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Polskie Towarzystwo Chemiczne jest beneficjentem programu "Dziatalno$s¢ upowszechniajgca nauke - dziatalnosé
wydawnicza" realizowanego na podstawie umowy 640/P-DUN/2019 w latach 2019-2021. Warto$¢ dofinansowania
z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: 150 700,00 zt. Projekt obejmowat zapewnienie i utrzymanie otwartego
dostepu do publikacji naukowych czasopisma ,Wiadomosci Chemiczne” w latach 2019-2021, digitalizacje numerdéw
archiwalnych (wydanych przed 1998 r.)oraz uzyskanie numeréw DOl dla opublikowanych artykutow -
umiedzynarodowienie rangi czasopisma.
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PROFESOR ROMAN TYKA (1924-2020)
- WSPOMNIENIE

Zdjecie zrobit Dr Jerzy Palus

W dokumentach zapisano, ze Profesor Roman Tyka urodzit si¢ 28 lutego 1924
roku w Przysusze (powiat Opoczno). Naprawdg urodzit si¢ 29 lutego, ale w tym
przypadku wpisywano wtedy date 28 lutego. W ostatnich trzech latach wojny (1942-
1945) pracowat jako magazynier w Fabryce Tytoniowej w Radomiu. Po wojnie podjat
studia: w latach 1946-1947 na Wydziale Chemii Technicznej, a nastgpnie (1947—
1950) w Oddziale Chemii Technicznej Wydziatlu Matematyki, Fizyki i Chemii
Uniwersytetu i Politechniki we Wroctawiu. Studia ukonczyt w roku 1951 otrzymujac
dyplom magistra inzyniera chemika. Juz na ostatnim roku studiéw prowadzit zajecia
dydaktyczne jako zastgpca asystenta. Dalej kariera Profesora przebiegata typowo — po
studiach zostat asystentem (1951), w dwa lata pdzniej starszym asystentem, a w roku
1958 adiunktem w Katedrze Chemii Organicznej I na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej. W tym czasie réwnocze$nie pracowal jako asystent
w Katedrze Chemii Nieorganiczne] na Wydziale Matematyki, Fizyki i Chemii
Uniwersytetu Wroctawskiego.
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Przygoda profesora z chemia zwiazkow fosforu zaczeta sie zaraz po studiach.
W magazynach Nadodrzanskich Zaktadow Przemystu Organicznego ,,Rokita” w Brzegu
Dolnym (dawniej ,Anorgana” GmbH, zaklady koncernu IG Farbenindustrie)
znajdowaty si¢ znaczne ilosci zwiazkow fosforoorganicznych, gdyz produkowano tam
w czasie wojny bojowe S$rodki chemiczne. Jednym z celéw badan na Politechnice
Wroctawskiej byto okreslenie ich chemicznej budowy i proby zastosowania jako
substratow w syntezie organicznej. Jak opowiadatl Profesor, po otwarciu fiolki
z jednym z takich zwigzkow stracit wzrok. Na szcze$cie nastgpnego dnia zdolnosé
widzenia powrdcita.

Prof. Roman Tyka w 1961 roku obronit doktorat nauk technicznych, a po
zmianach strukturalnych na Uczelni (1968 r.) kontynuowal prace na stanowisku
adiunkta w Instytucie Chemii Organicznej i Fizycznej Politechniki Wroctawskiej. Petnit
tam funkcj¢ Kierownika Pracowni Analizy Elementarnej w Laboratorium Chemicznej
Analizy Instrumentalnej, a potem zastepcy dyrektora Instytutu (1972—1975). W 1972
roku — po uzyskaniu stopnia doktora habilitowanego — zostat zatrudniony na stanowisku
docenta, a w roku 1982 roku otrzymatl tytul profesora nadzwyczajnego. W ostatnich
latach pracy na Politechnice Wroctawskiej peinit funkcj¢ nieformalnego doradcy
naukowego doktorantéw Zaktadu Chemii Bioorganiczne;j.

Pod kierownictwem prof. Przemystawa Mastalerza, wraz z dr. Jozefem Baryckim
prof. Roman Tyka byt tworca wroctawskiej szkolty chemii zwigzkow
fosforoorganicznych. Wypromowat czterech doktoréw — dwoch z nich uzyskato tytut
naukowy profesora (prof. Jozef Olekszyszyn i prof. Artur Mucha), za§ dwodch
wyemigrowato do USA (dr Jan Lukszo i dr Witold Subotkowski).

Prof. Roman Tyka byt osoba niezwykle zyczliwg, optymistyczng.... i nieco
roztrzepang. Na przyklad potrafit wyjs¢ w nie swoim plaszczu ze spotkania
towarzyskiego. Byl tak lubiany, ze wiasciciel ptaszcza potraktowal to z humorem.
Warto dodaé, ze doskonale grat w tenisa, ktory byt jego drugim zyciem.

W Zaktadzie Chemii Bioorganicznej mowilismy, ze najlepiej charakteryzuje
Profesora jego imi¢ i nazwisko sktadajace si¢ na stowo “romantyka”.

Dr hab. inz. Elzbieta Wojaczynska, profesor uczelni

Prof. dr hab. inz. Pawel Kafarski
Wydziat Chemiczny Politechniki Wroctawskiej
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RADIOBIOKONIUGATY ZNAKOWANE
EMITERAMI ELEKTRONOW AUGERA
W CELOWANEJ TERAPII RADIONUKLIDOWEJ

RADIOBIOCONIUGATES LABELED WITH AUGER
ELECTRON EMITTERS IN TARGETED
RADIONUCLIDE THERAPY

Kamil Wawrowicz, Aleksander Bilewicz*

Instytut Chemii i Techniki Jgdrowej,
ul. Dorodna 16, 03-195 Warszawa
*e-mail: a.bilewicz@ichtj.waw.pl
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Mgr inz. Kamil Wawrowicz jest doktorantem
Interdyscyplinarnych ~ Studiow  Doktoranckich RadFarm
w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej. Ukonczyl studia na
Wydziale = Chemicznym  Politechniki ~ Warszawskie;j,
uzyskujac tytul inzyniera w 2018 roku, a nastepnie tytut
magistra w 2019 roku w specjalnosci Technologia
Chemiczna 1 Kataliza. Jego zainteresowania naukowe
zwigzane s3 z synteza oraz badaniami in vitro nowych
radiobiokoniugatow opartych na emiterach elektronow
Augera, potencjalnych radiofarmaceutykach dla terapii
nowotworow piersi, jajnikdw oraz watroby.

[=]30; =] https://orcid.org/0000-0003-3818-5840

Prof. dr hab. Aleksander Bilewicz ukonczyt studia na
Wydziale Chemicznym Uniwersytetu Warszawskiego
w 1976 roku. Po studiach rozpoczat prace w Instytucie
Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie, gdzie obecnie jest
zatrudniony na stanowisku profesora. W 1986 roku obronit
prace doktorska, ktérej tematyka dotyczyla wymiany
jonowej na nieorganicznych sorbentach. W 1998  roku
uzyskal stopien doktora habilitowanego na podstawie pracy
o wplywie efektow relatywistycznych na wlasnosci
transaktynowcow. W 2007 roku otrzymal tytut profesora.
Aktualnie jego zainteresowania naukowe koncentruja si¢ na
syntezie nowych radiofarmaceutykéw  opartych na
nanostrukturach o potencjalnym zastosowaniu o-radioimmunoterapii oraz terapii
elektronami Augera.

(O Ard 0] https://orcid.org/0000-0003-2490-3303
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ABSTRACT

In contrast to the radiation therapy methods, that use an external ion beam
source, the internal radiotherapy is performed by the direct administration
of radionuclides conjugated to a targeting vector. Crucial criteria for the use
of radiopharmaceuticals at a selective localization and retention in the tumor lesion
are biological or biochemical differences between tumor and non-tumor tissue.
Auger electron emitters that can target cancer cells are an attractive agents for
internal radiation therapy. Besides of o emitters, radionuclides that decay with
the emission of very low energy Auger electrons are well suited for the treatment
of small tumors, micrometastases or residual tumor after surgical resection
of a primary lesion. In contrast to o radiation, however, Auger emitters have low
toxicity when decaying outside the cell during blood transport and they are
therefore interesting candidates for targeted radionuclide therapy. However, due to
nanometers range of Auger electrons the challenge is to target cancer cells
specifically and achieve intracellular and intranuclear uptake for maximum DNA
damage. So far, no system has been developed to allow for selective delivery of the
Auger electron emitter to the cancer cell and next delivering it to cell nucleus, near
the DNA strand. An overview of Auger radiation therapy approaches of the past
decade shows several research directions and various targeting vehicles. The latter
include small molecules, aptamers, hormones, halogenated nucleotides, peptides
oligonucleotides and monoclonal antibodies and their fragments. In present article
we discuss the basic principles of Auger electron therapy as compared with targeted
a and B radionuclide therapy, characteristic of used Auger emitters and briefly the
main advantages and disadvantages of the different targeting modalities that are
under investigation.

Keywords: radiopharmacy, targeted radionuclide therapy, Auger electron emitters
Stowa kluczowe: radiofarmacja, celowana terapia radionuklidowa, emitery
elektronéw Augera




702

K. WAWROWICZ, A. BILEWICZ

AML
DSB

IARC

MCP
MN
MNT
MPM

NET
NLS

NMR

PC, BC
PET

PSMA
ROS

SSTR
TRT

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— Ostra biataczka szpikowa (ang. Acute Myeloid Leukemia)

— Dwuniciowe uszkodzenia DNA (ang. Double - Strand
Breaks)

— Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (ang.
International Agency for LET — Liniowy przekaz energii
(ang. Linear Energy Transfer)

—Polimer chelatujacy metale (ang. Metal - Chelating
Polymer)

— Przerzutowy nerwiak zarodkowy (ang. Metastatic Neuro-
blastoma Research on Cancer)

— Nanotransporter modutowy (ang. Modular Nanotrans-
porter)

— ZYo$liwy miedzybtoniak optucnej (ang. Malignant Pleural
Mesotheliom)

— Guz neuroendokrynny (ang. Neuroendocrine Tumor)

— Sekwencja Lokalizacji Jadrowej (ang. Nuclear Loca-
lisation Sequence)

— Magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Magnetic
Resonance)

— Nowotwor piersi/prostaty (ang. Prostate/Breast Cancer)

— Pozytonowa tomografia emisyjna (ang. Positron Emission
Tomography)

— Antygen blony komoérkowej komoérek stercza (ang.
Prostate Specific Membrane Antigen)

— Reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)

— Receptor somatostatyny (ang. Somatostatine Receptor)

— Celowana Radioterapia (ang. Targeted Radionuclide
Therapy)
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WPROWADZENIE

Nowotwory, wedtug statystyk Swiatowej Organizacji Zdrowia, stanowia druga
najczestsza przyczyng zgonow na $wiecie. Najczes$ciej diagnozowanymi tego typu
schorzeniami sa nowotwory: pluc, piersi, jelita grubego oraz prostaty. Dotychczasowe
raporty pokazuja, ze wérdd kobiet dominujg sa nowotwory piersi (24,2%) oraz jelita
grubego (9,5%). natomiast u mezczyzn przewazaja zachorowania na nowotwory phuc
(14,5%) oraz prostaty (13,5%) [1].

Szacunkowe prognozy przygotowywane na lata 2020 — 2040 przez
Migdzynarodowa Agencj¢ Badan nad Rakiem (IARC - ang. International Agency for
Research on Cancer) przewiduja wzrost zachorowalno$ci na nowotwory z 18 min
przypadkow rocznie do blisko 30 mln zachorowan w roku 2040 i utrzymanie okoto 50%
$miertelno$ci. Duze zroéznicowanie komodrek nowotworowych i towarzyszace temu
rézne sposoby przebiegu choroby sprawiaja, ze niemozliwe jest znalezienie jednej,
uniwersalnej metody, pozwalajacej na prowadzenie skutecznej terapii. Z tego wzgledu
leczenie onkologiczne wymaga tgczenia ze soba kilku procedur terapeutycznych w celu
osiagniecia oczekiwanego efektu. Obecnie, podstawe terapii chorob nowotworowych
stanowig zabiegi operacyjne, a nastepnie radioterapia oraz terapia systemowa,
polegajaca na podawaniu lekow cytotoksycznych.

Czesto jednak, klasyczne metody napotykaja na ograniczenia, ktdre nie pozwalaja
na wdrozenie lub kontynuowanie danego typu terapii. Metoda chirurgiczna, bedaca
jedna z podstawowych 1 najczesciej wykorzystywanych, nie jest mozliwa do
zastosowania w przypadku mikroprzerzutow. Chemioterapia, ze wzglgdu na
rownoczesne oddziatywanie na zdrowe tkanki wywoluje czeste i ostre dziatania
niepozadane, obejmujace §luzowki, szpik kostny i cebulki wlosow, prowadzace takze
do zwickszonej podatnosci na infekcje wskutek obnizenia  odpornosci,
a hormonoterapia i immunoterapia stosowane sg jako leczenie uzupelniajace.
W zwigzku z tymi ograniczeniami konieczne jest poszukiwanie alternatywnych drég
leczenia [2]. Taka droga moze by¢ szerokie zastosowanie m.in. medycyny nuklearnej,
zaréwno do diagnostyki, jak i leczenia choréb nowotworowych.

Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) definiuje
medycyn¢ nuklearng jako ,specjalno$¢, ktéra obejmuje wszystkie zastosowania
materiatow promieniotworczych w diagnostyce, leczeniu oraz badaniach medycznych,
z wyjatkiem uzycia zamknigtych zrddet promieniotworczych w radioterapii” [3].
Zgodnie z przedstawiong definicjg, medycyna nuklearna to samodzielny dzial bazujacy
na wykorzystaniu otwartych zrédet promieniowania do celow diagnostycznych lub
terapeutycznych. W medycynie nuklearnej radioizotopy przytaczane sa do innych
czasteczek chemicznych, tworzac radiofarmaceutyki. Sg to radioaktywne substancje,
ktére metabolizujac si¢ gromadza si¢ w chorobowo zmienionych tkankach organizmu.
Medycyna nuklearna wykorzystuje t¢ wiasciwos¢ do terapii oraz obrazowania
rozmiarow i postgpéw choroby. Nastgpujacy w ostatnich dwoch dziesigcioleciach
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gwaltowny rozwdj metod diagnostyki medycznej, szczegélnie komputerowej
tomografii, funkcjonalnego fMRI (funkcjonalny rezonans magnetyczny) i pozytonowej
tomografii PET (pozytonowa tomografia emisyjna), pozwala wykrywaé zmiany
nowotworowe w bardzo wczesnym stadium ich rozwoju, a zatem rozpoczyna¢ leczenie
znacznie wczesniej niz przy stosowaniu klasycznych metod diagnostycznych. Niestety,
za ogromnym postgpem w diagnostyce nowotwordéw nie podaza skuteczno$é terapii.
Najwigkszym problemem jest opornos¢ lekowa i radiacyjna komoérek nowotworowych.
Konieczne staje si¢ wykorzystanie nowych metod terapeutycznych oraz jednoczesnego
stosowania kilku metod leczenia. W ostatnich latach intensywnie wzrasta
zainteresowanie radionuklidami, ktéore moga znalez¢ zastosowanie w terapii.
Stosowanie radioizotopow 'I w leczeniu tarczycy, *Sr, **Ra czy bisfosfonianow
znakowanych '2*Sm w paliatywnej terapii nowotworéw kosci stalo sie powszechna
praktyka. W  praktyce medycznej systematycznie wdrazane s3 rOwniez
radiofarmaceutyki do tzw. celowanej radioterapii, oparte na znakowanych
radionuklidami przeciwciatach monoklonalnych, ich fragmentach, badz peptydach
i matych czasteczkach wykazujacych powinowactwo do receptoréw na komoérkach
nowotworowych (rys. 1).

| | 7
y 'f‘*’"ﬂh‘! . Komorka

Wektor -
(np. przeciwciato) ‘(‘ nowotworowa
- Receptor

Linker « - P, 3 \
. 1 ___,,»,J“‘\
@ —= Radionuklid

Rysunek 1. Schemat dziatania radiofarmaceutyku receptorowego
Figure 1. Receptor radiopharmaceutical action

Radiofarmaceutyki stosowane w tej metodzie sktadaja si¢ z radionuklidu
emitujagcego promieniowanie o, B~ lub elektrony Augera, chelatora wigzacego
radionuklid, wektora dedykowanego do konkretnego celu molekularnego oraz linkera.
Glowng zaleta celowanej terapii jest wysoka specyficzno$¢ osiggana poprzez
zaprojektowanie leku w taki sposoéb, aby byl on zdolny do oddzialywania tylko na
zmienione nowotworowo komorki, a jednoczesnie mozliwie jak najmniej wptywal na
otaczajace nowotwor zdrowe tkanki [4]. Aktualnie w celowanej terapii zarejestrowane
s trzy radiofarmaceutyki. W terapii chtoniakow wykorzystuje si¢ Zevalin® i Bexxar”
- oparte na przeciwcialach monoklonalnych radiobiokoniugaty znakowane emiterami
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B P11 ™Y oraz znakowany '""Lu peptyd, analog somatostatyny - Lutathera®, ktory
powszechnie stosowany jest do terapii rozsianych nowotworéw neuroendokrynnych.
Efekt terapeutyczny w celowanej radioterapii jest nastgpstwem dzialania
promieniowania jonizujagcego emitowanego przez radionuklid. Wyrdznia sig¢
2 mechanizmy, ktére odpowiedzialne sa za $mier¢ komorki. Pierwszym z nich jest
mechanizm bezposredni, w ktorym efekt terapeutyczny osiagany jest wskutek
dwuniciowego uszkodzenia DNA (ang. DSB - Double-Strand Breaks ) wywotanego
promieniowaniem. Ten rodzaj dzialania jest dominujacy w przypadku promieniowania
o wysokim LET (ang. Linear Energy Transfer), a wigc dla promieniowania
o i elektronow Augera. Wygenerowanie dwuniciowego uszkodzenia jest warunkiem
koniecznym, poniewaz mechanizmy obronne komoérek sa w stanie dokona¢ naprawy
w przypadku uszkodzenia tylko jednej z nici.

Drugim mechanizmem jest dziatanie posrednie, bedace nastepstwem
oddziatywania promieniowania na czasteczki wody i generowanie reaktywnych
rodnikow OH' i H' oraz czasteczek H,O,. Wolne rodniki, ze wzgledu na obecnoéé
niesparowanego elektronu, sg czasteczkami wysoce reaktywnymi i ich oddzialywanie
na DNA roéwniez powoduje jego uszkodzenia. Szacuje si¢, ze ze wzglgdu na wysoka
zawarto§¢ wody w komodrkach to wiasnie ten mechanizm dominuje w celowanej
radioterapii [5]. Poza radioliza wody, dzialanie posrednie moze by¢ takze wzmocnione
wskutek wytworzenia reaktywnych form azotu [6].

Powstajace reaktywne formy tlenu (ROS — ang. Reactive Oxygen Species), azotu
oraz nadtlenek wodoru r6znig si¢ wiasciwosciami. Wigkszos¢ ROS cechuje sie¢
stosunkowo krotkim okresem pottrwania, podezas gdy H,O, dzigki dluzszemu t;, ma
mozliwo$§¢ przemieszczania si¢ w cytoplazmie, co skutkuje generowaniem uszkodzen
DNA na duzych odlegtosciach [7].

W zaleznosci od wielko$ci zmiany chorobowej radionuklid dobiera si¢ w taki
sposob, aby efekt terapeutyczny byl optymalny. Dla duzych guzow nowotworowych
najbardziej odpowiednie okazaly si¢ radionuklidy emitujace wysokoenergetyczne
promieniowanie B~ (*°Y i '*Re) bowiem peptydy i przeciwciata monoklonalne
znakowane tymi radionuklidami sg coraz czgSciej stosowane w celowanej terapiach.
Istnieje jednak ogromne zapotrzebowanie na radiofarmaceutyki wykazujace efekt
terapeutyczny w stosunku do matych zmian nowotworowych rozsianych na duzej
powierzchni tkanki, przerzutow nowotworowych lub nowotworé6w we wczesnym
stadium rozwoju. Te warunki moga spetnia¢ emitery migkkiego promieniowania [,
elektronéw Augera oraz emitery promieniowania a. Zaleta emiteréw o jest duza wartos$¢
liniowego przekazu energii LET, = 100 keV/um, co stanowi warto$¢ optymalng dla
celow terapeutycznych. Oznacza to, ze czastki o traca swoja energi¢ na matym
obszarze, a ich zasigg w tkance wynosi tylko 40-100 pm, co odpowiada grubosci kilku
warstw komorek. Wykazuja wige duza efektywno$¢ w niszczeniu matych nowotworow
ograniczonych do niewielkich skupisk komorek, a tym samym w mniejszym stopniu
oddzialuja na zdrowe komorki otaczajace nowotwor. Ponadto duza wartos¢ LET,
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powoduje, ze czastki o maja zdolno$¢ do indukowania dwuniciowych peknie¢ w DNA.
W jednym z najnowszych badan klinicznych uzyskano spektakularne wyniki w leczeniu
przerzutow nowotworowych spowodowanych nowotworem prostaty dla znakowanej
emiterem o - “*’Ac matej czasteczki PSMA-617 [8]. Jak przedstawiono na rys. 2,
dwukrotne podanie radiofarmaceutyku 225Ac-PSMA-617 spowodowato catkowite
wyleczenie pacjenta, mimo wczesniejszej opornosci na pozostate metody leczenia.

1x
Tac-PSMA

» § v
A :
/2015 22016 4/2016
PSA =418 ng/ml PSA=3.5 ng/mi PSA < 0.1 ng/mi

Rysunek 2.  Skany wykonane technika PET obrazujace terapi¢ nowotworu prostaty za pomoca
radiofarmaceutyku **Ac-PSMA-617 [8]
Figure 2. PET scans of prostate cancer therapy with the *Ac-PSMA-617 radiopharmaceutical

Niestety na drodze do szerokiego zastosowania emiterOw o w terapii stoi bardzo
mata dostgpno$¢ radionuklidéw bedacych emiterami promieniowania o oraz ich
whasnosci chemiczne utrudniajace (*''At) lub uniemozliwiajace (**Ra) ich zwigzanie
z naprowadzajaca czasteczka. W zwiazku z tym, coraz wigksze zainteresowanie
naukowcow skupia si¢ na emiterach elektronow Augera. Elektrony Augera, podobnie
jak czastki a, charakteryzuja si¢ bardzo krotkim zasiggiem (efektywny 1-20 nm).
Deponujac na swojej drodze bardzo duza dawke energii powoduja podwdjnie niciowe
peknigcia struktury DNA. Ich unikatowe wilasciwosci pozwalaja zaprojektowaé leki
przeznaczone do leczenia bardzo malych zmian nowotworowych, niekiedy w postaci
pojedynczych komorek, np. nowotwory krwi czy mikroprzerzuty. Charakterystyka
elektronéw Augera, stawia jednak przed naukowcami wiele ograniczen, takich jak
wymog syntezy leku w taki sposob, aby internalizowat on do wngtrza komorki
a nastgpnie przechodzit do jadra komorkowego, lokalizujac si¢ mozliwe jak najblizej
DNA. Jest to spowodowane wyjatkowo krotkim zasiggiem elektronow Augera
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i zwigzang z tym koniecznoscia wprowadzenia leku dostatecznie blisko materiatu
genetycznego komorki [9-11].

1. ELEKTRONY AUGERA W NOWOCZESNEJ CELOWANEJ
RADIOTERAPII

Elektrony Augera emitowane sa z atomu w wyniku efektu Augera oraz przejs¢
Coster-Kroniga i super Coster-Kroniga. Zjawisko to zwigzane jest z generowaniem
luki elektronowej na niskiej powloce elektronowej, powstajacej w wyniku
wychwytu elektronu przez jadro, jego wybicia kwantem promieniowania
elektromagnetycznego lub w nastepstwie konwersji wewnetrznej jadra atomowego.
Wychwyt elektronowy wystepuje w atomach o jadrach posiadajacych nadmiar
protonéw i w jego efekcie proton ulega przemianie do neutronu i neutrina
elektronowego, co dotyczy zazwyczaj orbitalu 1s i rzadziej 2s. Elektrony na obu
orbitalach majg okreslong gestos¢ elektronowg w jadrze. Drugg przemiang jadrowsa
prowadzgca rowniez do emisji elektronéw Augera jest konwersja wewngetrzna.
W tym przypadku, powstawanie luki na nizszej powloce zwigzane jest
z przekazaniem energii z metastabilnego, wzbudzonego jadra elektronowi na niskiej
powloce, co powoduje wybicie elektronu [12, 13]. Mechanizm powstawania
elektronow Augera przedstawiono na rysunku 3.
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Rysunek 3. Mechanizm powstawania elektronéw Augera
Figure 3. Mechanism of Auger electron formation

Przyczyna pojawienia si¢ luki na niskich powlokach moga by¢ takze czynniki
zewnetrzne, takie jak wybicie elektronu przez inng czgstkg, kwant promieniowania
rentgenowskiego lub promieniowania y. Powstajaca luka jest zapehiana elektronem
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pochodzacym z wyzszej powloki z uwolnieniem energii w postaci promieniowania
X Iub energia przekazywana jest do elektrondéw z wyzszych powlok, czego
nastgpstwem jest emisja elektronu, a proces ten propagowany jest az do powloki
walencyjnej. Takie elektrony nazwano, od nazwiska ich odkrywcy, elektronami
Augera. Emisje elektrondéw moga nastegpowaé takze w wyniku przejs¢ Coster-
Kroniga i super Coster-Kroniga. Przejscie Coster-Kronig polega na zapetieniu luki
na nizszej podpowltoce tej samej powloki elektronowej i wybiciu elektronu
z wyzszej powloki, natomiast przej$cie typu super Coster-Kronig odbywa si¢ na
roznych podpowltokach tej samej powtoki i zachodzi dla powlok bardziej
oddalonych od jadra, najczesciej M 1 N [12]. W literaturze opisujacej medyczne
zastosowania niskoenergetycznych elektronéw pod pojeciem elektronéw Augera
wystepuja wszystkie wymienione wyzej elektrony: Augera, Coster-Kroniga, super
Coster-Kroniga oraz elektrony konwersji, takg nomenklatur¢ zastosowano takze
w dalszej czgsci pracy.

Elektrony emitowane z powlok znajdujacych sie blizej jadra majg najwicksze
energie i w zwigzku z tym, mogg pokonywac najdtuzszy dystans. Zazwyczaj jednak
elektronow tych w trakcie jednego rozpadu emitowanych jest najmniej, a wigkszo$¢
stanowig elektrony pochodzace z powlok bardziej oddalonych od jadra [11].
W trakcie jednego rozpadu jadra atomowego emitowanych jest od kilku do
kilkudziesigciu elektronow Augera.

1.1. DZIALANIE BIOLOGICZNE ELEKTRONOW AUGERA

Oddziatywanie biologiczne jest wynikiem jonizacji powodowanej przez
emitowane, niskoenergetyczne elektrony. Moga one bezposrednio uszkadza¢ nici
DNA oraz inne istotne struktury komorkowe, do ktorych zalicza si¢ m.in.
mitochondria oraz bton¢ komdrkows. Drziatanie posrednie natomiast jest
nastgpstwem generowania reaktywnych form tlenu oraz — co jest charakterystyczne
tylko dla efektu Augera — neutralizacja powstajacego po emisji elektronéw Augera
wysoce dodatniego kationu. Proces ten zachodzi poprzez pobieranie elektronow
z cytoplazmy, ktérej ponad 80% stanowi woda. W jego trakcie, wskutek pobrania
elektronéw, generowane sa kolejne rodniki, ktorych obecno$¢ wzmacnia dziatanie
cytotoksyczne [14, 15].

Elektrony Augera charakteryzuja si¢ wysokim, blisko 20-krotnie wigkszym
LET w poréwnaniu do B (rys. 4), co przektada si¢ na wigksza liczb¢ generowanych
dwuniciowych uszkodzen DNA. Skuteczno$¢ promieniowania o wysokim LET
zwiazana jest gtéwnie z bezposrednim oddziatywaniem elektronow, a w mniejszym
stopniu z generacji ROS, i w zwigzku z tym, jest niezalezna od poziomu
utlenowania tkanki. Jest to niewatpliwa zaleta w poréwnaniu do czastek B, ktore
maja znacznie wigksza energi¢, ale ze wzgledu na duzy zasieg i niski LET
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dominujgcym mechanizmem jest dziatanie posrednie poprzez generacje ROS,
w wyniku czego ich efektywnos¢ istotnie zalezy od poziomu utlenowania tkanki.
Szczegodlnie wazng rolg odgrywa to w przypadku komorek nowotworowych, ktore
bardzo czesto wykazuja stan niedotlenienia (hipoksji) [16, 17].
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Rysunek 4.  Poroéwnanie LET elektronéw Augera i promieniowania beta minus
Figure 4. Comparison of LET for Auger electrons and beta minus radiation

Elektrony Augera majg bardzo krotki zasieg w tkance, wynoszacy 1-500 nm
(rys. 5). Jednak obszar ich najwiekszej efektywnosci, czyli o najwyzszym LET,
wynosi jedynie 1-20 nm. Oznacza to, ze sg one zdolne do wygenerowania
dwuniciowych uszkodzen DNA na dystansie rownym diugosci kilku nukleotydow.
Stanowi to istotne ograniczenie narzucajgce mozliwo$¢ stosowania emiterow
Augera w terapii tylko bardzo matych zmian nowotworowych, skladajacych si¢
z pojedynczych komoérek. W zwigzku z tym wazne jest zaprojektowanie leku w taki
sposob, aby nie tylko precyzyjnie docierat on do konkretnej komérki w organizmie
pacjenta, ale miat réwniez mozliwo$¢ internalizacji do jej wngtrza. W takim
przypadku mozliwe jest uzyskanie duzego efektu terapeutycznego jako nastepstwa
dziatania mechanizmu bezposredniego i1 posredniego [10, 18]. Zasi¢g elektronow
Augera oraz promieniowania a i B przedstawiono na rysunku 5.
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Zasieg: 50-12000 pm Zaslgq: 40-100 pm Auger Zasieg: 1-20 nm
LET: 0.2 keVipm LET: 50-230 keVium g LET: 4-28 keV/um

Rysunek 5. Zasigg elektronow Augera w porownaniu do zasiggu promieniowania alfa i beta
Figure 5. Comparison of Auger electrons range with the range of alpha and beta radiation

Wazng zaletg terapeutycznego wykorzystania emiterow elektrondw Augera jest
ich oddziatywanie jedynie z komorka, do ktorej si¢ przytaczyt radionuklid. Pozwala
to, na precyzyjng terapi¢ ograniczajaca si¢ do patologicznie zmienionych komorek
nie uszkadzajac zdrowych. W przypadku powszechnie stosowanych emiterow
promieniowania [’, ktorego zasieg wynosi od 1 do 10 mm, obserwuje si¢
w trakcie terapii uszkodzenia zdrowych tkanek, szczegdlnie promieniowrazliwego
szpiku kostnego [19]. Ogromnym wyzwaniem jest zatem polaczenie emiteréw
elektroné6w Augera z czasteczkg biologicznie aktywng, ktora precyzyjnie rozpozna
komoérke nowotworowg i dodatkowo internalizuje do jej wnetrza, lokalizujac si¢
w okolicy DNA.

1.2. CYTOTOKSYCZNE DZIALANIE ELEKTRONOW AUGERA

Smier¢ komorki, bedaca nastepstwem bezposredniego lub posredniego
dziatania elektronéw Augera, moze by¢ indukowana bezposrednio, poprzez
przylaczenie si¢ emitera elektronow Augera do DNA w jadrze komorkowym,
a takze uszkodzeniem mitochondrialnego RNA oraz zniszczeniem blony
komérkowe;.

Pierwszy z mechanizméw jest najbardziej efektywny i szeroko opisywany
w literaturze, gdyz wprowadzenie emitera elektronow Augera do nici DNA
powoduje uszkodzenie materialu genetycznego juz przez jeden rozpad
radionuklidu. Bezposredni mechanizm obejmuje oddziatywanie na DNA poprzez
wbudowanie si¢ w jego strukture, najczesciej na zasadzie powinowactwa do jednej
z zasad azotowych. Stwierdzono, ze emitery elektronéw Augera I i '*I
skoniugowane z jododeoksyurydyna (IUdR), ktora jest inkorporowana
bezposrednio do DNA, wyraznie zmniejszajg przezycie komorek ssakow [26].
Smiertelna dawka promieniowania dla '*’I- IUdR byta 7-krotna nizsza niz promie-



RADIOBIOKONIUGATY ZNAKOWANE EMITERAMI ELEKTRONOW AUGERA 711

niowania X, wskazujac na wysoka cytotoksyczno§¢ dla elektronow Augera
emitowanych przez '*°I inkorporowany do DNA. Nie stwierdzono jednak istotnego
dziatania cytotoksycznego dla 123
z blong komoérkowa lub bedacego poza komoérka. Tak wigc rozpad emitera
elektrond6w Augera w bliskiej odleglosci od jadrowego DNA jest konieczny do

pelnego wykorzystania wysokiej wartosci LET tych elektronow [26]. Efekt ten

I zlokalizowanego w cytoplazmie, zwigzanego

mozna takze uzyska¢ przez zastosowanie znakowanych emiterami Augera
oligopetydow, aptamerdow, akrydyny, antracyklin, peptydéw transportujacych do
jadra komoérkowego (ang. Nuclear Location Sequence, NLS) czy komplekséw
interkalujacych do jadra, jak cis-platyna. Poszczegdlne zwiazki zostaty opisane
szerzej w punkcie 3.1.

Zastosowanie tego podej$cia, mimo licznych badan, w tym klinicznych, jednak
nie zakonczyto si¢ sukcesem. Aby wykorzysta¢ cytotoksyczne dziatanie elektronow
Augera, konieczne jest w pierwszej kolejnosci selektywne dostarczenie emitera
Augera do komorki nowotworowej. Niestety, zadne stosowane dotychczas wektory
naprowadzajace, takie jak peptydy czy przeciwciata monoklonalne nie wykazujg
zdolnosci do wbudowania si¢ w strukture DNA, a przylagczenie wektorow do
znanych interkalatoréw uposledza ich zdolno$¢ do wigzania si¢ z DNA.
Przylaczenie metalicznych emiteréw Augera do interkalatoréw wymaga takze
zastosowania duzych ligandow chelatujacych, ktore rOwniez mogg istotnie wplywaé
na zdolno$¢ do wigzania si¢ interkalatora z DNA. W tym przypadku konieczne jest
ograniczenie si¢ do reakcji jodowania radionuklidami '*I i 'L Jednak takie
polaczenia sg stosunkowo nietrwale in  vivo, ulegajagc enzymatycznej
dehalogenizacji. W ostatnich latach rozpoczgto zatem szersze badania nad
mozliwos$cia uzyskania efektu cytotoksycznego bez koniecznosci stosowania
interkalujagcych do DNA radiofarmaceutykow. Do takich alternatywnych celow
zalicza si¢ blon¢ komérkowg oraz cytoplazme.

Konieczno$¢ internalizacji do jadra komodrkowego radiofarmaceutykow
znakowanych emiterami elektronow Augera zakwestionowali Pouget i wsp. [20],
ktorzy porownali cytotoksyczno$¢ elektrondw Augera emitowanych przez 121
w jadrze komorkowym oraz na btonie komdrkowej. Chociaz zlokalizowany
w jadrze '®I byl najbardziej cytotoksyczny ze wzgledu na bezposrednie
oddziatywanie elektronow Augera z DNA, to zaobserwowano destrukcyjny wptyw
elektron6w Augera na blon¢ komodrkowa. Uszkodzenie blony komorkowej
powoduje szereg zmian w fizjologii komodrki. W wyniku dziatania elektronow
Augera dochodzi do przerwania cigglosci blony komorkowej skutkujacego
destrukcja organelli, m.in. polirybosoméw i lizosoméw. Depolaryzacja blony
komorkowej przyczynia si¢ do zaburzenia transportu elektronéw i1 zwigzanego
z tym spadku poziomu ATP. Dochodzi takze do biernego naptywu wody i jonow
(gtownie Ca®" i Na"), co skutkuje dezintegracja jadra komorkowego. Wszystkie te
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procesy powoduja pecznienie komorki i jej rozpad [21]. Stwierdzono takze, ze
generacja duzych ilosci ROS w cytoplazmie w okolicach jadra komérkowego moze
spowodowa¢ ich dyfuzje do jadra komorkowego i zniszczenie jadrowego DNA oraz
DNA umieszczonego w mitochondriach (mtDNA) [22]. Defekty mtDNA wywotane
dziatlaniem elektrondow Augera powoduja uszkodzenie waznego elementu
genetycznego, zawierajacego informacje o sekwencji aminokwaséw w biatku
i indukujg $mier¢ komorki. Uszkodzenia mtDNA mozna stymulowaé prowadzac
proces transfekcji (wprowadzenie obcego DNA) z wykorzystaniem aptameru
znakowanego emiterem elektronow Augera [23, 24]. Aptamery to fragmenty
kwaséw nukleinowych zwykle o dlugosci od kilkunastu do kilkudziesieciu
nukleotydow, ktére wykazuja, podobnie jak przeciwciala monoklonalne,
powinowactwo do celow molekularnych na komoérkach nowotworowych.
Charakteryzuja si¢ jednak znacznie mniejszym rozmiarem — cigzar czasteczkowy
aptameru, to 8-15 kDa, natomiast przeciwciala okoto 150 kDa, co przyczynia si¢ do
znacznie lepszej farmakokinetyki.

Ciekawy efekt zaobserwowano dla malej czasteczki ' > I-DCIBzL (ang.2-[3-[1-
carboxy-5-(4-'*’I-iodo-benzoylamino)-pentyl]-ureido]-pentanedioic acid) wykazu-
jacej wysokie powinowactwo do receptoréw PSMA na komorkach raka prostaty
[25]. Przy uzyciu mikroskopii konfokalnej z fluorescencyjnym analogiem DCIBzL
wykazano, ze czynnik ten w duzym stopniu lokalizuje si¢ w obszarze pomi¢dzy
zewnetrzng 1 wewnetrzng membrang jadra komorek z nadekspresja PSMA. Dla

125 : rr r
I stwierdzono wysoka cytotoksyczno$é, zaro6wno

zwiazku znakowanego
w badaniach in vitro, jak 1 in vivo. Autorzy stwierdzili zatem, ze zrodlo tej
cytotoksyczno$ci jest zwigzane z mechanizmem procesu mitozy (podziatu jadra
komoérkowego), podczas ktorego, w trakcie anafazy, emiter elektronow Augera
zbliza si¢ do materialu genetycznego znajdujacego si¢ w biegunach komorki.
Poniewaz efekt ten zwigzany jest z szybko$cig dzielenia si¢ komodrek nie obserwuje
si¢ go w promieniowrazliwych nerkach, ktore wykazujg takze ekspresje PSMA, ale
maja niski indeks mitotyczny. Rézne mechanizmy cytotoksycznego dziatania
radiokoniugatéw znakowanych emiterami elektrondw Augera przedstawiono na
rysunku 6.

W przypadku radioterapii, a szczegdlnie w o terapii oraz terapii elektronami
Augera, nalezy podkreslic wystepowanie tzw. efektu widza lub efektu sgsiedztwa
(ang. Bystander Effect) [26,27]. Jest on indukowany przez substancje wysytane
przez komoérki bezposrednio napromieniowane, ktore sa transportowane do
sasiadujacych komorek nie wystawionych na dzialanie promieniowania
jonizujacego.
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Rysunek 6.  Mechanizmy cytotoksycznego dziatania radiokoniugatow znakowanych emiterami elektronow
Augera
Figure 6. Various mechanisms of cytotoxic action of radioconjugates labeled with Auger electron emitters

Czynniki te powoduja obnizZenie przezycia tych komorek, generowanie
uszkodzen cytogenetycznych, wzrost odsetka apoptozy i zmian biochemicznych
[28]. Doktadny mechanizm tego zjawiska nie zostal jeszcze wyjasniony
Przypuszcza si¢, ze molekularne czynniki sygnalizacyjne uwalniane przez komorki
napromieniowane do przestrzeni pozakomorkowej sa odpowiedzialne za wzrost
apoptozy i zmian fizjologicznych w sgsiadujgcych komorkach, ktore nie zostaty
napromienione. Badania in vivo na modelach zwierzgcych wykazuja, ze efekt ten
moze pojawiaé si¢ takze w tkankach odleglych od miejsca napromienienia. Efekt
sgsiedztwa moze mie¢ zardwno pozytywne, jak i negatywne skutki w przypadku
radioterapii. Jezeli komorki nowotworowe bezposrednio pochtaniajace energie
promieniowania jonizujacego beda, wysylajac sygnaly, uszkadzaly sasiadujace
komérki nowotworowe lub beda inicjowaty réznicowanie tych komorek bedzie to
efekt pozadany. Jezeli natomiast uszkodzeniu ulegng komorki prawidtowe (komorki
nablonkowe, Srodblonkowe, leukocyty etc.), woéwczas moze to niekorzystnie
zwicksza¢ dziatania niepozadane w postaci powiklan popromiennych
1 nowotworow wtornych [28, 29].

2. EMITERY ELEKTRONOW AUGERA W CELOWANEJ
RADIOTERAPII

W odrdéznieniu od emiteréw promieniowania o, wsrdéd ktorych jedynie
9 ma wlasnosci pozwalajace na zastosowanie w celowanej terapii, liczba emiterow
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elektronow Augera jest znacznie wigksza. Takze dostepno$¢ emiteréw a jest
ograniczona, w przeciwienstwie do emiteréw elektronéw Augera, ktore moga by¢
wyprodukowane na dostgpnych cyklotronach w duzych aktywnos$ciach. Cena
emiterow o jest takze wielokrotnie wigksza. Aby emiter elektronow Augera mogt
znalez¢ zastosowanie terapeutyczne powinien posiadaé nastgpujace wlasnosci:

e cmitowac duzg liczbe elektronow,

e okres potowicznego rozpadu musi by¢ na tyle dlugi, aby umozliwi¢
dotarcie leku do celu, a jednoczes$nie na tyle krotki, aby nie eksponowac
niepotrzebnie organizmu na dzialanie promieniowania jonizujgcego.
W przypadku elektronéw Augera kryterium to nie jest az tak istotne, jak
dla daleko oddziatywujacego promieniowania [ czy silnie jonizujacego
promieniowania o,

e rozpad jadra macierzystego musi prowadzi¢ do powstania dlugozyciowego
lub stabilnego jadra, co jest warunkiem koniecznym w trakcie prowadzenia
kazdego rodzaju wewnetrznej radioterapii,

e radionuklid powinien by¢ latwy do wyprodukowania i wydzielenia
Z tarczy, a caty proces by¢ stosunkowo tani

e nie powinien zawiera¢ nieradioaktywnego no$nika,

e powinna istnie¢ tatwa metoda przylaczenia radionuklidu do
naprowadzajacej biomolekuty.

Bardzo wazna z punktu widzenia efektywnosci terapii jest charakterystyka
promieniowania emitowanego przez radionuklid. Uwaza si¢, ze emiter elektrondw
Augera nie powinien by¢ zrdédlem innego promieniowania, np. [, choc
w przypadku emitera p '®'
korzystne dla terapii [30]. Podobnie jest w przypadku emisji promieniowania ¥,

Tb uznano emisj¢ elektronéw Augera za zjawisko

ktore moze pozwoli¢ na jednoczesne monitorowanie postepow terapii. Z drugiej
strony najczesciej stosowane emitery Augera ('''In, 'L, **'T1, ’Ga, **"Tc), emituja
kwanty gamma z duzg wydajnoscia i sa powszechnie stosowane w diagnostycznej
technice SPECT (ang. Single Photon Emission Computer Tomography). Dawki
promieniowania stosowane w terapii elektronami Augera wielokrotnie przekraczaja
jednak te, ktore stosowane sg w diagnostyce dlatego emitowane przenikliwe
promieniowanie moze by¢ znacznym obcigzeniem radiacyjnym dla krytycznych
organdw pacjenta. Dlatego warto zwroci¢ uwage na te emitery elektronéw Augera,

. .. .. . . . .. 135 197.197
gdzie emisja promieniowania y jest najmniejsza, np. ~La, "

193m,l95mpt.

Hg czy

Istotnym parametrem w kontekscie oczekiwanych efektow terapii jest energia
elektronow Augera i liczba emitowanych elektronow konwersji, ktorych zasigg jest
wigkszy niz niskoenergetycznych elektronéw Augera. Moga one powodowaé
$mier¢ komorki, lokalizujac si¢ na jej powierzchni bez koniecznosci internalizacji
i translokacji do jadra. Moga réwniez generowac wystepowanie efektu krzyzowego



RADIOBIOKONIUGATY ZNAKOWANE EMITERAMI ELEKTRONOW AUGERA 715

polegajacego na dziataniu na sgsiednie komorki w bliskiej odleglosci od miejsca
rozpadu.

W tabeli 1 przedstawiono emitery elektronow Augera, ktore sa lub moga by¢
w przysztosci stosowane w celowanej radioterapii [18, 31-33]. Pogrubiong czcionka
zaznaczono radionuklidy, ktére zdaniem Autoréw maja szanse na szersze
zastosowanie. Ich metody otrzymywania oraz zalety zostang omowione szerzej
ponize;.

Tabela 1. Charakterystyka radionuklidow ktore moga znalez¢ zastosowanie w celowanej radioterapii
Table 1. Characteristics of radionuclides that can be used in targeted radiotherapy
Radionuklid p()grkvrv:snia emi tﬁi::ﬁ;ch . Rozpad EIEEE%}? Y Metoda produkceji
SIcy 27,70 d 4,68 EC 320 Reaktor
“Ga 78,28 h 7,03 EC 93,185,300 Cyklotron
"Br 57,04 d 4,96 EC 239 Cyklotron
*Tc 488h 6,42 EC 511 Cyklotron
9mTe 6,01h 4,67 IT 141 Cyklotron
Mn 2,82d 6,05 EC 171,245 Cyklotron
1H4mpy 49,51d 7,74 EC 558 Reaktor
115y 4,49h 5,04 IT 336 Reaktor
1] 13,20 h 12,6 EC 159 Cyklotron
124 4,18d 8,6 EC 511 Cyklotron
1257 59,40 d 21,0 EC - Cyklotron
3La 19,5h 10,9 EC 485,5 Cyklotron
1"Tm 9,25d 11,4 EC 207,8 Cyklotron
193mpy¢ 433d 27,0 IT - Reaktor/cyklotron
195mpy¢ 4,03d 37,0 IT 98,9 Reaktor/cyklotron
Y"Hg 64,14 h 23,2 EC 134 Cyklotron
YmHg 23.8h 19,4 IT/EC 77 Cyklotron
207 73,01 j 36,9 EC 68-80 Cyklotron
203pp 51,92 h 23,3 EC 279.,2 Cyklotron

Najszerzej dotychczas stosowanym emiterem elektrondow Augera jest
radionuklid jodu '*°I stosowany w diagnostyce tarczycy do znakowania przeciwciat
monoklonalnych w metodzie SPECT, a takze w brachyterapii. Jego duze
aktywnos$ci otrzymywane sa w reaktorze przez naswietlanie gazowego ksenonu
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w reakcji **Xe(n,y)—'"Xe (57s)— 'L Radionuklidy '""'In, “’Ga i **'Tl sa
réwniez dostepne handlowo i powszechnie stosowane w diagnostyce SPECT, ''In
w diagnostyce receptorowej jak np. Octreoscan™  (‘!'In-pentetreotid), ®'Ga
w postaci cytrynianu galu, a 201
Otrzymywane sa one cyklotronowo w reakcjach: '''Cd(p,n)'''In z wydajnoscia 72
MBq pA™ h' dla energii 15-0 MeV, *'Zn(p,n)"’Ga z wydajnoscia 87 MBq pA™ h!
i *Tl(p,3n) **'Pb—>"'T1 z wydajnoscia 78,5 MBq pA™ h'. Pozwala to otrzymac¢
aktywnosci powyzej 20 GBq, ktore wystarczaja na przeprowadzenie terapii
elektronami Augera.

W naszym zespole zwrocono takze uwagge na inne emitery elektronow Augera,
ktére w odréznieniu do opisanych powyzej nie emituja lub emitujg malte ilosci

T1 w radiofarmaceutykach perfuzyjnych np. 2lT1C].

przenikliwego promieniowania y. Radionuklid '*°La moze by¢ fatwo otrzymany
cyklotronowo w reakcji *’Ba(p,n)'’La z wydajnoscia 80 MBq pA h™' dla

Ba, co pozwala otrzymywaé duze dawki

wzbogaconej izotopowo tarczy
terapeutyczne [34]. Dodatkowa zaleta tego radionuklidu jest jego tatwos¢
skompleksowania powszechnie stosowanymi w radiofarmacji liniowymi lub
cyklicznymi ligandami aminokarboksylowymi.

Zaleta radionuklidow platyny '*™Pt i '""™Pt jest emisja duzej liczby
elektronow Augera, odpowiednio 27 i 37 oraz mozliwo$¢ ich zastosowania
w postaci znakowanej soli PtCI;(NH,), - cis-platyny. Ten prosty zwigzek
kompleksowy ma zdolnos$¢ internalizacji do jadra komorkowego oraz interkalacji

193m,195m

do nici DNA. Zastapienie atomoéw Pt poprzez radionuklidy Pt powinno

zwielokrotni¢ zdolnosci terapeutyczne cis-platyny. Jednak znane do niedawna

193m.195mpy - 507walaty wyprodukowaé nieduze

reaktorowe metody otrzymywania
aktywnosci tych radionuklidow o malej aktywnos$ci wlasciwej. W ostatnim czasie
opracowano metode otrzymywania '°"Pt poprzez bombardowanie czastkami
o tarczy '"?Os w reakcji *?Os(a,3n)'**™Pt, ktora pozwala na otrzymanie znacznych
aktywnosci '”>™Pt [35]. Duze nadzieje mozna takze laczyé z otrzymywaniem ultra
malych nanoczastek Pt o $rednicy 2 nm. Majg one zdolno$¢ do rozpuszczania si¢
w cytoplazmie niektorych komorek nowotworowych o duzym potencjale
utleniajacym np. w raku watrobowokomorkowym (ang. Hepatocellular carcinoma).

193mpt  pozwolitaby  zrealizowaé

Synteza takich nanoczastek zawierajgcych
koncepcje¢ selektywnej interkalacji emitera Augera do nici DNA.

Radionuklidy ""Hg i """™Hg maja réwniez bardzo atrakcyjne wiasnosci
z punktu widzenia ich zastosowania w wewngtrznej radioterapii. Otrzymywane
moga by¢ w znacznych aktywnos$ciach w reakcji 197Au(p,n)197"“’197Hg. Radionuklid
PTmHe obok elektrondw Augera emituje elektrony konwersji o stosunkowo
wysokiej energii 127 keV, znacznie wyzszej niz w przypadku '''In czy I [35].
Dzigki temu nie jest wykluczone jego oddzialywanie na wigksze odlegtosci.
Poniewaz zwigzanie Hg w kompleksach chelatowych nie jest prostym procesem
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zaproponowano zastosowanie matych nanoczastek zlota pokrytych amalgamatem
197’197mHg(Au). Takze w tym przypadku mozna spodziewal si¢ rozpuszczania
g w cytoplazmie komoérek nowotworowych o duzym potencjale
utleniajgcym.

197,197mpy

3. RADIOBIOKONIUGATY ZNAKOWANE EMITERAMI AUGERA

Wybdr wektora naprowadzajacego, ktory jest stosowany do syntezy
radiobiokoniugatu podyktowany jest rodzajem celu molekularnego, do ktérego
emiter Augera ma by¢ przetransportowany. Jezeli celem molekularnym sg nici
jadrowego DNA, radiofarmaceutyk musi zawiera¢ elementy nakierunkowujace go
do jadra komorkowego w okolice DNA, najlepiej o zdolnosciach interkalujacych.
Gdy celem ma by¢ cytoplazma komoérki powinien by¢ to wektor (peptyd,
przeciwcialo monoklonalne) internalizujagcy do wnetrza komorki (tzw. agonista
receptora). W przypadku gdy celem molekularnym ma by¢ tylko btona komérkowa
najlepsze beda wektory taczace sie do receptora komorkowego, nie ulegajace przy
tym internalizacji (tzw. antagonisci receptora) [11, 36, 37].

Wekiory nie internalizujace
(antagonisc receptora)

1181 ={>
\\\\_‘L‘ ”!‘!ffj_, ]
\_\ 7
Modyfikowane o fff,
nanoczastki ~ Lo
metali ._':- .:‘
— '& -
- -
- — —
e » i = Zwiazki interkalujace
- "'( W - do nici DNA
e
Wektory internalizujace -~ S =
[agonisci receptora) ’:— ‘Q.
%, o
i \-\'\.

L3
o

Rysunek 7.  Dziatanie radiobiokoniugatow znakowanych emiterami elektronow Augera w zaleznosci od
zastosowanego wektora

Figure 7. Cytotoxic action of radiobioconjugates labeled with Auger electron emitters depending on
the vector used

Emitery elektronow Augera w postaci kationow metali przylaczane sg do
wektorow naprowadzajacych za pomoca powszechnie stosowanych w radiofarmacji
multidentnych zwigzkéw chelatujacych, takich jak DOTA (kwas 1,4,7,10-
tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetraoctowy), NOTA (kwas 1,4,7-
triazacyklononano-1,4,7-trioctowy) czy DTPA (kwas dietylenotriaminopenta-
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octowy) (kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetraoctowy). Struktury
tych chelatorow przedstawiono na rysunku 8.

HO

VO S o o
L J. ( e bW

HO HO

s =Z

Ob_/ \_«0 Hoy_/ S—o?l OH
¢}

Rysunek 8. Struktury chelatorow DOTA, DTPA i NOTA (na podstawie bazy Chemspider)
Figure 8. Chemical structures of DOTA, DTPA i NOTA chelators (on Chemspider base)

W przypadku halogenowych emiteréw elektronow Augera ''Br czy '2**1%]

metoda ich przylaczania do biomolekut jest reakcja halogenizacji polegajaca na
elektrofilowym podstawieniu tyrozyny w peptydach i biatkach. W poréwnaniu do
chelatowania metoda jodowania charakteryzuje si¢ znacznie nizszg wydajnoscig
wynoszacg jedynie 40-60%. Ponadto, stabilno$¢ tego typu zwigzkéw w warunkach
in vivo jest niska, ze wzgledu na obecno$¢ enzymu dehalogenazy, odczepiajacego
radioaktywny brom czy jod [11].

Ostatnim z podstawowych rozwigzan stosowanych w  syntezie
radiofarmaceutykéw  znakowanych  emiterami  elektrondéw  Augera  jest
wykorzystanie nanoczastek jako nosnikow. Metoda ta znajduje coraz szersze
zastosowanie, ze wzgledu na unikatowe wlasciwosci nanoczastek, ktore dzigki
swoim niewielkim rozmiarom, moga wnika¢ do wnetrza komorki, co przeklada si¢
na zwiekszenie efektywnos$ci dostarczania leku. Wykorzystanie nanoczgstek moze
polega¢ na chemisorpcji radionuklidu na powierzchni [38] Iub przytaczeniu
skompleksowanego radionuklidu do powierzchni nanoczastki poprzez tacznik
polimerowy [22].

3.1. RADIOBIOKONIUGATY WIAZACE SIE DO NICI DNA

Dotychczasowe badania nad nowymi radiofarmaceutykami o potencjalnym
zastosowaniu w celowanej radioterapii elektronami Augera dotyczyly gloéwnie
radiobiokoniugatéw znakowanych dwoma radionuklidami: ' '2I. Bylo to
spowodowane ich duza dostepnoscia na rynku, a takze mozliwoscig tatwego

In oraz

przylaczenia do biomolekul. W ostatnich latach opublikowano takze prace
dotyczace efektywnej i prostej metody otrzymywania dwoch atrakcyjnych
emiteréw elektronow Augera - ’La i '“’Hg/""™Hg, ktére prowadzone sa w kilku
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osrodkach pod katem ich zastosowania w celowanej radioterapii. Jednakze
dotychczas nie opublikowano wynikow prac, w ktérych zastosowano by te
radionuklidy do syntezy radiofarmaceutykow. W tabeli 2 zebrano prowadzone od
2013 lat badania z wuzyciem radiobiokoniugatow znakowanych emiterami
elektroné6w Augera. Pod tabela omowiono niektore radiobiokoniugaty oparte na
malych czasteczkach, nukleozydach, peptydach, polipeptydach i przeciwciatach
monoklonalnych. Szczeg6lng uwage zwrdcono na mechanizm ich terapeutycznego
dziatania.

