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ABSTRACT

G-quadruplexes are non-canonical guanosine rich four stranded nucleic acids
structures consisting of at least two or more G-tetrads stabilized by an array
of Hoogsteen hydrogend bonds and monovalent cations. The distinguishing feature
of the G-quadruplexes is their high thermal stability and structural polymorphism
in aqueous media. In parallel, a great number of GQ structures have been
extensively surveyed ex vivo by means of biophysical techniques such as nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy, circular dichroism (CD) spectroscopy,
and X-ray crystallography. Accumulating evidence suggesting that G-quadruplexes
play essential role in a numerous biological processes in vivo, including DNA
replication and transcription, RNA translation as well as genomic maintenance.
Consequently, G-quadruplexes has attracted attention as therapeutic targets
in cancer or hereditary diseases as well as molecular target in cellular biology.
Study on G-quadruplexes:ligand interaction by NMR, CD, UV and fluorescence
spectroscopy in vitro or in vivo has become an intensive research work area
of many groups in recent years. Nowadays, there are available large amount of
organic compounds that selectively bind to G-quadruplexes and their photophysical
and kinetic properties were comprehensively characterized but only few of them are
endowed with fluorescence properties that could be applicable as fluorescent probes
in cellular biology or in vitro detection. Interestingly, the group of these fluorescent
probes is characterized by a vast structural diverisity resulting from the different
way of interaction with G-quadruplexes as well as G-quadruplex polymorphism.
This review focuses on the G-quadruplex-selective light up fluorescent probes
that have been employed for in vitro detection as well as cellular imaging along
with a summary of the key photophysical, biophysical, and biological properties
of reported examples.

Keywords: G-quadruplexes, fluorescence, G-quadruplex binding ligand, fluorescent
probes, cellular imaging, in vitro detection

Stowa kluczowe: G-kwadrupleksy, fluorescencja, ligandy wigzace si¢ do G-
kwadrupleksu, sondy fluorescencyjne, obrazowanie komoérkowe, detekcja in vitro
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

FLIM — (ang. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) —
mikroskopia obrazowania czasow zycia fluorescencji

FRET — (ang. Forster Resonance Energy Transfer) — bezpromienisty
rezonansowy transfer energii

NMR — (ang. Nuclear Magnetic Resonance) — magnetyczny
rezonans jadrowy

CD — (ang. Circular Dichroism) — dichroizm kotowy

FID — (ang. fluorescence intercalator displacement) test

wypierania interkalatora fluorescencyjnego
LOD — (ang. limit of detection) granica wykrywalnosci
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WPROWADZENIE

G-kwadrupleksy sg to struktury stabilizowane wiazaniami wodorowymi typu
Hoogstena o catkowicie odmiennej geometrii od powszechnie wystepujacych typu
Watsona-Cricka. (Rys 1) Cecha szczegolna wiazania wodorowego typu Hoogstena jest
uczestnictwo w nim atomu azotu N’ puryny jako akceptora wiazania wodorowego.
Dodatkowo w wiazaniu typu Hoogstena moga uczestniczy¢ atomy tlenu O° jako
akceptor lub atom azotu N° jako donor odpowiednio w reszcie guaniny lub adeniny.
W przypadku G-kwadruplekséw osiem wigzan wodorowych tworzacych si¢ wzdhuz
krawedzi Hoogstena jak i Watsona-Cricka pomiedzy atomami N'H-O° i N*’H-N” kazdej
z reszty guaniny prowadza do planarnej aranzacji czterech reszt guaniny i utworzenia
si¢ podstawowej jednostki G-kwadrupleksu zwanej G-tetrada. [1] (Rys 1) Ukfad
sktadajacy si¢ z co najmniej dwoch i wiecej G-tetrad usytuowanych jedna nad druga
tworzy G-kwadrupleks. Oddzialywania warstwowe pomiedzy G-tetradami oraz
obecnos¢ kationow sodu, potasu lub amonu w centrum G-kwadrupleksu sa
odpowiedzialne za trwalo$¢ czteroniciowej formy. Cecha charakterystyczna G-
kwadruplekséw jest polimorfizm strukturalny, ktory wynika z réznorodnosci sposobdéw
zwiniecia sie nici DNA Iub RNA bogatych odpowiednio w reszty dG lub rG.
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Rysunek 1.  G-tetrada stabilizowana przez osiem wiazan wodorowych i centralnie umieszczony kation sodu
lub potasu (A). Pojedyncza G-tetrada (B). Schematyczny model czteroniciowego G-kwadruple-
ksu zbudowanego z trzech oddziatujacych warstwowo G-tetrad (C)

Figure 1. G-tetrad stabilized by an array of Hoogsteen hydrogen bonds and centrally localized sodium
or potassium cation (A). Single G-tetrad (B). Schematic diagram of four stranded G-quadruplex
consisting of three G-tetrads stabilized by stacking interaction (C)

Wprowadzono podziat G-kwadrupleksow na podgrupy stosujac dwa kryteria
klasyfikacji: liczbe nici tworzacych wyzej wymieniong forme oraz ich kierunkowos¢.
(Rys. 2)
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Rysunek 2. Typy kwadrupleksow: rownolegly (A), typu hybryda 3+1 (B), antyrownolegly typu anti-syn-
anti-syn (C), antyrownolegty typu anti-anti-syn-syn (D)

Figure 2. Types of G-quadruplexes: parallel (A), hybrid-type 3+1 (B), antiparallel anti-syn-anti-syn (C),
antiparallel anti-anti-syn-syn (D)

Pierwsze kryterium pozwala wyrézni¢c G-kwadrupleksy jednoczasteczkowe,
dwuczasteczkowe lub czteroczasteczkowe. Kierunkowo$¢ nici okresla sposob ich
aranzacji wzgledem siebie w obrebie G-kwadrupleksu. Ulozenie wszystkich nici w tym
samym kierunku prowadzi do utworzenia G-kwadrupleksu rownoleglego, ktory
uwzgledniajac pierwsze kryterium, moze by¢ jedno- dwu- lub czteroczasteczkowy.
G-kwadrupleksy antyréwnoleglte powstaja gdy jedna Ilub dwie nici przyjmuja
kierunkowo$¢ przeciwna do pozostatych co w rezultacie prowadzi do trzech mozliwych
podtypéw antyréwnoleglej aranzacji nici. Pierwsze dwa podtypy obejmuja
kwadrupleksy, w ktorych dwie nici maja kierunkowo$¢ przeciwng do pozostatych
(2+2). Roznica miedzy dwoma podtypami jest subtelna i polega na tym, ze dwie
przekatne nici moga przyja¢ te sama kierunkowos¢ nici lub przeciwna. (Rys 3) Trzecim
podtypem antyrownolegtego G-kwadrupleksu jest uktad hybrydowy (3+1), w ktorym
trzy nici sa utozone w tym samym kierunku a czwarta w przeciwnym. Ponadto, w G-
kwadrupleksach wystepuja petle czyli fragmenty nici nie uczestniczace w tworzeniu sie
G-tetrad. Charakter petli jest zdeterminowany kierunkowoscia nici. W przypadku
antyréownoleglych G-kwadrupleksow wystepuja petle boczne, przekatne lub zewnetrzne,
natomiast w rownolegtych tylko petle zewnetrzne. Kierunkowos¢ nici jest wzajemnie
zalezna z orientacja syn/anti wokot wiazania glikozydowego guanozyn bioracych udziat
w  G-tetradzie. W rownolegltych G-kwadrupleksach wszystkie reszty guaninowe
tworzace G-tetrady musza mie¢ te samg orientacje wzgledem reszty cukrowej (anti lub
syn), natomiast dla antyréwnolegtego ulozenia si¢ nici konieczne jest wystepowanie
mieszanych orientacji syn/anti w obrebie kazdej G-tetrady.
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Rysunek 3.  Cztery typy petli w G-kwadrupleksach: petla zewnetrzna (A), petla przekatna (B), petla boczna
(C), petla w ksztatcie litery V (D)

Figure 3. Four types of linking loops: double chain reversal (A), diagonal (B), edgewise (C), V-shaped
(D)
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Biologiczna funkcja G-kwadrupleksu zalezy od jego lokalizacji w komdrce.
G-kwadrupleksy DNA wystepuja w biologicznie istotnych dla komorki miejscach
takich jak telomery, regiony promotorowe genoéw onkogennych, krotkie powtorzenia
mikro- i minisatelitarne oraz miejsca szczegolnie podatne na mutacje (ang. /ot spots).
Telomery zbudowane sa z wielokrotnych powtorzen typu d(TTAGGG), i znajduja sie
na koncach chromosomoéw. G-kwadrupleksy telomerowe hamujg aktywno$é
telomerazy, co probuje sie wykorzysta¢ w terapii antynowotworowej. Z kolei
G-kwadrupleksy DNA wystepujace w regionach promotorowych moga by¢
zaangazowane w regulacje ekspresji genow. Natomiast G-kwadrupleksy RNA moga
wystepowaé¢ w telomerowym RNA (TERRA), w obrebie introndw oraz w roznych
regionach mRNA, najczesciej jednak w regionie 5'-UTR w poblizu miejsca startu
translacji. Funkcja G-kwadruplekséw RNA w komorce jest wielopoziomowa i nadal
stanowi przedmiot intensywnych badan. Zwijanie nici RNA bogatych w reszty
guanozynowe w G-kwadrupleksy oraz ich rozplatanie jest procesem dynamicznym
i kontrolowanym przez roznorodne bialka. Ztozonos¢ interakcji  biatek
z G-kwadrupleksami RNA wynika z czestego ich wystepowania w regionach
kodujacych i niekodujacych mRNA, co przektada sie na udziat w procesach translacji
i metabolizmie RNA. Ponadto, stwierdzono udziat G-kwadruplekséw RNA w regulacji
splicingu, transporcie mRNA z miejsca transkrypcji do miejsca translacji, co jest
szczegolnie istotne w komorkach asymetrycznych takich jak komorki nerwowe.
[2,3,4,5]

Z biegiem lat rézne metody analityczne, takie jak spektroskopia absorpcyjna UV-
Vis, spektroskopia dichroizmu kotowego (CD), elektroforeza zelowa, kalorymetria
izotermiczna (ITC), analiza spektrometrii mas, krystalografia rentgenowska
i spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) znalazty zastosowanie do
badan struktur G-kwadrupleksow DNA/RNA i ich interakcji z matymi czasteczkami.
[6,7,8] Jednak wigkszos¢ z tych molekularnych narzedzi dziata tylko in vitro i jest
nieodpowiednia w warunkach in vivo. Aby zbada¢ strukturalne i funkcjonalne aspekty
G-kwadrupleksow w komorce, konieczne jest zaprojektowanie i otrzymanie sond,
ktérych wlasnosci  spektroskopowe ulegalyby zmianie po interakcji z docelowa
strukturg G-kwadrupleksu. Pod tym wzgledem spektroskopia fluorescencyjna stata sie
poteznym narzedziem w biologii komorki i odgrywa istotng role w aktualnych
badaniach, obejmujacych zastosowania w obrazowaniu biologicznym i diagnostyce.

1. MECHANIZMY ODDZIALYWANIA LIGANDA
Z. G-KWADRUPLEKSEM

Ligandy selektywne wzglgdem G-kwadruplekséw moga oddziatywa¢ na dwa
sposoby. Pierwszy sposob zdeterminowany jest planarng struktura G-tetrady
i opiera si¢ na odzialywaniach warstwowych (ang. n-stacking) wyzej
wymienionego uktadu ze sztywnym, aromatycznym fragmentem czasteczki liganda
lub przez interkalacje pomigdzy wewnetrzne G-tetrady. (Rys. 4A, 4B)
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Odziatywanie warstwowe moze by¢ dodatkowo stabilizowane przez interakcje
liganda z petlami G-kwadrupleksu lub poprzez taczenie si¢ G-kwadrupleksow
w wigksze struktury przedzielanych czasteczkami liganda. Drugi mechanizm polega
na elektrostatycznym oddzialywaniu liganda z bruzdami lub petlami
G-kwadrupleksu. (Rys 4C) W tym sposobie oddzialywania istotne jest, aby
czasteczka posiadata polarne grupy funkcyjne oraz zdolno$¢ do zmian
konformacyjnych  pozwalajacych na optymalng interakcje z  grupami
fosforanowymi. Wypadkowy mechanizm oddzialywania liganda
z G-kwadrupleksem moze réwniez mie¢ charakter mieszany i by¢ rezultatem
jednoczesnego wystapienia obu rodzajow interakcji.

