyjnym (rozwomi)
umazliwiajac p&niejsz interkalacg. W drugim etapie zwizek whze Sk z rozwinkta
czasteczly DNA. Jednake w praktyce obydwa procesy przebiegagdnoczénie i nie da si
ich eksperymentalnie oddziéli

Parametry termodynamiczne tworzenia kompleksu dlabranych interkalatorow

przedstawione zostaty w Tabeli 2.

Tabela 2. Przyklady parametréw termodynamicznyctziadywa: ctDNA/interkalator w
temperaturze 2%, 10 mM NaCl [61]

Siazek AGops AH TAS K AC, AGhyg

A (kcal mol*)  (kcal mol")  (kcal mol)  (*10°M™%)  (cal mol'K™)  (kcal mol%)
sanguinarina -8,15 -6,98 1,17 1,21 -140,80 -11,2
bromek -8,41 -8,23 0,18 1,90 -159,77 -12,78
etydyny

[1.3.3. Ligandy wi azace sie w matym rowku b 3adz interkaluj gce

Zastosowanie thych technik spektroskopowych i kalorymetrycznych dada
oddziatywa pomkdzy DNA i DAPI pozwolito potwierda, iz zwiazek ten mae tworzy
dwa r@ne kompleksy z DNA charakteryage sé roznym powinowactwem [62,63].
Wiazanie DAPI do poly[d(A-T)] jest silniejsze (stataazania jest okoto 1000 razy gkisza) i
bardziej kooperatywne hiwiazanie tego liganda do poly[d(G-G&4].
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Profil termodynamiczny uzyskany dla oddzialwWBAPI z casteczlh DNA bogat w pary
AT okazat s¢ analogiczny jak dla netropsyny. Procesowi tworadmompleksu towarzyszy
silny wzrost entropii uktadu w wyniku uwalniania asteczek wody i podstawiania
przeciwjondw warstwy podwadjnej przez kationy ligandJzyskane dane éwiadczalne
przedstawione zostaty w Tabeli 3.

Niewielka jest natomiast ¢ doniesi@ dotyczcych termodynamiki interkalacji DAPI do
podwojnej helisy DNA. Wykazano jedynie; zmiana entalpii tego oddziatywania wynosi
-8 kcal/mol.

Tabela 3. Parametry termodynamiczne dla oddziatyiwAPI-DNA

Mechanizm AG AH TAS K
(kcal mol®)  (kcal mol*)  (kcal mol®) (M
Interkalacja = -8,0 [56] - 1,2*1C0[57]
Wiazanie w matym rowku i i N
_wiazanie z A2T2 w 25C [56] 10,6 4.4 6.2 5,510

11.4. ODDZIALYWANIA POCHODNYCH AKRYDYNY Z DNA

Odkad wykazano przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe $etaosci pochodnych
akrydyny [65,66] podjto wiele préb modyfikacji chemicznej gsteczki w celu znalezienia
pochodnej charakteryzigej st wysoky aktywndacia przeciwnowotworow [67,68]. Wybor
pochodnych akrydyny jako potencjalnych lekéw praeciwotworowych nie byt
przypadkowy, podyktowany byt przede wszystkim uddniors zdolngcia tych zwihzkow
do oddziatywania z DNA [69,70,71].

Wsrdod setek  zsyntezowanych pochodnych akrydyny o nogiym dziataniu
przeciwnowotworowym znalazty @i i) proste pochodne, takie jak 9-aminoakrydyna i
proflawina, ii) zwhzki o bardziej rozbudowanychfeuchach bocznych: amsakryna, ICR-
191, chinakryna, nitroakrydyny, iii) zaaki posiadajce wkcej niz jedm struktue
akrydynowa pofaczory tancuchem alifatycznym, tzw. bis-akrydyny [72] ora koniugaty
akrydyny z innymi casteczkami, np. ASC (koniugat akrydyny ze spermaglyfr3] lub
koniugaty akrydyny =z zasadami purynowymi [74,75].z0 strukturalne wiej

wymienionych zwiazkow zostaty przedstawione na Ryc. 14.
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Rycina 14. Struktury chemiczne wybranych pochodalogjdyny wazqcych s¢ z
podwojny helisy DNA

[1.4.1. Niekowalencyjne oddziatywania pochodnych ak  rydyny z DNA
Badania niekowalencyjnych oddziatyivaochodnych akrydyny z DNA prowadzono z
uzyciem r&nych metod badawczych wykorzysteych zaréwno zmiany w strukturze i

otoczeniu zwizku, jak i w strukturze DNA. \&f6d tych metod znalazty ¢ipomiary
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spektroskopowe, wiskozymetryczne, pomiary tempeyatopnienia” DNA, pomiary stopnia
nadskegcenia kolistego DNA oraz pomiary elektroforetyczne.

Jedny z pierwszych pochodnych akrydyny, ktérej oddziaywa fizykochemiczne z
DNA poddano szczego6towym badaniom byta proflawir@][Ryc. 14B. Badania te wskazaty
na wysgpowanie dwdéch typow oddziatyiria

1. Proces |, w ktorym proflawina silnie oddziatuje XER
2. Proces Il, w ktérym zwazek stabo oddziatuje z heliDNA. Proces ten jest
charakterystyczny dla wgzych stosowanychegten ligandu. Dominujca role w
procesie Il odgrywajoddziatywania elektrostatyczfi&o].
Wykazano, ze wiazanie proflawiny z dwuniciowym DNA powoduje wydknie helisy
kwasu, nie wptywa natomiast na didgazdenaturowanego DNA. W kolejnych badaniach
wykazano, # proflawina zaburza struktgirkwasu nukleinowego obserwowametodami
rentgenograficznymi, obsa wspoétczynnik sedymentacji i zgiisza lepké¢ roztworu DNA
[76]. Wyniki tych bada wskazywaty, # dochodzi do interkalacji zwzku pomgdzy pary
zasad podwojnej helisy DNA. Powstey w ten sposob kompleks proflawiny z kwasem
nukleinowym jest stabilizowany przez oddziatywanigpu TteTU plaskich uktadow
aromatycznych z uktadami aromatycznymi zasad.

W latach 60-tych ubiegtego stulecia zespot profesdygmunta Leddchowskiego w
Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechnilddaiskiej rozpocat poszukiwania
zwiazkow przeciwnowotworowych $wod nitrowych pochodnych 9-aminoakrydyny. W
trakcie bada zsyntetyzowano wiele zwakow r&niacych se potozeniem grupy nitrowej
oraz struktug tancucha bocznego pragzonego do grupy aminowej w pozycji 9. Pochodne
te charakteryzowaty sizréznicowary aktywndcia biologiczry [77]. Najbardziej aktywne
okazaty st 1-nitro pochodne akrydyny z aminoalkilowyméaichem bocznym. Wynikiem
prowadzonych wowczas badbayto zarejestrowanie w 1974 roku pierwszego, pelsk leku
przeciwnowotworowego 1-nitro-9-(3-dimetyloaminopytgamino)-akrydyny. Zwizek ten
otrzymat polsk nazw Ledakrin (symbol roboczy C-283, nazwa rekomendayanze WHO
to Nitracrine) [78,79,80]. Pochodna ta jest aktyvwamaeciwko nowotworom jajnika, ptuc i
skory oraz nowotworom piersi [81,82,83]. Zaldtedakrinu jest fakt,z nie wywotuje on
efektu mielosupresyjnego [84,85], aczkolwiek powjedinne niepaadane efekty, midzy
innymi silne wymioty [86]. Struktura Ledakrinu zes przedstawiona na Ryc.15.
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Rycina 15. Struktura chemiczna Ledakrinu, C-283.

Podgto szeroko zakrojone badania nad oddziatywaniamykichemicznymi pochodnych 9-
alkiloaminonitroakrydyn z dwuniciowym DNA. Zakladan ze jeli etap tworzenia
kompleksu Ledakrinu z DNA odpowiada za jego aktys¢n@rzeciwnowotworow, to
zwiazki o niskiej aktywnéci cytotoksycznej &da wykazywaly mniejsze powinowactwo.
Przeprowadzono badania dla wielimi@ podstawionych pochodnych,zrice te dotyczyty
zarowno potaenia grupy NQ, jak i dtugaci tancucha bocznego na grupie aminowej [87].
Badania wykonano metad miareczkowania spektrofotometrycznego oraz tern@gz
denaturacji komplekséw. W Tabeli 4 przedstawionaldwe nazwy zwizkébw wraz z

informach o ich strukturze.

Tabela 4. Kodowe nazwy pochodnych akrydyny wzalei od potaenia grupy nitrowej i
diugasci taricucha bocznego

Potazenie grupy Dlugaosc¢ tancucha bocznego
—NG; X=2 xX=3 X=4
1 C-337 C-283 C-205
2 C-338 C -264 C-176
3 C-309 C-257 C-175
4 C-308 C-265 C-232

Wszystkie powysze zwizki oddziatup z DNA, powodugc jego usztywnienie skutkage
podwyzszeniem temperatury ,topnienia” kompleksu w stosudk niezwiazanego kwasu.
Kompleks Ledakrin/DNA ulegat ,topnieniu” przy temagury o 11°C wyszej, a kompleksy

Z izomerami 2-, 3-, 4-nitro wykazywaly poduszenie temperatury ,topnienia” od 14°C do
38°C, dla stosunku wagowego akrydyny do DNA réwndge0 [82,88,89]. Kompleksy
charakteryzowaty 8i rOwniez znacznym poszerzeniem zakresu temperatur, w Kioryc

zachodzita denaturacja DNA.
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Badania spektrofotometryczne wykazaly natomiast, podczas tworzenia kompleksu
wystepuje przesurcie batochromowe i obinie intensywn&i najbardziej dtugofalowego
pasma absorpcyjnego w widmie UV/VIS pochodnych diny w miae dodawania
kolejnych porcji ctDNA [82]. Podobnie jak dla prafliny wykazano istnienie dwoch
mechanizméw oddziatywania zazkéw z DNA [90]. Przez analogi z wczéniej
publikowanymi pracami przgfo, iz silne oddziatywanie nagiuje w wyniku interkalacji
zZwiazku pomgdzy pary zasad kwasu nukleinowego, natomiagtaviie stabe jest wynikiem
oddziatywa elektrostatycznych portzy grupami fosforanowymi i zjonizowartzasteczly
nitroakrydyny. Fakt interkalacji nitroakrydyn do BN\potwierdzaj wyniki uzyskane metad
miareczkowania wiskozymetrycznego prowadzoneyriem nadskiconego DNA [91]. W
badaniach tych wykazano wzrost lep&io roztworu kwasu nukleinowego w wyniku
indukowania przed Ledakrin olmenia stopnia nadsécenia. Interkalacja pojedynczej
czasteczki Ledakrinu indukowata rozwitie podwojnej helisy o ok. 16°. Podabwartas¢,
15°, uzyskano dla 9-aminoakrydyny (wattodla bromku etydyny [92] wynosi 26°).
Wyznaczone state wzania metoda miareczkowania spektrofotometryczndlzo wyzej
wymieniowych pochodnych nitroakrydyny przedstawione Tabeli 5. Wyniki te
opublikowane zostaty w rozprawie doktorskiej pamit&zyny Kotdej [87].

Tabela 5. State wrania pochodnych akrydyny z ctDNA wraz z hkcelsteczek zwizku
przypadajca na pae zasad podwdjnej helisy DNA w buforze tris-HCI 1B,n0,1 mM
EDTA, pH = 7,2, 150mM NacCl

Zwigzek Silne oddziatywanie Stabe oddziatywanie
N; Ky *107 M7 N2 Kz *10° [M7]
C - 337 0,18 3,3 0,27 10,0
C —-338 0,11 5,0 0,22 8,0
C-309 0,16 2,7 0,24 9,0
C -308 0,12 2,8 0,26 4,1
C-283 0,06 2,8 0,12 4,9
C - 264 0,17 1,4 0,22 10,0
C - 257 0,15 3,1 0,20 10,0
C-265 0,14 1,6 0,23 8,1
C-205 0,12 4,0 0,25 2,2
C-232 0,14 3,0 0,23 11,2

"Dane opublikowane w rozprawie doktorskiej pani Kzyay Koldej
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Uzyskane state wkania zostaty oszacowane przy zastosowaniu prostegielu Scatcharda
[93]. Dla silnych oddzialyw& byly one rzdu 10 M™, a wkc zgodne z wczaiej
opublikowanymi danymi [94]. Natomiast prace prowawakz rownolegle w zespole naukowym
z Uniwersytetu w Auckland (Nowa Zelandia) sugerowat stata wizania Ledakrinu jest 0 2
rzedy wielkosci mniejsza [95]. Rinice te wyttumacz§ mazna faktem, i zespot z
Uniwersytetu w Auckland do danych eksperymentalnydopasowywat bardziej
zaawansowany model z wykluczeniem nagatego gsiada (model McGhee i von Hippel, p.
[1.2.1). Wiadomo obecnie,ze model Scatcharda, zastosowany przez naukowcéw z
Politechniki Gdaskiej byt zbyt uproszczony i nie wyjaiat catej skomplikowanej natury
oddziatywa matych ligandéw z DNA.

Pomimo rozbienosci, co do wartéci statych wazania dane przedstawione w Tabeli 5
pozwolity stwierdz¢, iz nie ma korelacji pomdzy aktywndcia biologiczra Ledakrinu i jego
analogobw a ich zdolcia do tworzenia kompleksow z DNA. W trakcie dalszych
wieloletnich badad wykazano, # Ledakrin ulega w komoérce metabolicznej aktywacji.
Powstajce metabolity tworz kowalencyjne wizania z kwasem nukleinowyma séwniez
zdolne do sieciowania DNA [96]. Doktadniejszy opiowalencyjnych oddziatywa
pochodnych akrydyny z DNA ¢dzie tematem kolejnego podrozdziatu niniejszej yprac
doktorskiej.

W Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politeckni Gdaiskiej pod
kierownictwem profesora Jerzego Konopy zsyntezowadwniez analogi akrydyny:
imidazoakrydony oraz triazoloakrydony. Wimymi zwiazkami tych grup s odpowiednio
pochodne oznaczone symbolami C-1311 oraz C-130&ukt8ty chemiczne zwizkéw

przedstawiono na Ryc. 16.

A B

HN/(CHz)zN(CH2CH3)2 o NH(CH,);N(CH,),

O
oL ROSs
\ \
l—n N——N
Rycina 16. Struktury chemiczne A - imidazoakrydoiB11, B - triazoloakrydonu C-1305

Wstepne badania mechanizmu dziatania imidazoakrydonglawaty, # zwiazki te wiaza sie

niekowalencyjnie z dwuniciowym DNA [97,98KSwiadcz o tym zmiany w widmach

absorpcyjnych (przesugtie batochromowe i hypochromowe) i fluorescencyinya take
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wzrost stabilnéci termicznej dwuniciowego DNAAT, jest w granicach od 2,4 do 15,3°C dla
réznie podstawionych pochodnych imidazoakrydounu, wstek molowy ligandu do DNA
réwny 1:4). Wyznaczone stale agania dla tych pochodnychy szedu 10 M (model
McGhee i von Hippel, 150 mM NaCl). \4ksze powinowactwo (K=4,5*f0M™) pochodnej
C-1311 do DNA w buforze o niskiej sile jonowej, sagje, ¥ w tym procesie istotnrole
odgrywap oddziatywania elektrostatyczne [99,100]. Analogiezjak dla Ledakrinu i jego
analogéw wielké¢ statej whzania, a take innych parametrow okdlajacych powinowactwo
zwiazku do kwasu nukleinowego, nie jest skorelowan&tgvanoscia biologiczry badanych
imidazoakrydonéw. Oznacza tq, wiazanie fizykochemiczne do DNA nie wystarcza dla
wystapienia aktywnéci biologicznej tych zwizkow [9].

Podobne wyniki uzyskano dla triazoloakrydonéw: wadao zdolné tych zwhzkow do
fizykochemicznego oddziatywania z DNA, lecz utwarige niekowalencyjnego kompleksu
nie jest wystarczage dla wywotania efektu terapeutycznego [101].

Inna grupz pochodnych akrydyny o interegaych wigciwosciach biologicznych
stanowi zwiazki zsyntezowane na pagku lat 70-tych ubiegtego stulecia na wspomnianym
juz Uniwersytecie w Auckland, w zespole kierowanymearprofesora Bruca Cain’a [102].
Zwiazkiem wiodicym w tej grupie pochodnych byta 9-anilinoakrydymaana pod nazav
Amsakryna (m-AMSA), Ryc.14C. Lek ten jest stosowamyklinicznym leczeniu ostrych
biataczek [103,104] oraz w leczeniu nowotworéw,r&t@abyty oporn& na antracykliny i
inne leki przeciwnowotworowe [105].

Pochodne 9-anilinoakrydyny w#ia sie niekowalencyjnie do DNA powodag zaburzenia
struktury i funkcji materialu genetycznego [106]zykochemiczne wizanie m-AMSA do
DNA jest stosunkowo stabe [107], statagmania w warunkach fizjologicznych jestedu
10* M™Y. Dla poréwnania state wiania antybiotykéw przeciwnowotworowych, takich jak
adriamycyna, daunorubicyna i aktynomycynaaDzgdu 16-10"M™ [108,109].

Fakt, & oddziatywanie m-AMSA =z DNA charakteryzuje mata ama entalpii
(AH=-5,2 kcal/mol) w poréwnaniu z innym znanymi intelktorami, sugergj iz duzy
podstawnik przy grupie aminowej akrydyny utrudnignp interkalacg zwiazku pomgdzy
pary zasad podwdjnej helisy DNA. Wykazano rownige pochodna ta wykazuje ghisze
powinowactwo w stosunku do fragmentéw DNA bogatywhpary AT [107,110]. Na
podstawie wszystkich przeprowadzonych liadaproponowano model gzaania m-AMSA
do DNA, w ktorym szkielet akrydynowy 1g ptasko pomidzy parami zasad dwuniciowej
helisy, a podstawnik anilinowy lokuje ¢siw mniejszym rowku [104]. Schematycznie

przedstawiono to na Ryc. 17. Grupa metanosulfonawadw przypadku m-AMSA jest
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zdolna do tworzenia wzan wodorowych z zasadami Wgietapcymi maty rowek DNA. Dla
porbwnania wjzan takich nie ma w przypadku orto podstawionej poctepd
9-anilinoakrydyny, poniewa grupa metoksylowa w pozycji 2' jest zawdadteryczm
uniemaliwiajaca dostatecznie bliski kontakt poedizy wretrzem matego rowka a grap
—NHSO,CHj3 [106]. Tworzenie dodatkowych wian wodorowych w przypadku m-AMSA
wyjasnia r&nice w termodynamice oddziatywanalogow z DNA. Ri#nica ta limitowana
jest gtdbwnie zmiam w entropii oddziatywa: dla m-AMSA wyznaczona zmiana entropii
wynosi 2 calmofk ™, a dla 0-AMSA 11,3 calmdk ™.

T‘ A1l

A3 T2
v

T2 S X1

Al T4

Rycina 17. Model wizania m-AMSA do DNA [104]

Etap tworzenia fizykochemicznego kompleksu z DNAdajg st by¢ niezledna cechy
anilinokrydyn o wysokiej aktywrimi biologicznej. Stwierdzonoze obecné& duzego
podstawnika tert-butylowego w pozycji 3 Ilub 4 pmenia akrydynowego, ktory
uniemaliwia interkalacg, znosi catkowicie aktywni@ przeciwnowotworow pochodnej m-
AMSA [111].