Tabela 2. Wykaz wybranych prac dotyczacych celowanej radioterapii elektronami Augera opublikowanych

w ostatnich 7 latach

Table 2. List of selected studies on targeted Auger electron radiotherapy published in the last 7 years
Cel Rok
Radionuklid Radiobiokoniugat Wektor Etap publikacji
molekularny
_ [autorzy]
58m, .
58m Co- Analog In vitro,
Co DOTATATE somatostatyny NET in vivo 2014 [39]
67 .
“Ga . Ga- Przeciwciato MPM Ifl wfro, 2018  [40]
Nimotuzumab in vivo
p s In vitro,

Ga Ga-NOTA-MNT MNT EGFR+ i vivo 2014 [41]
“Ga "Ga-Trastuzumab Przeciwcialo HER2+ Invitro 2020 [42]
“Ga “"Ga-pBR322 Plazmid PC, BC Invitro 2017  [43]

99m
9om e T;IZ;(IN IC- DAPI Plazmid DNA  Inviro 2014  [44]
111
My In-Bn-DTPA- Przeciwciato EGFR+ Invitro 2020  [45]
Nimotuzumab
"n ""In-AuNP-EGF Biatko EGFR+ Invitro 2016  [46]
1 ""In-AuNP- . In vitro,
In Przeciwciato HER2+ L2016 [47]
Trastuzumab in vivo
111
i In-DTPA-NLS- Przeciwcialo HER2+ Invitro 2013 [48]
Trastuzumab
111 .
M fn-MCP- Przeciwcialo EGFR+ Invitro, 5418 149
Panitumumab in vivo
My . DTPA-hEGF Biatko EGFR+ Badania 4501
kliniczne
0 ""In-hEGF-PLGA Biatko EGFR+ Invitro 2018  [51]
""In-DTPA- Analog Badania
111
In Oktreotyd somatostatyny NET kliniczne 2015 [32]
" ""n-NOTA-MNT MNT EGFR+ ’l ’; Vvlfcz 2018  [53]
111
g In-NOTA- MNT+Afficialo EGFR+ Invitro 2020 [54]
MNT asciato
""In-DTPA-NLS- .
111 .
In CSL360 Przeciwciato AML Invitro 2015  [55]
iy ""n-NOTA-MNT MNT EGFR+ ’l ’; Vvlfcz 2017 [56]
111 .
11 In-DTPA-Fab- L. . In vitro,
In PEG,-EGF. Przeciwcialot+biatko  EGFR+,HER2+ in vivo 2016 [57]
111
n In_Tr;SIt‘lézumab_ Przeciwcialo HER2+ Invitro 2015 [58]
My "n-hEGF Biatko EGFR+ fnvitro, 5415 159
n vivo
111
n In-Trastuzumab- Przeciwcialo HER2+ Invitro 2015 [60]

MCP
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M ""n-NLS-7G3 Przeciwciato AML Invitro 2014  [61]
1241 12*_.Omburtamab Przeciwciato MN Bqdfmm 2019  [62]
kliniczne
Bn-Tyr'- Analog
125 .
! Oktreotyd somatostatyny NET Invitro 2016 [63]
1257 1551 m Ab-425 Przeciwciato EGFR+ fl‘f’d.“”’“ 2013 [64]
niczne
1257 1. DCIBZL Biatko PSMA Invitro, 5415 165
In vivo
1251 ISKX] Zw. maloczast. Neuroblastoma V% 2019 [66]
In vivo
1257 I5LDCIBZL Biatko PSMA nvitro, 5000 167]

in vivo

ANALOGI NUKLEOZYDOW - DEOKSYNUKLEOTYDY
I OLIGONUKLEOTYDY

Analogi nukleozydow stanowig grupe zwiazkow interkalujacych do DNA na
zasadzie wbudowywania si¢ w miejsce okre§lonych zasad azotowych. Najszerzej
przebadanym zwigzkiem jest analog tyminy — 5-jodo-2’-deoksyurydyna (IdUR),
znakowana zazwyczaj ‘= '*°L. Zaleta tego ligandu jest jego wbudowywanie sig
w DNA poprzez zastapienie tyminy. Pomimo szybkiego wydalania '*I-IdUR
z organizmu 1 stosunkowo niskiego wychwytu w nowotworze, udowodniono
wysoka skuteczno$¢ terapii u pacjentdéw. W ramach wielu przeprowadzonych
eksperymentow analizowano zarowno wplyw radionuklidu, poréwnujac dzialanie
takze ''Br oraz "°'I, jak i réznych modyfikacji struktury podstawowej, na przyktad
['®1]5-jodo-4-tio-2’-deoksyurydyny. Wada analogéw nukleozydéw, jak i innych
interkalatorow DNA, jest bardzo mata selektywnos¢ w stosunku do komoérek
nowotworowych 1 zwigzane z tym oddziatywanie réwniez na komoérki zdrowe.
Proby przytaczenia wektoréw naprowadzajacych nukleotydy na receptory na
komérkach nowotworowych nie daty dobrych wynikéw, poniewaz nukleotydy
z przylaczonymi wektorami tracity wilasnosci interkalujace. Ponadto, wada tej
grupy zwigzkow jest ograniczenie ich dziatania jedynie do komoérek bedacych
w fazie S cyklu komoérkowego, w zwiazku z czym jedynie niewielka liczba
komorek w danym czasie moze by¢ podatna na dzialanie tego zwigzku. Pomimo
szeregu zalet, obecne zainteresowanie tg grupg wektorow jest stosunkowo niskie, co
spowodowane jest istotnymi ograniczeniami tej grupy zwigzkow [68, 69].

Takze krotkie fragmenty kwasow nukleinowych (oligonukleotydy) moga by¢
wykorzystywane jako wektor zaré6wno do bezposredniego oddzialywania na
okreslone sekwencje DNA, jak i oddzialywania na znajdujace si¢ w cytoplazmie
mRNA. Przyktadem oligonukleotydu badanego pod katem stosowania w terapii
Augera jest 2’0-methyl RNA (2’0OMeRNA) znakowany "'In. Zwiazek ten wykazat
wysoka selektywno$¢ wzgledem komorek z nadekspresja telomerazy oraz bezpos-
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rednie oddziatywanie na DNA ocenione na podstawie analizy dwuniciowych
uszkodzen [70].

AKRYDYNY

Dobrze znanymi interkalujagcymi do DNA zwigzkami sa akrydyny—
heterocykliczne, trojpierScieniowe zwiazki, wigzace si¢ z DNA poprzez
oddzialywanie migdzy parami zasad, w szczego6lnosci guaning i cytozyng. Podczas
badan polaczenia tego typu zwiazkéow, m.in. jodem-125, wykazano skuteczng
interkalacje, jednak efektywno$¢ generowania DSB byla okolo 25% nizsza niz
w przypadku znakowanej '*’I jododeokyurydyny. Akrydyny sa zwiazkami
o niewielkiej masie czasteczkowej, zatem duze znaczenie w skutecznosci ich
dzialania zwigzane jest z miejscem przylgczenia radioaktywnego jodu, poniewaz
stosunkowo duzy atom moze utrudnia¢ interkalacj¢, stad wazne jest odpowiednie
przeprowadzenie reakcji syntezy [71, 72].

CIS-PLATYNA

Cis-platyna to jeden z najwazniejszych cytostatykow, skladajacy sie z kationu
Pt*" otoczonego dwoma atomami chloru i dwiema grupami aminowymi. Wigze sie
ona z nicia DNA poprzez oddziatywanie z guaning jednego tancucha pomiedzy
guaninami sgsiednich fancuchow lub guaning i innymi zasadami lub biatkami.

Analizowano mozliwo$¢ podstawienia nieradioaktywnego atomu platyny
emiterami Augera '"™'®*"Pt oraz radionuklidem '’'Pt. Wykazano wyzsza
efektywnosé biologiczng w stosunku do ['*IJIdUR, [Br]BrdUR oraz [*I]I-
akrydyny. Niestety, ograniczeniem tej metody byla niska aktywno$¢ wiasciwa
dostgpnych radionuklidow platyny [73, 74]. Inne proby znakowania cis-platyny
emiterem elektrondw Augera polegaly na zastgpieniu atomoéw chloru w kompleksie

125

radionuklidem "“’I, jednak wyniki badan pokazaly stosunkowo niska akumulacj¢

w guzie, przy jednoczes$nie wysokim gromadzeniu w watrobie 1 §ledzionie [75].
ANTRACYKLINY

Szerokg grupe lekow przeciwnowotworowych stanowig antybiotyki z grupy
antracyklin, sposrod ktorych najczesciej w terapii nowotworowej wykorzystywane
sa doksorubicyna i daunorubicyna. Badania krystalograficzne wykazaty, ze
daunorubicyna i doksorubicyna tworza interkalacyjne kompleksy z DNA,
a miejscem oddziatywania sa sekwencje 5°-GC-3°, 5’-CG-3’ [76]. Zdolnosé
interkalacji do DNA antracyklin zainspirowata prace badawcze nad ich
zastosowaniem w terapii elektronami Augera, ktore obejmowaty m.in. znakowanie
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pochodnych daunorubicyny '*’I. Zaobserwowano wysoka cytotoksycznosé takiego
radiobiokoniugatu, jednak istotnym ograniczeniem tej metody jest nasilenie
skutkéw ubocznych w stosunku do nieznakowanej daunorubicyny przy zachowaniu
takiej samej dawki antybiotyku [77]. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢
zastosowanie liposomow jako no$nikow leku, a sama obecno$¢ emitera elektronow
Augera w strukturze leku moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia wymaganej dawki
antybiotyku i zredukowania licznych dziatan niepozadanych [78].

Jak wspomniano, wszystkie przedstawione powyzej zwiazki interkalujace
znakowane emiterami elektroné6w Augera dziatajg silnie cytotoksycznie, nie s3
jednak specyficzne dla komoérek nowotworowych. Ponizej przedstawiono wektory,
ktére specyficznie naprowadzaja emitery Augera, jednak bez zdolnosci
interkalowania do DNA.

3.2. RADIOBIOKONIUGATY NIE INTERKALUJACE DO DNA

Jak zauwazyl Pouget 1 wsp. [79] w 2008 r. interkalacja do DNA biokoniugatu
znakowanego emiterem elektronow Augera nie jest warunkiem koniecznym
do zniszczenia komorki. Od tego czasu wigkszo$¢ opublikowanych prac skupiata
si¢ na znalezieniu wektora, ktory selektywnie wigzalby si¢ z receptorami na
komorkach nowotworowych oraz miat zdolno$¢ do internalizacji i ewentualnie
przejécia do jadra komoérkowego. Takie wlasnosci maja niektdore mate molekuty
z duzym dopasowaniem do receptora, peptydy oraz przeciwciata monoklonalne
iich fragmenty.

3.2.1. Male czasteczki biologicznie aktywne znakowane emiterami
Augera

MIBG

123 meta-jodo-benyzloguanidyna (MIBG) jest wektorem

Znakowana
stosowanym w  przypadku  guzow  chromochifonnych, neuroblastomy
(pozaczaszkowych guzéw litych) i rakowiakow. Wysoka selektywno$¢ wychwytu
przez komorki nowotworowe osiaga si¢ poprzez dzialanie transporteréw
noradrenaliny, przy jednocze$nie relatywnie niskim wychwycie przez komorki
zdrowe. MIBG znakowany emiterem P, czyli "'l jest powszechnie stosowany
w terapii neuroblastomy, jednak ze wzgledu na wykorzystywanie emitera [
wykazuje niska skuteczno$¢ w terapii mikroprzerzutuéw, co zainspirowato wielu
naukowcow do badan MIBG znakowanego emiterami elektronow Augera '*'*

[66, 80-82].
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PSMA (Prostate Specific Membrane Antigen)

Do chwili obecnej opracowano i przetestowano w badaniach przedklinicznych
tylko dwa ligandy ukierunkowane na receptor PSMA znakowane emiterami
elektronow Augera. W 2015 r. Kiess wraz ze wspotpracownikami [65] opracowat
i zbadat wysoce specyficzny maloczasteczkowy radiobiokoniugat, znakowany '>I
ukierunkowany na PSMA, kwas 2-[3-[1-karboksy-5-(4-'*"I-jodo-benzoiloamino)-
pentylo]-ureido]-pentanodiowy (‘*’I-DCIBzL). Badanie in vitro radiobiokoniugatu
wykazato wysoce specyficzny wychwyt komorkowy i cytotoksyczno$¢ oraz
skuteczno$¢ w indukcji uszkodzenia DNA 1 op6znienia wzrostu guza u myszy
z heteroprzeszczepami komoérek nowotworu PSMA+. Potwierdzono takze wysoka
internalizacje '*I-DCIBzL do wnetrza komorki i oddzialywanie elektronéw Augera
w procesie mitozy komorki. Mechanizm ten szerzej opisano w pkt. 1.2.

W ostatnim czasie Miiller i wsp. [30] badali w warunkach in vitro oraz in vivo
kompleks radionuklidu '®'Tb (emiter promieniowania p~ oraz elektrondw Augera)
z malg pochodng mocznika, peptydomimetykiem skoniugowanym z chelatorem
DOTA, (PSMA-617). Zauwazyli oni zwickszone dzialanie terapeutyczne '°'Tb
""Lu, ktéry nie emituje elektronow Augera. Zgodnie
z obliczeniami dozymetrycznymi, '®'Tb-PSMA-617 byt do 3 razy bardziej
skuteczny niz ''Lu-PSMA-617. Badania in vivo pokazaly, ze '*'Tb-PSMA-617
wykazuje duzo lepsze dziatanie terapeutyczne w stosunku do pojedynczych

w porownaniu do

komoérek rakowych oraz drobnych przerzutow nowotworowych
STEROIDY

Celem molekularnym steroidow jest szeroka grupa receptorow steroidowych,
w sktad ktorej wchodzg receptory estrogenowe (ER), progesteronowe (PR),
androgenowe (AR) oraz glikokortykoidowy (GR). Zwigzanie odpowiedniego
ligandu z receptorem powoduje jego dimeryzacj¢ i zmiany konformacyjne, co
prowadzi do ujawnienia sygnalu NLS umozlwiajacego internalizacj¢ do jadra,
a nastgpnie wbudowanie w struktur¢ DNA poprzez rozpoznanie specyficznych
sekwencji. Nadekspresja receptorow estrogenowych ma miejsce na przyktad
w nowotworach piersi. Szczego6lnie interesujacy wydaje sie by¢ wpltyw receptorow
androgenowych w przypadku potrdjnie ujemnego nowotworu piersi (ER’, PR’
i HER2"). Wyniki badan klinicznych pokazuja, ze obecnos¢ AR powoduje
zmniejszong liczbg nawrotow, odleglych przerzutow i zredukowanie $miertelnosci
[83]. Dotychczas badano skutecznos$¢ steroidow znakowanych 123
estrogenu 1 potwierdzono generowanie jedno- i dwuniciowych uszkodzen DNA [23,
84].

I, gtownie
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3.2.2. Pepetydy
ANALOGI SOMATOSTATYNY

Duze zainteresowanie analogami somatostatyny jest wynikiem wystgpowania
nadekspresji receptora somatostatyny typu 2 (SSTR2) na powierzchni komorek
guzow neuroendokrynnych. Mozliwo$¢ zastosowania tych wektorow w terapii
elektronami Augera zwigzana jest z duza specyficzno$cia wiazania tych peptydow
przez komorki nowotworowe oraz nastepujacej po zwigzaniu z receptorem ich
internalizacji do wnetrza komorki i cze$ciowego transportu radiobiokoniugatu do
jadra  komorkowego. Badano skuteczno$¢ terapii z  wykorzystaniem
radiofarmaceutyku ""In-DTPA-Oktreotyd (Oktreoscan™) stosowanego
powszechnie w diagnostyce nowotworéw neuroendokrynnych. Zaobserwowano
dobra korelacje efektu cytotoksycznego ze stopniem ekspresji receptora,
hamowanie tworzenia si¢ mikroprzerzutow w modelu guza watroby szczura oraz
znacznego wydhuzenia czasu ich przezycia [85-87]. W innych badaniach zastgpiono
t 3¥m0 i potwierdzono zaréwno w badaniach in vitro, jak i in

vivo wysoki wychwyt radiobiokoniugatu. Ponadto, stwierdzono wigksza
58m

In radionuklidami

efektywno$¢ terapii koniugatem
peptydu znakowanego ''In i '""Lu [39].

Co-DOTATATE w poréwnaniu do tego samego

BOMBEZYNA

Jest peptydem zbudowanym z 14 aminokwasoéw. Zostala pierwotnie
wyizolowana ze skory ptaza kumaka nizinnego (Bombina bombina) z rodziny
kumakowatych. Stwierdzono jej wysokie powinowactwo do receptorow
uwalniajacych gastryne x(GRP-r), nadekspresj¢ ktorych obserwuje si¢ w raku
prostaty i przerzutach do weztow chtonnych. Bombezyna jest antagonista receptora
GRP-r nie internalizujagcym do wnetrza komorki. Aby spowodowac internalizacje,
bombezyna zostala zmodyfikowana przez Tat (49-57), ktéry jest peptydem
pochodzacym z transaktywatora biatka transkrypcyjnego wirusa HIV-1, majacego
domene translokacji btonowej i sekwencje odpowiadajacg za lokalizacj¢ w jadrze.
W badaniach komorkowych wykazano, ze ° "Tc-N,S,-Tat-(49-57)-Lys’-
bombezyna jest wysoce internalizowana w jadrach komorek raka piersi i prostaty
[88]. Badania te kontynuowano, wprowadzajac bombezyn¢ modyfikowana TAT
oraz kompleks HYNIC-"Tc na nanoczastkach zlota. Uzyskano multimodalny
radiofarmaceutyk dzialajacy poprzez emisje elektronow Augera oraz hipertermi¢ po
naswietleniu laserem [89].
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EKSENDYNA

Eksendyna, peptyd taczacy si¢ z receptorem glukanopodobnego peptydu
1(GLP-1) jest stosowany w terapii guzéw neuroendokrynnych powstajacych
z komorek trzustki. Badane byly potaczenia eksendyny z '''In jako potencjalnego
terapeutyku, jednak podawanie w zwiekszonych dawkach, powodowato znaczace
uszkodzenie nerek, wynikajace z mechanizmu biodystrybucji eksendyny,
wykazujacej wysoka kumulacje w nerkach. Jest to istotny problem, ktory sprawia,
ze pochodne eksendyny nie maja obecnie zastosowania praktycznego [90].

3.2.3. Polipeptydy, przeciwciala monoklonalne i ich fragmenty

Szereg nowotworéw charakteryzuje si¢ wystepowaniem nadekspres;ji
okreslonych receptoréw na powierzchni btony komoérkowej i zwigzanym z tym
agresywniejszym przebiegiem choroby. Do receptorow ulegajacych najczestszej
nadekspresji zalicza sig¢:

e receptor nablonkowego czynnika wzrostu (EGFR - Epidermal Growth
Factor Receptor), odpowiedzialny za proliferacj¢ komoérek. Rodzina tych
receptorow obejmuje rowniez receptory HER1, HER2, HER3 i HER4,

e receptor czynnika wzrostu Srédblonka naczyniowego (VEGFR
- Vascular Endothelial Growth Factor Receptor), bioracy udziat
w tworzeniu naczyn krwionos$nych,

e receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGFR-1 - Insulin-Like
Growth Factor 1 Receptor), czyli receptor transblonowy nalezacy do duzej
klasy receptorow kinazy tyrozynowej, ktory jest aktywowany przez
hormon zwany insulinopodobnym czynnikiem wzrostu 1 (IGF-1). [23,91-
93].

Do powyzszych receptorow zsyntetyzowano czasteczki polipeptydow oraz

bialek (przeciwciala monoklonalne), ktére wigzg si¢ z nimi wybiodrczo.
Analizowano dzialanie radiobiokoniugatéw nakierowanych zaréwno na EGFR, jak

111

i VEGF, znakowanych gléwnie radionuklidem '~ 'In. W przypadku biokoniugatow

nakierowanych na receptor EGFR (HER1) bardzo obiecujace wyniki uzyskano dla

- 111
znakowanej

In czasteczki hEGF. Jest to produkowany przez bakterie
humanizowany polipetyd o bardzo wysokim powinowactwie receptorowym.
W prowadzonych badaniach komorkowych radiobiokoniugat '''In-DTPA-hEGF
zostal zwigzany, zinternalizowany i przeniesiony do jadra komérek ludzkiego raka
piersi MDA-MB-468, wykazujacych nadekspresje receptora EGFR (~10°
EGFR/komoérke), gdzie silnie hamowat wzrost tych komdrek [94]. Kolejne badania
wykazaly, ze >98% komoérek nie przezylo po ekspozycji na '''In-DTPA-hEGF.
Potwierdzono takze zalezno$¢ efektow terapii od stopnia nadekspresji receptorow,
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czasu inkubacji oraz aktywnos$ci wlasciwej zwiazku. Nie stwierdzono toksycznosci
""n-DTPA-hEGF w stosunku do innych narzaddw, a takze wptywu na sklad krwi
oraz funkcje watroby i nerek [45,95-97]. Mimo iz wyniki te byly obiecujace,
w dalszych badaniach poréwnawczych na myszach, zauwazono, ze przeciwciato
monoklonalne mAb anty-EGFR 528 znakowane '''In wykazuje 10-krotnie wicksza
akumulacje w nowotworze - 21,6% ID/g, podczas gdy dla polipeptydu ''In-DTPA-
hEGF wynosita ona tylko 2,2% ID/g. Wyzszy wychwyt do guza przeciwciata '''In-
mAb 528 w poréwnaniu do '
nowotworéw z receptorami EGFR przeciwciatami monoklonalnymi moze by¢
bardziej skuteczna niz celowana radioterapia oparta na wektorach peptydowych
[98].

Nadekspresje receptorow HER2 obserwuje si¢ w okolo 25% przypadkach raka
piersi. Nadekspresja tych receptoréw jest zwigzana z bardziej agresywnym
rozrostem raka piersi i gorszym rokowaniem u pacjentek z przerzutami do weztow

In-DTPA-hEGF sugeruje, ze radioimmunoterapia

chionnych.

Z drugiej strony wystgpowanie receptora umozliwito selektywne leczenie
przeciwciatami monoklonalnymi, takimi jak trastuzumab, pertuzumab oraz
immunokoniugat: przeciwciato-lek (ADC) skladajgcy si¢ z trastuzumabu
i emtansyny [99]. Stwierdzono, ze trastuzumab promuje internalizacje receptora
HER2, ktory jest jednym z proponowanych mechanizméw dziatania leku [100].
Niestety juz w ciggu roku u prawie wszystkich pacjentek z przerzutowym rakiem
piersi HER2+ rozwijata si¢ oporno$¢ na lek, dlatego mozna spodziewaé sig, ze
radioimmunoterapia moze by¢ jedng z kilku szans, ktéra poprawi odpowiedz na
leczenie trastuzumabem i przezwycigzy¢ opornos¢ na lek.

Obok licznych badan in vitro i in vivo, w tym klinicznych z trastuzumabem
znakowanym emiterami [° oraz o prowadzono takze badania mozliwosci
zastosowania emiteréw elektrondow Augera do terapii drobnych przerzutéw
nowotworowych raka piersi i jajnika. Badania dotyczyly radiobiokoniugatow

"In i Ga [75], w ktorych wickszy wychwyt zaobserwowano dla

znakowanych
radiobiokoniugatu znakowanego ®'Ga, nie stwierdzono natomiast istotnych réznic
w  internalizowanych  dawkach  badanych  zwigzkow. Dla  obydwu
radiobiokoniugatow zauwazono spadek przezywalnosci komorek, przy czym dla
tych samych dawek aktywnosci wicksza byla cytotoksycznos¢ koniugatow
znakowanych “’Ga niz '''In [42]. Autorzy wiaza wicksza cytotoksycznos¢ “’Ga
w stosunku do '"In réznym rozkladem energii emitowanych elektrondw.
W przypadku "n przewazajaca emisja elektronéw o krotkim, nanometrowym
zasiggu w wyniku czego, cytotoksyczno$§¢ moze nastgpi¢ tylko przy lokalizacji
wewnatrz jadra komérkowego.

Innym przeciwcialem monoklonalnym badanym pod katem zastosowania
w terapii Augera jest internalizujacy mAb-425 znakowany '>I stosowany w terapii
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gwiazdziaka aplastycznego, ktérego progresja prowadzi bezposrednio do glejaka
wielopostaciowego. Obiecujace wyniki badan in vitro oraz in vivo przyczynily si¢
do wprowadzenia leku w II faze¢ badan klinicznych - analizujac dzialanie leku na
grupie 80 pacjentéw zaobserwowano wydiuzenie czasu przezycia i brak efektow
niepozadanych [64].

Prowadzone badania radiobiokoniugatow opartych na przeciwciatach
monoklonalnych wykazaty ich duza akumulacje w komoérkach nowotworowych
oraz internalizacj¢ badanych radiobiokoniugatéw. Nie stwierdzono jednak ich
wnikania do wngtrza jadra komorkowego, co jest warunkiem bardziej skutecznej
terapii.

PRZECIWCIALA MONOKLONALNE SKONIUGOWANE
Z PEPTYDAMI TRANSLOKACJI JADROWEJ (NLS) W TERAPII
ELEKTRONAMI AUGERA

Poniewaz cytotoksyczne dziatanie elektronow Augera jest zalezne od ich
lokalizacji w poblizu jadrowego DNA podczas transportu mAb do jadra
komoérkowego wykorzystano ostatnio otrzymane i zbadane peptydy translokacji
jadrowej (NLS). [88-90]. Te 13-merowe peptydy (CGYGPKKKRKVGG)
zawierajag NLS SV-40, duzy antygen T (podkreslony), ktory uczestniczy
w transporcie mAb przez btong jadrowa (rys. 9) [101, 102].

Trastuzumab taczacy sie do
receptora HER2

DTPA
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Rysunek 9. Internalizujacy do jadra radiobiokoniugat zawierajacy '''In-trastuzumab oraz peptyd
translokacji jadrowej (NLS)

Figure 9. Nuclear internalizing radiobioconjugate containing '''In-trastuzumab and a nuclear
translocation peptide (NLS)

Przeprowadzono badania cytotoksycznosci radiobiokoniugatu '''In-VEGF,
ktore zawieraly i nie zawieraty odpowiednio peptydu NLS. Dla '''In-DTPA-VEGF-
2K-NLS wykazano wicksza internalizacje do jadra komorkowego niz dla
analogicznego zwiazku bez NLS. Nastepstwem tego byla zwigkszona
cytotoksyczno$¢ tego zwigzku, bedaca skutkiem wygenerowania dwuniciowych
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uszkodzen DNA [103]. Ze wzgledu na bardzo male rozmiary nowotwordéw
z nadekspresja VEGFR elektrony Augera wykazuja wigkszg skuteczno$¢ niz
tradycyjnie stosowane w terapii radiobiokoniugaty znakowane emiterami 3.

W poréwnawczym badaniu dziatania radiobiokoniugatéow '''In-NLS-
Numotuzumab i '''In-Numotuzumab na komoérki opornego na leczenie
trastuzumabem nowotworu piersi z nadekspresja receptora nablonkowego czynnika
wzrostu (EGFR), zaobserwowano wyzszy wychwyt zwigzku zwierajagcego NLS
w stosunku do radiobiokoniugatu bez tego peptydu. Wykazano réwniez wpltyw
ilosci receptora EGFR na komoérce na wydajno$¢ internalizacji, sugerujgc jego
posredniczaca role w tym procesie. Analizujac rozklad radiofarmaceutyku
w poszczegblnych strukturach komorkowych zauwazono, ze najwigksze jego
stezenie w obydwu przypadkach wystepuje na btonie komorkowej. Jednak
w przypadku biokoniugatu z NLS wykazano znacznie wickszg zawarto§¢ zwigzku
w jadrze 1 zwigzang z tym wickszg liczbe dwuniciowych uszkodzen DNA, jak
réwniez jego szybsza eliminacje¢ z krwi [65].

W badaniach radiobiokoniugatow trastuzumabu znakowanego '''In réwniez
stwierdzono istotny wplyw obecnosci peptydu NLS w strukturze zwigzku na
stopien internalizacji do jadra komoérkowego i cytotoksyczno$s¢ w stosunku do
opornych na dzialanie trastuzumabu komoérek nowotworowych (Rys. 6) [60, 104].
Radiobiokoniugat '''In trastuzumab-NLS byl 5-razy bardziej cytotoksyczny
(cytotoksycznos¢ >90%) na komorki ludzkiego raka piersi SK-BR-3 z nadekspresja
HER2 (10° receptorow/komoérke) niz '
nieznakowany trastuzumab zmniejszyt przezycie tych komoérek tylko 1,5-krotnie.
Ponadto zauwazono, ze ''In-trastuzumab-NLS wykazuje cytotoksycznosé
w stosunku do ludzkich komoérek raka piersi TrR1 opornych na trastuzumab mimo
duzej ekspresji receptora HER2 [105]. Wyniki te sugeruja, ze celowana terapia

In-trastuzumab bez NLS, podczas gdy

elektronami Augera moze pokona¢ opornos¢ nowotworéw HER2+ raka piersi na
trastuzumab.

3.3. RADIOBIOKONIUGATY OPARTE NA NANOSTRUKTURALNYCH
PLATFORMACH

Pomimo zachgcajacych wynikow uzyskanych dla przeciwcial monoklonalnych
znakowanych emiterami elektronow Augera istotnym ograniczeniem byta niska
aktywno$¢ wilasciwa radiobiokoniugatow. Wynosita ona w przypadku

""In-trastuzumab 0,24 MBq/ug co wskazywalo, ze tylko 1 na 50 czasteczek

trastuzumabu byla wyznakowana '

In. Powodowalo to, ze wysoki odsetek
receptorow HER2 w raku piersi oddziatywal z nieradioaktywnym koniugatem,
znacznie ograniczajac dziatanie cytotoksyczne. Aby zwickszy¢ aktywnosé

wiasciwg radiobiokoniugatow przytaczono do trastuzumabu polimer skoniugowany
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z duza iloscia ligandu DTPA kompleksujacego '''In. Polimer skladat si¢ ze

szkieletu poliglutamidowego z 24 lub 29 bocznymi grupami DTPA i byt
zmodyfikowany lub nie peptydem NLS [106]. Aktywno$¢ wlasciwa
radiobiokoniugatow wzrosta 90-krotnie, co powodowato, ze liczba peknigé
podwdjnieniciowych DNA w komorkach SK-BR-3 zwigkszyla si¢ 6-krotnie
a cytotoksyczno$¢ przekraczata 98%, natomiast radiobiokoniugat o niskiej
aktywnosci wiasciwej '''In-trastuzumab zmniejszal przezycie komorek tylko 3-
krotnie. Zwigkszong cytotoksyczno§¢ w stosunku do komoérek HER2+ raka piersi
zaobserwowano dla trastuzumabu zwigzanego z poliamidoaming (PAMAM),
dendrymerem funkcjonalizowanym wieloma ligandami DTPA [48] oraz dla miceli
w kopolimerze blokowym (BCM) zmodyfikowanym fragmentami trastuzumabu
oraz peptydem NLS [107,148]. Radiobiokoniugat '''In-BCM-trastuzumab-NLS
wigzal si¢ specyficznie z receptorem HER2 raka piersi
i przechodzit do jadra komoérkowego, selektywnie niszczac komoérki SK-BR-3
1 MDA-MB-361 z nadekspresjg receptoréw HER2.

W dalszych badaniach wykorzystano nanoczastki ztota jako platformy dla
"'In. Do nanoczastek zlota przylaczono czasteczki ligandow DTPA oraz
trastuzumab, co pozwolito znacznie zwigkszy¢ aktywno$¢  wlasciwag
radiobiokoniugatu. W badaniach in vitro stwierdzono, ze '''In—AuNP-trastuzumab
zostat selektywnie zwiazany przez HER2 komorki raka piersi, zinternalizowany
i ulokowany w przestrzeni okotojadrowej. Emisja elektronéw Augera powodowata
nicodwracalne podwojnie-niciowe rozerwanie DNA, co znacznie obnizyto
przezywalno$¢ komorek. W badaniach in vivo na modelu mysim zaobserwowano
zahamowanie wzrostu guza u myszy z podskornie wszczepionymi klastrami
komérek nowotworowych z receptorami HER2 bez widocznej toksyczno$ci
w stosunku do innych organow [47]. W innej pracy Song i wsp. [46] badali

"'In radiobiokoniugat nanoczastek zlota z przeciwcialem EGR.

znakowany
Przeciwcialo przylaczono do powierzchni zlota bezposrednio poprzez mostek
dwusiarczkowy. Stwierdzono internalizacj¢ radiobiokoniugatu na poziomie 15% do
wnetrza komorek MDA-MB-468, przy czym mata cze$¢ radiobiokoniugatu
zlokalizowata si¢ w jadrze komérkowym. Zdolno$¢ do internalizacja rosta wraz
z liczba przeciwciat przylaczonych do nanoczastki zlota
i najlepsze wyniki uzyskano dla stosunku molowego przeciwciato:nanoczastka
rownego 160. W badaniach cytotoksycznosci stwierdzono prawie liniowg korelacje

pomiedzy internalizacja a cytotoksycznos$cia zsyntezowanych koniugatow.

UWAGI KONCOWE

Emitery elektronow Augera dzigki swojej unikalnej charakterystyce stanowia
idealng grupe radionuklidow mogacych znalez¢ zastosowanie w celowanej radioterapii
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ukierunkowanej na leczenie malych zmian nowotworowych, mikroprzerzutow czy
pojedynczych komorek rakowych. Jednakze, ze wzgledu na krotki zasigg elektronow
Augera konieczne jest ukierunkowanie radiobiokoniugatoéw w bezposrednie sasiedztwo
celu molekularnego, ktérego zniszczenie ma zapoczatkowac apoptoze komorki.
Elektrony Augera s3 szczegodlnie zabdjcze dla komorek rakowych, gdy sa emitowane
wewnatrz jadra komorkowego, a zwlaszcza jesli emiter elektronow Augera wilacza si¢
bezposrednio do DNA (np. '*I-IUdR). Jednak najlepsze efekty terapeutyczne mozna
osiggna¢ poprzez sprzgganie internalizujacych przeciwcial  monoklonalnych
z peptydami transportu jadrowego (NLS) np. '''In-NLS-trastuzumab. Przeciwciato
monoklonalne zapewnia selektywne dostarczenie radiobiokoniugatu do wnetrza
komorki nowotworowej, a peptyd NLS odpowiada za jego lokalizacj¢ w jadrze.

Dotychczas  przeprowadzono  kilka  badan  klinicznych  zwigzanych
z zastosowaniem elektrondow Augera w terapii przeciwnowotworowej. Badano
radiobiokoniugaty '*I-IUdR, ''In-DTPA-oktreotyd i '*I-mAb425, dla ktorych
osiggni¢to remisj¢ guza lub wydtuzenie czasu przezycia pacjentow. Ostatnie osiggnigcia
biologii molekularnej w syntezie biomolekut ukierunkowanych na komoérki rakowe,
szczeg6lnie humanizowanych i w pelni ludzkich, mAb stwarza mozliwosci
zaprojektowania nowatorskiej radioterapii opartej na emiterach elektronow Augera.
Takze synteza radiobiokoniugatow opartych na radionuklidach emitujacych wigksza
liczbe elektrondw Augera i elektronéw konwersji niz dotychczas stosowane I '''In
powinna poprawi¢ skuteczno$¢ terapii. Za 5 lat przypada setna rocznica publikacji
Pierre'a Augera o odkryciu elektronow noszacych jego imi¢ ale z calg pewnoscia, nie
przewidywal on mozliwosci ich zastosowania do skutecznego leczenia raka za pomoca
terapii celowane;j.

PODZIEKOWANIE

Autorzy dziekuja za wsparcie finansowe w ramach grantu OPUS Narodowego
Centrum Nauki nr rejestracyjny 2019/35/B/ST4/01433. Mgr inz. Kamil Wawrowicz
dzigkuje za wsparcie finansowe w ramach projektu nr POWR.03.02.00-00-1009/17-
00 (Projekt operacyjny Wiedza Edukacja Rozwd¢j 2014-2020 wspoifinansowanego
przez Europejski Fundusz Spoteczny).

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[11 F. Bray, J. Ferlay, 1. Soerjomataram, R.L. Siegel, L.A. Torre, A. Jemal, CA. Cancer J. Clin.,
2018, 68, 394.

[2] A. Swieboda—Sadlej, Chir. Pol., 2011, 13, 59.

[3] World Health Organization, Technical Report 492, Genewa. 1972.

[4] G. Kramer-Marek J. Capala, Tumor Biol., 2012, 33, 629.

[5] O. Desouky, N. Ding, G. Zhou, J. Radiat. Res. Appl. Sci., 2015, 8, 247.

[6] P.Wardman, Br. J. Radiol., 2009, 82, 89.

[71 M.V. Sokolov, J.S. Dickey, W.M. Bonner, O.A. Sedelnikova, Cell cycle, 2007, 6, 2210.



RADIOBIOKONIUGATY ZNAKOWANE EMITERAMI ELEKTRONOW AUGERA 731

(8]
9]
[10]

(1]
[12]
[13]
[14]
[15]
[16]

[17]

(18]
[19]
[20]
[21]
[22]
[23]
[24]
[25]
[26]

[27]
[28]

[29]
[30]
[31]
[32]
[33]
[34]
[35]

[36]

[37]
[38]
[39]

(40]
[41]
[42]
[43]

[44]
[45]
[46]

C. Kratochwil et al., J. Nucl. Med., 2016, 57, 1941.

A.lL Kassis, J. Nucl. Med., 2003, 44, 1479.

F. Buchegger, F. Perillo-Adamer, Y.M. Dupertuis, A. Bischof Delaloye, Eur. J. Nucl. Med.
Mol. Imaging, 2006, 33, 1352.

A. Ku, V.J. Facca, Z. Cai, R. M. Reilly, EJINMMI Radiopharm. Chem., 2019, 4, 1.

H. Lundqvist, B. Stenerlow, L. Gedda, Targeted Radionuclide Tumor Therapy, Springer, 2008.
H. Albar, in Use of Gamma Radiation Techniques in Peaceful Applications, 2019.

S.M. Larson, J.A. Carrasquillo, N.K.V. Cheung, O.W. Press, Nat. Rev. Cancer, 2015, 15, 347.
V.A. Shepherd, Curr. Top. Dev. Biol., 2006, 75, 171.

D.S. Chang, F.D. Lasley, LJ. Das, M.S. Mendonca, J.R. Dynlacht, Basic Radiothererpay
Physics Biology, Springer, 2014.

W. Grabon, D. Otto-§lusarczyk, A. Baranczyk-kuzma, Postepy Med. Hig. Dosw. (Online),
2018, 72, 481.

A.l Kassis S.J. Adelstein, J. Nucl. Med., 2005, 46, 1.

S. Aghevlian, A.J. Boyle, R.M. Reilly, Adv. Drug Deliv. Rev., 2017, 109, 102.

J.P. Pouget, C. Lozza, E. Deshayes, V. Boudousq, I. Navarro-Teulon, Front. Med., 2015, 2, 12.
A. Stepien, M. Izdebska, A. Grzanka, Postepy Hig. Med. Dosw. (Online), 2007, 61, 420.

Z. Cai et al., Nucl. Med. Biol., 2016, 43, 818.

B. Cornelissen K. A Vallis, Curr. Drug Discov. Technol., 2010, 7, 263.

B.J. Hicke et al., J. Nucl. Med., 2006, 47, 668.

A.P. Kiess et al., J. Nucl. Med., 2015, 56, 1401.

L.Y. Xue, N. J. Butler, G. M. Makrigiorgos, S. J. Adelstein, A. I. Kassis, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S. A., 2002, 99, 13765.

H.A. Sawal, K. Asghar, M. Bureik, N. Jalal, Onco. Targets. Ther., 2017, 10, 3925.

M. Widet, W. Przybyszewski, J. Rzeszowska-wolny, Postepy Hig. Med. Dosw. (Online), 2009,
63,377.

A.B. Heeran, H.P. Berrigan, J. O’Sullivan, Radiat. Res., 2019, 192, 668.

C. Miiller et al., Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging, 2019, 46, 1919.

M.C. Cantone C. Hoeschen, Radiation Physics for Nuclear, SPRINGER, 2011.

S.M. Qaim, J. Radioanal. Nucl. Chem., 2015, 305, 233.

J. Fonslet et al., Phys. Med. Biol., 2018, 63, 1.

E. Aluicio-Sarduy et al., Sci. Rep., 2019, 9, 1,

M.S. Uddin, B. Scholten, A. Hermanne, S. Sudar, H.H. Coenen, S.M. Qaim, Appl. Radiat. Isot.,
2010, 68, 2001.

A. Hyatt, Advancing nuclear medicine through innovation - National Research Council Institute
of Medicine of the National Academies* The National Academies Press, Joseph Henry Press;
2009.

A.S. Sobolev, Front. Pharmacol., 2018, 9, 1.

A.-M. Chacko, J. Mikitsh, X. Ye, J. Label. Compd. Radiopharm., 2013, 56, 239.

H. Thisgaard, B.B. Olsen, J.H. Dam, P. Bollen, J. Mollenhauer, P.F. Hgilund-Carlsen, J. Nucl.
Med., 2014, 55, 1311.

V. Izquierdo-Sanchez et al., Molecules, 2018, 23, 1.

E. Koumarianou et al., Nucl. Med. Biol., 2014, 41, 441.

M.F. bin Othman et al., Nucl. Med. Biol., 2020, 80. 57.

M.F. bi. Othman, N.R. Mitry, V.J. Lewington, P.J. Blower, S.Y.A. Terry, Nucl. Med. Biol.,
2017, 46, 12.

J. Kotzerke et al., PLoS One, 2014, 9, 8.

C. Chan, H. Fonge, K. Lam, R.M. Reilly, Nucl. Med. Biol., 2020, 80, 37.

L. Song, N. Falzone, K.A. Vallis, Int. J. Radiat. Biol., 2016, 92, 716.



732

K. WAWROWICZ, A. BILEWICZ

[47]
(48]
[49]
[50]

[51]
[52]
(53]
[54]
[55]

[56]
[57]
[58]
[59]
[60]
[61]

[62]
[63]

[64]
[65]
[66]
[67]
[68]
[69]
[70]
[71]
[72]

(73]

[74]
[75]
[76]
[77]

(78]

[79]
[80]
[81]
[82]
[83]
[84]
[85]

Z. Cai et al., Nucl. Med. Biol., 2016, 43, 818.

C. Chan, Z. Cai, R. M. Reilly, Pharm. Res., 2013, 30, 1999.

S. Aghevlian, Y. Lu, M.A. Winnik, D.W. Hedley, R.M. Reilly, Mol. Pharm., 2018, 15, 1150.
K.A. Vallis et al., Am. J. Nucl. Med. Mol. Imaging, 2014, 4, 181. [Online]. Available:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24753984%0Ahttp://www.pubmedcentral.nih.gov/articler
ender.fcgi?artid=PMC3992211.

M.R. Gill et al., Nanoscale, 2018, 10, 10596.

G.S. Limouris et al., Clin. Nucl. Med., 2016, 41, 194.

A.A. Rosenkranz et al., Front. Pharmacol., 2018, 9, 1.

T.S. Karyagina et al., Front. Pharmacol., 2020, 11, 1.

C. Gao, J.V. Leyton, A.D. Schimmer, M. Minden, R.M. Reilly, Appl. Radiat. Isot., 2016, 110,
1.

T.A. Slastnikova et al., Int. J. Nanomedicine, 2017, 12, 395.

E.J. Razumienko, J.C. Chen, Z. Cai, C. Chan, R.M. Reilly, J. Nucl. Med., 2016, 57, 444.

H.K. Li et al., Cancer Biother. Radiopharm., 2015, 30, 349.

C. Panosa et al., Nucl. Med. Biol., 2015, 42, 931.

G. Ngo Ndjock Mbong et al., Mol. Pharm., 2015, 12, 1951.

A. Zereshkian, J.V. Leyton, Z. Cai, D. Bergstrom, M. Weinfeld, R.M. Reilly, Nucl. Med. Biol.,
2014, 41, 377.

N. Pit-Taskar et al., J. Nucl. Med., 2019, 60, 12.

J.A. Violet, G. Farrugia, C. Skene, J. White, P. Lobachevsky, R. Martin, Int. J. Radiat. Biol.,
2016, 92, 707.

J.H. Kim et al., J. Radiat. Oncol., 2013, 2, 7.

A. Kies, J. Nucl. Med., 2015, 59, 401.

H. Lee et al., J. Nucl. Med., 2019.

C.J. Shen et al., Theranostics, 2020, 10, 2888.

S.J. Adelstein, A.I. Kassis, L. Bodei, G. Mariani, Cancer Biother. Radiopharm., 2003, 18, 301.
H. Thisgaard et al., Theranostics, 2016, 6, 2278.

M.R. Jackson et al., Cancer Res., 2019, 79, 4627.

K. Onizuka et al., Nucleic Acids Res., 2019, 47, 6578.

S.K. Sahu, Z.P. Kortylewicz, J. Baranowska-Kortylewicz, R.A. Taube, S.J. Adelstein, A.L
Kassis, Radiat. Res., 1997, 147, 401.

M. Crul, R.C.A.M. van Waardenburg, J.H. Beijnen, J.H.M. Schellens, Cancer Treat. Rev.,
2002, 28, 291.

R.W. Howell et al., Radiat. Res., 1994, 140, 55.

P. Garnuszek 1. Licinska, Nucl. Med. Rev., 2002, 5, 145.

J. B. Chaires, J.E. Herrera, M.J. Waring, Biochemistry, 1990, 29, 6145.

L. M. Ickenstein, K. Edwards, S. Sjoberg, J. Carlsson, L. Gedda, Nucl. Med. Biol., 2006, 33,
773.

A. Fondell, K. Edwards, L.M. Ickenstein, S. Sjoberg, J. Carlsson, L. Gedda, Eur. J. Nucl. Med.
Mol. Imaging, 2010, 37, 114.

J.-P. Pouget et al., Radiat. Res., 2008, 170, 192.

A. Shinohara et al., Ann. Nucl. Med., 2018, 32, 114.

W.H.Y. Roa et al., Technol. Cancer Res. Treat., 2013, 12, 79.

Z.P. Kortylewicz, D.W. Coulter, G. Han, J. Label. Compd. Radiopharm., 2020.

M.C. Louie M.B. Sevigny, Am. J. Cancer Res., 7, 8, 1617-1636, 2017.

T. Fischer, K. Schomécker, H. Schicha, Int. J. Radiat. Biol., 84, 12, 1112—-1122, 2008.

L. Giovanella, Nuclear Medicine Therapy: Side Effects Complications. Springer, 2019.



RADIOBIOKONIUGATY ZNAKOWANE EMITERAMI ELEKTRONOW AUGERA 733

[86]

[87]
[88]
[89]
[90]
[91]
[92]

[93]
[94]
[95]

[96]
[97]

(98]
[99]

[100]
[101]
[102]
[103]
[104]

[105]
[106]
[107]

A. Capello, E. Krenning, B. Bernard, J.C. Reubi, W. Breeman, M. De Jong, Eur. J. Nucl. Med.
Mol. Imaging, 2005, 32, 1288.

A. Capello, E. Krenning, W. Breeman, B. Bernard, M. de Jong, J. Nucl. Med., 2003, 44, 98.

C. Santos-Cuevas et al., Int. J. Pharm., 2009, 375, 75.

N. Jiménez-Mancilla et al., J. Label. Compd. Radiopharm., 2013, 56, 663.

T.J.P. Jansen et al., J. Label. Compd. Radiopharm., 2019, 62, 656.

P.S. Marek Z. Wojtukiewicz, E. Sierko, Onkol. w Prakt. Klin. Via Medica, 2010, 6, 217.
AM.U. Pudetko, R. Partyka, 1. Jalowiecka, M. Zerdzinski, Ann. Acad. Med. Siles., 2014, 68,
457.

L. Laviola, A. Natalicchio, F. Giorgino, Curr. Pharm. Des., 2007, 13, 663.

R.M. Reilly et al., J. Nucl. Med., 2000, 41, 429.

Z. Cai, Z. Chen, K.E. Bailey, D.A. Scollard, R.M. Reilly, K.A. Vallis, J. Nucl. Med., 2008, 49,
1353.

K.E. Bailey et al., J. Nucl. Med., 2007, 48, 1562.

R.M. Reilly, P. Chen, J. Wang, D. Scollard, R. Cameron, K.A. Vallis, J. Nucl. Med., 2006,
47,1023.

S. Aghevlian, A.J. Boyle, R.M. Reilly, Adv. Drug Deliv. Rev., 2017, 109, 102.

C.L. Arteaga, M.X. Sliwkowski, C.K. Osborne, E.A. Perez, F. Puglisi, L. Gianni, Nat. Rev.
Clin. Oncol., 2012, 9, 16.

J. Baselga J. Albanell, Ann. Oncol., 2001, 12, 35.

D.L. Costantini, M. Hu, R.M. Reilly, Cancer Biother. Radiopharm., 2008, 23, 3.

D.L. Costantini, C. Chan, Z. Cai, K. A. Vallis, R. M. Reilly, J. Nucl. Med., 2007, 48, 1357.

C. Chan, Z. Cai, R. Su, R.M. Reilly, Nucl. Med. Biol., 2010, 37, 105.

D.L. Costantini, K. Bateman, K. McLarty, K. A. Vallis, R.M. Reilly, J. Nucl. Med., 2008, 49,
1498.

J.M. Du Manoir et al., Clin. Cancer Res., 2006, 12, 904.

Y. Lu et al., Biomacromolecules, 2014, 15, 2027.

B. Hoang, R.M. Reilly, C. Allen, Biomacromolecules, 2012, 13, 455.

Praca wptyneta do Redakcji 8 lipca 2020 r.






WIM}OMOSCI 2020, 74, 11-12
clemiczrie  PLL ISSN 0043-5104

KOMPLEKSY PEPTYDOW Z JONAMI Cu** JAKO
MIMETYKI DYSMUTAZY PONADTLENKOWEJ

PEPTIDES COMPLEXES WITH Cu”*" IONS
AS MIMETICS OF SUPEROXIDE DISMUTASE

Aleksandra Pieni¢zna, Aleksandra Kotynia*

Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slgskich we Wroclawiu,
Wydziat Farmaceutyczny,
ul. Borowska 211, 50-556 Wroctaw
*e-mail: aleksandra.kotynia@umed.wroc.pl

Abstract
Wykaz stosowanych skrotow
Wprowadzenie
1. Charakterystyka dysmutaz ponadtlenkowych
2. Metody oznaczania aktywnosci CuZnSOD
3. Charakterystyka zwigzkéw koordynacyjnych peptydéw z jonami Cu**
a ich aktywnos$¢ CuZnSOD
3.1. Peptydy liniowe
3.2. Peptydy cykliczne
3.3. Peptydy rozgalezione (dendryczne)
Uwagi koncowe
Podzigkowanie
Pis$miennictwo cytowane




736 A. PIENIEZNA, A. KOTYNIA

Mgr inz. Aleksandra Pieni¢zna — absolwentka kierunku biotechnologia na
Politechnice Wroctawskiej. Od 2019 roku zatrudniona na stanowisku asystenta
w Katedrze i Zakladzie Chemii Nieorganicznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu, gdzie naukowo zajmuje si¢ koordynacja jonéw metali
z analogami zwigzkow peptydowych o znaczeniu biologicznym.

Oz 0] https://orcid.org/0000-0003-4637-8335

i

Dr Aleksandra Kotynia — ukonczyta studia magisterskie na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Wroctawskiego specjalnosci informatyka chemiczna. Od 2009 roku
zatrudniona w  Katedrze 1 Zakladzie Chemii Nieorganicznej, Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.
W 2018 roku uzyskata stopien doktora nauk farmaceutycznych. Jej zainteresowania
naukowe koncentrujag si¢ wokot chemii bionieorganicznej, a w szczegolnosci
oddzialywania jonow metali przejsciowych z peptydami.

(=] ar%, [x] https:/orcid.org/0000-0003-0730-8975
e eFr
:# :'-'I.t'




KOMPLEKSY PEPTYDOW Z JONAMI Cu®* JAKO MIMETYKI DYSMUTAZY PONADTLENKOWEJ 737

ABSTRACT

Disturbances in the balance between the rates of reactive oxygen species
formation and the ability of cells to neutralize them are often cause dysfunction
in the human body. Therefore the research on natural antioxidant systems protecting
cells against destruction is very important. One of such system acting in human
organism is superoxide dismutase (SOD), which is responsible for degradation
of the superoxide radical anion into molecular oxygen and hydrogen peroxide. The
SOD was discovered in the 40s of the twentieth century, and since then there has
been a lot of research on it. Currently, these studies mainly concern searching
compounds that may mimic the enzymatic activity of this protein. Groups of these
compounds include, for example, peptides, salens, metalloporphyrins or vitamin
derivatives. For the proper functioning of the CuZnSOD enzyme necessary is the
active center containing metal ions (Rys.2). They mainly coordinate to the nitrogens
of the imidazole histidine residues. Due to the fact that peptides may have many
histidyl residues in their structure, they could rather than others coordinate with
metal ions and they are promising compounds in studies on CuZnSOD mimetics.
Therefore we will consider peptide complexes with copper(Il) and zinc(Il) ions
as potential mimetics of superoxide dismutase. In presented review article we have
focused on the differences in the coordination manner of divalent copper ions
by linear, cyclic and branched peptides. As well as the possibility of creating
hetero- and homo-dinuclear complexes are discussed. Moreover we have compared
the ability of these complexes to decomposition the superoxide radical with activity
of native enzyme.

Keywords: superoxide dismutase, copper complexes, antioxidant properties,
peptides, histidyl residue
Stowa kluczowe: dysmutaza ponadtlenkowa, zwiazki kompleksowe miedzi,

wlasciwosci przeciwutleniajace, peptydy, reszta histydylowa
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BESOD
CuZnSOD
cyt c—Fe®"
cyt c—Fe’"
Dap
ECSOD

FeSOD

GPx
ICs

MnSOD

NBT
NiSOD

PrP¢

Sar

SOD

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— dysmutaza ponadtlenkowa z wotowych erytrocytow (ang.
bovine erythrocyte CuZn-superoxide dismutase)

— cytoplazmatyczna izoforma dysmutazy ponadtlenkowej
(ang. CuZn-superoxide dismutase)

— forma zredukowana cytochromu ¢

— forma utleniona cytochromu c

— kwas 2,3-diaminopropoionowy

— zewnatrzkomorkowa izoforma dysmutazy ponadtlen-
kowej (ang. extra celurall superoxide dismutase)

— zelazowa dysmutaza ponadtlenkowa (ang. Fe-superoxide
dismutase)

— peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidise)

— stgzenie, ktore powoduje zahamowanie reakcji wolno-
rodnikowej w 50% (ang. inhibitory concentration)

— stata szybkosci reakcji chemicznej

— ligand

—manganowa dysmutaza onadtlenkowa (ang. Mn-
superoxide dismutase)

— blekit nitrotetrazolowy (ang. nitro blue tetrazolium)
—niklowa dysmutaza ponadtlenkowa (ang. Ni-superoxide
dismutase)

— komédrkowe biatko prionowe (ang. cellural prion protein)
— reaktywne formy tlenu

— sarkozyna — N-metyloglicyna

— dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

Do nazw aminokwas6w naturalnych zastosowano nomenklature jednoliterowych

skrotow zgodna z IUPC. Wyjatek stanowia nazwy ligandéw rozgalezionych, gdzie

zastosowano nomenklature trojliterowych skrotow.
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WPROWADZENIE

Reaktywne formy tlenu (RFT) sa jedna z przyczyn niszczenia podstawowych
struktur w organizmie cztowieka, takich jak bialka, lipidy, weglowodany czy kwasy
nukleinowe. Ich powstawanie zwigzane jest z fizjologicznymi procesami metabolizmu
tlenu zachodzacymi w komorkach. Staja si¢ one szkodliwe w momencie, kiedy zostanie
zaburzona rownowaga pomig¢dzy szybkoscia powstawania a zdolnoscig komorki do ich
neutralizacji. Dzieje si¢ tak pod wptywem wielu czynnikow (Rys. 1) [1, 2].

promieniowanie
(UV, rentgenowskie)

stres chemicterapia

reperfuzja po niedokrwieniu
(transplantacje narzgdow)

RFT stany zapalne

choroby
(mip. cukrzyea)

niezbilansowana dieta

obnitenie aktywnodci

leni :
prens waals antyoksydantow

Rysunek 1. Przyczyny wystgpowania podwyzszonego poziomu reaktywnych form tlenu (RFT)
Figure 1. The causes of the elevated levels of reactive oxygen species (ROS)

Podwyzszony poziom RFT w organizmie moze prowadzi¢ do rozwoju chorob
(m.in. astmy, choréb nowotworowych Iub neurodegeneracyjnych), uszkodzenia
narzadow wewnetrznych, dysfunkcji naczyn krwiono$nych, a takze utrzymujacych si¢
przewlekle zapalen. Celem =zapobiegania powstawaniu tych nieprawidtowosci,
organizmy wyksztalcily mechanizmy obronne w postaci przeciwutleniaczy. Do
najwazniejszych uktadéow enzymatycznych regulujacych poziom wolnych rodnikow
nalezy dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza i reduktaza glutationowa [3].
Badana od wielu lat dysmutaza ponadtlenkowa uwazana jest za jeden z najlepszych
przeciwutleniaczy. W zwiazku z tym tak duzo uwagi poswigca si¢ poszukiwaniom
substancji, ktore moglyby nasladowa¢ dzialanie SOD. Do grup zwiazkdéw chemicznych,
wsrdod ktorych szuka si¢ jej mimetykow naleza m.in. peptydy, saleny, metaloporfiryny,
pochodne fulerendw, tlenku azotu czy witamin [1]. Niniejszy artykut stanowi przeglad
aktualnej wiedzy na temat oddziatywania jonow miedzi(Il) i/lub jonéw cynku(Il)
z peptydami, ktorych kompleksy wykazujag aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowe;.
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1. CHARAKTERYSTYKA DYSMUTAZ PONADTLENKOWYCH

Historia dysmutazy ponadtlenkowej sigga roku 1938, kiedy to Mann i Keilin
[4] po raz pierwszy wyizolowali z erytrocytow wotowych “niebieskie biatko”
zawierajace 0,34% jonoéw miedzi(Il) i nazwali je hemokupreing. Nie przypisywali
mu jednak zadnych katalitycznych  wlasciwosci. Kilka lat  pdzniej
scharakteryzowano bardzo podobne metaloproteiny w ludzkich erytrocytach.
Nazwano je erytrokupreinami [5,6]. Waznym momentem dla rozwoju prac nad tym
biatkiem stato si¢ poznanie mechanizmu jego dziatania. Zaproponowano wtedy
katalize dysmutacji/dysproporcjonowania anionorodnikéw ponadtlenkowych:

2H" + 20, "— H,0,+ 0,

Nadano nowg nazwe temu biatku - dzi§ wszystkim znang - dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD) [7-9]. Poznanie jej struktury zajeto kolejne kilkanascie lat.
W 1987 roku udato si¢ przyblizy¢ budowe SOD z erytrocytéw wolowych [10],
a w 1992 ludzkiej izoformy [11]. Obecno$¢ dysmutaz ponadtlenkowych wykryto
u wiekszosci organizméw. Ich klasyfikacji mozemy dokonac¢ zaréwno ze wzgledu
na wystgpowanie u roznych gatunkéw lub biorac pod uwage jony metali
przejSciowych znajdujace si¢ w centrum aktywnym enzymu. W dotychczas
poznanych dysmutazach ponadtlenkowych wyr6zniono obecno$¢ jondéw metali
takich jak miedz, cynk, zelazo, mangan, a takze nikiel. W Tabeli 1 przedstawiono
zrdéznicowanie w wystepowaniu dysmutaz u poszczegdlnych organizméw. NiSOD
znajdziemy jedynie u bakterii. Forma enzymu zawierajagca w swojej strukturze
kation zelaza(IlT) znajduje si¢ zarowno w bakteriach, grzybach, protistach, a nawet
w roSlinach. Dysmutaz¢ zawierajaca jon manganu(Ill) mozemy znalez¢
u podobnych organizméw jak FeSOD. Dodatkowo wystepuje ona réwniez
w mitochondriach ssakéw. CuZnSOD jest obecna zaré6wno u zwierzat, roslin,
bakterii i grzybow.