Rysunek 4.  Mechanizmy oddzialywania liganda z G-kwadrupleksami: oddzialywanie warstwowe (A),
interkalacja (B), oddziatywanie elektrostatyczne w rejonie bruzdy (C)

Figure 4. Mechanisms of ligand G-quadruplex interaction: stacking (A), intercalation (B), electrostatic
in the groove region (C)

2. RODZAJE SOND FLUORESCENCYJNYCH

Zwiazki fluorescencyjne selektywne wzgledem G-kwadruplekséw mozna
podzieli¢ na trzy klasy, stosujagc jako kryterium zmiang natgzenia emisji
fluorescencji liganda po przylaczeniu si¢ do G-kwadrupleksu. Ligandy typu ,.light
up” wykazujg wzrost fluorescencji, z kolei typu ,light off” charakteryzujg sig¢
wygaszaniem fluorescencji po wigzaniu sie do G-kwadrupleksu. Ostatnia grupa
zwigzkow obejmuje ligandy sprzezone ze znacznikami fluorescencyjnymi. Ze
wzgledu na znacznie wigksza aplikowalno$¢ w obrazowaniu biologicznym
i diagnostyce, w niniejszym artykule oméwie jedynie sondy typu ,,light up” majac
réwniez na uwadze ich jak najwigkszg réznorodno$¢ strukturalng.

Efekt wzmocnienia fluorescencji sondy typu ,light up” indukowany przez
zwigzanie si¢ do G-kwadrupleksu moze by¢ rezultatem nastgpujacych
mechanizmdéw molekularnych:

a) zahamowania rotacji wewnatrzczasteczkowej z utworzeniem
planarnego ukladu aromatycznego (RIR — ang. restriction
of internal rotation, 1-40, 49-50, 52-56, 66, 68-71, 88-91)
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b) emisji indukowanej agregacja czasteczek liganda wokot
G-kwadrupleksu (AIE — ang. aggregation induced emission, 42-43)
¢) emisji indukowanej rozpadem nieemisyjnych agregatow czasteczek
liganda (57-63, 67)
d) dezaktywacji bezpromienistego przejscia energii indukowanego
rozpuszczalnikiem (20, 73-87)
e) molekularnej rearanzacji podstawnikow czasteczki liganda (92)
Sondy fluorescencyjne do obrazowania struktur obecnych w komorce, w tym
G-kwadrupleksow, musza charakteryzowaé si¢ nastepujacymi wiasciwosciami: (i)
specyficzno$¢ rozpoznania struktury docelowej lub sekwencji, (ii) wysoka stata
wigzania, (iii) przenikalnos¢ przez blony komdrkowe, (iv) dobra rozpuszczalnosé
w wodzie, (v) wzrost emisji fluorescencji (vi) wysoka wydajnos¢ kwantowa, (vii)
wysoka fotostabilno$¢ (viii) niska cytotoksycznos¢.

3. SONDY FLUORESCENCYJNE TYPU ,,LIGHT UP”

Ze wzgledu na bardzo duzg réznorodnos¢ strukturalng sondy fluorescencyjne
typu ,light up” mozna podzieli¢ na kilkanascie grup, stosujac jako kryterium
obecnos$¢ wspolnego elementu strukturalnego. Wyjatkiem w tym podziale jest
grupa ligandéw selektywnych wzgledem G-kwadrupleksow RNA, ktdéra zostata
wyodrebniona ze wzgledu na mata ilo§¢ przyktadéw. Podsumowanie
najwazniejszych witasciwosci wszystkich zwigzkow omdéwionych w niniejszym
artykule zostaty zebrane w tabeli 1.

e barwniki polimetinowe (cyjaninowe) (1-13)

e pochodne benzotiazolu (14-17)

e pochodne bis-benzimidazolu (18-19)

e pochodna etydyny (20)

e pochodne karbazolu: mono-, di- lub tripodstawione w pozycjach
3,6,9 (21-33)

e pochodna fenantroliny (34)

e pochodna bis(4-aminobenzylideno)acetonu (35)

e pochodne bis-indolu (36-37)

e pochodne styrylo-N-alkilochinoliny (38-40)

e pochodne 3,6-diaminoakrydyny (41)

e pochodne tetrafenyloetenu (42-43)

e zwiazki pochodzenia naturalnego (44-48)

e pochodne trifenylometanu i trifenyloaminy (49-56)

e barwniki skwarynowe (57-60)

e pochodne naftalenodiimidu (61-63)
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e pochodne triangulenu (64)

e organiczne zwiazki boru (65)

e pochodne N-metyloimidazol-5-onu (66)

e  koniugaty kumaryny i chinazoliny (67)

e pochodne triaryloimidazolu (68-72)

e pochodne porfiryn i ftalocyjanin (73-78)

e kompleksy platyny(II) i rutenu(II) (79-87)

e ligandy fluorescencyjne wigzace sie do G-kwadruplekséw RNA
(88-92)

3.1. BARWNIKI POLIMETINOWE (1-13)

Barwniki polimetinowe skladajg si¢ ze sprzezonego uktadu opartego na
fancuchu polimetinowym taczacym dwa uktady heterocykliczne zawierajace atom
azotu. Dlugos$¢ tancucha polimetinowego i charakter heterocykli determinujg
wiasciwosci spektroskopowe tych barwnikdw. (Rys 5 i 6) Oranz tiazolowy (TO, 1)
jeden z powszechnie stosowanych barwnikdéw polimetinowych charakteryzuje sie
szerokim zakresem powinowactwa do wigkszosci form kwaséw nukleinowych
wykazujac 50-3000 krotne wzmocnienie fluorescencji (A =540 nm) w zalezno$ci
od konformacji i sekwencji kwaséw nukleinowych.[9] W swojej strukturze zawiera
N-metylobenzotiazol ~ sprzggniety  pojedynczym  mostkiem  metinowym
z N-metylochinoling. W przypadku jednoczasteczkowych G-kwadrupleksow (c-
myc, c-kit, CEB1) obserwowano 500-3000 krotne wzmocnienie fluorescencji TO,
z kolei dla oddzialywania TO z czteroniciowymi rownolegltymi G-kwadrupleksami
uzyskano znacznie stabsze, 60-70 krotne wzmocnienie fluorescencji. Wtasnosci
fluorescencyjne TO  znalazly  zastosowanie w  badaniu  konformacji
G-kwadruplekséw z uzyciem eksperymentu FRET (ang. Forster Resonance Energy
Transfer) oraz badaniu mechanizmu interakcji  ligand:G-kwadrupleks
w eksperymentach FID (FID — ang. fluorescence intercalator displacement).
Zblizone warto$ci powinowactwa TO do dupleksow DNA i G-kwadruplekséw
stanowig istotne ograniczenia stosowania TO do selektywnej wizualizacji
G-kwadruplekséw w komorkach. Wprowadzenie roznego rodzaju modyfikacji do
uktadu oranzu tiazolowego w sposob znaczacy przesungto powinowactwo szkieletu
TO w strong G-kwadruplekséw przy zachowaniu wlasnosci fluorescencyjnych.
Zwigkszenie powierzchni aromatycznego ukladu N-metylochinoliny poprzez
sprzezenie z benzofuranem w 2 zwigkszylo selektywnos¢ zwiazku wobec
G-kwadrupleksow (c-myc i telo21) oraz zaobserwowano wzrost wydajnosci
kwantowej (150 i 208 krotny).[10] Ligand ten barwil G-kwadrupleksy RNA i DNA
w utrwalonych komérkach MCF7. Zdecydowanie lepsze wiasnosci selektywnos$ci
i powinowactwa w porownaniu z 2 uzyskano dla 3, zwigzku zawierajacego
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Rysunek 5. Barwniki polimetinowe (1-6)
Figure 5. Polymethine dyes (1-6)

podstawnik (piperydyn-1-ylo)propylu w miejsce grupy metylowej. W obecnosci
antyréwnolegtego G-kwadrupleksu HRAS, zwiazek 3 wykazywat 380 krotne
wzmocnienie fluorescencji, silny efekt stabilizujgcy HRAS (AT =25 °C) oraz stala
wigzania Kp~0.89 uM. Niska warto$¢ granicy wykrywalnosci (0.18 nM; LOD —
ang. limit of detection) oraz dobra przenikalnos$¢ przez blony komorkowe zwiazku
3 pozwolita na wizualizacj¢ G-kwadrupleksow DNA w linii komorkowej PC3.[11]
Wprowadzenie elastycznego podstawnika p-dimetyloaminostyrylu w pozycji orto
N-metylochinoliny (4) nieznacznie poprawito stala wigzania do G-kwadrupleksu
telo21 (Kp~1.0 uM) w poréwnaniu z 2. Ponadto, stwierdzono silny efekt
stabilizujacy telo21 (AT,=8-30 °C, w zaleznos$ci od stosunku stezen telo21 do 4)
oraz 270 krotne wzmocnienie fluorescencji.[12] Obraz z mikroskopu konfokalnego
komoérek PC3 po traktowaniu zwigzkiem 4 wykazal silne wzmocnienie
fluorescencji tylko w jaderku, sugerujac obecno$¢ G-kwadruplekséow w trakcie
procesu tranksrypcji. Zwigzek 5 bedacy koniugatem TO i kumaryny podstawionej
w pozycji 7 charakteryzowal si¢ najwigkszym przesunieciem A., wzglegdem TO
(650 nm wvs 540 nm) oraz 110-250 krotnym wzmocnieniem fluorescencji
w obecnosci G-kwadruplekséw o roznej topologii. Obserwacja linii komérkowych
HeLa potraktowanych 5, wykazata zdecydowana preferencje tego liganda do
G-kwadruplekséw zlokalizowanych w mitochondriach.[13] Z kolei w czasteczce
6 wydtuzono linker metinowy do trzech reszt, ktory sprzega uktad dimetyloindolu
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(w miejsce benzotiazolu) z N-propylosulfonianem chinoliny. Zwiazek ten
wykazywal silne powinowactwo do G-kwadrupleksu réwnoleglego c-myc
(Kp~0.09 uM) oraz obserwowano 36-krotne wzmocnienie fluorescencji (Ae, =651
nm). Dwukrotnie stabsze wzmocnienie (16 krotne) zaobserwowano dla
G-kwadrupleksu hybrydowego HT22.[14]

Ciekawym  przyktadem  strategii = projektowania  fluorescencyjnego
i selektywnego liganda jest 7 bedacy koniugatem dwoch zwigzkéw:
pirydodikarboksyamidu bis-chinoliny (PDC-360A) oraz oranzu tiazolowego (TO).
Zwigzek PDC-360A w przeciwienstwie do TO jest selektywny wzgledem
G-kwadruplekséw jednak wykazuje niskg emisje fluorescencji. Zaobserwowano
silng stabilizacje G-kwadrupleksow w obecnosci 7 (AT,=18.4 °C i 25.2 °C,
odpowiednio dla kationéw Na™ i K"), jakkolwiek dla PDC-360A warto$¢ AT,
w obecnosci kationow Na' byla nieznacznie wyzsza AT,=22.9 °C. Najwieksze
wzmocnienie fluorescencji 7 stwierdzono w obecnosci G-kwadrupleksow 22AG,
c-kit2 i c-myc.[15]

Zwiazek 8 otrzymany w wyniku sprzegnigcia mostkiem metinowym dwoch
uktadéw  N-propanosulfoniano-5-metoksybenzotiazolu wykorzystano do
fluorescencyjnego monitorowania G-kwadrupleksow w lizosomach zywych
komoérek HeLa i MCF7 podczas autofagii mitochondriow. W testach in vitro
wykazano 150-270 krotne wzmocnienie fluorescencji dla liganda 8 w obecnosci
mitochondrialnych G-kwadrupleksow DNA.[16]