Jednake zdolnd¢ do tworzenia kompleksow interkalator/DNA, podobjak w przypadku
wczesniej omawianej grupy akrydyn, nie jest wystargzaj dla wysipienia aktywnéci
biologicznej zwazku. Hipotez ta potwierdza fakt, 2 omawiany analog Amsakryny, o-
AMSA, wykazuje okoto 2-krotnie wksze powinowactwo do DNA [112], ¢bac
jednoczénie nieaktywny biologicznie. Obecnie pamy poghd na temat mechanizmu
przeciwnowotworowego dziatania Amsakryny zaktatkza efekt cytotoksyczny wywotany
przez lek odpowiedzialna jest jego zddlhao blokowania kompleksu topoizomerazy Il z
DNA [113,114,115].
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Kierujac sk hipotez, iz etap interkalacji zwizku pomedzy pary zasad DNA jest
niezkedny dla aktywnéci biologicznej pochodnych akrydyn [107,116] pgidj badania nad
bisakrydynami, Ryc 7G. Potencjalnie zwki te powinny charakteryzowasie wigkszym
powinowactwem do DNA [117,118] hnibadane wczmiej monointerkalatory akrydynowe.
Zwiazki te powinny ponadto wykazywawickszy selektywné¢ sekwencyja [119,120].
Uklady akrydynowe g w bisakrydynach ptzone #4cznikiem zwykle o charakterze
alifatycznym. tacznik ten mae, przy odpowiedniej budowie chemicznej, oddziakwa
krawedziami zasad eksponowanymi do matego rowka DNA argzupami fosforanowymi
helisy kwasu nukleinowego. Mpa zatem, zmienigg odpowiednio struktgr chemiczia
tacznika, zmieni& ilos¢ grup kedacych donorami/akceptorami ydan wodorowych i w ten
sposOb modulowapreferencje sekwencyjne zwku [121,122,123]. 4cznik ten mae by
.elastyczny”, maliwa jest wéwczas rotacja uktadow akrydynowychadd sztywny,
uniemaliwiajacy  wewmtrzczasteczkowe  oddziatywania  pogdizy  piekcieniami
akrydynowymi [124].

Powinowactwo bisakrydyn do DNA, tak jak podejrzewamnacznie wzrosto w stosunku do
zwiazkdbw monomerycznych. Stata azania dla wikszasci zbadanych bisakrydyn jestedu
10" M™ [125]. Wynika to oczywicie z faktu, ¥ dochodzi tu do jednoczesnej interkalcji
dwéch ptaskich uktadéw aromatycznych (p. 11.1.1 B¥). Istotna zmiana statej yzania
wystepujaca w przypadku porownania mono- i bisakrydyn, niestapuje kiedy porownamy
bis- i trisakrydyny [126].

Pomimo znacznego wzrostu powinowactwa bisakrydyNé, nie zaobserwowano istotnej
zmiany w aktywnéci biologicznej tych zwizkéw w poréwnaniu z monointerkalatorami
[127]. Przede wszystkim nie uzyskano zrgeg poprawy ich selektywnej toksyczoo w
stosunku do komérek nowotworowych [128].

W ostatnich latach zaproponowano inne razanie problemu niskiej selektywnej
toksyczndci lekow przeciwnowotworowych, w ktérych mechaniendziatania wyspuje
etap tworzenia kompleksu interkalator-DNA. Wykorzays fakt, ¥ w przypadku komorek
szybko proliferugcych, czyli przede wszystkim komoérek nowotworowychyskpuje
wysokie zapotrzebowanie na biogeniczne poliaming9[130,131]. Wysokie &tenie
poliamin wykryto w wielu komérkach nowotworowych 32,133,134]. Poliaminy
charakteryzyj sic wysokim powinowactwem do DNA [135,136,137,138].p&gponowano
zatem padczenie akrydynowego ukitadu interkalcggo z poliaminami. Wykazanoz i
uzyskane w ten sposob koniugaty @wgizap powinowactwo pochodnych akrydyn do kwasu

nukleinowego, nie wpltywaj natomiast na ich aktywdé jako inhibitora topoizomeraz

31



[139,140]. JednocZaie casteczki te g tatwiej transportowane do komoérek, wykorzystuj
bowiem uktad transportagy poliaminy do watrza komérek [141,142,143]. Zyakiem tego
typu jest na przyktad koniugat spermidyny z 9-arakrgdyrs o symbolu ASC [73],
Ryc.14H. Wstpne badania mechanizmu dziatania tego azka wykazaly, = uktad
akrydynowy interkaluje pomdzy pary zasad podwdjnej helisy DNA. Staleazginia
wyznaczone dla oddziatywiaASC z DNA § rzedu 16 M™ [144], zatem powinowactwo
pochodnej tej nie i sig od innych typowych interkalatorow o aktyw4td
przeciwnowotworowej. Istotnzalet tego zwazku jest fakt, # poliaminowy ta@cuch boczny
oddziatuje z zasadami w rowkach DNA, blakujw ten sposob nitiwos$¢ zwiazania s¢ z
kwasem nukleinowym enzyméw bigych udziat w proliferacji DNA. Casteczka jest
obecnie intensywnie badana patdm maliwosci jej uzycia jako potencjalnego leku
przeciwnowotworowego.

Podsumowujc, akrydyna posiada ptaski uktad heteroaromatycikigry umaliwia
wnikanie zwizku pomedzy pary zasad podwojnej helisy. Powstsj kompleks DNA-
interkalator stabilizowany gtéwnie oddziatywaniatypu 111, usztywnia struktwr kwasu,
utrudniajc jego rozplecenie. Dodatkowo uniedfivia dotarcie w poblie helisy enzymoéw
bioracych udziat w procesach proliferacji komoérek, tékijak topoizomerazy i telomerazy
[145,146]. Etap utworzenia fizykochemicznego korkple z DNA jest niezidny, ale nie
wystarczajcy dla wywotania odpowiedzi biologicznej. Podobnyaitserwacji dokonano dla
zwiazkdéw przeciwnowotworowych nieebdacych pochodnymi akrydyny [72,147,148,149].
Istnieje  zatem jaki inny mechanizm odpowiedzialny za wysbwanie

przeciwnowotworowego dziatania pochodnych akrydyny.

[1.4.2. Kowalencyjne oddziatywanie pochodnych 1-nit  roakrydyny z DNA

Badania mechanizmu dziatania pochodnych 1-nitraikry prowadzone w wielu
osrodkach naukowych wskazywaty, eétap utworzenia niekowalencyjnego kompleksu z DNA
nie jest wystarczagy dla wywotania odpowiedzi biologicznej. Uznandera, ze warunkiem
dziatania cytotoksycznego i przeciwnowotworowegohtywizkédw jest ich kowalencyjne
zZwiazanie s¢ z DNA.

W trakcie bada dziatania Ledakrinu na DNA w mieszaninie reakcyjnawierajcej
tiole zaobserwowano istotny wzrost zddlcio zwiazku do inhibicji syntezy RNA.
Sugerowato to,ze dochodzi tu do silnego, prawdopodobnie kowalerenyp, wazania
zaktywowanych produktow redukcji zawku z kwasem nukleinowym [150,151]. Wykazano,

iz w tych warunkach csteczki akrydyny wiza si¢ preferencyjnie z fragmentami DNA
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bogatymi w puryny, gtownie w guanirf152]. Tworzenie adduktu jest hamowanezyiu
stezeniem bromku etydyny oraz wzrostem sity jonowejtwaxu, co potwierdzaze etap
silnego, kowalencyjnego wzZania poprzedzony musi byinterkalacy zwiazku pomgdzy
pary zasad DNA [153].

Po zmudnych badaniach zaproponowano dwazlme szlaki przemian 1-nitroakrydyny:
redukcja grupy nitrowej w pozycji 1ablz utlenienie grupy aminowej dagucha bocznego
[154]. Istotna rola grupy nitrowej dla aktyw§od biologicznej 1-nitroakrydyn sugerowalee
w warunkach wewdqtrzkomorkowych aktywacja zwzkéw dotyczy tej wignie grupy [155].
Grupa nitrowa w zwizkach aromatycznych jest bardzo podatna na reg¢ulcjwyniku
czego tworz si¢ bardziej reaktywne pochodne nitrozo i hydroksyloawe.

NHOH

NG, NO

Rycina 18. Etapy redukcji grupy nitrowej w gekach aromatycznych

Zaproponowano schemat przemian metabolicznych Ledgkprzedstawiony na Ryc. 19.
Wykazano,ze pochodne —NO (a) oraz —NHOH (b) nie powestaj znaczacych ilasciach.
Zidentyfikowano jedyniglad ich jondw masowych w mieszaninie reakcyjneprktszybko
znikat [156]. Powstawaly natomiast inne bardzieyate, chocia réwniez reaktywne
pochodne, ktore z jednej strony byty produktamigiadienia nukleofilowego w pigsieniu
aromatycznym, z drugiej strony produktagwiadczcymi o reaktywnéci redukowanej
grupy nitrowej. Produkty te, Ryc. 19 (c-f), zawigralodatkowe struktury cykliczne, ktére
byty efektem wewatrzczsteczkowych reakcji, w ktérych bipudziat atomy azotu w pozycji
1 i 9. Zaktywowane produkty magwiazat sic kowalencyjnie do DNA oraz do innych
makromolekut komorkowych [151,157]. Zawki takie zdolne $ rowniez do
migdzytancuchowego sieciowania DNA zarowno w komorkach baktgch, jak i w
komoérkach ssakéw [96,158]. Na podstawie Waklarelacyjnych udowodniona,e zdolng¢
do tworzenia wjzan sieciupcych jest odpowiedzialna za aktywido biologiczry 1-
nitroakrydyn [159].
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Rycina 19. Produkty metabolizmu Ledakrinu, a,letrwate intermediaty, c-f — wyizolowane
zZwigzki [148]
Metaboliczna aktywacja niezbina jest rowniz dla aktywndci przeciwnowotworowej
imidazo- [160,161] i triazoloakrydonow [101,162¢dhake w przypadku tych pochodnych
aktywacja przebiega poprzez utlenianie azku a nie jego redukgj Podobnie jak w
przypadku pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny zaldwane produkty wiza Sie
kowalencyjnie do DNA, s réwniez zdolne do midzytaancuchowego sieciowania kwasow
nukleinowych163].

Zupetnie inne podégie do terapii przeciwnowotworowej z wykorzystaniedolngci
pochodnych akrydyny do kowalencyjnegmeania st do DNA zaproponowali naukowcy z
Uniwersytetu Josepha Fouriera w Grenoble we Frawgjkorzystali oni strategidegradacii
DNA na skutek specyficznegoecia nici w miejscach bezzasadowych powsgtggh medzy
innymi w procesach naprawy DNA. W idej zywej komorce dochodzi bowiem do
uszkodzé DNA. Szacuje s, ze liczba tych uszkodaemieici sic w przedziale od 1o 10
na dzié [164]. Dlatego w komorce konieczne grecyzyjne i efektywne systemy ich
naprawy. U ssakéw nioa wyr@ni¢ kilka podstawowych mechanizméw naprawy uszkéadze
DNA. Jednym z nich jest wieloetapowy mechanizm aegyr uszkodz& DNA poprzez
wycinanie zasad - BER (ang. Base Excision Repairktorym etapem pwoednim jest
powstawanie miejsc bez zasad [165,166]. Schemat/qzrebieg naprawy typu BER zostat
przedstawiony na Ryc. 20. Miejsce bezzasadowsemowstawa rowniez samorzutnie [167]

jako jeden z rodzajow uszkodzBNA.
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uszkodzony nukleotyd

/
(LTI TP IT o]

glikozydaza DMNA l mieisu:e AP

AP-endonukleaza
AP-liaza

polimeraza DA
ligaza DML w mapravviony DMA

l iednonuklectydowa luka

Rycina 20. Naprawa uszkodzonego DNA przezesigonukleotydu
zawieragcego zmodyfikowarzasag azotow — BER [168]

W zespole prof. Pascala Dumy w Uniwersytecie w Gbén zsyntetyzowano szereg
zwiazkow katalizujcych reakaj B-eliminacji w miejscach bezzasadowych nici DNA.
Wiodacym zwhzkiem tej grupy pochodnych jest purynowa pochodkiydyny, Rys. 141.
Wykazano, ze zawarty w zwjzku taacuch triaminoalkilowy odpowiedzialny jest za
aktywnasé typu syntetycznej nukleazy. Obecny wasteczce fragment purynowy ufatwia
wiazanie fizykochemiczne w miejscu bezzasadowym.

W zatazeniu pohczenie zdolnéci do kowalencyjnej modyfikacji kwasu nukleinowegzez
1-nitroakrydyny zsyntetyzowane w Katedrze Techniblbgkow i Biochemii Politechniki
Gdaiskie] oraz zdolnéi syntetycznych nukleaz do degradacji ¢ccd DNA w miejscach
bezzasadowych, potencjalnie mogtybye sprzyczyné do uzyskania efektywniejszych
zZwiazkow przeciwnowotworowych. Wzrost komorki nowotwavej, w ktérej zainicjowano
uszkodzenie DNA iréwnoczeie zahamowano mechanizmy naprawcze bytby nidimp
lub co najmniej znagzo utrudniony. Badania nad zwkami tego typugobecnie w toku.

Mimo intensywnych badaw zakresie mechanizmu dziatania pochodnych akrydyn
wcigz jestémy daleko od jednoznacznego stwierdzenia jakiesamansci zwiazkdéw z tej
grupy odpowiadaj za ich aktywné biologiczry. Wydaje s¢, ze etap wizania
fizykochemicznego z DNA jest wginym, ale niezédnym etapem w mechanizmie dziatania
tych chemoterapeutykdéw, urmdaviajacym dostarczenie wystarczagj ilosci aktywnego
czynnika w poblie kwasu nukleinowego. Dlatego misvie szczegotowe poznanie natury i
rodzaju oddziatyw& odpowiedzialnych za powstawanie, trw&ta struktue komplekséw
pochodnych akrydyny z DNA jest kluczowe dla racjoego projektowania lekéw przeciw-
nowotworowych na bazie uktadu akrydynowego.
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Ill. ZALO ZENIA | CEL PRACY

W Katedrze Technologii Lekow i Biochemii Wydzialuh@micznego Politechniki
Gdaiskiej od wielu lat prowadzoneg shadania, ktére koncentrujsic na poszukiwaniu
nowych lekéw przeciwnowotworowych o korzystnych égiavosciach farmakologicznych.
W kregu zainteresowa Katedry znajdy sic miedzy innymi pochodne nitroakrydyny.
Mechanizm dziatania nitroakrydyn nie zostat dotydsc dokladnie okéony. Wykazanoze
zwiazki te, dzeki obecndci heterocyklicznego uktadu akrydynowego interkaldp DNA.
Istnieja powane przestankize etap tworzenia fizykochemicznych komplekséw z D)gst
niezbedny dla aktywrsgi biologicznej badanych pochodnych, uiieia bowiem
dostatecznie bliski kontakt tych zygkow z DNA. Z drugiej strony wykazange etap ten nie
jest wystarczagy: najaktywniejsze biologicznie pochodne 1-nitngakyny wcale nie maja
najwigkszego powinowactwa do DNA.

Celem niniejszej pracy jest poznanie na poziomielekuarnym mechanizmu
niekowalencyjnego oddziatywania wybranych pochodinygkrydyny z DNA o rénych
sekwencjach zasad. Cel ten zamierzatanagost¢ stosugc techniki spektroskopowe oraz
mikrokalorymetryczne. SzczegOllnie wantowe wyniki spodziewatam @i uzyskd z
bezpdrednich pomiarow wielk&i termodynamicznych. Informacja na temat tego,eak
cztony skladaj sie na catkowiy zmiare entalpii swobodnej zwranej z tworzeniem
kompleksow powinna pozwotitna ustalenie, ktore fragmenty struktury badanyehyzkow
odpowiadaj za ich zdolné do oddziatywania z DNA.

Realizacja tak postawionego celu pracy wymagatadaia szeregu niewyaionych
dotychczas wisciwosci badanych zwaizkow, takich jak:

- zachowanie giwybranych pochodnych akrydyny w roztworach wodngatiznej sile

jonowej,

- wystepowanie ewentualnych zdic w mechanizmie niekowalencyjnego oddziatywania

badanych zwizkow z DNA w buforach o rinej sile jonowej,

- przyczyny wys¢powanie ra@nic w powinowactwie wybranych pochodnych w stosunku

do DNA o r&znym skfadzie zasad.
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IV. MATERIALY | METODY

IV.1. Materiaty

W badaniach wykorzystatam 3 nitrowe pochodne aknydyraz bromek etydyny, jako
zwiazek referencyjny. Struktury chemiczne zekow przedstawitam w Tabeli 6.

Tabela 6. Nazwy i struktury chemiczne badanychzkdiv.

Zwiazek Nazwa systematyczna Wz0r strukturalny
HSCQN/CHs
|
CH
T 2
C-283 1-nitro-9-[3'-(dimetyloamino)- EEZ
(Ledakrin) : oH,
propyloamino]-akrydyna NH NO,
48
N/
QH
CH,
857 1-nitro-9-(2’-hydroksyloetyloamino)- e
akrydyna ‘ Q O
N/
(CH,),N(CH,CH,),
C.1311 8-hydroksy-5- 1"

[(dietyloaminoetylo)amino]imidazo[4,5,1- " O O

-O- N
de]akrydyn-6-on -
NH2
o
Br.Et. Bromek etydyny HN A

IV.2. Odczynniki chemiczne i biochemiczne

»  Kwas dezoksyrybonukleinowy, DNA z grasicy em#j (calf thymus, ct DNA) — Sigma
Chemical Company, St.Louis, MO, USA, polinukleotydgly(dA-dT)*poly(dA-dT), poly

(dG-dC)*poly (dG-dC) poly (dI-dC)-poly (dI-dC) - Sigma Chemical Company, St.Louis, MO,
USA
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>  NaCl —Chempur, Piekarglaskie, Polska
» EDTA - Sigma Chemical Company, St.Loius, MO, USA

IV.3. Roztwory wyj sciowe

»  Roztwor DNA przygotowywano w buforze [ przechowywan
w temperaturze 4

» Roztwory badanych pochodnych przygotowywano b&asimio przed analizpoprzez
rozpuszczenie odpowiedniej ko zwiazku w buforze

» 10 mM bufor TrisHCI zawierapy 0,1 mM EDTA i rGne stzenie NaCl, odpowiednio:
5,50i 150 mM NacCl

» 10 mM bufor fosforanowy zawiergy 0,1 mM EDTA i ré@ne stzenie NacCl,
odpowiednio: 5, 50, 100 i 150 mM NacCl, pH=7,4

IV.4. Aparatura

Pomiary absorpcjswiatta zostaty wykonane przyzyciu Spektrofotometru UV-Vis
Perkin Elmer, A 45. Pomiary mikrokalorymetryczne zostaly wykonapezy uwyciu
Izotermicznego Mikrokalorymetru Miareczkgggo firmy Calorimetry Science Corp., model
Nano — ITC Il CSC 5300. Ponadto w trakcie anakoyzystano z wagi, vortexu oraz pH-

metru.

IV.5. Stosowane metody

IV.5.1. Pomiar st ezenia kwasu nukleinowego
Stezenie kwasu dezoksyrybonukleinowego oznaczatam metpektrofotometrycznz
wykorzystaniem znanych waém ekstynkcji molowej DNA oraz prawa Lamberta-Beera

A =¢&,cl (11)
gdzie: Ay — absorbancja przy danej didgo fali A  wyrazonej w nanometrach
& — wspotczynnik ekstynkcji molowej przy danej dhdgiofali A
c — stzenie molowe

| — dtuga¢ drogi optycznej wyrzonej w centymetrach.
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Tabela 7. Wspotczynniki ekstynkcji molowych badakyeaséw nukleinowych

Wspétczynnik
Kwas nukleinowy Dtugo $¢ fali, A [nm] | ekstynkcji molowej ’
& [M*cm™
p(dA-dT)-p(dA-dT) 260 6800 [169]
p(dG-dC)-p(dG-dC) 255 8400 [166]
CtDNA 260 6600 [170]
p(dI-dC)-p(dI-dC) 251 6900 [171]

" skzenie podane jest w molach zasad nactok§, dlatego w przypadku dwuniciowych kwaséw
nukleinowych uzyskanwartas¢ skzenia naley podziel¢ przez dwa, by uzyskastzenie w molach
par zasad na ofips¢

Wszystkie probki kwaséw nukleinowych do pomiaru ybyrzygotowywane wg zalefie

dostawcow, tak by byta zachowana struktura dwumniaio

IV.5.2. Spektrofotometryczne badania stanu pochodny ch akrydyny w
roztworach wodnych

Przebieg procesu agregacji pochodnych akrydynymbu etydyny badano w buforach
fosforanowych o rénej sile jonowej, odpowiednio: 5 i 150 mM NacCl. Wid absorpcyjne
testowanych zwizkbw wykonatam przy iyciu spektrofotometru UV-VIS, Lambda 45,
Perkin EImer w zakresie dtugm fali 600 — 350 nm. Wyniki rejestrowano w fornagfrowej
Z gestascia probkowania 1 nm. Stosowano kuwety o digjalrogi optycznej 2; 1; 0,51 0,1

cm dobrane odpowiednio w zafexsci od badanych sten zwiazku.