W  ludzkim organizmie mozemy wyrdézni¢ trzy izoformy dysmutazy
ponadtlenkowe;j:

- enzym cytoplazmatyczny, ktory zawiera jony Cu®” i Zn>" (CuZnSOD),

- enzym mitochondrialny posiadajacy jon Mn** (MnSOD),

- enzym zewnatrzkomoérkowy z jonami Cu®’i Zn*" (ECSOD) [12].
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Tabela 1. Metale przejsciowe w centrum aktywnym dysmutaz ponadtlenkowych oraz ich wystgpowanie
u réznych organizmow

Table 1. Transition metals in active center of superoxide dismutases and their occurrence in various
organisms
tal t: i
mf 2_' i ?powame przyklad organizmu lit.
przejsciowy (kroélestwo)
CuiZn zwierZ(;.ta, rosliny, czlowiek (cytoplézma), a.rb.uz (liscie), 9. 13-15]
bakterie, grzyby S. Enterica, drozdze
F ro$liny, bakterie, Arabidopsisthaliana, E.coli, drozdze, [16-19]
¢ grzyby, protisty Euglena gracilis
Mn zwierze;'ta, roliny, ssaki (mitochor{dria),Zfeamays,E.coli, [18,20-22]
bakterie, grzyby Candida albicans
Ni bakterie Streptomycesspp., cyjanobakterie [21, 23]

Manganowa dysmutaza ponadtlenkowa zostata po raz pierwszy odkryta w roku
1970 u E.coli [20]. Jej ludzka forma kodowana jest przez gen SOD2 zlokalizowany
na chromosomie 6. MnSOD posiada cztery identyczne podjednostki, z ktérych
kazda ma mase okolo 23 kDa [12]. W jej centrum aktywnym wystepuje Mn’",
a glownym celem dzialania jest rowniez dysmutacjia O,  [24]. Wykazano, ze
manganowa dysmutaza ponadtlenkowa odgrywa wazna role w rdznicowaniu
komoérkowym 1 powstawaniu nowotworéw [25] oraz w ochronie nabtonka phuc
wywotywanym hiperoksja, czyli zbyt wysokim stezeniem tlenu w tkankach [26].
MnSOD nie wykazuje homologii w sekwencji aminokwasowej z CuZnSOD,
a takze z ECSOD [12].

ECSOD jest najpdzniej odkryta 1 scharakteryzowang dysmutaza
ponadtlenkowg. Kodowana przez gen SOD3 znajdujacy si¢ na chromosomie 4 [12].
Zewnatrzkomorkowa dysmutaza ponadtlenkowa sklada si¢ z dwoch dimerow
polaczonych mostkiem disulfidowym. Posiada mase 135 kDa. W centrum
aktywnym kazdego monomeru, podobnie jak w przypadku CuZnSOD, znajduje si¢
jon miedzi(I) 1 jon cynku(Il). ECSOD wystepuje zaréwno w plynach
zewnatrzkomorkowych, osoczu krwi, jak i tkankach [27,28]. Podobnie jak
cytoplazmatyczna SOD, posiada aktywno$¢ peroksydazows. Ponadto katalizuje
reakcje¢ dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (Oz'*) zapobiegajac
powstawaniu nadtlenoazotynu (ONOO") i oksydacyjnemu uszkadzaniu komorek
[29].

CuZnSOD jest kodowana przez gen SOD1 znajdujacy si¢ na chromosomie 21
[30]. Biatko to, ztozone z dwdch identycznych podjednostek, posiada tgczng mase
okoto 32 kDa [10]. Wystepuje gtownie w cytoplazmie, ale mozna je znalez¢ takze
w jadrze komorkowym [12]. Kazdy z monomeréw CuZnSOD posiada 151 reszt
aminokwasowych. W centrum aktywnym znajduje si¢ jeden jon miedzi(Il) i jeden
jon cynku(Il), a konce aminowe sg acetylowane. Struktura dwoch podjednostek jest
utrzymywana dzigki wigzaniom hydrofobowym oraz mostkowi disulfidowemu,
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ktory znajduje si¢ pomigdzy cysteinami w pozycjach 57 i 146 [10, 31]. Dimeryzacja
sprzyja wigkszej stabilno$ci enzymu, poniewaz zmniejsza si¢ pole powierzchni
dostepne dla rozpuszczalnika. Ponadto, CuZnSOD to biatko termostabilne, ktore
nie traci swojej aktywnosci enzymatycznej nawet po poétgodzinnej inkubacji
w 80°C. Zakres pH, w ktorym funkcjonuje stabilnie jest szeroki i obejmuje nawet
bardzo zasadowy odczyn. Cytoplazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa posiada
réwniez odpornos¢ na dziatanie mocznika o stezeniu 8 M. Swiadczy to o jej duzej
odpornosci na czynniki, ktore zazwyczaj prowadza do denaturacji biatka [31, 32].
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Rysunek 2.  Budowa centrum aktywnego CuZnSOD [33]
Figure 2. The structure of CuZnSOD active center [33]

Na Rysunku 2 przedstawiona zostata budowa centrum aktywnego CuZnSOD.
Jon miedzi(IT) zwigzany jest z czterema resztami histydynowymi w pozycjach 46,
48, 63 i 120. Pierscien imidazolowy reszty His63 petni funkcje “mostka”, poniewaz
zwigzany jest takze z jonem cynku(Il), dla ktérego pozostatymi ligandami sg His71
i His80, a takze reszta kwasu asparaginowego w pozycji 83. Uwaza sig, ze Zn>"
odgrywa role strukturalng i stabilizuje podjednostki. Z kolei Cu®" bierze aktywny
udzial w dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego ulegajac naprzemiennie
redukcji i utlenianiu zgodnie z reakcja [10, 31, 33]:

Cu’>"Zn*'SOD + 0, "— Cu'Zn*"SOD + 0,
Cu'Zn*'SOD + 0, — Cu*"Zn*'SOD + H,0,

Hart i in. w 1999 roku zaproponowali mechanizm dzialania dysmutazy
ponadtlenkowej [34]. W pierwszym etapie anionorodnik ponadtlenkowy wypiera
czasteczke wody ze strefy koordynacyjnej enzymu i oddaje swoj elektron wiazac
sic bezposrednio z Cu®" znajdujacym si¢ w miejscu aktywnym. Wskutek tego
nastepuje redukcja jonu miedzi Cu**—Cu”, a powstata czasteczka tlenu dyfunduje
z kanatu miejsca aktywnego. Nastepnie dochodzi to rozerwania wigzania pomiedzy
reszta imidazolowa His63 pehiacg funkcje “mostka” a jonem Cu'. W kolejnym
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etapie druga czgsteczka 0," przytacza si¢ do centrum aktywnego i przyjmuje
elektron z Cu’ jednoczesnie go utleniajac. W wyniku tego powstaje czasteczka
nadtlenku wodoru, ktéra dyfunduje z miejsca aktywnego i jest dalej rozktadana
przez katalaze. Mostek imidazolowy zostaje odtworzony i enzym wraca do
podstawowej struktury. Mechanizm reakcji zostat przedstawiony na Rys 3.
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Rysunek 3. Mechanizm reakcji CuZnSOD [34]
Figure 3. The mechanism of action CuZnSOD [34]

Miejsce aktywne dysmutazy ponadtlenkowej jest natadowane dodatnio
i stanowi okoto 11% catkowitej odstonietej powierzchni enzymu. Pozostata czes§é
reszt aminokwasowych posiada tadunki ujemne [31]. Taki gradient tadunku
wytwarzany jest przez reszty aminokwasowe znajdujace si¢ w pozycjach 121-143
i zwigksza stezenie substratu wokot centrum katalitycznego. Mechanizm ten
nazywany jest naprowadzaniem elektrostatycznym [3,33]. Dzigki tej wlasciwosci
CuZnSOD przeprowadza reakcje niesamowicie sprawnie, a stata szybkosci wynosi
2x10° M's™ [33], co czyni ja jednym z najlepszych i kluczowych enzyméw
antyoksydacyjnych w ludzkim organizmie.
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Tabela 2. Wiasciwosci charakteryzujace miejsce aktywne CuZnSOD

Table 2. Characteristic properties of CuZnSOD active center

nazwa CuZnSOD lit.

pH 7.0
1Cs010° [M] 1.3 [35]
E’[mV] 320 (pH=7.4) [36]
k 10°[M's] 23 [37]
Aq 105 [38]
2u 231 [38]

E' - potencjal standardowy
k — stala szybkoSci reakcji chemicznej
An— parametr rozszczepienia nadsubtelnego
gn — wspolczynnik rozszczepienia spektroskopowego

2. METODY OZNACZANIA AKTYWNOSCI CuZnSOD

Do oznaczania aktywnos$ci CuZnSOD mozna stosowaé szereg metod
chemicznych, jednak ze wzgledu na niestabilno$¢ substratu reakcji wigkszo$¢
dostepnych testéw jest posrednia. Zalezg one od zdolno$ci enzymu do hamowania
innych reakcji z udziatem anionorodnika ponadtlenkowego [3]. Najbardziej znang
1 jednocze$nie najczesciej wykorzystywang jest metoda redukcji NBT [39-45]. Po
raz pierwszy do oznaczania aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej uzyt jej
Beauchamp i Fridovich w roku 1971 [46]. Metoda ta polega na redukcji biekitu
nitrotetrazolowego (NBT) przez anionorodnik ponadtlenkowy, ktory zostaje
wytworzony podczas utleniania ksantyny oksydaza ksantynowa wedlug reakcji
[47]:

oksydaza ksantynowa

ksantyna + 20, + H,O kwas moczowy + 202'*+ 2H"

W pierwszym etapie redukcji NBT*" ulega przemianie do monoformazanu przy
udziale 0,”, a nastgpnie w analogicznej reakcji powstaje niebieski diformazan.
Dodanie do $rodowiska reakcji CuZnSOD powoduje zmniejszenie stg¢zenia
anionorodnika ponadtlenkowego, co bezposrednio wptywa na hamowanie redukcji
NBT:

NBT?'- diformazan
(zotty) (niebieski)

. ,Cuznsop
202 +2H —— 02+ H202

Na tej podstawie mozna okreslic aktywno§¢ dysmutazy ponadtlenkowe;.
Dokonuje si¢ tego najczesciej przy pomocy parametru ICsy oznaczajacego stezenie,
przy ktorym redukcja biekitu nitrotetrazolowego zostaje zahamowana w 50% [3,
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46, 48]. Mozna go wyznaczy¢ z zalezno$ci wzglednej szybkosci redukcji NBT,
ktéra opisuje si¢ wzorem:

(%}_(%)uk%ad

% lnhlblC]l =X 100,

t

gdzie: (ATA) jest zmiang absorbancji na minutg¢ bez obecnosci uktadu

enzymatycznego, a (ATA)”"*“d to zmiana absorbancji na minut¢ w obecnosci
czynnika inhibujacego [42].

Bardzo wazna kwestig jest takze dobor odpowiedniego buforu, ktérego gtowne
zadanie polega na utrzymaniu stalego pH S$rodowiska reakcji. Jednoczesnie,
skladniki buforu nie powinny by¢ konkurencyjne w stosunku do wigzania jonow
Cu®". Najczesciej do takich oznaczen wykorzystuje si¢ bufory: TRIS [43], HEPES
[49], bufor fosforanowy [42].

Innym sposobem badania aktywnos$ci CuZnSOD jest metoda cytochromowa
[35, 39, 49, 50]. Zostala ona opracowana przez McCorda i Fridovicha [9].
Wykorzystano tutaj cytochrom c¢ jako koncowy akceptor elektronow. Forma
utleniona (cyt c—Fe’") zostaje zredukowana (cyt c—Fe*") przez anionorodnik
ponadtlenkowy generowany podobnie jak w przypadku metody redukcji NBT przez
uktad ksantyna/oksydaza ksantynowa. Cyt ¢ —Fe" silniej niz forma utleniona
absorbuje $wiatlo o dlugosci fali 550 nm, dzigki czemu mozliwe staje si¢ badanie
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej. Do catkowitej redukcji utlenionej formy
cytochrom ¢ wymaga tylko jednego elektronu, co odrdznia t¢ metod¢ od metody
NBT [3, 48]. Mniej powszechne, aczkolwiek réwniez stosowane sg metody:
adrenalinowa [51, 52], pirogallolowa [53, 54], hydroksyloaminowa [55], czy tez
hydroksydopaminowa [56]. Mozna si¢ takze spotka¢ z chemiluminescencyjnymi
sposobami oznaczen aktywnos$ci CuZnSOD, w ktorych wykorzystuje si¢ np.
luminol oraz lucygening jako detektory anionorodnika ponadtlenkowego [57-59].

Innym sposobem sprawdzenia czy badany uklad moze posiadaé¢ wiasciwosci
enzymatyczne dysmutazy ponadtlenkowej jest wyznaczenie potencjatu
standardowego (E°). Najczesciej do tego celu wykorzystuje sie woltamperometrie
cykliczna. Uklad neutralizujacy anionorodnik ponadtlenkowy powinien
charakteryzowaé si¢ warto$ciami potencjatu z zakresu od -0,16 do +0,89 V, co
wynika z reakcji [36, 42, 49]:

0y+e—0," 0.16 V
0, "+e+2H" >H,0, +0.89 V.

W zalezno$ci od zastosowanej metody i warunkow pomiarowych, jak na
przyktad pH, uzyskane wartosci ICsy mogg si¢ r6zni¢ (Tabela 2). W zwigzku z tym
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przy wyznaczaniu aktywno$ci enzymatycznej powinno si¢ zawsze wykonac
pomiary kontrolne takze dla natywnego enzymu. Do tego celu najczescie)
wykorzystuje si¢ dysmutaze ponadtlenkowa z erytrocytow wotowych (BESOD).

Tabela 3. Poréwnanie parametréw ICsy i k (statej szybkosci) dla CuZnSOD w zaleznos$ci od metody

Table 3. The comparison of ICsq and k (reaction rate constant) parameters for CuZnSOD according of method

metoda pH/bufor 10° [lInCoSl(} dm’] 10° [li(/l"s"] lit.

cytochromowa 7.0/bufor fosforanowy 1.3 3.85 [35]

cytochromowa 7.6/HEPES 0.14 2.8 [49]

cytochromowa 7.8/HEPES 0.20 3.5 [50]

NBT 6.8/bufor fosforanowy 0.30 1.71 [42]

NBT 6.8/bufor fosforanowy 0.1-0.6 4.6 [48]

NBT 6.8/bufor fosforanowy 0.45 - [41]

NBT 7.4/bufor fosforanowy 0.44 - [42]

NBT 7.4/TRIS 0.18 - [45]

radioliza impulsowa 7.0/bufor fosforanowy 6-50 3.8 [48]

3. CHARAKTERYSTYKA ZWIAZKOW KOORDYNACYJNYCH
PEPTYDOW Z JONAMI Cu?*' A ICH AKTYWNOSC CuZnSOD

3.1. PEPTYDY LINIOWE

Dotychczasowe badania wykazaty, ze peptydy liniowe z reszta histydynowa
mogg nasladowaé dzialanie metaloenzyméw [60-76]. Tri- 1 tetrapeptydy
zawierajgce w strukturze jedng lub dwie reszty histydynowe wykazuja tendencje do
tworzenia bidentnych kompleksow z jonami Cu*" i Zn*" w fizjologicznym zakresie
pH [60-63]. Tripeptyd o sekwencji HVH odpowiada aminokwasom w pozycji 44-
46 natywnego enzymu odwzorowujac miejsce wigzania jonu Cu®*. Poréwnujac ICs
uktadow L/Cu”" peptydu Ac-HVH wraz z jego odpowiednikiem z nieblokowanymi
grupami terminalnymi mozna wysung¢ wniosek, ze wylaczenie grupy aminowej N-
konca peptydu w procesie koordynacyjnym moze poprawi¢ zdolnos¢ dysmutacji
anionorodnika (Tabela 4) [63]. Podobna zalezno$¢ zaobserwowano dla
tetrapeptydow HGHG 1 jego analogu z acylowanym N-koficem [64]. Tri-
i tetrapeptydy w pH 7,4 tworza formy kompleksowe z zaangazowaniem
nastepujacych atomow donorowych w wigzanie jonu metalu {NH,, Ny, 2N} (Rys.
4a) natomiast ich analogi z blokowang grupg aminowg {2Ny,, 2N} (Rys. 4b) [64—
66]. Wigzanie jonéw Cu’" przez atomy azotu z wiazan peptydowych jest
niepozadane w kompleksach, ktore nasladujg centrum CuZnSOD, ze wzgledu na
sztywniejsza strukture i trudno$¢ w dotarciu rodnika do jonu miedzi(II). Pomimo, iz
kompleks jest stabilniejszy to nie bedzie dobrze odwzorowywal centrum
aktywnego, a w konsekwencji wartos¢ ICsy przyjmuje wyzsze wartosci dla
komplekséw z donorami amidowymi w koordynacji. Zalezno$¢ taka mozna zaob-
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serwowa¢ dla fragmentu N-konca CuZnSOD wyizolowanego z Haemophilus
ducreyi o sekwencji HGDHMHNHDTK. Wartos¢ ICso dla CuL-{NH,, 2Ny, N}
jest wigksza niz dla CuHL-{NH,, 3Ny,} (Tabela 4) [67]. Zaangazowanie
w koordynacje jonéw Cu’" atoméw N™ (O=C-NH-) zwiazane jest ze wzrostem pH
uktadu, wigc $rodowisko prowadzenia eksperymentu ma ogromne znaczenie dla
uzyskanych wynikow [40,42,67]. Réznice obserwowano nawet dla wartosci 1Csg
otrzymanych dla natywnego enzymu dla réznych wartosci pH (Tabela 3) [40, 42].

Rysunek 4.  Schematyczne struktury sposobu koordynacji jondw Cu®*: a) {4Njp}, b) {2Nim, 2N}, ¢) {NH,,
Nim, 2N} przez peptydy liniowe

Figure 4. Schematic structures coordination mode of Cu®* ions: a) {4Ny,}, b) {2Nin, 2N}, ¢) {NH,, Ny,
2N} by linear peptides

Wraz ze wzrostem liczby reszt histydynowych od 1 do 4 w sekwencji peptydu
zaobserwowano jednoczesny wzrost termodynamicznej stabilnosci tworzacych si¢
kompleksow z jonami Cu®’. Jednocze$nie poszerza sie zakres dominacji form,
w ktérych jon metalu jest skoordynowany przez donory z pierscieni imidazolowych
[42, 68]. Najwickszg stabilno$cig termodynamiczng odznaczaja si¢ makrochelatowe
kompleksy ligandow z motywem — (HXH),—. Im dalej od siebie potozone reszty
histydynowe w tancuchu peptydowym tym ta stabilno$¢ maleje [42]. Wraz ze
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wzrostem pH, w wiazaniu jondw Cu”" biora udziat atomy z wigzania peptydowego,
co w przypadku ligandow majacych nasladowa¢ metaliczne centrum CuZnSOD jest
niepozadane. Zakres pH, w ktorym obserwuje si¢ dysocjacje protonu z grupy
amidowej wigzania peptydowego jest rozny w zaleznosci od liczby reszt
aminokwasowych w peptydzie, liczby oraz pozycji reszt histydynowych [42].
Zaobserwowano réwniez, ze kompleksy o sposobie koordynacji {2Ny,} utworzone
przez tripeptydy Ac-HXH-NH, wraz ze wzrostem pH ulegaja jednoczesnej
dysocjacji dwoch protonéw z grupy amidowej wigzania peptydowego tworzac
forme {2Nm, 2N} (Rys. 4b) [42].

Powstawanie makrochelatowych kompleksow z zaangazowaniem tylko
imidazolowych atoméw donorowych w szerokim zakresie pH i zablokowanie
mozliwo$ci wymuszonej deprotonacji amidowego atomu azotu byto mozliwe przez
umieszczenie w sekwencji metylowej pochodnej glicyny, czyli sarkozyny (Sar).
Ligandy o sekwencji: Ac-H-Sar-H-NH,, Ac-H-Sar-H-Sar-H-NH,, Ac-H-Sar-H-Sar-
H-Sar-H-NH, tworzg formy kompleksowe {2Np,}, {3Nm}, {4Nm} z jonami Cu**
w fizjologicznym zakresie pH. Najlepsze wartosci ICsg otrzymano dla oktapeptydu
(Tabela 4) [68].

Tabela 4. Pordéwnanie wlasciwosci kompleksow peptydow liniowych
Table 4. The comparison of properties of linear peptides
. dominujaca 1C510° .
| H lit.
igand forma atomy donorowe p [mol/dm’] it.
HVH CuH,, L {NH>, Nim, 2N} 7.4 20 [62]
HGHG CuH,,L {NH,, N, 2N} 7,4 67 [64, 66]
Ac-HGHG CuH,,L {2Npm, 2N} 7,4 8,3 [64, 65]
Ac-HVH-NH, CuH,L {2Npm, 2N} 7.4 16 [62]
Ac-H-Sar-H-Sar-H- CuL {3Npm}
4 1
NH, CuH_,L {3Npm, N} 7 > (68]
Ac-H-Sar-H-Sar-H-
L 4N 4 4,
Sar-H-NH, Cu {4Npn} 7 6 [68]
CuHL {NH>, 3N} 7,0 19
HGDHMHNHDTK CuHL {NH,, 3N} 32 31 [67]
CuL {NHz, 2N1m, N-} ?
zp-Prp63-80 CuL {4Npn} 7,4 61,5 [43]
CuZnL Cu-{4Nn}
zp-Prp63-80 Zn-{2Nim 2H,0} 7.4 60,1 [43]
zp-Prp63-87 CuL 7,4 60,4 [43]
Cu-{3Nim, N}
zp-Prp63-87 CuZnH,,L Zn- (3N, H:0, OH'} 7,4 59,2 [43]
Hex, CuHL {2Nim, N'} 7,4 18,8 [73]
Hexy CuH-,L {4Npn} 7,4 17,7 [73]
Oct, CuH,L {2Nim, 2N} 74 21,7 [73]

Oct; CuL (4N} 74 17,5 [73]
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Biatka prionowe to glikoproteiny zakotwiczone w blonie komérkowej, ktérych
najwigksza ekspresj¢ stwierdzono w uktadzie nerwowym [69, 70]. Funkcje
prawidtowych biatek prionowych (PrP) nie zostaly jeszcze w pelni poznane, ale
przypisuje si¢ im wilasciwosci przeciwutleniajace podobne do dziatania CuZnSOD
[31, 71]. Wykazano, ze polihistydynowe fragmenty biatek prionowych zwierzat
(rybich, kurzych, ptasich) i ludzkich efektywnie wigza jony metali [43, 72, 73].
Fragmenty rybich PrP sa bogate w reszty histydynowe (Tabela 5). Wykazano, ze
ligandy te moga tworzy¢ homo- i heteronuklearne kompleksy z jonami Cu®* i Zn*".
Cho¢ wartosci ICsq dla fragmentow rybich PrP sg bardzo zblizone do siebie to
mozna zaobserwowaé, ze udzial jonéw Zn®>" korzystnie wplywa na wilasciwosci
przeciwutleniajgce tych kompleksoéw (Tabela 4) [43]. W sekwencji aminokwasowe;j
biatek prionowych ludzkich oraz kurzych mozna wyr6zni¢ powtarzajace si¢
motywy z resztg histydynowa (Tabela 5). Badania tych fragmentow: Hex, Hex,,
Hexy4 1 Oct, Oct,, Octy potwierdzily, ze w uktadach z rownomolowym stosunkiem
liganda do metalu wzrost liczby reszt histydynowych w sekwencji powoduje wzrost
aktywnosci enzymatycznej (Tabela 4), a najskuteczniejsze okazaly si¢ kompleksy
o sferze koordynacyjnej {4Np,} (Rys. 4¢) [73]. Ligandy Hex, 1 Octa, koordynujg do
czterech jonow Cu®’, ale nie wplywa to na polepszenie wlasciwosci
przeciwutleniajgcych tych uktadow [73].

Tabela 5. Sekwencje aminokwasowe fragmentow biatek prionowych
Table 5. Amino acid sequences of prion protein fragments
nazwa skrécona sekwencja lit.
zp-PrP-63-80 Ac-PVHTGHMGHIGHTGHTGH-NH, [43]
zp-PrP-63-87 Ac-PVHTGHMGHIGHTGHTGHTGSSGHG-NH, [43]
Hex Ac-HNPGYP-NH, [73]
Oct Ac-PHGGGWGQ-NH, [73]

Mechanizm neutralizacji jonu O, przez CuZnSOD prowadzi do uwalniania
nadtlenku wodoru (H,0,) jednej z form RFT [1,2]. W naturalnych warunkach H,0,
jest rozktadany do czasteczkowego tlenu i wody przez inne antyoksydacyjne
czynniki jak na przyktad peroksydaze glutationowa (GPx) [3]. Yin i wspotautorzy
zaproponowali uktad, ktory jednoczesnie nasladuje dziatanie zaréwno CuZnSOD
jak 1 GPx. Kompleksy linowego 65-aminokwasowego fragmentu biatka i jego
selenowej pochodnej (Tabela 6) wykazuja dziatanie obu tych enzymoéw. Ich
aktywno$¢ CuZnSOD jest podobna, ale najskuteczniej dziatanie CuZnSOD
nasladowat kompleks CuZn-65P z reszta seryny w 58 pozycji oligopeptydu (Tabela
6) [74]. W sekwencji tych ligandéw mozna wyr6zni¢ siedem reszt histydynowych,
ktore najprawdopodobniej sa miejscem kotwiczenia jondéw metali. Fragmenty
biatek zostaly otrzymane przez amplifikacie DNA metoda PCR. Pochodna
selenowa zostata uzyskana przez zamiang Cys58 na Ser. Nastepnie wprowadzono
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grupe —SeH (NaSeH), przez uprzednie aktywowanie grupy hydroksylowej seryny
fluorkiem fenylometylosulfonylu (PMSF), otrzymujac ligand Se-65P [74].

Tabela 6. Pordwnanie aktywnosci CuZnSOD kompleksow Cu®*/Zn*" 65-aminokwasowych peptydéw liniowych
oraz sekwencja aminokwasowa ligandow

Table 6. The comparison of CuZnSOD activity of linear65-amino acid peptides complexes and amino
acid ligand sequences

kompleks aktyw"‘[’;jn?gulznson lit.
Se-CuZn-65P* 1254 [75]
Se-CuZn-65P 1181 [74]
CuZn-65P 1297 [74]
SOD3 2970 [74]
ligand sekwencja aminokwasowa
65p* HQHQFGDLSQ'""GAESTGPHYN*’PLAVPHPQHP**GDWGNFAVRD*GS [75]
LWPFLRHN>*VYGRPRACVV*HAGED
. HQHQFGDLSQ'"GAESTGPHYN?*’PLAVPHPQHP**GDWGNFAVRD*GS [(74]

LWPFLRHN**VYGRPRASVV*HAGED
3.2. PEPTYDY CYKLICZNE

Cyklopeptydy homodetyczne charakteryzuja si¢ obecno$cig cigglego
pier§cienia peptydowego, ktdry powstaje przez wigzanie pomiedzy N- i C- koncowg
grupa (tzw. ,.cyklizacja gtowy do ogona”) [76, 77]. Tym samym grupy koncowe
peptydu nie mogg bra¢ udzialu w procesie koordynacyjnym dwuwartoSciowych
jonéw metali. Wraz ze wzrostem liczby reszt aminokwasowych w sekwencji
peptydu wzrasta jego elastyczno$¢. Najmniejszy, 6-cztonowy pierécien peptydowy
2,5-piperazynodionu posiadajg cyklodipeptydy. Wtasciwosci koordynacyjne takich
czasteczek zalezg tylko od tancuchoéw bocznych reszt aminokwasowych, a te z kolei
moga by¢ rdznie zorientowane w przestrzeni w zalezno$ci od izomerii optycznej
1 lub d. Dodatkowo na wlasciwosci koordynacyjne mogag mie¢ wplyw
wewnatrzczasteczkowe oddziatywania typu n—n diketopiperazyny z pierscieniami
aromatycznymi takich aminokwasoéw jak: histydyna, tyrozyna, fenyloalanina,
tryptofan  [78, 79]. Zaobserwowano takze, Ze grupa imidazolowa
w dicyklopeptydach ma charakter mniej zasadowy niz czasteczka imidazolu [78].
Ligand ¢(HH) tworzy bidentne kompleksy z jonami Cu®", a w wigzanie jondow
metalu zaangazowane s cztery atomy azotu z pierScienia imidazolowego.
Najprawdopodobniej kompleks taki przyjmuje konformacje ptaskiego kwadratu
z odksztatceniem w kierunku tetraedru. Otrzymany zwiazek okazat si¢ by¢ stabilny
w wodnym roztworze 1 nie wykazywal cytotoksycznosci w stezeniach
mikromolowych. Zdolno$é bis{c(HH)}Cu*" do dysmutacji 0," wynosita okoto
10% aktywnosci w stosunku molowym do naturalnego enzymu. [35, 80]. Kolejnym
przyktadem kompleksow z jonami miedzi(II), jakie badano w kierunku neutralizacji
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anionorodnika ponadtlenkowego, sa dicyklopeptydy zbudowane z aminokwasow
kwasowych: ¢(DD) oraz c¢(EE) z modyfikowanymi tancuchami bocznym przez
podstawianie do grup karboksylowych dwoch czasteczek  histaminy.
W rownomolowym stosunku jonéw metalu do liganda w roztworze dominuja
mononuklearne formy kompleksowe [CuL]2+ i [CuH_ L], w ktorych atomami
wigzacymi Cu** sa odpowiednio: {2xNj,, 2xCO} oraz {2XNjn,CO, N istamina)} -
Ligandy takie tworza rowniez kompleksy bidentne Cul,, ktérych stezenie
w roztworze jest najwicksze, gdy stosunek liganda do metalu wynosi 2:1. Jony Cu*"
prawdopodobnie sa zwigzane przez cztery imidazolowe atomy azotu. Badanie
aktywnosci CuZnSOD dla tych zwigzkoéw pokazato, Ze przy najwigkszym st¢zeniu
bidentnego kompleksu uktad najlepiej hamuje reakcje wolnorodnikowa, wykazujac
tylko o sze$¢ razy mniejszg aktywno$¢ niz natywny enzym. Niemniej jednak,
w badaniach tych uzyto 1000-krotnego nadmiaru liganda w stosunku do jonow
metalu [81]. Tym samym potwierdzono, ze sfera koordynacyjna Cu"(d”) powinna
by¢ na tyle elastyczna, aby mozliwa byla redukcja jonu metalu do Cu (d'%),
podczas ktorej nastepuje rowniez zmiana geometrii kompleksu. W zwigzku z tym
pozadanymi donorami sg atomy z pierscienia imidazolowego reszt histydynowych
tak jak w centrum metalicznym CuZnSOD. Udzial amidowych atomoéw azotu
w koordynacji jonéw Cu®" powoduje, ze struktura kompleksu jest bardziej
»SZtywna” 1 mniej dostepna dla 0,” co utrudnia proces redukcji i zmniejsza
mozliwosci przeciwutleniajgce takich komplekséw [82]. Bidentnym ligandem dla
jonow miedzi(Il) jest réwniez heksacyklopeptyd: ¢(GHG),, ktérego forma Cul,
angazuje w koordynacje tylko atomy azotu z pier§cieni imidazolowych. Natomiast
wraz ze wzrostem pH w koordynacji jonéw Cu®" biora udziat atomy azotu z wigzan
peptydowych. Dla ¢c(GHG), nastgpuje to juz w pH powyzej 7, gdzie dominuje tylko
mononuklearna forma kompleksowa CuL o atomach donorowych {2xNy;, 2xN}
[83].

Peptydy cykliczne do sze$ciu reszt aminokwasowych w sekwencji, z ktorych
przynajmniej jedna posiada pierscien imidazolowy (His lub histamina) preferuja
tworzenie si¢ bis-kompleksow z jonami miedzi(Il). Kompleksy te charakteryzuja
si¢ nastgpujacym sposobem koordynacji: {4xNy,} z donorami w plaszczyznie
ekwatorialnej. Wraz ze wzrostem wielkosci pierScienia peptydowego nie
zaobserwowano tworzenia si¢ komplekséw typu Cul,. Oktacyklopeptyd
o sekwencji ¢(GH), tworzy z jonami cu? tylko monodentne formy kompleksowe
nawet w ukladzie z podwojnym nadmiarem liganda. Ze wzgledu na obecno$é¢
czterech reszt His w sekwencji, dominujacym kompleksem jest {4xNy,} forma
jednak badania te byly ograniczone do pH 6 ze wzgledu na wytracanie si¢ osadu,
ktory uniemozliwit dalszg analizg i badanie aktywnosci enzymatycznej [83].

Wprowadzenie do sekwencji peptydu reszty proliny powoduje, ze kaskada
wigzania jonéw Cu’" wzdluz tahcucha peptydowego zostaje zatrzymana.
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Uczestniczenie w wiazaniu peptydowym grupy aminowej proliny uniemozliwia
koordynacje jonow miedzi(Il) poniewaz atom azotu uczestniczy w trzech
wigzaniach kowalencyjnych [84—86]. Dlatego aminokwas ten blokuje mozliwo$¢
wigzania jonéw Cu”" przez kolejne amidowe atomy azotu i jednoczesnie usztywnia
fancuch peptydowy. Dodatkowo umieszczenie dwoch reszt proliny w sekwencji
homotetycznego cyklopeptydu spowoduje wyodrebnienie dwoch niezaleznych
miejsc potencjalnie wigzacych jony metalu. Cyklopeptyd ¢(GDWHPGHKHP)
tworzy form¢ kompleksowa CuHL-{3xNy,, COO} dominujaca w roztworze do pH
7,5 [87]. Poréwnanie statych trwatosci (logf) dla tego liganda i jego liniowego
odpowiednika pokazala, ze cykliczny analog tworzy stabilniejszy kompleks, ale
odznacza si¢ znacznie mniejszym formalnym potencjatem redukcyjnym (E°) [88].
Ligandy o rozbudowanym pierscieniu peptydowym, zawierajace w sekwencji od
osmiu do dwunastu reszt aminokwasowych, wykazuja tendencj¢ do tworzenia bi-
i tri-nuklearnych kompleksow, ktére mogg formowaé si¢ nawet w uktadach
z rbwnomolowa ilo$cia jonéw Cu®" wzgledem liganda [88-91].

Ligandy c¢(HKHPH), i c(HKHGPG), powyzej pH 7 tworza kompleksy
o stechiometrii Cu,LH, osiggajac okoto 30% w probce. Wraz ze wzrostem stezania
jondéw metalu wzrasta takze stezenie dinuklearnych form, ktére w uktadzie
z podwojnym nadmiarem Cu®" dominuja w roztworze powyzej pH 6.
Zaobserwowano, ze powstawanie dinuklearnych form kompleksowych zwiazane
jest z jednoczesnym zaangazowaniem amidowych atoméw azotu w koordynacje
[91, 92]. Ponadto wykazano, ze analog o wigkszym pierScieniu peptydowym
efektywniej wigze jony miedzi(IT) w szerokim zakresie pH (5,5-11,0) [91]. Badania
aktywnosci enzymatycznej dla miedziowych kompleksow c(HKHGPG), wykazaty,
ze skuteczniejszym w neutralizacji anionorodnika ponadtlenkowego jest uktad
L:Cu”'=1:2, w ktorym jest okoto 90% formy Cu,H,L-{2Ny,, 2N} [45]. Cho¢
bezposredni potencjat tej reakcji zalezy od wilasciwosci redukujaco-utleniajacych
jonu Cu®’, to istotnym elementem strukturalnym, ktory przyczynia sie do
prawidtowego cyklicznego mechanizmu dysmutacji, jest jon Zn*'. Zaskakujacy jest
fakt, ze mimo, iz nie udalo si¢ zaobserwowaé tworzenia imidazolowego mostka
pomiedzy jonami metali w kompleksach heteronuklearnych réwnomolowego
uktadu: Cu®"/Zn*"/c(HKHGPG), to jednak model ten wykazywal najlepsza
zdolno$¢ do mimikowania CuZnSOD posrod wszystkich badanych uktadow dla
tego cyklopeptydu [45].

Kompleksy o donorach {4xNy,} posiadaja pozadang strukturg w kierunku
poszukiwania mimetykow CuZnSOD. Odznaczaja si¢ one takze najlepszymi
wlasciwosciami  przeciwutleniajagcymi  sposréd  przebadanych — dotychczas
cyklopeptydow (Tabela 6). Jednak najczesciej dominuja w roztworze o pH
kwasnym, a badania aktywnosci CuZnSOD powinno by¢ przeprowadzane
w zakresie pH fizjologicznym pomiedzy 7,0 a 7,5, czyli w srodowisku dziatania
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enzymu. W zwigzku z tym istniejg ograniczenia potencjalnego zastosowania tych
zwiazkow jako mimetykow natywnego enzymu. W Tabeli 6 przedstawiono
poréwnanie wartosci ICsy dla wybranych kompleksow cyklopeptydow, z ktorego
wynika, ze najefektywniejszymi mimetykami CuZnSOD sg formy Cul,-{4Nyy}.
Rowniez ligandem o duzym potencjale dysmutacji jest cykliczny 12-
aminokwasowy peptyd c¢(HKHGPG), w réwnomolowym  heteronuklearnym
uktadzie z jonami Cu*'/Zn*" (Tabela 6).

Tabela 6. Poréwnanie wlasciwosci kompleksow cyklopeptydow
Table 6. The comparison of properties of cyclopeptides complexes
. dominujaca p ICs E’ .
ligand forma atomy donorowe H 10°* [mol/dm’| [mV] lit.
c(HH) CuL, {4Npm} 7,0 50 - [35,93]
¢(DD)Hm, Cul, {4Npn} 7.4 25 215 [81]
¢(EE)Hm, CuL, {4Nim} 7,4 25 333 [81]
¢(GHG), CuH,L {2Nim, 2N} 8,0 160 219 [83]
CuL {4Nim} 6,0 80 269
c(GH)s CuH..L {2Nj, 2N} 8,0 140 195 (83]
¢(GDWHPGHKHP) CuHL {3Nm, COO’} - 24 [88]
Cu,H,L {2Ni, 2N} 74 57,4
2+ -
¢(HKHGPG), UL Cu**- {2Np, 2N} 74 36,0 [45]

Zn*"- {2Ny,, 2H,0}

3.3. PEPTYDY ROZGALEZIONE (DENDRYCZNE)

Jedna z serii dendrycznych ligandow badanych pod katem dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego byla grupa zwigzkow, ktorego rdzeniem byla
tris(2-aminoetylo)amina zwana w dalej ,,tren” z podstawionymi jedng, dwiema
1 trzema resztami histydynowymi jako ,,ramionami”. Wykazano, ze tren1His tworzy
stabilng forme kompleksowsa z pigcioma atomami azotu wokot jonu Cu®" {Ny,, N,
N, 2NH,™} przyjmujac  geometri¢ piramidy kwadratowej. Kompleks ten
dominuje w roztworze powyzej pH 7,0 i nie wykazuje zadnej aktywnosci
katalitycznej. Natomiast jego analogi tren2His 1 tren3His, wykazujace tendencje do
tworzenia di- 1 trinuklearnych komplekséw, odznaczajg si¢ do$¢ dobra aktywnoScia
CuZnSOD, poréwnywalng z uktadami peptydow liniowych i cyklicznych [94, 95].
W ukladzie tren2His z jonami Cu®", o stosunku molowym réwnym 1:1 w pH 7,4,
istnieje rownowaga pomig¢dzy trzema formami kompleksowymi CuHL/CuL/CuH.
L. Dla pierwszej i ostatniej zaproponowano odpowiednio nastgpujace modele
koordynacyjne: {2Nj,, 2 aNH,} (Rys. 5a) i {aNH,, N, N, NH,""} [95].
Natomiast w ukladzie Cu:tren2His=2:1 dominujaca forma kompleksowa jest Cu,H.
\L z donorami wigzacymi {2Nj,, 2 oNH,} i {N", Ny, NH,"™"} Tub {N°, N,,,,, N},
W tym przypadku obecno$¢ drugiego jonu metalu nie wplyneta na zdolno$é
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neutralizacji O,, wykazujac taka sama wartos¢ ICs, jak dla ukfadu
o rownomolowym stosunku metalu do liganda (Tabela 7) [95]. Dla tren3His wyniki
powinny by¢ jeszcze bardziej obiecujace, tymczasem ligand ten tworzy stabilny
kompleks (logi=13,19) o sferze koordynacyjnej {2NH;, 2Nim, Nimexia} (Rys. 5b)
[94], ale ICs, jest mniejsze niz dla Cu®":tren2His=1:1 (Tabela 7) [94, 95]. Efektem
takiego dziatania moze by¢ fakt, ze kompleks ten angazuje pig¢ donorowych
atomow azotu w wiazanie jonoéw Cu’’, wiec takze w tym przypadku dostep do jonu
metalu jest ograniczony, co przektada si¢ na stabsze oddziatywanie z rodnikiem.
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Rysunek 5. Schematyczne struktury kompleksow peptydow rozgatezionych: a) CuHL — tren2his, b) CuHL
— tren3his, ¢) CuL — 2HG

Figure 5. Schematic structure of branched peptides complexes: : a) CuHL — tren2his, b) CuHL — tren3his,
c¢) CuL - 2HG

Jako rdzen do budowy rozgatezionych ligandéw wykorzystano takze kwas 2,3-
diaminopropionowy (Dap). Ligandy modyfikowano wykorzystujac jako
dendrymery reszty glicyny i histydyny w réznej konfiguracji, ich sekwencje mozna
przedstawi¢ nastepujaco: H-Gly-Dap(H-Gly)-Gly-NH, — 3G, H-Gly-Dap(H-Gly)-
His-NH, — 2GH, H-His-Dap(H-His)-Gly-NH, — 2HG, H-His-Dap(H-His)-His-NH,
— 3H. Ligandy te w fizjologicznym zakresie pH tworza kompleksy typu 3N-{Ny,,
2NH,} dla 2HG (Rys. 5c) oraz typu 4N dla pozostalych analogoéw
z uwzglednieniem nast¢pujacych atoméw donorowych: {Np,, 2NH,} — 3G oraz
{Nm, N, NH,} dla 2GH i 3H [49, 96]. Wykazano, ze warto$¢ standardowego
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potencjatu procesu katalitycznego Cu*"—Cu’(E”) zalezy od iloci reszt
histydynowych w strukturze liganda przy czym 3H analog odznacza si¢ najmniejsza
wartoécig (3H<2HG<2GH) [49]. Zalezno$¢ ta nie jest tozsama z aktywnoS$cig
CuZnSOD i szybkosciag dysmutacji (k), dla ktorych moglibySmy zapisaé szereg:
2HG>2GH>3H [49].

Tabela 7. Poréwnanie wlasciwosci kompleksow peptydow rozgatezionych
Table 7. The comparison of properties of branched peptide complexes
dominujaca ICs k .
uklad forma atomy donorowe pH 10* [mol/dm’]  [M's"] lit.
. CuL {2NH,, 2Nim, NH)(axial) }
T = 4 1 2,3*107 4
Cu~"/nta3His=1/1 CulLL (Nim, N, N, O 7, 3 ,3*10 [94, 95]
CuHL {2Nim, 2NH,™"}
2+ - k8 Ims 2 *107
Cu™"/tren2His=1/1 CulLL (ONH,"™ 2N} 74 20 3*10 [95]
{2Nmm, 2 aNH,}
Cu®**/tren2His=2/1  Cu,H,L {N", Niorr, NH,™"} 7.4 13 4,6*%10’ [95]
lub {N°, Ny, N}
Cu?*/tren3His=1/1 CulL {2NH,, 2N, NHp(axial } 7,4 17 1,8*10’ [94, 95]
Cu’*/3G=1/1 CuH,,L {2NH,, 2N} 7,6 24 1,6¥107  [49, 97]
Cu’*/2GH=1/1 CuH. L {NH;, Nim, 2N} 7,6 44 8,9%10° [49, 97]
Cu’*/2HG=1/1 CuL {2NH,, Ny} 7,6 11 3,5%107  [49,97]
Cu**/3H=1/1 CuH.,.L {NH,, Nim, 2N} 7,6 103 3,8%10° [49, 96]
UWAGI KONCOWE

W strukturze centrum aktywnego CuZnSOD mozna wyrdzni¢ dwa jony metali,
ktore skoordynowane sa przede wszystkim przez atomy azotu z pierScienia
imidazolowego, w tym jeden z nich stanowi mostek pomigdzy jonami metali. Taka
budowa pozwala na sprawne i szybkie (k./ky~10° M's™) neutralizowanie O,” oraz
hamowanie niepozadanych efektow reakcji wolnorodnikowych. Zastosowanie
substancji nasladujacych dziatanie CuZnSOD w ogniskach stresu oksydacyjnego
mogloby ograniczy¢ jego negatywne skutki. Poszukujac zwigzkow, ktore spetniatyby
taka role, nalezy wzia¢ pod uwage kilka czynnikéw. Bezposrednio za dysmutacje
odpowiadaja jony miedzi(IT), a wigc ich obecnos¢ jest kluczowa. Ponadto istotny jest
sposOb zwigzania tego jonu metalu przez ligand, kompleks powinien by¢ stabilny
w warunkach zblizonych do naturalnych, jednocze$nie centrum metaliczne powinno by¢
na tyle elastyczne, aby mozliwa byla zmiana geometrii kompleksu oraz aby rodniki
miaty swobodny dostep bezposrednio do metalu. Ilo$¢ reszt histydynowych
w sekwencji peptydu nie zawsze musi korespondowaé ze skuteczno$cig neutralizacji
RFT. Znacznie istotniejszym aspektem jest geometria sfery koordynacyjnej. Kompleks
taki powinien wykazywac brak toksycznosci wobec prawidtowych komoérek oraz mie¢
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niska masg, czyli by¢ odpowiednio maty, a co za tym idzie ,,mobilny”. Dotychczasowe
badania wykazaty, ze peptydy jako ligandy wzgledem jonéw miedzi(Il) sa dobrymi
kandydatami do spelnienia tych warunkéw, ale w dalszym ciggu ich kompleksy
z jonami miedzi nie dordwnuja swoim przeciwutleniajagcym dziataniem natywnemu
enzymowi. Ponadto badania in vifro to dopiero preludium do potencjalnego
zastosowania tych substancji w ogniskach stresu oksydacyjnego.
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ABSTRACT

The wunique properties of anion-radical salts (SAR) of 7,7,8,8-
tetracthanoquinimethane (TCNQ) with cations [M(N-N),]*" (M = Mn, Fe, Co, Ni;
N-N = phen, dips) were analyzed . The ability of these SARs to create conductive
materials, magnetically ordered structures, including Ferro- and antiferromagnetic,
and spin ladders was considered. Particular attention was paid to the possibilities
of using these SARs in the electronics of nanomaterials, materials for the
production of field-effect transistors, photo-diodes and ion-selective electrodes.

Keywords: functional materials, magnetically ordered materials, anion-radical salts
Stowa kluczowe: materialy funkcyjne, materiaty uporzadkowane magnetycznie,
sole anionorodnikowe
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WPROWADZENIE

Sole anionorodnikowe (SAR) zawierajace 7,7,8,8-tetracyjanochinodimetan
(TCNQ) wzbudzity zainteresowanie juz w drugiej potowie lat 60. Ich niezwykle
wlasciwosci byly opisane w licznych przegladach [1-10]. SAR TCNQ zawierajace
kationy kompleksowe metali bloku 3d ciesza si¢ szczegdlnym zainteresowaniem ze
wzgledu na mozliwos¢ specyficznych oddziatywan magnetycznych migdzy stosami
anionorodnikéw zawierajacych elektrony zdelokalizowane oraz elektronami orbitali 3d.
Podobne oddzialywania  mozliwe sa za  posrednictwem  kontaktow
miedzymolekularnych, tacznie z oddzialywaniami n—d [11-13]. Posrod SAR
syntetyzowano sole o sktadzie [M(N-N),|(TCNQ),, gdzie M"™ = Mn?*", Fe*", Co*", Ni*’,
Zn*" ; N-N — diaminy tak hetero-aromatyczne, jak i alifatyczne. Podobne sole znane sa
juz od lat 90. ubiegtego stulecia [14-15], jednak ich wlasciwosci magnetyczne sa
obecnie jeszcze zbyt stabo zbadane.

1. KOMPLEKSY Z KOORDYNOWANYM TCNQ

Na poczatku lat 90. ubieglego stulecia [16] odkryto niezwykle zachowanie
TCNQ wzgledem komplekséw metali bloku d. Zauwazono, ze obecnos¢ tych
komplekséw w SAR TCNQ nie sprowadza si¢ do funkcji przeciwjonow, lecz ma
miejsce koordynacja czasteczki TCNQ za posrednictwem atomoéw azotu grup
nitrylowych. W wyniku tego, w reakcji kompleksu [Ru(CO),(PPh;),(THF),](BF4),
(THF - tetrahydrofuran, PPh; — trifenylofosfina) z PPh; w CH,Cl, i LiTCNQ
w metanolu tworzy si¢ kompleks [Ru(PPh;),(TCNQ)]. Jak wida¢, w trakcie reakcji
nastepuje redukcja jonu Ru®" do jonu Ru’. Autorzy pracy [16] uwazaja, ze
reduktorem jest PPhs. Jednak, bardziej wiarygodna jest redukcja jonu Ru™" przez
anionorodnik TCNQ" ™

Ru*" + TCNQ" — Ru" + TCNQ.

Jon Ru" znajduje sic w kompleksie [Ru(PPhs),(TCNQ)] w znieksztatlconym
otoczeniu tetraedrycznym, koordynujac dwie czgsteczki TCNQ.

Warto podkresli¢, ze wszystkie czasteczki TCNQ wystepuja jako mostki
miedzy dwoma jonami Ru’, laczac je za posrednictwem przeciwleglych grup
nitrylowych. W wyniku tego obniza si¢ symetria czasteczek od D, do C,,. Na
podstawie teorii grup wszystkie 54 drgan normalnych nie-koordynowanej
czasteczki TCNQ mozna klasyfikowaé za typami symetrii zgodnie ze wzorem:

T34 = 104,(R)®IB 1,(R)®5 B, (R)D3 B;o(R)D4A,(in)®5B,,(IRYBIB,,(IR)DIB;,(IR)
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(gdzie: R — jest drganiem aktywnym w widmie Ramanowskim; in — nie jest
drganiem aktywnym ani w widmie Ramanowskim, ani w widmie w podczerwieni;
IR — jest drganiem aktywnym w widmie w podczerwieni). Jak wida¢, widmo
w podczerwieni posiada 23 linie, odpowiadajace drganiom nieparzystym wzgledem
inwersji; widmo Ramanowskie zawiera 27 linii. W przypadku symetrii C,, 54
drgania molekuly TCNQ mozna klasyfikowa¢ za pomocg symetrii w sposob
nastepujacy:
I54=1944,(R)®94,(IR)D8B,(R)D18B,(IR).

Jak wida¢, w wyniku spadku symetrii liczba linii w widmie
w podczerwieni zwicksza si¢ z 23 do 27, natomiast w widmie Ramanowskim liczba
linii nie ulega zmianie. Kompleks [Ru(PPh;3),(TCNQ)] tworzy dimery, w ktorych
odleglo$ci miedzy ptaszczyznami anion-rodnikow TCNQ s3a réwne 3,29 A.
Geometria dimerdw jest podobna do geometrii kolumn TCNQ, charakterystycznych
dla wigkszosci SAR. W tych warunkach istnieje mozliwo$¢ oddziatywan elektrono-
fononowych (OEF), w wyniku czego w widmie w podczerwieni aktywnymi bedg
drgania grup C=N o symetrii 4, 1 B, 1 w rzeczywisto$ci sg one widoczne przy 2170
i 2140 cm™' [16]. Wystepuja réwniez mody o symetrii A, przy 1570, 1320 i 1168
cm .

Kompleks [Ru(PPh;),(TCNQ)], wykazuje wlasciwosci diamagnetyczne
w stanie statym, natomiast paramagnetyczne — w roztworach. Przyczyna tego jest
dysocjacja kompleksu, w wyniku czego tworza si¢ anionorodniki TCNQ®.
Kompleks ten jest potprzewodnikiem o wartosci ogr=5-10° Q'em™ [16].

W 1994 r. zsyntetyzowano SAR TCNQ z kationowymi kompleksami
makrocyklicznymi niklu(Il) [17]. Byla wowczas opisana SAR bis(7,7,8,8-
tetracyjanoquinodimethanido) - (1,8-bis(2-hydroksyetyl)1,3,6,8,10,13 - heksaazacy-
klo-tetra-dekan)niklu(II):

I\ i
N N R | fToNay®
N N

W tym kationie R moze by¢ jednym z nastepujgcych podstawnikow:
CH,CH,0H, CH,Ph, CH,CH;3. Gdy R = CH,CH,OH tworzy si¢ SAR o sktadzie
[NiL®(TCNQ),], ktorej strukture ustalono metoda RSA. Jon niklu znajduje si¢
w centrum inwersji, koordynujac cztery atomy azotu ligandu makrocyklicznego.
W pozycjach osiowych koordynuje on dwa anionorodniki TCNQ® przez atomy
azotu grup nitrylowych.
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Podobnie jak w kompleksie [Ru(PPh3),(TCNQ)J,, tak 1 w zwigzku
[NiL®(TCNQ),] pierécienie sasiadujacych czasteczek TCNQ zachodza na siebie
wzdtuz przekatnej komorki elementarne;.

Odleglo$¢ miedzy ptlaszczyznami TCNQ (3,250 A) odpowiada tworzeniu
anionu dimerowego [(TCNQ),]*". Mozna powiedzie¢, ze kompleks [NiL¥(TCNQ),]
zawiera rownolegle tancuszki [NiLR]2+, polaczone przez aniony dimerowe
[(TCNQ).T”

Stosy oddziatujg za posrednictwem wigzan wodorowych grup hydroksylowych
kationow z atomami azotu grup nitrylowych.

Zgodnie z danymi strukturalnymi, SAR wykazuje witasciwosci dielektryczne:
orr <107 Q'em’. Dane magnetyczne potwierdzaja obecnos¢ dimerow
diamagnetycznych w strukturze SAR, $wiadczac o braku anionorodnikow TCNQ" :
moment magnetyczny wynosi 3,02 up [17]. Odpowiada to spinowi S = 1, co jest
typowe dla sze$ciokoordynacyjnych kompleksow Ni'.

Reakcja TCNQ lub TCNQ® 2z kompleksami metali przejSciowych,
zawierajacych aminy alifatyczne (en — etylenodiamina, tn —trimetylenodiamina,
diene — dietylenotriamina) daje produkty zawierajace c-koordynowane czgsteczki
TCNQ. Podobne SAR, zawierajace kompleksy [M(en);]*", [M(tn),(H,0),]*"
i [M(dien),]*" jako kationy, sa labilne. Aminy te fatwo kondensuja sic z TCNQ
[15]:

NC CN
R NH
—
-HCN
NC CN
NC NR
R,NH 2
—
-HCN
NC NR,
W kompleksach tych istnieja mocne oddzialywania antyferromagnetyczne,
w wyniku czego tworza sie dimery bezspinowe [(TCNQ),]*. Najstabsze
oddzialywanie  antyferromagnetyczne istnieje w  krysztatach kompleksu
[Ni(dien);](TCNQ),, w wyniku czego zaobserwowano rownowage singlet-
trypletowa w temperaturach powyzej 60 K (to znaczy, ze w temperaturach powyzej
60 K rosnie populacja stanéw trypletowych).
Zdolnos¢ do podstawienia ligandow przez TCNQ mozna zmniejszyc,
wykorzystujac kompleksy bardziej stabilne, np.: [M(N-N);]** (M = Fe, Ni; N-N

= phen, bipy). Rzeczywiscie, w reakcji tych kompleksow z LiTCNQ Ilub
NEGH(TCNQ), tworza si¢ SAR, w ktérych znajdujg sie czasteczki TCNQ
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o tadunku utamkowym w sferze zewnetrznej [M(N-N);](TCNQ),, n = 2, 4 [18]
(przy n =2 sg to anion-rodniki TCNQ", przy n = 4 — czasteczki TCNQ ). Jednak,
te SAR zawieraja tylko o-dimery [(TCNQ)Z]zf. Natomiast, w SAR
[Fe(bipy);(TCNQ), istniejg n-dimery, w wyniku czego wykrywany jest udziat
anionorodnikéw w podatno$ci magnetycznej, przy czym potowa anionorodnikéw
wystepuje w postaci dimeréw diamagnetycznych, a druga potowa znajduje si¢
w stanie izolowanym.

W SAR [Fe(bipy);](TCNQ), tworzg si¢ tancuchy liniowe, w ktérych zachodzi
oddzialywanie antyferromagnetyczne, odpowiadajace modelowi Heisenberga.

W stosach anionorodnikéw istnieje pewna delokalizacja elektronéw. Swiadczy
o tym wzglednie wysokie przewodnictwo elektryczne: oy = 107> Q'cm™.

Wiadomym jest réwniez, ze istnieja kompleksy zawierajagce diaminy
aromatyczne 1 koordynowane czgsteczki TCNQ w sferze wewnetrznej [19, 20].
W artykule [21] przedstawiono serie kompleksow [M(bipy)(TCNQ)] (M = Mn*",
Fe%, C02+, Zn2+, Cd2+), zawierajacych skoordynowany dianion TCNsz.
Zauwazmy, ze w tych kompleksach znajduje si¢ TCNQ w bardzo niezwyklej
postaci dianionu. Do syntezy tego dianionu wykorzystuje si¢ obecnie dwie metody:
dysproporcjonowanie anionorodnika oraz deprotonowanie czasteczki H,TCNQ:

2 TCNQ® — TCNQ + TCNQ”;
H,TCNQ — 2H" + TCNQ”".

Kazdy jon metalu koordynuje cztery aniony TCNQ® w plaszczyznie ab,

a molekuty bipy taczg je wzdhuz osi ¢ w tréjwymiarowa sie¢ kolumn (Rys. 1, 2).

lh‘ 'E -i- _ﬂq- "'-""'."._.a--_ ol By o TR
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55 845 654049 54,938 5R.a53

Rysunek 1.  Struktura krystaliczna [M(bipy)(TCNQ)]-x(MeOH). M** = Fe**, Zn**, Mn*', Co*", Cd*' [19]
Figure 1. Crystal structures of [M(bipy)(TCNQ)]-x(MeOH). M** = Fe**, Zn*', Mn**, Co*', Cd*' [19]
https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn: ANd9GcQfAGuAbVpRODT7TEy2W8aUIlJVndYNTS
j8WOBd BgYpZ35xv_zt

Jak wida¢, w tym przypadku tworzy si¢ struktura porowata typu PCPs (Porous
Coordination Polymers).


https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcQfAGuAbVpROD7TEy2W8aUllJVndYNT5%20j8WOBd_BgYpZ35xv_zt
https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcQfAGuAbVpROD7TEy2W8aUllJVndYNT5%20j8WOBd_BgYpZ35xv_zt
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W publikacji [20] opisano seri¢ podobnych kompleksow: [M(TCNQ)(Py),]
(M*" = Mn®*", Zn*; Py - pirydyl); [M(TCNQ)(qn),] (M*" = Co*", Zn*", qn —
chinolina); [Mn(TCNQ)(4-MePy),]; [Zn(TCNQ)(4-PhPy),]; [Zn(TCNQ)(iso-qn)];
[Zn(TCNQ)(nicotinamide),]; [M(TCNQ)(bipy)] (M*" = Mn*', Fe**, zn*", Cd*;
bipy — 4,4'-dwupirydyl); [Zn(TCNQ)(bpe)], bpe = 1,2-bis(4-pirydylo)etylen),
[Zn(TCNQ)(CH;0H)(Obip);,»] (Obip — 4,4'-dipirydylo)di-N-tlenek).