Pozostate pochodne cyjaninowe zawieraja trzy lub pie¢ mostkoéw metinowych
laczacych dwa lub trzy uktady heteroaromatyczne. Zwiazek 9 zawierajacy dwa
uktady N-etylobenzotiazolu sprzezone pigcioma mostkami metinowymi wigzat sie
do krancowych G-tetrad rownolegtego G-kwadrupleksu c-myc z umiarkowanym
stata Kp~2.1 uM. [17] Z kolei dla 10, zawierajacego atom tlenu w miejscu atomu
siarki, zaobserwowano jego wigzanie do bruzd dwuczasteczkowych
antyréwnoleglych G-kwadruplekséw oraz oslabienie intensywnosci fluorescencji.
Niewielkie wzmocnienie (18%) stwierdzono natomiast w obecnosci réwnoleglego
czteroniciowego G-kwadrupleksu TG4T. [18] Wysoka selektywnoscig wzgledem
G-kwadruplekséw charakteryzuja si¢ pochodne dibenzotiakarbocyjaniny (11 i 12),
zwigzki zawierajace mostek trimetinowy laczacy dwie reszty nafto[1,2-
d][1,3]tiazolu. Zwiazki 11 i 12 w wodnych roztworach tworza agregaty, ktore
w obecnosci G-kwadruplekséw o réznej topologii (HT, c-kitl, c-myc, bcl-2) ulegaja
dysocjacji do monomerow prowadzac do wzrostu emisji fluorescencji (70 krotny
dla 11 oraz 1000 krotny dla 12, A.,=600 nm).[ 19,20,21] Dla pozostatych
rozbudowanych strukturalnie analogéw barwnikéw cyjaninowych nie stwierdzono
jednoznacznych wynikow wskazujacych na istotny wzrost selektywnosci wzgledem
G-kwadruplekséw. W omawianej grupie warto wspomnie¢ o ciekawym przyktadzie
struktury zwiazku 13 zawierajacego trimer polimetinowy N-metylobenzotiazolu.
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Chociaz ligand ten wigze si¢ do G-kwadrupleksu 22AG z umiarkowang stalg
Kp~1.2 uM to jego fluorescencja ulega 106-krotnemu wzmocnieniu w obecnosci
22AG.[22]
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Rysunek 6.  Barwniki polimetinowe (7-13)
Figure 6. Polymethine dyes (7-13)

3.2. POCHODNE BENZOTIAZOLU (14-17)

Tioflawina T (ThT, 14), to barwnik z grupy benzotiazoli o szerokim
zastosowaniu w histologii. (Rys 7) Strukturalnie jest najmniejszym zwiazkiem
fluorescencyjnym wykazujacym umiarkowana stala wigzania (Kp~0.77-3.51 uM)
do telomerowego G-kwadrupleksu 22AG. W zaleznosci od topologii 22AG
obserwowano 1200-2100 krotny wzrost emisji fluorescencji oraz efekt stabilizujacy
topologi¢ antyréwnolegla rzgdu AT,=11 °C. [23] Ligand ten wigzat si¢ slabiej
(Kp~3.41-16.1 pM) do G-kwadrupleksow RNA wykazujac 366-610 krotne
wzmocnienie fluorescencji w zalezno$ci od badanej sekwencji RNA. [24] Ponadto,
tioflawina T znalazla zastosowanie jako sonda fluorescencyjna do detekcji
G-kwadrupleksow w drobnoustrojach takich jak: wirusy Zika [25], Papilloma
[26]oraz bakterii Chlamydomonas reinhardtii. [27] Majac na uwadze obiecujace
wilasciwosci ThT, otrzymano szereg pochodnych ThT poprzez wprowadzenie
nieznacznych modyfikacji podstawnikéw na obu atomach azotu. Zwiazek 15
zawierajacy izpopropyl w pozycji N3 ukladu benzotiazolu wykazywat
powinowactwo rzedu 6.25-13.0 uM do szeregu G-kwadruplekséw o topologii
réwnolegtej lub hybrydowej oraz 487-630 krotne wzmocnienie fluorescencji.
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Ponadto, ligand 15 réwniez wykazywat 320-439 krotne wzmocnienie fluorescencji
w obecnosci rownolegtych G-kwadrupleksow RNA. Na podstawie mikroskopowe;j
obserwacji zmian fluorescencji w liniach komdrkowych HeLa, SMMC-7721,
HUVEC HT1080 poddanych dziataniu 15 wykazano jego gromadzenie sig
w jadrach komorkowych. [28] Intensywnos¢ fluorescencji ulegata zmniejszeniu
w obecnosci pirydostatyny lub po podaniu inhibitora polimerazy o, co bylo
dowodem wskazujacym na wigzanie sie¢ 15 do G-kwadrupleksow. Natomiast dwa
pozostate analogi ThT, zwiazki 16 i 17, podstawione odpowiednio trzema grupami
etylowymi Iub 2-hydroksyetylem wykazywaty stabsze wzmocnienie fluorescencji
i nizsze wigzanie do G-kwadruplekséw rownolegtych lub hybrydowych. [29,30]
Omowione przyklady pochodnych tioflawiny T, pokazuja jak niewielka
modyfikacja struktury moze wptyna¢ na wlasnosci emisyjne i powinowactwo sondy
do G-kwadrupleksow.
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Rysunek 7. Pochodne: benzotiazolu (14-17), bis-benzimidazolu (18-19), etydyny (20)
Figure 7. Derivatives of: benzothiazole (14-17), bis-benzimidazole (18-19), ethidium (20)

3.3. POCHODNE BIS-BENZIMIDAZOLU (18-19)

W obrebie grupy pochodnych benzimidazolu najbardziej znanym zwigzkiem
jest barwnik Hoechst 33258 wykazujacy silne powinowactwo do bruzdy mniejszej
dupleksu DNA bogatej w 4-5 powtorzen AT. (Rys 7) Badania wykazaly, ze
Hoechst 33258 (18) wiaze sie takze do G-kwadrupleksow (c-myc, pu24, c-kit2)
oddzialujac warstwowo z krancowymi G-tetradami. [31] Modyfikacje struktury
tego barwnika, takie jak wprowadzenie trzeciego uktadu benzimidazolu (pochodne
terbenzimidazolu) lub zmiany izomerii podstawienia skutkowaly jedynie modulacja
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powinowactwa do dupleksow DNA bogatych w AT. [32] Zdecydowany wzrost
selektywnosci wzgledem G-kwadruplekséw uzyskano dla symetrycznych,
w ksztalcie litery V pochodnych bis(piperazinylo benzimidazolu) potaczonych
centralnie pierscieniem pirydyny lub fenylu w pozycjach 1,3 (19). Natomiast
liniowa aranzacja obu ukladow benzimidazolu w pozycjach 1,4 centralnego
pierscienia  benzenu znaczaco obnizala powinowactwo zwigzku do
G-kwadrupleksow. Na podstawie symulacji obliczeniowych uktadéw liganda
z G-kwadrupleksem wykazano, ze izomer 1,3 oddzialuje warstwowo z trzema
resztami guaniny G-tetrady natomiast liniowy izomer 1,4 tylko z dwoma. Zwiazki
z grupy 1,3-bis podstawionych wigzaly si¢ do G-kwadrupleksu (T,Gy)4
z umiarkowanym powinowactwem (K4~1.88-14.3 puM). Najsilniejsze, 50 krotne
wzmocnienie fluorescencji zaobserwowano dla 19 (K4~1.88 uM).[33] Reasumujac,
wydaje sie, ze dla zaistnienia selektywnego oddzialywania pochodnych bis-
benzimidazolu z G-kwadrupleksem konieczne jest obecno$¢ podstawienia 1,3
uktadu heteroaromatycznego wraz z terminalnymi podstawnikami alifatycznymi
zawierajacymi grupy aminowe zdolne do oddziatywania z bruzdami lub pe¢tlami
G-kwadrupleksu.

3.4 POCHODNE ETYDYNY (20)

Bromek etydyny (EtBr) jest kolejnym, powszechnie stosowanym, barwnikiem
do wizualizacji kwaséw nukleinowych, oddziatujacy poprzez interkalacje do
dupleksu DNA a takze wigze si¢ z trypleksami. (Rys 7) Stabiej wigze si¢ do
G-kwadrupleksow  oddziatujagc  warstwowo z  zewngtrznymi  G-tetradami.
Wprowadzenie do EtBr podstawnika aromatycznego (20) pozwolito na uzyskanie
pochodnych o duzym powinowactwie (Kp~90-120 nM) do G-kwadrupleksow
i umiarkowanym wzmocnieniu fluorescencji.[34]

3.5 POCHODNE KARBAZOLU (21-33)

Pochodne karbazolu symetrycznie podstawione w pozycjach 3,6 uktadami
heteroaromatycznymi bezposrednio lub za posrednictwem podwdjnego mostka
metinowego stanowia grupe fluorescencyjnych ligandow selektywnie wigzacych sig¢
do G-kwadruplekséw DNA. (Rys 8) Zwiagzki 21 (0-BMVC) i 22 (p-BMVC),
zawierajace w strukturze odpowiednio jodek 1-metylo-2-winylopirydyniowy
i 1-metylo-4-winylopirydyniowy, wykazuja bardzo silne powinowactwo
(odpowiednio Kp~33.3 nM i 0.89 nM) do G-kwadrupleksu HT24 oraz 80-120
krotny wzrost fluorescencji przy Aem 560-570 nm.[35,36,37] Ligand 22 wykazuje
niska cytotoksycznos¢ i jest zdolny do hamowania aktywnosci telomerazy
w niskich stgzeniach (~50 nM). Wykazano silng fluorescencj¢ 22 w jadrach
komérek nowotworéw pluc i jamy ustnej (odpowiednio, H1299 i Ca9-22)
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w przeciwienstwie do komorek zdrowych (Detroit-551, IMR-90).[38] Wizualizacja
komérek raka jamy nosowo-gardtowej (KJ-1) traktowanych 22, za pomocag
dwufotonowej fluorescencyjnej mikroskopii czasowo-rozdzielczej, wykazala
gromadzenie si¢ 22 w rejonach telomerowych chromosoméw w stadium
metafazy.[ 39] Na podstawie badan temperatury topnienia wykazano znaczna
stabilizacje G-struktury HT24 (AT,=13 °C) przez 22, z kolei 21 wigzal si¢ okoto 90
razy silniej do HT24 anizeli do dupleksu (Kp~2.91 pM). Oba zwiazki w obecnosci
G-kwadrupleksu wykazywaly okoto 2-4 krotne wydluzenie czasu zaniku
fluorescencji w porownaniu z dupleksami DNA. Powyzsza wlasciwos¢ umozliwita
odréznienie komorek nowotworowych (MCF-7/ADR, CL1-0, H1299, HeLA, MCF-
7, SAS) od zdrowych na podstawie bioobrazowania interakcji 21
z G-kwadrupleksami za pomoca fluorescencyjnej mikroskopii czasowo-
rozdzielczej. (FLIM — ang. fluorescence lifetime imaging microscopy). Stwierdzono
dodatnig korelacje pomiedzy liczba fluorescencyjnych ognisk G-kwadrupleks:21
a stadium zaawansowania nowotworu. Badania biopsji tkanek wykazaty, ze test
z 21 moze stanowi¢ kolejng metode klinicznego wykrywania nowotworéw glowy
i szyi.[40] Pochodne 0-BMVC (23) i p-BMVC (24) podstawione w pozycji N9
dhugim tancuchem alifatycznym (4-12 reszt metylenowych) zakonczonym kationem
N-metylopiperydyny wykorzystano do wizualizacji za pomocg techniki FLIM
mitochondrialnych G-kwadrupleksow DNA w liniach komoérkowych CL1-0
i MRC-5.[41,42] Dodatkowo dla serii zwigzkow z grupy 23 okreslono zalezno$é¢
pomiedzy lipofilowoscia liganda a jego dystrybucja w mitochondrium i jadrze
komoérkowym komoérek nowotworowych oraz wyjasniono mechanizm lezacy
u podstaw wysokiej selektywnosci fluorescencyjnego znakowania komorek
nowotworowych. Natomiast podstawienie p-BMVC w pozycji N9 grupg fenylowg
(25) lub podstawnikami alkilowymi (etyl, metyl) nie wykazywato istotnej roznicy
w stalej wigzania do G-kwadruplekséw oraz dupleksow.[ 43 | Mechanizm
oddzialywania omowionej serii liganddw z G-kwadrupleksami nie jest
jednoznaczny i zalezy od ich topologii jak i czgsteczkowosci — stwierdzono
zarowno oddzialywania warstwowe z krancowymi G-tetradami jak i wigzanie do
bruzd.[44]