IV.5.3. Analiza zestawow widm pochodnych akrydyny w roztworach wodnych

Zarejestrowane widma pochodnych akrydyny byly, zgedz prawem Lamberta-Beera,
przeliczane na war§oi molowych wspotczynnikow ekstynkcji. Utworzona ten sposéb
macierzZ, ztozona z n wierszy (dtugai fal) i m kolumn (ilg¢ widm — widma uzyskane dla
kolejnych sgzen zwiazku) byla poddawana analizie przyyaiu technik chemometrycznych.
Zastosowatam metedjtéwnych sktadowych [172].

Celem metody gtéwnych skladowych, w skrocie PCAg(aRrincipal Spektrum

Analysig, jest redukcja wymiarowsgi danych wyciowych. Cel ten mina osignaé
zaktadajgc wystpowanie korelacji pomudzy kada pam analizowanych widm. Wargé

kazdego z widm poddano standaryzacji (autoskalowargoynie z poriiszym wzorem:

g;

gdzie:s; — molowy wspotczynnik ekstynkcji dla i-tej diugw fali j-tego widma,z4 — wartg¢

srednia molowych wspotczynnikéw ekstynkcji j-tegodwia, g — odchylenie standardowe
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molowych wspotczynnikdw ekstynkcji j-tego widma gkyjac w efekcie znormalizowan
macierzZ. Macierz korelacjC konstruowano w oparciu o0 zalesc:

C= L (13)

n-1

W wyniku rozktadu macierzyC metody gtdéwnych skladowych uzyskano n wzajemnie
ortogonalnych wektorow wiasnych. Z Adym wektorem wlasnym zwzana jest
jednoznacznie liczba zwana waitea wilasm. Minimalna liczba pierwszych wektorow
wiasnych (tych o najwkszych wartéciach wiasnych) nieziolna do odtworzenia zmiensw
systematycznej zawartej w danych wyznacz& iluezalenych tworéw spektralnych — k. Ze
wzgledu na wystpowanie b¢du pomiaru pierwsze k wektorow wtasnych nie zawiH8 %
zmienndci wystpujacej w zarejestrowanym zbiorze widm. Po zastosowaratacji
VARIMAX oraz renormalizacji wektory wilasne mggby¢ traktowane jako pierwsze
przyblizenie widm sktadnikow.

Macierz widm Z, jéli spelnia prawo Lamberta-Beera, #ma zaprezentowa
w postaci iloczynu dwoch innych macierzy: maciestadnikow B, w ktorej kolumny
przedstawigj widma czystych niezateych sktadnikow oraz macierzy, ktorej kolumny
zawieraj ulamki molowe poszczegdlnych skiadnikow.

W=BX (14)

Uzyskane 4 metody, utamki molowe poszczegolnych sktadnikdw wykorzista do
oceny stopnia agregacji zyzku. Wykorzystatam wzor na siaagregacji k, wartag¢ statej
zoptymalizowano metedsimpleksow [173,174,175].
1-x,

K. =
° 2Cx,’

(15)

gdzie: G - skzenie catkowite zwizku,

%n - ulamka molowego monomeru.

IV.5.4.Miareczkowanie spektrofotometryczne

Przebieg procesu tworzenia kompleksow badanychazkéiv z DNA badano
Z zastosowaniem metody miareczkowania spektrofaiyomiego. Reakejprowadzitam w
kuwetach o drodze optycznej 2 cm w temperaturz€C25D0 roztworu zwizku o
odpowiednio dobranym @teniu dodawano niewielkie iai roztworu ctDNA otrzymujc
wczesniej zalwone wartéci R, czyli wartdci stosunkoéw stzenia DNA (wyraonego w
parach zasad) doggenia badanego zagku. Widma rejestrowano w przedziale 385-540 nm
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w postaci cyfrowej. Reakcje prowadzono w roztworaelwierajcych r&ne stzenia soli,
odpowiednio 5 mM NacCl, 50 mM NacCl i 150 mM NacCl.

IV.5.5. Analiza zestawOw widm miareczkowania pochod nych akrydyny
roztworem ctDNA

Podobnie jak w przypadku badania stopnia agregacchodnych akrydyny,
zarejestrowane widma byly przeliczane na waitonolowych wspoétczynnikdw ekstynkcji i
poddawana analizie przyyciu technik chemometrycznych. Zastosowano mgtgdwnych
sktadowych [167] oraz numeryczdekompozyegj widm [176].

Zastosowana analiza gtdwnych sktadowych didta oszacowanie iléci niezalenych

tworow spektralnych oraz pierwszego przybhia ich widm. Niemniej jednak wektory

wiasne uzyskano przy zakeniu ich idealnej ortogonalsai, co

w przypadku widm tworow spektralnych nie jest praimee. Dlatego, w celu rozwzania

rownania (13) wymagane jest zastosowanie techikilgstanej mianem iteracyjnej procedury

samouzgadniania, w skrocie NSD (aNguimerical Spektrurbecompositioj

1. Do uzyskania pierwszego przyl@nia kolumn macierzyB wykorzystano liniow
kombinacg obréconych i zrenormalizowanych wektorow wilasny@dfektory te ¢cznie
modyfikowano tak, aby spetnialy dwa ngsijace zalagenia: i) molowe wspoétczynniki
ekstynkgcji nie mog przejmowé wartasci mniejszych od zera,
ii) ilo $¢, pozycja oraz intensywié pasm absorpcyjnych w widmach sktadnikow powinna
by¢ zblizona do tych samych waém obserwowanych w zarejestrowanych widmach

2. Przyblzenie macierzyB zastosowano do wyznaczenia macierzy utamkow matowy
wedtug wzoru:

x =[8"B['B'W (16)

3. MacierzX korygowano wedtug dwoch regut: i) utamki molowe mpiowinny by ujemne,
i) suma utamkéw  molowych poszczegolnych tworow  képsnych
w kazdej prébce powinna wynasil. Wart@gci ujemne w macierzX sprowadzano do 0, a
kolumny macierzy przeskalowano formcjmacierzY

4. MacierzY wykorzystano do wyznaczenia kolejnego przydriia macierzy sktadnikoB

wedtug wzoru:
B=wY'[yv'|* (17)
5. MacierzY z kroku (3) i macierdB z kroku (4) zastosowano ngshie do obliczenia

macierzy sktadnikow V:
V =BY (18)
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6. Powtarzajc etapy od (2) do (4) po kilku cyklach iteracyjnyehyskiwano zadowalagge
samouzgadniania wynikéw.
Uzyskane w ten sposob uzgodnione utamki molowe wagstalam do wyznaczenia statej

wiazania z zastosowaniem modelu McGhee-von Hippel [33]

IV.5.6. Pomiary mikrokalorymetryczne procesu dimery  zacji

Pomiary mikrokalorymetryczne prowadzone bylty z wykastaniem mikrokalorymetru N-
ITC Ill, firmy CSC kgdacego wyposzeniem laboratorium badawczego Centrum Doskdoato
~.ChemBioFarm”, ktérego zakup zostat gxiowo sfinansowany z funduszy strukturalnych
Unii Europejskiej w ramach Sektorowego Programu r@pgnego - Wzrost

Konkurencyjndci Przedsibiorstw.

W komorze poréwnawczej znajdowata sivoda, z& w pomiarowej bufor (ok.1,3 ml).
Wszystkie probki przed pomiarem byly odgazowywand pr&nia. Za pomog strzykawki
hamiltonowskie] sterowanej programem komputerowyno d&omory pomiarowej
wprowadzane byty mate (10 pl) ebpsci zwiazku w zat@onych odstpach czasu (300 s). Po
kazdej dodanej porcji zwzku nastpowatl pomiar mocy wymaganej do utrzymania statej
temperatury nidzy komorami. Moc ta byta nagmnie przeliczana na ciepto reakcji. Dane
miareczkowania kalorymetrycznego przedstawiompen@d termogramie zataosci mocy od
czasu, t = f(dH/dt). Wykres przedstawia sepikéw, ktore odpowiadaj kolejnym seriom
miareczkowania. Dane zbierane byly za pomaocpowiedniego oprogramowania, Kktory
umazliwia obliczanie (metogl catkows) pola piku i zapisywanie wynikbw na dysku
komputera. Powierzchnia piku jest proporcjonalnaedfiektu cieplnego przemiany. Ciepto
reakcji dimeryzacji zostato oszacowane na podstaykil nas¢pujacych déwiadcze [177]:

1. miareczkowanie buforu ligandem,

2. miareczkowanie buforu buforem (poprawka wynikaj z rGnicy temperatur poradzy

titrantem i probki w komorze).

Po odgciu drugiego efektu cieplnego od pierwszego uzyskgyjciepto reakcji.

IV.5.7. Analiza danych mikrokalorymetrycznych proc  esu dimeryzacji
Do wuzyskanych metad ITC danych eksperymentalnych procesu dimeryzacji
dopasowatam matematyczny model dimeryzacji, poatjpjerwszy pomiar, ktory obarczony
jest bkdem wynikagcym z maliwosci dyfuzji zwiazku ze strzykawki do roztworu. Model
matematyczny opracowano zaklagajze najprostszym modelem agregacji jest zjawisko
dimeryzacji, gdzie:
2M <D (19)
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Stan rownowagi tego procesu opisuje stata dimeflyzag wyrazona wzorem :

Ko =D/M? — D =Kp*M? (20)
Nastpnie przeksztatcag rownanie bilansu @steczkowego, oraz podstawi@jw miejsce
stezenia dimeru réwnanie (20) otrzymujemy rownanie kva#olwe postaci:

2KM?+M—-c=0 (21)
Rozwiazujac powyzsze rownianie otrzymujemy wzoOr opigcy stzenie monomeru, ktéry po
przeksztalceniach daje zat®s¢ opisupca skzenie dimeru:
_4K,c+1-1+8K,c

4K,

2D

(22)

Liczbe moli zwiazku ulegagcej rozpadowi w kadym kolejnym nastrzyku (hmozna opisé

nastpujaco:
i = Nt — (Noi — MNbi-1) (23)
= 2Dy, (24)
noi = V2D, (25)
Npi-1 = V2D, (26)

gdzie: i — liczba moli dimeru dodawana widym nastrzyku,
np— liczba moli dimeru znajdaga s¢ w celce podczas i-tego nastrzyku,
npix — liczba moli dimeru znajdaga s¢ w celce podczas poprzedniego
nastrzyku,
Vi — Obgtos¢ nastrzykiwanego dimeru,
V — obgtos¢ celki,Do — stzenie dimeru dodawanego wadym nastrzyku,
D; - skzenie dimeru w celce podczas i-tego nastrzyku,
Di.1 - skzenie dimeru w celce podczas poprzedniego nastrzyku.
Podstawiajc rownanie (23) do (24) oraz stosujodpowiednie przeksztatcenia otrzymujemy

rownanie:
n = V, v C Vv, Co 27)
4K 2K, \2vi V2K,
Ciepto molowe reakcji mma obliczy ze wzoru:
g = nAH (28)

gdzie:AH - zmiana entalpii

Ciepto molowe kolejnego nastrzyku przedstawia zad&::
AH; =g/ An (29)
gdzie:An; — przyrost moli zwgzku podczas kolejnego nastrzyku.
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Wstawiapc do réwnania (28) kolejno réwnanie (27) oraz (28jzymujemy kdcowg
zaleencs¢ ciepta molego na kaly nastrzyk. Tworzc wykres liniowej zalenosci molowej
entalpii na nastrzyk w funkcji kolejnych nastrzyk@wowniania (28) mma wyznaczy stah

dimeryzacji Ky oraz przyrost entalpiAH towarzyszcy temu procesowi:

2v.a’Vb?
K, = ! 30
° (ava? -vb’ ), (30)
4v.a’b
AH =022 31
4v,a® -Vb? (1)

gdzie: a,b — wspotczynniki liniowe prostej zaiesci molowej entalpii na nastrzyk w funkciji

kolejnych nastrzykéw.

IV.5.8. Pomiary mikrokalorymetryczne oddziatywania zwigzku z DNA
Pomiary mikrokalorymetryczne wykonane zostaty pppymocy mikrokalorymetru N-

ITC 1, firmy CSC. W komorze poréwnawczej znajddeasic woda, w pomiarowej bufor
badz roztwér DNA w tym buforze (ok. 1.3 ml). Do komoppmiarowej wprowadzane byty,
za pomog strzykawki hamiltonowskiej sterowanej programenmkoiterowym, mate (10 ul)
objetosci drugiego odczynnika w zatonych odstpach czasu (300 s). Wszystkie prébki przed
pomiarem byly odgazowywane pod pné.
Ciepto reakcji oddziatywania liganda z DNA oszacowana podstawie cyklu napujacych
doswiadcze [174]:

1. miareczkowanie buforu ligandem (poprawka natefeicieiczenia),

2. miareczkowanie buforu buforem (poprawka wynigajz rénicy temperatur poradzy

titrantem i probki w komorze),

3. miareczkowanie roztworu DNA buforem (poprawkaefekt rozciéczenia),

4. miareczkowanie roztworu DNA ligandem.
Po odgciu sumy efektdw cieplnych z trzech pierwszychivdadczér od efektu cieplnego
czwartego déwiadczenia uzyskujesciepto reakcji.
IV.5.9. Analiza danych mikrokalorymetrycznych oddzi  atywania ligadéw z
kwasami nukleinowymi

Do uzyskanych metadITC danych eksperymentalnych oddziatywania ligandd

DNA dopasowano model oddziatywapomijapc pierwszy pomiar, ktory obarczony jest
btedem wynikajcym z maliwosci dyfuzji zwiazku ze strzykawki do roztworu. Wybrano

model oddziatywA zaproponowany przez N. Buurma i J. Haq [178]. Wape ciepto
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oddziatywania zwjzku z DNA (skorygowane o ciepto rozficzania zwazku i kwasu)
wprowadzono do programu IC-ITC, ktéry uptizvia uzyskanie podstawowych parametréw

termodynamicznychAH, K oraz n).

Wyznaczone parametry termodynamiczne wykorzystano oblliczenia zmiany entalpii
swobodnej AG) i entropii proceséwAS), zgodnie z rdwnaniem (3). Reakcje prowadzono w
dwoch temperaturach, po pozwolito na wyznaczewojarpngci cieplnej AC,), zgodnie z

rownaniem (4).
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V. WYNIKI BADA N

V.1. BADANIA SPEKTROSKOPOWE

V.1.1. Wiasciwo sci spektroskopowe wybranych pochodnych akrydyny w
roztworach wodnych

Majac na wzgédzie dane literaturowe, ktore wskaguje niektore pochodne akrydyny
agregug w roztworach wodnych [76,179,180] przed przggniem do spektroskopowych
bada oddziatywa fizykochemicznych tych zwrkow z DNA, naleato ustalé, czy proces
ten zachodzi rowniew przypadku wybranych do badpochodnych.

Badanie przebiegu procesu agregacji badanychzkéw przeprowadzitam w oparciu
o0 spektroskopi absorpcyja UV-VIS. Widma zwazkéw w buforze fosforanowym
rejestrowano w zakresie diugn fal charakterystycznych dla chromoforu akrydyegw
(300+600 nm dla Ledkainu i 350-600 nm dla pochotinge857 i C-1311). Pomiary byty
wykonywane w kuwetach kwarcowych o dhdgodrogi optycznej 2; 1; 0,5 0,1 cm, dobranej
odpowiednio w zatenosci od badanych eten zwiazku w temperaturze pokojowej, przy
uzyciu spektrofotometru UV-VIS Lambda 45, Perkin-Ehmé&letodyka pomiaréw zostata
szczegOtowo opisana w punkcie 1V.5.2.

Zestawy widma badanych pochodnych przedstawitanRyea2l. Wszystkie zwiki
wykazup silne pasma absorpcji w widzialnym zakresie widméa Ledakrinu najbardziej
diugofalowe pasmo znajdujezsiv zakresie 390+450 nm, a dla zwkoéw C-1311 i C-857 jest

ono lekko przesunie w kierunku fal dhaszych i przypada na obszar 420+460 nm.

c-857
. —2,00E-05 8000 4
4500 C-283 1,00E-03

——5,00E-05 —5,00E-04
4000 1,00E-04 7000 - ———2,00E-04
—2,00E-04 ———1,00E-04
3500 ——3,00E-04 6000 4 —5,00E-06
—4,00E-04 ———2,00E-06

5,00E-04 5000
2500 1 ——1,00E-03

3000 4
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Rycina 21. Zestawy widma absorpcyjnych pochodnigrdgny w buforze
fosforanowym, 5 mM NaCl, pH=7, temperatura pokojo$ecenia badanych zwzkow
w zakresie 201000 uM

W badanym zakresiecgen ksztatt widm Ledakrinu oraz pochodnej C-857 wydage
nie ulegé zmianie wraz ze wzrostemesénia, Ryc. 21. Niewielkie idice w intensywnsxi
widm mog by¢ wynikiem niedokladnéci przy sporzdzaniu roztworéw. W celu
sprawdzenia, czy zachodzi zmiana ksztaltu widm paeadzitam ich standaryzacj
(p.IV.5.3, réwnanie (12)). Zestawy widm standaryaowch, przedstawione na Ryc. 22,
wskazuj na brak zmian ksztattu widma ze wzrostegiestia zwazku. Mazna zatem zatoy¢,

ze w badanym zakresieggen nie dochodzi do agregacji Ledakrinu i pochodneS2-

Ledakrin c857

154

0,54 0,5

Al o N : : : E—SU

300 350 400 450 500 550 600 0,5 1

-1 -1,5 4

Rycina 22. Zestawy widm Ledakrinu oraz pochodn8bZz Ryc. 21 po standaryzacji
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Odmienny charakter ma zestaw widm uzyskany dlaa@odkrydonu C-1311. Wraz ze
wzrostem sgzenia zwiazku dochodzi tu do przesuwcia najbardziej diugofalowego pasma
absorpcji w kierunku fal ditszych. Analogiczne pomiary przeprowadzitam dlgpteghodnej
w buforze o duej sile jonowej (150 mM NacCl), w celu sprawdzenighlywu skfadu roztworu
na proces dimeryzacji. Porownanie obu zestawow wpmmedstawitam na Ryc. 23. W
obydwu buforach widoczny jest wynae efekt batochromowy (przesgoie maksimum
widma w kierunku fal dhaszych). W obydwu przypadkach wyre s réwniez punkty
izosbestyczne przy dtuga fali 395 nm i 423 nm. Podobne wéwosci spektralne wykazaj
wczesniej opisane zwizki, wywane w terapii przeciwnowotworowej, takie jak
daunomycyna [181], doksorubicyna [182] i mitoksant[147].