Rysunek 2. Trojwymiarowa (3D) struktura porowata [Mn(TCNQ)(bipy)] [20]

Figure 2. View of the [Mn(TCNQ)(bipy)] 3D coordination network [20]
http://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.sve/ImageService/
Articleimage/2018/CE/c8ce00413g/c8ce00413g-f7 hi-res.gif

Istniejg rowniez kompleksy, w ktorych wystepuja tylko skoordynowane anion-
rodniki TCNQ. Zsyntetyzowano serie kompleksow, zawierajacych skoordynowane
dianiony TCNQ®™ [21]. SAR, zawierajace aniony [(M”") »(TCNQ™);]*" (M**
= Mn®", Zn*", Cd*") otrzymano w reakcjach odpowiednich azotanéw z H,TCNQ.
Aniony te tworza sie¢ polimerowa, ktora ma ksztatt szesciokatnych plastrow miodu
(Rys. 3).

Srednica kanaléw heksagonalnych wynosi okoto 14.9 A, dlatego aniony
zajmuja tylko okoto 45 % objetosci krysztalu. Wewnatrz tych kanatow, w stanie
nieuporzadkowanym znajduja si¢ kationy [Mn(DMSO),(H,0),]*" jako przeciw-
jony. Rozmiar kanatéw jest wystarczajacym do rozmieszczenia w nich kationow
typu [Mn(dipy)3]2+ (gdzie dipy — 2,2'-dipirydyl). W wyniku reakcji Mn(NO3),,
H,TCNQ i 2,2'-dipirydylu tworza si¢ krysztaty kompleksu
[Mn(dipy);][Mny(TCNQ);], ktorych strukturg przedstawia Rys. 3.


http://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/ImageService/Articleimage/2018/CE/c8ce00413g/c8ce00413g-f7_hi-res.gif
http://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/ImageService/Articleimage/2018/CE/c8ce00413g/c8ce00413g-f7_hi-res.gif
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Rysunek 3. Kanaty w strukturze kompleksu [Mn(dipy);][Mn,(TCNQ);]. Linie niebieskie przedstawiaja
heksagony w wierzchotkach ktorych znajduja sie jony Mn>"; po prawej stronie — kanaly
heksagonalne [21]

Figure 3. Channels in the structure of the complex [Mn(dipy);][Mny(TCNQ);]. The blue lines represent
a hexagon, in the vertices of which the Mn®" ions are located; hexagonal channels [21]

https://pubs.rsc.org/en/Image/Get?imagelnfo.ImageType=GA &imagelnfo.Imageldentifier.ManuscriptID=C1

CE06104F

W odréznieniu  od  zottego  koloru  krysztalow  kompleksu
[Mn(DMSO)4(H20),][Mny(TCNQ)s],  krysztaly  [Mn(dipy)s][Mny(TCNQ);]  s3
czerwone. Jest to przejaw oddzialywania z przeniesieniem tadunku migdzy
Scianami kanatow, zbudowanych z n-donorowych anionéw TCNQ?, i kationami 7-
akceptorowymi [Mn(dipy);]*. Dowodem na to sa bezbarwne kompleksy
zawierajace kationy wewnatrz kanatow, ktore nie sa m-akceptorami, a takze czarny
kolor kompleksow [Pt(dipy)z]%[TCNQ]z*, zawierajacych kation m-akceptorowy
[Pt(dipy)]”" [21].

Jak mozna zauwazy¢é, kompleksy typu Kt [Mny(TCNQ);]* s rzadkim typem
zwigzkéw inkluzyjnych (klatratow). Elementami strukturalnymi tego typu
kompleksow sa tetradentne aniony mostkowe TCNQ” i kationy M*" o liczbie
koordynacji sze$¢ (Rys. 4).



https://pubs.rsc.org/en/Image/Get?imageInfo.ImageType=GA&imageInfo.ImageIdentifier.ManuscriptID=C1CE06104F
https://pubs.rsc.org/en/Image/Get?imageInfo.ImageType=GA&imageInfo.ImageIdentifier.ManuscriptID=C1CE06104F
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Rysunek 4.  Tetradentne aniony mostkowe TCNQ?* (na gorze) i szescio-koordynowane jony M>" (na dole)
[21]

Figure 4. Tetradent bridge anions TCNQ? (top) and six-coordinated M ions (bottom) [21]

https://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.sve/ImageService

/Articleimage/2012/CE/c1ce06104f/c1ce06104f-f3.gif

W SAR typu polimerowego moga zachodzi¢ interakcje magnetyczne, tak
ferro- jak i antyferromagnetyczne. Kompleks [Ru,*"(0,CCF3),J(TCNQ), ktéry jest
polimerem koordynacyjnym (Rys. 5), zostat syntetyzowany i opisany w pracy [22].
W strukturze tego polimeru TCNQ dziata jako mostkujacy ligand tetradentny.

Rysunek 5.  Struktura krystaliczna [Ru,*"(0,CCF;),](1-TCNQ). Gleboka zielen, barwy: jasnozielona,
czerwona, niebieska kadeta i szara reprezentuja odpowiednio atomy Ru, F, O, N i C. Atomy
H zostaly pominigte dla przejrzystosci [22]

Figure 5. A crystal structure of [Ru,*"(0,CCF;),](1-TCNQ). Deep green sphere, light green, red, cadet
blue, and gray represent Ru, F, O, N, and C atoms, respectively. H atoms are omitted for clarity
[22]

https://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.sve/ImageService

/Articleimage/2011/JM/c1jm10208g/c1jm10208g-2.gif



https://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/ImageService/Articleimage/2012/CE/c1ce06104f/c1ce06104f-f3.gif
https://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/ImageService/Articleimage/2012/CE/c1ce06104f/c1ce06104f-f3.gif
https://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/ImageService/Articleimage/2011/JM/c1jm10208g/c1jm10208g-f2.gif
https://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/ImageService/Articleimage/2011/JM/c1jm10208g/c1jm10208g-f2.gif
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W tych SAR, dikation Ru,* jest donorem wzgledem czasteczek TCNOQ.
Wynikiem tego jest rezonans: [{Ru," " }~(TCNQ")—{Ru,*"}] < [{Ru,**" 1«(TCNQ""
{Ru,*’"}]. Wykorzystanie czasteczek TCNQ umozliwia kontrole oddziatywan
magnetycznych w tych uktadach.

2. KOMPLEKSY Z NIESKOORDYNOWEANYM TCNQ

Istnieja rowniez metalokompleksy z nieskoordynowanymi czasteczkami
TCNQ. W publikacji [23] opisano synteze¢ kompleksow [M(terpy),](TCNQ),,
[M(terpy)>](TCNQ); (M*" = Ni**, Cu*', Zn*"; terpy = 2,2:6’,2”’-terpiridyna) oraz
[M(phen);](TCNQ), i [M(phen);](TCNQ)s; (M*" = Fe*', Ni*'; phen = 1,10-
fenantrolina).

terpy

W wyniku reakcji soli [M(terpy),](NO;), z LiITCNQ powstaja kompleksy
[M(terpy),J(TCNQ),. Jednak w reakcji [M(terpy),](NO3), z SAR (Et;NH)(TCNQ),
powstaja  kompleksy [M(terpy),](TCNQ);. Analogicznie zostaly utworzone
kompleksy [M(phen);[(TCNQ), i [M(phen);[(TCNQ)4 w reakcji [M(phen);](NO3),
z odpowiednimi SAR (LiTCNQ lub (Et;NH)(TCNQ),).

Kationy  [Ni(terpy),]””  znajduja sic ~w  strukturze  kompleksu
[Ni(terpy).](TCNQ); na przemian z dimeryzowanymi anionorodnikami (TCNQ2)27.
Dwa anionorodniki TCNQ® sa krystalograficznie niezalezne — A i B. Kazdy
anionorodnik (TCNQ®), oddzialuje z anionorodnikiem (TCNQ®)z wedtug typu
pier§cien-nad-piercieniem (Rys. 6).

Odlegloéci miedzy plaszczyznami czastek w dimerach wynosza 3,28 A.
Struktura kompleksu [Cu(terpy),](TCNQ), jest analogiczna, jednak w tym
kompleksie wystepuja dwa rodzaje dimerow: (TCNQ,)*, (odleglos¢ miedzy
plaszczyznami wynosi 3,14 A) i (TCNQ,)* 5 (odleglo$é miedzy plaszczyznami —
3,19 A). Dimery typu (TCNQ,)* ; sa izolowane od kationéw, podczas gdy dimery
typu (TCNQ,)* 5 oddziatuja z kationami (Rys. 7).
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Rysunek 6. Komorka elementarna [Ni(terpy).](TCNQ),. Atomy w (TCNQ), przedstawiaja kulki biate,
w (TCNQ); — czarne [23]

Figure 6. Unit cell contents for [Ni(terpy).](TCNQ),. Atoms in TCNQ, are shown as white circles and in
TCNQp as black circles [23]

https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/037d4b31-0560-402a-8c21-

98c51caSaa3/mfig002.jpg

Rysunek 7. Nakrywanie si¢ miedzy (TCNQ); i ligandami ferpy dwéch sasiednich kationdw [Cu(terpy),]**
[23]

Figure 7. View of the overlap between TCNQg and the terpy ligands of two adjacent [Cu(terpy),]*”
cations [23]

https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/d9c6¢f42-2656-4709-b170-

a44c7a21133d/mfig004.jpg

Struktura prostej SAR [Fe(phen);](TCNQ), zawiera o-dimery [TCNQ-
TCNQJ* (Rys. 8).



https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/037d4b31-0560-402a-8c21-f98c51ca5aa3/mfig002.jpg
https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/037d4b31-0560-402a-8c21-f98c51ca5aa3/mfig002.jpg
https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/d9c6cf42-2656-4709-b170-a44c7a21133d/mfig004.jpg
https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/d9c6cf42-2656-4709-b170-a44c7a21133d/mfig004.jpg
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Rysunek 8. Widok naprzemiennych warstw kationéw [Fe(phen);]*” i anionéw [TCNQ-TCNQJ*
w strukturze [Fe(phen);[(TCNQ), [23]

Figure 8. View of the alternating sheets of [Fe(phen);]** cations and [TCNQ-TCNQ]* anions in the
structure of [Fe(phen);](TCNQ), [23]

https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/18d856d5-135e-4c63-b542-

79c0b8042c3a/mfig006.jpg

o-Dimery [TCNQ-TCNQJ*".

W wiekszoséci SAR ptaskie fragmenty TCNQ sa ulozone w stosy, stad tadunki
elektryczne sa zdelokalizowane wzdluz stosow, a stosy charakteryzuja si¢
stosunkowo  wysoka przewodno$cig elektryczng. Poniewaz w  SAR
[Ni(terpy)2J(TCNQ)2,  [Cu(terpy),J(TCNQ) i [Fe(phen);]J(TCNQ), stosy nie
wystepuja, te SAR musza by¢ dielektrykami. Pomiary przewodnosci elektrycznej
potwierdzajg to przypuszczenie — warto$¢ oxr SAR [Ni(terpy),J(TCNQ), jest
mniejsza niz 107 Q'em™ [23]. Natomiast SAR o mieszanym skiadzie, zawierajace
[M(terpy),J(TCNQ);3 i [M(phen);](TCNQ), z pewnoscig posiadajg stosy TCNQ —
dlatego w ich widmach podczerwieni zaobserwowano niskoenergetyczne


https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/18d856d5-135e-4c63-b542-79c0b8042c3a/mfig006.jpg
https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/18d856d5-135e-4c63-b542-79c0b8042c3a/mfig006.jpg
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wzbudzenia charakterystyczne dla przewodzacych SAR. Pomiary przewodnos$ci
elektrycznej [23] potwierdzaja dane widm podczerwieni (Tab. 1).

Tabela 1. Poczatek ciaglego wchlaniania A, wartosci ozr oraz wartosci energii aktywacji przewodnosci SAR
(23]
Table 1. The beginning of continuous absorption A4, okr values and RAS conductivity activation energy
[23]
SAR A, cm™ orr, Q 'em” E, eV
[Ni(terpy),](TCNQ), — 1,1-107"° 1,12
[Ni(terpy).](TCNQ)3 3754 1,9-10° 0,25
[Zn(terpy),](TCNQ)3 4378 3,6-10° 0,38
[Mn(phen);(TCNQ)4-2(CH;CN) 4630 1,810 0,41

Kompleksy [Ni(terpy),](TCNQ), i [Ni(terpy),](TCNQ); majg wiasciwosci
paramagnetyczne (spetniaja prawo Curie-Weissa) w temperaturach powyzej 25 K
[23]. Natomiast SAR [Fe(phen);](TCNQ)s; oraz [Ni(phen);](TCNQ)s; maja
wiasciwosci antyferromagnetyczne (Rys. 9).

Rysunek 9.

Figure 9.

ZTlem’mol 'K

o 100 200 300

Zalezno$¢ temperaturowa iloczynu T SAR [Ni(phen);]J(TCNQ)4; linia ciaglta odpowiada
dopasowaniu danych eksperymentalnych; wstawka pokazuje wykres zaleznosci temperaturowej
podatnosci magnetycznej tego kompleksu [23]

Plot of T for RAS [Ni(phen);](TCNQ)s as a function of the temperature; the solid line
corresponds to the fit of the experimental data; the inset shows the magnetic susceptibility plot
of this compound [23]

https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/626e9aa0-96a0-4391-b7ed-

3a6f386054d0/mfig012.jpg
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W tej SAR, kation [Fe(phen)3]2+ ma zamknieta powloke elektronowa, wigc
wlasciwosci  antyferromagnetyczne danej soli $wiadcza o oddziatywaniu
antyferromagnetycznym w stosach TCNQ.

SAR TCNQ zawierajace kationy [Fe(bipy)s]*" lub [Fe(phen);]*", sa szczegolnie
interesujace, biorac pod uwage mozliwo$¢ wystapienia izomerii spinowej: stany
o niskim spinie ('4,, (t2,)°) i stany o wysokim spinie (*Tag, (t25)*(e5)").

Jak podkreslono powyzej, SAR [Fe(phen);]J(TCNQ),-2(CH;0H) jest
diamagnetykiem, poniewaz zawiera kationy o niskim spinie [Fe(phen);]*" i o-
dimery diamagnetyczne [TCNQ-TCNQJ*; podczas gdy SAR [Fe(bipy);](TCNQ),
ma wiasciwosci paramagnetyczne (S = 2) [18].

W publikacji [24] opisano SAR [Fe(bipy);](TCNQ)4 {(H3C),CO}, ktorej
synteza odbywa si¢ zgodnie z reakcja:

3[Fe(bipy);]I, + 8TCNQ + 2(H3C),CO —>
2[Fe(bipy)s|(TCNQ)s {(H3C),CO} L + [Fe(bipy):1(1s):

Struktura krystaliczna tej SAR zawiera stosy dwoch typdw, réwnolegle do
siebie (Rys. 10).

Rysunek 10. Struktura krystaliczna [Fe(bipy);](TCNQ)4- {(H;C),CO} wzdtuz osi b (a) i 0si a (b) [24]

Figure 10.  Crystal structure of RAS [Fe(bipy);]J(TCNQ)4- {(H3C),CO}, (view along b-axis (a) and along a-
axis (b)) [24]

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0379677912002354-¢gr1 .jpg

Jak wida¢ na rys. 10, w strukturze tej SAR istnieja cztery typy
krystalograficznie nierownowaznych czasteczek TCNQ. Czasteczki typow A4, B,
C i D rbznig sie nie tylko krystalograficznie, ale majg rowniez rézne dhugosci
wigzan wewnetrznych. Stosy typu pierwszego zawierajg tetramery ... ABBA ...


https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0379677912002354-gr1.jpg
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ABBA ... . Stosy typu drugiego zawierajg dimery ... CC ... DD ... CC ... DD ... .
Odleglosci miedzy ptaszczyznami w dimerach CC wynosza 3,296 i 3,304 A;
w dimerach DD s3 one nieco wigksze: 3,323 and 3,335 A. Pomiedzy tymi dimerami
wystepuje rowniez efekt interakcji 3,368 i 3,377 A.

Widma w podczerwieni potwierdzaja wysoka przewodnos¢ -elektryczng
[Fe(bipy);(TCNQ)4 {(H3C),CO}. Widma przewodnictwa optycznego wykazuja
znaczng anizotropowo$¢ (Rys. 11). Pomiary oporu wilasciwego SAR
[Fe(bpy);(TCNQ),- {(H;C),CO}, wykonane na prasowanych probkach [25],
potwierdzaja wyniki badan optycznych — warto$¢ ogrr = 0,13 Q 'em . Zaleznosé
temperaturowa przewodno$ci  elektrycznej podporzadkuje si¢  modelowi
aktywacyjnemu:

6/ort = Go-eXp(—E./2RT).
Wartos$¢ E, wynosi 0.16 eV.

-
o
(=]
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Rysunek 11. Widmo przewodnosci optycznej SAR [Fe(bipy)s;](TCNQ)4- {(H3C),CO}, otrzymanej z analizy
Kramersa—Kroniga danych widm odbicia w kierunkach roéwnolegtym i prostopadtym do stosow
TCNQ [24]

Figure 11.  Optical conductivity spectrum of RAS [Fe(bipy);](TCNQ).{(H;C),CO} obtained by the
Kramers—Kronig analysis of the reflection data recorded for the direction parallel and
perpendicular to the TCNQ stacks [24]

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0379677912002354-gr4.jpg

Jak wynika z rys. 11, przewodno$¢ optyczna w kierunku prostopadtym do
stosOw jest bardzo mata i nie zawiera mod oscylacyjnych; natomiast w kierunku
rownoleglym do stosow mozna zauwazyé przejScie z przenoszeniem tadunku
i szerokie linie pelnosymetrycznych mod (A,) czasteczek TCNQ.
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SAR [M(bipy);(TCNQ),-Sm (M*" = Zn**, Ni*"; n = 2, 4; S — rozpuszczalnik)
zsyntetyzowane byly zgodnie z reakcja [26]:
M(NO3),-6H,0 + 3bipy + 2LiTCNQ + (n — 2)TCNQ —
[M(bipy)s](TCNQ),-Sid + 2LINO; ( S = H,0; (H;C),CO).
Sole [M(bpy);J(TCNQ)4{(H;C),CO} (M*" = Fe*', Ni*, zn®") sa
izostrukturalne, przy czym ostanie dwie sg bardziej przewodzace (tabela 2).

Tabela 2. Wiasciwosci elektro-fizyczne SAR [M(bipy);](TCNQ)4- {(H3C).CO} [25]
Table 2. RAS [M(bipy);](TCNQ)4- {(H3C),CO} electro-physical properties [25]

M Fe Ni Zn
orr, om 'em™! 0,13 43,5 40
E., eV 0,16 0,102 0,38

Poczatek nieprzerwanej absorpcji mozna obserwowaé¢ w  widmie
w podczerwieni SAR [Ni(bipy);]J(TCNQ)4 {(H3C),CO} juz od zaledwie 500 cm .
Odpowiada to szeroko$ci pasma zabronionego okoto 0,06 eV. Wyzsza wartos§¢
(0.102 eV) uzyskang z pomiaréw elektrofizycznych mozna wytlumaczy¢ jakoScig
kontaktow i jako$cig probki. Poniewaz dane optyczne sa wolne od tych wad,
warto$¢ E, = 0,06 eV nalezy uznaé za bardziej wiarygodna.

Trzy  typy  anion-rodnikbw  TCNQ  zaobserwowano w  SAR
[Zn(bipy);](TCNQ),-3H,0 (Rys. 12).

Rysunek 12. Asymetryczna cz¢s¢ komorki elementarnej [Zn(bipy);](TCNQ),:3H,O oraz schemat numeracji
czasteczki TCNQ,a [26]

Figure 12.  Contents of asymmetric part of unit cell in RAS [Zn(bipy);](TCNQ),-3H,0, and numbering
scheme for A-type molecule of TCNQ [26]

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0379677914000757-gr1 .jpg
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Anionorodniki TCNQ® tworza o-dimery (TCNO-TCNQ)” o niezwykle
dtugim wigzaniu kowalencyjnym — 2,434 A. Jest to warto$¢ posrednia miedzy suma
promieni Van der Waalsa (3,42 A) a dtugo$cig wigzania C—C w alkanach (1,54 A).
Po raz pierwszy znaleziono niezwykle dtugie wigzanie C—C w SAR (NEP)(TCNQ)
(NEP — to kation N-etylofenazyniowy). W tej SAR sa rowniez o-dimery (TCNQ-
TCNQ)”, jednak dtugo$¢ wiagzania C—C jest znacznie mniejsza — 1,631 A [27].

Utworzenie wigzan o (z udzialem atomoéw C40 na rys. 12), odpowiada pewne;j
,,piramidalizacji” atomu C40: atom ten odchyla si¢ 0 0,254 A od ptaszczyzny C37—
C41-C42. Dimery (TCNQ-TCNQ)* tworzg stosy wzdhuz krystalograficznej osi
[010] (Rys. 13). Anionorodniki typow B i1 C tworzg stosy wzdhuz krystalograficznej
osi b (odlegto$¢ miedzy ptaszczyznami wynosi 3,41 A).

Rysunek 13. Upakowanie czasteczek w strukturze [Zn(dipy);](TCNQ),-3H,O [26]
Figure 13.  Packing of TCNQ molecules in a RAS [Zn(dipy);](TCNQ),-3H,O structure [26]
https:/ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0379677914000757-gr2. j

W 2014 r. syntetyzowano trzy SAR, zawierajace kationy [M(phen)s]*":
[Mn(phen);](TCNQ),-H,0, [Fe(phen);(TCNQ),-2CH;0H oraz
[Co(phen); [(TCNQ),-H,O [28]. Cecha charakterystyczng struktury SAR
[Mn(phen);](TCNQ),-H,O jest brak stoséw TCNQ, ktére wystepuja w wickszosci
znanych SAR TCNQ. W strukturze tej SAR istniejg dwa rodzaje czasteczek TCNQ
— A i B. Anionorodniki typu A tworza n-dimery (krétkie kontakty C—C migdzy
nimi sg réwne: 3,174, 3,173 i 3,158 A). n-dimery s3 izolowane, a anionorodniki
typu B sa potaczone w tancuchy przez wigzania wodorowe z czgsteczkami wody
(Rys. 14).


https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0379677914000757-gr2.jpg
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Rysunek 14. Podsie¢ anionowa w SAR [Mn(phen);](TCNQ),-H,O oraz wiazania wodorowe [28]
Figure 14.  Anionic sublattice in RAS [Mn(phen);](TCNQ),-H,O and hydrogen bonds [28]
https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0379677913006085-gr1 .j

Cecha charakterystyczng tych tancuchéw jest ich przeciw-réwnoleglosé oraz
brak krotkich kontaktéw mi¢dzy nimi.

Kationy [Mn(phen);]*" sa potaczone krotkimi wigzaniami z atomami azotu
czasteczki TCNQ (Rys. 15).

Rysunek 15. Kontakty migdzy-molekularne w strukturze [Mn(phen);](TCNQ),-H,O [28]
Figure 15.  Intermolecular short contacts in [Mn(phen);](TCNQ),-H,O [28]
https:/ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0379677913006085-gr2.jpg
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Oprocz tego kationy maja krotkie wigzania z anionorodnikami typu B (kontakt
C — N wynosi 3,157 A). W rezultacie dimery AA i tancuchy BBB... s3 polaczone
ze soba za pomoca kationdw [Mn(phen);]**

Struktura SAR [Fe(phen);[(TCNQ),-2CH3;0H jest podobna do struktur tych
SAR, ktore nie zawierajg rozpuszczalnika [23]. Dlugos¢ wiazania C—C w dimerze
(TCNQ-TCNQ)* wynosi 1,629 A. Wynika z tego, ze spin tych dimerdw jest réwny
0, lecz jest to poprawne tylko w temperaturach helowych — wraz ze wzrostem
temperatury wzrasta intensywno$¢ sygnatu EPR. Odpowiada to dysocjacji
termicznej dimeréw [28]:

(TCNQ-TCNQ)* — 2TCNQ"™

Struktura krystaliczna SAR [Co(phen);[(TCNQ),-H,O réwniez nie zawiera
stosow anionorodnikéw. Jej struktura jest podobna do struktury SAR
[Mn(phen);](TCNQ),-H,O [28]. W strukturze SAR mozna rozpozna¢ anionorodniki
TCNQ*" dwoch typow — A i B. Anionorodniki typu A tworzg n-dimery o krotkich
odleglosciach C—C: 3,136, 3,146 i 3,161 A. Natomiast anionorodniki typu B tworza
jedynie wigzanie wodorowe z czasteczkg wody (Rys. 16).

Rysunek 16. Podsie¢ anionowa w [Co(phen);](TCNQ),-H,O oraz wiazania [28]
Figure 16.  Anionic sublattice in [Co(phen);](TCNQ),-H,O and hydrogen bonds [28]
https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0379677913006085-gr4.jpg

Podobnie jak w przypadku [Mn(phen);](TCNQ),-H,O, kationy [Co(phen);]*
tworzg strukture supramolekularng ze wzgledu na skrocone kontakty z dimerami
(A—A)*" i anionorodnikami typu B.

W publikacji [29] przedstawiono wyniki badan magnetycznych tej SAR. Jak
wynika z jej struktury, istnieja cztery typy anionorodnikow — A, B, C i D, ktore
tworza stosy wzdhuz krystalograficznej osi a. Stosy typu pierwszego zawieraja
tetramery ABBA o odleglosciach miedzy ptaszczyznami, odpowiednio: A-B —
3,219, B-B 3,319, A4-4 3,534 A. Wynika z tego, ze spin tetramerdw jest rowny


https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0379677913006085-gr4.jpg
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zeru z powodu niestabilnosci Peierlsa, ktoéra wystgpuje juz w temperaturze
pokojowej (SAR, zgodnie z publikacja [23], zsyntezowano w temperaturze
pokojowej). Stosy typu drugiego zawierajg dimery dwoch typow — C—C i D-D,
odlegto$ci miedzy ptaszczyznami wynosza, odpowiednio: C-C — 3,199, D-D —
3,251, C-D - 3,366 A. Tetramery ABBA razem z kationami [Fe(bipy)3]2+ tworza
strukture typu drabiny spinowej wzdhiz osi ¢, dlatego istnieje mozliwo$¢ posredniej
wymiany antyferromagnetycznej miedzy stosami.

Pomiary widm Maossbauera [29] pokazuja, ze wlasciwosci magnetyczne SAR
[Fe(bipy);(TCNQ)4 {(H3C),CO} sa okreSlone wylacznie przez anionorodniki.
Wartos$ci przesunigcia izomerowego & i rozszczepienia kwadrupolowego AEj tej
SAR prawie nie zalezg od temperatury (Rys. 17, Tab. 3). Jest to charakterystyczne
dla niskospinowych kompleksow Fe" — udziaty w AEy maja jedynie asymetria
wewnetrznych poziomoéw elektrondw 1 asymetria otoczenia. Zatem w calym
zakresie temperatur (300-5 K) wystepuje kation diamagnetyczny, a wlasciwos$ci
magnetyczne sg okreslane tylko przez anionorodniki.

100 x 100,0
98 99,5
96 99,0
=9 = 985
5 92 & 980
% 9% 8 975
£ 88 5 97,0
g &
~ 86 ~ 96,5
84 96,0
82 5K 95,5
80 95,0
3 2 4 0 1 2 3 3 2. 4 0 1 2 3
Velocity (mm/s) Velocity (mm/s)

Rysunek 17. Widma Mossbauera SAR [Fe(bipy);](TCNQ)4- {(H3C).CO} w temperaturach 5 i 300 K [24]
Figure 17.  Mdssbauer spectra at 5 and 300 K [Fe(bipy);]J(TCNQ)4- {(H3C).CO} [24]
https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S037967791400143X-gr3.jpg

Tabela 3. Parametry Mossbauerowskie — przesunigcie izomeryczne 6, rozszczepienie kwadrupolowe AEy oraz
szerokos¢ linii 77 SAR [Fe(bipy)s;](TCNQ)4: {(H3C)>,CO} w temperaturach 51300 K [29]
Table 3. Mossbauer parameters — isomeric shift o, quadrupole cleavage AF, and line width 7~ RAS

[Fe(bipy)s](TCNQ)4- {(H3C),CO} at temperatures 5 and 300 K [29]

Parametry

T, K 3+ 0,01 mm/s AEq £ 0,01 mm/s T'+0,01 mm/s

5 0,28 0,37 0,24

300 0,22 0,36 0,26
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Mozna zatozy¢, ze polowa anionorodnikéw znajduje sie w stanie tetramerow
diamagnetycznych, wiec wktad w podatno$¢ magnetyczna daja tylko anionorodniki
w dimeryzowanych stosach. Zatem moment magnetyczny musi odpowiadaé
obecnosci jednego elektronu na czasteczke. Rzeczywiscie, moment magnetyczny
SAR [Fe(bipy);]J(TCNQ)4 {(H5C),CO} maleje monotonicznie, zblizajac si¢ do zera
w temperaturach helowych (Rys. 18).
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Rysunek 18. Zaleznos¢ temperaturowa podatnosci magnetycznej SAR [Fe(bipy);](TCNQ)4 {(H;C).CO}
w polu 100 mT. Wstawiony wykres dotyczy zaleznosci efektywnego momentu magnetycznego
od temperatury, ktora wynika z odjecia prawa Curie od zmierzonej wartosci y [29]

Figure 18.  Magnetic ~ susceptibility ~ temperature  dependence in  field 100 mT RAS
[Fe(bipy);](TCNQ)s {(H5C),CO}. Inserted plot relates to effective magnetic moment
temperature dependence, that follows from subtracting Curie law from the measured y value
[29]

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S037967791400143X-gr4.jpg

Zalezno$¢ temperaturowg podatnosci magnetycznej dobrze opisuje

(wspolczynnik korelacji wynosi 0,98) wzor:
c , A B
x(®) = = + Zexp(=2).

gdzie: C — to stata Curie, 4 — parametr modelu, B — szczelina spinowa, ktéra zalezy
od pola magnetycznego. Wartos$¢ statej Curie wynosi 0,025 emu-K/mol; odpowiada
to 0.096 spinu na molekulg. Parametr B (czyli szczelina spinowa) wynosi 243 K
w polu 100 mT i 286 K — w polu 1T. Redukcja momentu magnetycznego
odpowiada tetrameryzacji stosow typu drugiego: dimery C—C i D-D o spinie 2
lacza si¢ w tetramery bezspinowe CCDD. Zgodnie z tymi danymi, widma EPR
w temperaturze 300 K zawieraja intensywny singlet; w temperaturze 6 K obserwo-
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wana jest ta sama linia, ale o znacznie mniejszej intensywnosci; wspolczynnik
g w obu przypadkach jest ten sam 1 wynosi 2 [29].

Warto zauwazy¢, ze przyczyna zachowania antyferromagnetycznego jest
niestabilno$¢ spinowo-peierlowska, a nie posrednia wymiana miedzy stosami.

Wpltyw  oddziatywan  supramolekularnych ~ znaleziono w  SAR
[Mn(phen);](TCNQ),-H,O i [Co(phen);[(TCNQ),-H,O [29]. Jak widaé na rys. 14-
16, w krysztatach tych SAR istniejg kontakty ponad-czgsteczkowe, w tym wigzania
wodorowe migdzy anionorodnikami TCNQ®".

Moment magnetyczny SAR [Mn(phen);]J(TCNQ),-H,O zmniejsza si¢ od
wartosci ;= 6,4 up w temperaturze 300 K do per = 6,19 w5 przy 1,8 K. Pigciu
elektronom niesparowanym jonu Mn”>" odpowiada moment magnetyczny 5,91 .
Dlatego redukcji momentu magnetycznego w zakresie 300 — 1,8 K odpowiada
dimeryzacja anionorodnikéw typu B wskutek posredniej wymiany magnetycznej
z wykorzystaniem wigzan wodorowych 1 oddzialywan supramolekularnych
z kationami.

Wiasciwosci magnetyczne SAR [Co(phen);](TCNQ),-H,O sg podobne, jednak
zalezno$¢ temperaturowa momentu magnetycznego jest silniejsza: wzgp = 5,1 ug,

H1.s=3,05 pp (Rys. 19).

25 - - ; : . ; . . ; :
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Rysunek 19. Zalezno$¢ temperaturowa iloczynu yu-T SAR [Co(phen);](TCNQ),-H,O [30]
Figure 19.  Temperature dependence of -7 RAS [Co(phen);](TCNQ),-H,O values [30]
https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S002236971630591 1 -g17.jpg

Biorac pod uwage podobienstwo struktur tych SAR, mozna réwniez oczekiwac
podobienstwa ich wlasciwosci magnetycznych. Jedyna roznica polega na znacznym
rozszczepieniu w polu zerowym (ZFS): dla jonéow Mn”" jest ono bardzo mate,
podczas gdy dla jonéw Co”" moze osiagna¢ 100 K.
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Do analizy wktadu réznych oddziatywan magnetycznych zastosowano
Hamiltonian, ktory uwzglednia silne oddziatywania migdzy czasteczkami typu A —
Ju4; oddziatywania wymienne miedzy molekutami typéw A i B — J, z udziatem
wiazaf wodorowych, a takze oddziatywania posrednie miedzy jonami metali (Mn*"
lub Co*") z molekutami TCNQ — Ju.reno- To ostatnie oddzialywanie migdzy jonami
metali a czasteczkami TCNQ odbywa si¢ poprzez skoordynowane czasteczki phen
i musi by¢ bardzo stabe. Wynika z tego, ze wpltyw tych interakcji moze wystapic
tylko w niskich temperaturach. Do obliczen wykorzystano nastepujacy
Hamiltonian:

H = Jaasa1Saz + Jap(Sa15p1 + SazSpz) +

Ju-rcng(Sa1Sma + SazSmz + SpaSma + Sp2Smz) + D[(SH)?* + (Si2)?)-
gdzie: s — operator spinowy TCNQ (s = %2), S — operator spinowy jonu metalu (S =
3/2 Iub 5/2); D — parametr osiowy ZFS jonu metalu. Obliczenia przeprowadzono
w celu uzyskania najlepszej symulacji danych eksperymentu, zarowno dla danych
magnetycznych, jak 1 magnetycznego ciepla wlasciwego. Uzyskane wyniki
pokazano w Tab. 4.

Tabela 4. Parametry  najlepszej symulacji danych magnetycznych i termodynamicznych ~ SAR
[Mn(phen);](TCNQ)>-H,0 i [Co(phen);](TCNQ),-H,O [30]
Table 4. Parameters of the best simulation of magnetic and thermodynamic data RAS

[Mn(phen)s](TCNQ),-H,O and [Co(phen);](TCNQ)»-H,0 [30]

RAS D/ks, wspotczynnik g Juu/kpy  Jssks  Jwareno/ks
jonu metalu [K] [K] [K] [K]
[Mn(phen);](TCNQ),-H,O -0,06 2,03 155 34 1,3
[Co(phen);] (TCNQ),-H,O 150 g.=2,37 145 45 1,5
gy =237
g, =274

Jak  wynika z tabeli 4, w SAR  [Mn(phen);](TCNQ),-H,O
i [Co(phen);](TCNQ),-H,0O dominujg interakcje antyferromagnetyczne w dimerze
A — A; znaczace interakcje z udzialem wigzan wodorowych. Natomiast interakcje
za posrednictwem skoordynowanych czasteczek phen mozna zaobserwowac tylko
w niskich temperaturach (ponizej 4 K). Rzeczywiscie, w badaniach magnetycznego
ciepta wlasciwego w zakresie temperatur 25 — 0,4 K wystepuja pewne anomalie
w temperaturach niskich: magnetyczne ciepto wlasciwe zmniejsza si¢ w sposob
monotoniczny, ale w temperaturach ponizej 1 K jest obserwowany wzrost ciepta
wlasciwego, ktore osigga maksimum. Temperatura tego maksimum (maksimum
typu Schottky'ego) zalezy od pola magnetycznego — wraz ze wzrostem pola
maksimum to rozszerza si¢ i przesuwa do wyzszych temperatur (Rys. 20).
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Rysunek 20. Poréwnanie  zalezno$ci  temperaturowych ciepta  wlasciwego  réznicowego  SAR
[Co(phen);](TCNQ),-H,O z symulacjami teoretycznymi przy réznych polach magnetycznych
[30]

Figure 20.  The comparison of temperature dependences of differential specific heat of RAS
[Co(phen);](TCNQ),-H,O with theoretical simulations at different magnetic fields [30]

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0022369716305911-gr8.j

Warto zauwazy¢, ze podobne anomalie niskotemperaturowe stwierdzono
réwniez w SAR [Ni(bipy);](TCNQ),(H;C),CO [31], w ktorej, jak ustalono
w publikacji [26], nie ma kontaktéw kationéw [Ni(bipy)s]*" z anionorodnikami
anionowymi. Mianowicie, w tej SAR istnieja dwa typy stosow, zbudowane
odpowiednio z anionorodnikéw A, B i C, D (Rys. 21).

Rysunek 21. Struktura krystaliczna SAR [Ni(bipy);]J(TCNQ)4-(H;C).CO [30]. Przedstawiono tez notacje
TCNQ™ typow A, B, CiD [26]

Figure 3. The crystal structure of RAS [Ni(bipy)s;](TCNQ)4+(H;C).CO [30]. The text describes the
TCNQ* notation of A, B, C, and D [26]

https://www.researchgate.net/profile/Erik Cizmar/publication/316815475/figure/figl/AS:493063584915456

@1494566927565/The-crystal-structure-of-Nibipy3 TCNQ4CH32CO-7-The-text-describes-the-TCNQ.png



https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0022369716305911-gr8.jpg
https://www.researchgate.net/profile/Erik_Cizmar/publication/316815475/figure/fig1/AS:493063584915456@1494566927565/The-crystal-structure-of-Nibipy3TCNQ4CH32CO-7-The-text-describes-the-TCNQ.png
https://www.researchgate.net/profile/Erik_Cizmar/publication/316815475/figure/fig1/AS:493063584915456@1494566927565/The-crystal-structure-of-Nibipy3TCNQ4CH32CO-7-The-text-describes-the-TCNQ.png

SOLE ANIONORODNIKOWE TCNQ Z KATIONAMI KOMPLEKSOWYMI METALI PRZEJSCIOWYCH 787

Zalezno$¢ temperaturowa ciepla wiasciwego SAR
[Ni(bipy);(TCNQ)4 (H3C),CO w zakresie 2,5 — 6,5 K jest dobrze dopasowana do
wzoru (Rys. 22):

Ciot. = Clan. + Cmagn. =(aT +ﬂ7-3 )+ (r T cexp(—é‘cTZ )-

14 .
12| ——fit: C_=au.T +BT*+ 1.T%.exp(-3.T)
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Rysunek 22. Zaleznosé¢ temperaturowa catkowitego ciepta wlasciwego (czarne okregi), szacowanego ciepta
wlasciwego podsystemu sieci (r6zowe trojkaty) i ciepta wlasciwego podsystemu
magnetycznego (zielone gwiazdki) z [Ni(bipy);]J(TCNQ)s (H;C),CO w zerowym polu
magnetycznym. Linia reprezentuje dopasowanie do danych eksperymentalnych [31]

Figure 22.  The temperature dependence of total specific heat (black circles), estimated specific heat
of lattice subsystem (pink triangles), and specific heat of magnetic subsystem (green asterisks)
of [Ni(bipy);]J(TCNQ)s (H3C),CO in zero magnetic field. The line represents the fit to the
experimental data [31]

https://www.researchgate.net/profile/Erik_Cizmar/publication/316815475/figure/fig3/AS:493063584915459
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Jak wida¢ na rys. 23, w temperaturach ponizej 2 K obserwuje si¢ maksimum,
ktore wraz ze wzrostem pola magnetycznego przesuwa si¢ do wyzszych temperatur.
W polu zerowym maksimum przekracza granice mozliwosci urzadzenia (wykracza
poza zakres pomiaru), dlatego entropia magnetyczna, ktéora wynosi 8,9 J/(mol-K),
jest obliczana w polu 2 T. Warto$¢ ta bardzo dobrze pokrywa si¢ z teoretyczng
entropia magnetyczng uktadu spinowego S = 1, Syeor = RidIn (2S5 + 1) = 9,1
J/(mol-K). Wskazuje to, ze tylko jony Ni*" przyczyniaja si¢ do ciepta whasciwego
w niskiej temperaturze, wiec anionorodnikowy udziat we wlasciwo$ciach
magnetycznych moze wystapi¢ tylko w wyzszych temperaturach. Wynika z tego
réwniez, ze oddzialywania magnetyczne w stosach TCNQ sa silne.
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Rysunek 23. Zalezno$¢ temperaturowa ciepta wiasciwego [Ni(bipy)s;](TCNQ),- (H;C),CO w roznych polach
magnetycznych. Wstawka: rozszerzony widok danych w niskich temperaturach [31]

Figure 23.  The temperature dependence of the specific heat of [Ni(bipy);]J(TCNQ)4 (H;3C),CO in different
magnetic fields. Inset: an expanded view of the data at low temperature [31]

https://www.researchgate.net/profile/Erik_Cizmar/publication/316815475/figure/fig2/AS:493063584915457
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Zaleznos$¢ temperaturowa ciepta wlasciwego w zerowym polu magnetycznym
daje mozliwo$¢ obliczenia parametru anizotropii jednojonowej (single-ion
anisotropy parameter) D/kg = —1,95 oraz warto$¢ E/kp = 0,3 K zgodnie z [32].
Parametry rozszczepienia w polu zerowym w formalizmie hamiltonianu spinowego
to:

D = (A2)[g. - (g: + &)/2]:
E = (4)(g.—g).

Znak ujemny parametru anizotropii pojedynczego jonu D jest zgodny
z korelacjami magneto-strukturalnymi [33]. Aby opisa¢ ewolucje¢ w polu
magnetycznym szerokiego maksimum w magnetycznym cieple wiasciwym, musi
by¢ wzigta pod uwage wzajemna orientacja wektora pola magnetycznego i osi
latwiejszego namagnesowania. Dlatego kierunek pola magnetycznego, zgodny
z korelacjami magnetostrukturalnymi, zostal odchylony o 27° od prostej osi
anizotropii. Doskonala zgodno$¢ z danymi eksperymentalnymi w obszarze niskiego
pola do 2 T uzyskano przy uzyciu tego samego zestawu parametrOw anizotropii
jednojonowej, jaki zastosowano do opisu danych w polu zerowym (Rys. 24).


https://www.researchgate.net/profile/Erik_Cizmar/publication/316815475/figure/fig2/AS:493063584915457@1494566927801/The-temperature-dependence-of-the-specific-heat-of-Nibipy3TCNQ4CH32CO-in.png
https://www.researchgate.net/profile/Erik_Cizmar/publication/316815475/figure/fig2/AS:493063584915457@1494566927801/The-temperature-dependence-of-the-specific-heat-of-Nibipy3TCNQ4CH32CO-in.png

SOLE ANIONORODNIKOWE TCNQ Z KATIONAMI KOMPLEKSOWYMI METALI PRZEJSCIOWYCH 789

Experimental data:
o 0T
* 1T
o 2T

Model:

0T

(J/K.mol)
N w - [$)] D ~

mag

Cc

0 1 2 3 4 5 6 7
T (K)

Rysunek 24. Zaleznos¢ temperaturowa magnetycznego ciepta wihasciwego [Ni(bipy);](TCNQ).]-(H;C).CO
w polach do 2 T, skierowanych rownolegte do krystalograficznej osi ¢ [31]

Figure 24.  Temperature dependence of magnetic specific heat of [Ni(bipy);](TCNQ)4]-(H3C),CO in fields
up to 2 T applied parallel to the crystallographic c-axis [31]
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W publikacji [32] opisano SAR o sktadzie  ztozonym
z: [Zn(bipy);(TCNQ)4-H20, [Co(bipy)s;](TCNQ)4-H,0, oraz
[Ni(bipy);(TCNQ)4(H3C),CO, przy czym pierwsze dwie sole sa solami
izostrukturalnymi. Daje to mozliwo$¢ obliczenia udziatu anionorodnikéw TCNQ
W momencie magnetycznym, poniewaz W przypadku SAR
[Zn(bipy);](TCNQ)s-H,O wlasciwosci magnetyczne maja wylacznie anionorodniki,
ale w przypadku [Co(bipy);]J(TCNQ)4H,O istnieja sumy dwoch wkladow:
anionorodnikdw i jonow Co®".

Jak wida¢ na rys. 25, struktur¢ SAR [Co(bipy);][(TCNQ)4,-H,O tworza dwa
typy stos6w anionorodnikéw: pierwsze z nich zawierajg tetramery AABB, drugie
za$§ zawieraja dimery CC i DD. Odleglosci migdzy plaszczyznami wynosza,
odpowiednio: A-A — 3,49; A-B — 3,32; B-B — 3,35 A, a w dimerach: C-C — 3,25;
D-D-3,30; C-D 3,42 A.

Moment magnetyczny SAR  [Zn(bipy);]J(TCNQ)sH,O zmniejsza si¢
w zakresie temperatur 300 — 1,8 K (Rys. 27). Warto$¢ u.; wynosi 1,22 g
w temperaturze pokojowej. Oczekiwana wartos¢, odpowiadajaca jednemu spinowi
na czasteczke, wynosi 1,73 up, wiec w stosach TCNQ wystepuje silna interakcja
antyferromagnetyczna migdzy dimerami CC i DD. W rezultacie tetrametry
0 zerowym spinie muszg zosta¢ utworzone w niskich temperaturach.
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Rysunek 25. Motyw strukturalny [Co(bipy);](TCNQ)4-H,O ogladany wzdtuz osi a [32]
Figure 25.  Structural motif of [Co(bipy);](TCNQ)4+-H,O viewed along a axis a [32]
https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0020169317309775-gr1 .jpg

Rysunek 26. Tendencja do tetrameryzacji (ABBA) i dimeryzacji (CC i DD) stosow TCNQ
w [Co(bipy);]J(TCNQ)4-H,O [32]. Atomy wodoru sa pomini¢te dla zachowania przejrzystosci

Figure 26.  The tendency for tetramerization (ABBA) and dimerization (CC and DD) of TCNQ stacks
in [Co(bipy);](TCNQ)4-H,O. Hydrogen atoms are omitted for clarity [32]

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0020169317309775-gr4.j
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Rysunek 27. Podatno$¢ magnetyczna w niskich polach dla [Zn(bipy);](TCNQ)s-H,O wykreslona w funkcji
temperatury (symbole). Linia ciagla reprezentuje prawo Curie. Wstawka: Zalezno$é
efektywnego momentu magnetycznego od temperatury [32]

Figure 27.  The low-field magnetic susceptibility of [Zn(bipy);](TCNQ)s,-H,O plotted as a function
of temperature (symbols). The solid line represents Curie law. Inset: The temperature
dependence of effective magnetic moment [32]
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Rysunek 28. Podatno$¢ magnetyczna [Co(bipy);]J(TCNQ)s-H,O w niskich polach wykreslona w funkceji
temperatury. Wstawka: Zaleznos$¢ temperaturowa iloczynu 7 [32]

Figure 28.  The low-field magnetic susceptibility of [Co(bipy);](TCNQ)s-H,O plotted as a function
of temperature. Inset: The temperature dependence of y7 product [32]
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Jesli chodzi o SAR [Co(bipy);[(TCNQ)4-Hy0, jej wlasciwosci magnetyczne sg
podobne do wiasciwosci SAR opisanej powyzej (Rys. 28). Efektywny moment
magnetyczny w temperaturze pokojowej wynosi 3,68 1 1 maleje bardzo wolno po
obnizeniu temperatury, aby osiagnac¢ 3,36 pz w temperaturze 4,5 K (Rys. 28).
Biorac pod uwage SAR [Zn(bipy);]J(TCNQ)4H,0, ktora jest krystalograficznym
analogiem SAR [Co(bipy);](TCNQ)s,-H,0O, mozna roéwniez oczekiwaé wktadu
stosow TCNQ we wlasciwosci magnetyczne.
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Zalezno$¢ polowa namagnesowania Zmierzono w zakresie
0—7 T w temperaturach 1,8 1 1,5 K (Rys. 29).
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Rysunek 29. Zaleznos¢ polowa izotermicznego namagnesowania [Co(bipy);](TCNQ)sH,O w rdéznych
temperaturach [32]

Figure 29.  The field dependence of isothermal magnetization of [Co(bipy);]J(TCNQ)4H,O at different
temperatures [32]

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0020169317309775-gr13.jpg

Przy 1,8 K namagnesowanie nasycenia wynosi 2,38 N,ug. Ta warto$¢ jest
niezwykta, poniewaz dla jonow Co>" w stanie wysokospinowym warto§é ta
powinna wynosi¢ 3 N,up, natomiast w stanie niskospinowym — 1 Nyug. Po
wyeliminowaniu udziatu stosow TCNQ (0,135 N,up) wystepuje namagnesowanie
nasycenia 2,245 N,uz. Dowodzi to, ze miedzy stanami o wysokim spinie ‘7
i stanami o niskim spinie *E istnieje rownowaga spinowa. Mozliwe jest rowniez
przyczynianie si¢ wigzan wodorowych do oddziatywania wymiennego mi¢dzy
jonami Co”" a anionorodnikami TCNQ.

Moment magnetyczny SAR [Ni(bipy);[(TCNQ)4 (H3C),CO, ktorej strukturg
przedstawiono na rys. 21, jest rowny 3,47 pp w temperaturze pokojowej, natomiast
2,45 ug w temperaturze 0,46 K (Rys. 30).
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Rysunek 30. Podatno$¢ magnetyczna [Ni(bipy);](TCNQ)4-(H;C),CO jako funkcja temperatury w poréwnaniu
z modelem teoretycznym opisanym w tekscie (linia ciagla). Wstawka: zalezno$¢ temperaturowa
efektywnego momentu magnetycznego [32]

Figure 30.  The magnetic susceptibility of [Ni(bipy);]J(TCNQ)4(H;C),CO as a function of temperature
in comparison with theoretical model described in the text (solid line). Inset: The temperature
dependence of the effective magnetic moment [32]
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Jon Ni*" w koordynacji pseudo-oktaedrycznej musi mie¢ spin S = 1.
Odpowiada to momentowi magnetycznemu ;= 2,83 up. Dlatego mozna wysnué
wniosek, iz warto$¢ eksperymentalna 3,47 up jest wynikiem udziatu
anionorodnikow TCNQ®, a zalezno$¢ temperaturowa momentu efektywnego jest
wynikiem oddzialywania antyferromagnetycznego w stosach TCNQ. Pomiary
namagnesowania nasycenia (Rys. 31) potwierdzajg ten wniosek — namagnesowanie
nasycenia w polu 7 T jest typowe dla jonow Ni*".

Zalezno$¢ temperaturowg ciepta wilasciwego zmierzono w polach do
9 T w zakresie temperatur 30 — 0,4 K. Cieplo stabo maleje wraz ze spadkiem
temperatury, jednak w temperaturze ponizej 2,5 K obserwuje si¢ maksimum
(maksimum podobne do Schottky'ego), ktore w zewngtrznym polu magnetycznym
przesuwa si¢ w kierunku wyzszych temperatur [32].

W zakresie niskich temperatur zalezno$¢ temperaturowa ciepla
wlasciwego jest opisana przez Hamiltonian:

A=Dplsz— U]+ E(sF+ sp).

Parametr D/kp jest rowny 1,95K, E/kg = 0,1 K, g = 2,18. Jak mozna
zauwazy¢, w SAR tej wlasciwos$ci magnetyczne w niskich temperaturach mozna

wyjasni¢ za pomoca modelu obejmujacego anizotropi¢ jednojonows, poniewaz
w niskich temperaturach anionorodniki TCNQ tworza bezspinowe tetramery
wskutek oddziatywania antyferromagnetycznego.
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Rysunek 31. Zaleznos¢ polowa namagnesowania izotermicznego [Ni(bipy);](TCNQ)4-(H;C),CO wykreslona
wraz z wynikami symulacji opisanych w tekscie (linia ciagta) [32]

Figure 31.  The field dependence of isothermal magnetization of [Ni(bipy);](TCNQ),-(H;C),CO plotted
along with the results from the simulations described in the text (solid line) [32]
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UWAGI KONCOWE

Sole anionorodnikowe (SAR) TCNQ z kationami kompleksowymi metali bloku
d z heterocyklicznymi diaminami majg wiele cech szczegdlnych, poniewaz zawieraja
dwa podsystemy magnetyczne — anionorodnikowy uktad spinowy 1 uklad
d-elektronowy metali przejsciowych. Szczegélnie interesujagce jest oddziatywanie
magnetyczne migdzy tymi podsystemami poprzez wigzania wodorowe oraz
oddziatywania z~7 lub d-z Jak dotad stwierdzono, ze jedynie w bardzo niskich
temperaturach wykazuja slabe interakcje miedzy zlokalizowanymi spinami metali
d-elektronowych i zdelokalizowanymi spinami stosow TCNQ. Jednak uzyskane
dotychczas wyniki dostarczaja dowodéw na celowo$¢ przyszlych badan tego
niezwyktego rodzaju SAR.
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ABSTRACT

The complex compounds containing metal ions are a group of compounds
widely used in medicine. More and more metals are also being used to create cancer
drugs or to help with other very serious diseases. Anticancer drugs are a particular
use of complex compounds. Many thousands of platinum(Il) compounds have been
synthesized in cancer therapy, but only six of them have found use in the treatment
of cancer. The most popular and the most commonly used compound is cisplatin,
it has become the basis for the treatment of bladder, cervical, head, esophagus and
many cancers occurring in children. The mechanism of action of platinum(II) and
platinum(IV) compounds against cancer cells is to inhibit DNA replication, then
RNA transcription and stop the G2 phase of the cell cycle and lead to programmed
cell death or apoptosis.

Coordination compounds containing more than one metal ion in their
composition open new possibilities in the fight against cancer. Pt-DNA connections
created by compounds containing at least two metal atoms are different from those
formed by cisplatin. The basic dinuclear structure allows for great flexibility
in forming DNA-DNA or DNA-protein bonds.

The cobalt(Ill) complexes began to be used to image areas of hypoxia
in cancer cells. It is believed, that cobalt(Ill) complexes undergo bioreduction,
which leads to the release of the labile cobalt(Il) complex and one or more bioactive
ligands. Studies on nitro-Co(III) complexes containing acetylacetone and a nitrogen
mustard ligand have shown that it is a particularly effective anti-cancer drug.

Due to the fact that many people have cancer new effective anti-cancer drugs
with low toxicity and no side effects are still being sought.

Keywords: the coordination compounds of platinum, palladium and cobalt, anti-
cancer drugs
Stowa kluczowe: zwiazki kompleksowe platyny, palladu i kobaltu, leki

przeciwnowotworowe
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— adenozyno-5'-trifosforan

— (ang. base excision repair) — naprawa przez wycigcie
zasady

— cyklooksygenaza

— (ang. heat stable antygen) —antygen odporny na ciepto

— (ang. mismatch repair) — naprawa niesparowanych zasad
— (ang. nucleotide excision repair)- naprawa przez wycigcie
nukleotydu

— leki przeciwzapalne

— nanorurki weglowe

— karmienie pozajelitowe
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WPROWADZENIE

W ostatnich latach zaobserwowano wyrazny wzrost zainteresowania synteza
i fizykochemia zwigzkéw kompleksowych platyny, palladu oraz kobaltu, czego
dowodem jest wcigz rosnaca liczba doniesien literaturowych. Znalazly one szerokie
zastosowanie w medycynie. Mozna je wykorzystywa¢ np. przy produkcji lekow
przeciwnowotworowych [1-7]. Wigkszo$¢ badan dotyczacych wykorzystania zwigzkow
koordynacyjnych w medycynie polega przede wszystkim na poszukiwaniu zaleznosci
miedzy strukturg danego kompleksu, a jego wiasciwosciami fizykochemicznymi
i biologicznymi tzw. QSAR (ang. Quantitative Structure-Activity Relationships) oraz
aktywno$cig katalityczng 1 cytotoksyczng. Aktywno$¢ katalityczna zwigzkow
kompleksowych jondéw metali przejsciowych zalezy przede wszystkim od ggstosci
elektronowej na atomie centralnym. Wprowadzajac rézne ligandy do sfery
koordynacyjnej mozna w bardzo prosty sposob modyfikowaé jego otoczenie, a tym
samym znaczaco wpltywaé na jego aktywnosci: cytotoksyczne [8, 9] oraz katalityczne
[10, 11]. Aby lepiej zrozumieé¢ zalezno$¢ migdzy budowa a aktywnoscia zwigzkow
koordynacyjnych stosuje si¢ tzw. analize korelacyjna [12].

Duzo uwagi poswigca si¢ badaniom nad zwigzkami koordynacyjnymi jondow
metali przejsciowych jako potencjalnych lekow przeciwnowotworowych. Odkad
w 1960 roku zostaty odkryte przeciwnowotworowe wlasciwosci cisplatyny, zwigzek ten
jest jednym z najskuteczniejszych i najczgsciej stosowanych cytostatykow w terapii
guzéw litych. Obecnie trwajg intensywne prace nad projektowaniem nowych,
skuteczniejszych niz cisplatyna lekdw przeciwnowotworowych, ktoérych podstawe
stanowi jon metalu przejsciowego. Wsrod tysigcy badanych zwigzkow znajduja sie
m. in. kompleksy platyny, palladu czy kobaltu [13—-15] wykazujace wysoka aktywnos¢
przeciwnowotworowa, a mechanizm ich dziatania jest odmienny od tego, ktéry cechuje
cisplatyne i jej pochodne.

1. WPLYW METALI NA ZDROWIE CZL.OWIEKA

Wigkszo$¢ metali §ladowych odgrywa bardzo wazna role w prawidlowym
funkcjonowaniu organizmoéw zywych. Wiele z nich zalicza si¢ takze do
pierwiastkow niezbgdnych. Do organizmu ludzkiego metale dostajg si¢ najczesciej
droga pokarmowa lub poprzez wdychanie. Mogg by¢ one réwniez wchianiane przez
skore na drodze transportu transfolikularnego. Metale wywotuja w organizmie
przede wszystkim zmiany w syntezie bialka i zaburzenia ATP, w nastgpstwie
ktorych dochodzi do silnych zmian chorobowych, czesto nowotworowych. Stopien
toksycznos$ci pierwiastkow zalezy w duzym, stopniu od formy chemicznej,
rodzajow zwigzkéw, w jakich wystepuja, ich rozpuszczalnosci, a takze odpornosci
kazdego cztowieka. Do najbardziej toksycznych metali zaliczamy olow, rte¢
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i kadm. Pierwiastki te czgsto kumulujg si¢ w organizmie, a ich duze stezenie czesto
ma wpltyw kancerogenny. Oprocz nich wystepuje jeszcze wiele metali np. glin,
cyna, cynk, ktore réwniez po przekroczeniu odpowiedniej dawki moga posiadaé
toksyczny wplyw na organizm cztowieka [16].