Bezposrednie przytaczenie uktadéw heteroaromatycznych w pozycjach 3,6
karbazolu skutkowalo otrzymaniem kolejnej serii ligandéw o pozadanych
wlasciwosciach spektroskopowych i kinetycznych wzgledem G-kwadrupleksow.
W tej serii, zwigzki 26 i 27, zawierajace uktad benzimidazolu podstawiony
dialkiloaming oraz dodatkowo w pozycji N9 grupe metylowa, wykazywaty
najsilniejsze powinowactwo (Kp~0.28-0.84 uM) i wysoka selektywnos¢ do
G-kwadruplekséw rownolegtych (c-myc, EAD, Pu22). [45,46] Obserwowane silne
wzmocnienie fluorescencji (335-1800 razy) oraz dobra przenikalnos¢ do komorek
umozliwity wizualizacje ligandow w linii komoérkowej MCF-7. Jednak na
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podstawie stabej fluorescencji zwiazku 26 w komorkach wyciggnigto wniosek ze
gromadzi si¢ on w cytoplazmie i nie wnika do jadra komérkowego.[45] Z kolei dla
28 1 29, zwiazkéw podstawionych w pozycji N9 piperazynylobutylem,
zaobserwowano silne powinowactwo do G-kwadrupleksow telomerowych
niezaleznie od ich topologii (Kp~0.03-0.33 uM) oraz silne wzmocnienie
fluorescencji. Dodatkowo wykazano efekt stabilizujacy (AT,=16-19 °C), oraz
wysoki indeks selektywnosci (500-576) wobec G-kwadrupleksow w poréwnaniu do
dupleksow DNA.[47] Kolejng grupg zwiazkow w omawianej serii sag pochodne bis-
triazolilokarbazolu (BTC) podstawione 3-(dimetyloamino)propylem w pozycji NO9.
Zwiagzek zawierajacy w pozycjach 3,6 uktady 1-fenylo-1H-1,2,3-triazol-4-ilu
terminalnie podstawione alifatyczng diaming (30) najmocniej wigzal si¢ do
G-kwadrupleksu réwnoleglego c-myc oraz znaczaco go stabilizowal (Kp~0.3 uM;
AT, =22.7£1.7 °C) przy niewielkim, 5.5 krotnym przyroscie fluorescencji. [48]
Ponadto, zwigzek 30 powodowal zahamowanie ekspresji biatka MYC i w rezultacie
apoptoze komoérek HepG2 wskutek zatrzymania cyklu podzialu komorki.
Bioobrazowanie zywych komorek HepG2 poddanych dziataniu 30 wykazato
gromadzenie si¢ tego zwigzku w obszarze jadra komoérkowego.

Zwiazek 31 jest przyktadem niesymetrycznego podstawienia w pozycjach 3 i 6
dwoma réznymi podstawnikami heteroaromatycznymi za posrednictwem
podwojnego mostka metinowego. Dla tego liganda uzyskano 100 krotny wzrost
fluorescencji 31 przy A.,;=600 nm w obecnosci G-kwadrupleksu réwnolegltego (c-
myc, Kp~10 uM) i 10-30 krotny wzrost wobec pozostatych typow
G-kwadruplekséw.[49] Na podstawie dokowania molekularnego zaproponowano
mechanizm oddziatywania warstwowego pomiedzy krancowg G-tetradg a planarng
struktura 31. Cecha wspolna struktury wyzej oméwionych 3,6 dwupodstawionych
ligandow jest uktad aromatyczny w ksztalcie litery V odpowiedzialny za interakcje
z G-tetradami, cecha ta nie jest wyjatkiem i wystepuje takze w strukturach innych
grup ligandow.

Warto réwniez wspomnie¢ o monopodstawionych w pozycji 3 ukladem
aromatycznym N9 alkilowych pochodnych karbazolu tj. 32 1 33, ktére
z powodzeniem wykorzystano do wizualizacji G-kwadrupleksow w liniach
komoérkowych MCEF-7, COS7 i SiHa.[ 50,51 ] Oba zwiazki, pomimo braku
symetrycznosci w swojej strukturze, w przyblizeniu spehiaja strukturalny wymog
ksztaltu 'V czasteczki  koniecznego dla  zaistnienia silnej interakcji
z G-kwadrupleksami.
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3.6. POCHODNA FENANTROLINY (34)

Symetrycznie podstawiona w pozycjach 2,9 4(4-metylopiperazyn-1-
ylo)styrylem pochodna fenantroliny (34) jest kolejnym dobrym przyktadem
istnienia korelacji pomigdzy ksztaltem V czasteczki liganda a powinowactwem do
G-kwadrupleksu. (Rys 9) Zaobserwowano 150 krotny wzrost fluorescencji 34
w obecnosci antyréwnoleglego G-kwadrupleksu Hum24 a wyznaczona Kp wynosi
0.13 puM. Mikroskopia fluorescencyjna komorek MCF-7 po inkubacji BMSP
wykazala rownomierna dystrybucje liganda w calej cytoplazmie.[52]

36: bisIND-P 37: bisIND-C

Rysunek 9.  Pochodne: fenantroliny (34), bis(4-aminobenzylideno)acetonu (35), bis-indolu (36-37)
Figure 9. Derivatives of: phenanthroline (34), bis(4-aminobenzylidene)acetone (35), bis-indole (36-37)

3.7. POCHODNA BIS(4-AMINOBENZYLIDENO)ACETONU (35)

Kolejnym przyktadem symetrycznie podstawionego liganda jest uklad bis(4-
aminobenzylideno)acetonu, w ktérym role akceptora elektronow peti centralnie
potozona spolaryzowana grupa karbonylowa. Sposrod przebadanych analogow tej
grupy, zwiazek 35 podstawiony czterema podstawnikami metoksylowymi
wykazywal pozadane wlasnosci absorpcyjno-emisyjne i najlepsze powinowactwo
(K¢~3.03-3.65 uM) do G-kwadruplekséw réwnolegtych (c-myc, c-kit2, VEGF,
ADAMI10). (Rys 9) Obserwacja linii komérkowych ARPE-19 potraktowanych 35
wykazata emisje fluorescencji tego liganda przy A.,=590 nm w obszarze
odpowiadajacym lokalizacji jaderka, jak i w cytoplazmie w bezposrednim
sasiedztwie jadra.[53]
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3.8. POCHODNE BIS-INDOLU (36-37)

Grupa pochodnych zawierajacych uktad bis-indolu (donor) sprzezonego za
posrednictwem wigzan winylowych, z pelnigcym rolg akceptora elektronow
centralnym uktadem heteroaromatycznym okazaty sie mie¢ korzystne wiasnosci
spektroskopowe jak 1 wysokie powinowactwo do G-kwadrupleksow DNA.
Podobnie jak w serii analogéw karbazolu niska fluorescencja pochodnych bis-
indolu ulega wzmocnieniu wskutek przylaczenia si¢ do G-kwadrupleksu. Zwigzek
36 zawierajacy w centrum kation N-metylopirydyniowy wigzat si¢ selektywnie do
kwadrupleksu telomerowego (Kp~1.99 pM) wywolujac 50 krotny wzrost
fluorescencji oraz zmiang jego topologii z hybrydowej na antyréwnolegla.[54] (Rys
9) Traktowanie komorek raka trzustki (PC3) zwigzkiem 36 wykazato tendencj¢ do
gromadzenia si¢ liganda w jaderku. Z kolei dla zwigzku 37 zawierajgcego uktad 1-
metylochinoliny zaobserwowano 150-290 krotny wzrost emisji fluorescencji przy
Aem=617 nm w obecnosci G-kwadruplekséw DNA o réznej topologii (telo21, htg22,
oxy28, ckitl, ckit2, bel2, pu22) a wyznaczona stata Kp przyjmowata wartosci 1.43-
3.70 uM. Pomimo dobrej selektywnosci w stosunku do G-kwadruplekséw, ligand
nie wykazywat zdolnosci rozréznienia poszczegdlnych topologii.[55]

3.9. POCHODNE STYRYLO-N-ALKILOCHINOLINY (38-40)

Barwniki zawierajace uktad styrylo-N-alkilochinoliny podstawiony alifatyczna
aming w jednej lub dwoch pozycjach sa kolejng grupg ligandéw, ktorych bardzo
niska fluorescencja ulega wzmocnieniu w obecnosci G-kwadrupleksu w zakresie
590-650 nm oraz nastepuje przesuniecie batochromowe maksimum absorpcji
w widmie UV. Obecno$¢ dodatnio natadowanego uktadu N-alkilochinoliny
umozliwia dwojaki mechanizm oddzialywania z G-kwadrupleksem: warstwowe
z G-tetradg lub elektrostatyczne z tancuchem fosforanowym. Dla zwigzku 38,
w zaleznosci od struktury G-kwadrupleksu (Htg-21, 22Ag, C-myc, CM22, C-kitl,
G3T3, Hras) zaobserwowano 200-300 krotne wzmocnienie fluorescencji oraz
umiarkowane do silnego powinowactwo (Kp~0.30-10 puM, Rys 10). Ponadto
zwigzek 38 cechowat si¢ niska wartoscig granicy wykrywalnosci (0.36-0.85 nM),
co pozwala na wykrywanie G-kwadrupleksow DNA w stezeniu nanomolarnym.
[56] Zwiazek 39 podstawiony na atomie azotu chinoliny ujemnie natadowang grupa
butanosulfonianu najsilniej wigzal si¢ do G-kwadrupleksow rownoleglych c-myc
i CM22 (Kp~0.45 i 0.55 puM) oraz wykazywal 118 i 145 krotny przyrost
fluorescencji. W stosunku do G-kwadrupleksow hybrydowych i antyréwnolegtych
(Htg-21, 22Ag, G3T3, Hras) zwiazek 39 wykazywat nieco stabsze powinowactwo
(Kp~0.87-2.44 uM).[57] Niska cytotoksycznos¢ i dobra przepuszczalno$é przez
btony komorkowe zwiazku 39 umozliwita obrazowanie fluorescencyjne
G-kwadruplekséw w zywych oraz utrwalonych komoérkach raka watroby Hep-G2,
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ktére wykazatlo gromadzenie si¢ 39 w cytoplazmie. Preferowany mechanizm
wigzania si¢ 39 do G-kwadrupleksu polega na odziatywaniu liganda z bruzdami
i petlami. Z kolei, zwiazek 40 zawierajacy rozszerzony uklad chromoforu tj.
benzo(f)chinoliny  podstawiony  4-[N-(2-hydroksyetylo)piperazynylo]styrylem
wykazywat silne powinowactwo do G-kwadrupleksu c-myc (Kp~0.53 pM) i 590
krotne wzmocnienie fluorescencji przy A.,;=590 nm. Mechanizm wigzania 40 do
G-kwadrupleksu c-myc polega na oddzialywaniu warstwowym uktadu
aromatycznego benzo(f)chinoliny z krancowg G-tetradg oraz stabilizujgcym
wplywie wigzan wodorowych pomiedzy podstawnikiem 2-hydroksyetylowym
a grupami fosforanowymi.[58]

3.10. POCHODNE 3,6-DIAMINOAKRYDYNY (41)

Pochodne 3,6-diaminoakrydyny (41) zawierajace w pozycji 10 alifatyczny
fancuch o roznej dlugosci (3-8) terminalnie podstawiony amidem kwasu 4-
jodobenzoesowego silnie stabilizowaty strukture réwnoleglego G-kwadrupleksu
KRAS-22RT (AT,=17.8-40.7 °C) oraz wykazywaly do niego wysokie
powinowactwo (Kp~0.44-0.55 puM, Rys 10). Nieco stabszg stabilizacje struktury
i porownywalng statg wigzania omawianych zwigzkow zaobserwowano wzgledem
G-kwadrupleksu c-myc (AT,=18.5-33.9 °C, Kp~0.18-0.74 uM).[59] Wydluzenie
tancucha alifatycznego w poszczegolnych zwigzkach znaczaco wptywato na wzrost
stabilnosci ich komplekséw z G-kwadrupleksami jak i wzrost cytotoksycznosci
ligandéw wobec linii HelLa (IC5=0.9-5.7 puM). Obserwacja komorek Hela
poddanych dzialaniu pochodnej z najdluzszym tancuchem wykazata silng
fluorescencje w rejonie jadra komorkowego i nieco stabszag w cytoplazmie.
Niekorzystnymi cechami tej serii zwigzkow sa ich zaledwie 10 krotne wzmocnienie
fluorescencji w obecnosci G-kwadrupleksow oraz umiarkowane wigzanie do
dupleksu ds26 (Kp~1.4-1.9 pM).