Zastosowanie analizy chemometrycznej, zgodnie zquon opisam w p.IV.5.3
pozwolito na wyznaczenie utamkow molowych poszchegrdh form spektralnych oraz
oszacowanie statej dimeryzacji wedlug réwnania .(1%Jastosowanie procedury
samouzgodniania widm, NSD (p.IV.5.5) pozwolito méwniez na uzyskanie widm
monomeru i dimeru, ktorych charakterystyki spekiealprzedstawitam w Tabeli 8.
Wyznaczone state dimeryzacji wyngsadpowiednio: dla 5 Mm NaCl 4,08(+0,09)*1m™,
dla 150 mM NaCl 3,38(+0,15)*fOM™. Wzrost sity jonowej buforu jedynie nieznacznie
obniza stad dimeryzacji pochodnej C-1311. Wadto statych dimeryzacji nie odbiegaj
znacznie od wartegi uzyskanych dla innych zwdkéw. Dla przyktadu dla daunomycyny,
doksorubicyny i mitoksantronu wynaszone odpowiednio 1,5-im?, 1,3-16M7 i
3,0(x0,4)-10 M w zblizonych warunkach pomiarowych [181,182].
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Rycina 23. Zestawy widma absorpcyjnych pochodny&BX1 w buforze Tris-HC, 5 mM
NaCl i 150 mM NacCl, pH=7

Tabela 8. Wisciwasci spektralne pochodnej C-1311w buforze fosforamowys mM stzeniu
NacCl

C-1311 Amax[nm] Emax [M Tem™]
Monomer 420 5161
Dimer 432 5170
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V.1.2. Fizykochemiczne oddziatywanie wybranych poch  odnych akrydyny z DNA

Ze wzgkdu na polianionow struktuge DNA, w analizie procesu tworzenia kompleksu
ligand/DNA naley brat pod uwag udziat w tym procesie oddziatywaelektrostatycznych.
J&li ligand posiada tadunek dodatni, tedaie przycagany w poblie ujemnie natadowanych
grup fosforanowych fecucha kwasu dezoksyrybonukleinowego wchodzw skiad
elektrycznej warstwy podwaojnej otaczegj makroczsteczk. Udziat kationowego ligandu w
tworzeniu tej warstwy zaky silnie od s¢zenia innych kationbw w roztworz@ego sity

jonowej).

Niektore z badanych przeze mnie zmkéw, Ledakrin oraz pochodna C-1311, raog
wystepowa w fizjologicznym pH w formie sprotonowanej. Mogtasi zatem spodziewa
ze mkdzy helig a tymi zwhzkami dochodzi do oddziatywiaelektrostatycznych. Do baila
wybratam rownie pochodna C-857, ktéra w tych warunkach jesisterzlke obogtna.
Spodziewatam gj ze taki dobér zwizkéw oraz zastosowanie buforow azmé@j sile jonowej
pozwoli mi na oce@ udziatu oddziatywa elektrostatycznych w niekowalencyjnymaganiu
si¢ wybranych pochodnych z ctDNA. Badania wykonatagagtosowaniem miareczkowania
spektrofotometrycznego, natomiast analiazyskanych wynikéw przeprowadzitam przy

uzyciu technik chemometrycznych.
V.1.2.1. Oddziatywania Ledakrinu z ctDNA

Na Ryc. 24 przedstawitam zestaw widm uzyskany pasianiareczkowania 40 uM
roztworu Ledakrinu roztworem ctDNA w buforze zavagcym 5 mM s¢zenie NaCl. W
miarg dodawania kolejnych porcji DNA zaobserwowatam ekgegrystyczne zmiany widm.
Pocatkowo ostabieniu ulega pasmo absorpcji z maksimuzy g00 nm bez wyranych
zmian w zakresie 430+500 nm. Dopiero, gdy W&rtR, czyli stosunek stenia DNA do
stezenia zwazku, przekracza 2, wygiuje wyrany wzrost absorpcji w obszarze
dtugofalowym.

Na zestawie widm zdajegsivysiepowa: punkt izosbestyczny przy ok. 420 nm. Nie jest on
jednak dostatecznie wymay, aby na jego podstawie wnioskaiva obecnéci tylko dwdch
form spektralnych w badanych roztworach. Dlategaeprowadzitam chemometryczn

analiz uzyskanego zestawu widm.
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Rycina 24. Zestaw widm dla Ledakrinu w roztworzeigajgcym 5 mM NacCl

W celu oceny zmian intensywém widm wykonatam wykres zateosci odchylenia
standardowego widm w zakresie 385-540 nm, trakteganako uogolniony wskaik
intensywnadci widma, od logarytmu R, Ryc. 25. Na wykresie pyream linia
zaznaczytam rownie odchylenie standardowe widma wolnego Ledakrinu.ztéds

uzyskanego wykresu wykazujes:

* wyrazha zmiana intensywsoi widma wskazujca na tworzenie siw roztworze
nowej formy spektralnej wygpuje juz dla wartdci R=1,
= pawet dla R>10 intensyw8®dwidm ulega zmianie wraz ze zmiR, coswiadczy

o tym,ze ligand nie zostat jeszcze catkowicie skompleksgwa

Ten ostatni wniosek sugerujee nawet dla R=20 znagza ilos¢ liganda wystpuje w
formie wolnej. Ksztalt uzyskanej zatgsci nie pozwala jednoznacznie ustdlczby form

spektralnych wyspujacych w roztworze Ladakrinu podczas miareczkowania.
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Rycina 25. Zalenos¢ odchylenia standardowego widm od logarytmu zeustias s¢zern DNA
do Ledakrinu w buforze o niskiej sile jonowej. kiprzerywam oznaczono odchylenie
uzyskane dla niezwganego liganda

W celu zidentyfikowania liczby tworow spektralnycbbecnych w roztworze

zastosowatam metQdPCA, opisaa w p.IV.5.4. Klasyczna analiza wasth wiasnych,

przedstawiona w Tabeli 9 oraz na Ryc.26, silnieesuig, ¥ w roztworze obecneasdwie

formy spektralne: wolny ligand i kompleks z DNA. &liza widm resztowych potwierdzita,

ze w wyniku oddziatywania Ledakrinu z ctDNA w roztkze o niskiej sile jonowej powstaje

tylko jeden typ kompleksow, Ryc. 27.

Tabela 9.

Charakterystyka gtownych sktadowych mestawidm Ledakrinu
miareczkowanego ctDNA w buforze o niskiej sile yogjo

Glowne skiadowe

1 2 3 4 5
wartasci wiasne 7,3565 0,6426 0,0008 0,0001 0,000
% zmienndci 91,96 8,03 0,01 0,00 0,00
sum.% zmienndi 91,96 99,99 100,00 100,00 100,00
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Rycina 26. Wykres osypiska dla danych z Tabeli 9
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Rycina 27. Zestaw widm standaryzowanych oraz k®lejdma resztowe uzyskane w oparciu
o metog@ PCA dla oddziatywé@ Ledakrinu z ctDNA w roztworze zawiereyn 5 mM NacCl

Zastosowanie do uzyskanego zestawu widm iteracyrsjedury samouzgodnienia, NSD,
p.IV.5.5, pozwolito wyznaczywidma form spektralnych oraz oszacéwsartcci utamkow
molowych tych form w badanych roztworach.

Widma uzyskanych form spektralnych przedstawitaniRga. 28 Odtworzone widmo wolnej
formy liganda, L, pokrywa siz widmem Ledakrinu w roztworze bez dodatku DNA .dwiD
kompleksu, oznaczone symbolem X, posiada maksimumsorpcji przy 450 nm.

Obserwowane przesuniecie batochromowe jest chayakyezne dla procesu interkalaciji.

3500 - —_—X
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3000 - —— widmo Ledakrinu
2500 +
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o T T T
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Rycina 28. Widma form spektralnych uzyskane metf@D dla oddziatywal edakrinu z
ctDNA w roztworze zawierggym 5 mM NaCl
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Wykres zalenosci wartasci utamkow molowych od stosunkuezén DNA do stzenia
zwiazku przedstawitam na Ryc. 29. Petkowo zawarté¢ monomeru pozostaje stala,
dopiero gdy wart&¢ R przekracza 1 nagtuje wyranych spadek zawadoi ligandu w
roztworze. Powsej tego stosunku obserwuje sowniez szybki przyrost udziatu kompleksu

X. Nawet dla R = 20 obserwujeesdbecné¢ w roztworze jeszcze ok. 20% wolnego ligandu.

Utamki molowe

*
4
[«
[«

-1 -0,5 0 0,5 1 15
log([DNA]/[Ledakrin])

Rycina 29. Zalenos¢ utamka molowego od logarytmu ze stosunkiesia ctDNA do gtenia
Ledakrinu dla poszczegolnych form spektralnycloxitworze o 5 mM &teniu NaCl

Numeryczne dopasowanie uzyskanych danych do motGhee-von Hippel,
przedstawione na Ryc.30, pozwolito mi na wyznaczestatej wazania zwazku do ctDNA

oraz oszacowanie jego stechiometrii.
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lgK = 4,353+0,033
n=9,29+0,36

Utamek molowy kompleksu

1,5

log([DNA])/[Ledakrin])

Dopasowanie modelu = Dane rzeczywiste

Rycina 30. Dopasowanie modelu McGhee-von Hippah(kiagta) do danych
daswiadczalnych (punkty) dla oddziatywhedakrinu z ctDNA w roztworze
0 5 mM sgzeniu NaCl

Analogiczna analiza miareczkowania Ledakrinu razemn DNA w buforze
zawieragcym 50mM NaCl pozwolita mi stwierdzinieco odmienny charakter zmian widm,
Ryc. 31. W miag dodawania kolejnych porcji ctDNA widma uleg@rzesungciu w kierunku
fal diluzszych. W tym przypadku nie obserwowatam jednak vadn diugofalowym
maksimum absorpcji (przyv=450nm). Dla R=20 w widmie roztworu obserwujeg Si
maksimum przy ok. 440 nm oraz pozost&d pasma charakterystycznego dla wolnego
ligandu, co sugeruje,zi20-krotny nadmiar DNA nie jest wystarczey do catkowitego

przereagowania zwzku.
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Rycina 31. Zestaw widm dla Ledakrinu w roztwoeeierajpcym 50mM NacCl
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W przeciwigistwie do uktadu analizowanego pawey, na zestawie widm przedstawionym na
Ryc. 31 maéna zaobserwowa wyskpowanie wyranego punktu izozbestycznego przy
diugdsci fali 437 nm, co sugerujee w roztworze wspotistnigjw stosunku rownowagowym
dwie formy spektralne: wolny ligand oraz komplekakt ten zostat potwierdzony analiz
wartasci wkasnych i widm resztowych (dane niesaione).

Zastosowanie iteracyjnej procedury samouzgodnipamvolito mi wyznaczy widma form
spektralnych oraz oszacodveeh utamki molowe. Widma obu form spektralnych sizgne w
oparciu 0 metogd NSD dla oddziatyw@a Ledakrinu z ctDNA w roztworze zawiesgym
50mM NaCl przedstawitam na Ryc. 32. Obserwowaneequmécie st pasma absorpcji
kompleksu X w kierunku fal ditsszych, czyli efekt batochromowy jest charakteryatycdla
procesu interkalacji. Ksztalt uzyskanego widma kimkgu oraz potzenie punktu
izosbestycznego jest w przypadku buforu o 50 mé#estiu NaCl odmienne nidla buforu

niskosolnego. Sugeruje t@e wzrost sizenia soli powodowa maze zmiar struktury
kompleksu.
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Rycina 32. Widma form spektralnych uzyskane metf@D dla oddziatywal edkarinu z
ctDNA w roztworze zawiergym 50mM NacCl

Dla 50 mM stzenia NaCl obserwuje gbkoto 90 % przereagowanie ligania przy R=20, Ryc.
33.
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Utamki molowe

-1 -05 0 0,5 1 15
log([DNAJ/[Le dakrinu])

Rycina 33. Zaltnos¢ utamka molowego od logarytmu ze stosunkiesia ctDNA do gtenia
Ledakrinu dla poszczegolnych form spektralnych ztworze zawiergicym 50 mM NacCl
Numeryczne dopasowanie modelu pozwolito mi wyznag@arametry oddziatywania
Ledakrinu z ctDNA w roztworze zawiesgym 50mM NaCl (Ryc.34). Wzrost sity jonowej
skutkuje okoto 10-krotnym obieéniem statej wizania i zmian stechiometrii kompleksu.

IgK = 3,41920,093
n=6,014+1,738

Utamek molowy kompleksu

-1 -0,5 0 0,5 1 15
log([DNA])/[Ledakrin])

Dopasowanie modelu = Dane rzeczywiste

Rycina 34. Dopasowanie modeluMcGhee-von Hippeah(tizgta) do danych
daswiadczalnych (punkty) dla oddziatywhedakrinu z ctDNA w roztworze
zawieragcym 50 mM NacCl
Na Ryc. 35 zaprezentowatam wynik miareczkowaniaakeidu ctDNA w roztworze o
duzej sile jonowej (150mM NaCl). Widma absorpcji zaeku w obecnéci wzrastajcej ilosci

DNA zmieniaj sie stopniowo, wykazuc jednak tylko spadek intensywsm. Poréwnugc
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widmo czystego zwizku i widmo zarejestrowane przy 20-krotnym nadnearmolowym

DNA odnotowuje si 17% spadek maksimum absorpcji.
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Rycina 35. Zestaw widm dla Ledakrinu w roztwoeeierajzcym 150mM NacCl

Aby stwierdzé, czy podczas miareczkowania zachodzi rowaimiana ksztattu widm
przeprowadzitam ich standaryzacp.V.5.2, rownanie 12). Zestaw widm standaryzoyam
przedstawionych na Ryc. 36, wskazuje na niewidkiiarg ksztaltu widma, ktére ulega
przesungcie w kierunku fal dhaszych. Przesuecie to jest wyrane dopiero dla stosunku
stezen R=20.
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Rycina 36. Zestaw widm standaryzowanych dla odde&ia Ledakrinu z ctDNA w
roztworze zawiergcym 150mM NacCl

W celu oceny stopnia przereagowania wykonatam wykres zmadei odchylenia
standardowego od stosunkgzgnia DNA do sizenia zwazku, Ryc. 37. Na wykresie ligi
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przerywam zaznaczytam odchylenie standardowe uzyskane di@mavizwazku przed
dodaniem DNA. Niewielki spadek odchylenia standarelgo, jako uogolnionej miary
intensywndgci widm, jest obserwowalny dla R > 2. Brak sigmdmg#go przebiegu wykresu
pokazuje wyranie, ze proces oddziatywania Ledakrinu z DNA nawet dla B daleki jest
od zakaczenie. W tych warunkach zastosowanie procedury Nf&D rokuje uzyskania

wiarygodnych wynikow.

800 -
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odchylenie standardowe
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log([DNAJ/[Ledakrinu])

Rycina 37. Zalias¢ odchylenia standardowego widm od logarytmu R addkrinu
miareczkowanego ctDNA w buforze aejisile jonowej. Lini przerywaia 0znaczono
odchylenie uzyskane dla niezmanego liganda
Podsumowujc stzenie soli w roztworze mbardzo istotny wptyw na oddziatywania

Ledakrinu z ctDNA. Wzrost sity jonowej hamuje bagamoces.

V.1.2.2. Oddziatywania pochodnej C-857 z ctDNA

Na Ryc.38 przedstawitam zestaw widm uzyskany dlareszkowania pochodnej
C-857 roztworem ctDNA. Widma absorpcji zwku w obecnéci wzrastagcej ilosci DNA
zmieniap sig stopniowo, wykazugc spadek intensywsoi i nieznaczne batochromowe
przesungcie potazenia maksimum absorpcji. Poréwacijwidmo czystego zwieku i widmo
zarejestrowane przy 20-krotnym nadmiarze molowymADdInotowuje si az 50% spadek

maksimum absorpciji.

60



—— Widmo C-857 —_— 5DNA]/[C—857]=O,2 —0,4
1 —_5
9000 - 10 —20

8000 +
7000 -
6000 -
5000 +
4000 +

& [cm M7

3000 -

2000
1000 -

385 435 485 A[hm] 535

Rycina 38. Zestawy widm dla C-857 w roztworze zayieym 5 mM NacCl

Analogicznie jak dla Ledakrinu wykonatam wykres midstandaryzowanych w celu oceny
zmiany ksztalttu widm w miar dodawania kolejnych porcji DNA. Wynik uzyskanej
standaryzacji zaprezentowatam na Ryc. 39. Niewgetkizesuricie widma w kierunku fal
dtuzszych zaobserwowatam dla R > 5.

1,5

15
Rycina 39. Zestaw widm standaryzowanych dla odgz&it C-857 z ctDNA w roztworze
zawieragcym 5 mM NaCl
Wykonatam rownie wykres zalenosci odchylenia standardowego od stosunktestia DNA
do stzenia zwazku, Ryc. 40. Podobnie jak dla Ledakrinu, dirprzerywail zaznaczytam
odchylenie standardowe uzyskane dla niazamego ligandu. Widoczny spadek
intensywndci zaobserwowatam dla B5. Przebieg zaimosci wskazuje ponadtaze nawet

dla R=20 znaczna ¢& liganda wystpuje w formie niezwizanej z DNA
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Rycina 40. Zalimasé odchylenia standardowego widm od logarytmu zeusias s¢zern DNA
do C-857 w roztworze zawietalym 5 Mm NacCl. Lini przerywaia oznaczono odchylenie
uzyskane dla niezyganego ligania.

Przy tak niewielkich zmianach w ksztalcie widm amaliza gtownych skladowych ani

dekompozycja numeryczna nie rokuwizyskania wiarygodnych wynikow.

Podczas miareczkowania spektrofotometrycznego pbwjoC-857 w roztworze o

duzej sile jonowej (150mM) nie obserwowatam znggeh zmian widma, Ryc.41.
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Rycina 41. Zestawy widm dla C-857 w roztworze eiajicym 150 mM NaCl
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Analiza widm standaryzowanych, Ryc. 42, potwiemziz widma maj zasadniczo
jednakowy ksztait. Brak zmian w odchyleniach staddeych widm w trakcie dodawania
kolejnych porcji DNA, Ryc. 43, wskazuje z kolei mblizong intensywng¢ widm. Zatem z
wykorzystaniem techniki miareczkowania spektrofottriycznego nie mima wychgnaé
zadnych wnioskow dotyazych ewentualnego wiania s¢ i oddziatywania C-857 z DNA w

roztworze o wysokiej sile jonowej.
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Rycina 42. Zestaw widm standaryzowanych dla odgzas#t C-857 z ctDNA w roztworze
zawieragcym 150 mM NacCl

3000 -

1500 -

1000 -

Odchylenie standardowe

500 +

fa)
U

1 0,5 0 0,5 1 15
log([DNAJ/[C-857])

Rycina 43. Zalenos¢ odchylenia widm od logarytmu ze stosunktegt DNA do C-857 w
roztworze zawiergcym 150mM NacCl. Ligi przerywam oznaczono odchylenie uzyskane dla
niezwigzanego liganda.
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Podsumowujc zatem miareczkowanie spektrofotometryczne ni¢ getpowiedm
metod, badania oddziatywania pochodnej C-857 z ctDNA wtworze o duej sile jonowe).
Jezeli w tych warunkach badana pochodna tworzy niekem@yjne kompleksy z DNA, to
fakt ten nie znajduje odbicia w jej widmie absornpggh w obszarze widzialnym. Tym

samym raczej nieago kompleksy interkalacyjne.

V.1.2.3. Oddziatywania pochodnej C-1311 z ctDNA

Na Ryc.44 przedstawitam zestaw widm uzyskany dlareszkowania pochodnej
C-1311 roztworem ctDNA. Wygiowe stzenia pochodnej byto rowne 40M, maksimum
absorpcji dla tego widma patone byto przy 420 nm (p.V.1.1. Tabela 8),se0adczy o tym,
ze W roztworze wyspuje gtdwnie forma monomeryczna zzku.
Widma absorpcji zwizku w obecnéci wzrastagcej ilosci DNA zmieniap Sig stopniowo,
wykazupc spadek intensywsoi i batochromowe przeswtie maksimum absorpciji.
Poréwnujc widmo czystego zweku i widmo zarejestrowane przy 10-krotnym nadnearz

molowym DNA odnotowuje giokoto 18% spadek maksimum absorpciji.
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Rycina 44. Zestawy widm dla C-1311 w roztworze eajicym 5 mM NacCl

Analogicznie jak dla wiej badanych pochodnych wykonatam wykres widm
standaryzowanych w celu oceny zmiany ksztattu widvnmaiar dodawania kolejnych porcji
DNA. Wynik uzyskanej standaryzacji zaprezentowafaamRyc. 45. Niewielkie przesuie

widma w kierunku fal dtisszych zaobserwowatam dla R > 1.
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Rycina 45. Zestaw widm standaryzowanych dla odgde&it C-1311 z ctDNA w roztworze
zawieragcym 5 mM NaCl

Odchylenie standardowe
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log([DNAJ/[C-1311])

Rycina 46. Zalenos¢ odchylenia standardowego widm od logarytmu zeustis s¢zeri DNA
do C-1311 w roztworze zawieggym 5 mM NaCl. Lini przerywam oznaczono odchylenie
uzyskane dla niezywdanego liganda.

