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WPROWADZENIE

Przedmiotem badan sg pochodne pirydazynonu i1 rodzaj ich interakcji z czasteczkg DNA oraz biatkami osocza. Te zwigzki
chemiczne wykazujg szereg dzialan min. dzialanie cytotoksyczne, przeciwbolowe, przeciwzapalne, a w dzisiejszych czasach
najbardziej pozadanym jest dziatanie przeciwnowotworowe. Odpowiedz terapeutyczna takich czasteczek jest bardzo czesto
zwiazana z 1ch interakcjg z DNA oraz biatkami osocza, co sprawia, ze badanie mechanizmu interakcji zwigzkow z tymi
czasteczkami jest bardzo wazne w projektowaniu nowych lekow. Czgsteczki pirydazonu wigzg si¢ z DNA w sposob
niekowalencyjny. Istnieja rézne rodzaje tego oddzialywania, takie jak: elektrostatyczne, interkalacja, wigzanie w matym lub
duzym rowku. Celem badan jest sprawdzenie, jaki typ interakcji zachodzi miedzy nowa klasg pochodnych pyrolo[3,4-d]
pirydazonow, a biatkami osocza 1 ctDNA oraz ustalenie 1 poroOwnanie statych wigzania dla zachodzacych reakcji rownowagi. Jako

metody badawcze zostaly wykorzystane spektroskopowe metody analityczne, takie jak spektroskopia fluorescencyjna, UV-Vis 1
{hroizmu kotowego. Ponadto wszystkie badane interakcje zostay zwizualizowane za pomocg modelowania molekularnego. /

WYNIKI

/W szystkie zwigzki mono- 1 bi-heterocyklicznych pochodnych pirydazynonu mogg tworzy¢ stabilne kompleksy z ctDNAi\
dwoma biatkami osocza: AAG 1 GG. Spektroskopia 1 modelowanie molekularne potwierdzilty niekowalencyjny typ wigzania
pochodnych pirydazonu z ctDNA, wskazujac 1z sg to procesy spontaniczne. Zwigzki te preferujg wigzanie si¢ w matym rowku.
State wigzania sg podobne 1 zgodne z literatury. Interakcje nie niszczg dwuniciowe] helisy DNA, cho¢ zauwazalne s3 male
perturbacje. Jesli chodzi o interakcje z biatkami osocza, bardziej stabilne kompleksy powstaja z GG niz AAG, z wyjatkiem
zwigzku 3. Zwiazek 4 tworzy najsilniejsze polgczenia z orozomukoidem, a czgsteczka y-globuliny oddziatuje najsilniej z
pochodng 5. Jednak wszystkie powstajace kompleksy s3 mniej stabilne niz z albuming. Uzyskane wyniki sg zgodne z

\Wczeéniej szymi doniesieniami literaturowymi /
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Rysunek 3. Wykres 2D interakci
mi¢dzy molekuig 5 1 B-DNA.

Rysunek 4. Interakcje miedzy

Rysunek 2. Pozycja czasteczki 5 w A ,
zwigzkiem 5 a gamma globulina.

Rysunek 1. Pozycja dokowania
zwiazkow 1 (czerwony), 3 (z0tty)i 5 kieszeni al-kwasnej glikoproteiny.
(zielony) w malym rowku DNA
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Rysunek 5. Wykres zmiany wzgledne) intensywnosci
fluorescencji (F/FO) kompleksow zwigzku/ctDNA w
funkcji zwigkszania stezemia NaCl od 0,112 M.
Czasteczka 4 nie ma zjawiska fluorescencji. Wyniki tego
badania wskazuja, ze zwigzki 1, 2 1 5 wykazuja
fluorescencji  wraz ze

zmniejszong intensywnosc

wzrostem sity jonowej, dlatego nie wigzg sie

Rysunek 6. Widma fluorescencyjne kompetycyjnego
wigzania z kompleksem bromku etydyny EB/ctDNA 1
zwiazkiem 5 przy 298 K, ¢ (EB) = 10mM, ¢ (ctDNA)
= 50mM, c (zwiazek) = 0-100 mM. Badanie wykazato,
Ze rosnace stezenie zwigzku prowadzi do zmniejszenia
intensywnosci fluorescencii.

Rysunek 7 Wykresy regresji Sterna-Volmera (po lewej) 1 wykresy
regresj1 podwoOjnego logarytmu (po prawej) dla gaszenia AAG przez
zwiazki 1-5.

Rysunek 8. Fluorescencyjne widma dla
GG w obecnosci roznych stezen zwiazku 5
odpowiednio, T-297K, Aiex =280 nm).
Stezenie GG wynosito 1,0 uM, a stezenie
zwiazku 5, wynositto: 0-2,0 uM, w etapie 0.
2.

Rysunek 10. Widma CD AAG 1 GG (Rysunek 9.) (1 X 10—6
M) w 0,01 M buforze fosforanowym (pH 7,4) z dodatkiem
zmiennego stosunku molowego (0, 1,0, 2,0) dla zwiazku 1.

WNIOSKI

4 Wyniki prowadza do nastepujacego wniosku: zwigzki ze\

clektrostatycznie z nicig ctDNA.

szkieletem pirydazonu oddzialujg z ctDNA 1 dwoma biatkami

osocza: AAG 1 GG, co oznacza, ze mogg one by¢ obiecujacymi

substancjami przeciwnowotworowymi, jednak wymagana jest
\dalsza ocena biologiczna. v