3.11. POCHODNE TETRAFENYLOETENU (42-43)

Barwniki z grupy tetrafenyloetenu (TFE) charakteryzuja si¢ zdolnos$cig
wzrostu fluorescencji indukowanym tworzeniem si¢ agregatow w zaleznosci od
wzrostu stezenia G-kwadrupleksu. Budowa ukladu TFE eliminuje mozliwo$é
planarnego ustawienia sie¢ wszystkich czterech grup fenylowych wzdluz wigzania
winylowego ze wzgledu na zawadg steryczng. W niskim stezeniu zwigzki TFE
wykazuja dynamiczna rotacj¢ pierscieni fenylowych i niska emisja fluorescencji,
ktéra wzrasta wskutek zahamowania rotacji i tworzenia si¢ agregatoéw wraz ze
wzrostem stezenia zwigzku. Zwiazki 42 1 43 podstawione odpowiednio dwoma lub
czterema dodatnio natadowanymi podstawnikami 4-(trimetyloamonio)butoksylu
w pozycji para grupy fenylowej wykazywaly wzrost emisji fluorescencji oraz silne
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powinowactwo (K4~0.138-0.367 uM i 0.048-0.169 pM) do multimerycznych form
G-kwadruplekséw telomerowych o dtugosci sekwencji od 45 do 69 zasad. [60]
(Rys 10) Zwiazek 42 w poréwnaniu z 43 cechowal si¢ 2-3 krotnie stabszym
wigzaniem si¢ do G-kwadrupleksow telomerowych oraz zdecydowanie lepsza
selektywnoscia w odniesieniu do dupleksu. Z kolei 43, pomimo umiarkowanego
wigzania si¢ do dupleksow (K4~2.56 uM) lepiej niz 42 stabilizowat
G-kwadrupleksy o dluzszych sekwencjach (AT, = 6.9 - 9.4°C). Rdznice
w powinowactwie do kwasow nukleinowych obu zwiazkow wynikaja z liczby
dodatnio naladowanych tadunkéw na koncach podstawnikow. W przypadku 43
obecno$¢ czterech dodatnich tadunkéw poprawia stalg wigzania zwiazku do
multimeréw G-kwadruplekséw telomerowych obnizajac jednak ich selektywno$¢
w odniesieniu do dupleksow.

42: R,=H; R,= -O(CH,),N*(CH,),
43: R,=R,= -O(CH,),N*(CH,),

Rysunek 10. Pochodne: styrylo-N-alkilochinoliny (38-40), 3,6-diaminoakrydyny (41), tetrafenyloetenu (42-43)
Figure 10.  Derivatives of: styryl-N-alkylquinoline (38-40), 3,6-diaminoacridine (41), tetraphenylethene (42-43)

3.12. ZWIAZKI POCHODZENIA NATURALNEGO (44-48)

Istnieje spora grupa zwiazkow aromatycznych pochodzenia naturalnego
wykazujacych staba fluorescencje w wodnych roztworach, ktéra ulega
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wzmocnieniu w obecnosci G-kwadrupleksow DNA. Sposrod nich nalezy wymieni¢
alkaloidy chinazolinowe (pochodne izaindigotonu), alkaloidy izochinolinowe
(berberyna, palmityna i pochodne). Izaindigoton jest alkaloidem naturalnie
wystepujacym w korzeniu Isatis indigotica Fort, rosliny stosowanej w tradycyjnej
medycynie chinskiej w leczeniu grypy, zapalenie watroby i mézgu. W swojej
strukturze izaindigoton zawiera uktad pirolo[2,1-b]chinazoliny sprzezonej z grupa
benzylidenowa. Zwiazek ten nie wykazuje powinowactwa do G-kwadrupleksow.
Natomiast pochodne izaindigotonu zawieraja modyfikacj¢ w uktadzie benzylidenu
(44, 45) albo obecnos¢ dodatkowych atomdéw fluoru i alifatycznych podstawnikow
w czg$ci kumaryny (46, 47) wykazujac silne powinowactwo wzgledem
G-kwadruplekséw oraz znaczace wzmocnienie fluorescencji. (Rys 11) Zwiazek 46
zawiera uktad izaindigotonu, pelnigcy rolg akceptora podstawiony dwoma atomami
fluoru i grupa metylowa na atomie azotu, ktory sprzezony kumaryng (donor)
wykazuje umiarkowane wzmocnienie fluorescencji przy A, =640 nm oraz zmiane
barwy z rozowej na biekitng w obecnosci G-kwadruplekséw pu22 i htg21. Ligand
46 z powodzeniem wykorzystano do barwienia utrwalonych i zywych linii
komorkowych Hel a, gdzie w jaderkach stwierdzono najwicksze jego stgzenie.[61]
Zwiazek 47 (monofluorowa pochodna ISCH-1) wykorzystano do otrzymania
koniugatu z antysensowg sekwencjg RNA (ISCH-nras1) za posrednictwem tacznika
triazolowego (ang. click chemistry). Hybrydyzacja koniugatu ISCH-nrasl do
docelowej nici NRAS RNA powodowal wzrost emisji fluorescencji 47 wskutek
oddzialywania z kwadrupleksem. [ 62 ] Autorzy zaobserwowali wzrost emisji
fluorescencji po podaniu ISCH-nrasl w rejonie cytoplazmy komorek SiHa,
uprzednio transfekowanych docelowa sekwencja NRAS RNA. Identyczng strategie
wizualizacji G-kwadrupleksow RNA w komdrkach HEK293T oraz Hela
zastosowano wobec rejonu 3’UTR transkryptu APP (ang. amyloid precursor
protein). [63] Pozostale dwa analogi izaindigotonu, 44 oraz 45, wykazujg silne
powinowactwo do G-kwadrupleksow telomerowych (Kp~0.1 pM) oraz efekt
stabilizujacy (AT,=17.6-21.9 °C) przy stosunkowo niewielkim 2.6 krotnym
wzmocnieniu fluorescencji.[64] Berberyna i palmityna (alkaloidy izochinolinowe)
obok zdolnosci inhibicji topoizomerazy I i Il posiadajg zdolno$¢ do warstwowego
oddzialywania z G-tetradami ze wzgledu na zagigtg strukture czasteczki oraz
obecno$¢ czwartorzedowego atom azotu. Oba zwigzki wykazujg umiarkowane do
silnego powinowactwo do G-kwadrupleksow telomerowych (Kp~0.83-2.38 pM)
oraz okoto 50 krotne wzmocnienie emisji fluorescencji przy Ae,=522 nm.
Podstawienie 3-(1-piperydyno)propylem w pozycji 9 berberyny (48) wzmacnia
kilkukrotnie powinowactwo do G-kwadruplekséw telomerowych (Kp~0.284 pM)
oraz wywiera silny wplyw stabilizujacy na G-kwadrupleks (AT,;=28.2 °C).[65]
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Rysunek 11. Zwiazki pochodzenia naturalnego (44-48)
Figure 11.  Natural products (44-48)

3.13. POCHODNE TRIFENYLOMETANU I TRIFENYLOAMINY (49-56)

Zwiazki z grupy pochodnych trifenylometanu (TFM, zielen malachitowa 49,
fiolet krystaliczny 50) wykazuja niskg fluorescencie w roztworach wodnych
i organicznych, ktora wzrasta wraz ze wzrostem lepkosci rozpuszczalnika Iub
w obecnosci kwaséw nukleinowych. Niska fluorescencja jest rezultatem niepelnego
wewnatrzczasteczkowego transferu tadunku w obrebie czasteczki, wynikajacego
z wystepowania wzajemnej rotacji pierscieni fenylu a tym samym brakiem
planarnego charakteru czasteczki. Liczne prace wykazaly na znaczaca roznice
przyrostu emisji fluorescencji grupy TFM po zwiazaniu z G-kwadrupleksami (70-
100 krotny) w poréwnaniu z dupleksami DNA (14 krotny), jakkolwiek rdznice
statych wigzania barwnikow TPM do obu form nie sg tak znaczne.[66,67,68]
Zwiazki tej grupy nie znalazly zastosowania w obrazowaniu komérek ze wzgledu
na niska selektywnos¢ oraz stosunkowo niska wydajno$¢ kwantowa w poréwnaniu
z innymi barwnikami np. oranzem tiazolowym. (Rys 12)

Barwniki z grupy trifenyloamin (TFA) sprzgzonych za posrednictwem
wigzania podwdjnego z podstawionymi peryferyjnie uktadami
heteroaromatycznymi okazaly si¢ mie¢ o wiele bardziej obiecujace wlasciwosci
spektralne i kinetyczne niz barwniki grupy TFM. Uklad trifenyloaminy pehi role
donora elektronow, ktére przez uktad m elektrondow wigzania podwdjnego sa
transferowane do N-metylowanego ukladu heterocyklicznego (akceptora)
uczestniczacy w wigzaniu si¢ sondy do docelowych G-kwadruplekséw.
Podstawienie w pozycji para obu fenyli podstawnikiem cyjanowinylo-N-
metylopirydyniowym dato serie analogdw z ktérych 51 wykazywat najlepsze
wlasciwosci fluorescencyjne i wigzanie si¢ do G-kwadrupleksoéw. [69] Zwigzek 51
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wykazywal 90-190-krotny wzrost fluorescencji przy 620 nm w obecnosci
G-kwadrupleksow hybrydowych (22AG, G3T3, H-RAS) przy jednoczesnym
indukowaniu przejscia do G-kwadruplekséw antyréwnolegtych. Na podstawie
obliczen metodami dynamiki molekularnej autorzy zaproponowali mechanizm
oddzialywania 51 z bruzda za posrednictwem wigzan wodorowych. (Rys 12)

Seria monopodstawionych analogéw trifenyloaminy za posrednictwem
wigzania winylowego w pozycji para fenylu uktadem N-metylochinoliny (52-56)
wykazywala silne powinowactwo do G-kwadruplekséw oraz brak istotnej zdolnosci
rozrézniania poszczegolnych topologii. (Rys 12) Obecno$¢ alifatycznej diaminy
w pozycji 4 uktadu N-metylochinoliny okazata si¢ by¢ kluczowa dla wartosci stalej
wigzania, jakkolwiek obserwowano wplyw struktury aminy na preferencje do
okreslonych topologii  G-kwadrupleksow. Zwigzek 52 podstawiony N-
metylopiperazyna najsilniej wigzal si¢ z G-kwadrupleksem réwnoleglym c-kitl
(Kp~70.7 nM), ktérego w obecnosci wzrastajacego stezenia kwadrupleksu c-kit
cechowata hipochromowa zmiana widma absorpcyjnego wraz z batochromowym
przesunigciem maksimum o 45 nm, co stworzyto dodatkowg mozliwos¢ detekcji
interakcji 52 z c-kitl w §wietle widzialnym. [70] Widmo emisyjne kompleksu 52/c-
kit wykazalo maksimum przy 627 nm i 32-krotny wzrost intensywnosci
fluorescencji. W przypadku 53, posiadajacego na azocie piperazyny bardziej
polarny podstawnik hydroksyetylu zamiast metylu, zaobserwowano najwigksze
powinowactwo do G-kwadrupleksu 22AG o topologii hybrydowej (Kp~0.83 pM)
oraz okoto 50 krotny wzrost emisji fluorescencji.[71] Zamiana cyklicznego uktadu
piperazyny w pozycji 4 N-metylochinoliny na alifatyczny tancuch diaminy (etyl,
propyl, 54, 55) lub eter azakoronowy (56a-b), znaczaco poprawilo wlasciwosci
otrzymanych pochodnych wzgledem G-kwadrupleksow. Dla 54 i 55
zaobserwowano 200 i 180 krotne wzmocnienie fluorescencji oraz silne
powinowactwo do G-kwadrupleksu hybrydowego i antyréwnoleglego, odpowiednio
HTG21 (Kp~110.1 nM) i HRAS (Kp~27.8 nM). Ponadto ze wzgledu na ich niskg
granice wykrywalnosci zwiazki te wykorzystano do wizualizacji G-kwadruplekséw
w liniach komérkowych Hep-G2, gdzie najwigkszg kumulacje kompleksu ligandu
z G-kwadrupleksem stwierdzono w obrebie jaderka. 72,73 ] Zwigzek 56a
wykazywat 7-10 krotne wzmocnienie fluorescencji w obecnosci kwadruplekséw
o réznorodnej topologii, z kolei dodanie kationéw metali przejsciowych (nikiel(Il),
kobalt(Il), miedz(I1), cynk(Il), zelazo(Ill)) kompleksowanych przez uklad eteru
azakoronowego (56b) poprawito ok 3-4 krotnie emisje fluorescencji w poréwnaniu
z 56a. Najwigksze wzmocnienie emisji fluorescencji (80 krotne) zaobserwowano
dla kwadrupleksu c-myc w obecnosci kationow niklu(Il) oraz stwierdzono
gromadzenie tych zwiazkéw w rejonie jadra komorek nowotworowych HepG2.[74]
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Rysunek 12. Pochodne trifenylometanu i trifenyloaminy (49-56)
Figure 12.  Derivatives of triphenylmethane and triphenylamine (49-56)