Wykonatam wykres zakmosci odchylenia standardowego od stosunkezestia DNA do
stezenia zwizku, Ryc. 46. Widoczny spadek odchylenia zaobsemtanw dla R >0,5. W
odr&nieniu od zalenosci przedstawionych na Ryc.25, Ryc.37 i Ryc.40 w tgraypadku
intensywnaé¢ widm dla duych wartéci R ustala si. Oznacza taze dla R>4 praktycznie caty

ligand zwhzany jest z DNA.

65



W celu okrélenia liczby tworow spektralnych obecnych w rozteeizastosowatam
metodt PCA, p.IV.5.4. Na podstawie klasycznej analizy tesani wilasnych oraz widm
resztowych (dane niezazone) stwierdzitam, zi w roztworze obecneasdwie formy

spektralne: wolny ligand i kompleks z DNA.
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Rycina 47. Widma form spektralnych uzyskane mewsia dla oddziatywaC-1311 z
ctDNA w roztworze zawierggym 5 mM NaCl

Do uzyskanego zestawu widm zastosowatam iteraqyjocedug samouzgodnienia, p.IV.5.5,
co pozwolito wyznacz§ widma form spektralnych oraz oszac@éweartasci utamkow
molowych tych form w badanych roztworach. Nglgednak zwréci uwag ze w przypadku
oddziatywania pochodnej C-1311 z DNA zmiany widmtydaa gtdwnie intensywngi,
zmiany ksztaltu g niewielkie. Zatem zastosowana tutaj procedura sagmdnienia miaze
dawa& przyblizone wyniki, zwtaszcza utamkow molowych.
Widma uzyskanych form spektralnych przedstawitaniRga. 47 Odtworzone widmo wolnej
formy liganda, L, pokrywa giz widmem pochodnej C-1311 w roztworze bez dod&ikiA.
Widmo kompleksu, oznaczone symbolem X, posiada mmaka absorpcji przy 430 nm.
Obserwowane niewielkie przesuniecie batochromovst @harakterystyczne dla procesu

interkalaciji.
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Rycina 48. Zalenos¢ utamka molowego od logarytmu ze stosunkiesia ctDNA do gtenia
C-1311 dla poszczegdlnych form spektralnych wawoze 0 5 mM gteniu NaCl
Wykres zalenosci wartasci utamkédw molowych od stosunkuegénia DNA do sizenia
zwiazku przedstawitam na Ryc. 48. Zawaftononomeru stopniowo maleje, wyrgy spadek
obserwowany jest dla R>0,5. Dla R = 10 w roztworzgstpuje jedynie kompleks

C-1311/DNA.

Numeryczne dopasowanie uzyskanych danych do moddcGhee-von Hippel,
przedstawione na Ryc.49, pozwolito na wyznaczetaiejswiazania zwazku do ctDNA oraz
oszacowanie stechiometrii kompleksu.

Warto zauway¢, ze otrzymatam dla C-1311 bardzozduvartai¢ statej wizania radu 10.
Wartci¢ ta obarczona jest jednakzduniepewndcia ze wzgédu na mate rinice w ksztalcie
widm wolnego C-1311 i jego kompleksu z DNA. Na uwagstuguje rownie dwa gstasé

wiazania ligandu: ponad dwukrotniegksza ni dla Ledakrinu.
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——Dopasowanie modelu ® Dane rzeczywiste

Rycina 49. Dopasowanie modelu McGhee-von Hippah(kiggta) do danych
daswiadczalnych (punkty) dla oddziatyw&-1311 z ctDNA w roztworze o 5 mM
stezeniu NaCl

Na Ryc. 50 zaprezentowatam wynik miareczkowania3Cilroztworem DNA w
buforze o duej sile jonowej (150mM NaCl). Widma absorpcji zwku w obecnéci
wzrastagce] ilosci DNA zmieniap sie stopniowo, wykazuc spadek intensywsdoi i
niewielkie przesurcie batochromowe. Poréwrgj widmo czystego zweku i widmo
zarejestrowane przy 10-krotnym nadmiarze molowymADddnotowuje s, podobnie jak w

przypadku niskosolnego roztworu, okoto 25% spadeksimum absorpcji.
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Rycina 50. Zestawy widm dla C-1311 w roztworze ezapicym 150 mM NaCl
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Analiza widm standaryzowanych, Ryc. 51, pozwolitaierdzi, iz zmiana w ksztalcie
widm nasgpuje, gdy R>1. Wniosek ten potwierdza analiza zaééci odchyle
standardowych od stosunkgztnia DNA do stzenia ligandu (Ryc.49).

2,0

Rycina 51. Zestaw widm standaryzowanych dla odgde&it C-1311 z ctDNA w roztworze
zawieragcym 150 mM NacCl

Odchylenie standardowe

log([DNAJ/[C-1311])

Rycina 52. Zalenos¢ odchylenia standardowego widm od logarytmu zeustias s¢zern DNA
do C-1311 w roztworze zawieggym 150 mM NaCl. Ligiprzerywam oznaczono odchylenie
uzyskane dla niezywganego liganda.

Analogicznie jak dla roztworu niskosolnego, analiuzyskanego zestawu widm
przeprowadzitam z zastosowaniem technik chemonigpah. Zastosowanie techniki PCA,
p.IV.5.5, pozwolito mi na zidentyfikowanie w roztwae obecnéci 2 form spektralnych.
Procedura samouzgodnienia NSD (p.IV.5.5.) natompastwolita mi na odtworzenie ich

widma oraz oszacowanie waito utamkow molowych tych form w badanych roztworach
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Rycina 53. Widma form spektralnych uzyskane meXl&D dla oddziatywaC-1311 z ctDNA
w roztworze zawiergcym 150 mM NacCl

Widma uzyskanych form spektralnych przedstawitaniRga. 53 Odtworzone widmo wolnej
formy liganda, L, pokrywa giz widmem pochodnej C-1311 w roztworze bez dod&tkiA.
Widmo kompleksu, oznaczone symbolem X, analogicjale dla wyej analizowanego
roztworu zawierajcego 5 mM sgzenie NaCl, posiada maksimum absorpcji przy 430 nm.
Wykres zalenosci wartagsci utamkdéw molowych od stosunkuesénia DNA do sizenia
zwiazku przedstawitam na Ryc. 54. Przebieg krzywych aasie,ze nawet dla R = 10 w
roztworze jest jeszcze ok. 10% wolnego ligandu. Bytzne dopasowanie uzyskanych
danych do modelu McGhee-von Hippel, przedstawiore Ryc.49, pozwolito mi na
wyznaczenie statej wkania zwizku do ctDNA oraz oszacowanie stechiometrii komglek
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Rycina 54. Zaliasé utamka molowego od logarytmu ze stosunkiesia ctDNA do gtenia
C-1311 dla poszczegolnych form spektralnych waoze o 150 mM &teniu NaCl
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——Dopasowanie modelu B Dane rzeczywiste

Rycina 55. Dopasowanie modelu McGhee-von Hippak(tiggta) do danych
daswiadczalnych (punkty) dla oddziatyw&-1311 z ctDNA w roztworze o0 150 mM
stezeniu NaCl

Zmiany w widmie pochodnej C-1311 w mgadodawania kolejnych porcji DNA
sugeruy, iz dochodzi to do interkalacji liganda pauzy pary zasad podwojnej helisy. 30-
krotny wzrost sizenia soli w roztworze skutkuje okoto 10-krotnym ofemiem stalej
wiazania i zmiaa stechiometrii kompleksu. Zatem oddziatywanie patiegy C-1311 z
ctDNA jest zalene od sity jonowej buforu, ale nie w takim samyropstiu jak dla wyej
badanego Ledakrinu, gdzie 10-krotne dknie statej wizania obserwowane jestzjuala 10-

krotnego wzrostu gtenia soli.

V.2. BADANIA MIKROKALORYMETRYCZNE

Na podstawie pomiarow spektrofotometrycznych zastalokonana wspna
charakterystyka wigiwosci fizykochemicznych wybranych pochodnych akrydyny
roztworach wodnych oraz oliteny zakres stzen do pomiaréw mikrokalorymetrycznych.
Wykonanie pomiaréw mikrokalorymetrycznych uiiwi doktadniejsze poznanie natury tych
oddziatywa. W badaniach tych oprocz pochodnych akrydyny wykstatam bromek
etydyny jako zwizek referencyjny. Badania wykonatam z wykorzystamigotermicznej
kalorymetrii miareczkowej, w skrécie ITCahng. Isothermal Titration CalorimetyyAnaliza

termodynamiczna stanowi uzupetnienie wieloletnickdd prowadzonych w Katedrze
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oddziatywa pochodnych akrydyny z DNA.

V.2.1. Analiza termodynamiczna oddziatywa n ligandow z ctDNA

Analize termodynamiczs oddziatywa matych ligandéw z ctDNA rozpoetam od
zbadania procesu tworzenia komplesku bromek ety@®msx. Do bada wybratam wianie
bromek etydyny jako zwkek referencyjny, poniewigest on szeroko opisany w literaturze w

aspekcie oddziatywaz kwasami nukleinowymi.

V.2.1.1. Analiza termodynamiczna oddziatywa n bromku etydyny z ctDNA

Zbadatam wptyw stzenia NaCl oraz temperatury na proces tworzenia keksp
zwiazku z CctDNA. Dla kadego badanego ukiadu przeprowadzitam trzy cloae
doswiadczenia. Catkowite efekty cieplne miareczkowal®lA zwiazkiem skiladaj sie
bowiem z efektow cieplnych kilku zacheg¥ch jednoczénie procesow: efekt cieplny
rozcieiczania zwazku, efekt cieplny rozciezania kwasu dezoksyrybonukleinowego oraz
efekt cieplny oddziatywania zwaku z ctDNA. Wyniki uzyskane dla niskosolnego buwfor
fosforanowego (5 mM NaCl) w temperaturze 25°C pstagditam na Ryc. 56 A.
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Rycina 56. A. Cykl pomiaréw mikrokalorymetryczngdhziatywania bromku etydyny z
ctDNA w 25 °C, kolor czarny — miareczkowanie ctDhNZtworem bromku etydyny, kolor
czerwony — miareczkowanie buforu roztworem brontkdyay, kolor zielony —
miareczkowanie ctDNA buforeme&tnie wyjciowego roztworu bromku etydyny 60,
CctDNA 303tM pz, bufor fosforanowy o 5 mMegeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po
10 44 roztworu bromku etydyny B. I1zoterma oddziatywdmamku etydyny z ctDNA w 25 °C

W tych warunkach oddziatywanie bromku etydyny z M ma charakter egzotermiczny,
efekt cieplny towarzysgy kilku pierwszym nastrzykom liganda (w porcjaat 0 pl) jest
rzedu 4 pJ/s. Efekt ten stopniowa maleje w wyniku wysycamigjsc wazania zwazku z
heli;a kwasu nukleinowego. W celu wyznaczenia ciepta @lgwania liganda z ctDNA, od
efektu cieplnego zarejestrowanego podczas miareeakia DNA zwazkiem, odgtam efekty
cieplne uzyskane w pozostatych sdeadczeniach. Bardzo niewielkie efekty cieplne
obserwowane sspodczas miareczkowania buforu buforem, dlategoefeit pomigtam w
obliczeniach. Ciepto rozalezania bromku etydyny jest state, dlatego od paetani pikow
oddziatywania zwizku z kwasem dezoksyrybonukleinowym @dm wredniory
powierzchn¢ pikdw rozciéczania liganda. State jest tak ciepto rozcigczania DNA,
dlatego w tym przypadku réwnieodjetam usredniory powierzchng pikéw. Do uzyskanych
w ten sposéb danych dopasowatam model oddziatywamiacowany przez Buurma i Haq
[178], procedura zostata opisana w p.IV.5.9. W Wwynilopasowania modelu uzyskano stat
wiazania bromku etydyny z ctDNA, K = 1,75(+0,21)®I™, zmiar; entalpii procesupH =
-44,23+1,53 kImdl oraz wielké¢ miejsc wihzania, n=2,34+0,05. Dane te pozwolily na
wyznaczenie zmian entropii i entalpii swobodnejogsu:AG = -29,91+0,28 kJmd| TAS =
-14,36+1,27 ImaK ™, zgodnie z réwnaniem (3).
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Pomiary mikrokalorymetryczne oddziatywania brométydyny z ctDNA wykonatam w
czterech buforach, #aiacych s¢ stezeniem NaCl. W celu wyznaczenia pojensciccieplnej
uktadu, dla jednego z buforéw, wykonatam miareczé&ow mikrokalorymetryczne ctDNA
roztworem bromku etydyny w temperaturze 35°C (tenaoea ,topnienia” ctDNA w buforze
fosforanowym wynosi 64,8+0,72°C [163], w stosowaneinperaturze wygpuje zatem

wytacznie dwuniciowe DNA). Wynik uzyskany przedstawitaism Ryc.57 A.
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Rycina 57. A. Cykl pomiarow mikrokalorymetryczngddziatywania bromku etydyny z
ctDNA w 35 °C, kolor czarny — miareczkowanie ctDN&Aworem bromku etydyny, kolor
czerwony — miareczkowanie buforu roztworem brontkdyay, kolor zielony —
miareczkowanie ctDNA buforeme&inie wyfciowego roztworu bromku etydyny 60,
CctDNA 303tM pz, bufor fosforanowy o 50 mMe&tniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami
po 1044 roztworu bromku etydyny B. I1zoterma oddziatywamamku etydyny z ctDNA w
35°C
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Na Ryc.58 przedstawitam wyniki miareczkowania ctDHfomkiem etydyny w buforze
fosforanowym o 150 mM ateniu NaCl. Stwierdzitanmze wyzsze s¢zenie soli nie wptywa na
efekt cieplny rozcigczania bromku etydyny. Zarbwno wzrost temperaturypfoponowanym
zakresie) jak i wzrost sity jonowej roztworu nie Wwpaja roOwniez na efekty cieplne
rozcieiczania DNA.

Parametry termodynamiczne oddziatywania bromku yetydz ctDNA w roztworze o
duzej sile jonowej uzyskane w wyniku dopasowania mod# danych eksperymentalnych

przedstawitam na Ryc. 58B oraz w Tabeli 10.
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Rycina 58. A. Cykl pomiarow mikrokalorymetryczngddziatywania bromku etydyny z
ctDNA w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDN2tworem bromku etydyny, kolor
czerwony — miareczkowanie buforu roztworem brontikdyay, kolor zielony —
miareczkowanie ctDNA buforeme&inie wyfciowego roztworu bromku etydyny 598!,
ctDNA 251:M pz, bufor fosforanowy o 150 mM&niu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami

po 1044 roztworu bromku etydyny B. I1zoterma oddziatywamamku etydyny z ctDNA w
25°C
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Tabela 10. Parametry termodynamiczne oddziatywanoenku etydyny z ctDNA w buforach
o réznym sgzeniu NaCl i w rénej temperaturze

Warunki reakciji:
Parametry
termodynamiczne | 5 v Nacl | 50 mM NaCl | 100 mM Nacl| 150 mM NaCl| 50 mM Nacl
25°C 25°C 25°C 25°C 35°C
K[MY 1,750,21)*16 |  1,53(+0,40)*16 8,330,33)*10 | 6,71(0,42)*16 | 2,65(x0,35)*1F
n 2,34%0,05 2,3840,07 2,7040,06 2,860,05 2,3340,12
AH [kImol] -44,23+1,55 -44,36+1,0 -45,68+1,27 -45,43+1,17 3820,80
AGgps [kImol?] -29,91+0,28 -29,58+0,07 -28,070,10 -27,530,16]  -30,92%0,33
TAS [kJmol] -14,36£1,27 -14,771,0 -17,61+1,21 -17,90+1,21 -16,46+0,66
AGpe [kImol'] nw -5,69+0,55 -4,37+0,42 -3,60+0,35
AG; [kImol] nw -23,89+0,47 -23,69+0,32 -23,9340,50
AC,[Imol*K™] -315,0+13,9
AGhyq [kImol] -25,2(+10)

Parametry termodynamiczne uzyskane dla buforowzayrd stzeniu NaCl pozwolity mi
wyznaczy udziat zmian entalpii swobodnej oddziatywalektrostatycznych w catkowitej
zmianie entalpii swobodnej, korzysiajz liniowej zalenosci logarytmu naturalnego ze statej
wigzania K od logarytmu naturalnego zeezshia soli, [NaCl]. Entalpia swobodna
oddziatywa elektrostatycznych nie by obliczona zgodnie z zaleoscia:

AG,, = =(SK)RTIn[MX]

Wyznaczona wartg nachylenia zalaosci logarytmu naturalnego ze statejag@ania K od
logarytmu naturalnego zeegenia NaCl (SK) wynosi -0,77(x0,07), i jest Zigha do tej
wartasci uzyskanej dla innych monokationéw akacych seé do DNA, ktGra miéci sie w
zakresie od -0,80 do -1,24 [61,183,184]. Podczasnagzania SK nie braltam pod uwag
statej whzania uzyskanej w buforze niskosolnym, poniewartas¢ ta znacznie odbiegata od
liniowosci pozostatych punktéw (Ryc. 59A). Wyznaczona w tgposob wartd SK
pozwolita na oszacowanie zmian entalpii swobodnagizeatywa elektrostatycznych w

catkowitej, obserwowanej zmianie entalpii swoboddk&j buforéw o 50, 100 i 150 mM
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stezeniu NaCl. Wyznaczona wai® zmian entalpii swobodnej oddziatywa
elektrostatycznych maleje wraz ze wzrostemzestia soli, natomiast zmiany entalpii
swobodnej oddziatywa nieelektrostatycznych pozostagblizone we wszystkich badanych

buforach i stanowiod 80% do 87% catkowitej zmiany entalpii swobodhgjc. 59B

A B, 50mMNd 100 mM N& 150 mM N&
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Rycina 59. A. Liniowa zataas¢ logarytmu naturalnego ze statejggania bromku etydyny K
od logarytmu naturalnego zegsenia soli, [NaCl] B. Udziat zmian entalpii swobogine
oddziatywa elektrostatycznych (obszar zakratkowany) oraz iatidear:
nieelektrostatycznych (obszar czarny) w catkowvzitejanie entalpii swobodnej dla
poszczegoblnych buforéw
Obserwowana zateos¢ zmian entalpii oddziatywania bromku etydyny z ct®Nod
temperatury pozwolita mi na wyznaczenia zmian pajesti cieplnej uktaduAC,, co z kolei
pozwolito okrdli¢ udziat oddziatywaA hydrofobowych w procesie [39], zgodnie z
rownaniem:
AGryd = 80(x10) *AC, = -25,20(¢10) kImot
Nie ma, jak datd wskazéwek sugeragych, i w wyniku interkalacji bromku etydyny
pomiedzy pary zasad podwdjnej helisy DNA dochodzi do ammikonformacyjnych w
strukturze liganda. Zatem zmiana entalpii swobodkepformacyjnych przeksztalte
reagentow,AGyons, jeSt generowana przez zmiany w strukturze DNAkdloe rozplecenie
helisy i jej czsciowe rozwingcie jest procesem wymagaym dostarczenia energii do
uktadu, ilg¢ energii jest zalena midzy innymi od struktury kwasu, sekwencji zasad oraz
rodzaju interkalatora [50]. Dla klasycznych itedakrOw AGyons, Wyznaczone na podstawie
réwnowagowej statej konformacyjnych zmian ctDNA wgh 16,72 kdmét (rdwnowagowa
stata konformacyjnych zmian DNA wynosi1)059,185].
W literaturze koszt energetyczny utworzenia komglek dwéch reagentdwG,., [26,49]
definiowany jest wzorem:
AGt= T ASi+
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Jest wiele kontrowersji, co do rzeczywistej w&taS.; [186,187,188]. W ostatnim latach
najczsciej stosowana jest wadbAS;; rowna 209(+x10) JImdK™ [185], wéwczas obliczona
wartai¢ AG; dla temperatury 298 K wynosi 62,28 kJfhdWartcié¢ ta jest poréwnywalna z
wartcicia zatazong przez Chaires i jego wspétpracownikéw [59], kténgnosi 62,70 kJmai)
Zatem wstawiajc wyzej wymienione zmiany entalpii swobodnych do réwaani

AG,, =AG, +AG, +AG,,, +AG, , +AG,

otrzymujemy:

AGgps = -5,69+(-25,20)+62,28+ 16,7 8Gmq = -29,58

AGmol = -77,77 kImot

AGobs

AGmol

AGr

AGkonf

AGhyq

AGpe [

-100  -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80
AG [kJ/mol]

Rycina 60. Wkiad poszczegoinych zmian entalpii ediodj w catkowitej, obserwowanej
zmianie entalpii swobodnej dla oddziatywania brorekgdyny z ctDNA w buforze
fosforanowym o 50 mMgeniu NaCl w temperaturze 25°C
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Analiza diagramu przedstawionego na Ryc. 60 poaveWwierdzt, ze tworzenie
kompleksu bromku etydyny z ctDNA w temperaturze @5% buforze fosforanowym
nastpuje z uwolnienia energii gtbwnie w wyniku przen&sa aromatycznej @ateczki z
roztworu wodnego do hydrofobowego #tza podwdjnej helisy DNA,AGhyy oOraz
powstawania nowych oddziatywa niekowalencyjnych, AGno, przede wszystkim

oddziatywa van der Waalsa oraz oddziatywania typu.