Wiele metali np. cynk, zelazo, miedz, wapn jest obecnie niezbednych w diecie
a ich maksymalne zapotrzebowanie na dobe¢ wynosi 100 mg. Metabolizm tych
metali jest kontrolowany poprzez przewdd pokarmowy, watrobe i drogi zolciowe.
W normalnych warunkach nie sg one toksyczne, jednak moga si¢ takie sta¢, kiedy
ich dawka jest za duza i normalne szlaki homeopatyczne sg przyttoczone. Na
przyktad, ostre zatrucie pokarmowe zelazem wystepuje gdy receptory zostang
wysycone 1 zelazo dostarczane do organizmu z pokarmem przestaje by¢
pochtaniane. Zatrucie moze rowniez wynika¢ z narazenia na bardziej toksyczng lub
bardziej dostepng dla organizmu forme [17].

Dobrym przyktadem metalu, ktéry moze by¢ jednocze$nie niezbedny
1 toksyczny jest chrom (Cr), jego stopien utlenienia decyduje o jego niezbednos$ci
lub rakotworczoséci. Najbardziej stabilng postacig jest Cr(IIl), ale réwniez czgsto
wystepuje na IV stopniu utlenienia. Cr(III) jest metalem, ktory poprawia tolerancje
glukozy w organizmie czlowieka 1 jest niezbedny w metabolizmie insuliny. Cr(III)
jest nierozpuszczalny w wodzie oraz stabo wchtaniany z przewodu pokarmowego,
przez co ma niskg toksyczno$¢ doustng. Jest bardzo mato dowodow, ze zwigzki
chromu(IIl) majg rakotworczy wptyw na ludzi lub zwierzeta [17].

Inaczej jest w przypadku kationu chromu(IV), oraz anionéw
chromianowych(VI) i dichromianowych(VI) repezentujacych antropogeniczne
formy chromu. Jony te sg bardzo dobrze rozpuszczalne w wodzie oraz sg bardzo
silnymi utleniaczami. Cr(IV) moze by¢ przeksztatcany do mniej toksycznej formy
Cr(Ill) przez kwasy zotadkowe, w czym pomagaja napoje kwasowe takie jak
lemoniada lub kawa. Redukcja ta jest bardzo waznym czynnikiem podczas
przyjmowania chromu doustnie. Dowody naukowe sugeruja, ze chrom(VI) nie jest
rakotworczy u ludzi w formie doustnej. Jednak formy chromu(VI), ktére sa
wdychane wywotuja toksyczno$¢ w drogach oddechowych, mogg doprowadzi¢
rowniez do raka phluc oraz zatok. Choroby te wystepowaly rowniez u 0sob
narazonych na stosunkowo dobrze rozpuszczalne formy Cr(VI) [17].

Metale niezbedne mogg sta¢ si¢ rowniez toksyczne gdy dochodzi do ominigcia
normalnych mechanizméw kontroli homeostatycznej. Na przyktad, narazenie na ich
wdychanie moze wywota¢ mozliwo$¢ przedostania si¢ drobnoustrojow do
organizmu, ktore nastepnie powodujg infekcje nosowe i phlucne, takie jak niezyt
nosa i perforacje przegrody nosowej. Infekcje te zwigzane sg z narazeniem na
chrom(VI) oraz arsen(Ill). Natomiast ptukanie nosa siarczanem(VI) cynku moze
powodowaé¢ wechowe zwyrodnienie nablonka, hipotomi¢ oraz anosmi¢. Poprzez
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narazanie drég oddechowych mozna doprowadzi¢ do toksycznosci catego
organizmu [17].

Przyktadem kolejnej choroby wywolywanej przez metale cigzkie jest goraczka
metaliczna, ktéra jest  dobrze udokumentowang ostrg choroba  uktadu
oddechowego, najczesciej wystepujaca u spawaczy i innych oséb wdychajacych
powietrze z najdrobniejszymi czasteczkami metali niezbednych a takze innych
metali (Al, Be, Cd). Wdychanie zelaza oraz manganu prowadzi do
neurotoksycznosci [17].

Zatrucie metalami czgsto wystepuje rowniez u osob otrzymujacych zywienie
pozajelitowe (TPN), sa one narazone na neurotoksyczno$¢ manganu (Mn). Po
przeprowadzeniu badan na pacjentach otrzymujacych TPN zauwazono, ze w ich
surowicy wystepuje podwyzszone stezenie Mn. Mialy one charakterystyczne
objawy kliniczne oraz psychiczne zatrucia neurologicznego indukowanego Mn.

Narazenie na niektére metale niezbedne jak i te mniej istotne, takie jak ztoto,
kobalt oraz chrom, moze powodowac kontaktowe zapalenie skory [17].

Kolejnym z metali cigzkich wywotujacych toksyczny efekt jest kadm.
W $rodowisku naturalnym wystepuje bardzo rzadko i w niewielkich ilo$ciach,
gléwnie w mineratach rud cynku lub otowiu. Najbardziej toksyczng formg kadmu
jest jon Cd*", w tej postaci kadm jest najlatwiej pobierany przez zywe komorki,
przez co jest najbardziej toksyczny. Kadm i jego zwiazki dostajg si¢ do organizmu
ludzkiego gléwnie drogg pokarmowg, a w niektérych przypadkach droga
oddechowg. Duzym zréodlem zarazenia kadmem w organizmie czlowieka jest
palenie papieroséw. Kadm u ludzi indukuje powstanie reaktywnych form tlenu, na
skutek czego zwiekszany jest stres oksydacyjny, ktéry wywiera toksyczny efekt na
wiele narzadéw oraz tkanek. Zatrucie kadmem powoduje kadmicg¢ ktora objawia si¢
ostabieniem, metalicznym posmakiem w ustach, brakiem apetytu, z6ttym osadem
na zg¢bach, co dalej prowadzi do uszkodzenia wielu narzadéw. Kadm, ktory
przedostaje si¢ drogami oddechowymi skutkuje w powstaniu zaburzen
oddechowych, obrzeku ptuc a nawet niewydolno$ci oddechowej. Kadm gromadzi
si¢ rowniez w $rodblonku naczyn obwodowych oraz wptywa na uktad sercowo-
naczyniowy. Pierwiastek powoduje wystgpowanie zaburzen w funkcjonowaniu
srédbtonka i komoérek miesni gltadkich naczyn, co przyczynia si¢ do powstawania
zmian miazdzycowych. Stwierdzono takze, ze kadm ma negatywny wptyw na
serce, obniza on jego kurczliwo$§¢ co powoduje zmniejszenie pojemnosci
wyrzutowej 1 minutowej. Kadm wplywa réowniez bardzo negatywnie na uktad
rozrodczy oraz uktad kostny. Oprocz wplywu na wiele tkanek i narzadow, kadm
jest réwniez pierwiastkiem o dzialaniu rakotworczym. Metal wykazuje staba
aktywno$¢ genotoksyczna, mozna zaobserwowac uszkodzenia DNA pod wpltywem
jego posredniego dziatania [18].
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Miedz jest do$¢ powszechnym metalem wystepujacym w organizmie ludzkim,
bierze udziat w wielu procesach, reguluje metabolizm oraz wystepuje w krwi. Lecz
gdy jej stezenie jest za duze moze ona sta¢ si¢ niebezpieczna dla zdrowia
czlowieka. Nadmiar tego metalu moze powodowaé zmniejszenie  steZenia
hemoglobiny, uszkodzenia watroby i nerek oraz niedobory cynku, ktérego miedz
jest naturalnym antagonistg. Miedz dostaje si¢ do organizmu ludzkiego najczesciej
wraz ze spozywanymi roslinami i warzywami z terenoOw narazonych na emisje
metalami cigzkimi. Do objawoéw toksycznych wystgpujacych po jej spozyciu
zaliczamy uszkodzenie nerek, watroby, naczyn wlosowatych, biegunke oraz bolesci
1 skurcze jelit [17].

Niebezpieczny dla ludzkiego organizmu jest réwniez cynk, wyst¢puje on
w wodach gruntowych 1 najcze$ciej przedostaje si¢ do organizmu wraz
z pokarmem. Poczatkowo cynk gromadzi si¢ w watrobie, a nastepnie odklada si¢
w nerkach i gruczotach plciowych. Zatrucie cynkiem prowadzi do uposledzonej
odpowiedzi immunologicznej oraz redukcji frakcji cholesterolu HDL. Ostre
zatrucie moze doprowadzi¢ do wymiotow, bolow nadbrzusza, zmeczenia i ospatosci
[17].

Olow jest pierwiastkiem, ktory jest silnie toksyczny dla organizméw zywych,
a ponadto dziata wielonarzadowo. Pierwiastek ten dostaje si¢ do organizmu
czlowieka przez uktad pokarmowy oraz droga oddechowa. Wchiloniety przechodzi
do uktadu krazenia, a nastgpie przedostaje si¢ do innych narzadéw. Bardzo
charakterystycznym objawem zatrucia otowiem sa zaburzenia uktadu krwiono$nego
i osrodkowego systemu nerwowego. Oldow jest pierwiastkiem silnie mutagennym
1 moze powodowac¢ raka, ma rowniez mozliwos$¢ przechodzenia przez tozysko [17].

Rte¢ jest jednym z wyjatkowo toksycznych metali. Przy bardzo duzych jej
stezeniach powoduje uszkodzenie komorek. Rtg¢ przedostaje si¢ do $rodowiska
gléwnie poprzez spalanie produktow ropy naftowej oraz wegla. Jej zwiagzki, ktore
przedostaly si¢ poprzez uktad pokarmowy s3 intensywnie kumulowane w nerkach,
watrobie oraz wplywajg na uktad nerwowy. Inne objawy wystepuja przy zatruciu
rtecig przez drogi oddechowe, przedostaje si¢ ona wtedy do krwi, w ktorej
wystepuje w postaci metalicznej, a nastepnie wnika do mézgu [17].

Jest rowniez kilka pierwiastkow, ktore w matych dawkach s3a niezbednymi
mikroelementami w organizmie i bardzo korzystnie wptywaja na jego
funkcjonowanie. Na przyktad cynk wchodzi w sktad 59 % enzymow. Jest rowniez
niezbedny do syntezowania insuliny, biatek, kwaséw nukleinowych oraz
formowania si¢ kosci. Miedz jest stalym sktadnikiem organizmu. Jej niedobor jest
szkodliwy i moze powodowac ograniczenia wzrostu i plodno$ci, zaburzenia ze
strony uktadu nerwowego, a takze osteoporoze. Zelazo bierze udziat w procesach
utleniania, wchodzi w sktad cytochroméw, hemoglobiny oraz mioglobiny, a jego
niedobor powoduje stale uczucie zmeczenia, znaczne obnizenie sprawnosci
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fizycznej, zmniejszenie taknienia, bole glowy, zaburzenia w odzywianiu skory
i bton §luzowych oraz wlosow [16, 19].

W $rodowisku wystepuje wiele metali, ktore maja negatywny wplyw na
zdrowie cztowieka [20-26]. Wiele z nich w duzych dawkach moze by¢ bardzo
niebezpiecznych 1 toksycznych oraz wywotywaé¢ wiele chordb, czgsto
kancerogennych [27]. Cz¢$¢ z tych metali przyjmowana w odpowiednich ilosciach
moze mie¢ korzystny wplyw na organizm. Coraz wigcej metali jest rowniez
wykorzystywanych w celu tworzenia lekdw nowotworowych lub pomagajacych
w innych bardzo powaznych chorobach [28-34].

2. ZWIAZKI KOORDYNACYJNE PLATYNY(ii) I PLATYNY(iv) JAKO
LEKI PRZECIWNOWOTWOROWE

2.1. ZWIAZKI KOORDYNACYJNE PLATYNY(II)

W terapii przeciwnowotworowe]j zsyntezowano wiele tysigcy zwigzkow
platyny(Il), jednak tylko sze$§¢ z nich znalazlo zastosowanie w leczeniu
nowotworéw. Sg to: cisplatyna, karboplatyna, oksaliplatyna, nedaplatyna,
obaplatyna 1 heptaplatyna (Rys. 1). Najpopularniejszym 1 najczesciej
wykorzystywanym zwiagzkiem jest cisplatyna, stala si¢ ona podstawa leczenia
nowotworéw pecherza moczowego, szyjki macicy, glowy, przetyku oraz wiclu
nowotworéw wystepujacych u dzieci. Trzy zwigzki : nedaplatyna, obaplatyna
1 heptaplatyna dopuszczone sg do stosowania tylko w Japonii, Chinach oraz Koreii
Potudniowe;j [35].

(8] Hy §
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Rysunek 1. Zwiazki platyny wykorzystywane w leczeniu nowotworéw: a) cisplatyna b) karboplatyna
c) oksaliplatyna d) nedaplatyna e) lobaplatyna f) hepaplatyna

Figure 1. The platinum compounds used to treat cancers: a) cisplatin b) carboplatin c) oxaliplatin
d) nedaplatin e) lobaplatin f) hepaplatin
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Pierwszym odkrytym i najpopularniejszym zwiazkiem z grupy lekow
przeciwnowotworowych jest cisplatyna. Obecnie stosowana jest w terapii mono lub
wielolekowej w przypadku leczenia wielu nowotwordéw. Jest to innowacyjny
i szeroko stosowany lek. Nalezy do lekow alkilujacych DNA, czyli takich ktore
poprzez wiazanie z DNA uniemozliwia jego replikacje. Minusem jest wysoka
toksycznos¢, ktora powoduje wystepowanie licznych dziatan niepozadanych.
W wielu przypadkach pacjenci wykazuja réwniez pierwotng lub nabytg odporno$é
na dzialanie tego leku. Wystepuje wiele czynnikow ograniczajacych jej
efektywno$¢, takich jak na przyktad staby profil farmakokinetyczny oraz niski
stopien akumulacji w komorkach. Ponadto cisplatyna jest lekiem, ktory nie
wchtania si¢ po podaniu doustnym [36].

Mechanizm dziatania zwiazkow platyny przeciw komoérkom nowotworowym
polega na inhibicji replikacji DNA, nastepnie transkrypcji RNA i zatrzymaniu fazy
G2 cyklu komorkowego i prowadzi do programowanej $mierci komorki czyli
apoptozy. Po wniknieciu do jadra komoérkowego komorki nowotworowej taczy sie
z czasteczka DNA poprzez tworzenie wigzan wewnatrz niciowych. Laczy sie
z parami zasad nalezagcymi do jednej nici spirali DNA lub tworzy wigzania
krzyzowe taczac si¢ z parami zasad nalezagcymi do réznych nici helisy. Po
zwigzaniu zwiazku platyny z DNA powstaja jednofunkcyjne (kiedy laczy si¢ tylko
z jedna nicig) oraz dwufunkcyjne (kiedy taczy si¢ krzyzowo) addukty, takie jak 1,2
wewnatrzniciowe GG (guanina-guanina); 1,2 wewnatrz niciowe AG (adenina-
guanina) oraz 1,3 wewnatrz niciowe GNG (guanina-dowolny nukleotyd-guanina).
Poszczegolne addukty réznig si¢ zdolno$cia do hamowania okre$lonych proceséw
niezbednych do wzrostu i podzialu komorek. Wigzanie pomiedzy atomem azotu
oraz platyna jest bardzo stabilne i bardzo ci¢zko jest je rozerwaé. Charakterystyczng
czgscig tego wigzania jest zgiecie podwojnej nici DNA ktére uwazane jest za
gléwny czynnik prowadzacy do apoptozy.

Najczesciej wystepujagcymi polaczeniami sg dwufunkcyjne 1,2 wewnatrz
niciowe, krzyzowe polaczenia w ktorych kompleks platyny(Il) tworzy wiazanie
miedzy dwoma sasiadujacymi atomami azotu guaniny. Atom ten jest nukleofilowy,
oraz jest miejscem o duzej dostepnosci, poniewaz znajduje si¢ na gtdéwnym rowku
podwojnej helisy i nie bierze udzialu w tworzeniu wigzan wodorowych pomiedzy
komplementarnymi parami zasad azotowych [35, 37, 38].

Po przedostaniu si¢ do komoérki zanim lek stanie si¢ aktywny ulega hydrolizie,
co prowadzi do otrzymania aktywnych metabolitow takich jak: cis-
diaminadihydroksy-platyna(Ill) dla cisplatyny, karboplatyny i nedaplatyny czy
trans-iaminacykloheksan-dihydroksy-platyna(Il) dla oksaliplatyny. Po hydrolizie
zwigzek zyskuje elektofilowy charakter jonu centralnego i moze reagowac ze
sktadnikami komorki, ktére wykazuja nukleofilowe wtasciwosci np. DNA. Guanina
i adenina tgczg si¢ przez atom azotu zamieniajac ligandy chlorkowe [37].
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Cisplatyna posiada wiele wad, ktéore prowadza do odpornosci komorek
nowotworowych na ten lek. Dokladny sposéb w jaki cisplatyna przenika do
komorek nie zostat poznany, podejrzewa si¢ jednak, ze jest to dyfuzja prosta, przez
co obserwuje si¢ mniejsze stezenie leku wewnatrzkomorkowe spowodowane
ostabieniem wychwytu 1 nasileniem usuwania czasteczek do przestrzeni
miedzykomoérkowej. Odpornos¢ moze by¢ rowniez wynikiem nasilonej inaktywacji
przez biatka oraz w skutek komoérkowych mechanizméw naprawy DNA takich jak
NER, BER lub MMR.

Wysoka toksyczno$¢ stosowanych lekéw wigze si¢ z faktem, ze leki te
wywieraja rowniez negatywny wplyw na szybko dzielgce si¢ zdrowe komorki [37].

Réznice w zachowaniach zwigzkow, ktore sg analogami cisplatyny wynikaja
z obecno$ci roznych ligandow w ich budowie, co wpltywa na ilo$¢ i rodzaj
tworzonych adduktéw z DNA oraz powoduje roézna kinetyk¢ wymiany tych
ligandéw. Rodzaj ligandu ma réwniez wplyw na farmakokinetyke leku oraz
interakcje z biatkami i innymi sktadnikami krwi [36].

Nie tylko izomery cis zwigzkéw platynowych mogg dziata¢ skutecznie jako
potencjalne leki nowotworowe, obiecujace sa rowniez kompleksy o izomerii trans.
Zwigzki te dzialajg wybiorczo na komorki nowotworowe, wykazujg korzystne
profile farmakokinetyczne. Czgsto tez dzialaja na komorki, ktére sg odporne na
cisplatyne [38].

Najnowsze wyniki badan pokazuja, Ze pigciokoordynacyjne zwigzki
kompleksowe platyny maja lepsze dziatanie antynowotworowe niz cisplatyna [39-
42]. Karbenowy kompleks glukokoniugowany platyny(Il) to wysoce skuteczny
i selektywny $rodek przeciwnowotworowy [43]. Kompleksy platyny(II)
zawierajagce  przeciwnowotworowe wielokleszczowe ligandy bedace pochodng
fenantrydyng, wykazuja wyzsza  aktywno$¢  przeciwnowotworowg — niz
fenantryplatyna i cisplatyna [44, 45]. W ostatnich czasach mechanizm dziatania
fenantryplatyny w ludzkim organizmie zostat lepiej zbadany i poznany. Lek ten
wigze si¢ nicodwracalnie z DNA [46-48].

2.2. ZWIAZKI KOORDYNACYJNE PLATYNY(1V)

Leki zawierajace zwigzki platyny(I) czesto przed dotarciem do DNA komorki
ulegaja wiazaniu z biatkami osocza oraz reakcjom ubocznym prowadzacym do
niepozadanych efektow. Aby poprawi¢ parametry farmakokinetyczne tych lekow
zsyntezowano zwigzki platyny(IV), ktére petig funkcje prolekéw 1 dopiero
wewnatrz komoérki ulegaja redukcji do Pt(II) oraz stajg si¢ aktywne. Roznica
miedzy kompleksami platyny(Il) a platyny(IV) polega na dwoch dodatkowych
ligandach, czego konsekwencja jest zmiana geometrii z planarnej na oktaedryczna.
Dzigki dodatkowym ligandom zwigzki te zyskuja wiele korzysci. Wplywaja one na
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zmiany lipofilnosci, ktorej wzrost powoduje wigkszy udzial dyfuzji biernej kosztem
transportu aktywnego podczas wychwytu przez komorki, dzieki czemu akumulacja
leku w komorkach zwigksza si¢. Ligandy majg réwniez wplyw na potencjat
oksydacyjno-redukcyjny. Lek trudniej ulega redukeji, dzigki czemu szybciej osiaga
miejsce docelowe w formie niezmienionej. Wszystkie zwiazki platyny(Il)
podawane sa dozylnie, natomiast kompleksy Pt(IV) badane sg pod katem podania
doustnego [35, 37].

Przyktadem kompleksu platyny(IV) jest satraplatyna (Rys. 2), ktora przeszta
przez 11 fazg badan klinicznych w monoterapii pacjentek z przerzutowym
nowotworem piersi. Zwigzek ten posiada jako dwa ligandy aksjalne grupy
acetylowe, co zwigksza lipofilowy charakter czasteczki. Jest to bardzo stabilny
zwigzek 1 po polgczeniu z kwasem etakrynowym ktéry jest inhibitorem
izoenzymow S-transferazy, glutationu, wykazuje dzialanie przeciwnowotworowe
oraz niweluje odporno$é. Metabolizm satratraplatyny przebiega poprzez oderwanie
dwoch grup acetylowych i1 utworzenie nowego zwigzku, strukturalnie podobnego
do cisplatyny. Powstaly w ten sposob metabolit znieksztatca matryce DNA poprzez
tworzenie krzyzowych wigzan miedzy i wewnatrz niciowych, inhibicje procesow
replikacji i transkrypcje, a w efekcie indukcje apoptozy. Jest lekiem
wykorzystywanym w terapii celowanej [37].

Znany jest rowniez analog satraplatyny, tj. adamplatyna(IV) (Rys. 2).
Mechanizm jej dziatania nie rézni si¢ znacznie od mechanizmu cisplatyny, jednak
jej wigzania 1,2- wewnatrz niciowe sg mniej skutecznie usuwane, ponadto jest ona
bardziej odporna na dezaktywacje przez zwiazki zawierajace siarke [37].

1) CH b) CH
0 0
5 : 0
cl NH; al NH
\ N
/P‘\ Pt
O H, 0 H
0 (J:<
CH; CH,

Rysunek 2. Zwiazki kompleksowe a) satraplatyna b) adamplatyna
Figure 2. The complex compounds a) satraplatin b) adamplatin

Zwiazki platyny(IV) wykorzystuje si¢ rowniez w celu tworzenia najnowszych
lekow przeciwnowotworowych. Na przyklad prowadzi si¢ badania nad
dostarczaniem lekow bezposrednio do miejsc oddziatywania. Role transportera
mogg spetnia¢ nanorurki weglowe (SWNT), ktére sg zdolne do absorpcji na



ZASTOSOWANIE ZWIAZKOW KOMPLEKSOWYCH PLATYNY, PALLADU I KOBALTU W MEDYCYNIE 809

bocznych Sciankach czasteczek o réznym charakterze, fadunku i rozmiarze. No$niki
te transportujag niekowalencyjnie zwigzane kompleksy Pt(IV) do komorki
nowotworowej za posrednictwem klatryno-zaleznej endocytozy. Zwiazki Pt(IV)
w $rodowisku panujagcym wewnatrz komorki redukowane sg do postaci kompleksu
Pt(II) i uwalniane do cytozolu komoérki nowotworowe;j [35].

Zwiazki kompleksowe platyny(IV) z cynamonianowymi ligandami i ich
pochodnymi sg stosowane jako silne leki przeciwko zarowno zréznicowanym, jak
1 nowotworowym komorkom mig$niakomigsaka prazkowanokomoérkowego raka
[49]. W ostatnich latach zsyntezowano wiele nowych zwiazkow platyny(Il) i (IV)
o potencjalnych wiasciwos$ciach nie tylko antynowotworowych, ale réwniez jako
leki na reumatoidalne zapalenie stawow, wrzody trawienne oraz infekcje bakteryjne
1 grzybicze [50-55].

2.3. DWURDZENIOWE I TROJDZENIOWE ZWIAZKI KOORDYNACYJNE
PLATYNY(I) I PLATYNY(V)

Zwigzki koordynacyjne zawierajace w swym sktadzie wigcej niz jeden atom
metalu otwieraja nowe mozliwosci w walce z nowotworami. Potaczenia Pt-DNA
tworzone przez zwigzki zawierajace co najmniej dwa atomy metalu r6znig si¢ od
tych ktore formuje cisplatyna. Podstawowa struktura dinuklearna pozwala na duza
elastyczno$¢ w tworzeniu wigzan DNA-DNA lub DNA- biatko [38, 56].

Wielordzeniowe zwigzki koordynacyjne platyny reprezentuje duza grupa
zwigzkéw o ogdlnym wzorze [PtCl,(NH,); m(H,N-R-NH,)]"®*™. W tym
szerokim zakresie mozliwe sa kompleksy dwurdzeniowe, trojrdzeniowe oraz
czterordzeniowe. Przyklady wszystkich typow zostaly zsyntezowane. Wykazujg
one wysokg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg zarowno w komorkach wrazliwych
jak 1 opornych na cisplatyne, co daje tej grupie zwigzkdéw wysoki potencjat
kliniczny [38, 56].

Dwurdzeniowe kompleksy platyny wykazuja alternatywny mechanizm
wigzania z czasteczkami DNA ktory jest niedostepny dla kompleksow
jednojadrzastych. Badania wykazaty, ze kompleksy dwurdzeniowe tworzg znacznie
wigksza liczbe miedzysieciowych polaczen krzyzowych w poréwnaniu do
cisplatyny i dzigki temu utrzymujg si¢ dtuzej w organizmie niz zwiazki z jednym
atomem. Wigzanie dwuatomowych komplekséw platyny z DNA prowadzi do
krzyzowania nici DNA przez wigzanie jednego atomu Pt z kazda nicig DNA,
polaczen przez wigzanie dwoch atomow z ta sama nicig oraz potaczen DNA-biatko.
Te typy wigzania wymagaja tylko jednej grupy opuszczajacej na kazdym atomie Pt,
wytwarzajac dwufunkcyjne addukty na DNA. Jedng z ich najwigkszych cech
w wigzaniu z DNA jest zdolno$¢ do jego zmieniania z typu A na B [35, 37, 38, 56].
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Pierwszym wielordzeniowym zwigzkiem ktory zostal zakwalifikowany do
badan klinicznych, jest trojrdzeniowy zwigzek BBR3464 (Rys. 3). Obecnie
znajduje si¢ w drugiej fazie badan klinicznych. Stosunkowo szybciej reaguje
z DNA niz dotychczas stosowane leki, co jest wynikiem jego dodatniego tadunku
ulatwiajacego interakcje z polianionowym DNA. Miejsce aktywne ktore znajduje
si¢ po srodku kompleksu powoduje reakcje z atomem tlenu guaniny oraz tyminy.
Zwigzek ten jest testowany pod katem stosowania go w nowotworach
przerzutowych trzustki i ptuc [35, 37].

Cl H; H.N NH,— (CH,)—NH,  NH;

NH. : :

Pt/ \Pt/ R

N 2N 7
NH-‘. H.,N

N wd 4NOy
v N
H;N Cl

N—(CHa)—N
N—(CH)—N

Rysunek 3. Zwigzek kompleksowy platyny(Il) BBR3464
Figure 3. The complex compound of platinum(II) BBR3464

Waznymi dinuklearnymi kompleksami platyny(Il) sa zwigzki o wzorze
ogolnym [{PtCI(NH;),}>(H,N-R-NH,)]*" W ktorych odchodzaca grupa chlorkowa
moze by¢ w konformacji cis Iub trans do mostka diaminowego, co daje
odpowiednio izomery geometryczne 1,1/c,c oraz 1,1/t,t. [zomery te sg do siebie
podobne jednak zwigzek 1,1,/c,c jest bardziej wymagajacy przestrzennie do
podstawienia chlorkowych grup odchodzacych, co odzwierciedla si¢ w réznicach
w wigzaniu DNA 1 aktywno$ci biologicznej tych dwoch izomerdw. Zwigzki te
obdarzone sa fadunkiem dodatnim. Charakteryzuja si¢ dobra rozpuszczalno$cia
w wodzie oraz wysokg skutecznos$ciag wobec nowotworow odpornych na cisplatyne
[38].

Ostatnie lata badan nad dwurdzeniowymi i tréjrdzeniowymi zwigzkami
koordynacyjnymi platyny(Il) i platyny(IV) pokazuja, ze nowe zwiazki
kompleksowe zawierajace ligandy takie jak np. pochodne fenantrydyny i 3.4-
benzochinoliny wykazuja dziatanie antynowotworowe [57-64].

3. ZWIAZKI KOMPLEKSOWE PALLADU(II) JAKO LEKI
PRZECTWNOWOTWOROWE

Pallad jest pierwiastkiem chemicznie podobnym do platyny(Il), przez
co poktada si¢ duze nadzieje w zwigzkach palladu w terapii nowotworowe;j. Istnieje
jednak wiele roznic ktore sprawiaja, ze zwiazki palladu sa bardziej aktywne
cytotoksycznie. Zwiazki te czesto ulegaja izomeryzacji oraz reakcjom wymiany
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ligandow. Pallad posiada rowniez duzo bardziej labilng nature niz platyna. Pallad
najchetniej taczy si¢ z atomami tlenu, azotu oraz siarki [65].

Jednak zbyt wysoka aktywno$¢ zwiazkow palladowych powoduje, ze zwigzki
te posiadajace strukture analogiczng do cis-DPD nie przejawiaja aktywnoS$ci
przeciwnowotworowej. Aby zmniejszy¢ aktywnos¢ tych zwigzkow zaczgto
wprowadza¢ do ich struktury ligandy o stosunkowo duzej zawadzie sterycznej,
ktére powoduja ograniczenie nadmiernej aktywno$ci kompleksow palladu. Ksztatt
1 rozmiar ligandu moze w rézny sposob zmienia¢ reaktywnos¢ kompleksu [65, 66].

Badania nad dzialaniem cytotoksycznym zwigzkéw palladu zaczgto
od sprawdzenia aktywnoS$ci analogéw cisplatyny zmieniajac platyn¢ na pallad.
Zwigzki te mnie wykazywaly aktywnoSci przeciwnowotworowej, ulegaly
nieaktywnej przemianie do konformacji trans i bardzo szybko hydrolizowaty.
Izomerom ftrans-palladu  przypisuje si¢ stosunkowo wyzsze  wartosci
cytotoksyczno$ci niz izomerom cis. Jednym z pierwszych badanych przyktadow
trans-palladu  bylo porownanie miedzy kompleksem palladu mono-2-
chinolometylofosfonianu 1 dietylo-2-2-chinolometylofofsonianu przedstawione
przez Tuska-Bozica. Stwierdzono, ze kompleksy diestru sa bardziej aktywne niz
ligandy oparte na monoestrze. Mozna to czgsciowo przypisaé wickszej aktywnosci
grupy opuszczajacej oraz ich wigkszej lipofilowosci 1 rozpuszczalno$ci [67, 68].

Pozytywne rezultaty w badaniach nad cytotoksyczno$cig uzyskano takze dla
wielu zwiazkéw zawierajacych cykliczne aminy, na przyktad dla kompleksow
palladu(Il) z ligandami N-heterocyklicznymi, ktére naleza do grupy kompleksow
zawierajgcych ligandy bidentne czyli takie ktore tacza si¢ z jonami metalu w dwoch
punktach [65].

Badania nad aktywno$cig przeciwnowotworowg kompleksow palladu
z ligandami N-heterocyklicznymi zostalty zbadane przez Zhao oraz jego
wspOtpracownikéw na podstawie komorek biataczki ludzkiej HL-60 (Rys. 4).
Wszystkie badane zwigzki wykazywaty aktywno$¢ cytotoksyczng, ponadto
zaobserwowano, ze cytotoksyczno$¢ zwigzku zalezy od natury podstawnika
w pierscieniu pirydyny i maleje wraz ze wzrostem mocy elektronodonorowej
podstawnika. Efekt terapeutyczny wynika z wigzania tych zwigzkéw z DNA [65].

Przeprowadzono rowniez wiele innych analiz, ktére pozwolity zaobserwowac,
ze dziatanie cytotoksyczne zwigzkéw trans-Pd(Il) z pochodnymi pirydyny zalezy
zarowno od natury chemicznej podstawnika, jak 1 jego pozycji w pierScieniu
pirydyny.
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Rysunek 4.  Zwiazki kompleksowe palladu(Il) z ligandami N-heterocyklicznymi badane przez Zhao
Figure 4. Palladium (II) complex compounds with N-heterocyclic ligands investigated by Zhao

Eksperymenty z kompleksami zawierajacymi ligandy bidentne prowadzit
rowniez Navarro-Ranninger. Zsyntezowal on zwigzki dichloropalladu(Il)
z ligandami bedacymi pochodnymi etylenodiaminy (Rys. 5). Ligandy te zostaty
uzyte ze wzgledu na ich istotne biologiczne oddziatywanie, biorg udziat
W rozprzestrzenianiu i réznicowaniu komoérek podczas replikacji DNA 1 biorg
udziat w stabilizacji blony komoérkowej [66, 67].

Rysunek 5. Zwiazek dichloropalladu(Il) z pochodna etylenodiaminy
Figure 5. The compound of dichloropalladium(II) with the ethylenediamine derivative

Niektore kompleksy palladu(ll) wykazywaly rowniez dyskretna aktywnos¢
przeciwnowotworowg z powodu ich wysokiej labilnosci w ptynach biologicznych.
Dlatego zasugerowano, ze takg aktywno$¢ moga wykazywaé rowniez kompleksy
oparte na zwigzkach fosfoorganicznych, ktére sa bardziej stabilne i mniej
toksyczne. Zwiazki palladu zawierajace ligandy fosfinowe o ogdlnym wzorze
[L,MX,,]"  zostaly ocenione pod katem cytotoksycznosci wzgledem mysiego
modelu nowotworu. Mechanizm dziatania tych komplekséw jest roézny od
mechanizmu dziatania cisplatyny. Majg inny wplyw na DNA [66, 67].
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Niektore kompleksy opierajace si¢ na ligandach difosfinowych zostaty zbadane
pod katem ich aktywnos$ci przeciwko mysiemu czerniakowi B16F10. Kompleksy
te spowodowaly $mier¢ 100 % komorek przy bardzo niskim stgzeniu leku. Dimery
palladu(Il) zawierajace te ligandy okazaty si¢ by¢ duzo bardziej aktywne niz ich
monordzeniowe analogi. Znacznie opdzniajg wzrost guza i przedluzaja zycie
komorki [67].

W ostatnim czasie zsyntezowano kompleks palladu(Il) zawierajacy ligand P-N
utworzony przez kondensacje 2-difenylofosfino benzaldehydu
i hydrazynooctanu etylu. Aktywno$¢ cytotoksyczna kompleksu jest podobna do

pozostatych zwigzkow [66, 67].
Fl
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Rysunek 6.  Kompleksy palladu(1l) zawierajace 1,2-bis (difenylofosfino)etan
Figure 6. Palladium(Il) complexes containing 1,2-bis(diphenylphosphino)ethane

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa stwierdzono réwniez dla zwigzkow, ktore
posiadaja mieszane ligandy. Przyktadem takiej grupy sa kompleksy posiadajace
mieszane ligandy ditiokarbominianowe. Ditiokarbaminiany maja zdolno$¢ do
stabilizacji metali przejsSciowych w ro6znych stanach utlenienia. Dlatego
zsyntezowano oraz scharakteryzowano sze$¢ mieszanych kompleksow ligand-
pallad(Il) o ogoélnym wzorze [(DT)Pd(I)(PR3)Cl]. Kompleksy te tworzone sa
poprzez  reakcje  ligandow  ditiokarbaminianowych z  (PR;),PdCl,
w dichlorometanie [66, 67]. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa powstatych
zwigzkOw zostata przebadana na komoérkach nowotworowych prostaty DU145.
Wszystkie zwigzki wykazujg dziatanie przeciwnowotworowe wobec komorek,
ktore sa odporne na cisplatyne. Cytotoksyczno$¢ danego kompleksu zalezy
w duzym stopniu od grupy elektronodonorowej, im wicksza donorowosé
podstawnika tym wigzanie Pd-P bedzie silniejsze a kompleks pozostanie
zintegrowany i ma wigksza szans¢ na dotarcie do DNA. Aktywnos¢ kompleksu ma
rowniez zdolno$¢ do tworzenia wigzania wodorowego z zasadami DNA, niekorzys-
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tnie natomiast wplywa lipofilowy charakter zwigzku. Kompleksy te nie sa
wprowadzone jeszcze jako leki przeciwnowotworowe [69].

Nadzieje poktadane sg roéwniez w kompleksach mieszanych ligandow
cis-dichlorometioniny palladu(ll) z 2-merkaptopirymidyna i z aminopirydyna.
Zwiazki te byty badane pod katem raka jajnika szyjki macicy (Hella Cells). Badania
wykazaty, ze zwigzki te moga by¢ potencjalnymi lekami przeciwnowotworowymi
[70].

Istniejg rowniez kompleksy dwujadrowe palladu, u ktoérych obserwowana jest
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa. W budowie tych zwigzkow nie wprowadza si¢
silnie skoordynowanych ligandow diazotowych. Wspomniany wczes$niej Navarro-
Raninger poinformowat o syntezie komplekséow dinuklearnych opartych na
putrescynie i sperminie [PdCly(Put),)] i [PdCly(Sperm),] . Kompleks oparty na
putrescynie ma podwdjng nature. W zwigzku opartym na sperminie obecne sa
4 grupy aminowe grupy sperminy, ktore tacza si¢ z dwoma palladowymi centrami.
Badania pokazuja, ze kompleks oparty na putrescynie ma duzo wigksza
cytotoksyczno$¢ niz kompleks zawierajacy spermine [67].

Réwniez wspomniany wczesniej Zaho zajmowat si¢  badaniami nad
dwujadrowymi zwigzkami palladu, zawierajgcymi dwie grupy funkcyjne potaczone
za pomocg mostkéw selenowych lub siarkowych. Kompleksy te sa rozpuszczalne
w wodzie. Dimer zawierajacy mostek selenowy okazat si¢ lepszym inhibitorem niz
analog zawierajgcy mostek siarkowy [66, 67].

Kompleksy palladu(Il) posiadajg przeciwnowotworowe wlasciwosci wobec
niedrobnokomorkowego raka ptuc, ktdry jest najczgstszym wystepujacym typem
raka ptuca, a takze wobec drobnokomorkowego raka phuca, ktory jest najbardziej
agresywnym podtypem raka phuca [71-79].

4. ZWIAZKI KOMPLEKSOWE KOBALTU(I) I KOBALTU(III)
JAKO LEKI PRZECIWNOWOTWOROWE

Pierwsze badania dotyczace zwigzkéw kobaltu zostaly przeprowadzone
w 1952 roku przez Dwayera oraz innych naukowcéw. Stwierdzono, ze $miertelna
dawka kobaltu jest wysoka dla wiekszosci zwigzkow tego pierwiastka, dlatego
kobalt posiada niskg toksyczno$¢ ogélnoustrojows [7].

Bardzo waznym odkryciem naukowym zwigzanym z wlasciwoSciami
zwigzkow kobaltu, jest kliniczne wynalezienie Doxoviru (CTC-96) (Rys. 7) jako
srodka na opryszczke wargowa. Doxowir jest zwigzkiem kobaltu(Ill) z dwoma
osiowo  skoordynowanymi ligandami 2-metyloimidazolowymi. Doktadny
mechanizm dziatania tego leku jest nieznany, ale spekuluje si¢, ze wywotuje
dzialanie terapeutyczne poprzez kowalencyjne wigzanie z reszta histydynowa
w miejscu aktywnym enzymu wirusowego. Zauwazono rowniez, ze klasa tych
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zwigzkow nieodwracalnie hamuje aktywnos$¢ termolizyny i trombiny za pomocg
podobnego mechanizmu. Ta strategia zostatla wykorzystana do zahamowania
czynnikow transkrypcyjnych zwiazanych z progresja raka. Przygotowanie nowych
biokoniugatéw na bazie zasad Shiffa Co(IIl) ukierunkowanych na inne czynniki
transkrypcyjne zwigzanych z progresja nowotworu i przerzutami moze okazaé si¢
bardzo atrakcyjna terapeutycznie. Wkrotce po tym liczba kompleksow kobaltu(Il)
i kobaltu(Ill) zawierajacych jako ligandy zasady Schiffa posiadajacych aktywnosé
przeciwnowotworowg wzrosta [7].

[ HiC /—\ con, |
—N N—
R1—\Co/—F<1 Br
\ ¢/ \,_7
H,C CH;

Rysunek 7. Doxovir R' =2-metyloimidazol
Figure 7. Doxovir R' = 2-methylimidazole

Kompleksy zasad Schiffa kobaltu(Il) zawierajace 4-(4-aminofenylo) pochodna
morfoliny wykazuja bardzo stabg aktywnos$¢ przeciwko komoérkom raka
watrobwo-komorkowego, z warto$cig ICsy (potowa maksymalnego stezenia
hamujacego) w zakresie milimolarnym. Natomiast kompleksy kobaltu(Il)
zawierajgce 2,6-bis(2,6-dietylofenyloiminometylo)pirydyne wykazywaly lepsza
cytotoksyczno$§¢ wobec gruczolaka jelita grubego i komorki gruczolaka szyjki
macicy z warto$ciami [Cso w zakresie 45-100 uM [7].

Kompleksy kobaltu(Ill) zawierajace zasade Schiffa jako ligand bedacy
produktem reakcji aldehydu salicylowego i etyloaminy wykazywaly umiarkowana
aktywno$¢ przeciwko ludzkim komoérkom raka piersii Z kolei kompleksy
kobaltu(Ill) zawierajace dwa ligandy 2-hydroksybenzylodiaminofenolowe
hamowaty komorki raka szyjki macicy, ale w mniejszym stopniu niz cisplatyna [7].

Biorac pod uwagg duze rozbieznosci w aktywnosci biologicznej zasad Shiffa
zawartych w zwigzkach kobaltu(Il), nalezy przeprowadzi¢ duzg ilo$¢
systematycznych badan zaleznos$ci struktury od aktywnosci w celu ustalenia
prawdziwego potencjatu farmakologicznego tych zwigzkow [7].

Kompleksy dikobaltoheksakarbonylu z ligandami alkilowymi sa cennymi
odczynnikami w chemii organicznej. Pod wzgledem biologicznym byly
poczatkowo stosowane jako Srodki znakujace, do kompleksu przywigzany byt
etynyloestradiol i stosowany byt do monitorowania wigzania steroidow z recepto-
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rami estrogenowymi w raku piersi. Takie dziatanie zmotywowalo naukowcow do
stosowania takich kationowych zwigzkow do celowania i uszkadzania DNA
w komoérkach rakowych oraz zbadania wlasciwosci przeciwnowotworowych
komplekséow [Co,(CO)sl-acetylen. Wczesne badania zaleznoSci — struktura-
aktywnos$¢ wykazaly, ze zdolno$¢ komplekséw do hamowania proliferacji komérek
rakowych byta silnie zalezna od chemicznej natury ugrupowania acetylenowego
[7].

Badania in vitro wykazaly, ze kompleks [Co,(CO)s] z pochodng aspiryny
zawierajacag wigzanie potrdjne w grupie estrowej (Rys. 8) byla najsilniejszym
sposrod badanych. Kontrolowane eksperymenty udowodnity, ze zwigzek ten nie
powodowal niespecyficznej toksycznosci i ze aktywno$¢ ta byla spowodowana
nienaruszanym kompleksem. Badania analityczne DNA wykazaty jednak, zZe
w komorkach jest mala zawarto$¢ kobaltu, co wyklucza interakcje DNA jako
sposob dzialania tego zwiazku. Mechanizm jego dziatania podobny jest do dziatania
aspiryny ktéra sama w sobie wykazuje duza aktywno$¢ cytotoksyczng, i polega na
zakltocaniu funkcji enzymoéw cyklogenazy. W stosunku do aspiryny kompleks
wyraznie mocniej hamuje COX (cyklooksygenaza) co skutkuje silniejszym
dzialaniem antyproliferacyjnym. Roznice te wynikajg z réznych interakcji z COX.
Podczas gdy aspiryna indukuje acetylacje reszt seryny w miejscu aktywnym,
kompleks kobaltu sprzyja acetylacji tancuchéw bocznych lizyny w kanale
wejsciowym prowadzacym do miejsca aktywnego powodujgc zmniejszone wejscie

substratu [7].
0]
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Rysunek 8.  Zwigzek kompleksowy Co,(CO)s z aspiryna
Figure 8. The complex compound Co,(CO)s with aspirin

H;C

W ostatnim czasie liczba zwigzkéw kobaltu(Il) z lekami przeciwzapalnymi
(takimi jak aspiryna) wzrasta i badane sg ich interakcje z biomolekutami.
Kompleksy te sktadaja si¢ z jonu Co(ll) zwigzanego z odpowiednim
deprotonowanym NLPZ (niesteroidowy lek przeciwzapalny) poprzez tlen karbony-



ZASTOSOWANIE ZWIAZKOW KOMPLEKSOWYCH PLATYNY, PALLADU I KOBALTU W MEDYCYNIE 817

lowy i jeden Iub dwa ligandy. Kompleksy te wykazujg silne powinowactwo do
dupleksu DNA i HSA oraz wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajaca. Niestety
potencjat przeciwnowotworowy tych zwiazkow nie zostat jeszcze zbadany [7].

Grupa, w ktorej rowniez szuka si¢ potencjalu przeciwnowotworowego sg
proleki kobaltu(IIl) aktywowane w miejscach niedotlenienia. Proleki sg obojetnymi
srodkami ktore moga by¢ aktywowane przez bodzce zewngtrzne. Poniewaz
niedotlenione komorki rakowe sg odporne na konwencjonalna radioterapie
i chemioterapi¢, proleki aktywowane hipoksjg sa bardzo pozadane. Aktywacja
bioredukcyjna jest procesem w ktérym czynnik obojetny ulega redukcji po wejsciu
do komérki, uwalniajac jeden lub wigcej czynnikdéw bioaktywnych i moze nastapi¢
tylko wtedy, gdy potencjal redukcji poczatkowego kompleksu Co(IIl) jest zgodny
z potencjatem redukcji cytozoli w komorkach [7].

Glowny problemem stosowania prolekow aktywowanych hipoksja jest
selektywna aktywacja w komodrkach rakowych. Tradycyjnie niedotlenienie
prolekoéw polega na ponownym utlenianiu formy aktywnej do postaci obojetnej
w normalnych komoérkach ale nie w rakowych. Zdrowa tkanka rowniez moze zosta¢
uszkodzona dlatego aby unikna¢ skutkéw ubocznych, niezbedny jest wysoki prog
aktywacji. Poniewaz potencjal redukcyjny komplekséw kobaltu(Il) moze by¢
precyzyjnie dostrojony poprzez zmian¢ ligandoéw. Takie $rodki oferujg realng droge
do opracowania naprawde selektywnych lekow [7].

Badania nad kompleksami nitro-Co(Ill) zawierajacymi acetyloaceton i ligand
iperytu azotowego wykazaly, ze jest on szczegoOlnie skutecznym lekiem
przeciwnowotworowym [7].

Iperyty  azotowe sa  klasa  klinicznie = zatwierdzonych  lekow
przeciwnowotworowych ktéore wywoluja dzialanie terapeutyczne przez alkilowanie
purynowych zasad DNA. Przyktadem takiego zwigzku moze by¢ kompleks bis(2-
chloroetylo)aminy (BCA) z kobaltem(IIl). Zwiazek ten jest obojetny w stanie
utlenionym, poniewaz pojedyncza para azotu nalezgca do sktadnika BCA
uczestniczy w koordynacji z kobaltem, a zatem nie jest dostgpna do
wewnatrzczasteczkowego tworzenia jonu azyrydynowego, ktory jest niezbedny do
alkilowania DNA. W stanie zredukowanym BCA jest uwalniany
z powstatego kompleksu Co(Il), umozliwiajac dziatanie cytotoksyczne. Badania
wykazaly ze zwigzek ten wykazuje wyzsza toksyczno$¢ w stosunku do komodrek
natlenionych niz komoérek niedotlenionych [7].

Zostaly przeprowadzone badania aby znalez¢ zwigzek, ktory posiada alkilujace
grupy nawet w warunkach niedotlenienia. Odkryto, ze bidentne ligandy
musztardowe,  N,N-bis(2-chloroetylo)etylenodiamina (BCE) i  N,N-bis(2-
chloroetylo)etylenodiamina (DCE) w potaczeniu z kobaltem(IIl) tworza stabilne
kompleksy zdolne do selektywnego zabijania niedotlenionych komoérek. Badania
wykazaly, ze kompleksy te wykazuja cytotoksyczno§¢ poprzez uwolnienie
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ligandow musztardowych. Pozniejsze badania wykazaty ze kompleks Co(111)-BCE
(Rys. 9) wykazywal mocniejsze dziatanie na komoérki niedotlenione niz na
dotlenione. Badania zalezno$ci struktura-aktywnos¢ wykazaty, ze natura ligandu
pomocniczego, acetyloacetonianu, ma kluczowe znaczenie dla selektywnoSci
hipoksycznej [7].

Podjeto jeszcze wiele prob znalezienia podobnych zwigzkow, ktore sg aktywne
w $rodowisku niedotlenionym, lecz pomimo swoje wysokiej toksyczno$ci
ogolnoustrojowej kompleks Co(III)-BCE jest najlepszym zwiazkiem [7].

C cl| Noy
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Rysunek 9.  Zwiagzek kompleksowy Co(I11)-BCE
Figure 9. The complex compound Co(I1l)-BCE

Kompleksy kobaltu(Ill) moga shizy¢ réwniez, jako biatka opiekuficze dla
bioaktywnych ligandow. Zwigzki te wykorzystywane sg by dostarczy¢ matrycowe
inhibitory metaloproteinazy (MMP) do komorek niedotlenionych. MPP to rodzina
peptydaz ktore sg zaangazowane w progresje raka i innych chorob. Inhibitory MMP
maja stabg Dbiodostgpnos¢ ze wzgledu na reakcje migdzy grupa kwasu
hydroksamowego a biomolekutami. W celu pokonania tego problemu inhibitory
sprzegane sa z Co(IlD)-tris(2-metylopirydylo)aming (TPA) poprzez ugrupowanie
kwasu hydroksamowego. Umozliwito to dezaktywacje inhibitorow MMP
w regionach dobrze dotlenionych i selektywne uwalnianie w miejscach
niedotlenienia. Jednak test in vivo wykazal, ze kompleks ten nasila przerzuty
zamiast je zmniejsza¢. Bylo to spowodowane izolowaniem dwoch postaci
hydroksamatowej oraz hydroksymatycznej, ktoérych potencjat redukcyjny jest
zupetlie roézny, dlatego ich zdolno§¢ do uwalniania ligandu kwasu
hydroksamowego rowniez jest inna. Wiasciwosciami elektrochemicznymi obu
form mozna tak manipulowaé aby uklady zawierajace Co(Ill) byly zdolne
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do dostarczania bioaktywnych ligandow do regionéw kwasowych. Biorgc pod
uwage, ze wiele guzow jest kwasowych, a takze niedotlenionych, ta strategia moze
by¢ niezwykle przydatna w rozwoju nowego sposobu dostarczania ligandu do
systemu nowotworu [7]. Oprécz TPA stosowanych jest wiele innych ligandow,
ktére w potaczeniu z kobaltem(Ill) sg bezpiecznymi biatkami opiekunczymi dla
wielu rodzajow nowotwordw [7].

W ostatnim czasie kompleksy kobaltu(Ill) zaczgto wykorzystywaé do
obrazowania obszaré6w niedotlenienia w komodrkach nowotworowych. Uwaza sie,
ze kompleksy kobaltu(Ill) przechodza bioredukcje, co prowadzi do uwolnienia
labilnego kompleksu kobaltu(Il) i jednego lub wigcej bioaktywnych ligandow.
Jednak doktadny mechanizm aktywacji pozostaje nieznany. P6zniejsze badania nad
mechanizmem 2z wykorzystaniem znacznikow fluorescencyjnych dowiodly,
ze aktywacja zachodzi poprzez wymiang ligandéw a nie poprzez redukcje do Co(II)
[7]. Dzigki temu odkryciu naukowcy opracowali seri¢ kompleksow Co(IlI)
zdolnych do wykrywania obszaréw niedotlenienia w obrebie guza. Najbardziej
skuteczny kompleks sktadal si¢ z rdzenia cyklo-Co(Ill) o dwoch osiowo
zwigzanych ligandach kwasu antrachinino-2-karboksylowego  (AQ2CH).
Intensywno$¢ fluorescencji wzrosta tylko w obecnosci askorbinianu sodu
w warunkach beztlenowych, sugerujac, ze uwalnianie ligandu bylo selektywne
wobec hipoksji i posredniczyto w redukcji, w warunkach niedotlenionych nie
zaobserwowano wylaczenia fluorescencji, co sugeruje, ze w tym przypadku
ponowne utlenianie konkurowato z uwalnianiem ligandu. Ostatnio zastosowano
szereg komplekséw Co(III)-TPA z fluorescencyjnymi ligandami kurkuminy w celu
wizualizacji niedotlenienia regiondw w sferoidach DLD-1 [7].

Zwigzki kompleksowe kobaltu(Il) i (IIT) z pochodnymi 2,2’-bipirydylu oraz
anionem PF¢ sg nowa grupa zwigzkow o wlasciwosciach przeciwnowotworowych
przebadanych na myszach’ ktérym wszczepiono implant nowotworowy [80-82].

UWAGI KONCOWE

Nowotwory ztosliwe stanowig druga najczestsza przyczyne zgondw w Polsce. Ich
liczba w roku 2012 wynosita okoto 95 tysiecy. Dlatego wciaz poszukuje si¢ nowych
skutecznych  lekéw  przeciwnowotworowych, charakteryzujacych si¢  niska
toksyczno$cia oraz niewywolujacych efektow ubocznych. Stad zwigzki koordynacyjne
zawierajagce jony platyny, palladu oraz kobaltu maja coraz wigksze znaczenie
w diagnostyce i terapii wielu schorzen. Budowa chemiczna oraz reaktywno$¢ tego
typu zwigzkéw decyduja o ich mechanizmie dziatania przeciwnowotworowego.
Poszczegolne zwiazki kompleksowe roznig si¢ migdzy soba ligandami, a wigc
rowniez szybko$cig ich wymiany, co skutkuje inng aktywno$cig i toksycznoscia tych
zwigzkow. Poczatkowo poszukiwano nowych pochodnych zwigzkow
kompleksowych zawierajacych jony platyny w celu uzyskania lekow o wickszej
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skuteczno$ci 1 mniejszej toksycznosci w zestawieniu z cisplatyng. Obecnie
wigkszy nacisk kladzie si¢ na projektowanie lekoéw pozbawionych opornosci
krzyzowej (w stosunku do cisplatyny i karboplatyny). Wigcej uwagi poswieca si¢
rowniez jakosSci zycia ludzi, stad badania nad postaciami lekéow zawierajacych jony
platyny, palladu oraz kobaltu sa szerzej badane na etapie zaawansowanych badan
klinicznych.
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Abstract

Wykaz stosowanych skrotow

Wprowadzenie

1. Zwiazki koordynacyjne rutenu(Il) i rutenu(III) jako leki przeciwnowotworowe
1.1. Zwigzki koordynacyjne rutenu(Ill) i rutenu(lll) =z ligandami N-

heterocyklicznymi

1.2. Zwiazki koordynacyjne rutenu(II) i rutenu(Ill) z dimetylosulfotlenkiem

2. Zwiazki  koordynacyjne ztota(I) 1  zlota(Ill) jako potencjalne leki
przeciwnowotworowe

3. Wanadylowe zwigzki koordynacyjne o wlasciwosciach hipoglikemicznych

4. Zwiazki chromu(Ill) jako potencjalne insulinomimetyki stosowane w leczeniu
cukrzycy

5. Zwiazki koordynacyjne bizmutu(III) stosowane w terapii przeciwwrzodowej

6. Zwiazki koordynacyjne technetu jako radiofarmaceutyki

7. Rola zwiazkéw kompleksowych w obrazowaniu medycznym
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ABSTRACT

In this review, the most important complex compounds of ruthenium, gold,
vanadium, chromium, bismuth, technetium were selected, and then their most
important applications were described in medicine.

Ruthenium has been identified as a metal with potential medical use, useful
in cancer chemotherapy. The possibility of using its chemical behavior by
developing complexes activated for cytotoxic activity through a mechanism
of reduction in tumor tissue was discovered. Among the new anti-cancer drugs
based on complex compounds, gold compounds have gained a lot of interest. This
is due to their strong inhibitory effect on the growth of cancer cells and the
observation that many compounds inhibit the enzyme thioredoxin reductase. This
enzyme is important for the proliferation of cancerous tissues, and its inhibition is
associated with the release of anti-mitochondrial effects. Clinical tests have shown
that vanadium compounds can be used as anti-diabetic drugs with low toxicity.
However, the therapeutic concentration range is very narrow, just a few micromoles
of the compound are enough to cause apoptosis, necrosis and inflammation
of healthy cells. Chromium improves the glucose system in people with
hypoglycemia or hyperglycemia. Vanadium compounds mainly used to create
potential drugs are inorganic compounds such as vanadates(V), vanadyl cation(IV),
vanadium oxide(V) and a number of compounds containing organic ligands.
Among the metal complexes, chromium(Ill) picolinate has successfully become
a nutrient used to prevent high blood sugar levels. One of the most commonly used
bismuth(Ill) compounds is bismuth subsalicylate. It is one of the few bismuth
compounds regularly used to treat various gastrointestinal complaints, including
duodenal ulcers.

9MT¢ injected into the body, depending on its chemical form and molecular
structure, concentrates in the examined organ and emits a quantum that allows
imaging of the organ through flat scintigraphic or emission processes. The role
of complex compounds in medical imaging is largely based on the creation
of radiopharmaceuticals for early detection of diseases and cancer radiotherapy.
Radiopharmaceuticals are radionuclide-containing drugs and are routinely used
in nuclear medicine to diagnose or treat a variety of diseases.