3.14. BARWNIKI SKWARYNOWE (57-60)

Barwniki skwarynowe (pochodne kwasu skwarynowego) to grupa zwigzkéw
z czteroweglowym pierscieniem w centrum petlnigcym rolg akceptora elektronow
sprzezony z dwoma uktadami benzotiazolu (donory elektronéw) za posrednictwem
grup metinowych. Skwaryny wykazuja pozadane wtasnosci spektralne w zakresie
widzialnym (650-850 nm) oraz cechuja si¢ znaczng fotostabilnoscig. (Rys 13)
Najprostszym przedstawicielem barwnikéw skwarynowych jest 57, zawierajacy
w centrum anion skwaryliowy dwupodstawiony N-metylobenzotiazolem. Dla 57
zaobserwowano 40 - 70 krotny wzrost emisji fluorescencji przy 668 nm (A,—=620
nm) w obecnosci réwnoleglego G-kwadrupleksu c-src oraz antyréwnoleglych
i hybrydowych topologii, natomiast wobec dupleksu i pojedynczych nici DNA
obserwowano zdecydowanie stabszy efekt wzmocnienia. Ze wzgledu na brak
selektywnosci 57 wobec réznych topologii G-kwadrupleksow oraz stabe rezultaty
w obrazowaniu komérkowym, zwigzek nie znalazt zastosowania.[75]

Modyfikacja 57 w obrgbie centralnego pierscienia grupa dicyjanometylenowa
w migjscu tlenu oraz 1-propanosulfonianem na atomach azotu w obu uktadach
benzotiazolu skutkowato otrzymaniem 58, zwiazku wysoce selektywnego
wzgledem G-kwadrupleksow rownolegtych (EAD, c-kit2, pu22) z umiarkowanym
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powinowactwem (Kp~6.57-21.6 uM). [76] Zwiazek 58 w wodnych roztworach
wystepuje  w  formie H-agregatow, ktdre w obecnosci réwnoleglego
G-kwadrupleksu ulegaja dysocjacji do monomeréw co w rezultacie skutkuje
wzrostem emisji fluorescencji jak i przesunigciem maksimum absorpcji w strone
dtuzszych fal (z 613 do 685nm). Proponowany mechanizm wigzania si¢ 58 do
G-kwadrupleksu polega na warstwowym oddzialywaniu zwiazku do obu
krancowych G-tetrad. Wysoka selektywnos$¢, bardzo niska fluorescencja tta, duzy
wspotczynnik absorpcji i wysoka wydajnos¢ kwantowa fluorescencji sprawiaja, ze
58 jest bardzo obiecujaca sonda do detekcji réwnolegltych G-kwadrupleksow.
Jednakze obecno$¢ ujemnie natadowanych sulfonianéw ogranicza zdolno$é
wnikania 58 do komorek, eliminujgc zastosowanie tego zwigzku w badaniach
in cellulo.

58 CSTS R,=-(CH,),; SO, 59 CSTS4

57 TSQ1 60 SQgl R,=-{CH,CH,0),CH,CH,OH

Rysunek 13. Barwniki skwarynowe (57-60)
Figure 13.  Squaraine dyes (57-60)

Zamiana propanosulfonianéw w obu benzotiazolach na bardziej rozbudowany
i zasadowy podstawnik 1,2,3-triazolu podstawiony grupa dimetyloaminopropylowg
znacznie zwickszylo powinowactwo nowej pochodnej 59 do rdwnoleglych
G-kwadruplekséw (c-kit2, Kp~44 nM). Znaczny wzrost fluorescencji przy 710 nm,
wysoka wydajnos¢ kwantowa oraz lepsza przenikalno$¢ przez blony komdrkowe
umozliwito wykorzystanie 59 do obrazowania komérkowego w linii MCF7.[77]
Znacznie gorsze powinowactwo (Kp~10 uM) do rownolegtych G-kwadrupleksow
wykazywat 60, zwigzek o amfifilowych wiasnosciach, podstawiony tancuchami
polieterowymi, jakkolwiek o istotnej selektywnos$ci i silnym wzmocnieniu
fluorescencji w obecnosci rownoleglych G-kwadruplekséw.[78]

3.15. POCHODNE NAFTALENODIIMIDU (61-63)

Zwiazki aromatyczne zawierajace uktad naftalenodiimidu (NDI) ze wzgledu na
planarng strukture oraz korzystne wiasnosci absorpcyjno-emisyjne okazaty si¢ by¢
obiecujagcymi  kandydatami do zaprojektowania sond fluorescencyjnych
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selektywnych wzgledem G-kwadrupleksow. (Rys 14) W zwigzku 61 uzyskano
potaczenie uktadu elektronodonorowego kumaryny z elektronoakceptorowym NDI
za posrednictwem elastycznego linkera alifatycznego. W stanie niezwiazanym dlugi
linker umozliwia interakcj¢ obu aromatycznych uktadéw i wskutek
wewnatrzczasteczkowego transferu elektronéw pomigdzy kumaryng (donor) a NDI
(akceptor) nastepuje wygaszenie fluorescencji. W obecnosci G-kwadrupleksu
wigzacego fragment NDI obserwowano odzyskanie fluorescencji obu fluoroforéw.
Stwierdzono wyrazne wzmocnienie fluorescencji 61 w obecnosci G-kwadrupleksu
réwnolegtego (c-kit2) jak i antyréwnoleglego (HRAS) w poréwnaniu do dupleksu,
pojedynczej nici DNA czy nawet kwadrupleksow RNA, dla ktérych wzmocnienie
fluorescencji byto zaniedbywalne.[ 79, 80 ] Ze wzgledu na brak zdolnosci
rozrézniania odmiennych topologii G-kwadrupleksow a takze niska wydajnosé
kwantowg zastosowanie 61 do badan komérkowych moze okaza¢ si¢ nieefektywne.
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Rysunek 14. Pochodne naftalenodiimidu (61-63)
Figure 14.  Derivatives of naphthalene diimide (61-63)

Bardziej obiecujaca pochodng NDI okazat sie 62, zwigzek zawierajacy 1,2-
fenylenodiamine skoniugowang z ukladem aromatycznym naftalenodiimidu.
Zwigzek ten wykazywal aktywno$¢ przeciwko wirusowi HIV-1 wskutek wigzania
si¢ z wysokim powinowactwem do struktur kwadrupleksowych.[ 81 ] Sposrod
przebadanych G-kwadruplekséw o réznorodnej topologii najwigksze wzmocnienie
fluorescencji przy Ae,=617 nm zaobserwowano dla G-kwadrupleksu hybrydowego
hTEL w obecnosci K'. Wyznaczona stata Ky, dla 62 do hTEL wynosita 0.18 pM,
jakkolwiek w obecnosci kationéw Na" G-kwadrupleks hTEL przyjmowat topologie
antyréwnolegla, wzgledem ktérego zaobserwowano bardzo silny wzrost
powinowactwa zwigzku 62 (Kp=3.3 pM).[82] Badania na linii komdérkowej HEK-
293T wykazaly preferencyjne gromadzenie si¢ 62 w jadrze komorkowym, co
zostato potwierdzone dodatkowymi testami na przeciwciata 1H6 specyficznymi
wobec G-kwadruplekséw oraz zastosowaniem testu wypierania nukleoliny, biatka
wiazacego G-kwadrupleksy (nucleolin displacement assay). Bardzo zblizonymi
warto$ciami powinowactwa do G-kwadrupleksow charakteryzowat si¢ dimer NDI
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(63), w ktorym oba uklady naftalenodiimidu potaczono tancuchem heptylowym.
Zwiagzek 63 w obecnosci hTEL wykazywat 89 krotne wzmocnienie fluorescencji
oraz 2.5 krotne wydtuzenie czasu zycia fluorescencji w poréwnaniu z dupleksem
(26mer).[83]

3.16. POCHODNE TRIANGULENU (64)

Modyfikowany atomami azotu i tlenu planarny uktad karbokationu triangulenu
64 w obecnosci kwadruplekséw cechowatl si¢ znacznym wydtuzeniem czasu zycia
fluorescencji, co z powodzeniem wykorzystano do wizualizacji oddziatywania
z G-kwadrupleksami w komdrce U20S z pomoca fluorescencyjnej mikroskopii
czasowo-rozdzielczej (FLIM). Ze wzgledu na niewielkg réznicg pomiedzy
powinowactwem 64 do G-kwadrupleksow a innymi formami kwasow
nukleinowych, zwigzek ten nie jest przydatnym ligandem do detekcji
G-kwadrupleksow in vitro.[84] (Rys 15)

3.17. ORGANICZNE ZWIAZKI BORU (65)

Otrzymanie selektywnej sondy fluorescencyjnej wzgledem okreslonej
topologii G-kwadrupleksu nadal jest wyzwaniem natomiast opracowanie liganda
nacelowanego na Scisle zdefiniowany G-kwadrupleks wydaje sie by¢ jeszcze
trudniejsze. Grupa prof. Changa na podstawie badan przesiewowych biblioteki
5000 zwiazkow fluorescencyjnych uzyskali ligand 65 o wysokiej selektywnosci do
G-kwadrupleksu 93del przyjmujacego topologie rownolegla. (Rys 15) Zwiazek 65,
pochodna fluorescencyjnego uktadu BODIPY nalezy do grupy organicznych
zwigzkow boru, wigze sie w bruzdzie G-kwadrupleksu 93del (Kp~25.18 uM) za
posrednictwem wigzan wodorowych bocznego tancucha karboksyamidowego
i wykazuje najwigksze wzmocnienie fluorescencji w poréwnaniu z innymi
kwadrupleksami o tej samej topologii.[85]

3.18. POCHODNE N-METYLOIMIDAZOL-5-ONU (66)

Kolejnym przyktadem fluorescencyjnych ligandoéw, selektywnych wzgledem
réownolegltych  G-kwadrupleksow, sg  pochodne  N-metyloimidazol-5-onu
podstawionego w pozycjach 2 i 4 fluorowanymi uktadami aromatycznymi (styryl
i benzyliden, Rys 15). Zwiazki te sg analogami chromoforu naturalnie
wystepujacego w biatku czerwonej fluorescencji i wykazuja znakomite
dopasowanie do G-tetrad oraz emisj¢ fluorescencji w zakresie dalekiej czerwieni.
Najwigksze powinowactwo (Kp~1.27 pM) oraz selektywnos¢ wzgledem
réwnolegtych G-kwadrupleksow zaobserwowano dla 66, zwigzku wykorzystanego
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w obrazowaniu G-kwadrupleksow w liniach komorkowych ostrej biataczki
limfoblastycznej CCRF-CEM.[86]
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Rysunek 15. Pochodne: triangulenu (64), organiczne zwiazki boru (65), N-metyloimidazol-5-onu (66),
koniugaty kumaryny i chinazoliny (67)

Figure 15.  Derivatives of: triangulene (64), boron organic compounds (65), N-methylimidazole-5-one (66),
conjugates of coumarin-quinazoline (67)