V.2.1.2. Analiza termodynamiczna oddziatywa n Ledakrinu z ctDNA

Analogicznie jak dla bromku etydyny, wykonatam &a@ mikrokalorymetryczne dla
oddziatywa Ledakrinu z ctDNA. Miareczkowanie wykonatam w c¢eh buforach
rozniacych st stzeniem NaCl. Zbadatam rownievptyw temperatury na proces tworzenia
kompleksu Ledakrin-ctDNA.
Na Ryc. 61 przedstawitam cykl miareczkowania ctDMXtworem Ledakrinu w buforze o

niskiej sile jonowej i w temperaturze 25 °C.
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Rycina 61. A. Cykl pomiaréw mikrokalorymetryczngddziatywania Ledakrinu z ctDNA w
25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDNA roztwolemakrinu, kolor czerwony —
miareczkowanie buforu roztworem Ledakrinu, koletaiy — miareczkowanie ctDNA
buforem. Stzenie wyjciowego roztworu Ledakrinu 1,5 mM, ctDNA 1,5 mMhudor
fosforanowy o 5 mM &teniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami pogd®oztworu

Ledakrinu Blzoterma oddziatywania Ledakrinu z ctDNA w 25°C

Uzyskany termogram wskazujez ioddziatywanie Ledakrinu z ctDNA ma charakter
egzotermiczny. W przypadku tej pochodnej dodatekejkgch porcji liganda skutkuje
pojawieniem sj dodatkowych, mniejszych pikéw. Niestety, jak gthtnie udato si znale¢
odpowiedzi na pytanie wynikiem, jakich oddziatywsa dodatkowe piki na termogramie.

Miareczkowania ctDNA roztworem Ledakrinu w buforze duzej sile jonowej
przedstawitam na Rys. 62A. W przypadku Ledakrinuost stzenia NaCl istotnie wptyat
na przebieg procesu. Efekt termiczny towarzggznastrzykowi 10ul roztworu liganda do
celki pomiarowej jest w tym przypadkuedu okoto 1,5uJ/s. Warté¢ ta w poréwnaniu z
analogiczi reakcph prowadzon w buforze o 5 mM steniu chlorku sodu spadta ponad 3,5
razy. Znajduje to swoje odbicie w waito statej tworzenia K (Ryc. 62B). Jest ona okoto
4-krotnie mniejsza @i w buforze o niskiej sile jonowej. Silna zat®s¢ oddziatywania
Ledakrinu od stzenia soli potwierdza wniosek uzyskany w badaniaddzatywa
Ledakrinu z ctDNA wykonanych metad miareczkowania spektrofotometrycznego.
Niekowalencyjne oddziatywania Ledakrinu z ctDNA ezal od temperatury i sity jonowej

buforu.
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Rycina 62.A. Cykl pomiaréw mikrokalorymetrycznyddzatywania Ledakrinu z ctDNA w
25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDNA roztwotadakrinu, kolor czerwony —
miareczkowanie buforu roztworem Ledakrinu, koletaiy — miareczkowanie ctDNA
buforem. Stzenie wyjciowego roztworu Ledakrinu 1,6 mM, ctDNA 1,62 miiador
fosforanowy o 150 mMg&ieniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami pogd@oztworu

Ledakrinu B. I1zoterma oddziatywania Ledakrinu zNfw 25°C
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Tabela 11. Parametry termodynamiczne oddziatywadmdakrinu z ctDNA w buforach o

réznym sgzeniu NaCl i w rénej temperaturze

Warunki reakciji:
Parametry
termodynamiczne | 5 viNacl | 50 mM Nacl | 100 mM Nacl| 150 mM Nacl| 50 mM Nacl
25 °C 25 °C 25 °C 25 °C 35 °C
KM™ 1,67(0,15)*1d 1,75(0,25)*10 561(x0,15*18 | 3,60:0,15)*18 | 1,31(x0,29)*18
n 7,75+0,08 5,35+0,04 5,30+0,06 4,60+0,10 5,4040,20
AH [kImorY] -35,74+1,16 -40,95+3,96 -43,73+6,90 nw nw
AGops [kImor] -24,08£0,23 -24,18+0,37 -21,390,07 -20,3510,10 4230,41
TAS [kImof!] -11,66+1,13 -16,7743,70 -22,3446,95 nw nw
AGye [kIMolY] nw -10,63+1,31 -8,17+1,01 -6,7310,83
AG, [kImol] nw -13,56£0,95 -13,22+1,07 -13,62+0,92
nw — nie wyznaczona
10 4
A o8 . B 50 mM N& 100 mM N4& 150 mM N4&
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9,6 1 *
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Rycina 63. A. Liniowa zataas¢ logarytmu naturalnego ze statejggania Ledakrinu K od
logarytmu naturalnego zegenia soli, [NaCl] B. Udziat zmian entalpii swobogine
oddziatywa elektrostatycznych (obszar zakratkowany) oraz iatideari
pozaelektrostatycznych (obszar czarny) w catkowiteganie entalpii swobodnej dla
poszczegolnych buforow

Dla oszacowania udziatu oddziatyvaelektrostatycznych wyznaczytam nachylenie

prostej, opisujcej zalenaos¢ logarytmu naturalnego z K od logarytmu naturalnegatzenia
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soli w buforze. W tych obliczeniach pomiam wynik uzyskany w roztworze o niskiej sile
jonowej (5 mM), poniewa znacznie odbiegat od pozostatych punktéw na wydreRyc.
63A. Dla trzech pozostatych punktow uzyskano SK réw-1,43(+0,18). Dla badanej
pochodnej akrydyny rownieuzyskatam spadek udziatu oddziatywelektrostatycznych wraz
ze wzrostem stenia soli. Udziat oddziatywanieelektrostatycznych pozostaje na ziiym
poziomie, stanowi od 55% do 65% catkowitej zmiangtagpii swobodnej dla tego
oddziatywania,Ryc.63B.

Zmiany entalpii oraz zmiany entropii dla reakcjiopadzonych w buforze o najégzym
stezeniu soli oraz w podwaszonej temperaturze wyznaczone w wyniku dopasowanidelu
oddziatywa obarczone byly diym bidem statystycznym i nie uwzglnitam ich w dalszych
rozwazaniach, dlatego wargoi tych nie umiécitam w Tabeli 11.

Analogicznie z wyej analizowanym oddziatywaniem bromku etydyny z NAD mozna
zatazy¢, iz w trakcie wizania Ledakrinu z DNA nie dochodzi do zmian konfaayjnych w
strukturze liganda, wowczas waitoAGyons jest generowana przez zmiany w strukturze
podwojnej helisy. Brak jest danych dotycych wartdci tej funkcji termodynamicznej dla
iterkalatorow posiadagych dodatkowe fecuchy boczne, dlatego w niniejszej pracy
przyjetam, iz wartc¢ ta jest taka sama jak dla klasycznych interkafator wynosi 16,72
kdmol*[59,191] (zalgenie to prawdopodobnie obarczone jestibin).

Zatem wstawiajc wyzej wymienione zmiany entalpii swobodnych do réwaani

AG,, =AG, +AG,, +AG,,, +AG, , +AG

mol !
otrzymujemy:

AGgps=-10,63+62,28+ 16,72AGmo + AGhyq = -24,18
(AGmol + AGhya)= -92,55 kImot
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Rycina 64. Wktad poszczegollnych zmian entalpii ediody w catkowitej, obserwowanej
zmianie entalpii swobodnej dla oddziatywania Ledakiz ctDNA w buforze fosforanowym o
50 mM s¢gzeniu NaCl w temperaturze 25°C

Analogicznie jak dla bromku etydyny, oddziatywahedakrinu z ctDNA nagpuje w
wyniku wysoce energetycznego przeniesienia aromagjczasteczki z roztworu wodnegodo
wnetrza podwajnej helisy DNA oraz tworzenia nowychyzen niekowalencyjnych, AGnort
AGhyd).

V.2.1.3. Analiza termodynamiczna oddziatywa n pochodnej C-857 z ctDNA

Badania spektroskopowe oddziatywaochodnej C-857 z ctDNA wykazaly brak
zmian w widmie zwizku w miae dodawania kolejnych porcji DNA. Postawitam wowczas
hipotez, iz miareczkowanie spektroskopowe nie jest odpowiedmetod, badania
oddziatlywania tej pochodnej z DNA. W celu sprawdaenczy dochodzi do
niekowalencyjnego wiania C-857 do podwdjnej helisy DNA w sposob ni@ajduojacy

odbicia w widmach elektronowych przeprowadzitam negakowanie mikrokalorymetryczne
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pochodnej roztworem CctDNA, Ryc. 65. Efekt cieplnybserwowany podczas tego
miareczkowania, przy zastosowaniu nawet bardzo kigBcstzen zwiazku, wynika przede
wszystkim z rozcigczania rozwtoru pochodnej. Nie dochodzi tu do twaia kompleksu
liganda z DNA.
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Rycina 65. Cykl pomiaréw mikrokalorymetrycznychaaigwania pochodnej C-857 z ctDNA
w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDNA rozemopochodnej C-857, kolor czerwony
— miareczkowanie buforu roztworem pochodnej C-&&£Zenie wyfciowego roztworu C-857
4 mM, ctDNA 0,4 mM pz, bufor fosforanowy o 5 m@destiu NaCl. Miareczkowanie
nastrzykami po 1@ roztworu pochodnej C-857

V.2.1.4. Analiza termodynamiczna oddzialywa nh pochodnej C-1311 z ctDNA

Do bada, oprdcz 1-nitro pochodnych akrydyny, wybrano patadmidazoakrydonu
o symbolu C-1311. Na Ryc. 66 przedstawitam cykl f@wéw mikrokalorymetrycznych
oddziatywania pochodnej C-1311 z ctDNA w buforzeiskim stzeniu NaCl.
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Rycina 66. Cykl pomiaréw mikrokalorymetrycznychzalgwania pochodnej C-1311 z
ctDNA w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctD2tworem pochodnej C-1311, kolor
czerwony — miareczkowanie buforu roztworem pochodfiE311, kolor zielony — miarecz-
kowanie ctDNA buforem. &enie wyfciowego roztworu C-1311 2 mM, ctDNA 0,1 mM pz,
bufor fosforanowy 0 5 mMegeniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami pozd@oztworu

pochodnej C-1311

W przypadku tej pochodnej zaobserwowatam istotngloegrmiczny efekt rozciezania
zwiazku buforem. Z bada spektroskopowych tej pochodnej wiadoma, awiazek w
wyzszych sgzeniach ma tendengjdo tworzenia agregatéw. Widmo agregatu posiada
maksimum absorpcji przy diuga fali 432 nm Amax dla monomeru wyspuje przy 420 nm,
p.V.1.1. Tabela 8). W celu potwierdzenia,stosowany 2 mM roztwér pochodnej zawiera
forme¢ zagregowasy wykonatam jego widmo absorpcyjne, przedstawione Ryc. 67.
Maksimum absorpcji wyspuje dla dtugéci fali réwnej 432 nm, co potwierdzaz iw
roztworze wysipuje kompleks ziony z wkkszej liczby czsteczki. Informacja ta nie
ttumaczy znacacy efekt termiczny towarzysezy okoto 100-krothnemu rozaiezaniu
zwiazku, ktory jest zwqzany z rozpadem agregatéw na pojedynczestezzki, efekt ten
stopniowo zanika, tworzy @i bowiem réwnowaga poruzy forma monomerycza i
zagregowasm Jednoczanie informacja ta jest istotha z punktu widzeniaddraych
oddziatlywa niekowalencyjnych. Przestizejaka jest maliwa do utworzenia pomdzy
parami zasad w dwuniciowym DNA pozwala na interkgldam co najwyej jednej ptaskiej

czasteczki interkalatora, a nie jego dimeru.
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Rycina 67. Widmo absorpcyjne pochodnej C-131kz@8iu 2 mM

Termogram oddziatywania pochodnej C-1311 z ctDN4¢.F66, sugerujezidochodzi tu do
dwoch typow odziatywania zwiku z DNA. Pierwszy etap to prawdopodobnie
oddziatywanie elektrostatyczne, ktore stopniowoikaaipo 4 nastrzyku). Nie jest jasne , czy
oddziatywanie to dotyczy formy monomerycznej czygregowanej. Ju we wczesnych
badaniach nad oddziatywaniem pochodnych akrydynNA wskazano, 4 zwiazki te
wystepujac w formie zagregowanejasprzychgane przez ujemnie natadowane grupy
fosforanowe tacucha DNA [76]. W miay wzrostu sizenia monomeru dochodzi
prawdopodobnie do interkalacji gsteczek pomidzy pary zasad helisy DNA. Po wysyceniu
wszystkich maliwych miejsc wiazania (po 14 nastrzyku) na termogramie przejawga Si
jedynie efekt cieplny rozpadu agregatow.

W celu sprawdzenia czy badana pochodna akrydynypmmié zagregowanej oddziatuje z
ctDNA wykonatam miareczkowanie odwrotne. W ekspeggoie tym w celce pomiarowej
umiescitam roztwor zwiazku C-1311 w stzeniu 1 mM (forma zagregowana), ktory
miareczkowatam roztworem DNA. Wynik tego miareczlemwa przedstawitam na Ryc. 68. Z
termogramu tego jasno wynika, dochodzi tu do oddziatywiagpochodnej C-1311 z ctDNA,
jednak tak day nadmiar zwazku w stosunku do kwasu dezoksyrybonukleinowegoqomje

wytracenie DNA, dlatego wynik ten nieethizie analizowany bardziej szczegétowo.
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Rycina 68. Cykl pomiaréw mikrokalorymetrycznychzalgwania pochodnej C-1311 z
ctDNA w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie C-1R&iztworem ctDNA, kolor czerwony —
miareczkowanie roztworu pochodnej C-1311buforenorknelony — miareczkowanie buforu

roztworem ctDNA. 8tenie wyjciowego roztworu C-1311 2 mM, ctDNA 0,1 mM pz, bufo
fosforanowy o 5 mM &teniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami pogd@oztworu ctDNA

Miareczkowania mikrokalorymeteryczne pochodnej ans kwasem
dezoksyrybonukleinowym z grasicy cieéj w buforze o diej sile jonowej wskazato,
Ryc.69, ze wzrost s{zenia soli w mieszaninie reakcyjnej nie wptywa nal@ermiczny
proces rozpadu agregatow. 150 migzehie NaCl wptywa natomiast na zdodtd@wiazku do
oddziatywania z DNA. Tak istotnego wptywu soli naamanie zwiazku do DNA nie
obserwowatam w badaniach spektroskopwych (p.V.L.2\3analizie UV-Vis zastosowatam
niskie stzenie pochodnej, 4QuM, zatem obserwowane zmiany w widmie zZmie § z
oddziatywaniem formy monomerycznej z podwpjheliss DNA. Zmiany te przypisatam
interkalacji casteczki pomidzy pary zasad DNA. Istotny wptyw sity jonowej raziru na
obserwowane metadiTC oddziatywanie C-1311 z ctDNA, w ktorej zastasmo wysokie
stezenie pochodnej (2 mM, forma zagregowanayenby zatem dowodemziobecnéc¢ soli
w tym przypadku zahamowata oddziatywania elekttgstae, ktdre $ wsktpnym etapem

niekowalencyjnego oddziatywania imidazo pochodkey@dyny z DNA [189].
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Rycina 69. Cykl pomiaréw mikrokalorymetrycznychzalgwania pochodnej C-1311 z
ctDNA w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDi2tworem pochodnej C-1311, kolor
czerwony — miareczkowanie buforu roztworem pochodfiE311, kolor zielony —
miareczkowanie ctDNA buforeme&tnie wyjciowego roztworu C-1311 2 mM, ctDNA 0,1
mM pz, bufor fosforanowy o 150 mMzeiniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po/d0
roztworu pochodnej C-1311

Ze wzgkdu na fakt, # rozcieaczaniu pochodnej C-1311 towarzyszy silny efekt texmy
podjgtam préke znalezienia warunkow reakcji, w ktérych proces ledzie stabszy. Jak ju
wspomniatam powkej wzrost s¢zenia soli nie ma wptywu na to zjawisko. Zbadatarteza
jak na rozpad agregatow wptynie wzrost temperatwyykonatam miareczkowanie
mikrokalorymetryczne pochodnej C-1311 buforem o B nstezeniu NaCl w dwoch
dodatkowych temperaturach, 35 °C i 45 °C. Wynikiguistawitam na Ryc.70. Na podstawie
termogramow i przedstawionej na Ryc. 71 zatéci ciepet od logarytmu z catkowitego
stezenia zwazku, stwierdzitam, 4 proces rozpadu zagregowanej fromy C-1311 jest
niezeleny od temperatury. Tym samym nie udato ngi nale¢ warunkow w technice ITC,
w ktorych maliwe bytoby wycie roztworu C-1311 w formie monomerycznej. Zatgroces
deagregacji naly uwzgkdni¢ w opisie oddziatywania ligandu z DNA.
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Rycina 70. Miareczkowanie mikrokalorymetrycznycthponej C-1311 buforem:

a. w25°C
b. w 35°C
c. wd45°C
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Rycina 71. Zaliasé ciepta rozcigczania pochodnej C-1311 od logarytmu z catkowitego
stezenia zwizku w celce pomiarowej

Na podstawie uzyskanych ciepet oraz wykorzystupracowany przeze mnie model

dimeryzacji (p.IV.5.7.) wyznaczytam ssaldimeryzacji K oraz molow entalpg AH

towarzysaca procesowi dimerycacji zwzku C-1311 w kadym z wyej zaprezentowanych

miareczkowa. Wyniki przestawitam w Tabeli 12

Tabela 12. Parametry termodynamiczne reakcji dimacyi pochodnej C-1311 w buforach o

réznym skiladzie

Zwiazek Parametry reakcji M7 AH [kJd/mol]
25°C, 5mM NaCl, pH 7,4 (5,8t1,6)*103 -20,7+4,03
35°C, 5mM NacCl, pH 7,4 (2,6+1,3)*103 -15,66,60
- 45°C, 5mM NaCl, pH 7,4 (1,0£0,1)*103 -8,8+0,66
3
O 25°C, 75mM NaCl, pH 7,4 (4,8:1,8)*103 -12,73,70
25°C,150mM NacCl, pH 7,4 (1,8+£0,5)*103 9,5+ 1,70
25°C, 5mM NacCl, pH 6,0 nw -23,3t1,50

nw - nie wyznaczone

Wyznaczone state dimeryzacjh ® rzad wielkosci mniejsze ni analogiczne state

wyznaczone metodami spektroskopowymi. Wyttumadoymazna faktemze podczas bada

mikrokalorymetrycznych mierzony efekt cieplny jesima wielu zachodzcych jednoczénie

oddziatywa miedzyczsteczkowych [26]. Niebagatelny udziat may nich oddziatywania
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hydratacyjne i elektrostatyczne. Zmiany w widmachserwowane podczas pomiarow
spektroskopowych aszas jedynie wynikiem zmian w orientacji chromoforéw wyniku
procesu dimeryzacji.