Keywords: complex compounds, radiopharmaceuticals, medical imaging,
hypoglycemic properties
Stowa kluczowe: zwiagzki kompleksowe, radiofarmaceutyki, obrazowanie

medyczne, wlasciwosci hipoglikemiczne
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

CD44 — glikoproteina na powierzchni komoérki zaangazowana
w interakcje migdzykomoérkowe

DLC — grupy zdelokalizowanych kationow lipofilowych

GTF — (ang. glucose tolerance factor) czynnik tolerancji glukozy

RBC — liczba erytrocytow

RNS — (ang. reactive nitrogen species) reaktywna forma azotu

ROS — (ang. reactive oxygen species ) reaktywna forma tlenu

SPECT — (ang. single photon emission computed tomography)

TrxR — enzym reduktazy tioredoksyny

WBC — krwinki biate
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WPROWADZENIE

Na przestrzeni ostatnich dekad zsyntetyzowano ogromna ilo$¢ zwigzkow
kompleksowych zawierajacych w centrum koordynacji jony: rutenu [1, 2], zlota,
wanadylu, chromu, bizmutu oraz technetu. Zwigzki kompleksowe zbudowane sa
z atomu lub jonu metalu bezposrednio zwigzanych z otaczajagcymi go ligandami
- anionami lub oboj¢tnymi czasteczkami. Metale oraz jony metali odgrywaja wazng role
w procesach biologicznych i biomedycznych oraz znajduja coraz wigksze zastosowanie
w diagnostyce medycznej i terapii wielu schorzen [3-5]. Zwiazki rutenu, zlota,
wanadylu, chromu, bizmutu oraz technetu przebadano w kierunku aktywnosci
biologicznej [6-8]. Wyniki tych badan dowodza, ze wybrane kompleksy moga zosta¢
wykorzystane w medycynie [9, 10]. Ostatnimi czasy najwigcej uwagi poswigca si¢
kompleksom metali przejSciowych jako potencjalnym lekom przeciwnowotworowym.
Jednakze mimo ugruntowanej pozycji cisplatyny terapia tym lekiem niesie ze soba
wiele skutkow ubocznych, dlatego tez trwaja intensywne prace nad projektowaniem
nowych, skuteczniejszych lekow przeciwnowotworowych, ktorych podstawe stanowi
atom lub jon metalu, np. zwigzki kompleksowe rutenu [11-13], czy zlota [14-18].
Wykazuja one wysoka aktywno$¢ przeciwnowotworowa, a mechanizm ich dzialania
jest odmienny od tego, ktdry cechuje cisplatyng i jej pochodne [19-22].

Z kolei zwiazki kompleksowe chromu i wanadu stosowane sg jako zwigzki
o potencjale hipoglikemizujacym wspomagajac tradycyjne leczenie cukrzycy [23-31].
Obecnie zwigzki kompleksowe zawierajace jon chromu(Ill) sa jednymi z najbardziej
kontrowersyjnych zwiazkow, a wiedza o ich roli w organizmach zywych jest stale
uzupetniana [32, 33].

Inne zastosowanie w medycynie wykazujg zwigzki koordynacyjne technetu.
Stosuje si¢ je jako radiofarmaceutyki. Radiofarmaceutyki s3 to z reguly zwiazki
koordynacyjne z kationem radionuklidu jako jonem centralnym, ktore s przytaczone do
czasteczki biologicznie czynnej. Obecnie w diagnostycznych metodach medycyny
nuklearnej wykorzystywana jest tomografia emisyjna pojedynczych fotonow,
powszechnie nazywana SPECT (ang. Single Photon Emission Computed Tomography),
wykorzystujaca  radionuklidy = emitujagce  promieniowanie  y.  Najbardziej
rozpowszechnione w metodzie SPECT sg zwigzki technetu-99m ze wzgledu na jego
praktycznie idealng charakterystyke jadrowa (czas potowicznego rozpadu 6 godzin,
energia 140 keV), mozliwo$¢ podania jednorazowo bezpiecznej dawki rzedu 740-1110
MBq oraz bardzo bogata chemi¢ koordynacyjna [34-36].

W niniejszej pracy przegladowej wybrano najwazniejsze zwiazki kompleksowe
rutenu, zlota, wanadu, chromu, bizmutu, technetu, a nastgpnie opisano ich
najwazniejsze zastosowania medycynie.
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1. ZWIAZKI KOORDYNACYJNE RUTENU(I) I RUTENU(III)
JAKO LEKI PRZECIWNOWOTWOROWE

1.1. ZWIAZKI KOORDYNACYJNE RUTENU(I) I RUTENU(III)
Z LIGANDAMI N-HETEROCYKLICZNYMI

Badania nad kompleksami rutenu sa na zaawansowanym etapie rozwoju
przedklinicznego. Ruten zostal wybrany jako metal o potencjalnym zastosowaniu
medycznym. Jest przydatny w chemioterapii nowotworu. Odkryto mozliwo$¢
wykorzystania jego wlasciwosci chemicznych przez opracowanie kompleksow
rutenu(Il) i (IIT) aktywowanych do dzialania cytotoksycznego poprzez mechanizm
redukcji w tkance nowotworowej. Zsyntetyzowano 1 przeanalizowano szereg
komplekséw  rutenu, zawierajacych w  sferze koordynacyjnej ligandy
N-heterocykliczne. Wykazujg one interesujace efekty przeciwnowotworowe
w modelach zwierzecych [37-40].

Wiele kompleksow Ru(Il) o dziataniu przeciwnowotworowym zostato
zsyntezowane z pochodnymi pirydyny, pirazyny, pirymidyny, 2,2'-bipirydyny, 4,4'-
bipirydyny, 1,10-fenantroliny i N-podstawionym tiosemikarbazydem. Badano
wplyw tych komplekséw na wzrost komorek mysiego nowotworu (Ehrlich
AscitesRak). Niektore kompleksy spowodowaty znaczne zmniejszenie objgtosci
guza. Leczenie kompleksami rutenu przedhuzyto dlugos¢ zycia myszy chorych na
nowotwor. Dzigki zastosowaniu zwigzkéw koordynacyjnych rutenu, zawierajagcych
w sferze kompleksowej chelatowe ligandy, nastapilo zahamowanie nowotworu oraz
poprawa warto$ci hemoglobiny, RBC i WBC. Wyniki sugeruja, ze kompleksy
rutenu(Il) wykazujg dziatanie przeciwnowotworowe. Wyniki réwniez pokazuja, ze
lek nie wptywa niekorzystnie na profile hematologiczne [38].

Zwigzek  kompleksowy  dichlorobis(2-fenyloazopirydyna)  rutenu(Il),
[Ru(azpy),Cl,], jest w trakcie badan nad jego potencjalng aktywnoscig
Przeciwnowotworowa. Wszystkie pochodne zwigzku dichlorobis(2-
fenyloazopirydyna) rutenu(Il) sa wysoce cytotoksyczne. Zwigzki takie jak
[Ru(azpy),(cbdca-0,0"], [Ru(azpy),(ox)] i [Ru(azpy),(mal)],  zostaty
zsyntetyzowane 1 w pelni scharakteryzowane pod katem wlasciwosci
fizykochemicznych. Cytotoksyczno§¢ tej serii rozpuszczalnych w wodzie
komplekséw bis(2-fenylopirydyny) zostata okre$lona w ludzkim nowotworze
jajnika A2780 i A2780, ktore byly odporne na dziatanie cisplatyny [38].

Wazny jest roéwniez nowo otrzymany kompleks przeciwnowotworowy
rutenu(Ill) zrans-tetrachlorobis(1H-indazol) rutenian(Ill), czyli KP1019 (Rys. 1).
Zwigzek ten przeszedt przez pierwszy etap badan klinicznych. Po podaniu
dozylnym KP1019 silnie wiaze si¢ z bialkami osocza, gtdéwnie z albuminami
i w mniejszym stopniu rowniez z transferrynami. Dokladny mechanizm dziatania
nie jest jeszcze w pelni wyjasniony. Waznym etapem tego mechanizmu jest wigza-
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nie do transferryny poprzez zajecie miejsca wigzania jonow zelaza(ll)
i transport do komorki przez transferryno-receptory. Komorki nowotworowe
posiadaja wysokie zapotrzebowanie na zelazo, co powoduje ekspresje duzej liczby
receptorow transferryny 1 kumulacje komplekséw rutenu(lll) w komérkach
nowotworowych. Wewnatrz komérki kationy rutenu(IIl) sa uwalniane z transferyny
i redukowane do kationu rutenu(II) [39].

ZT
rd

NH

Rysunek 1.  KP1019 — zwigzek kompleksowy trans-[tetrachlorobis(1H-indazolo)rutenian(11I)]
Figure 1. KP1019 — complex compound trans-[tetrachlorobis(1H-indazole)ruthenate(11I)]

W ostatnich latach zsyntezowano wiele nowych zwiazkéw kompleksowych
rutenu o dziataniu antynowotworowym np. organometaliczne kompleksy Ru(II)
zawierajgce  2,2’°-bis(4,5-dimetyloimidazol), ktore nie wykazujg dziatania
cytotoksycznego na komorki zdrowe linii BALB/3TC [41-46].

1.2. ZWIAZKI KOORDYNACYJNE RUTENU(II) I RUTENU(III)
Z DIMETYLOSULFOTLENKIEM

Pierwszymi kompleksami rutenu(Ill) zbadanymi pod katem ich dziatania
przeciwnowotworowego byly zwigzki chloro-amino-Ru(Ill), takie jak fac —
RuCl;3(NH3); i [cis-RuCl,(NH3)4]Cl oraz dwa izomery chloro-dimetylosulfotlenku-
Ru(Il), cis i trans—RuCl,(DMSO). Wykazano, ze dimetylosulfotlenek ma dobre
wlasciwosci przeciwnowotworowe, a przede wszystkim przeciwbolowe dla modeli
zwierzecych. Sposérdd lekow przeciwnowotworowych opartych na rutenie uwaza
si¢, ze kompleksy DMSO (dimetylosulfotlenek) maja wielki potencjat, poniewaz sa
bardzo selektywne wobec przerzutow oraz posiadajg bardzo niska toksycznosc.
Wigkszos¢ kompleksow Ru(Il) wykazuje duze powinowactwo do ligandow S-
donorowych. Z kolei zwiazki koordynacyjne Ru(Ill) przeciwnie, czyli nie wykazuja
powinowactwa do ligandéw S-donorowych, co sprzyja wigzaniu O- DDOR [37-40].

Na[trans-RuCly(DMSO)Im] jest kompleksem rutenu(Ill), ktéry charakteryzuje
si¢ wlasciwosdciami przeciwnowotworowymi. Kompleks ten jest zdolny do
zmniejszania wzrostu guza pierwotnego i przedluzania czasu przezycia chorego.
Posiada on lepsze wlasciwosci cytotoksyczne i w wigkszym stopniu zabija komorki
nowotworowe niz cisplatyna. Jego dziatanie polega na zmniejszaniu powstawania
przerzutow. Drzialanie antymetastatyczne czyli przeciwdziatanie przerzutom
nowotworu, zalezy od schematu leczenia i jest wigksze w przypadku podawanych
codziennie matych dawek niz w przypadku duzych dawek podawanych
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w  odstepach  czasowych.  Kompleks ten  wykazuje  wiasciwosci
przeciwnowotworowe Ww polaczeniu z innymi badanymi analogami, ale
w przeciwienstwie do wielu z nich jego jonowy charakter pozwala na lepsza
rozpuszczalno$¢ w wodnych rozpuszczalnikach, co ulatwia jego podawanie
pacjentom chorym na nowotwory [47].

Duzym odkryciem dotyczacym potaczenia rutenu z dimetylosulfotlenkiem
byto zsyntezowanie NAMI-A (Rys. 2). Lek ten selektywnie ogranicza tworzenie
i wzrost przerzutow nowotworéw ztosliwych. Proébowano pozna¢ doktadny
mechanizm dziatania tego zwigzku. Badania in vitro wykluczaty dziatanie podobne
do cisplatyny i wykazaty wplyw na proliferacje komorek. Jednak doktadny
mechanizm nie zostat do tej pory poznany. Oproécz zatrzymania cyklu
komérkowego, leczenie NAMI-A powoduje modyfikacje blony komorkowe;,
obnizong ekspresjc CD44 1 zmniejszong zdolno$¢ inwazji w komorkach
przerzutowych. NAMI-A przeszedt 1 fazg kliniczna. Po badaniu u pacjentow
wykazujacych dobre wyniki oceniono, ze NAMI-A jest nietoksyczny w szerokim
zakresie dawek, nie wykazujac efektow ubocznych. Trans-
tetrachloro(dimetylosulfotlenek)imidazolo-rutenian(IlI)  ulega  do$¢  szybko
hydrolizie, tworzac szereg potencjalnie aktywnych analogow. NAMI-A bierze
udziat w szeregu procesow hydrolitycznych, ktoérych charakter i szybko$¢ zaleza
w duzym stopniu od pH [37, 40].

H - H +
| S "\
7 o Ny N Y

Cl Cl
Rysunek 2. NAMI-A - zwiazek kompleksowy imidazoliowy-trans-tetrachloro(dimetylosulfotlenek)
imidazole-rutenian(III)
Figure 2. NAMI-A — imidazolium-trans-tetrachloro(dimethylsulfoxide)imidazoleruthenium(Il) complex
compound

Kompleksy typu [Ru(Il)CI,(DMSO),L] zostaly zsyntezowane jako proba
polaczenia potencjalnej aktywno$ci przeciwnowotworowej metali i wolnych
ligandéw. Ich dziatanie przeciwnowotworowe in vitro badano w modelach
komérkowych i kompleksy okazaty sie niecytotoksyczne dla guza w badanych
liniach komoérkowych, jak réwniez w warunkach tlenowych [38].

Na[trans-RuCly(DMSO)(PyrDiaz)] (PyrDiaz oznacza N'-(4-
izopropylofenyl)-Nz-(pirydyno-Z -ylmetylo)diazen-1,2-dikarboksamid) to
zsyntezowany kolejny zwigzek kompleksowy 0 wiasciwosciach
przeciwnowotworowych [48, 49]. Zwiagzek ten jest analogiem NAMI-A.
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2. ZWIAZKI KOORDYNACYJNE ZLOTA(D) I ZLOTA(II) JAKO
POTENCJALNE LEKI PRZECIWNOWOTWOROWE

Wsréd nowych lekow przeciwnowotworowych bazujacych na zwigzkach
kompleksowych duze zainteresowanie zyskaty zwiazki ztota. Spowodowane jest to
ich silnym dziataniem hamujacym wzrost komorek nowotworowych oraz inhibicja
enzymu reduktazy tioredoksyny (TrxR). TrxR jest istotny dla proliferacji tkanek
nowotworowych, a jego hamowanie zwigzane jest z wyzwalaniem efektow
antymitochondrialnych. Leki wykazujace opisany efekt to zwiazki kompleksowe
ztota(I), (II) lub (III) [50, 52].

Jednym z waznych przyktadow kompleksu ztota(I) jest auranofina (Rys. 3).
Jest to obojetny, liniowy kompleks fosfinowy ztota(l), ktory zawiera ligand
cukrowy. Struktura ta wykazuje duze wilasciwosci przeciwproliferacyjne, dlatego
zwiazek ten 1 jego analogi sa szeroko badane. Badania zaleznos$ci struktura-
aktywno$¢ auranofiny wykazaly, ze wazng rol¢ odgrywa ligand fosfinowy.
Zaobserwowano, ze indukcja apoptozy przez auranofine posredniczy w hamowaniu
cytosolicznych i mitochondrialnych form TrxR oraz towarzyszy temu wzrost
poziomu nadtlenku wodoru w komorkach. Auranofina powoduje zwigkszenie
stezenia utlenionej formy TrxR w komorkach 1 powstanie reaktywnych form tlenu,
ktére powoduja uszkodzenia DNA 1 apoptoze komorek. Zwigzek ten moze
oddzialywa¢ z kilkoma biatkami wewnatrzkomorkowymi powodujac proliferacje
i hamowanie szlakow sygnatowych w progresji nowotworu [50, 52].
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Rysunek 3. Auranofina
Figure 3. Auranofin
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Au-Naphth-1 (Rys. 4) to kolejny zwigzek zlota(l), ktory jest analogiem
trietylofosfiny, auranofiny oraz naftalimidu. Jako bioaktywny ligand wybrano grupg
naftalimidowa bazujagc na obiecujacych wynikach przedklinicznych lekow
zawierajagcych naftaimid. Au-Naphth-1 wykazywal inhibicje wzrostu komorek,
indukcje apoptozy oraz hamowanie TrxR. Badania spektrofotometryczne wykazaty,
ze zwigzek ten wigze si¢ kowalencyjnie z reszta cysteinowa powodujgc utrate
ligandu tionaftalimidowego. Ocena biodystrybucji wykazata, ze zwigzek ten jest
pobierany do przedzialdéw komodrek nowotworowych oraz ze transport ztota(I) do
jader zostat zwigkszony [50].

(cm
H,C Q PN
N // \: /s\ u/P CH;
H3C/N_\_N ! ﬁ

/ \

CH,4

0O —

Rysunek 4. Au-Naphth-1 — fosfinowy zwiazek kompleksowy ztota(I)
Figure 4. Au-Naphth-1- gold(I) phosphine complex compound

Wtasciwosci biologiczne zostaly ostatnio wykazane rdwniez dla kompleksow
ztota(I) zawierajacego w sferze koordynacyjnej ligandy fosfocyklopentadienowe.
Okazaly si¢ one by¢ silnymi inhibitorami TrxR oraz pokrewnymi w dziataniu do
reduktazy glutationowej. Zwigzek GoPi jest prawdopodobnie najsilniejszym jak
dotad inhibitorem reduktazy glutationowej. Cukrowy analog GoPi, w ktéorym
ligand chloru zostal zastapiony przez ugrupowanie weglanowodorowe auraofiny,
wykazywat lepsza stabilno$¢, hamowanie TrxR i wyzwalat dziatanie cytotoksyczne
w komorkach nowotworu piersi MCF-7 [50].

Duze nadzieje poktada si¢ rowniez w kompleksach ztota(I) z przytaczonymi
ligandami fosfinowymi. Gtéwnym zwiazkiem tej klasy jest [Au(dppe),]”. Jest to
tetraedryczny kompleks ztota(l), ktory wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworowa
oraz indukuje sieciowanie biatek oraz pekanie nici DNA w komorkach. Badania
fizykochemiczne wykazaty korelacje migdzy lipofilnoscia leku a wychwytem
komoérkowym 1 aktywnoscia. Zwigzek ten nalezy do grupy zdelokalizowanych
kationow lipofilowych (DLC), ktéore moga przejs¢ przez blony komoérkowe
i gromadzg si¢ w mitochondriach [50].
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Prowadzone sg réwniez badania nad karbenowymi kompleksami ztota(I). Jest
to seria kompleksow zlota(l) z N-heterocyklicznymi ligandami karbenowymi (Rys.
5). Przyktadami takich zwiazkow sa chlorek (1-butylo-3-metyloimidazolo-2-iliden)
ztota(I) oraz bis(1-butylo-3-metyloimidazolo-2-iliden) ztoto(I). Zwiazki te
w sktadaja si¢ z centralnie potozonego kationu ztota(I), skoordynowanego liniowo
N-heterocyklicznego ligandu karbenowego, jednego ligandu chlorkowego Iub
dwoch ligandow karbenowych. Oba zwigzki wykazuja silne wlasciwosci
cytotoksyczne przeciwko komoérkom nowotworu jajnika A2780R. Badania
wykazaty, ze kompleksy te sa wysoce stabilne w buforach o pH fizjologicznym.
Wykazano  réwniez, ze zwigzki te sg  obiecujgcymi  $rodkami
przeciwproliferacyjnymi. Wykazuja one silne dziatanie biologiczne poprzez
selektywng metylacje oraz uposledzenie kilku kluczowych biatek komorkowych

Vyﬁ

CH;

CI

Rysunek 5. Karbenowy kompleks ztota(I)
Figure 5. The carbene gold(I) complex

Jest rowniez wiele zwigzkow zlota(I), ktorych nie mozna przypisa¢ do zadnej
konkretnej grupy, ale rowniez wykazuja aktywnos$¢ przeciwnowotworowg. Niska
warto$¢ inhibicji enzyméw uzyskano dla zwigzku trifenylofosfiny zlota(I)
z ligandami sulfonylopropenianowymi dla komdrek nowotworowych szyjki
macicy. Wolne ligandy byty pozbawione tej aktywnosci. Kompleksy ztota(l) z 7-
kumaryng wykazaly lepsze efekty cytotoksyczne niz cisplatyna oraz dzialaly na
komérki na nig odporne. Podobne wyniki zaobserwowano réowniez dla pochodne;j
witaminy K3 t.j. [AuPtEt;(K5TSC)].

Obiecujacyg klasa lekow terapeutycznych sa kompleksy ztota(Ill), jednak ich
rozwdj jest utrudniony przez ich niska stabilno§¢ w warunkach fizjologicznych.
Badane sg kompleksy ztota(Ill) z ligandami N-donorowymi. Analizowane s3
réwniez kompleksy ztota(Ill) z ligandami O-, Cl-, S-, oraz C- donorowymi [50,
53].

Zwigzki ztota(Ill) z ligandami N-donorowymi stanowig najwickszg klasg
zwigzkow 1 wiele z nich wykazuje dzialanie terapeutyczne. Przyktadem moga by¢
dwa zwigzki chlorku ztota(Ill) z ligandami pirydyny. [AuCl;(Hpy)] i [AuClL(py)]
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wykazuja wysoka aktywno$¢ cytotoksyczna wzgledem komoérek nowotworowych
jajnika. Oba kompleksy wiazg si¢ z DNA 1 sg stosunkowo trwale
w rozpuszczalnikach organicznych. Roéwniez kompleksy Au-azpy, zawierajace
bidentny ligand, wykazywaty obiecujaca cytotoksycznos¢ w stosunku do komorek
odpornych na cisplatyne. Zwiazki ztota(Ill) z ligandami bedacymi pochodnymi
amidrazonu wykazywaly wysoka cytotoksycznos¢. Zwiazki te wykazywaly
hamujace dziatanie w nowotworze okreznicy, zwiazkéw dwujadrowych, ktore
zawieraly wspolng czgs¢ t.j. [Au,O;] i bidentne ligandy bispirydylowe oraz dla
tetra-aryloporfiryn ztota(Ill), ktoére posrednicza w szlakach apoptycznych. Jest
jeszcze Bamet-Al, ktory reprezentuje biokoniugat ztota(Ill) z kwasem zotciowym.
Zwiazek ten wykazywatl dziatanie antyproliferacyjne w réznych liniach komorek
nowotworowych [54].

Sposréd zwigzkow kompleksowych zlota(Ill) z ligandami S-donorowymi na
szczegolng uwage zastuguja potaczenia ztota(Ill) z ditiokarbaminianami. Wykazuja
one bardzo dobre efekty cytotoksyczne oraz sg aktywowane w komorkach
opornych na cisplatyng indukujac w nich apoptozg. Sg stabilne w warunkach
fizjologicznych, latwo wigza si¢ z DNA oraz hamuja syntezg¢ DNA i1 RNA.
Eksperymenty na krwinkach czerwonych wykazaty, ze posiadajg one wlasciwosci
hemolityczne, ktore znaczaco przyczyniajg si¢ do bioaktywnos$ci tych zwigzkow.
Aktywno$¢  przeciwnowotworowa potwierdzono réwniez dla  zwigzkow
[(ESDT)AuBr;] oraz dla soli ziota(Ill): KAuCly; i KAuBr,, W przypadku
stosowania [(ESDT)AuBr,] potwierdzono hamowanie aktywnosci proteasomu 20S
1 26S w komorkach raka piersi, natomiast sole ztota(Ill) wykazywaty stabsza
aktywnos¢ 1 selektywnosé [54].

Istniejg rowniez potaczenia zloto(Ill)-wegiel. Badano serie kompleksow
2-fenylopirydyny ztota(Ill) o ogdlnym wzorze [Au(ppy)(SCN)(NCS)] i okazaly si¢
mie¢ lepszg aktywno$¢ przeciwnowotworowa niz cisplatyna. Kompleksy ztota(III)
z ligandami 2[(dimetyloamino)metyl|fenylowymi rowniez byly aktywne
przeciwnowotworowo zaréwno w badaniach in vitro jak i in vivo. Bardziej
szczegotowe badania nad [Au(acetato),(damp)]| wykazaly, ze zwigzek ten nie
powoduje krzyzowania migdzy niciami DNA i indukuje zmiany cyklu
komorkowego [54].

Wsréd zwigzkéw kompleksowych ztota(I) wyrdznia sie N-heterocykliczne
karbenowe zwiazki kompleksowe o wiasciwosciach cytotoksycznych wobec
zdrowych jak i nowotworowych komorek phuc i trzustki [55-61].
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2. WANADYLOWE ZWIAZKI KOORDYNACYJNE
O WLASCIWOSCIACH HIPOGLIKEMICZNYCH

Przeprowadzono seri¢ badan nad chemig zwigzkéw koordynacyjnych wanadu
i na ich podstawie wyciagnicto wnioski, ze wykazuja one wlasciwosci
insulinomimetyczne oraz hipoglikemiczne. Zwiazki te zwigkszaja aktywnosc¢
insulinopodobnego receptora, stymuluja syntez¢ glikogenu, zwiekszaja liczbe
transporteréw GLUT-4 w blonie komodrkowej oraz ostabiajg glukoneogenezg.
Oprécz wptywu na metabolizm cukru, odpowiadajg tez za zwigkszenie syntezy
kwasow thuszczowych, zmniejszajac stezenie glukozy we krwi [62].

Testy kliniczne wykazaty, ze zwigzki wanadu mozna stosowac jako leki
przeciwcukrzycowe o niskiej toksycznosci. Jednak zakres stezen terapeutycznych
jest bardzo waski, wystarczy kilka mikromoli zwigzku, aby spowodowa¢ apoptoze,
martwicg i stany zapalne zdrowych komorek [62].

Zwigzkami wanadu glownie wykorzystywanymi do tworzenia potencjalnych
lekow sg zwigzki nieorganiczne takie jak wanadany(V), kation wanadylowy(IV),
tlenek wanadu(V) oraz szereg zwigzkow wanadu zawierajacych ligandy organiczne
[62].

Wiekszoé¢ komoérek zawiera receptory insuliny wbudowane w ich membrany.
IR jest to biatko transblonowe kinazy tyrozynowej z dwoma podjednostkami
wystawionymi na zewnatrz komorki 1 zanurzonymi w cytozolu. Kiedy insulina
dostaje si¢ do podjednostek, reszty tyrozynowe, podjednostki wewnatrzkomorkowej
IR, ulegaja fosforylacji, co odpowiada aktywacji IR. W ten sposob inicjowana jest
biochemiczna kaskada sygnalizujaca insuling, ktéra obejmuje kilka zdarzefn post-
receptorowych, konczac na aktywacji transportera glukozy (GLUT4). Tak wiec
fosforylacjia IR powoduje fosforylacje substratow IR, IRS oraz biatek
wewnatrzkomoérkowych zawierajacych reszty tyrozyny. Aktywacja IRS z kolei
inicjuje kaskad¢ sygnalizacyjna, w trakcie ktorej kinazy takie jak kinaza 3-
fosfatydyloinozytolu (PI3K), kinaza biatkowa B (PKB / Akt) i kinaza syntezy
glikogenu-3 (GSK3) s3 aktywowane. PKB, ktore wiaza aniony fosforanowe(V)
przez reszty Tyr lub Ser, a nastgpnie sg celowane w GLUT4, transporter glukozy,
ktory jest przenoszony na powierzchni¢ komorki i pobiera glukoze [62-64].

W przypadku braku insuliny lub w przypadku nieodpowiedniej ilosci insuliny
w organizmie, IR przeciwdziala biatkowa fosfataza tyrozynowa (PTP-1B).
W rezultacie sygnalizacja zatamuje si¢. Zwigzki wanadu wigza si¢ z miejscem
aktywnym, w PTP-1B i w konsekwencji dezaktywuja go, utrzymujgc aktywnosé
$ciezek przekazywania sygnalow wychwytu dla glukozy [62-64].

Kluczowym  zwigzkiem, ktory posiada takie  wlasciwosci  jest
bis(maltolo)oksywanad(IV) czyli BMOV (Rys. 6) oraz jego pochodne. Podobnie
jak inne zwiazki jest on kompetycyjnym inhibitorem fosfatazy, ktory glownie
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powoduje hamowanie fosfatazy w komorkach oraz wzmacnia autofosforylacje
receptorow insuliny. Badania wykazaly, ze jego aktywnym sktadnikiem jest (VO),.
Po podaniu tego kompleksu, ligand maltolowy oddziela si¢ od jonu metalu, a
bialka transportowe, takie jak transferryna, rozprowadzaja pierwiastek
wewnatrzkomorkowo [63].

CH,
(0) Q (o)
I TN 8 N N
V.
X \o/\o O
CH,

Rysunek 6. BMOV — zwigzek kompleksowy bis(maltolato)oksowanadu(IV)
Figure 6. BMOV - bis(maltolato)oxovanadium(IV) complex compound

Aktywno$¢ taka zostala rowniez potwierdzona dla kompleksu VO(dph),.
Kompleks ten hamujg PTP-B1 i aktywuja kinaze 3-fosfatydyloinozytolu poprzez
wzmocnienie fosforylacji tyrozynowej IR 1 IRS [63].

Zwiazki koordynacyjne wanadu moga mie¢ zastosowanie rowniez jako
nos$niki, ktore w potgczeniu z organicznymi ligandami utatwiajg wnikanie do ciata.
Przy niskim lub wysokim pH moze doj$¢ do utraty jednego Ilub wszystkich
ligandéw no$nikowych i przeksztatcenia zwigzku w inne odrgbne kompleksy lub
zwigzki nieorganiczne. Ligandy nos$nikowe maja duzy wpltyw na skuteczno$é
zwigzku poprzez okre$lenie resorpcji, transportu i stabilno$ci kompleksu, a tym
samym dostepnosci biologicznej. Zwiazki te s3 wyjatkowo nietrwale,
prawdopodobnie ulegaja hydrolizie [62-64].

Wanad tworzy réwniez sole nieorganiczne, w ktorych wystepuje na stopniu
utlenienia +IV 1 +V. Najwazniejszym zwigzkiem nieorganicznym wanadu na
stopniu utlenienia +IV jest kation wanadylowy(IV). Wanad na stopniu utlenienia
+V tworzy wanadany, w tym np. ortowanadan sodu (Rys. 7). Sole nieorganiczne
moga dziataé poprzez inhibicje PTP-1B, jednak ich dziatania sa slabsze
w porownaniu do zwiazkow zawierajacych ligandy organiczne. Badania sugeruja,
ze lepsze dziatanie zwiazkéw wanado-organicznych w poréwnaniu ze zwigzkami
nieorganicznymi wynika z wigkszej biodostepnosci tych zwigzkow [65].

Najwczesniej udokumentowanym dzialaniem nieorganicznych soli wanadu jest
dzialanie ortowanadanu sodu (Na;VOy), ktore zostato opublikowane 22 lata przed
odkryciem insuliny. Zauwazono wtedy, ze doustne podanie wanadanu sodu
zmniejszylo glukozuri¢ u 2 na 3 chorych na cukrzyce pacjentow. Jednak dziatanie
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to zostato dlugo niezauwazone. Dopiero w pozniejszym czasie wykazano, ze kilka
nieorganicznych zwigzkoéw wanadu podobnych do insuliny stymulowato transport
glukozy, zwiekszylo synteze glikogenu w szczurzej przeponie i hepatocytach oraz
zahamowato glukoneogenezg w komorkach jego watroby. Przeprowadzono szereg
badan, ktoére ujawniaja dziatanie insulinomimetyczne nieorganicznych zwigzkow
wanadu [65].
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Rysunek 7. Zwiazki wanadu a) kation wanadylu b) wanadan sodu c) ortowanadan
Figure 7. Vanadium compounds a) vanadyl cation b) sodium vanadate c) orthovanadate

Kolejne badania dowiodly, zZe interakcje zwiazkéw zawierajacych kation
wanadylowy(IV) z komoérkowymi procesami redoks sg wazne w leczeniu
cukrzycy. Kompleksy te powoduja wzrost ROS i RNS. Zatem ROS wytwarzany
dodatkowo lub alternatywne przez [VO(OH);] lub H,VO4 moze by¢ réwniez
odpowiedzialny za hamowanie PTP-1B przez utleniajace dziatanie na obecna
w tym zwigzku cysteing. Zasugerowano rowniez, ze stabilno$¢ zwigzku i zdolno$é
do interakcji z komoérkowymi reakcjami redoks sa bardzo waznymi aspektami
dziatania wzmacniajacego insuling wywieranego przez zwigzki wanadu [62].

Na ludziach przetestowano juz wiele roznych zwigzkéw wanadu, zarowno
organicznych jak i nieorganicznych. Glowna wada wigkszosci z nich bylo
podraznienie zotgdkowo-jelitowe. Dlatego celem badan bylo zsyntezowanie
nowych zwigzkow wanadu w celu poprawy wchianiania, a tym samym
zmniejszenia wymaganej dawki oraz zlagodzenia podraznien zotadka. Niestety
wada zwigzkow wanadu jest rowniez ich toksyczno$é. Terapeutyczne dziatanie
tych zwigzkow jest bardzo waskie. W matych ilo$ciach siarczan(VI) wanadylu jest
cytotoksyczny i hamuje proliferacje komorek, jednak w wigkszym stezeniu zwigzki
wanadu moga sprzyja¢ zwigkszeniu aktywnosci cPLA, a nastgpnie syntezie PGE.
To pokazuje, ze zwiazki wanadu jako $rodki terapeutyczne nalezy stosowa¢ z duza
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doza ostroznosci [62-65]. Zwiazki kompleksowe wanadu(V) z ligandami
hydrazonowymi, a takze z zasadami Schiffa posiadaja wlasciwosci zblizone do
insuliny [66-72]. Wtasciwosci te zostaly potwierdzone badaniami na komorkach
migéniowych linii C,Cy5.

4. ZWIAZKI CHROMU(II) JAKO POTENCJLANE
INSULINOMIMETYKI STOSOWANE W LECZENIU CUKRZYCY

Wykazano, ze chrom w stanie trojwartosciowym odgrywa kluczowg role
w metabolizmie weglowodanéw poprzez poprawe sygnalizacji insuliny. W tej
postaci jest on rowniez najstabilniejszg formg chromu. Chrom poprawia poziom
glukozy u o0so6b chorujacych na hipoglikemi¢ lub hiperglikemi¢. Chrom jest
pierwiastkiem, ktory jest niezbedny w diecie i zalecane jest jego codzienne
spozycie. Chrom jest rowniez sktadnikiem czynnika tolerancji glukozy. To wiasnie
dzieki temu czynnikowi przy udziale anionu wodorosiarczkowego poprawiane jest
wigzanie insuliny z jej receptorami. Dokladny mechanizm dziatania chromu na
insuling nie jest do konca poznany. Poczatkowo zaobserwowano, ze podanie
chromu powoduje obnizenie poziomu glukozy we krwi. Suplementacja zwigzkami
chromu zwigksza rowniez wiazanie insuliny z krwinkami czerwonymi. Wynika to
przede wszystkim ze zwigkszonej liczby receptorow insuliny. Dzigki
przeprowadzonym badaniom stwierdzono, ze mechanizm wptywu chromu na
dziatanie insuliny moze by¢ zwigzany réwniez z obnizeniem st¢zenia fosfatazy
tyrozynowej, ktéra przez defosforylacje reszt tyrozynowych dezaktywuje biatka
kaskady pobudzenia receptora insulinowego, wygaszajac dzialanie insuliny [73-79].

Czynnik tolerancji glukozy jest to naturalnie wystepujacy w organizmie
sktadnik diety wymagany do utrzymania fizjologicznej tolerancji glukozy.
Niedobor GTF charakteryzuje si¢ opdznionym usuwaniem glukozy z krwiobiegu.
GTF mozna frakcjonowaé metodami fizycznymi i chemicznymi z naturalnych
materiatow zrodtowych. Wykazuje wyraznie wiasciwosci kationowe. Chrom(III)
zostat zidentyfikowany jako jego sktadnik aktywny. Silng aktywnos¢ tego czynnika
uzyskano dzicki kombinacjom kilku pierwiastkow, ktorych wspdlnym
mianownikiem byt kation chromu(III) [74, 76].

W ustroju chrom wystgpuje w postaci niskoczgsteczkowej substancji wigzacej
LMWCr nazywanej chromoduling. Substancja ta powoduje podniesienie poziomu
insuliny.  Apochromodulina jest forma biatka bez przytaczonego chromu,
magazynowana jest w komorkach wrazliwych na insuling. Chrom po wniknigciu
do wnetrza komérki taczy sie z apochromodulina i tworzy forme aktywng
homochromoduling. Aktywna forma 1lgczy si¢ z receptorami insulinowymi
i wzmaga aktywno$¢ kinazy tyrozynowej, ktora powoduje nasilenie intensywnosci
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sygnalu insulinowego. Po obnizeniu poziomu insuliny chromodulina zostaje
usunigta z komorki oraz wydalona z organizmu przez nerki [74].

Inny mechanizm dziatania chromu zostat przedstawiony przez Cheng’a i jego
wspotpracownikéw. Zbadali oni, ze pod wplywem chromu zwicksza si¢ zalezna
od insuliny translokacja transporteréw glukozy. Probowano znalez¢ punkt uchwytu
chromu, w ktorym aktywuje wigzanie insuliny i receptora insulinowego. Do tej
pory odkryto dwa takie miejsca: szlak sygnalu insulinowego-IR oraz serynowo-
treoninowa kinaza biatkowa [74].

Z kolei pikolinian chromu(Ill) stat si¢ sktadnikiem odzywczym stosowanym
w zapobieganiu wysokiemu poziomowi cukru we krwi. Jednak wykazano, ze ligand
pikolinianowy moze powodowaé dzialania niepozadane, takie jak wady
morfologiczne Iub mutacje DNA poprzez tworzenie hydroksylo-rodnikow
w obecnosci reduktoréw biologicznych. Pomimo tych skutkéw ubocznych nadal
uwaza si¢ pikolinian chromu(Ill) za jeden z najlepszych zwigzkéw chromu
wykazujacy wilasciwosci insulinomimetyczne. Amerykanski urzad do spraw
zywno$ci (FDA) Dbadal zwigzek miedzy chromem a opornoscig na insuling
i chorobami sercowo-naczyniowymi, cukrzyca typu 2 1 innymi warunkami
zwigzanymi z wysokim poziomem glukozy. FDA wydat oS§wiadczenie, w ktorym
stwierdzono ,Jedno z matych badan sugeruje, ze pikolinian chromu(lll) moze
zmniejszy¢ ryzyko cukrzycy typu 2. FDA stwierdza, ze istnienie takiego zwigzku
miedzy pikolinianem chromu(Ill) a insulinoopornoscig lub cukrzycq typu 2 jest
wysoce niepewne”. Podczas tego badania nie stwierdzono wplywu suplementu na
mas¢ ciata lub rozktad tkanki tluszczowej, zaobserwowano jednak znaczny wzrost
wrazliwos$ci na insuling [73]. W tych samych badaniach stwierdzono rowniez, ze
kompleksy chromu(Ill) maja korzystny wplyw na osoby ze zmienionym
metabolizmem glukozy 1 lipidow. Jednak w poréwnaniu z leczeniem insuling lub
obecnymi lekami przeciwcukrzycowymi wptyw kompleksow chromu(Ill) bytby
niewielki. Suplementacja Cr mogtaby zatem potencjalnie odgrywaé role taniego
leczenia, pozwalajacego na stosowanie nizszych dawek lekow dostgpnych obecnie
(ktore moga mie¢ potencjalnie powazne skutki uboczne) lub leczy¢ pacjentéw na
wcezesnych etapach cukrzycy typu 2, aby opdzni¢ poczatek choroby [73, 74, 79].

Zsyntezowano roéwniez oraz zbadano kilka kompleksow chromu(Ill)
z ligandem 1-hydroksy-2-pirydyno-6-karboksylanowym. Stosunek molowy metalu
do ligandu w tym zwigzku wynosi 1:3. Dane spektroskopowe powstalego
kompleksu wykazaly, ze ligand anion 1-hydroksy-2-pirydyno-6-karboksylanowy
chelatowal jon chromu(Ill) poprzez atomy tlenu z grupy karboksylowej oraz
hydroksylowej. Utworzony zwiagzek kompleksowy posiada liczb¢ koordynacyjna 6.
Ponadto, w oparciu o wstgpne wyniki, kompleks chromu(lll) wykazywat
wiasciwosci nasladujace insuling. Aby poznaé warto$¢ terapeutyczng kompleksu,
nalezy zbada¢ stgzenie glukozy we krwi, a takze toksyczno$é [78].
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Przeprowadzono réwniez eksperyment w celu zbadania wtasciwosci insulino-
mimetycznych chromianu(VI) sodu (Na,CrO,). Badania te zostaty przeprowadzone
na muszkach owocowych z gatunku Drosophila melanogaster. Suplementacja
pokarmowa chromianem(VI) sodu w wysokich stezeniach op6znita rozwdj larw
i zmniejszyta procent larw, ktdre si¢ zaszczepily, co wskazywato na stosunkowo
niska toksyczno$¢. Suplement obniza poziom glukozy w hemolimfie muchy.
Zmianom w metabolizmie weglowodanéw narazonych na dzialanie anionow
chromianowych(VI) towarzyszyl takze wzrost calkowitego poziomu lipidow
1 stezenia czeSci triacyloglicerydow wsrod wszystkich lipidow. To badanie
pokazuje, ze u muszek owocowych chromian(VI) sodu w diecie obniza poziom
glukozy w hemolimfie, co jest zwigzane ze zwigkszonymi pulami rezerwowych
weglowodandow. Zmianom tym towarzyszyl wzrost calkowitego poziomu lipidow
1 triacyloglicerydow u much obu pici. Na podstawie uzyskanych wynikoéw
stwierdzono, ze anion chromianowy(VI) wykazuje wlasciwosci podobne do kationu
chromu(Ill) i w niewielkim stopniu nasladuje dziatanie insuliny. Jest to
prawdopodobnie spowodowane redukcja anionu chromianowego(VI) do kationu
chromu(Ill). Pomimo wyzszej toksycznosci szeSciowartosciowego chromu
w poréwnaniu z tréjwartoSciowym chromem, chrom sze$ciowartoSciowy moze
fatwiej przenika¢ do komoérek. W zwigzku z tym, zastosowanie
szeSciowarto§ciowego chromu zamiast trojwartosciowego chromu moze pozwolié
badaczowi znacznie zmniejszy¢ dawki chromu potrzebne do uzyskania pozgdanych
efektow biologicznych [77].

Zwigzki kompleksowe chromu(Ill) z metamorfing jako ligandem obnizaja
poziom glukozy we krwi [80, 81]. Badania z wykorzystaniem tych zwigzkow
zostaly przeprowadzone na szczurach chorych na cukrzyce. Dodatkowo
wspomniane zwigzki kompleksowe posiadajg wlasciwosci antyoksydacyjne.

5. ZWIAZKI KOORDYNACYJNE BIZMUTU(II) STOSOWANE
W TERAPII PRZECIWWRZODOWEJ

Zwiazki bizmutu s3 szeroko stosowane w medycynie i obecnie
opracowywanych jest coraz wigcej lekow zawierajacych bizmut. Chociaz od dawna
wiadomo, ze kompleksy bizmutu wykazuja dzialanie przeciwbakteryjne
i przeciwwrzodowe, struktury kilku z nich zostaty dopiero niedawno okreslone.
Kompleksy bizmutu szeroko stosuje si¢ w leczeniu wrzodow trawiennych i zakazen
Helicobacter pylori. Sugerowano, ze hamowanie enzyméw odgrywa wazng role
w przeciwbakteryjnej aktywnoS$ci bizmutu wobec tej bakterii [82, 83].

Istotng bakterig, ktora wzmaga choroby wrzodowe jest Helicobacter pylori.
Bakteria ta zostala odkryta okoto 100 lat temu przez niemieckich patologow.
Obecno$¢ tej bakterii w blonie §luzowej zotadka jest zwigzana z przewleklym
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czynnym zapaleniem btony Sluzowej zotadka i jest powiazana z ci¢zszymi stanami
blony §luzowej zoladka, w tym =zanikiem zotadka, wrzodem trawiennym,
chtoniakiem tkanki limfatycznej zwigzanym  z blona S$luzowa, a nawet
nowotworem zoladka. Produkuje multisubunit oraz enzym — ureaz¢ zawierajacy
jony niklu(Il) w centrum aktywnym. Enzym ten katalizuje hydrolize mocznika
z wytworzeniem amoniaku i tlenku wegla(IV). Powszechnie uwaza si¢, ze amoniak
wytwarzany z mocznika w zotadku katalizowany przez ureaz¢ powoduje powazne
dzialanie cytotoksyczne na komorki nablonka zotadka, neutralizuje mikro-
i makrootoczenia bakterii, a zatem pomaga przetrwaé bakterii kwasowe warunki
swiatta Zotadka i1 blony S$luzowej. Innym waznym enzymem w H. pylori jest
katalaza, ktorej grupe prostetyczng stanowi hemina. Chroni ona H. pylori przed
zniszczeniem przez neutrofile, bedace czgscig naturalnego systemu obronnego
(immunologicznego) organizmu [84, 85].

Pelna sekwencja genomu H. pylori powinna utatwi¢ zrozumienie mechanizmu
dzialania bizmutu i moze stanowi¢ podstawg do opracowania nowych lekdéw
przeciwwrzodowych zawierajacych bizmut [86].

Jednym z najczgséciej stosowanych zwigzkow bizmutu(Ill) jest subsalicylan
bizmutu(III) (BSS) (Rys. 8). Jest on jednym z kilku zwigzkéw bizmutu regularnie
stosowanych w leczeniu réznych dolegliwosci zotadkowo-jelitowych, w tym
wrzodow dwunastnicy i trawienia. W polaczeniu z antybiotykami takimi jak
tetracyklina, klarytromycyna i amoksycylina, BSS okazat si¢ skuteczny w leczeniu
i zwalczaniu bakterii Helicobacter pylori. Pierwszym krokiem okreSlenia jego
struktury i zbadania wilasciwosci byty proby modelowania struktur BSS poprzez
tworzenie 1 wyjasnianie strukturalne réznych karboksylanow  bizmutu.
Najwazniejsze z nich to trojpodstawiony salicylan bizmutu(Ill) [Bi(Hsal)s]
Lsuwieziony” przez chelatowanie amin i kompleksy tiosalicylanu bizmutu(IIl). Te
modelowe zwigzki nie dotycza jednak ,,sub” czeSci subsalicylanu, ktora, jak sama
nazwa wskazuje, wymaga czeSciowej hydrolizy gatunkow Bil; i jednoczesnego
tworzenia wodorotlenku / tlenku, co powoduje typowg nierozpuszczalnos¢ tych
zwigzkoéw. Proces hydrolizy lub czeSciowej neutralizacji nie jest tatwo
kontrolowany w heterogenicznych warunkach BSS, jako preparat farmaceutyczny,
rodzi interesujace pytania dotyczace sktadu i struktury. Jego wysoki stopien
nierozpuszczalno$ci sprawil, ze ostateczne okreslenie jego natury jest niezwykle
trudne [82, 86].
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Rysunek 8.  Subsalicylan bizmutu
Figure 8. Bismuth subsalicylate

Zwigzkiem, ktory jest klinicznie stosowany jako lek przeciwwrzodowy, jest
podcytrynian bizmutu(Ill) (CBS). Jest to wazny biologicznie ligand, obecny
w osoczu krwi i tworzacy silne kompleksy z jonami metali. Jego najwazniejszymi
cechami sg niskie wartosci pKa jego grup karboksylowych. Dzieki temu
w biologicznym pH wystepuje jako trianion i posiada zdolno$¢ do deprotonowania
grupy hydroksylowej, co powoduje powstanie bardzo silnych wigzan migdzy jonem
metalem a alkoholanem. Poprzez zmian¢ pH odkryto stosunek pomi¢dzy anionem
cytrynianowym a kationem bizmutu(Ill) oraz odkryto jego dziewig¢¢ rdéznych
adduktow. Wiekszoé¢ z nich zawiera stabilng jednostke dinuklearna [Bi(cith)Bi]*
z dodatkowymi ligandami 02', OH 1 H,O [82, 83].

Niedawno odkrytym lekiem przeciwwrzodowym jest cytrynian bizmutawy
ranitydyny czyli RBC. Jest to dobrze rozpuszczalny w wodzie zwigzek o pH ok.
4,6, wysoce aktywny przeciwko H.pylori. Wyglada na to, ze ranitydyna
oddzialywuje z polimerycznymi formami cytrynianu bizmutu(Ill) za
posrednictwem grupy aminowej, dla ktorej pK wzrasta z 8,64 do 8,90. Podstawowa
funkcjg aminy wydaje si¢ by¢ deprotonowanie cytrynianowej grupy hydroksylowej,
co pozwala na utworzenie szesciocztonowego pierscienia chelatowego [82, 84].

Badania dowodza réwniez, ze kompleksowanie bizmutu z aktywnymi
ligandami moze znacznie zwigkszy¢ skuteczno$¢ przeciwko H. pylori, np.
tiosemikarbazony wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne. Niedawno
zsyntetyzowano szereg komplekséw bizmutu z tiosemikarbazonami i pochodnymi
estru metylowego kwasu ditiokarbazonowego jako ligandow. Jony Bi(Ill)
koordynuja z tymi ligandami taczac si¢ poprzez dwa, trzy lub pig¢ atomow.
Kompleksy te przetestowano na dziesigciu szczepach H. pylori 1 wykazaty
aktywnos$¢ podobna do klinicznie stosowanych zwigzkéw bizmutu [82, 87, 88].

Pektyna  koloidalna  bizmutowa (CBP) jest nowym  $rodkiem
przeciwwrzodowym bizmutu wyprodukowanym w Chinach, ktéry zostat
zatwierdzony do stosowania klinicznego kilka lat temu. Jest to kompleks bizmutu
z kwasem poligalaturonowym i jest rozpuszczalny w wodzie. Wstepne badania
wykazaty, ze CBP miat wtasciwosci zwalczajace H. pylori i CBP z amoksycyling
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i metronidazolem. Byt w stanie zabi¢ H. pylori w ponad 80% przypadkow [87].
Transferyna zostata przedstawiona jako jeden ze sktadnikéw osocza krwi,
z ktérym wiaze si¢ jon Bi(Ill). Moze on odgrywa¢ podwojna rolg w farmakologii
bizmutu, tzn. przy bardzo niskich poziomach Bi(Ill) wigzanie bizmutu z transferyng
jest prawdopodobnie procesem detoksykacji, ktory zapobiega interakcji Bi(III)
z innymi biomolekutami. Jesli jednak poziom bizmutu we krwi lub osoczu jest zbyt
wysoki, czgs¢ jondw Bi(Ill) transportowana przez transferyng moze przejs¢ do
innych tkanek lub narzadow, takich jak moézg, powodujac dziatania niepozadane.
Niemniej jednak skutki toksycznego dziatania bizmutu sa odwracalne, a pacjenci
zainfekowani bizmutem wracaja do zdrowia po zawieszeniu leku lub po
odpowiednim leczeniu [87]. Zwiazki kompleksowe bizmutu nalezace do zwigzkow
metaloorganicznych posiadajg wlasciwos$ci przeciwwrzodowe [89, 90].

6. ZWIAZKI KOORDYNACYJNE TECHNETU
JAKO RADIOFARMACEUTYKI

Technet jest pierwiastkiem w ostatnim czasie szeroko wykorzystywanym
w medycynie nuklearnej do scyntygrafii, tomografii emisyjnej, opisOW
morfologicznych oraz testow funkcjonalno$ci narzadow. Ponad 80%
radiofarmaceutykow obecnie stosowanych kliniczne jest oznaczanych jako nuklidy
#MTe. Jego whasciwosci jadrowe sa prawie optymalne pod wzgledem narazenia
pacjenta na niskie promieniowanie 1 skutecznego wykrywania emitowanych
kwantow. Radiofarmaceutyki sa stosowane w bardzo niskich stezeniach i maja brak
zamierzonego efektu farmakologicznego. Celem zastosowania diagnostycznego jest
szczegbdtowy opis struktury morfologicznej narzadéw, a w szczegdlnosci badanie
ich funkc;ji fizjologicznej poprzez nagromadzenie radionuklidu, ktérego emitowane
promieniowanie pozwala na tomograficzne obrazowanie in vivo narzadéw [91-93].

Nuklid technetu syntezowany jest poprzez rozpad ,,Mo0”. Zwigzek ten mozna
otrzyma¢ poprzez napromieniowanie naturalnego molibdenu lub molibdenu-98
wzbogaconego neutronami w termicznym reaktorze jadrowym. Zwigzkami, ktore
sg stosowane w otrzymywaniu tego nuklidu sg tlenek molibdenu(VI),
molibdenian(VI) amonu lub metaliczny molibden. Ten tak zwany molibden-99 jest
otrzymywany w wysokiej czystosci nuklidowej. Mozna rowniez uzyska¢ molibden

. . , . .. 235
o wyzszej aktywnos$ci przez rozszczepienie

d 99m

U za pomoca neutronow
termicznych. Nukli Tc jest oddzielany od *’Mo gléwnie za pomoca kolumny
chromatograficznej i tylko w szczeg6lnych przypadkach w procesach sublimacji lub
ekstrakcji  rozpuszczalnikiem. Obecnie tlenek glinu o wlasciwosciach
anionowymiennych jest stosowany jako materiat do wypetnienia kolumn. ,,Mo” jest

zwigzany na gérnym koncu kolumny, podczas gdy *™Tc mozna po prostu eluowag,
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jako ujemnie natadowany, roztworem chlorku sodu zregenerowany na kolumnie
generatora przez rozpad [92].

Technet jest pierwiastkiem grupy VII przyjmujacym stopnie utlenienia od
I do VII. Kompleksy technetu(l, III, V) z r6znymi ligandami chelatujacymi znajduja
roznorodne zastosowanie w medycynie. *"Tc wstrzykiwany do organizmu,
w zaleznos$ci od jego formy chemicznej i struktury molekularnej, koncentruje si¢
w badanym narzadzie i emituje kwant, ktéry umozliwia obrazowanie narzadu za
pomoca plaskich proceséw scyntygraficznych lub emisyjnych. Obrazowanie
przestrzennego rozkltadu radionuklidu w narzadzie odbywa si¢ poprzez
zogniskowanie  kamery gamma na  odcinkach lub  ptaszczyznach.
W zrekonstruowanych warstwach mozliwa do wuzyskania rozdzielczo$¢
w dostepnych warunkach pomiarowych wynosi okoto 7 mm. Rozdzielczo$¢ jest
szczegolnie zalezna od kolimatora i odleglosci miedzy kolimatorem a obiektem
[92].

Pierwszym radiofarmaceutykiem technetu catkowicie scharakteryzowanym
jest ™Tc-d,1-HM-PAO pod katem whasciwosci fizykochemicznych i zastosowania.
Kompleks ten zostal zatwierdzony jako $rodek do oceny udaru moézgu.
Opracowanie tego $rodka bylo oparte na pracy Troutnera. Stwierdzit on, ze ten
neutralny lipofilowy zwiazek koordynacyjny jest w stanie przekroczy¢
nienaruszong bariere krew-mozg (BBB) i by¢ pobierany przez mézg w badaniach
biodystrybucji u szczurow. Nie tylko dyfunduje przez nienaruszony BBB i jest
pobierany przez mézg, ale takze dyfunduje z mézgu z krétkim okresem pottrwania
[93].

Prébujac opracowaé kompleks Tc(V), ktory nie tylko bylby wchianiany przez
moézg, ale takze bylby zatrzymywany przez mozg wystarczajagco dhugo, aby
umozliwi¢ obrazowanie, odkryto zwigzek TcO (d, 1-HM-PAO) (Rys. 9). Jest on
sprzedawany jako $rodek do obrazowania nerek. Po wstrzyknigciu dozylnym
monitoruje si¢ jego przejscie przez nerki w celu oceny czynnosci nerek. Ten
znacznik jest szybko wydalany gloéwnie przez aktywne wydzielanie kanalikowe.
TcOMAG3-merkaptoacetyloglicyloglicyloglicynatooksotechnet(V), zostal opra-
cowany przez Fritzberga jako $rodek nerkowy. Ten konkretny kompleks wykazuje
dobre wlasciwosci in vivo, w przeciwienstwie do wezesniejszych kompleksow, nie
ma z nim zadnych probleméw zwigzanych z izomerem [93].
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N CH;

Rysunek 9.  TcO (d, 1-HM-PAO) — zwiazek kompleksowy [[(3RS, 3'RS)-3,3 '-[(2,2-dimetylotrimetyleno)
diimino][di-2-butanon] dioksymato] () - N, N', N"’, N "] oksotechnetu (*"Tc)

Figure 9. TcO (d, 1-HM-PAO) — [[(3RS.3'RS)-3,3'-[(2,2-dimethyltrimethylene)diimino][di-2-butanone]
dioximato](*)-N,N',N",N""Joxotechnetium (**™Tc) complex compound

#"Te-teboroksym jest neutralnym, siedmiokoordynacyjnym kompleksem

technetu(Ill) sprzedawanym jako s$rodek do obrazowania perfuzji mig$nia
sercowego. Jest on uzyteczny w odréznianiu prawidlowego od niedokrwiennego
migénia sercowego 1 zawalu migsnia sercowego przy uzyciu technik odpoczynku
i stresu. Stuzy réwniez do oceny choroby wiencowej. W przeciwienstwie do
innych $rodkéw perfuzyjnych miesnia sercowego, ktore byly lub sa w fazie
#MTe-teboroksym nalezy do klasy BATO.
Mechanizm wychwytu tego zwigzku przez migsien sercowy jest obecnie nieznany.

rozwoju, $rodek ten jest neutralny.

#MTe-teboroksym przygotowuje sie za pomoca syntezy matrycowej, w ktorej Tc04-
, 3 rownowazniki dioksymu 1,2-cykloheksanodionu i kwasu metyloboronowego
poddaje si¢ reakcji w kwasnych (HCl) warunkach redukujacych [93].

Zwiagzki ™
zbadang przez Loberga. Posiadaja wiasciwosci biologiczne odpowiednie do

obrazowania ukladu watrobowo-zolciowego (watroba, pecherzyk zoélciowy,

Tc -HIDA sg klasg pochodnych kwasu iminodioctowego i Tc(III),

przewod zolciowy, jelita). Obecnie na rynku dostepne sa trzy analogi **"Tc —~HIDA,
#MT¢ Mebrofenin i *™Tc -Lidofenin. Wszystkie trzy z tych $rodkéw sa
sprzedawane jako $rodki do obrazowania watrobowo-zotciowego [93].
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Rysunek 10. HIDA - kwas N- (2,6-dimetylo-fenylokarbamoilo-metylo)-iminodioctowy
Figure 10.  HIDA - N-(2,6-dimethyl-phenyl-carbamoyl-methyl)-iminodiacetic acid

Kompleksy technetu z fosforanami i fosfonianami byly i sg stosowane w celu
obrazowania kosci i obrazowania zawatu mig¢énia sercowego. Trzy rdzne ligandy
difosfonianowe skompleksowane z ~™
szkieletu. Te trzy czynniki maja r6zne podstawniki na atomie wegla migdzy dwoma
atomami fosforu. Dwa z difosfonianéw majg grupg hydroksylowa na weglu alfa.