3.19. KONIUGATY KUMARYNY I CHINAZOLINY (67)

Sposréd  otrzymanych koniugatow kumaryny i chinazoliny, zwigzek 67
wykazywat silne powinowactwo do G-kwadrupleksow rownolegtych (Kp~28.6-
71.4 nM) i wigzal si¢ 200-1000 krotne silniej anizeli do G-kwadruplekséw
antyréwnolegtych. Najsilniejszy przyrost emisji fluorescencji 67 zaobserwowano
w obecnosci G-kwadruplekséw c-MYC oraz Ceb25. Efekt wzrostu emisji
fluorescencji 67 indukowany jest deagregacja liganda w  obecnosci
G-kwadrupleksu.[87] (Rys 15)

3.20. POCHODNE TRIARYLOIMIDAZOLU (68-72)

Grupa pochodnych triaryloimidazolu to zwiazki zawierajace uktad imidazolu
podstawiony trzema podstawnikami aromatycznymi (fenyl, kumaryna lub
karbazol), ktoére stanowia kolejna obiecujaca grupe fluorescencyjnych ligandéw
umiarkowanie selektywnych wzgledem G-kwadrupleksow réwnolegtych. (Rys 16)
W tej serii, zwiazek 68 podstawiony w pozycji para obu fenyli (4-metylopiperazyn-
1-ylo) propoksylem wykazywal silne powinowactwo do G-kwadrupleksow Pu22
i KRAS (Kp~0.26 i 0.15 puM) oraz nieco stabsze do G-kwadrupleksu
antyrownolegtego i hybrydowego tj. c-kit3 i htg22 (Kp~1.10 i 1.30 uM).[88]
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Modelowanie molekularne oddziatywania 68 z Pu22 jednoznacznie potwierdzito
warstwowy charakter interakcji pomigdzy G-tetrada a planarnie utozonymi
uktadami kumaryny i imidazolu. Pierscienie fenyli byly skrecone wzgledem
imidazolu umozliwiajac efektywniejsze oddziatywanie elektrostatyczne pomiedzy
dodatnio natadowanymi grupami aminowymi bocznych tancuchow alifatycznych
a ujemnie naladowanymi grupami fosforanowymi. Obserwowany wzrost
wydajnosci  kwantowej fluorescencji 68 w obecnosci G-kwadrupleksow
rownolegtych wynosit 40-50, z kolei dla pozostatych topologii: 34-38.
Zdecydowanie lepsza selektywnoscia w stosunku do kwadrupleksow réwnolegtych
cechowat si¢ 69 podstawiony triazolem, dodatkowo funkcjonalizowanym reszta
kwasu propanokarboksylowego. Dla G-kwadrupleksow rownolegtych tj. KRAS,
pu22 c-kit2 oraz bcl-2 zaobserwowano 47-58 krotny wzrost wydajnosci kwantowe;j
fluorescencji w poréwnaniu z 5-8 krotnym wzrostem obserwowanym dla
G-kwadrupleksow antyréwnolegltych lub hybrydowych (HRAS, c-kit3, htg22).
Stata wigzania 69 do c-kit2 wynosita Kp~6.1 pM.[89] Kolejne zwigzki serii
triaryloimidazolu tj. 70 oraz 71, w odréznieniu do wyzej oméwionych zawierajg
trzy grupy fenylowe bezposrednio przylaczone do imidazolu. Zwiagzek 70
podstawiony w pozycjach para fenyli uktadem naftalenoimidu oraz dwoma
grupami 4-metylopiperazyny cechowat si¢ znacznym powinowactwem (Kp~7.8-
13.3 uM), wzrostem fluorescencji i silng stabilizacja diugich sekwencji
telomerowych  (45-69 par zasad) tworzacych multimeryczne formy
G-kwadruplekséw (AT,=20-33 °C).[90] Mechanizm wigzania si¢ 70 do wyzej
wymienionych form okreslono jako interkalacje w przestrzeni utworzonej
pomigdzy krancowymi G-tetradami sasiadujacych ze soba podjednostek
G-kwadrupleksow. Jakkolwiek modelowanie molekularne wykazato, ze czasteczka
liganda nie jest planarna i oddziatuje takze warstwowo z zasadami petli oraz
elektrostatycznie z tancuchem fosforanowym. Natomiast 71, koniugat fluoresceiny
(wygaszacz fluorescencji) potaczonej linkerem triazolopropylowym z pochodng
trifenyloimidazolu wigze si¢ do G-kwadrupleksu i stanowi interesujacy przyktad
modulowania fluorescencji za pomocg inhibicji fotoindukowanego przeniesienia
elektronu. Autorzy pracy zaobserwowali silne powinowactwo (Kp~0.53-0.63 puM)
i wyjatkowa selektywnos¢ 71 do G-kwadrupleksu c-MYC, oraz 14 krotne
wzmocnienie fluorescencji.[91] Podobnie jak 70, w mechanizmie oddzialywania 71
z c-Myc nie biora udzialu G-tetrady, stwierdzono natomiast oddziatywanie
warstwowe z zasadami w petlach oraz elektrostatyczne z tancuchem fosforanowym.
Ostatnim zwigzkiem tej grupy jest 72, zawierajacy dodatkowa grupa
p-metoksyfenylowa na atomie azotu uktadu triaryloimidazolu. Sposréd
przebadanych G-kwadruplekséw o réznej topologii, ligand 72 wiazat si¢ najsilniej
do G-kwadrupleksu rownolegtego c-myc (Kp~0.1-0.5 uM), przy okoto 10 krotnym



SONDY FLUORESCENCYJNE TYPU , LIGHT UP” DO DETEKCJI I BIOOBRAZOWANIA 885

wzmocnieniu fluorescencji oraz silnym efekcie stabilizujacym strukture c-myc
(AT,=20 °C).[ 92]
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Rysunek 16. Pochodne triaryloimidazolu (68-72)
Figure 16.  Derivatives of triaryl imidazole (68-72)

3.21. POCHODNE PORFIRYN I FTALOCYJANIN (73-78)

Porfiryny i ftalocyjaniny sg planarnymi makrocyklami z uktadem sprzgzonych
n-elektronow, ktore wykazuja intensywne pasma absorpcji i fluorescencji
w obszarze widzialnym. Cechg wspolng obu grup jest obecnos¢ czterech 1H-piroli
sprzezonych mostkami metinowymi lub iminowymi. Grupa porfiryn obejmuje
zwigzki z peryferyjnie zlokalizowanymi podstawnikami o przeciwstawnych
fadunkach takich jak dodatnio natadowane grupy metylopirydyniowe (73 i analogi)
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lub ujemnie naladowane grupy kwasu karboksylowego (74, 75, Rys 17).
Ftalocyjaniny zawieraja cztery pierScienie izoindolu polaczone mostkami
iminowymi peryferyjnie podstawione dodatnio natadowanymi grupami, tworzac
wigksza powierzchnie m-elektronow w poréwnaniu z porfirynami. Molekularny
mechanizm oddziatywania obu grup z G-kwadrupleksami polega na oddziatywaniu
warstwowym z G-tetrada. Sposrod pochodnych porfiryn, oddzialywanie 73
z réznorodnymi motywami DNA (G-kwadrupleksy, dupleksy, trypleksy,
pojedyncze nici) zostalo najszerzej opisane w literaturze, i wykazano podobne
powinowactwo do wszystkich motywéw DNA (Kp~50-300 nM).[93,94,95,96]
Z kolei 74 1 75 wykazywaly zdecydowanie wyzsza selektywno$¢ do réwnolegltych
G-kwadruplekséw, aczkolwiek z nizsza stala wigzania (Kp~2 uM).[97, 98] Tak
znaczng 16znice w wartosci Kp 73 vs 74/75 mozna prawdopodobnie przypisaé
przeciwstawnym fadunkom na zlokalizowanych na peryferyjnych podstawnikach.

HEoC COOH HOOG COOH

74: NMM 75: PPIX
Oﬁx’*R

N’ - HN\___ ,_.,
N \:Q\,( N
A ﬁ Nn » ’ W
:?U%\ N
: — ~ /4 \ - 3
—N o N __"\‘_ HN//___ N N
RSo @
n

\NH
g
n

73: Zn-DIGP 74: 3,4-TMPyPz-Zn-ll 78: n=24 !
R=NH3 lub -HNJ

Rysunek 17. Pochodne porfiryn i ftalocyjanin (73-78)
Figure 17.  Derivatives of porphyrins and phthalocyanines (73-78)

Wprowadzenie kationu metalu (cynk(Il), miedZ(Il), nikiel(Il)) do centrum
porfiryny czy ftalocyjaniny pozwolilo na uzyskanie nowych sond
fluorescencyjnych o wysokim powinowactwie 1 selektywnych wzgledem
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G-kwadruplekséw. Z grupy ftalocyjanin z kationem cynku(ll), zwiazek 76
zawierajacy peryferyjnie zlokalizowane cztery dodatnio natadowane fragmenty
guanidynowe wykazywal wysokie powinowactwo (Kp~2nM) i selektywnosé
wzgledem G-kwadruplekséw (c-myc, h-telo).[ 99, 98] Znaczny wzrost emisji
fluorescencji  (200-krotny) 76 w obecnosci G-kwadrupleksow pozwolit na
obrazowanie zaleznosci pomiedzy kontrolg transkrypcji a zwijaniem i rozplataniem
G-kwadrupleksu w zywych i utrwalonych komoérkach. Zwigzek 76 wykorzystano
do obrazowania G-kwadruplekséw w zywych komoérkach czerniaka SK-Mel-28
[100] Iub mysich komérkach fibroblastéw zarodka NIH 3T3 [101], w ktorych
skupiska kompleksow G-kwadrupleks:76 zlokalizowane byly wokot jadra, podczas
gdy odpowiednik bez kationu cynku(Il) wystgpowat w jadrach. Pozostate zwiagzki
grupy ftalocyjanin- cynk(Il) (77, 78) charakteryzowaly si¢ nieznacznie stabszym
powinowactwem i selektywnoscig do G-kwadrupleksow, jakkolwiek potwierdzajac
ich strukturalne podobienstwo do 76 (obecnos$¢ czterech dodatnio natadowanych
alifatycznych amin).[102,103]

3.22. KOMPLEKSY PLATYNY(II) I RUTENU(I) (79-87)

Zwiazki  kompleksow  metali  przejsciowych  (platyna(ll), ruten(Il))
z heteroaromatycznymi ligandami, ze wzgledu na pozadane wiasnosci spektralne
w zakresie widzialnym oraz duze przesuniecie Stokesa stanowily przedmiot
licznych badan jako fluorescencyjne sondy kwaséw nukleinowych. Sposrod
przebadanych  kompleksow  platyny(Il) umiarkowanym powinowactwem
i selektywnoscia w stosunku G-kwadruplekséw charakteryzowaty si¢ pochodne
dipirydofenazyny (79), bis(benzimidazolo) pirydyny (80) czy kompleksy
aromatycznych zasad Schiffa (81). (Rys 18) Zwigzek 79 wigze si¢ do krancowych
G-tetrad poprzez odzialywania warstwowe (Kp ~0.1-1 uM) wykazujac 293 krotny
wzrost emisji fluorescencji po zwiazaniu si¢ do G-kwadrupleksu telomerowego,
natomiast dla duplekséw DNA obserwowano zdecydowanie nizszy przyrost
emisji.[ 104 ] Efekt wzmocnienia fluorescencji przypisano zjawisku transferu
tadunku metal-ligand, ktéry ma miejsce gdy kompleks 79 wigzac sie¢ do G-tetrady
przestaje by¢ solwatowany przez czasteczki wody. Pozostate dwa przyklady tj. 80
i 81 charakteryzowaly si¢, w poréwnaniu z 79, slabszym przyrostem emisji
fluorescencji odpowiednio 38 i 8 krotnym 1 nieznacznie mniejszym
powinowactwem do G-kwadruplekséw.[105,106]



888 D. BARANOWSKI

T © Y@\go a
& 3% o
OO

79: Pt-dppz 80: Pt-bzimpy 81: Pt-L3

Rysunek 18. Kompleksy platyny(Il) (79-81)
Figure 18.  Platinum(II) complexes (79-81)