Jak wynika z danych przedstawionych w Tabeli 12asthmeryzacji zalgy zaréwno od
stezenia soli w buforze, jak i od temperatury. Wraanaostem sity jonowej roztworu spada
stata dimeryzacji, pododnie spadek stale] jest wi®®any przy wzrécie temperatury.
Proces dimeryzacji jest egzotermiczny we wszystkiattanych warunkach.

Do danych eksperymentalnych miareczkowania DNA hpdaa C-1311 zostat
dopasowany model opracowany przez Buurma i Haqg][ID&ne eksperymentalne uzyskane
podczas miareczkowania ctDNA roztworem pochodndj3Ci w buforach réniacych se
stezeniem NaCl zostaly wprowadzone do programu IC-ITiZyskano w ten sposob
podstawowe parametry termodynamiczne procesu. \WWzemtej pomirgtam efekt termiczny
obserwowany dla pogtkowych nastrzykow liganda do celki pomiarowej, nidato mi s¢
bowiem uzyskétermogramu (tak dobésstezenia reagentéw), w ktorym efekt ten ,datby si
opis& termodynamicznie”. Wyniki uzyskane podczas posgélrgich miareczkowa

podsumowatam w Tabeli 13.
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Rycina 72. A. Cykl pomiarow mikrokalorymetryczngddziatywania pochodnej C-1311 z
ctDNA w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDN2&worem pochodnej C-1311, kolor
czerwony — miareczkowanie buforu roztworem pocho@fiE311, kolor zielony — miarecz-
kowanie ctDNA buforem. &enie wyfciowego roztworu C-1311 2 mM, ctDNA 0,1 mM pz,
bufor fosforanowy 0 5 mMg&eniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami pogd®oztworu
pochodnej C-1311Bzoterma oddziatywania C-1311 z ctDNA w 25 °C
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Rycina 73. A.Cykl pomiaréw mikrokalorymetrycznyddzatywania pochodnej C-1311 z
ctDNA w 25°C, kolor czarny — miareczkowanie ctDi2tworem pochodnej C-1311, kolor
czerwony — miareczkowanie buforu roztworem pochodfi311, kolor zielony —
miareczkowanie ctDNA buforeme&tnie wyjciowego roztworu C-1311 2 mM, ctDNA 0,1
mM pz, bufor fosforanowy o 150 mMzeiniu NaCl. Miareczkowanie nastrzykami po/d0
roztworu pochodnej C-1311 B. Izoterma oddziatywdaia311 z ctDNA w 25 °C

Tabela 13. Parametry termodynamiczne oddziatyw@niB811 z ctDNA w buforach ozmdym
stezeniu NaCl i w rénej temperaturze

Warunki reakciji:

Parametry
termodynamiczne [ 5 v Nact | 50 mM Nacl | 100 mM Nacl| 150 mM Nacl| 50 mM Nacl
25°C 25°C 25°C 25°C 35°C
K[M™ 3,81(0,13)*16 1,24(x0,12)*16 9,76(x0,24) *16 | 4,54(x0,23) *16 9,5(x0,30)*18
n 3,3240,02 3,20+0,02 3,130,10 2,87+0,03 3,93£0,03
AH [kImol] -21,2240,51 -18,73+0,57 -14,7342,19 -11,90+1,45 ,9351,35
AGqps [kImol?] -31,84+0,08 -34,7620,24 -34,18+0,06 -32,23+0,15 -30,2943,36
TAS [kImol'] +10,62+0,43 +16,03+0,68 +19,44+2,13 +20,37+1,31 364228
AGpe [kImol'] -10,01+4,87 -5,662,73 -4,3542,12 -3,59+1,75 -
AG, [kImolY] -21,82+4,81 -26,17+2,69 -29,8142,07 -28,68+1,89
s .
AC,[ImolK™] -471,0£102,6
AGrya[kImor] -37,68(+10)
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Wyniki wskazuj, ze oddziatywanie pochodnej C-1311 z ctDNA 2zgleod
temperatury i sity jonowej buforu.

Dla oszacowania udziatlu oddziatyfivelektrostatycznych w procesie wyznaczytam
nachylenie prostej, opisigej zalenos¢ logarytmu naturalnego z K od logarytmu naturalnego
ze stzenia soli w mieszaninie reakcyjnej, Ryc. 74A. Uajskn SK réwne -0,76(+0,37). Dla
pochodnej C-1311 rownieuzyskatam spadek udziatu oddziatywelektrostatycznych wraz
ze wzrostem sgenia soli, udzial oddziatywa nieelektrostatycznych pozostawat na
zblizonym poziomie, stanowit od 80 do 90% catkowitej amyi entalpii swobodnej dla tego

oddziatywania

15,5 4 + + + +
A B 5mMNa 50mMNa” 100 mM Na" 150 mM Na

15 4

0
1454 5
-10
14 o
-15
.

1354 -20
-25

13 *
-30

125 . . . . . -35
6 5 -4 -3 2 1

In [NaCl]

In K

AG [kJ/mol]

-40

Rycina74. A. Liniowa zataos¢ logarytmu naturalnego ze statejggania C-1311 K od
logarytmu naturalnego zegenia soli, [NaCl] B. Udziat zmian entalpii swobogine
oddziatywa elektrostatycznych (obszar zakratkowany) oraz iatidear:
nieelektrostatycznych (obszar czarny) w catkowveitegnie entalpii swobodnej dla
poszczegolnych buforow

Analogicznie jak dla bromku etydyny i Ledkarinu @aftam, ze w trakcie wizania
pochodnej C-1311 z DNA nie dochodzi do zmian komfacyjnych w strukturze liganda,
woéwczas wartét AGyons Wynosi 16,72 kImali[59,191].

Zatem wstawiajc wyzej wyznaczone zmiany entalpii swobodnych do rowaani

AG,s =AG, +AG,, +AG,, +AG, , +AG

mol ?
otrzymujemy:

AGops = -5,66+(-37,68)+16,72+62,284Gn0 = -34,76
AGmo = -70,42 kmot
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Rycina 75. Wktad poszczegdlnych zmian entalpii ediody w catkowitej, obserwowanej
zmianie entalpii swobodnej dla oddziatywania C-12XdDNA w buforze fosforanowym (5
mM NaCl) w temperaturze 25°C

Oddziatywanie pochodnej C-1311 =z ctDNA ngmtie w wyniku wysoce
energetycznego przeniesienia aromatycznegtezzki do wewstrz podwaojnej helisy DNA
oraz tworzenia nowych wzan niekowalencyjnych.

V.2.1.5. Porownanie profili termodynamicznych oddzi  atywania bromku etydyny,
Ledakrinu oraz pochodnej C-1311 z DNA

Oddziatywanie wszystkich badanych zmkéw 2z CctDNA jest procesem
egzotermicznym. Uzyskane profile termodynamicznenima zmiana entalpii, stechiometria)
sugeruy, ze casteczki te interkalaj pomiedzy pary zasad podwojnej helisy DNA. Wniosek
ten, dla wybranych pochodnych akrydyny, potwiergZzsdania spektroskopowe, w ktorych
zaobserwowatam przesgnia widm w kierunku fal dhzszych, co jest charakterystyczne dla

procesu interkalacji.
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Wartasci parametrow termodynamicznych uzyskanych dla wdigmania bromku
etydyny z ctDNA g zblizone dla wszystkich buforow #aiacych st stzeniem NaCl.
Ujemna warté¢ AGgps Wskazuje,ze kompleks ctDNA-Br.Et ma a6z energe niz suma
energii makrocgsteczki i ligandu. ROwnowaga jest zatem przeganiv kierunku tworzenia
kompleksu. Uzyskane danes poréwnywalne z wczmiej publikowanymi wartéciami
dotyczcymi oddziatywa bromku etydyny z ctDNA [59,61, 190,191,192,193].

Podobne profile termodynamiczne uzyskano dla odizénia Ledakrinu z CctDNA.
Niekowalencyjnemu wizaniu zwiazku z podwoja helisa kwasu dezoksyrybonukleinowego
towarzyszy spadek entalpii oraz entropii, Ryc.#dnhk w przypadku tego zazku naley
zauway¢, iz sktad buforu wptywa na uzyskane wddbparametrow termodynamicznych.
Wozrost s¢zenia soli zmienia udziat zmian entalpii i entrogiizmianach entalpii swobodnej
oddziatywania, co ma@ sugerowd& ze stzenia soli wptywa na strukter powstajcego
kompleksu. Hipoteza taka jest zgodna z wnioskamiciygnictymi z analizy
spektroskopowej. Ksztalt uzyskanego widma kompleksuaz potaenia punktu
izosbestycznego w przypadku buforu o 50 mkkestiu NaCl byto odmienne hidla buforu
niskosolnego.

Profil termodynamiczny oddziatywania C-1311 z ctDé&t odmienny w porownaniu
z Ledakrinem i bromkiem etydyny, Ryc. 76. a&@niu casteczki do podwdjnej helisy
towarzyszy silny, dodatni przyrost entropii, z jedmesnym spadkiem entalpii. Dodatnia
zmiana entropii jest charakterystyczna dla oddmiatyia zwazkow wiazacych s¢ z DNA w
matym rowku, co mee sugerows, iz tancuch boczny pochodnej C-1311 lokuje i rowku

podwadjnej helisy.
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Rycina 76. Poroéwnanie warol wybranych funkcji termodynamicznych dla oddziadyia
bromku etydyny, Ledakrinu i C-1311 z ctDNA w buddasforanowym w temperaturze 25°C

V.2.2. Analiza termodynamiczna oddziatywa n matych ligandow z DNA o r6 znym
sktadzie zasad

W ramach prezentowanej pracy doktorskiej wykonatéwniez badania oddziatywa
wybranych zwazkéw z DNA o zrénicowanym skladzie zasad, co pozwoli mi ckke
preferencje casteczek w stosunku do konkretnych par nukleotydéadania te wykonatam
w niskosolnym buforze (w badaniach pomini pochoda C-857, ktéra jak si okazato nie
oddziatuje niekowalencyjnie z DNA). DBweiadczenia wykonatam dla trzech znych
polinukleotydéw. Oprocz klasycznych polinukleotyddw naprzemiennych sekwencjach
p(AT) oraz p(GC) wybratam polinukleotyd p(IC) [1995,193]
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V.2.2.1. Analiza termodynamiczna oddziatywa
réznym sktadzie

n bromku etydyny z DNA o

Badania zmierzage do okrélenia preferencji badanych ligandéw do ckoeych par
zasad DNA rozpoeggam od zbadania oddziatywabromku etydyny z trzema rodzajami
poly(dA-dT), poly(dG-dC) oraz poly(dI-dC).

mikrokalorymetryczne przeprowadzitam dla niskosgmebuforu w temperaturze 25°C.

polinukleotyddw, Miareczkowanie

Uzyskany profil termodynamiczny dla wszystkich bagtzh reakcji przedstawitam w Tabeli
14.

Tabela 14. Parametry termodynamiczne oddziatywdmi@mku etydyny z DNA o Zidym
sktadzie zasad w buforze fosforanowym o 5 mM NaCl

Makroczsteczka:
Parametry 2
termodynamiczne

CtDNA Poly(dA-dT) Poly(dG-dC) Poly(dl-dC)

KMY 1,75(0,21)*16 5,45(x0,32)*10 3,67(x0,13)*16 1,29(x0,16)*16

n 2,34+0,05 1,55+0,05 1,85+0,05 1,54+0,06
AH [kImor] -44,23+1,55 -37,6820,60 -37,8920,28 -34,7610,09
AG [kImolY -29.9140,28 -32,7240,15 -37,4520,09 -34,8520,32

TAS [kImolY -14,3621,27 -4,96+0,66 -0,44+0,34 nw

Z danych przedstawionych w Tabeli 14 wynikabromek etydyny wize st zaréwno
do DNA bogatego w sekwercjAT, GC jak i IC, podoba informacg uzyskano dla
oddzialywa innych znanych interkalatoréw [10]. Najisza stata wizania, rzdu 16 M*
(pz), wystpuje dla oddziatywd zwiazku z poly(dG-dG)oraz poly(dl-dC). W zalenosci od
rodzaju nukleotydow w DNA zmieniacsilos¢ par zasad zefych przez jedm czasteczk
liganda. Oddziatywanie bromku etydyny ze wszystkipadanymi polinukleotydami ma
charakter egzotermiczny. Ryc. 77.
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Rycina 77. Porownanie warol wybranych funkcji termodynamicznych dla oddziadyia
bromku etydyny z DNA oZidym skiadzie zasad w buforze fosforanowym o 5 reddrst
NaCl w temperaturze 25°C

V.2.2.2. Analiza termodynamiczna oddziatywa

skladzie zasad

n Ledakrinu z DNA o r6 znym

Analogicznie jak dla bromku etydyny wykonatam meaeowanie trzech rodzajow

nukleotyddw roztworem Ladakrinu. Reakcje przepraxitach w buforze o niskim steniu

soli w temperaturze 25°C. Uzyskany profil termodwezny przedstawitam w Tabeli 15.

Tabela 15. Parametry termodynamiczne oddziatywaei@akrinu z DNA o rinym skladzie
zasad z w buforze fosforanowym o 5 mM NaCl

AH [kImolY]

Parametry Makroczsteczka:
termodynamiczne
CtDNA Poly(dA-dT), Poly(dG-dC) Poly(dI-dC)
K [M -1] 1,67(x0,15)*10 5,51(x0,35)*10 1,80(x0,12)*10 6,40 (x0,23)*10
n 7,75+0,08 7,93+0,30 6,90+0,22 5,93+0,07
-35,74+1,16 -32,97+0,20 -41,85+1,05 nw
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AG [kJmol] -24,08+0,23 -21,04%0,16 -24,2710,16 -27,4240,17

TAS [kImol!] -11,66+1,13 -5,92+0,05 -17,580,93 nw

nw - nie wyznaczone

Analiza danych przedstawionych w Tabeli 15 pozvelgierdze, iz Ledakrin waze
sig¢ zarowno do DNA bogatego w sekwefidhT jak i GC przy czym sita wvazania i
stechiometria kompleksu zale od sktadu zasad. Najisza stata wizania, rzdu 1d M?
(pz), wystpuje dla oddziatywa zwiazku z poly(dG-dC) oraz poly(dl-dG). Wykazane
preferencje pochodnej akrydyny w stosunku do sekwe@C oraz IC § zgodne z
wczeniejszymi doniesieniami literaturowymi [196]. Oddiiwanie ze wszystkimi badanymi
polinukleotydami ma charakter egzotermiczny, Ryc.Z8niana entalpii oddziatywania
Ledakrinu z poly(dl-dG)uzyskana w wyniku dopasowania modelu Burmma orag [H@8]
obarczona jest dym bldem statystycznym, dlatego dana ta zostata pegtainv Tabeli 15
oraz na Ryc. 78 (brak mlbwosci wyznaczenia AH skutkuje brakiem madiwosci

wyznaczenia AS).

CtDNA Poly(dA-dT)2 Poly(dG-dC)2 Poly(dl-dC)2
0 o T e “nw nw
10 [ f:f:f:\ ]
-20 - SR
S -30 |
£
X,
-40 -
_50 |
B deltaH
-60 -
deltaG
=70 W TdeltaS

Rycina 78. Porownanie waro wybranych funkcji termodynamicznych dla oddziatyia
Ledakrinu z DNA o rfnym skfadzie zasad w buforze fosforanowym o 5 rddrstt NaCl w
temperaturze 25°C
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V.2.2.3. Analiza termodynamiczna oddziatywa
réznym skfadzie zasad

n pochodnej C-1311 z DNA o

W Tabeli 16 zebralam parametry termodynamiczneskemye dla oddziatywania
zvgzku C-1311,
przeprowadzitam w buforze fosforanowym o niskigrehiu NaCl w temperaturze 25°C.

imidazoakrydonu, z DNA o rinym skladzie zasad. Pomiary

Tabela 16. Parametry termodynamiczne oddziatywaoiehodnej C-1311 z DNA o Adym
sktadzie zasad w buforze fosforanowym o 5 mM NaCl

Makroczsteczka:
Parametry 2
termodynamiczne

CtDNA Poly(dA-dT) Poly(dG-dC) Poly(dI-dC)
KMY 3,81(0,13)*16 4,84(+0,13)10" 2,75(x0,12y10° 3,16(+0,08)10°

n 3,32+0,02 3,32+0,02 2,810,04 3,33:0,05

AH [kImor] -21,2240,51 -18,4%0,39 -29,42:0,45 -20,95:0,16

AG [kImolY] -31,84+0,08 -26,720,07 -31,030,11 -31,38:0,06

TAS [kJmolY +10,62+0,43 +8,23¢0,44 +1,62:0,40 +10,430,20

Pochodna C-1311, podobnie doasyanalizowanych zwizkow, wigze st zaréwno
do DNA bogatego w pary GC, jak i AT, IC. Oddziatyvia to jest jednak najsilniejsze w
przypadku poly(dl-dG) stata wizania dla poly(di-dG)oraz poly(dG-dG) jest rzdu 10.
Zdecydowanie najstabsze oddziatywanie zaobserwowknpoly(dA-dT) ze stad rzedu 10.
Podobne wyniki uzyskano dla tej pochodnej akrydweywczdéniejszych badaniach [9]. Dla
tego polinukleotydu zaobserwowano rowniezdecydowanie @szy zmiare entalpii
swobodnej. Charakterystyczna jest rownizaleznos¢ zmiany entropii w zabenosci od
rodzaju DNA, Ryc. 79.
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Rycina 79. Poréwnanie warol wybranych funkcji termodynamicznych dla oddziadyia
C-1311 z DNA o rinym sktadzie zasad w buforze fosforanowym o 5 rdrstt NaCl w
temperaturze 25°C
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VI. DYSKUSJA WYNIKOW

W ramach mojej pracy doktorskiej peldim sk zbadania procesu tworzenia
niekowalencyjnych kompleksow wybranych pochodnyckrydyny z DNA metod
spektroskopii absorpcyjnej UV/VIS oraz izotermicgralorymetrii miareczkuyjcej. Do
badan wybratam kilka rénie podstawionych pochodnych akrydyny oraz bromisklyay,
jako zwhzek referencyjny. Badania te przeprowadzitam w tadb o rénym stzeniu NacCl,
w celu oceny udzialu oddzialywaelektrostatycznych w niekowalencyjnym aganiu s¢
wybranych pochodnych z DNA.