Wszystkie trzy z tych kompleksow lokalizujag si¢ w kosci ze wzgledu na

Tc uzywane s3 jako $rodki do obrazowania

powinowactwo skoordynowanego ligandu difosfonianowego do wapnia w aktywnie
rosngcej kosci. Ligandy difosfonianowe mozna uznaé¢ za podwojnie dwurzgdowe
lub bidentatetridentatowe systemy ligandéw, w zaleznosci od podstawnikow
ligandu, z mozliwo$cia skompleksowania dwoch jondw metali jednoczesnie [93].
Zwigzki kompleksowe [ReOs]" i [TcOs]" stabilizowane przez ligandy tréjdonorowe
sg potencjalnymi nowymi radiofarmaceutykami [94-97].

7. ROLA ZWIAZKOW KOMPLEKSOWYCH W OBRAZOWANIU
MEDYCZNYM

Rola zwigzkoéw kompleksowych w obrazowaniu medycznym w duzym stopniu
opiera si¢ na wykorzystaniu ich jako radiofarmaceutykéw do wczesnego
wykrywania choréb i radioterapii nowotworéw. Radiofarmaceutyki to leki
zawierajgce radionuklid. Sa rutynowo stosowane w medycynie nuklearnej do
diagnozy lub terapii réznych chordb. Prawie wszystkie radiofarmaceutyki sa
podawane przez wstrzyknigcie dozylne. Sg to w wigkszoSci mate zwiazki
organiczne lub nieorganiczne o okreslonym skladzie. Moga to by¢ roéwniez
makroczasteczki, takie jak monoklonalne przeciwciala i fragmenty przeciwciat,
ktore nie sg stechiometryczne oznakowane radionuklidem [98, 99].

Wymagania, ktére musi spetnia¢ czynnik do obrazowania moézgu, to przede
wszystkim jego zdolno$¢ do przekraczania bariery krew / mozg, osadzania
i gromadzenia si¢ w duzych stezeniach w stosunkowo krotkim czasie w mozgu oraz
pozostawania tam przez okres niezbedny do przeprowadzenia analizy. To
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powoduje, ze kompleks musi przej$¢ chemiczne lub biochemiczne modyfikacje
in vivo. Np. zasugerowano mechanizm przesuni¢cia pH, ktory bierze pod uwagg
réznice pH migdzy krwig a Srodowiskiem wewnatrzkomorkowym. Zatem, jesli
amina ma warto$¢ pK, podobng do pH mdzgu, obojetny kompleks aminowy bedzie
protonowany, gdy znajdzie si¢ w mozgu. Kompleks, ktory zostal natadowany w ten
sposob, jest uwigziony w mozgu do tego stopnia, ze nie jest w stanie uciec przez
mechanizm odwrotny w $wietle pK, aminy. Podobnie kompleks ten moze ulec
modyfikacji chemicznej [98, 99].

Srodki do obrazowania serca niekoniecznie musza skladaé si¢ z kompleksu
kationowego, ale czynnikiem decydujacym o ich przydatnoséci aplikacyjnej jest
wykazywanie wiasciwosci lipofilowych. Lipofilowos¢ kompleksow nadaje im
zdolno$¢ do znakowania komoérek krwi, takich jak makrofagi, a tym samym
umozliwia wykrycie stanu zapalnego i infekcji [98].

Duza liczba Iluminescencyjnych zwigzkéw nieorganicznych skupita
zainteresowanie na kilku nowych grupach krystalicznych  materiatow
scyntylacyjnych [99-102]. Zlozone zwigzki tlenkowe np. oksyortokrzemiany
domieszkowane cerem (Ce) tworza grupe bardzo atrakcyjnych materiatow
scyntylacyjnych. Na szczegdlng uwage zastugujg SiO, borany i fosforki o roéznej
strukturze. Wraz ze wzrostem liczby atomowej jondw metali zwigzek staje si¢
cigzki, co powoduje wydajng konwersj¢ promieniowania jonizujacego [99].
Zwiazki takiego typu jak np. “"Tc-4SAboroksym sa wykorzystywane do
znakowania czerwonych krwinek [103-108].

UWAGI KONCOWE

Zwiazki koordynacyjne, rozniace si¢ strukturg i stopniem utlenienia jonu metalu
oraz wykazujace rozng aktywnos$¢ biologiczna, sa tylko czescig ogromnych mozliwosci
tworzenia nowych substancji o wiasciwosciach leczniczych. Przysztos¢ zwigzkow
kompleksowych np. rutenu jako lekow i kandydatow do kolejnych badan klinicznych
wciaz pozostaje wyzwaniem i daje duza nadziej¢ na opracowanie skutecznych terapii
wielu schorzen. Z kolei zwiazki koordynacyjne ztota wydaja si¢ bardzo obiecujacymi
czynnikami przeciwnowotworowymi, gdyz ostatnie prace nad tymi zwigzkami
doprowadzily do powstania strategii celowanego wzrostu poziomu ztota w komorce
nowotworowej. Te pozytywne wyniki badan daja nadziej¢ na opracowanie nowych
lekow.

Uzyskane podczas przeprowadzonych badan rezultaty wskazuja na
wielokierunkowe dziatanie zwigzkoéw koordynacyjnych rutenu, zlota, wanadylu,
chromu, bizmutu oraz technetu. Jednak wiele z tych wynikoéw wymaga dalszych badan,
celem wyjasnienia mechanizmoéw lezgcych u ich podstaw.

W pracy omowione zostaly zastosowania najwazniejszych zwigzkow
koordynacyjnych wybranych jondéw metali, ktére usystematyzuja uzyskang wiedzg
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o aktywnosci biologicznej tych zwiazkdéw i1 pozwola w przysztosci odpowiedzie¢ na
pytanie, czy moga one by¢ stosowane w profilaktyce 1 wspomaganiu leczenia
niektorych chordb, bez obaw zwigzanych z ich toksycznoscia.
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Abstract
Wykaz stosowanych skrétow
Wprowadzenie
1. Mechanizmy oddzialywania liganda z G-kwadrupleksem
2. Rodzaje sond fluorescencyjnych
3. Sondy fluorescencyjne typu ,,light up”
3.1. Barwniki polimetinowe (1-13)
3.2. Pochodne benzotiazolu (14-17)
3.3. Pochodne bis-benzimidazolu (18-19)
3.4. Pochodne etydyny (20)
3.5. Pochodne karbazolu (21-33)
3.6. Pochodna fenantroliny (34)
3.7. Pochodna bis(4-aminobenzylideno)acetonu (35)



3.8. Pochodne bis-indolu (36-37)
3.9. Pochodne styrylo-n-alkilochinoliny (38-40)

3.10.
3.11.
3.12.
3.13.
3.14.
3.15.
3.16.
3.17.
3.18.
3.19.
3.20.
3.21.
3.22.
3.23.

Pochodne 3,6-diaminoakrydyny (41)

Pochodne tetrafenyloetenu (42-43)

Zwiazki pochodzenia naturalnego (44-48)
Pochodne trifenylometanu i trifenyloaminy (49-56)
Barwniki skwarynowe (57-60)

Pochodne naftalenodiimidu (61-63)

Pochodne triangulenu (64)

Organiczne zwiazki boru (65)

Pochodne N-metyloimidazol-5-onu (66)
Koniugaty kumaryny i chinazoliny (67)

Pochodne triaryloimidazolu (68-72)

Pochodne porfiryn i ftalocyjanin (73-78)
Kompleksy platyny (II) i rutenu (II) (79-87)
Ligandy fluorescencyjne wiazace si¢ do G-kwadrupleksow
RNA (88-92)

Tabela 1. Podsumowanie wiasciwosci sond fluorescencyjnych wiaza-

cych si¢ do G-kwadrupleksow DNA/RNA

Uwagi koncowe
Pi$miennictwo cytowane
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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 czaséw zycia fluorescencji

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

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

CDh — (ang. Circular Dichroism) — dichroizm kotowy

FID — (ang. fluorescence intercalator displacement) test

wypierania interkalatora fluorescencyjnego
LOD — (ang. limit of detection) granica wykrywalno$ci
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WPROWADZENIE

G-kwadrupleksy sa to struktury stabilizowane wigzaniami wodorowymi typu
Hoogstena o catkowicie odmiennej geometrii od powszechnie wystepujacych typu
Watsona-Cricka. (Rys 1) Cechg szczeg6lng wigzania wodorowego typu Hoogstena jest
uczestnictwo w nim atomu azotu N’ puryny jako akceptora wiazania wodorowego.
Dodatkowo w wigzaniu 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¢ podstawowe] jednostki G-kwadrupleksu zwanej G-tetrada. [1] (Rys 1) Uktad
sktadajacy si¢ z co najmniej dwoch i wigcej G-tetrad usytuowanych jedna nad druga
tworzy G-kwadrupleks. Oddzialywania warstwowe pomigdzy G-tetradami oraz
obecno$¢ kationd6w sodu, potasu lub amonu w centrum G-kwadrupleksu sa
odpowiedzialne za trwato§¢ czteroniciowej formy. Cecha charakterystyczna G-
kwadrupleksow jest polimorfizm strukturalny, ktéry wynika z réznorodnosci sposobow
zwinigcia si¢ nici DNA lub RNA bogatych odpowiednio w reszty dG lub rG.

ROoH A B c
Nt
%L(N\H\ “NN-R
’ S p—
H/ /0 \o=2_/(N
"o N ——
L@ =
Y PR

/ H

N o\\ Ny
. /
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Rysunek 1.  G-tetrada stabilizowana przez osiem wigzan 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), antyréwnolegly 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 wyr6ézni¢ G-kwadrupleksy jednoczasteczkowe,
dwuczasteczkowe lub czteroczasteczkowe. Kierunkowo$¢ nici okresla sposéb ich
aranzacji wzgledem siebie w obrebie G-kwadrupleksu. Utozenie wszystkich nici w tym
samym kierunku prowadzi do utworzenia G-kwadrupleksu réwnoleglego, ktory
uwzgledniajac pierwsze kryterium, moze by¢ jedno- dwu- lub czteroczasteczkowy.
G-kwadrupleksy antyréwnolegte powstaja gdy jedna lub dwie nici przyjmuja
kierunkowo$¢ przeciwng do pozostatych co w rezultacie prowadzi do trzech mozliwych
podtypéw antyrownoleglej aranzacji nici. Pierwsze dwa podtypy obejmuja
kwadrupleksy, w ktorych dwie nici majg kierunkowo$¢ przeciwna do pozostatych
(2+2). Roéznica migdzy dwoma podtypami jest subtelna i polega na tym, ze dwie
przekatne nici moga przyjac t¢ sama kierunkowos$¢ nici lub przeciwna. (Rys 3) Trzecim
podtypem antyrownolegtego G-kwadrupleksu jest uktad hybrydowy (3+1), w ktorym
trzy nici sg ulozone w tym samym kierunku a czwarta w przeciwnym. Ponadto, w G-
kwadrupleksach wystepuja petle czyli fragmenty nici nie uczestniczace w tworzeniu si¢
G-tetrad. Charakter petli jest zdeterminowany kierunkowoscia nici. W przypadku
antyrownoleglych G-kwadrupleksow wystepuja petle boczne, przekatne lub zewngtrzne,
natomiast w rownoleglych tylko petle zewnetrzne. Kierunkowos¢ nici jest wzajemnie
zalezna z orientacjg syn/anti wokot wigzania glikozydowego guanozyn bioracych udziat
w  G-tetradzie. W rownolegltych G-kwadrupleksach wszystkie reszty guaninowe
tworzace G-tetrady muszg mie¢ t¢ samg orientacje wzgledem reszty cukrowej (anti lub
syn), natomiast dla antyrownolegltego ulozenia si¢ nici konieczne jest wystgpowanie
mieszanych orientacji syn/anti w obregbie kazdej G-tetrady.

A
! G (ant)
Y G (syn)

| ——

Rysunek 3.  Cztery typy petli w G-kwadrupleksach: pe¢tla 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 komorce.
G-kwadrupleksy DNA wystepuja w biologicznie istotnych dla komorki miejscach
takich jak telomery, regiony promotorowe genéw onkogennych, krotkie powtdrzenia
mikro- i minisatelitarne oraz miejsca szczegolnie podatne na mutacje (ang. hot spots).
Telomery zbudowane sa z wielokrotnych powtdérzen typu d(TTAGGG), i znajduja si¢
na koncach chromosoméw. G-kwadrupleksy telomerowe hamujg aktywnos¢
telomerazy, co probuje si¢ wykorzysta¢ w terapii antynowotworowej. Z kolei
G-kwadrupleksy DNA wystgpujace w regionach promotorowych moga by¢
zaangazowane w regulacje ekspresji genow. Natomiast G-kwadrupleksy RNA moga
wystepowa¢ w telomerowym RNA (TERRA), w obrebie introndw oraz w roéznych
regionach mRNA, najczesciej jednak w regionie 5'-UTR w poblizu miejsca startu
translacji. Funkcja G-kwadrupleksow 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 Dbiatka. Ztozono$¢ interakcji  bialek
z G-kwadrupleksami RNA wynika z czestego ich wystepowania w regionach
kodujacych i niekodujacych mRNA, co przektada si¢ na udzial w procesach translacji
i metabolizmie RNA. Ponadto, stwierdzono udziat G-kwadrupleksow RNA w regulacji
splicingu, transporcic mRNA z miejsca transkrypcji do miejsca translacji, co jest
szczegblnie istotne w komoérkach asymetrycznych takich jak komodrki nerwowe.
[2,3,4,5]

Z biegiem lat r6zne 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) znalazly zastosowanie do
badan struktur G-kwadrupleksow DNA/RNA 1 ich interakcji z matymi czasteczkami.
[6,7,8] Jednak wigkszo$¢ 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,
ktorych wtasnosci spektroskopowe ulegatyby zmianie po interakcji z docelowa
strukturg G-kwadrupleksu. Pod tym wzgledem spektroskopia fluorescencyjna stata si¢
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 wzgledem G-kwadruplekséw moga oddziatywaé na dwa
sposoby. Pierwszy sposob zdeterminowany jest planarng strukturg G-tetrady
i opiera si¢ na odzialywaniach warstwowych (ang. z-stacking) wyzej
wymienionego uktadu ze sztywnym, aromatycznym fragmentem czasteczki liganda
lub przez interkalacje pomiedzy wewnetrzne G-tetrady. (Rys. 4A, 4B)
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Odzialywanie warstwowe moze by¢ dodatkowo stabilizowane przez interakcje
liganda z pe¢tlami G-kwadrupleksu lub poprzez taczenie si¢ G-kwadrupleksow
w wieksze 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 posiadala polarne grupy funkcyjne oraz zdolno$¢ do zmian
konformacyjnych  pozwalajacych na optymalna interakcje =z  grupami
fosforanowymi. Wypadkowy mechanizm oddziatywania 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-kwadrupleksow mozna
podzieli¢ na trzy klasy, stosujac jako kryterium zmiang nateZzenia emisji
fluorescencji liganda po przylaczeniu si¢ do G-kwadrupleksu. Ligandy typu ,,light
up” wykazuja wzrost fluorescencji, z kolei typu ,light off” charakteryzujg si¢
wygaszaniem fluorescencji po wigzaniu si¢ 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 omoéwi¢ jedynie sondy typu ,.light up” majac
rowniez na uwadze ich jak najwigkszg réznorodnos¢ strukturalng.

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

a) zahamowania rotacji wewnatrzczasteczkowej z utworzeniem
planarnego uktadu 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 przej$cia energii indukowanego
rozpuszczalnikiem (20, 73-87)
e) molekularnej rearanzacji podstawnikow czasteczki liganda (92)
Sondy fluorescencyjne do obrazowania struktur obecnych w komoérce, w tym
G-kwadruplekséw, musza charakteryzowac si¢ nastepujgcymi wiasciwosciami: (i)
specyficzno$¢ rozpoznania struktury docelowej lub sekwencji, (ii) wysoka stata
wigzania, (iil) przenikalno$¢ przez blony komdrkowe, (iv) dobra rozpuszczalnosé
w wodzie, (v) wzrost emisji fluorescencji (vi) wysoka wydajno$¢ kwantowa, (vii)
wysoka fotostabilnosé¢ (viii) niska cytotoksycznos$eé.

3. SONDY FLUORESCENCYJNE TYPU ,,LIGHT UP”

Ze wzgledu na bardzo duza roznorodnosé strukturalng sondy fluorescencyjne
typu ,,light up” mozna podzieli¢ na kilkanascie grup, stosujac jako kryterium
obecno$¢ wspodlnego elementu strukturalnego. Wyjatkiem w tym podziale jest
grupa ligandow selektywnych wzgledem G-kwadrupleksow RNA, ktora zostata
wyodrebniona ze wzgledu na malg ilo§¢ przykltadow. Podsumowanie
najwazniejszych wlasciwosci wszystkich zwigzkéw omoéwionych 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 zwigzki 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 zwigzki 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(Il) i rutenu(Il) (79-87)

e ligandy fluorescencyjne wiazace si¢ do G-kwadrupleksow RNA
(88-92)

3.1. BARWNIKI POLIMETINOWE (1-13)

Barwniki polimetinowe sktadaja si¢ ze sprz¢zonego uktadu opartego na
fancuchu polimetinowym taczacym dwa uktady heterocykliczne zawierajace atom
azotu. Dlugo$¢ tancucha polimetinowego i charakter heterocykli determinujg
wiasciwosci spektroskopowe tych barwnikow. (Rys 5 1 6) Oranz tiazolowy (TO, 1)
jeden z powszechnie stosowanych barwnikéw polimetinowych charakteryzuje sie
szerokim zakresem powinowactwa do wigkszos$ci form kwaséw nukleinowych
wykazujac 50-3000 krotne wzmocnienie fluorescencji (Ao, =540 nm) w zaleznosci
od konformacji i sekwencji kwasow nukleinowych.[9] W swojej strukturze zawiera
N-metylobenzotiazol ~ sprzegnigty  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 oddziatywania TO z czteroniciowymi réwnolegtymi G-kwadrupleksami
uzyskano znacznie stabsze, 60-70 krotne wzmocnienie fluorescencji. Wiasnosci
fluorescencyjne TO  znalazly zastosowanie w  badaniu  konformacji
G-kwadrupleksow 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 wartosci powinowactwa TO do dupleksow DNA i G-kwadrupleksow
stanowig istotne ograniczenia stosowania TO do selektywnej wizualizacji
G-kwadruplekséw w komorkach. Wprowadzenie roznego rodzaju modyfikacji do
uktadu oranzu tiazolowego w sposob znaczacy przesuneto powinowactwo szkieletu
TO w strong G-kwadruplekséw przy zachowaniu wiasnosci fluorescencyjnych.
Zwickszenie powierzchni aromatycznego ukladu N-metylochinoliny poprzez
sprzgzenie z benzofuranem w 2 zwigkszylo selektywno$¢ zwigzku wobec
G-kwadruplekséw (c-myc i telo21) oraz zaobserwowano wzrost wydajno$ci
kwantowej (150 i 208 krotny).[10] Ligand ten barwit G-kwadrupleksy RNA i DNA
w utrwalonych komérkach MCF7. Zdecydowanie lepsze wtasnosci selektywnos$ci
i powinowactwa w pordéwnaniu 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 obecnos$ci
antyrownolegltego G-kwadrupleksu HRAS, zwigzek 3 wykazywal 380 krotne
wzmocnienie fluorescencji, silny efekt stabilizujagcy HRAS (AT =25 °C) oraz stalg
wigzania Kp~0.89 uM. Niska warto§¢ granicy wykrywalnosci (0.18 nM; LOD —
ang. limit of detection) oraz dobra przenikalno$¢ przez btony komorkowe zwigzku
3 pozwolila na wizualizacje G-kwadrupleksow DNA w linii komdrkowej 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 poréownaniu z 2. Ponadto, stwierdzono silny efekt
stabilizujacy telo21 (AT,=8-30 °C, w zaleznos$ci od stosunku stezen telo21 do 4)
oraz 270 krotne wzmocnienie fluorescencji.[12] Obraz z mikroskopu konfokalnego
komorek PC3 po traktowaniu zwigzkiem 4 wykazal silne wzmocnienie
fluorescencji tylko w jaderku, sugerujac obecno$¢ G-kwadrupleksow w trakcie
procesu tranksrypcji. Zwigzek 5 bedacy koniugatem TO i kumaryny podstawionej
w pozycji 7 charakteryzowal si¢ najwickszym przesunicciem Ao, wzgledem TO
(650 nm wvs 540 nm) oraz 110-250 krotnym wzmocnieniem fluorescencji
w obecnosci G-kwadruplekséw o réznej topologii. Obserwacja linii komérkowych
HeLa potraktowanych 5, wykazala zdecydowang preferencje tego liganda do
G-kwadrupleksow zlokalizowanych w mitochondriach.[13] Z kolei w czasteczce
6 wydhizono linker metinowy do trzech reszt, ktory sprzega uktad dimetyloindolu
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(w miejsce benzotiazolu) z N-propylosulfonianem chinoliny. Zwigzek ten
wykazywatl silne powinowactwo do G-kwadrupleksu rownoleglego c-myc
(Kp~0.09 uM) oraz obserwowano 36-krotne wzmocnienie fluorescencji (A, =651
nm). Dwukrotnie stabsze wzmocnienie (16 krotne) zaobserwowano dla
G-kwadrupleksu hybrydowego HT22.[14]

Cickawym  przyktadem  strategii  projektowania  fluorescencyjnego
i selektywnego liganda jest 7 bedacy koniugatem dwoch zwigzkow:
pirydodikarboksyamidu bis-chinoliny (PDC-360A) oraz oranzu tiazolowego (TO).
Zwiazek PDC-360A w przeciwienstwic do TO jest selektywny wzgledem
G-kwadrupleksow jednak wykazuje niska emisj¢ fluorescencji. Zaobserwowano
silng stabilizacje G-kwadrupleksow w obecnosci 7 (AT,=18.4 °C 1 25.2 °C,
odpowiednio dla kationdéw Na' i K), jakkolwiek dla PDC-360A warto$¢ AT,
w obecnoéci kationéw Na' byta nieznacznie wyzsza AT,=22.9 °C. Najwieksze
wzmocnienie fluorescencji 7 stwierdzono w obecnosci G-kwadrupleksow 22AG,
c-kit2 i c-myc.[15]

Zwigzek 8 otrzymany w wyniku sprzegnigcia mostkiem metinowym dwoéch
uktadéw  N-propanosulfoniano-5-metoksybenzotiazolu wykorzystano do
fluorescencyjnego monitorowania G-kwadrupleksow w lizosomach zywych
komorek 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 zawierajg trzy lub pie¢ mostkow metinowych
laczacych dwa Iub trzy uklady heteroaromatyczne. Zwigzek 9 zawierajacy dwa
uktady N-etylobenzotiazolu sprzezone pigcioma mostkami metinowymi wigzat si¢
do krancowych G-tetrad rownolegtego G-kwadrupleksu c-myc z umiarkowanym
stalg Kp~2.1 uM. [17] Z kolei dla 10, zawierajacego atom tlenu w miejscu atomu
siarki, zaobserwowano jego wigzanie do bruzd dwuczasteczkowych
antyrownolegtych G-kwadrupleksow oraz ostabienie intensywnosci fluorescencji.
Niewielkie wzmocnienie (18%) stwierdzono natomiast w obecnosci rownoleglego
czteroniciowego G-kwadrupleksu TG4T. [18] Wysoka selektywnoscig wzgledem
G-kwadruplekséw charakteryzujg si¢ pochodne dibenzotiakarbocyjaniny (11 i 12),
zwiazki zawierajagce 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-kwadrupleksow o réznej topologii (HT, c-kitl, c-myc, bcl-2) ulegaja
dysocjacji do monomeréw 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 barwnikoéw cyjaninowych nie stwierdzono
jednoznacznych wynikéw wskazujacych na istotny wzrost selektywnosci wzgledem
G-kwadruplekséw. W omawianej grupie warto wspomnie¢ o cieckawym przyktadzie
struktury zwiazku 13 zawierajacego trimer polimetinowy N-metylobenzotiazolu.
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Chociaz ligand ten wiaze si¢ do G-kwadrupleksu 22AG z umiarkowang stala
Kp~1.2 uM to jego fluorescencja ulega 106-krotnemu wzmocnieniu w obecnos$ci
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 zwigzkiem
fluorescencyjnym wykazujacym umiarkowang stalg wigzania (Kp~0.77-3.51 uM)
do telomerowego G-kwadrupleksu 22AG. W zalezno$ci od topologii 22AG
obserwowano 1200-2100 krotny wzrost emisji fluorescencji oraz efekt stabilizujacy
topologi¢ antyréwnolegly rzgdu AT,=11 °C. [23] Ligand ten wigzat si¢ stabiej
(Kp~3.41-16.1 pM) do G-kwadrupleksow RNA wykazujac 366-610 krotne
wzmocnienie fluorescencji w zalezno$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
wlasciwoséci ThT, otrzymano szereg pochodnych ThT poprzez wprowadzenie
nieznacznych modyfikacji podstawnikow na obu atomach azotu. Zwiazek 15
zawierajacy izpopropyl w pozycji N3 ukladu benzotiazolu wykazywat
powinowactwo rzedu 6.25-13.0 pM do szeregu G-kwadruplekséw o topologii
réwnolegltej lub hybrydowej oraz 487-630 krotne wzmocnienie fluorescencji.
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Ponadto, ligand 15 rowniez wykazywat 320-439 krotne wzmocnienie fluorescencji
w obecnosci rownolegltych G-kwadruplekséw RNA. Na podstawie mikroskopowej
obserwacji zmian fluorescencji w liniach komoérkowych HelLa, SMMC-7721,
HUVEC HT1080 poddanych dziataniu 15 wykazano jego gromadzenie si¢
w jadrach komorkowych. [28] Intensywnos$¢ fluorescencji ulegata zmniejszeniu
w obecnosci pirydostatyny lub po podaniu inhibitora polimerazy o, co bylo
dowodem wskazujacym na wiazanie si¢ 15 do G-kwadrupleksow. Natomiast dwa
pozostate analogi ThT, zwigzki 16 i 17, podstawione odpowiednio trzema grupami
etylowymi lub 2-hydroksyetylem wykazywaty stabsze wzmocnienie fluorescencji
1 nizsze wigzanie do G-kwadruplekséw réwnoleglych lub hybrydowych. [29,30]
Omowione przyktady pochodnych tioflawiny T, pokazuja jak niewielka
modyfikacja struktury moze wptyngé na wlasnosci emisyjne i powinowactwo sondy
do G-kwadrupleksow.

OO TGO OG0-C OO

14: ThT 15: IMT 16: ThT-Et 17: ThT-HE

18: HOECHST 33258 19: EtBzEt 16: Pochodna bromku etydyny

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 powtdrzen AT. (Rys 7) Badania wykazaty, ze
Hoechst 33258 (18) wigze si¢ takze do G-kwadrupleksow (c-myc, pu24, c-kit2)
oddziatujac warstwowo z krancowymi G-tetradami. [31] Modyfikacje struktury
tego barwnika, takie jak wprowadzenie trzeciego uktadu benzimidazolu (pochodne
terbenzimidazolu) lub zmiany izomerii podstawienia skutkowaty jedynie modulacja
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powinowactwa do dupleksow DNA bogatych w AT. [32] Zdecydowany wzrost
selektywnosci  wzgledem G-kwadrupleksow uzyskano dla symetrycznych,
w ksztalcie litery V pochodnych bis(piperazinylo benzimidazolu) potgczonych
centralnie pierScieniem pirydyny lub fenylu w pozycjach 1,3 (19). Natomiast
liniowa aranzacja obu ukladow benzimidazolu w pozycjach 1,4 centralnego
pierScienia  benzenu znaczgco obnizatla powinowactwo zwigzku do
G-kwadruplekséw. Na podstawie symulacji obliczeniowych ukltadéw 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. Zwigzki
z grupy 1,3-bis podstawionych wigzaly si¢ do G-kwadrupleksu (T,Gy)s
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
zawierajagcymi grupy aminowe zdolne do oddziatywania z bruzdami lub pgtlami
G-kwadrupleksu.

3.4 POCHODNE ETYDYNY (20)

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

3.5 POCHODNE KARBAZOLU (21-33)

Pochodne karbazolu symetrycznie podstawione w pozycjach 3,6 ukladami
heteroaromatycznymi bezposrednio Iub za posrednictwem podwdjnego mostka
metinowego stanowia grupe fluorescencyjnych ligandow selektywnie wigzacych si¢
do G-kwadruplekséw DNA. (Rys 8) Zwigzki 21 (0-BMVC) i 22 (p-BMVC),
zawierajagce 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 Aen 560-570 nm.[35,36,37] Ligand 22 wykazuje
niska cytotoksyczno$¢ i jest zdolny do hamowania aktywnosci telomerazy
w niskich st¢zeniach (~50 nM). Wykazano silna fluorescencj¢ 22 w jadrach
komorek nowotworéw pluc i jamy ustnej (odpowiednio, H1299 i Ca9-22)
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w przeciwienstwie do komorek zdrowych (Detroit-551, IMR-90).[38] Wizualizacja
komoérek raka jamy nosowo-gardtowej (KJ-1) traktowanych 22, za pomoca
dwufotonowej fluorescencyjnej mikroskopii czasowo-rozdzielczej, wykazata
gromadzenie si¢ 22 w rejonach telomerowych chromosoméw w stadium
metafazy.[ 39 ] Na podstawie badan temperatury topnienia wykazano znaczng
stabilizacje G-struktury HT24 (AT,,=13 °C) przez 22, z kolei 21 wigzal si¢ okoto 90
razy silniej do HT24 anizeli do dupleksu (Kp~2.91 uM). Oba zwigzki w obecnosci
G-kwadrupleksu wykazywaty okoto 2-4 krotne wydluzenie czasu zaniku
fluorescencji w porownaniu z dupleksami DNA. Powyzsza wlasciwo$¢ 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 pomocg fluorescencyjnej mikroskopii czasowo-
rozdzielczej. (FLIM — ang. fluorescence lifetime imaging microscopy). Stwierdzono
dodatnia korelacj¢ pomigdzy liczba fluorescencyjnych ognisk G-kwadrupleks:21
a stadium zaawansowania nowotworu. Badania biopsji tkanek wykazaty, ze test
z 21 moze stanowi¢ kolejng metod¢ klinicznego wykrywania nowotworow glowy
i szyi.[40] Pochodne 0-BMVC (23) i p-BMVC (24) podstawione w pozycji N9
dlugim tancuchem alifatycznym (4-12 reszt metylenowych) zakonczonym kationem
N-metylopiperydyny wykorzystano do wizualizacji za pomoca techniki FLIM
mitochondrialnych G-kwadrupleksow DNA w liniach komodrkowych CL1-0
i1 MRC-5.[41,42] Dodatkowo dla serii zwigzkdéw z grupy 23 okre$lono zaleznos¢
pomiedzy lipofilowoscig liganda a jego dystrybucja w mitochondrium 1 jadrze
komoérkowym komorek nowotworowych oraz wyjasniono mechanizm lezacy
u podstaw wysokiej selektywno$ci fluorescencyjnego znakowania komorek
nowotworowych. Natomiast podstawienie p-BMVC w pozycji N9 grupa fenylowa
(25) lub podstawnikami alkilowymi (etyl, metyl) nie wykazywato istotnej roznicy
w stalej wigzania do G-kwadrupleksow oraz dupleksow.[ 43 | Mechanizm
oddzialywania omowionej serii ligandow z G-kwadrupleksami nie jest
jednoznaczny i zalezy od ich topologii jak i czasteczkowo$ci — stwierdzono
zarowno oddziatywania warstwowe z krancowymi G-tetradami jak i wigzanie do
bruzd.[44]

Bezposrednie przytaczenie uktadow heteroaromatycznych w pozycjach 3,6
karbazolu skutkowalo otrzymaniem kolejnej serii ligandow o pozadanych
wiasciwosciach spektroskopowych i kinetycznych wzgledem G-kwadrupleksow.
W tej serii, zwigzki 26 1 27, zawierajace uklad benzimidazolu podstawiony
dialkiloaming oraz dodatkowo w pozycji N9 grupe metylowa, wykazywaty
najsilniejsze powinowactwo (Kp~0.28-0.84 uM) i wysoka selektywno$¢ do
G-kwadrupleksow rownoleglych (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 komodrkach wyciagnigto wniosek ze
gromadzi si¢ on w cytoplazmie i nie wnika do jadra komoérkowego.[45] Z kolei dla
28 i 29, zwiazkéw podstawionych w pozycji N9 piperazynylobutylem,
zaobserwowano silne powinowactwo do G-kwadrupleksow telomerowych
niezaleznie od ich topologii (Kp~0.03-0.33 pM) oraz silne wzmocnienie
fluorescencji. Dodatkowo wykazano efekt stabilizujacy (AT,=16-19 °C), oraz
wysoki indeks selektywnosci (500-576) wobec G-kwadruplekséw w porownaniu do
dupleksow DNA.[47] Kolejna grupa zwiazkoéw w omawianej serii s3 pochodne bis-
triazolilokarbazolu (BTC) podstawione 3-(dimetyloamino)propylem w pozycji N9.
Zwigzek zawierajacy w pozycjach 3,6 uktady 1-fenylo-1H-1,2,3-triazol-4-ilu
terminalnie podstawione alifatyczng diaming (30) najmocniej wigzat 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 powodowat zahamowanie ekspresji biatka MYC i w rezultacie
apoptoz¢ komorek HepG2 wskutek zatrzymania cyklu podziatu komorki.
Bioobrazowanie zywych komorek HepG2 poddanych dziataniu 30 wykazato
gromadzenie si¢ tego zwiazku w obszarze jadra komérkowego.

Zwigzek 31 jest przyktadem niesymetrycznego podstawienia w pozycjach 3 i 6
dwoma roznymi podstawnikami heteroaromatycznymi za posrednictwem
podwdjnego mostka metinowego. Dla tego liganda uzyskano 100 krotny wzrost
fluorescencji 31 przy A.,,=600 nm w obecnosci G-kwadrupleksu réwnolegltego (c-
myc, Kp~10 pM) i 10-30 krotny wzrost wobec pozostatych typow
G-kwadruplekséw.[49] Na podstawie dokowania molekularnego zaproponowano
mechanizm oddziatywania warstwowego pomig¢dzy krancowa G-tetrada a planarna
strukturg 31. Cecha wspoélng struktury wyzej omdéwionych 3,6 dwupodstawionych
ligand6w jest uktad aromatyczny w ksztatcie litery V odpowiedzialny za interakcj¢
z G-tetradami, cecha ta nie jest wyjatkiem 1 wystepuje takze w strukturach innych
grup ligandow.

Warto rowniez wspomnie¢ o monopodstawionych w pozycji 3 uktadem
aromatycznym NO9 alkilowych pochodnych karbazolu tj. 32 1 33, ktore
z powodzeniem wykorzystano do wizualizacji G-kwadruplekséw w  liniach
komorkowych MCF-7, COS7 i SiHa.[ 50,51 ] Oba zwiazki, pomimo braku
symetrycznosci w swojej strukturze, w przyblizeniu spehniajg strukturalny wymog
ksztaltu 'V czasteczki koniecznego dla  zaistnienia silnej interakcji
z G-kwadrupleksami.
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Rysunek 8.  Pochodne karbazolu (21-33)
Figure 8. Derivatives of carbazole (21-33)



872 D. BARANOWSKI

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 pomiedzy ksztaltem V czasteczki liganda a powinowactwem do
G-kwadrupleksu. (Rys 9) Zaobserwowano 150 krotny wzrost fluorescencji 34
w obecnosci antyrownolegltego G-kwadrupleksu Hum24 a wyznaczona Kp wynosi
0.13 puM. Mikroskopia fluorescencyjna komoérek MCF-7 po inkubacji BMSP
wykazata rownomierng dystrybucje liganda w catej cytoplazmie.[52]

34: BMSP 35: GD3

=z
(@j
Nl'-
o
/, \\
N N
H H

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 ktoérym role akceptora elektronow petni centralnie
potozona spolaryzowana grupa karbonylowa. Sposrdd przebadanych analogéow tej
grupy, zwigzek 35 podstawiony czterema podstawnikami metoksylowymi
wykazywal pozadane wlasnosci absorpcyjno-emisyjne i najlepsze powinowactwo
(K4~3.03-3.65 uM) do G-kwadruplekséw réwnoleglych (c-myce, c-kit2, VEGEF,
ADAMI10). (Rys 9) Obserwacja linii komérkowych ARPE-19 potraktowanych 35
wykazata emisj¢ fluorescencji tego liganda przy A.,=590 nm w obszarze
odpowiadajagcym lokalizacji jaderka, jak i w cytoplazmie w bezposrednim
sgsiedztwie jadra.[53]
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3.8. POCHODNE BIS-INDOLU (36-37)

Grupa pochodnych zawierajacych uktad bis-indolu (donor) sprz¢zonego za
posrednictwem wigzan winylowych, z peligcym role akceptora elektronow
centralnym ukladem heteroaromatycznym okazaty si¢ mie¢ korzystne wlasnosci
spektroskopowe jak 1 wysokie powinowactwo do G-kwadruplekséw DNA.
Podobnie jak w serii analogdw karbazolu niska fluorescencja pochodnych bis-
indolu ulega wzmocnieniu wskutek przytaczenia si¢ do G-kwadrupleksu. Zwigzek
36 zawierajacy w centrum kation N-metylopirydyniowy wiazat si¢ selektywnie do
kwadrupleksu telomerowego (Kp~1.99 uM) wywolujac 50 krotny wzrost
fluorescencji oraz zmiang jego topologii z hybrydowej na antyrownolegta.[54] (Rys
9) Traktowanie komorek raka trzustki (PC3) zwigzkiem 36 wykazato tendencje do
gromadzenia si¢ liganda w jaderku. Z kolei dla zwiazku 37 zawierajacego uktad 1-
metylochinoliny zaobserwowano 150-290 krotny wzrost emisji fluorescencji przy
Aem=617 nm w obecno$ci G-kwadrupleksow DNA o rdznej 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-kwadrupleksow, ligand
nie wykazywat zdolnoéci rozréznienia poszczegolnych topologii.[55]

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

Barwniki zawierajace uktad styrylo-N-alkilochinoliny podstawiony alifatyczng
aming w jednej lub dwoch pozycjach sg kolejng grupa ligandoéw, ktdrych bardzo
niska fluorescencja ulega wzmocnieniu w obecno$ci G-kwadrupleksu w zakresie
590-650 nm oraz nastepuje przesuni¢cie batochromowe maksimum absorpcji
w widmie UV. Obecno$¢ 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 pM, Rys 10). Ponadto
zwigzek 38 cechowal si¢ niskg 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 natadowana grupa
butanosulfonianu najsilniej wigzal si¢ do G-kwadruplekséw réwnoleglych c-myc
i CM22 (Kp~0.45 i 0.55 uM) oraz wykazywat 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 cytotoksyczno$¢ i dobra przepuszczalno$¢ przez
blony komorkowe zwiazku 39 umozliwita obrazowanie fluorescencyjne
G-kwadrupleksow w zywych oraz utrwalonych komoérkach raka watroby Hep-G2,



874 D. BARANOWSKI

ktore wykazalo gromadzenie si¢ 39 w cytoplazmie. Preferowany mechanizm
wigzania si¢ 39 do G-kwadrupleksu polega na odziatywaniu liganda z bruzdami
i petlami. Z kolei, zwigzek 40 zawierajacy rozszerzony uktad 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 Ae,=590 nm. Mechanizm wigzania 40 do
G-kwadrupleksu c-myc polega na oddzialywaniu warstwowym ukladu
aromatycznego benzo(f)chinoliny z krancowa G-tetradga oraz stabilizujacym
wplywie wigzan wodorowych pomiedzy podstawnikiem 2-hydroksyetylowym
a grupami fosforanowymi.[58]

3.10. POCHODNE 3,6-DIAMINOAKRYDYNY (41)

Pochodne 3,6-diaminoakrydyny (41) zawierajagce w pozycji 10 alifatyczny
fancuch o réznej dlugosci (3-8) terminalnie podstawiony amidem kwasu 4-
jodobenzoesowego silnie stabilizowaly struktur¢ réwnoleglego G-kwadrupleksu
KRAS-22RT (AT,=17.8-40.7 °C) oraz wykazywaly do niego wysokie
powinowactwo (Kp~0.44-0.55 pM, Rys 10). Nieco stabsza stabilizacje struktury
1 pordbwnywalng statg wigzania omawianych zwigzkow zaobserwowano wzgledem
G-kwadrupleksu c-myc (AT,=18.5-33.9 °C, Kp~0.18-0.74 pM).[59] Wydtuzenie
fancucha alifatycznego w poszczegdlnych zwigzkach znaczaco wptywato na wzrost
stabilnosci ich kompleksow z G-kwadrupleksami jak i wzrost cytotoksycznosci
ligandow wobec linii HeLa (IC5¢=0.9-5.7 pM). Obserwacja komoérek Hela
poddanych dziataniu pochodnej z najdluzszym tancuchem wykazata silng
fluorescencje w rejonie jadra komoérkowego i nieco slabsza w cytoplazmie.
Niekorzystnymi cechami tej serii zwiazkow sg ich zaledwie 10 krotne wzmocnienie
fluorescencji w obecnosci G-kwadrupleksow oraz umiarkowane wigzanie do
dupleksu ds26 (Kp~1.4-1.9 uM).

3.11. POCHODNE TETRAFENYLOETENU (42-43)

Barwniki z grupy tetrafenyloetenu (TFE) charakteryzuja si¢ zdolnoscia
wzrostu fluorescencji indukowanym tworzeniem si¢ agregatow w zaleznosci od
wzrostu stezenia G-kwadrupleksu. Budowa uktadu TFE eliminuje mozliwo$é
planarnego ustawienia si¢ wszystkich czterech grup fenylowych wzdhuz wigzania
winylowego ze wzglgedu na zawadg steryczna. W niskim stezeniu zwiazki TFE
wykazujg dynamiczng rotacje pierscieni fenylowych i niska emisjg fluorescencji,
ktoéra wzrasta wskutek zahamowania rotacji i tworzenia si¢ agregatow wraz ze
wzrostem stezenia zwigzku. Zwiazki 42 i 43 podstawione odpowiednio dwoma lub
czterema dodatnio natadowanymi podstawnikami 4-(trimetyloamonio)butoksylu
W pozycji para grupy fenylowej wykazywaty wzrost emisji fluorescencji oraz silne
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powinowactwo (K4~0.138-0.367 uM i 0.048-0.169 uM) do multimerycznych form
G-kwadrupleksow telomerowych o dlugosci sekwencji od 45 do 69 zasad. [60]
(Rys 10) Zwiazek 42 w poréwnaniu z 43 cechowatl si¢ 2-3 krotnie stabszym
wigzaniem si¢ do G-kwadrupleksow telomerowych oraz zdecydowanie lepsza
selektywnoscig w odniesieniu do dupleksu. Z kolei 43, pomimo umiarkowanego
wigzania si¢ do dupleksow (K4~2.56 uM) lepiej niz 42 stabilizowat
G-kwadrupleksy o dluzszych sekwencjach (AT, = 6.9 - 9.4 °C). Roznice
w powinowactwie do kwasoéw nukleinowych obu zwigzkéw wynikaja z liczby
dodatnio natadowanych tadunkéw na koncach podstawnikow. W przypadku 43
obecno$¢ czterech dodatnich tadunkow poprawia stala wigzania zwigzku do
multimerow G-kwadrupleksow telomerowych obnizajac jednak ich selektywno$é
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 zwigzkéw aromatycznych pochodzenia naturalnego
wykazujacych staba fluorescencje w wodnych roztworach, ktora ulega
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wzmocnieniu w obecnosci G-kwadruplekséw DNA. Sposérdod 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 grupg
benzylidenowa. Zwiazek ten nie wykazuje powinowactwa do G-kwadrupleksow.
Natomiast pochodne izaindigotonu zawieraja modyfikacje w uktadzie benzylidenu
(44, 45) albo obecnos¢ dodatkowych atomoéw fluoru i alifatycznych podstawnikoéw
w czgsci kumaryny (46, 47) wykazujagc silne powinowactwo wzgledem
G-kwadruplekséw oraz znaczace wzmocnienie fluorescencji. (Rys 11) Zwigzek 46
zawiera uklad izaindigotonu, peliacy role akceptora podstawiony dwoma atomami
fluoru i grupa metylowa na atomie azotu, ktéry sprzezony kumaryng (donor)
wykazuje umiarkowane wzmocnienie fluorescencji przy A.,;=640 nm oraz zmian¢
barwy z ré6zowej na blgkitna w obecnosci G-kwadruplekséw pu22 i htg21. Ligand
46 z powodzeniem wykorzystano do barwienia utrwalonych i zywych linii
komérkowych Hela, gdzie w jaderkach stwierdzono najwigksze jego stgzenie.[61]
Zwigzek 47 (monofluorowa pochodna ISCH-1) wykorzystano do otrzymania
koniugatu z antysensowg sekwencja 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-nras] w rejonie cytoplazmy komoérek SiHa,
uprzednio transfekowanych docelowa sekwencja NRAS RNA. Identyczng strategie
wizualizacji G-kwadrupleksow RNA w komoérkach HEK293T oraz Hela
zastosowano wobec rejonu 3’UTR transkryptu APP (ang. amyloid precursor
protein). [63] Pozostale dwa analogi izaindigotonu, 44 oraz 45, wykazuja silne
powinowactwo do G-kwadrupleksow telomerowych (Kp~0.1 puM) 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 II posiadaja zdolno$¢ do warstwowego
oddziatywania z G-tetradami ze wzgledu na zagieta strukture czasteczki oraz
obecno$¢ czwartorzedowego atom azotu. Oba zwigzki wykazuja 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-kwadrupleksow telomerowych (Kp~0.284 puM)
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)

Zwigzki z grupy pochodnych trifenylometanu (TFM, zielen malachitowa 49,
fiolet krystaliczny 50) wykazuja niska fluorescencj¢ w roztworach wodnych
i organicznych, ktéra wzrasta wraz ze wzrostem lepko$ci rozpuszczalnika lub
w obecnosci kwasow nukleinowych. Niska fluorescencja jest rezultatem niepetlnego
wewnatrzczasteczkowego transferu tadunku w obrebie czgsteczki, wynikajacego
zZ wystgpowania wzajemnej rotacji pierScieni fenylu a tym samym brakiem
planarnego charakteru czasteczki. Liczne prace wykazaly na znaczgca rdznice
przyrostu emisji fluorescencji grupy TFM po zwigzaniu z G-kwadrupleksami (70-
100 krotny) w poréwnaniu z dupleksami DNA (14 krotny), jakkolwiek réznice
statych wigzania barwnikow TPM do obu form nie sg tak znaczne.[66,67,68]
Zwiazki tej grupy nie znalazly zastosowania w obrazowaniu komorek ze wzgledu
na niska selektywno$¢ oraz stosunkowo niska wydajnos¢ kwantowg w poréwnaniu
z innymi barwnikami np. oranzem tiazolowym. (Rys 12)

Barwniki z grupy trifenyloamin (TFA) sprz¢zonych za posrednictwem
wigzania podwojnego z podstawionymi peryferyjnie uktadami
heteroaromatycznymi okazaly si¢ mie¢ o wiele bardziej obiecujace wilasciwosci
spektralne i kinetyczne niz barwniki grupy TFM. Uktlad trifenyloaminy pelni rol¢
donora elektronéw, ktore przez uktad m elektrondow wigzania podwdjnego sa
transferowane do N-metylowanego ukladu heterocyklicznego (akceptora)
uczestniczacy w wigzaniu si¢ sondy do docelowych G-kwadrupleksow.
Podstawienie w pozycji para obu fenyli podstawnikiem cyjanowinylo-N-
metylopirydyniowym dalo seri¢ analogow z ktorych 51 wykazywal najlepsze
wlasciwosci fluorescencyjne i wiazanie si¢ do G-kwadrupleksow. [69] Zwiazek 51
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wykazywat 90-190-krotny wzrost fluorescencji przy 620 nm w obecnosci
G-kwadruplekséw hybrydowych (22AG, G3T3, H-RAS) przy jednoczesnym
indukowaniu przej$cia do G-kwadrupleksow antyréwnolegltych. Na podstawie
obliczen metodami dynamiki molekularnej autorzy zaproponowali mechanizm
oddziatywania 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 zdolno$ci
rozrozniania poszczegdlnych topologii. (Rys 12) Obecnos¢ alifatycznej diaminy
w pozycji 4 uktadu N-metylochinoliny okazata si¢ by¢ kluczowa dla wartosci statej
wigzania, jakkolwiek obserwowano wptyw struktury aminy na preferencje do
okreslonych topologii  G-kwadrupleksow. Zwiazek 52 podstawiony N-
metylopiperazyng najsilniej wigzat si¢ z G-kwadrupleksem rownolegtym c-kitl
(Kp~70.7 nM), ktérego w obecnoséci wzrastajacego stezenia kwadrupleksu c-kit
cechowata hipochromowa zmiana widma absorpcyjnego wraz z batochromowym
przesunieciem maksimum o 45 nm, co stworzylo dodatkowa mozliwo$¢ detekcji
interakcji 52 z c-kitl w $§wietle widzialnym. [70] Widmo emisyjne kompleksu 52/c-
kit wykazato maksimum przy 627 nm 1 32-krotny wzrost intensywnos$ci
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 puM)
oraz okoto 50 krotny wzrost emisji fluorescencji.[71] Zamiana cyklicznego uktadu
piperazyny w pozycji 4 N-metylochinoliny na alifatyczny fancuch diaminy (etyl,
propyl, 54, 55) lub eter azakoronowy (56a-b), znaczaco poprawito wlasciwosci
otrzymanych pochodnych wzgledem G-kwadrupleksow. Dla 54 1 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 wzglgdu na ich niska
granic¢ wykrywalno$ci zwiazki te wykorzystano do wizualizacji G-kwadruplekséw
w liniach komoérkowych Hep-G2, gdzie najwigksza kumulacje kompleksu ligandu
z G-kwadrupleksem stwierdzono w obregbie jaderka.] 72,73 ] Zwigzek 56a
wykazywat 7-10 krotne wzmocnienie fluorescencji w obecno$ci kwadrupleksow
o roznorodnej topologii, z kolei dodanie kationd6w metali przejsciowych (nikiel(1I),
kobalt(Il), miedz(Il), cynk(II), zelazo(Ill)) kompleksowanych przez uktad eteru
azakoronowego (56b) poprawito ok 3-4 krotnie emisj¢ 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 zwigzkow
z czteroweglowym pierscieniem w centrum petlnigcym rolg akceptora elektronow
sprzezony z dwoma uktadami benzotiazolu (donory elektronéw) za posrednictwem
grup metinowych. Skwaryny wykazuja pozadane wilasnosci spektralne w zakresie
widzialnym (650-850 nm) oraz cechujg 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 komdérkowym, zwigzek nie znalazt zastosowania.[75]

Modyfikacja 57 w obrebie centralnego pierscienia grupa dicyjanometylenowa
w miejscu tlenu oraz 1-propanosulfonianem na atomach azotu w obu uktadach
benzotiazolu skutkowalo otrzymaniem 58, zwigzku wysoce selektywnego
wzgledem G-kwadruplekséw roéwnolegtych (EAD, c-kit2, pu22) z umiarkowanym
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powinowactwem (Kp~6.57-21.6 pM). [76] Zwiazek 58 w wodnych roztworach
wystepuje w  formie H-agregatéw, ktére w obecnosSci rownoleglego
G-kwadrupleksu ulegaja dysocjacji do monomeréw co w rezultacie skutkuje
wzrostem emisji fluorescencji jak i przesunigciem maksimum absorpcji w strone
dhuzszych fal (z 613 do 685nm). Proponowany mechanizm wigzania si¢ 58 do
G-kwadrupleksu polega na warstwowym oddzialywaniu zwigzku do obu
krancowych G-tetrad. Wysoka selektywnos¢, bardzo niska fluorescencja tta, duzy
wspotczynnik absorpcji i wysoka wydajnos¢ kwantowa fluorescencji sprawiaja, ze
58 jest bardzo obiecujacg sondg 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,), S0, 59 CSTS4

sTTsQi 605Qgl R,=-(CH,CH,0),CH,CH,OH

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

Zamiana propanosulfonianow w obu benzotiazolach na bardziej rozbudowany
1 zasadowy podstawnik 1,2,3-triazolu podstawiony grupa dimetyloaminopropylowa
znacznie zwigkszylo powinowactwo nowej pochodnej 59 do réwnoleglych
G-kwadrupleksow (c-kit2, Kp~44 nM). Znaczny wzrost fluorescencji przy 710 nm,
wysoka wydajno$¢ kwantowa oraz lepsza przenikalno$¢ przez btony komodrkowe
umozliwito wykorzystanie 59 do obrazowania komdrkowego 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 selektywnosci i silnym wzmocnieniu
fluorescencji w obecnosci rownolegtych G-kwadrupleksow.[78]

3.15. POCHODNE NAFTALENODIIMIDU (61-63)

Zwigzki aromatyczne zawierajace uktad naftalenodiimidu (NDI) ze wzglgdu na
planarng strukture oraz korzystne wlasnosci absorpcyjno-emisyjne okazaly si¢ byé
obiecujagcymi  kandydatami do zaprojektowania sond fluorescencyjnych
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selektywnych wzgledem G-kwadrupleksow. (Rys 14) W zwiazku 61 uzyskano
potaczenie uktadu elektronodonorowego kumaryny z elektronoakceptorowym NDI
za posrednictwem elastycznego linkera alifatycznego. W stanie niezwigzanym dhugi
linker umozliwia interakcj¢ obu aromatycznych ukladéow 1  wskutek
wewnatrzczasteczkowego transferu elektronow pomiedzy kumaryng (donor) a NDI
(akceptor) nastgpuje wygaszenie fluorescencji. W obecnosci G-kwadrupleksu
wigzacego fragment NDI obserwowano odzyskanie fluorescencji obu fluoroforow.
Stwierdzono wyrazne wzmocnienie fluorescencji 61 w obecnosci G-kwadrupleksu
réwnolegltego (c-kit2) jak i antyrownolegltego (HRAS) w porownaniu do dupleksu,
pojedynczej nici DNA czy nawet kwadrupleksow RNA, dla ktorych wzmocnienie
fluorescencji bylo zaniedbywalne.[ 79 , 80 | Ze wzgledu na brak zdolno$ci
rozrozniania odmiennych topologii G-kwadrupleksow a takze niska wydajnos¢
kwantowg zastosowanie 61 do badan komérkowych moze okazaé si¢ nieefektywne.