Kompleksy rutenu(ll) stanowig obszerng grupe zwigzkéw intensywnie
badanych jako potencjalne zwigzki przeciwnowotworowe oraz co wazniejsze, jako
ligandy kwaséw nukleinowych. (Rys 19) Zwiazki tej grupy sa przewaznie
nieplanarne przyjmujgc geometri¢ oktaedryczng lub pseudooktaedryczng, co
w  kontekécie  jednoznacznego  okreslenia  mechanizmu  oddzialywania
z G-kwadrupleksami moze stanowié¢ intrygujacy problem badawczy. Kompleksy
rutenu (II) zawierajace dipirydofenazyne (dpfz) i bipirydyne (bp) lub fenantroline
(fen) jako ligandy (odpowiednio 82, 83) wykazuja powinowactwo do
G-kwadruplekséw telomerowych w zakresie 0.2-0.7 uM i ok 4-5 krotny wzrost
emisji fluorescencji.[ 107 , 108 ] Obecnos¢ podstawnikow alkiloamoniowych
w fragmencie bipirydyny zwigzku 84 poprawilo powinowactwo do
G-kwadrupleksow telomerowych 10-70 krotnie, jakkolwiek obserwowano zaledwie
8-krotny przyrost fluorescencji.[ 109 | Kompleksy zawierajace dwa kationy
rutenu(Il) z centralnie potozonym wielopierscieniowym uktadem aromatycznym
tetrapirydofenazyny (tpfz) oraz peryferyjnie zlokalizowanymi uktadami
fenantroliny lub bipirydyny tj. 85 i 86 wykazaty 150 krotny przyrost emisji
fluorescencji w obecnosci G-kwadrupleksow telomerowych oraz 2.5 krotnie stabszy
przyrost emisji w obecnosci dupleksow (60 krotny).[ 110 ] Rozrdznienie
oddzialywania wspominanych wyzej komplekséw rutenu(ll) z G-kwadrupleksem
od komplekséw z dupleksem okreslono na podstawie hipsochromowego
przesuniecia (okoto 30 nm) maksimum emisji fluorescencji oraz dtuzszego czas
zaniku fluorescencji (126£3 ns vs 88+4 ns). Tak znaczng zmiane¢ fotofizycznych
wlasnosci autorzy tlumacza lepszym dopasowaniem aromatycznego ukladu
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dikompleksow rutenu(ll) z uktadem G-tetrady i lepsza izolacja czasteczek wody od
czasteczki liganda. Ponadto, na podstawie pomiarow kalorymetrycznych autorzy
stwierdzili, ze dla 85 oddzialywanie z krancowa G-tetrada G-kwadrupleksu jest
stabilniejsze niz interkalacja (5 kJ/mol), jakkolwiek biorac pod uwagg duzy rozmiar
i zlozong strukture tréjwymiarowa dikompleksu rutenu(ll), proponowany
mechanizm oddzialywania jest nadal kwestionowany. Zwigzek 85 zostat
wykorzystany do obrazowania G-kwadrupleksow i duplekséow w jadrach,
wykorzystujac réznice w dlugosci fali emisji w obecnosci obu struktur,
odpowiednio 630-640 nm oraz 670-700 nm.[111] Innym przyktadem podwdjnego
kompleksu jest 87, w ktorym kazdy z kationow rutenu(ll) kompleksowany jest
dwoma ukfadami bipirydyny i jednym ukladem 2-fenylo-1H-imidazo[4,5-
f][1,10]fenantroliny.[ 112] Oba kompleksy sa potaczone elastycznym tancuchem
glikolu polietylenowego. Stwierdzono okoto 15 krotne wzmocnienie emisji
fluorescencji w obecnosci G-kwadruplekséw réwnolegtych, do ktérych 87 wigzat
si¢ z umiarkowang statg (Kp ~3.29 uM) w stosunku 2:1. Ponadto zaobserwowano
umiarkowang stabilizacje struktury G-kwadrupleksu (AT,=12.7 °C) w obecnosci

87.
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Rysunek 19. Kompleksy rutenu(Il) (82-87)
Figure 19.  Ruthenium(Il) complexes (82-87)
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3.23. LIGANDY FLUORESCENCYJNE WIAZACE SIE DO
G-KWADRUPLEKSOW RNA (88-92)

Sposroéd  fluorescencyjnych ligandow  wykazujacych powinowactwo do
G-kwadrupleksow RNA, 88-92, cztery z nich, poza 89, znalazlo zastosowanie
w fluorescencyjnym bioobrazowaniu G-kwadrupleksow RNA w komérkach. (Rys
20) Nalezy zaznaczy¢, ze pomimo uzyskania interesujagcych wynikow, wieksza
cze$¢ z tych ligandow wykazuje emisje fluorescencji takze w obecnosci
G-kwadrupleksow DNA, stad za selektywne wzgledem RNA nalezatoby uznad
jedynie dwa zwigzki: 89 1 90. Zwigzek 88 nalezy do grupy barwnikow
cyjaninowych i zawiera fancuch polimetinowy sprzegajacy dwa uklady
heterocykliczne podstawione resztami propanosulfonianu i cechuje si¢ niska
fluorescencja w stanie wolnym. Badania wykazaly ponad 1000 krotny wzrost
fluorescencji 88 (A.,=595nm) w obecnosci G-kwadrupleksow RNA (Kp 2.86-8.54
uM) i tylko 25 krotny w obecnosci dupleksu lub pojedynczej nici RNA (Kp 15.75-
41.32 uM).[113] Tak znaczna réznica wzrostu emisji fluorescencji w zaleznosci od
motywu strukturalnego RNA wynika z zahamowania rotacji wokol lancucha
polimetinowego oraz znacznego wzrostu wydajnosci kwantowej fluorescencji
w obecnosci G-tetrad (@g=0.74-0.95). Sonda 88 zostala z powodzeniem
wykorzystana do detekcji kwadrupleksow RNA w cytoplazmie, zaréwno
w utrwalonych jak i zywych liniach komorkowych (A549).

Selektywne wigzanie do G-kwadrupleksow telomerowych RNA (TERRA)
wykazano dla 89, zwigzku zawierajacego porfirynowy uklad makrocykliczny.
Zaobserwowano 60 krotny wzrost emisji fluorescencji (Ae=732 nm) liganda 89
w obecnosci TERRA. Selektywnos¢ oddzialywania 89 wzgledem TERRA
przypisano oddziatywaniom wodorowym grup hydroksylowych liganda z resztami
fosforanowymi lub/i ryboza urydyny a takze umozliwieniu przejscia do stanu
hiperporfirynowego, ktora to transformacja nie jest uprzywilejowana dla
G-kwadruplekséw réwnoleglych DNA.[114]

Zwiazek 90 w swojej strukturze zblizony do izaindigotonu, zawiera szkielet
N-metylowanej  6-fluorochinoliny  podstawionej  sprzezonym  wigzaniem
winylowym z Kkumaryng. Autorzy pracy wykazali silne wigzanie 90 do
G-kwadruplekséw RNA (TERRA Kp ~0.56 uM a takze FMR1, TB1, MT3) oraz
znaczacy wzrost emisji fluorescencji przy Aenm=660 nm. Ponadto, na podstawie
analizy zmian intensywnosci fluorescencji 90 zademonstrowano jego zastosowanie
do wizualizacji w czasie rzeczywistym zwijania i rozplatania G-kwadrupleksu RNA
w zywych komorkach HelLa.[115]

Pochodna tioflawiny T podstawiona dwoma grupami etylowymi w miejscu obu
grup metylowych (91), wykazata wysokie powinowactwo do sekwencji CG2a
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(Kp~1.77£0.19 pM), stanowigcej fragment czasteczki RNA wirusa zapalenia
watroby typu C (HCV), przyjmujacej strukture G-kwadrupleksu. Autorzy pracy
wykazali najwyzsza skutecznos¢ 91 w fluorescencyjnym bioobrazowaniu RNA
HCV w liniach komodrkowych oraz udowodnili jego kliniczng przydatnos¢
w  monitorowaniu HCV w komoérkach pobranych od zainfekowanych
pacjentow.[116]

N

S0, S0;” N*H(CH,CH;);

90: QUMA-1

\CIS y —
K —
\

N
N.
91: ThT-NE Ha—g 'ﬁ
HN

92: N-TASQ

Rysunek 20. Ligandy fluorescencyjne wiazace si¢ do G-kwadrupleksow RNA (88-92)
Figure 20.  Fluorescent ligands binding to RNA G-quadruplexes (88-92)

Zwiazek 92 moze by¢ przyktadem projektowania ,.inteligentnego” liganda,
w ktéorym cztery reszty guaninowe przylaczone do naftalenu, w obecnosci
G-kwadrupleksu RNA skladaja si¢ do G-tetrady (konformacja zamknieta)
wywotujac 22 krotny wzrost emisji fluorescencji. W stanie niezwiazanym, 92
wykazuje niska fluorescencje przyjmujac konformacje otwarta. Nieco slabsza
emisje fluorescencji 92 zaobserwowano rowniez w obecnosci G-kwadrupleksow
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DNA. Obserwacja linii komérkowych (MCF7, U20S, B16F10 ) barwionych 92
wykazala pojawienie sie licznych skupisk fluorescencji w rejonie cytoplazmy,
ktorych pojawienie si¢ autorzy przypisali tworzeniu polaczen 92:kwadrupleks
RNA. [117]

UWAGI KONCOWE

Przedstawione w  niniejszym artykule wybrane przyktady zwiazkéw
fluorescencyjnych typu ,light-up”, selektywnych wzgledem G-kwadrupleksow,
obrazuja znaczny wzrost zainteresowania badaczy tematyka oddzialywania
G-kwadrupleksow z ligandami oraz metodami ich wizualizacji opartymi na
fluorescencji. Réznorodnos¢ strukturalna przebadanych zwiazkow z jednej strony
pozwala na wstepne okreslenie ogolnych cech strukturalnych charakteryzujacych
fluorescencyjny ligand selektywny wzgledem G-kwadrupleksow. Z drugiej strony,
wyniki prac pokazuja, ze otrzymanie liganda wysoce selektywnego wzgledem
okreslonej topologii G-kwadrupleksu DNA/RNA stanowi nadal spore wyzwanie.
Niemniej jednak, biorac pod uwage znaczng ilo§¢ przebadanych sond
fluorescencyjnych, perspektywy rozwoju tej grupy zwiazkow i ich zastosowan
w bioobrazowaniu G-kwadruplekséw w komérce mozna oceni¢ jako obiecujace. Pod
tym wzgledem, wielopierscieniowe zwiazki heteroaromatyczne umozliwiaja precyzyjne
dostrojenie  wiasciwosci biochemicznych, kinetycznych i fotofizycznych poprzez
funkcjonalizacje uktadu heteroaromatycznego grupami o charakterze donorowym lub
akceptorowym. Wybdr sondy wiasciwej do realizacji okre$lonego zastosowania
powinien uwzglednia¢ zarowno parametry fotofizyczne zwiazku jak i jego zdolnos¢ do
przenikania przez btony komorkowe oraz niska cytotoksycznos¢.

W niniejszym artykule zebrano przyktady sond majacych zaréwno znaczenie
poznawcze jak i te co do ktorych istnieje spora szansa na ich praktyczne zastosowanie.
Wiele obiecujacych sond, wykazujacych duze powinowactwo i selektywno$¢ wzgledem
kwadrupleksdw in vitro, nie przenikata do komdrek pozwalajac jedynie na wyznaczenie
parametrow kinetycznych i uzyskanie strukturalnych danych dotyczacych mechanizmu
oddziatywania liganda z G-kwadrupleksem. Z drugiej strony, istnieje ograniczona pula
ligandow charakteryzujacych si¢ akceptowalnga zdolnoscia do penetracji do komorek,
ktéra umozliwita wizualizacje kwadrupleksow in vivo. Warta podkreslenia cecha
niektorych sond jest ich, zalezna od kwadrupleksu, zdolno$¢ do zmiany wlasnosci
fotofizycznych takich jak dlugos¢ fali absorpcji i emisji lub wydluzenie czasu zycia
fluorescencji. Zwiazki te moga by¢ wykorzystane jako fluorescencyjny znacznik do
mapowania domen kwadrupleksowych co ma istotne znaczenie w s$wietle rozwoju
ultraczutego oprzyrzadowania do obrazowania lokalizacji okreslonych substruktur
w  zywych komoérkach. Ponadto, zwiazki te moga by¢ stosowane
w wysokoprzepustowych badaniach przesiewowych w kierunku odkrywania nowych
lekéw przeciwnowotworowych zdolnych do specyficznego wiazania si¢ do okreslonych
topologii kwadrupleksow.
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