Podczas miareczkowania Ledakrinu roztworem ctDNAbuforze o niskiej sile
jonowej stwierdzitamze widmo tego zwizku w zakresie najbardziej diugofalowego pasma
absorpcji ulega charakterystycznym zmianom. Charaktakres tych zmian zahe przy tym
od sity jonowej roztworu (Ryc. 24, Ryc. 31 oraz R$6). Najwgksze zmiany widm podczas
miareczkowania uzyskatam w buforze o niskiej simowej (5 mM NaCl). W buforze
zawierajcym 50 mM NaCl zmiany te miaty odmienny charaktenniejsze nasilenie, a w
buforze o fizjologicznym steniu soli zaobserwowatam jedynie nieznaczne zmisiayna.
Zastosowanie zaawansowanych technik chemometrybzdgczestawdéw widm uzyskanych
podczas miareczkowania w buforach zawwgagh 5 i 50 mM sizenie soli umaliwito mi
wyznaczenie widm komplekséw. Widma tem@ sic zdecydowanie od siebie patniem i
intensywndcia najbardziej dtugofalowego pasma absorpcji. Inn& j@wnie potozenie
punktu izosbestycznego. Na zestawie widm uzyskanychuforze o diej sile jonowej
mozna dopatrz§ sic wyskpowania punktu izosbestycznego przy podobnej ditidali jak w
zestawie uzyskanym w buforze o 50 mMzshiu soli. Wyniki te sugeraj ze kompleks
powstajcy w buforze o niskiej sile jonowej me mi& inna struktue niz kompleks
powstajcy przy 50 i 150 mM steniu soli. Potwierdzeniem tej sugestii 18oby¢ rowniez
obserwowana rrhica w stechiometrii  obu komplekséw: snaci= 9,29(x0,36),
Nsonact = 6,01(1,74).

Ewentualne rénice w strukturze kompleksu mogy¢ wynikiem postulowanych w literaturze
zmian w strukturze DNA w zateosci od sity jonowej buforu. Wykazano npze widmo
dichroizmu kotowego DNA zaky od stzenia soli w roztworze. Wzrost egenia soli
prowadzi do zmniejszenia dodatniego pasma z maksipizy 275 nm oraz matej zmiany w
ujemnym pémie z minimum przy 245 nm. Zmiany te przypisuje siewielkim zmianom
konformacyjnym w strukturze DNA, np. zmianont& zwinkcia podwaojnej helisy [197].
Przy bardzo diym stzeniu NaCl (2 M) dochodzi nawet do pra@p DNA z formy B-DNA

104



do Z-DNA [198]. Podobne przestanki wynikaj réwniez z  pomiarow
mikrokalorymetrycznych nad wptywem e¢génia soli na termodynamgk ,topnienia”
dwuniciowej struktury DNA [195,199].

Podobny efekt wptywu sity jonowej zaobserwowatanwmi@z w przypadku drugiej
badanej przeze mnie pochodnej 1-nitroakrydyny,azki C-857. W buforze o niskiej sile
jonowej zaobserwowatam wynay spadek intensywdoi pasma dlugofalowego oraz
niewielka zmiarg jego ksztattu (Ryc. 38), a w obedod 150 mM NaCl zmiany widm as
trudne do wykrycia (Ryc. 41).

Tak dramatycznego wplywu sity jonowej na  przebieg iameczkowania
spektrofotometrycznego nie zaobserwowatam jednak pvzypadku pochodnej
imidazoakrydonu, zwizek C-1311. Zestawy widm uzyskane w buforach zajieych 5 i

150 mM stzenie NaCl ma bardzo podobny charakter. Rowhievyznaczone widma
kompleksow g do siebie bardzo podobne (Ryc. 47 i Ryc. 53).

Uzyskane przeze mnie wyniki miareczkowania spéatometrycznego wskazjze
technika ta posiada wyrae ograniczenia i niedogodimd przy wyznaczaniu statej waania
ligand/DNA. Nawet wykorzystag zaawansowane techniki chemometrycznej analizynwid
moze by ona z powodzeniem zastosowana jedynie w przypédigaty widmo wolnego
ligandu i jego kompleksu #di si¢ istotnie ksztattem. Sytuacja taka nie zawsze rdagk
miejsce nawet w przypadku kompleksow interkalacginy Ponadto, przy niewielkich
réznicach ksztattu widm trudno jest ustalczy kompleks ligand/DNA w ogdle powstaje.

Alternatywa dla metod spektrofotometrycznych jest obecnie aokaer
wykorzystywana do bada oddziatywa matych ligandow 2z DNA technika
mikrokalorymetryczna [37,38,40,52]. Zastosowanaepez mnie izotermiczna kalorymetria
miareczkujca (ITC) pozwolita mi wyznacZypodstawowe parametry termodynamiczne dla
oddziatywa bromku etydyny, Ledakrinu oraz pochodnej C-1311.

W przypadku pochodnej C-857 obserwowany podczasecrkowania DNA niewielki efekt
cieplny zwpzany jest przede wszystkim z rozeeaniem pochodnej. Nie udato migsi
wykaza&, ze w przypadku tego zwzku dochodzi do tworzenia kompleksu ligand/DNA.
Mozna zatem przypuszcoza iz dla efektywnego powstawania niekowalencyjnych
kompleksow  1-nitro-9-aminoakrydyn z DNA way jest efekt ,zagszczenia
elektrostatycznego” - @steczki o charakterze kationowyma sprzychgane przez
polianionows makrocasteczk i ich lokalnie wysze stzenie utatwia interkalagjpomicdzy

pary zasad.
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Oddziatywanie pochodnej C-1311 w buforze o niskigzeniu soli jest najsilniejsze:
wyznaczona na drodze pomiaréw mikrokalorymetrychngtata wazania dla tego procesu
jest rzdu 16 [M™], dla bromku etydyny jest edu 10, natomiast dla Ledakrinu 40Tabela
10, Tabela 11 oraz Tabela 13. Prawdopodobnigsngy stata wizania uzyskana dla
imidazoakrydonu w poréwnaniu z bromkiem etydynyt jegnikiem obecnéci w C-1311
tancucha bocznego, ktory me tworzy¢ dodatkowe wizania w rowkach DNA. ti#cuch taki
obecny jest rowniew przypadku Ledakrinu, pochodna ta jednak pos@uge nitrowa w
pozycji 1, ktGra zmienia geometriczasteczki. Wykazanase w pochodnych 1-nitroakrydyny
hetroaromatyczny fragment gsteczki nie jest zupetnie ptaski. Tym samym utrodai jest
wowczas interkalacja zazku pomgdzy pary zasad DNA [200].

Wielkos¢ miejsc whzania, n, dla oddziatywania zygkow z makromolekuat jest r&na dla
poszczegolnych ligandow. Dla bromku etydyny wynogioto 2,5 par zasad na jedn
czasteczk liganda i jest jedynie nieznacznie zala od sity jonowej roztworu, Tabela 10.
Uzyskana wart& n w zakresie 2,0-6,5 jest zgodna z tym, czegoza&by oczekiwé dla
modelu oddziatywé z wykluczeniem najbliszego sgsiada i jest poréwnywalna z
wczeniejszymi doniesieniami literaturowymi dotyemi oddziatywania interkalatorow z
DNA [201].

W przypadku Ledakrinu ¢ptas¢ wiazania jest zdecydowanie zata od stzenia soli, w
niskosolnym buforze wynosi 7,75 (£0,21), a dla 1M skzenia NaCl spada do 4,60
(x0,10), Tabela 11. Podobrraleznos¢ wielkosci miejsc wiazania od sity jonowej buforu
obserwowatam w przypadku badapektrofotometrycznych, wowczas 10-krotny wzrost
stezenia soli skutkowat okoto 1,5-krotnym spadkiem gcR30 i Ryc. 34.

Dla pochodnej C-1311 wielké miejsc wihzania jest réwna okoto 3,3 par zasad nssteczk
zwiazku, i jest jedynie nieznacznie zah@a od stzenia soli, Tabela 13.

Na podstawie profili termodynamicznych przedstawmn na Ryc. 76, mag
stwierdzt, ze oddziatywanie bromku etydyny, Ledakrinu oraz mubiej C-1311 z ctDNA
jest egzotermiczne we wszystkich badanych warunkach
Profil termodynamiczny oddziatywania C-1311 z ctDé&t jednak odmienny w poréwnaniu
z Ledakrinem i bromkiem etydyny, Ryc. 76.a&@&niu casteczki C-1311 do podwojnej helisy
towarzyszy silny przyrost entropii, podczas gdy rzemie komplekséw z bromkiem etydyny
lub Ledakrinem zwizane jest ze spadkiem entropii. Dodatnia zmianaopint jest
charakterystyczna dla oddziatywania zakiow wiazacych s¢ z DNA w matym rowku, co

moze sugerowd iz tancuch boczny pochodnej C-1311 lokuje wi rowku podwajnej helisy.
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Analiza uzyskanych profili termodynamicznych dlaetth badanych zazkow w zalenaosci
od stzenia NaCl wskazuje, Ryc. 76Ge sita jonowa buforu wptywa znago zaréwno na
efekt entropowy, &S, jak i na zmiag entalpii swobodnejAG. Dla wszystkich badanych
zwiazkOw ze wzrostem atenia soli zaobserwowatam zmniejszenie waitamian entalpii
swobodnej 0 10 do 15%

Stezenie soli ma najsilniejszy wptyw na efekt entroposddziatywania Ledakrinu z ctDNA.
Wazrost st¢zenia soli od 5 mM do 100 mM zwaany jest w przypadku tego zwku z
podwojeniem spadku entropii podczas tworzenia kekgal. Prowadzi to do wyiaej
zmiany wzajemnych relacji czton6owG i TAS. O ile w buforze niskosolnym czton
entropowy stanowi ok. ¥2 zmiany entalpii swobodnégyle w buforze zawieragym 100 mM
NaCl nieznacznie przevigza on zmiag entalpii swobodnej (Ryc. 76 i Tabela 11). Podobne
zmiany profilu termodynamicznego uzyskatam rovirdéa bromku etydyny, jednak zakres
zmian cztonu entropowego jest w tym przypadku zdeasanie mniejszy, Tabela 10.

Wzrost sity jonowej ma réwnie bardzo istotny wpltyw na efekt entropowy zwény z
oddziatywaniem C-1311 z DNA, Tabela 13. Wzrosizehia NaCl od 5 mM do 150 mM
wywotuje ok. dwukrotny wzrost dodatniej wagto TAS.

Przyjmuje st powszechnieze w przypadku mato@steczkowych ligandow oddziakgych z
DNA wystepowanie duego czionu entropowego zyziane jest ze zmiansktadu otoczki
hydratacyjnej i elektrycznej warstwy podwdjnej parow oddziatywania [52]. Nie nioa,
wigc wykluczy, ze bardzo silny wptyw sgenia soli na efekt entropowy w przypadku
Ledakrinu i C-1311 zwizany jest z obecnoia w czsteczce tych zwikdéw tarcucha
aminoalkilowego. Alifatyczna grupa aminowa jest wH p7 sprotonowana i jej
oddziatywanie z DNA mgze silnie zalee¢ od stzenia przeciwjondbw w roztworze. W
czasteczce bromku etydyny brak jestidacha aminoalkilowego, a dodatni taduneksteczki
zdelokalizowany jest w ukfadzie aromatycznym. Maleviec spodziewa si¢ stabszego

wptywu skzenia soli na zmiany otoczki hydratacyjnej i elektrgej warstwy podwajne;j.

Zaleznos¢ statej wiazania od sizenia NaCl w buforze obserwowana dla wszystkich
badanych zwizkéw pozwolita mi wyznaczy udziat oddziatywa elektrostatycznychAGpe,
w 0golnej zmianie entalpii swobodn&§Go,s Obserwowanej w procesie niekowalencyjnego
wiazania badanych ligandéw z ctDNA. Dla wszystkichazakibw wzrost sity jonowej buforu
skutkowat spadkiem statej yaania ligandu. Jedna& tylko w przypadku imidazoakrydonu
C-1311 zalenos¢ ta miata przebieg zgodny z tepw catym badanym zakresieggen NacCl,

Ryc. 74 A. Dla bromku etydyny i Ledakrinu stale amania uzyskane dla buforow o
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najnzszym sg¢zeniu soli zdecydowanie odbiegaty od zalesci obserwowanej dla wgzych
stezen soli, Ryc. 59 A i Ryc. 63 A. Dla Ledakrinu jestzgodne z wynikami jakie uzyskatam
Z miareczkowania spektrofotometrycznego sugesumi, ze w buforze o niskiej sile jonowej
powstaje kompleks o innej budowieznw buforach o wyszym sgzeniu soli. Liniowa
zaleznos¢ logarytmu statej tworzenia kompleksu od logarytmeustzenia soli przewidywana
na podstawie rozwan teoretycznych zaktadae w catym badanym zakresiezn soli nie
zmienia st budowa i charakter kompleksu. W tej sytuacji, otamku etydyny i Ledakrinu
analizowatam wptyw soli na warié statej wihzania tylko w zakresie @ten soli od 50 do
150 mM.

Dla wszystkich zwjzkéw wartdci AGpe malep ze wzrostem sity jonowej, a wastozmian
entalpii swobodnej oddziatywianieelektrostatycznych pozostaje na ztaiym poziomie, i
stanowi 80-87% dla bromku etydyny, 55-65% dla Lettak oraz 80-90% dla C-1311
catkowitej zmiany entalpii swobodnej dla tego oddlpvania, Ryc. 59, Ryc. 63, Ryc. 74.
Wyzsze sgzenie soli w buforze powodujee jony Nd wchodzac w skiad elektrycznej
warstwy podwojnej otaczajej makroczsteczle utrudniajp przycihganie kationowego
liganda w poblie ujemnie natadowanych grup fosforanowycmctecha DNA [58].
Przychganie to jest najbardziej znace ( okoto 40%) dla Ledakrinu, ktory w warunkach
fizjologicznych posiada tadunek dodatni wadachu bocznym. Natadowany atom azotu w
tancuchu bocznym w przypadku pochodnej C-1311 jestazaviy z dwiema grupami
etylowymi, co utrudnia kontakt z grupami fosforaryow tancucha DNA. Kation w
pierscieniu w przypadku bromku etydyny réwnigest znacznie trudniej przygany w
poblize DNA.

Dzicki wyznaczeniu dla bromku etydyny i imidazoakrydor@+1311 zmiany
pojemndci cieplnej, AC,, zwiazanej z utworzeniem kompleksu bytam w stanie oszato
udziat poszczegolnych rodzajéw oddziatywa ogdlnej zmianie entalpii swobodnej, Ryc. 60
i Ryc. 75. W przypadku Ledakrinu, wobec nieiiwosci oszacowania zmian pojeniod
cieplnej, nie bytam w stanie oddzielnie oszacowgptywu oddziatywa hydrofobowych i
stabych oddziatywamicdzyczsteczkowych, a jedynie ichdzny efekt, Ryc. 64.

Uzyskana dla bromku etydyny i pochodnej C-1311zadwjemna wart@& AC, jest
najprawdopodobniej zwzana z uwalnianiem ggteczek wody z otoczki hydratacyjnej oraz
przeniesieniem niepolarnychedzi zwiazkow zesrodowiska wodnego do wtrza podwadjnej
helisy DNA [58]. Wyznaczenie waroi AC, dla tych zwizkéw umealiwito wyznaczenie

udziatu oddziatywa hydrofobowych w procesie, dla bromku etydymyGny,g wynosi
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-25,20(+10) kdmot, a dla C-1311.37,68(+10) kJmot. Wartdici te wskazuj na istotny
udziat tych oddziatyw@a w procesie tworzenia kompleksu ligand/DNA.
Wyznaczenie pozostatych cziondéw skitagdgh sé na obserwowan zmiarg entalpii
swobodnej umdiwito oszacowanie czynnikow stanayeiych sik nagdows reakcji, Ryc. 60,
Ryc.64 i Ryc. 74. Dla wszystkich badanych giiow dodatnia zmiana entalpii swobodnej
wynikajaca z utraty swobody rotacji i translacji w wynikwrkpleksowania oraz zmian
konformacyjnych DNA jest kompensowana przgzhy efekiAGpe , AGhyg 0razAGmq. Duza
warteé¢ AGmo przypuszczalnie wynika gtéwnie z twagch sg, podczas powstawania
kompleksu ligand/ctDNA, nowych stabych oddziatywenicdzyczsteczkowych, gtownie
oddziatywa van der Waalsa i oddziatywart1t [59]. Oszacowano,zioddziatywania tego
typu wystpujace pomédzy aromatycznymi fragmentamigsteczek prowadizdo uwolnienia
energii o wartéci -175,56 JmotA? [202]. Zatem, dla uzyskanej zmiany entalpBme =
-70,42 kJmot dla bromku etydyny orazAGme = -77,77 kdmét dla C-1311 mena
oszacowd, ze ok. 400 & bromku etydyny i ok. 440 AC-1311 uczestniczy w tworzeniu
oddziatywa z DNA. Caikowita powierzchnia ptaskiego, aromatyego fragmentu bromku
etydyny wynosi 503 A[59], zatem okoto 80% tej egci czasteczki odpowiedzialne jest za
tego typu oddziatywania z DNA. Zatem oddziatywariadanych zwizkéw z ctDNA
nastpuje z uwolnienia energii gtbwnie w wyniku przen&sa aromatycznej @steczki z
roztworu wodnego do hydrofobowego #trza podwojnej helisy DNA oraz powstawania
nowych oddziatywa niekowalencyjnych, przede wszystkim oddziatywean der Waalsa
oraz oddziatywa typu 1Tt

Wykonatam réwnig badania oddzialywa wybranych zwizkbw z DNA o
zroznicowanym sktadzie zasad, co pozwolito mi ckke preferencje cisteczek badanych
ligandow w stosunku do #éych par nukleotydow. Wszystkie badane aaki wykazup
zdecydowaan preferenai w stosunku do polinukleotydow zawiegeych pary GC lub IC,
aczkolwiek waza sic one rownie do DNA zbudowanego z par AT. Podalspecyficzné¢
sekwencyjn wiazania wykryto réwnie dla oddziatywé innych znanych interkalatoréw [10].

Stwierdzitam, ze skiad DNA wplywa rownie na profil termodynamiczny
oddziatywania, a w szczegokud na jego sktadnik entropowy. Wptyw ten zalerzy tym w
charakterystyczny sposob odiytego liganda. W przypadku bromku etydyny, Ryc. 77,
podczas oddziatywania z ctDNA o bardzozniéowanej sekwencji par zasad obserwuge si
silny ujemny efekt entropowy. Efekt ten ulega zmesnu ostabieniu w przypadku DNA o
naprzemiennej sekwencji zasad, a w przypadku setjiyefdG-dC}) i p(dl-dC), praktycznie
zanika. Dla komplekséw z Ledakrinem, Ryc. 78, haigjszy spadek entropii stwierdzitam w

109



przypadku sekwencji p(dG-d&)a najstabszy dla sekwencji p(dA-dTNaturalny DNA o
mieszane] sekwencji wykazuje pednh wartas¢ efektu entropowego. W przypadku
imidazoakrydonu C-1311 poréwnywalny wzrost entrggtwwierdzitam w przypadku ctDNA,
p(dA-dT), i p(dI-dC), Ryc. 79. Wzrost ten jest jednak zdecydowaniesghalula sekwencji
p(dG-dC).

Tak zr&nicowany obraz profili termodynamicznych sugerujgagnie, ze na kacowy efekt
termiczny oddziatywania, wadoi AH, ma wptyw nie tylko nasilenie i rodzaj oddziahfwva
pomidzy partnerami (wartei AG), ale take efekty entropowe zwtane ze zmianami

uporzdkowania cgsteczek rozpuszczalnika i jondw soli zawartych viotue.

Reasumujc, zastosowanie przeze mnie techniki mikrokalorygozinej pozwolito na
gkebsze wniknécie w natug¢ badanych oddziatywa niz jest to maliwe przy wyciu
miareczkowania spektrofotometrycznego. Wyznaczonarampetry termodynamiczne
umazliwity okreslenie czynnikébw stanowcych sik nagdowa badanych oddziatywa
Wyniki stanowi uzupetnienie badaprowadzonych dotychczas w Katedrze Technologii
Lekow i Biochemii Politechniki Gdeskiej a dotyczcych mechanizmu przeciwno-
wotworowego dziatania pochodnych akrydyny.

Uzyskane opisy termodynamiczne nie tylko dostaaczapwych danych, ale rownie
sklaniap do sformutowania nowych pytazwiazanych z pelp interpretaci uzyskanych
wynikéw. Dotyczy to w szczegoéldoi petnego wyjénienia przyczyn zmienroi efektow
entropowych oddzialywania w zaleosci od: i) sktadu buforu, ii) budowy liganda oraz
iii) sekwencji par zasad DNA.
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