**E 0 3 E@@ m

\Nm
61: cNDI-1 62: c-exNDI 63: dimNDI

Rysunek 14. Pochodne naftalenodiimidu (61-63)
Figure 14.  Derivatives of naphthalene diimide (61-63)

Bardziej obiecujacg pochodng NDI okazat si¢ 62, zwigzek zawierajacy 1,2-
fenylenodiaming skoniugowang z ukladem aromatycznym naftalenodiimidu.
Zwigzek ten wykazywat aktywnos$¢ przeciwko wirusowi HIV-1 wskutek wigzania
si¢ z wysokim powinowactwem do struktur kwadrupleksowych.[ 81 ] Sposrod
przebadanych G-kwadruplekséw o réznorodnej topologii najwicksze wzmocnienie
fluorescencji przy Ae,=617 nm zaobserwowano dla G-kwadrupleksu hybrydowego
hTEL w obecno$ci K'. Wyznaczona stata Kj, dla 62 do hTEL wynosita 0.18 pM,
jakkolwiek w obecnosci kationow Na™ G-kwadrupleks hTEL przyjmowat topologie
antyrownolegla, wzgledem ktérego zaobserwowano bardzo silny wzrost
powinowactwa zwiazku 62 (Kp=3.3 pM).[82] Badania na linii komoérkowej HEK-
293T wykazaty preferencyjne gromadzenie si¢ 62 w jadrze komoérkowym, co
zostalo potwierdzone dodatkowymi testami na przeciwciata 1H6 specyficznymi
wobec G-kwadrupleksow oraz zastosowaniem testu wypierania nukleoliny, biatka
wigzacego G-kwadrupleksy (nucleolin displacement assay). Bardzo zblizonymi
wartoéciami powinowactwa do G-kwadrupleksow charakteryzowat si¢ dimer NDI
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(63), w ktorym oba uklady naftalenodiimidu potaczono lancuchem heptylowym.
Zwigzek 63 w obecnosci hTEL wykazywat 89 krotne wzmocnienie fluorescencji
oraz 2.5 krotne wydhuzenie czasu zycia fluorescencji w porownaniu z dupleksem
(26mer).[83]

3.16. POCHODNE TRIANGULENU (64)

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

3.17. ORGANICZNE ZWIAZKI BORU (65)

Otrzymanie selektywnej sondy fluorescencyjnej wzgledem okres§lonej
topologii G-kwadrupleksu nadal jest wyzwaniem natomiast opracowanie liganda
nacelowanego na $cisle zdefiniowany G-kwadrupleks wydaje si¢ by¢ jeszcze
trudniejsze. Grupa prof. Changa na podstawie badan przesiewowych biblioteki
5000 zwigzkow 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
zwiazkdw boru, wiaze si¢ w bruzdzie G-kwadrupleksu 93del (Kp~25.18 uM) za
posrednictwem wigzan wodorowych bocznego *tancucha karboksyamidowego
i wykazuje najwicksze wzmocnienie fluorescencji w pordwnaniu z innymi
kwadrupleksami o tej samej topologii.[85]

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

Kolejnym przyktadem fluorescencyjnych ligandow, selektywnych wzgledem
réwnolegtych  G-kwadruplekséow, sa  pochodne  N-metyloimidazol-5-onu
podstawionego w pozycjach 2 i 4 fluorowanymi uktadami aromatycznymi (styryl
i benzyliden, Rys 15). Zwiazki te s3 analogami chromoforu naturalnie
wystepujacego w  bialku czerwonej fluorescencji i wykazuja znakomite
dopasowanie do G-tetrad oraz emisje fluorescencji w zakresie dalekiej czerwieni.
Najwicksze powinowactwo (Kp~1.27 pM) oraz selektywno$¢ wzgledem
réwnolegtych G-kwadruplekséw zaobserwowano dla 66, zwiazku 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)

Sposrod otrzymanych koniugatéw kumaryny 1 chinazoliny, zwiazek 67
wykazywat silne powinowactwo do G-kwadrupleksow rownolegtych (Kp~28.6-
71.4 nM) i wigzat si¢ 200-1000 krotne silniej anizeli do G-kwadruplekséw
antyrownolegtych. 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 zwigzki zawierajgce uktad imidazolu
podstawiony trzema podstawnikami aromatycznymi (fenyl, kumaryna lub
karbazol), ktére stanowig kolejng obiecujaca grupe fluorescencyjnych ligandow
umiarkowanie selektywnych wzgledem G-kwadruplekséw rownolegtych. (Rys 16)
W tej serii, zwigzek 68 podstawiony w pozycji para obu fenyli (4-metylopiperazyn-
1-ylo) propoksylem wykazywat silne powinowactwo do G-kwadrupleksow Pu22
i KRAS (Kp~0.26 i 0.15 puM) oraz nieco slabsze do G-kwadrupleksu
antyrownolegltego 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-tetradq a planarnie ulozonymi
uktadami kumaryny i imidazolu. PierScienie fenyli byly skrecone wzgledem
imidazolu umozliwiajac efektywniejsze oddziatywanie elektrostatyczne pomiedzy
dodatnio natadowanymi grupami aminowymi bocznych tancuchow alifatycznych
a ujemnie natadowanymi grupami fosforanowymi. Obserwowany wzrost
wydajnosci  kwantowej fluorescencji 68 w obecnosci G-kwadrupleksow
réownolegtych wynosit 40-50, z kolei dla pozostatych topologii: 34-38.
Zdecydowanie lepsza selektywnoscig w stosunku do kwadruplekséw rownolegtych
cechowatl si¢ 69 podstawiony triazolem, dodatkowo funkcjonalizowanym resztg
kwasu propanokarboksylowego. Dla G-kwadrupleksow réwnoleglych 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-kwadruplekséw antyrownolegtych Iub 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 odroznieniu do wyzej omoéwionych zawieraja
trzy grupy fenylowe bezposrednio przylaczone do imidazolu. Zwigzek 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 stabilizacjag dlugich 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
pomiedzy 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 lancuchem fosforanowym. Natomiast 71, koniugat fluoresceiny
(wygaszacz fluorescencji) potaczonej linkerem triazolopropylowym z pochodng
trifenyloimidazolu wiaze 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 uM)
i wyjatkowa selektywno§¢ 71 do G-kwadrupleksu c-MYC, oraz 14 krotne
wzmocnienie fluorescencji.[91] Podobnie jak 70, w mechanizmie oddziatywania 71
z c-Myc nie biora udzialu G-tetrady, stwierdzono natomiast oddziatywanie
warstwowe z zasadami w p¢tlach oraz elektrostatyczne z fancuchem fosforanowym.
Ostatnim zwigzkiem tej grupy jest 72, zawierajacy dodatkowa grupa
p-metoksyfenylowg na atomie azotu ukladu triaryloimidazolu. Sposrod
przebadanych G-kwadruplekséw o roéznej topologii, ligand 72 wigzat si¢ najsilniej
do G-kwadrupleksu rownolegtego c-myc (Kp~0.1-0.5 uM), przy okoto 10 krotnym



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

wzmocnieniu fluorescencji oraz silnym efekcie stabilizujgcym strukturg 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. Cecha wspdlna obu grup jest obecnos¢ czterech 1H-piroli
sprzgzonych mostkami metinowymi lub iminowymi. Grupa porfiryn obejmuje
zwiazki z peryferyjnie zlokalizowanymi podstawnikami o przeciwstawnych
fadunkach takich jak dodatnio natadowane grupy metylopirydyniowe (73 i analogi)
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lub ujemnie natladowane grupy kwasu karboksylowego (74, 75, Rys 17).
Ftalocyjaniny zawierajg cztery pierScienie izoindolu polaczone mostkami
iminowymi peryferyjnie podstawione dodatnio naladowanymi grupami, tworzac
wigksza powierzchni¢ m-elektronéw w porownaniu z porfirynami. Molekularny
mechanizm oddzialywania obu grup z G-kwadrupleksami polega na oddzialywaniu
warstwowym z G-tetradg. Sposrod pochodnych porfiryn, oddziatywanie 73
z rtéznorodnymi motywami DNA (G-kwadrupleksy, dupleksy, trypleksy,
pojedyncze nici) zostalo najszerzej opisane w literaturze, i wykazano podobne
powinowactwo do wszystkich motywow DNA (Kp~50-300 nM).[93,94,95,96]
Z kolei 74 1 75 wykazywaly zdecydowanie wyzsza selektywnos¢ do rownolegtych
G-kwadruplekséw, aczkolwiek z nizsza stalg wigzania (Kp~2 puM).[97, 98] Tak
znaczng réznice w wartosci Kp 73 vs 74/75 mozna prawdopodobnie przypisaé
przeciwstawnym tadunkom na zlokalizowanych na peryferyjnych podstawnikach.
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Rysunek 17. Pochodne porfiryn i ftalocyjanin (73-78)
Figure 17.  Derivatives of porphyrins and phthalocyanines (73-78)

Wprowadzenie kationu metalu (cynk(I), miedz(II), nikiel(Il)) do centrum
porfiryny czy ftalocyjaniny pozwolilo na uzyskanie nowych sond
fluorescencyjnych o wysokim powinowactwie i selektywnych wzgledem
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G-kwadruplekséw. Z grupy ftalocyjanin z kationem cynku(Il), zwigzek 76
zawierajacy peryferyjnie zlokalizowane cztery dodatnio natadowane fragmenty
guanidynowe wykazywatl wysokie powinowactwo (Kp~2nM) i selektywnosé
wzgledem G-kwadrupleksow (c-myc, h-telo).[ 99, 98] Znaczny wzrost emisji
fluorescencji (200-krotny) 76 w obecnosci G-kwadrupleksow pozwolit na
obrazowanie zaleznos$ci pomigdzy kontrolg transkrypcji a zwijaniem i rozplataniem
G-kwadrupleksu w zywych i utrwalonych komorkach. Zwiazek 76 wykorzystano
do obrazowania G-kwadrupleksow w zywych komoérkach czerniaka SK-Mel-28
[100] lub mysich komédrkach fibroblastow zarodka NIH 3T3 [101], w ktorych
skupiska kompleksow G-kwadrupleks:76 zlokalizowane byly wokot jadra, podczas
gdy odpowiednik bez kationu cynku(Il) wystepowat w jadrach. Pozostate zwigzki
grupy ftalocyjanin- cynk(Il) (77, 78) charakteryzowaty si¢ nieznacznie stabszym
powinowactwem i selektywnoscig do G-kwadrupleksow, jakkolwiek potwierdzajac
ich strukturalne podobienstwo do 76 (obecno$é czterech dodatnio naladowanych
alifatycznych amin).[102,103]

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

Zwigzki  kompleksow  metali przejsciowych  (platyna(Il), ruten(Il))
z heteroaromatycznymi ligandami, ze wzgledu na pozadane wilasnosSci spektralne
w zakresie widzialnym oraz duze przesuniecie Stokesa stanowily przedmiot
licznych badan jako fluorescencyjne sondy kwasoéw nukleinowych. Sposrod
przebadanych  kompleksow  platyny(Il) umiarkowanym  powinowactwem
i selektywno$cia 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 pM) wykazujac 293 krotny
wzrost emisji fluorescencji po zwiazaniu si¢ do G-kwadrupleksu telomerowego,
natomiast dla dupleksow DNA obserwowano zdecydowanie nizszy przyrost
emisji.[ 104 ] Efekt wzmocnienia fluorescencji przypisano zjawisku transferu
ladunku metal-ligand, ktéry ma miejsce gdy kompleks 79 wiazac si¢ do G-tetrady
przestaje by¢ solwatowany przez czasteczki wody. Pozostate dwa przyktady tj. 80
i 81 charakteryzowaty si¢, w pordwnaniu z 79, slabszym przyrostem emisji
fluorescencji odpowiednio 38 1 8 krotnym 1 nieznacznie mniejszym
powinowactwem do G-kwadruplekséw.[105,106]
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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(Il) stanowig obszerng grupe zwigzkow intensywnie
badanych jako potencjalne zwigzki przeciwnowotworowe oraz co wazniejsze, jako
ligandy kwasow nukleinowych. (Rys 19) Zwigzki tej grupy sa przewaznie
nieplanarne przyjmujac geometri¢ oktaedryczng lub pseudooktaedryczna, co
w  kontek$Scie  jednoznacznego  okreslenia  mechanizmu  oddziatywania
z G-kwadrupleksami moze stanowi¢ intrygujacy problem badawczy. Kompleksy
rutenu (II) zawierajace dipirydofenazyne (dpfz) i bipirydyne (bp) lub fenantroling
(fen) jako ligandy (odpowiednio 82, 83) wykazuja powinowactwo do
G-kwadrupleksow telomerowych w zakresie 0.2-0.7 uM i ok 4-5 krotny wzrost
emisji fluorescencji.[ 107 , 108 ] Obecnos¢ podstawnikow alkiloamoniowych
w fragmencie bipirydyny zwiazku 84 poprawilo powinowactwo do
G-kwadruplekséw telomerowych 10-70 krotnie, jakkolwiek obserwowano zaledwie
8-krotny przyrost fluorescencji.] 109 | Kompleksy zawierajace dwa kationy
rutenu(Il) z centralnie potozonym wielopierscieniowym uktadem aromatycznym
tetrapirydofenazyny (tpfz) oraz peryferyjnie zlokalizowanymi uktadami
fenantroliny lub bipirydyny tj. 85 i 86 wykazaly 150 krotny przyrost emisji
fluorescencji w obecnosci G-kwadruplekséw telomerowych oraz 2.5 krotnie stabszy
przyrost emisji w obecno$ci duplekséw (60 krotny).] 110 ] Rozroznienie
oddziatywania wspominanych wyzej komplekséw rutenu(ll) z G-kwadrupleksem
od kompleksow z dupleksem okreslono na podstawie hipsochromowego
przesuniecia (okoto 30 nm) maksimum emisji fluorescencji oraz dhuzszego czas
zaniku fluorescencji (126£3 ns vs 88+4 ns). Tak znaczng zmiang fotofizycznych
wlasnoéci autorzy tlhumacza lepszym dopasowaniem aromatycznego ukladu
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dikompleksow rutenu(Il) z uktadem G-tetrady i lepsza izolacja czasteczek wody od
czasteczki liganda. Ponadto, na podstawie pomiarow kalorymetrycznych autorzy
stwierdzili, ze dla 85 oddziatywanie z krancowa G-tetrada G-kwadrupleksu jest
stabilniejsze niz interkalacja (5 kJ/mol), jakkolwiek biorac pod uwage duzy rozmiar
i zlozong strukture trojwymiarowa dikompleksu rutenu(Il), proponowany
mechanizm oddzialywania jest nadal kwestionowany. Zwiazek 85 zostal
wykorzystany do obrazowania G-kwadrupleksow 1 dupleksow w jadrach,
wykorzystujac roznice 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(Il) kompleksowany jest
dwoma ukladami bipirydyny i jednym ukladem 2-fenylo-1H-imidazo[4,5-
f][1,10]fenantroliny.[ 112] Oba kompleksy sg polaczone elastycznym tancuchem
glikolu polietylenowego. Stwierdzono okoto 15 krotne wzmocnienie emisji
fluorescencji w obecnosci G-kwadrupleksow réwnolegtych, do ktérych 87 wigzat
si¢ z umiarkowang statg (Kp ~3.29 uM) w stosunku 2:1. Ponadto zaobserwowano
umiarkowang stabilizacj¢ 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)

Sposrod  fluorescencyjnych ligandow wykazujacych powinowactwo do
G-kwadruplekséw RNA, 88-92, cztery z nich, poza 89, znalazlo zastosowanie
w fluorescencyjnym bioobrazowaniu G-kwadrupleksow RNA w komorkach. (Rys
20) Nalezy zaznaczyé, ze pomimo uzyskania interesujacych wynikoéw, wicksza
czg$¢ z tych ligandow wykazuje emisje fluorescencji takze w obecnoS$ci
G-kwadruplekséw DNA, stad za selektywne wzgledem RNA nalezatoby uznaé
jedynie dwa zwigzki: 89 1 90. Zwigzek 88 nalezy do grupy barwnikow
cyjaninowych 1 zawiera tancuch polimetinowy sprzggajacy dwa ukfady
heterocykliczne podstawione resztami propanosulfonianu i cechuje si¢ niskg
fluorescencja w stanie wolnym. Badania wykazaty ponad 1000 krotny wzrost
fluorescencji 88 (A, =595nm) w obecnosci G-kwadrupleksow RNA (Kp 2.86-8.54
uM) i tylko 25 krotny w obecnos$ci dupleksu lub pojedynczej nici RNA (Kp 15.75-
41.32 uM).[113] Tak znaczna réznica wzrostu emisji fluorescencji w zaleznosci od
motywu strukturalnego RNA wynika z zahamowania rotacji wokot tancucha
polimetinowego oraz znacznego wzrostu wydajnosci kwantowej fluorescencji
w obecno$ci G-tetrad (@g=0.74-0.95). Sonda 88 zostala z powodzeniem
wykorzystana do detekcji kwadrupleksow RNA w cytoplazmie, zar6wno
w utrwalonych jak i zywych liniach komérkowych (A549).

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

Zwiazek 90 w swojej strukturze zblizony do izaindigotonu, zawiera szkielet
N-metylowanej  6-fluorochinoliny = podstawionej  sprzgzonym  wigzaniem
winylowym z kumaryng. 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 Ae,=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 komoérkach HeLa.[115]

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

S0, $05” N*H(CH,CH;3);
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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¢ przykladem projektowania ,.inteligentnego” liganda,
w ktorym cztery reszty guaninowe przylaczone do naftalenu, w obecno$ci
G-kwadrupleksu RNA skladajg si¢ do G-tetrady (konformacja zamknieta)
wywotujac 22 krotny wzrost emisji fluorescencji. W stanie niezwigzanym, 92
wykazuje niska fluorescencje przyjmujac konformacj¢ otwartg. Nieco slabsza
emisj¢ fluorescencji 92 zaobserwowano rowniez w obecnosci G-kwadrupleksow
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DNA. Obserwacja linii komérkowych (MCF7, U20S, B16F10 ) barwionych 92
wykazata pojawienie si¢ licznych skupisk fluorescencji w rejonie cytoplazmy,
ktorych pojawienie si¢ autorzy przypisali tworzeniu potaczen 92:kwadrupleks
RNA. [117]

UWAGI KONCOWE

Przedstawione w niniejszym artykule wybrane przyklady zwiazkow
fluorescencyjnych typu ,light-up”, selektywnych wzgledem G-kwadrupleksow,
obrazuja znaczny wzrost zainteresowania badaczy tematyka oddziatlywania
G-kwadrupleks6w z ligandami oraz metodami ich wizualizacji opartymi na
fluorescencji. Roznorodnos¢ strukturalna przebadanych zwiazkéw z jednej strony
pozwala na wstepne okre$lenie ogélnych cech strukturalnych charakteryzujacych
fluorescencyjny ligand selektywny wzglegdem G-kwadruplekséw. Z drugiej strony,
wyniki prac pokazuja, ze otrzymanie liganda wysoce selektywnego wzgledem
okreslonej topologii G-kwadrupleksu DNA/RNA stanowi nadal spore wyzwanie.
Niemniej jednak, biorac pod uwage znaczng ilo§¢ przebadanych sond
fluorescencyjnych, perspektywy rozwoju tej grupy zwigzkéw 1 ich zastosowan
w bioobrazowaniu G-kwadruplekséw w komoérce mozna oceni¢ jako obiecujace. Pod
tym wzgledem, wielopierscieniowe zwigzki heteroaromatyczne umozliwiajg precyzyjne
dostrojenie wlasciwosci biochemicznych, kinetycznych i fotofizycznych poprzez
funkcjonalizacj¢ uktadu heteroaromatycznego grupami o charakterze donorowym lub
akceptorowym. Wybor sondy wiasciwej do realizacji okre$lonego zastosowania
powinien uwzglednia¢ zardwno parametry fotofizyczne zwigzku jak i jego zdolno$é¢ do
przenikania przez blony komérkowe oraz niska cytotoksycznosc.

W niniejszym artykule zebrano przyklady sond majacych zarowno znaczenie
poznawcze jak i te co do ktorych istnieje spora szansa na ich praktyczne zastosowanie.
Wiele obiecujacych sond, wykazujacych duze powinowactwo i selektywnos¢ wzgledem
kwadrupleksow in vitro, nie przenikata do komorek pozwalajac jedynie na wyznaczenie
parametréw kinetycznych i uzyskanie strukturalnych danych dotyczacych mechanizmu
oddzialywania liganda z G-kwadrupleksem. Z drugiej strony, istnieje ograniczona pula
ligandéw charakteryzujacych si¢ akceptowalng zdolnoscig do penetracji do komorek,
ktora umozliwita wizualizacj¢ kwadrupleksow in vivo. Warta podkreslenia cecha
niektorych sond jest ich, zalezna od kwadrupleksu, zdolno$¢ do zmiany wtasnosci
fotofizycznych takich jak dlugos¢ fali absorpcji i emisji lub wydluzenie czasu zycia
fluorescencji. Zwigzki te moga by¢ wykorzystane jako fluorescencyjny znacznik do
mapowania domen kwadrupleksowych co ma istotne znaczenie w $§wietle rozwoju
ultraczutego oprzyrzadowania do obrazowania lokalizacji okreslonych substruktur
w  zywych komorkach. Ponadto, zwigzki te moga by¢ stosowane
w wysokoprzepustowych badaniach przesiewowych w kierunku odkrywania nowych
lekow przeciwnowotworowych zdolnych do specyficznego wigzania si¢ do okreslonych
topologii kwadrupleksow.



Tabela 1.

Podsumowanie wlasciwosci sond fluorescencyjnych wiazacych si¢ do G-kwadrupleksow DNA/RNA

Table 1. Summary of fluorescent ligands binding to DNA/RNA quadruplexes properties
Zw | hex (nm) | Aery (nm) Przesunigeie | Wzmocnienie Kp (uM) Spos6b wigzania do Preferowana topologia kwadrulpeksu Bioobrazowanie komorek (lokalizacja) Lit
o " Stokesa (nm) | fluorescencji D (K kwadrupleksu polog P J
1 485 550 65 100-1000 033 Warstwowy Brak selektywnosci wzglgdem okres$lonej topologii G- | linia utrwalonych komérek U20S (jadro, 9
kwadrupleksu cytoplazma)
2 527 573 46 260-380 1-5 Warstwowe Rownolegta : c-myc; Antyrownolegta: telo linia utrwalonych komoérek MCF7 10
3 540 585 45 260-430 0.89 Warstwowe Antyrownolegta: HRAS; Réwnolegly; c-kit2, pu-22 linia zywych komorek PC3 (jadro) 11
4 475 630 155 170-270 1 Warstwowe Antyrownolegte: telo21, htg22, Oxy28 linia utrwalonych komérek PC3 (jadro) 12
Réwnolegta: CM22, C-kit; Antyrownolegty: HRAS, S X . .
5 466 650 184 110-250 0.42-2.5 Warstwowe Hybrydowa: 22AG, G3T3, GATTA linia zywych komorek HeLa (mitochondria) 13
6 |600 651 51 18-36 0.039-0.089 | Warstwowe; Réwnolegla: c-mye, bel-2, kit-1, kras b.d. 14
Elektrostatyczne
7 500 549 49 6-8 >2 Warstwowe Rownolegta: c-kit2, c-myc; Hybryda:22AG b.d. 15
8 430 490 60 150-270 b.d. Warstwowe Hybrydowa: mitochondrialne DNA linia Zywych komoérek HeLa i MCF-7 (lizosomy) | 16
9 600 680 80 20 2.1 Warstwowe Réwnolegta: c-myc b.d. 17
Warstwowe; , . .
10 | 579 610 31 220-500 0.11 Elektrostatyczne Antyréownolegta (dimeryczna spinka) b.d. 18
11 |584 600 16 70 b.d. Warstwowe Hybrydowa:bel-2 2345, H24; Rownolegta: c-mye b.d. 19-21
2345, c-kitl
12 |530 600 70 1000 bd. Warstwowe Hybrydowa:bel-2 2345, M24; Réwnolegta: c-myc bd. 1921
2345, c-kitl
13 560, 580 | 715,660 | 135 110 1.2 Warstwowe Hybrydowa: 22AG b.d. 22
14 |425 490 65 12002100 | 0.77-3.51 Warstwowe, Réwnolegla: 22AG (K"); Antyrownolegta: 22AG (Na") | b.d. 2327
Elektrostatyczne
487-630°N* . . Brak selektywnosci wzgledem okre$lonej topologii G- | linia zywych i utrwalonych komorek HeLa;
15415 500 85 320-439"NA 6.25-13 Warstwowe, 5'-koniec kwadrupleksu linia zywych kom HUVEC, SMMC-7721 and 28
16 |415 492 77 90-160 18-57 Warstwowe, 5'-koniec | Rownolegly DNA i RNA; Hybrydowy DNA b.d. 29
17 | 415 485 70 240 13-23 Warstwowe Rownolegta: 27myc b.d. 30
18 343 460 117 10 0.2-0.7 Interkalacja Rownolegta: c-myc b.d. 31,32




19 |bd b.d. b.d. 50 1.88 Warstwowe Hybryda=>Rownolegly; (T2Ga4)4 b.d. 33
20 | 464%/494° | 603%/592° | 139%/98° 10-12 0.09-0.12 Interkalacja Antyréwnolegly: 22A b.d. 34
. DA . linie zywych komorek MCF-7/ADR, CL1-0, 35-
21 460 555 95 80-120 0.033 Warstwowe Hybrydowa:ht22; Réwnolegta:pu22 H1299, HeLA, MCF-7, SAS 37,40
22 | 475 575 100 60-90 0.00089 Warstwowe Hybrydowa; Antyrownolegly: ht24 linie zywych komorek H1299, Ca9-22 (jadro); 35-
Detroit-551, IMR-90 (cytoplazma) 39
23 470 550 80 20-50 0.14 Warstwowe Antyréownolegta: mitochondrialne DNA mt9438, linie zywych komorek CL1-0, H1299, HeLA, 41
mt6363 BJ-1 (mitochondria); IMR-90, MRC-5
(lizosomy)
24 b.d. b.d. b.d. b.d. b.d. Warstwowe b.d. linie Zywych komoérek CL1-0, MCF-7, 42
MCEF7/ADR (mitochondria, jadro), MRC-5
25 496 649 153 40-60 0.63-0.67 Warstwowe Réwnolegta: c-kit2, c-myc b.d. 43
26 408 462 54 335-1800 0.28-0.60 Warstwowe Réwnolegta: EAD, c-myc, and c-kit2; Hybryda: 22AG | b.d. 45
27 385 500 115 400-500 0.67-0.84 Warstwowe Réwnolegta: c-myc, Pu22 linia zywych komorek MCF-7 46
28 330 466 136 8 0.13-0.33 Warstwowe; Hybrydowa: hum21 (K"); Antyréwnolegla: hum 21 linia utrwalonych komorek HeLa (jadro) 47
Elektrostatyczne (Na")
29 330 470 140 6 0.03-0.05 Warstwowe; Hybrydowa: hum21 (K"); Antyréwnolegla: hum 21 linia utrwalonych komoérek HeLa (jadro) 47
Elektrostatyczne (Na")
30 290 522 232 2.3-55 0.3-1.38 Warstwowe Rownolegte, c-kit2, c-myc linia zywych komoérek HepG2 (jadro) 48
31 526 600 74 100-110 10 Warstwowe Rownolegta; c-myc b.d. 49
32 | 467 613 146 29-41 b.d. Warstwowe Réwnolegta: pu22; Hybrydowa: htg21, UpsB; linia utrwalonych komoérek SiHa (jaderko) 50
Antyrownoleglty: HRAS
33 460 570 110 22 b.d. Warstwowe Antyrownolegta: telo21 linia utrwalonych komoérek COS7, MCF-7 51
(jaderko)
34 338 512 174 150 0.13-0.43 Warstwowe Antyrownolegta: Hum24, Oxy28, 22AG linia zywych komérek MCF-7 (cytoplazma) 52
35 450 590 140 4 3.0.3-3.65 Warstwowe, 3' Rownolegta: c-myc, c-kit2, VEGF, ADAM10 (RNA) linia utrwalonych komorek ARPE-19 (jaderko) |53
koniec
36 | 486 550 64 50 1.99+0.53 Warstwowe Antyrownolegta: telo21 linia zywych komorek PC3 (jadro) 54




37 531 617 86 150-290 1.43-3.70 Warstwowe Brak selektywnosci:hras, htg22, oxy28, telo21, 4telo, linia zywych komorek PC3 (jadro) 55
human12, bel2, ckit2, pu22, pu27,ckitl, vegh
38 456 587 131 60-100 0.3-10 Czgsciowo Brak selektywnosci: Htg-21. 22Ag, C-myc, CM22, C- | b.d. 56
warstwowe kitl, G3T3, Hras
39 | 441 630 189 118, 145 0.45-0.55 Elektrostatyczne Rownolegta: c-myc, CM22 linia zywych i utrwalonych komoérek HepG2 57
(cytoplazma)
40 463 590 127 550 0.53 Warstwowe Réwnolegta: c-myc linia zywych komorek HepG2 (jadro) 58
41 498 568 70 10 0.14-0.74 Warstwowe Réwnolegla: KRAS-22RT linia Zywych komorek HeLa (jadro) 59
42 ]330 475 145 10-20 0.138-0.367 | Interkalacja ]ffl’;yé‘;"wa: hum21,hum43, humS1, hum37, hum63, -, 4 60
43 ]330 475 145 10-20 0.048-0.169 | Interkalacja %t]’;é‘;"wa: hum21,humd3, humS1, hums7, hum63, = 60
Warstwowe; .
44 343 448 105 2.5 0.1 Elektrostatyczne Hybrydowa: HTG21 b.d. 64
Warstwowe; .
45 |353 450 97 5 0.14 Elekirostatyczne Hybrydowa: HTG21 b.d. 64
46 |570 653 83 20-100 0.569-1.17 b.d. Hybrydowa: htg21 l‘e]?;‘;lezryk‘z)YCh iutrwalonych komérek Hela 61
. . linia utrwalonych komorek SiHa (cytoplazma), 62,
47 | 630 650 20 7 b.d. b.d. Rownolegty RNA: NRAS HEK293T, Hela 63
48 355 530 175 10 0.284 b.d. Antyrownolegta: telo21 b.d. 65
49 | 636 670 34 100 3.22 Warstwowe d(G,T)13G b.d. 6668
50 | 580 635 55 3-7 0.003-0.059 Warstwowe Antyréownolegle>Rownolegle b.d. 6662;
. Antyrownolegta: 22AG, G3T3, HRAS; Rownolegta:
51 521 620 99 90-190 b.d. Elektrostatyczne srcl, ckit, c-myc, NRAS, TERRA b.d. 69
52 |462 627 165 12-16 0.071 Warstwowe, Réwnolegta: c-kit, CM22; Hybrydowa: HTG-21 b.d. 70
Elektrostatyczne
Hybrydowa: 22AG; Rownolegta: c-kitl, c-kit3, .. .
53 470 550 80 20-50 0.83 Warstwowe CM22, c-myc, c-kit3; Hybrydowa: Hum45, HRAS, ll(llli;ltli:;]:f;y‘:h komérek HepG2 71
HTG21; Antyrownolegta: G3T3, yiop
Warstwowe, Hybrydowa: HTG-21, HRAS; Antyrownolegta: . . .
54 470 595 125 130-240 0.11 Elektrostatyczne 22AG, G3T3, : Réwnolegla: c-mye, c-kit, CM22 linia utrwalonych komorek HepG2 (jaderko) 72
55 470 595 125 180; 45-90 0.028 Warstwowe Antyrownolegta: HRAS; Rownolegle; Hybrydy linia zywych komoérek HepG2 (jaderko) 73




Warstwowe,

S56a |445 640 195 7-10 b.d. Elektrostatyczne Rownolegta:c-myc, hum45 linia utrwalonych komorek HepG2 (jadro) 74
Warstwowe, . . .. . .
56b | 445 640 195 20-80 b.d. Elektrostatyczne Rownolegta:c-myc, hum45 linia utrwalonych komorek HepG2 (jadro) 74
Hybrydowa:c-kit*, HRAS; Antyréwnolegla: 22AG, linia Zywych i utrwalonych komoérek A549,
7 610 668 38 40-70 b.d. Warstwowe G3T3, GATTA , hTelo; Réwnolegly: c-src, c-myc CHO, HeLA (jaderko) »
58 680 710 30 20-40 6.57-21.6 Warstwowe Réwnolegla: EAD, Pu22, C-kit2 b.d. 76
59 670 698 28 40-70 0.044 Warstwowe Rownolegta: c-kit2 EAD, Pu22, Pu 27, Tel22 linia Zywych komérek MCF-7 (lizosomy) 77
60 661 744 83 1;(())(())(())(; 10 Warstwowe Rownolegta: VEGF, 25-Ceb, VAV-1, c-myc b.d. 78
Réwnolegta:c-mye, c-kitl, c-kit2; Antyrownolegta: 79,
61 452 666 214 11-34 0.14-0.71 Warstwowe HRAS!I: Hybrydowa: 22AG b.d. 30
0.000003- Hybrydowa: hTel22; Antyrownolegta: hTel22; . X . 81,
62 600 613 13 1.5-3 0.184 b.d. Réwnolegla: c-mye, c-kit1, c-kit2 linia utrwalonych komérek HEK-293T (jadra) 32
63 |525/610 |610/670 |85/60 40-89 b.d. b.d. Réwnolegla:pu22; Hybrydowa: hTel22; b.d. 83
Antyrownolegta: hTel22
Brak selektywnosci: TBA, myc2345, BCL-2 (RNA), L . .
64 436 581 145 3.3-49 0.82-0.99 bd ckit87up, PDGF-A linia Zywych komorek U20S (jadra) 84
65 360 597 237 20-30 25.18 Elektrostatyczne Réwnolegta: 93del, J19, T9S bd 85
66 513 606 93 10 1.27 Warstwowe Rownolegta linia zywych komérek CCRF-CEM 86
67 |495 520 25 45 0.028-0.833 | Warstwowe Réwnolegla: c-myc, Ceb25, VAV-1, VEGF linia zywych i utrwalonych komérek Hela 87
(mitochondria, cytoplazma)
68 450 525 75 34-50 0.15-0.26 Warstwowy Rownolegta:Pu22, KRAS bd 88
69 |450 525 75 25-30 6.1 Warstwowy, Réwnolegla: c-kit2 bd 89
Elektrostatyczne
Warstwowy, . .. . .
70 | 400 510 110 4-8 7.8-13.3 Elektrostatyczne Hybrydowa: htg45, htg51, htg57 linia komorek SiHA, A549 90
71 450 525 75 11-15 0.53-0.63 Warstwowy Réwnolegta: c-myc bd 91
Warstwowy, . i
72 | 350 465 115 10 0.1-0.5 Elekirostatyczne Réwnolegta: c-myc bd 92
73 424 657,722 | 233,298 1.5-2.5 0.05-0.3 Warstwowe Brak selektywnosci bd 9;6
74 399 614 215 2-10 0.5-10 Warstwowe Rownolegta bd 97
75 410 630 220 16-18 0.056-0.151 Warstwowe Rownolegta bd 98




linia zywych i utrwalonych komorek HeLa,

76 620 705 85 200 0.002-0.01 Warstwowe Réwnolegta: c-myc MCF7, BI6F10, SH-SYS5Y, SK-Mel-28 99
77 | bd bd bd bd 1 Warstwowe Antyrownolegta: Htelo bd 102
78 630 705 75 200-800 0.03-0.150 Warstwowe Antyrownolegta: Htelo; Réwnolegla: C-myc, c-kit bd 103
79 [350 512 162 203 0.09-0.12 Warstwowy, 3 Hybrydowa: Htel bd 104
koniec
80 [350 622 272 38 0.45-0.71 Warstwowe Réwnolegta: c-myc bd 105
81 372 652 280 8 5.1-6.8 Warstwowe Rownolegta: c-myc bd 106
. . 3 .
82 460 620 160 27 071 bd I-g]‘t;l?)/dow& 22AG (K"); Antyrownolegta: 22AG bd 107
83 460 620 160 35-50 0.19-033 bd ‘g}gdowa: 224G (K); Antyréwnolegla: 22AG bd 108
84 457 630 173 5-8 0.01-0.02 bd Antyrownolegta: AG3(T,AGs3); bd 109
658 (ds),

85 |450 631 208 (ds), 150 0.23 Warstwowe bd linia Zywych komérek MCF-7 110,

181 (GQ) 111

GQ)
647 @), [ 197 (g
86 450 605 . bd 0.1 Warstwowe bd linia utrwalonych komérek MCF-7 110
G0) 155 (GQ)
87 468 604 136 130 329 bd Rownolegta: c-kit, Pul8, VEGF; Hybrydowa: bcl2, bd 12
G4TTA
88 |s32 595 63 1115-1827 | 2.86-8.54 Warstwowy Row X‘;legk RNA: Tel22, VEGF, TRF2, BCL-2, linia utrwalonych komérek A549 113
89 | 467 732 265 200-400 0.35-0.89 \?(’grlsl::owy th Réwnolegle RNA; TERRA, rUAG4 bd 114
Warstwowy, . . T - 1
90 555 660 105 40-60 0.57 Rownolegte RNA; TERRA, FMR1, TB1, MT3 Liniac zywych i utrwalone komorki HeLA 115
elektrostatyczne

91 461 495 34 1693 bd Warstwowy Rownolegta: CG2a Linia zywych komérek Huh7 116
92 | 286 396 110 22 bd Warstwowy Rownolegte RNA: TERRA Linia zywych komérek MCF7, U20S, B16F10 | 117

Zw 20 a=wolny; b=zwigzany; Zw 85, 86 ds= dupleks, GQ= G-kwadrupleks
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MECENASI WIADOMOSCI CHEMICZNYCH

e Hydrolab to polska firma z ponad 20-letnim
"a dos$wiadczeniem na rynku. Jestesmy dobrze
m zorganizowanym, nowoczesnie zarzadzanym
przedsigbiorstwem.
Produkujemy laboratoryjne demineralizatory, zaprojektowane zgodnie

z wytycznymi polskich i europejskich norm, wykorzystujac najnowsze technologie
oczyszczania wody.

JesteSmy w stanie zaplanowaé cala gospodarke wodng w laboratorium, z peing
dokumentacja kwalifikacyjng.

Hydrolab aktualnie posiada w swojej ofercie ponad sto modeli urzadzen do

oczyszczania wody.

Selwa jest firmg zalozong przez dobrze znanych Panstwu
o'--_-- _ ludzi, dziatajacych w branzy sprzgtu laboratoryjnego
d‘l-wn , jacy y sprze ryjneg
LAB i aparatury naukowo-badawczej produkowanej przez

Swiatowych liderow.

Gtownym celem firmy jest zapewnienie Panstwu profesjonalnego doradztwa
w zakresie doboru aparatury, optymalizacji konfiguracji i wykorzystania doktadnie zgodnie
z Panstwa potrzebami.

Nasze ponad 15-sto letnie do§wiadczenie w tej branzy pozwala dopasowaé naszg oferte
doktadnie do Panstwa potrzeb.

Swiadczymy réwniez jako jedna z niewielu firm na rynku, kompletne rozwiazania
tacznie z wdrozeniem metod pod konkretne Panstwa wymagania. Sprzet przez nas sprzedany
bedzie, po skonczeniu wdrozenia, gotowy do pracy bez koniecznosci wykonywania
dodatkowych dziatan z Panstwa strony i poswiecania Waszego cennego czasu.

Z naszymi partnerami zawarliSmy umowy na zasadach  wylacznosci
i uprawniajace nas do sprzedazy, serwisowania a przede wszystkim wsparcia technicznego
i aplikacyjnego oferowanego sprzetu na terenie Polski.

Oferowana przez nasza firm¢ aparatura posiada certyfikaty zgodnosci CE, spehia
warunki GLP oraz GMP i jest wytwarzana przez producentow, ktoérzy majg wdrozone

systemy zarzadzania jakos$cig ISO 9000.






INFORMACJE 907

Prof. dr hab. Piotr Stepnowski zostal powolany na Dyrektora
Zwiazku Uczelni w Gdansku im. Daniela Fahrenheita (2020 —)

We wrzesniu 2020 roku Minister Nauki i Szkolnictwa Wyzszego powotal do zycia
Zwiazek Uczelni w Gdansku im. Daniela Fahrenheita, ktory utworzyty Gdanski Uniwersytet
Medyczny, Politechnika Gdafiska oraz Uniwersytet Gdanski. To z pewno$cig jedno z
najwazniejszych wydarzen w historii instytucji akademickich w Gdansku, otwierajace droge

do konsolidacji gdanskich uczelni.

Sekcja Materialow Wysokoenergetycznych

Mito nam poinformowac¢, ze Sekcja Materialow Wysokoenergetycznych wznowita
swoja dziatalno$¢. W $rodg, 21 pazdziernika odbylo si¢ w trybie online zebranie cztonkéw
sekcji, ktorzy dokonali wyboru nowego Zarzadu:

Przewodniczacy: dr inz. Mateusz Szala, Wojskowa Akademia Techniczna

Wiceprzewodniczacy: dr hab. inz. Tomasz Golofit, Politechnika Warszawska

Sekretarz: dr inz. Tomasz Salacinski, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz

- Instytut Przemyshu Organicznego

Calemu Zarzadowi Sekcji serdecznie gratulujemy i zyczymy wielu sukcesow.

Zapraszamy roéwniez wszystkie osoby zainteresowane dzialaniem w ramach Sekcji do

kontaktu z Panem Przewodniczacym.
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Sekcja Chemii Zywnosci

Mito nam poinformowaé, ze Sekcja Chemii Zywnoéci wznowita swoja dziatalnosé.
W $rode, 14 pazdziernika odbylo si¢ w trybie online zebranie cztonkéw sekcji, ktorzy
dokonali wyboru nowej Przewodniczacej, ktora zostata pani dr Malgorzata Starowicz
z Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie.

Pani Przewodniczacej Sekcji serdecznie gratulujemy i zyczymy wielu sukcesow.
Zapraszamy rowniez wszystkie osoby zainteresowane dzialaniem w ramach Sekcji do

kontaktu z Panig Przewodniczaca.

Sekcja Chemii Cukrow

Milo nam poinformowaé, ze Sekcja Chemii Cukréw wznowita swoja dziatalno$¢.
W poniedzialek, 12 pazdziernika odbylo si¢ w trybie online zebranie cztonkow sekcji, ktorzy
dokonali wyboru nowego Zarzadu:

Przewodniczacy: dr hab. Zbigniew Kaczynski, prof. uczelni, Uniwersytet Gdanski

Wiceprzewodniczaca: dr hab. Anna Zawisza, prof. uczelni, Uniwersytet L.odzki

Nowemu Zarzadowi Sekcji serdecznie gratulujemy i zyczymy wielu sukcesow.
Zapraszamy roéwniez wszystkie osoby zainteresowane dzialaniem w ramach Sekcji do

kontaktu z Panem Przewodniczacym.

Sekcja Termodynamiki

Mito nam poinformowaé, ze Sekcja Termodynamiki wznowita swa dziatalnosé.
W czwartek, 8 pazdziernika odbyto si¢ w trybie online zebranie cztonkow sekcji, ktorzy
dokonali wyboru nowego Zarzadu:

Przewodniczaca: dr hab. Marzena Dzida, prof. uczelni, Uniwersytet Slaski

Wiceprzewodniczacy: dr hab. inz. Marek Krolikowski, Politechnika Warszawska

Sekretarz: mgr Monika Zarska, Uniwersytet Slaski

Nowemu Zarzadowi Sekcji serdecznie gratulujemy i Zzyczymy wielu sukcesow.
Zapraszamy rowniez wszystkie osoby zainteresowane dziataniem w ramach Sekcji do

kontaktu z Panig Przewodniczaca.



INFORMACJE 909

Zmarla Profesor Wanda Brzyska

Z ogromnym smutkiem i zalem przyje¢liémy wiadomo$é, ze w dniu 29 pazdziernika
2020 roku zmarta Prof. dr hab. Wanda Brzyska wybitna polska chemiczka, specjalistka
z zakresu chemii koordynacyjnej, ceniona nauczycielka akademicka i wychowawczyni wielu
pokolen chemikow. Cate swoje zycie zawodowe Pani Profesor Wanda Brzyska zwigzata
z Uniwersytetem Marii Curie-Sktodowskie. W latach 1980-1981, jako pierwsza kobieta na
UMCS, pehita funkcje Prorektora ds. Studenckich, Dydaktyki i Wychowania. W latach
1984-1987 sprawowata funkcj¢ Prodziekana Wydziatu Mat-Fiz-Chem. W latach 1991-1993
byta cztonkiem Centralnej Komisji ds. Stopni i Tytutéw. Pani Profesor byta tez aktywnym
cztonkiem PTChem od 1960 roku. W latach 1983-89 sprawowata funkcj¢ Przewodniczacej
Lubelskiego Oddzialu PTChem. Od roku 1983 byta czlonkiem Gtéwnej Komisji
Rewizyjnej, a nastgpnie, przez dwie kadencje (1998-2003) peknita funkcj¢ wiceprezesa
Zarzadu Gtoéwnego Polskiego Towarzystwa Chemicznego. Od 1999 roku byta
przewodniczaca Komitetu Okregowego Olimpiady Chemicznej. Za swoja dziatalno$é
dydaktyczna, naukows i organizacyjng Prof. dr hab. Wanda Brzyska otrzymata wiele nagrod
i wyr6znien, migdzy innymi: Ztoty Krzyz Zastugi (1974), Krzyz Kawalerski OOP (1979),
Krzyz Oficerski OOP (2003), Medal Komisji Edukacji Narodowej (1979), Medal Senatora
Francji (1982), Odznak¢ Honorowa Zastuzonemu dla LTN (1998), Zastuzonemu dla
Politechniki Rzeszowskiej (1998), Medal Zastuzony dla Uniwersytetu Marii Curie
Sktodowskiej (2005) oraz wielokrotnie Nagrody Ministra Nauki, Szkolnictwa Wyzszego
i Techniki.
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Recenzja

Jan F. Rabek, POLIMERY i ich zastosowania interdyscyplinarne, Wydawnictwo
naukowe PWN SA, Warszawa 2020, wydanie I, polskie, tom 1, s. 409, tom 2, s. 382.

W 2020 roku Wydawnictwo naukowe PWN, wydalo nowa ksigzke autorstwa Jana F.
Rabka ,,POLIMERY i ich zastosowania interdyscyplinarne”. Chociaz podrecznik
skierowany jest do studentow i doktorantdow specjalizujacych si¢ w zakresie chemii
i technologii polimerdw to ta tematyka, w tym wydaniu, eksplorowana jest wielowymiarowo
i ma szersze oddzialywanie spoleczne.

Prezentacja tresci w formie krotkich artykutow przegladowych zawierajacych
fragmenty tekstow i rysunki z oryginalnych publikacji naukowych stanowi klarowne
kompendium wiedzy dla profesjonalnych odbiorcow. Natomiast przedstawienie szeregu
zagadnien w podstawowym zakresie, bez zaawansowanego aparatu matematycznego daje
szerszy zasi¢g odbiorcOw spoza srodowiska akademickiego, zainteresowanych tematyka
aplikacji materiatow polimerowych w gospodarce, czy problemami ochrony $rodowiska
generowanymi przez odpady polimerowe.

Materiaty polimerowe sg podstawg szeregu tradycyjnych technologii, ktore sg szeroko
opisane w wielu podrecznikach. Natomiast ta ksigzka jest na polskim rynku wydawniczym
uzupehieniem pozycji literaturowych w zakresie przegladu materialdw polimerowych
stosowanych w interdyscyplinarnych aplikacjach w zawansowanych, innowacyjnych
technologiach. Opis przytaczanych technologii jest prosty i klarowny nienasycony
skomplikowanymi schematami co pozwala na dobre zobrazowanie problemu dla czytelnika
réwniez spoza obszaru nauk $cistych.

Pierwszy tom zawiera rozdziaty dotyczace otrzymywania i whasciwosci polimerow
przemystowych zaré6wno tych tradycyjnych wytwarzanych wielkoformatowo, jak réwniez
materiatdéw funkcjonalnych w tym nowych na rynku komercyjnym jak np. materialy
hybrydowe na bazie zwiazkow krzemu, czyli polisilseskwioksany. Przedstawiono
w podobny, skondensowany sposob polimery powlokotworcze, kleje polimerowe i kauczuki.
Drugi tom to gruntowna analiza kompozytow polimerowych, funkcjonalizacja wtasciwosci
polimeréw i wprowadzenie w chemi¢ polimeréw supramolekularnych, nanomaterialow oraz
polimeréw amfifilowych. W kazdej grupie materiatdéw przedstawiono analiz¢ wiasciwosci
w odniesieniu do dedykowanych aplikacji. Interesujace sa w kontek$cie szerszego grona

odbiorcoOw rozdziaty dotyczace toksykologii i recyclingu tworzyw polimerowych. Jest to
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szczegblnie wazne w budowaniu wiedzy czytelnikow spoza $rodowiska profesjonalistow
w oparciu o rzetelne przedstawienie tresci budowanej na faktach a nie mitach

prezentowanych w mediach.

Prof. dr hab. Jolanta Ejfler






REGULAMIN I INFORMACJE DLA AUTOROW PUBLIKUJACYCH
W CZASOPISMIE ,,WIADOMOSCI CHEMICZNE”

1. Informacje ogélne

»Wiadomosci Chemiczne” s3a recenzowanym czasopismem naukowym Polskiego Towarzystwa
Chemicznego, ktore publikuje przede wszystkim artykuty przegladowe. Ponadto publikowane sa tutaj inne
warto§ciowe materialty o charakterze edukacyjno-informacyjnym takie jak: artykuly oparte na pracach
doktorskich lub habilitacyjnych, ktore zostaly wyréznione przez Rady Wydziatéw, przed ktorymi toczyly si¢
odpowiednie procesy; materialy informacyjne na temat uczonych oraz jednostek naukowych/firm
chemicznych lub pokrewnych chemii; materialy o aktualnych osiagnigciach w szeroko pojetych naukach
chemicznych.

Dodatkowa ofert¢ Wydawnictwa stanowi seria, ,,Bibliotecka Wiadomosci Chemicznych”, gdzie
publikowane sa dtuzsze artykuty przegladowe lub monografie po$wiecone waznym i aktualnym problemom
wspolczesnej chemii. Autorzy, ktorzy chcieliby takie prace napisa¢, powinni wczesniej skontaktowaé si¢
z Redakcja, a nastgpnie przesta¢ wstepnie przygotowana publikacje (redagowana na wzor artykulow
w czasopis$mie ,,Wiadomosci Chemicznych”) lub informacje na temat przygotowywanej pracy — tytut
przygotowywanej publikacji, przyblizona liczbg stron, tabel, rysunkow. W chwili obecnej Redakcja nie
posiada $rodkéw na finansowanie prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych”. W zaleznosci od
sytuacji finansowej Wydawnictwa, Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub
Instytucjami zlecajacymi druk.

»Wiadomo$ci Chemiczne” wydawane sa zarowno w wersji drukowanej jak i elektronicznej. Wersja
elektroniczna udostepniana jest bezptatnie w Internecie.

Czasopismo jest indeksowane/abstraktowane w kilku bazach danych: Chemical Abstracts, Polska
Bibliografia Naukowa, BazTech, Polska Bibliografia Lekarska, Index Copernicus, Baza ARIANTA.

2. Informacje dla autor6w na temat wymagan i zasad publikowania prac

« Prace nie byly wczesniej publikowane, ani nie sg ztozone w redakcji innego czasopisma.

e Autorzy prac stosuja si¢ do wymagan praw autorskich tzn. w przypadku zamieszczania rysunkow,
tabel itp., pochodzacych z opracowan opublikowanych w innych czasopismach lub publikacjach
zwartych, posiadajg pisemna zgodg¢ na ich przedruk.

» Opublikowana raz praca bez zgody Redakcji, nie moze by¢ wydawana gdzie indzie;j.

* Autorzy przysylajacy prace po raz pierwszy powinni poda¢ swoj numer telefonu oraz adresy poczty
tradycyjnej i elektronicznej. Jest to niezbgdny warunek sprawnego przebiegu opracowania
redakcyjnego tekstu.

« Autorzy zobowiazani sa do wykonania korekty tekstu. W pracach przyjetych do druku Redakcja ma
prawo dokonywania niezbgdnej korekty.

» Jezeli autorzy nie zastrzega inaczej w momencie zgloszenia pracy, wydawca nabywa ogélnych praw
autorskich do wydrukowanych prac (w tym prawo wydawania na no$nikach elektronicznych oraz
w Internecie). Tytulem powyzszego wykorzystania utworow autorom nie s3 wyptacane honoraria.

*  Wszystkie nadsylane prace sa poddawane wstgpnej ocenie, ktéra okre§la czy odpowiadaja randze
i profilowi ,,Wiadomoséci Chemicznych” oraz czy zostaly przygotowane zgodnie z formalnymi
wymogami MNiSW oraz Redakcji.

* Po uzyskaniu pozytywnej wstgpnej oceny wszystkie prace sa recenzowane przez co najmniej dwoch
niezaleznych recenzentéw, zgodnie ze wskazoOwkami zawartymi w broszurze informacyjnej
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/-
user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

* O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

* Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyjac
do druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentow moga by¢ powtornie przestane do
czasopisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelna
procedure recenzowania.

¢ Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, ze tzw. ,.ghostwiting” (kto§ wnidst znaczacy wklad
w powstanie publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie zostal wymieniony
w podzigkowaniu zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udziat autora jest znikomy lub
tez w ogoble nie mial miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) sa przejawem nierzetelnosci



naukowej. Wszelkie przejawy nierzetelno$ci naukowej, tamania i naruszania zasad etyki obowiazujacej
w nauce beda ujawniane, wlacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autorow.

e Autorzy maja prawo do zaproponowania co najmniej trzech niezaleznych recenzentéw, jednak
ostatecznego wyboru anonimowych recenzentow dokonuje Redakcja.

3. Koszty

Autorzy czasami moga ponosi¢ czesciowe koszty wydania swoich artykutow. Tak jest w przypadku tzw.
stron nadliczbowych tj. powyzej 25 stron. Za kazda rozpoczgta nadliczbowa strong jest naliczana optata
w wysokos$ci okoto 50 zt. Najczesciej- kwota ta pokrywana jest z funduszy pozyskiwanych przez Autorow lub
przez Wydziaty ktore wspomagaja wydawanie ,,Wiadomos$ci Chemicznych”. Niezaleznie od rodzaju pracy
oplata pobierana jest rowniez za strony drukowane w kolorze (zgodnie z faktycznym kosztem druku).

Redakcja zastrzega sobie mozliwos$¢ zmiany wysokosci optat, w zaleznosci od wielkosci dofinansowania
z MNiSW oraz wypracowanych $rodkow wiasnych. Faktura wystawiana jest po ukazaniu si¢ pracy.

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych”, Redakcja nie posiada $rodkéow na
finansowanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztéw druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

4. Informacje szczegélowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

Tekst nalezy napisa¢ zwigzle, prostym stylem, wedtug zasad pisowni polskiej, z zachowaniem poprawnego
i obowiazujacego nazewnictwa fachowego. Nie nalezy zamieszcza¢ nadmiaru szczegdtdow odsytajac
Czytelnika do pismiennictwa oryginalnego, ktore to powinno uwzglednia¢ najnowsze informacje, dotyczace
napisanej pracy. Literature nalezy cytowac ze zrodet oryginalnych.

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

* W przypadku prac wspoétfinansowanych przez autorow, liczba stron oraz forma kolorystyczna
manuskryptu nie jest ograniczona (wymagane jest wczesniejsze uzgodnienie z Redakcja).

* Maszynopisy prac autorow ktorzy nie chca ponosi¢ dodatkowych kosztow, nie powinny przekraczaé 25
stron catej pracy (po wydruku w czasopi$mie) oraz drukowane beda w wersji czarno biatej.

* Glowny tekst nadsytanych prac powinien by¢ napisany w edytorze Word, czcionka Times New Roman,
12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu nalezy
stosowa¢ numeracje cyfrowa wielorzedowa. Numerujemy tylko tytuly rozdziatéw, nie numerujemy
dzialéw: Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe, Podzigkowanie,
PiSmiennictwo cytowane. Jednolity sposob numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu
(w catym tekscie tj. zardwno przy numerowaniu rozdzialow, przy przytaczaniu pismiennictwa
cytowanego oraz odwotywaniu si¢ do tabel rysunkow itp., nie nalezy stosowaé odsylaczy
hipertekstowych).

» Tekst powinien by¢ napisany poprawnym jezykiem, wszystkie skroty musza by¢ wyjasnione,
oznaczenia i jednostki miar nalezy podawa¢ wedlug uktadu SI, pozycje cytowanej literatury nalezy
oznacza¢ numerami umieszczonymi w nawiasach kwadratowych, w kolejnosci cytowania wg wzorow
[1,5,7] (dlaprac 1,5i7) lub [1-5, 7] (dla prac od 1 do 5 oraz pracy 7).

e Jesli w artykutach znajdujg si¢ przedruki rysunkoéw, czy innych elementéw prac cudzych, w opisach
(polskich i angielskich) nalezy zamie$ci¢ stosowna informacje.

e Zaleca si¢ umieszcza¢ w tekscie pracy rysunki, tabele oraz podpisy (jesli sa przygotowane w edytorze
Word), jednak w przypadku plikéw o bardzo duzych rozmiarach nalezy zaznaczy¢ miejsca na ich
umieszczenie (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakcji).

« Pierwsza strona pracy powinna zawiera¢ kolejno:

— tytut pracy w jezyku polskim (Times New Roman, 14 p, pogrubiony, WERSALIKI), i angielskim
(Times New Roman, 14 p, WERSALIKI),

— pelne imi¢ i nazwisko autora (autorow) pracy (Times New Roman, 15p, pogrubione),

— pelne nazwy osrodkow przypisane do autorow pracy (wraz z adresem osrodka i adresem e-mail autora
korespondujacego (Times New Roman, 10,5, kursywa),

— spis tresci pracy z zastosowaniem nastgpujacego podziatu:

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdziatu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi koncowe

Podzigkowanie



Pismiennictwo cytowane
* Kolejne strony pracy powinny zawieraé:

— notki 0 autorach pracy wraz z tytulami naukowymi (mozna dotaczy¢ osobno pliki z fotografiami
autorow (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakcji),

— obszerne streszczenie pracy w jezyku angielskim (od 1800 do 2700 znakoéw ze spacjami)
z uwzglednieniem cytowanego pismiennictwa oraz odsytaczami do tabel, rysunkow zamieszczonych
w tek$cie (Rys. 1, Tab. 1-2, Schemat 1) oraz stowa kluczowe — nie wigcej niz 6, uzyskane najlepiej
z bazy hasel przedmiotowych podawane w je¢zyku angielskim i polskim,

— wykaz stosowanych skrotow — w przypadku niewielkiej liczby skrotow lub akroniméw nie jest
konieczne zamieszczanie tej pozycji, wowczas, skroty wyjasniamy w tek$cie przy pierwszym
uzyciu. Angielskie skroty nalezy poda¢ i wyjasni¢ wg ponizej podanego wzoru lub w oparciu o inne
prace zamieszczone w ,,Wiadomo$ciach Chemicznych”. Przyklad: dla skrotu SSRI — selektywne
inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. Selective Serotonin Reuptake Inhibitor),

— dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wcze$niej spisem tresci.

» Tabele, rysunki, fotografie

Tabele i rysunki powinny byé zamieszczone w przesylanym tekscie oraz dodatkowo (po

zatwierdzeniu pracy do druku, na etapie przygotowywania szczotki) dotagczone w postaci osobnych

plikow zapisanych w formacie pdf , doc, jpg, tiff.

Tabele i rysunki powinny by¢ przejrzyste, zawiera¢ informacje niezbedne do zrozumienia tresci, bez

koniecznosci poszukiwania objasnien w tekscie pracy, nalezy je numerowaé cyframi arabskimi oraz

podac tytut (polski/angielski, nad tabela, pod rysunkiem, Times New Roman, 10 p).

Wszystkie fotografie — nalezy przesta¢ w postaci plikow zapisanych w formacie tif, jpg lub podobnym,

kazdg zapisa¢ w oddzielnym pliku o rozdzielczosci co najmniej 300 dpi.

* PiSmiennictwo cytowane

PiSmiennictwo nalezy zestawi¢ numerycznie wedtug kolejnosci cytowania w tekscie, nalezy cytowac

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

W przypadku artykuléw z czasopism tradycyjnych, opis powinien zawiera¢ kolejno nastgpujace

elementy: inicjaly imion i nazwisko autora (autorow), skrét tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi

normami, rok wydania, numer wolumenu zaznaczony pogrubiong czcionka, numer pierwszej strony
cytowanej pracy, np.

[1] J. Kowalski, Wiad.Chem., 2007, 61, 473.

[2] W. Kowalski, A. Nowak, Przem. Spoz. 2010, 51, 3.

W przypadku ksiazek najprostszy opis powinien zawiera¢: inicjaty imion i nazwisko autora (autoréw),

tytut ksiazki, nazwe wydawcy, miejsce wydania, rok wydania, np.

[1] J. Malinowski, Tytut ksigzki, PWN, Warszawa, 2004.

[2] W. Kowalski, Tytut ksiazki, Volumed, Wroctaw, 1999

W przypadku zasobow Internetowych najprostszy opis powinien zawieraé: inicjaly imion i nazwisko

autora (autoréw), tytut (artykulu) dokumentu online, [dostep], wydawca, [data dostgpu]. Warunki

dostepu, np.

[7]1 J. Kowalski, Tytutl artykulu. [online], wydawca, [dostep: 2010-05-20]. Dostepny

w Internecie: http://www...........

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowa¢ w celu przestania pracy do Redakcji
Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy
przesta¢ jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakcji.
Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy
przestaé ostateczng wersj¢ pracy w nastepujacej postaci:
» 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakcji;
e 1 plik zawierajacy krotkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy (kazda notka do 150
Wyrazow powinna zawieraé: tytut naukowy, miejsce pracy oraz inne wazne informacje o autorze);
« pliki zawierajace zdjgcia portretowe autorow, w nazwie powinny wskazywac autora, ktorego zdjecie
dotyczy (dobrowolne, przestanie plikow jest jednoznaczne ze zgoda na jego opublikowanie);
« 1 plik zawierajacy: strong tytulowa, streszczenie (abstrakt), stowa kluczowe, podpisy pod rysunki,
tabele, schematy (wszystko w obu wersjach jezykowych); jesli zachodzi potrzeba to roéwniez
oddzielne pliki z rysunkami, schematami, tabelami (zob. Tabele, rysunki, fotografie).



Prace nie odpowiadajace wyzej wymienionym wymaganiom nie beda przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrotow. Autorzy sa zobowiazani do
wykonania korekty artykutu i jego zwrotu do Redakcji w ciagu kilku dni od otrzymania.

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesylania prac z kolorowymi stronami prosimy
0 zaznaczenie stron, ktore w formie druku maja by¢ kolorowe Brak tej czynno$¢ bedzie skutkowat czarno-
bialym wydrukiem wersji papierowej. W przypadku zmian w wersji drukowanej kolorowych rysunkéw na
czarno-biate, prosimy o przestanie dostosowanych do tego celu rysunkow.

Prace prosimy przesyla¢ poczta elektroniczng na adres: czasopisma@ptchem.pl, za$§ dokumenty
wymagajace podpisow autordw (np. list intencyjny, o$wiadczenia autoréw, kopie zgody na przedruk
potwierdzone za zgodnos$¢ z oryginatem) poczta tradycyjna na adres Redakcji.

Redakcja ,, Wiadomosci Chemicznych”
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