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ABSTRACT

Interactions of small molecules with DNA remain an important area of

research in bioorganic, bioinorganic, medicinal and supramolecular chemistry.
Among the various modes of DNA recognition, intercalation is of particular interest
because it enables strong and often selective binding to nucleic acids, thereby
influencing fundamental biological processes such as replication, transcription and
DNA repair. This review summarizes current knowledge on macrocyclic compounds
and their metal complexes as DNA intercalators, focusing on the structural factors
governing their binding properties and biological activity.
Particular  attention is devoted to porphyrinoids, salen-type systems,
tetraaza[ 14]macrocyclic Schiff bases and cyclidene derivatives, as well as to
multicentre architectures containing more than one potential intercalating unit. The
ability of these compounds to combine aromatic n-surfaces with metal coordination
sites enables simultaneous control of charge, geometry, redox behaviour and
supramolecular interactions. As a consequence, their association with DNA may
range from classical intercalation to more complex binding modes involving groove
recognition, G-quadruplex stabilization or catalytic DNA cleavage. The reviewed
studies demonstrate that macrocyclic systems constitute versatile platforms for the
design of DNA-targeting agents with potential applications in molecular diagnostics,
biosensing, photodynamic therapy and anticancer drug development.

Keywords: DNA intercalation, macrocyclic compounds, metal complexes,
porphyrinoids, Schiff bases

Stowa kluczowe: interkalacja DNA, zwiazki makrocykliczne, kompleksy metali,
porfirynoidy, zasady Schiffa
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

NNEP — zasada wykluczenia najblizszego sasiada (ang. Nearest
Neighbour Exclusion Principle)

PDT — terapia fotodynamiczna (ang. Photodynamic Therapy)

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

EPR — spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(ang. Electron Paramagnetic Resonance)

CD — dichroizm kotowy (ang. Circular Dichroism)

LD — dichroizm liniowy (ang. Linear Dichroism)
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WPROWADZENIE

Oddziatywania matych czasteczek z DNA od wielu lat pozostaja przedmiotem
zainteresowania wielu dziedzin nauki, wérdd ktorych mozna wymieni¢ nie tylko biologie
czy chemi¢ medyczng, ale rowniez chemi¢ bioorganiczng i bionieorganiczna,
biotechnologi¢, biofizyke i1 chemi¢ fizyczna, a nawet chemi¢ supramolekularng
i modelowanie molekularne. Szczegdlng uwage poswieca si¢ zwigzkom zdolnym do
interkalacji, czyli wnikania pomiedzy sasiadujace pary zasad azotowych stanowiacych
trzon struktur helikalnych kwaséw nukleinowych. Tego rodzaju oddzialywania moga
prowadzi¢ do zmian w strukturze DNA, co w zywych organizmach bedzie skutkowato
powazng ingerencja w tak fundamentalne procesy, jak replikacja, transkrypcja czy
naprawa materiatu genetycznego. Z tego wzgledu interkalatory stanowig wazng grupe
zwigzkow wykorzystywanych zar6wno w badaniach nad DNA, jak i w poszukiwaniu
nowych substancji o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym[1,2].

Rozwdj badan nad interkalacja rozpoczat si¢ w polowie XX wieku wraz
z obserwacja zmian wlasciwosci spektroskopowych barwnikéw aromatycznych
w obecnosci DNA[3,4]. Przetlomowe znaczenie mialy prace Lermana, ktory w 1961 roku,
badajac pochodne akrydyny, zaproponowat model zaktadajacy wsuwanie si¢ plaskich
czasteczek pomigdzy pary zasad azotowych i wprowadzit do literatury termin
»interkalacja”[5]. Od tego czasu zidentyfikowano wiele klas zwigzkéw zdolnych do tego
typu oddziatywan, a analiza ich budowy pozwolita okresli¢ cechy sprzyjajace wigzaniu
z DNA. Najwazniejsza cechg strukturalng wigkszosci interkalatorow jest obecnos¢
ptaskiego, aromatycznego uktadu, ktory moze wykazywac korzystne oddziatywanie typu
n—7 z zasadami purynowymi i pirymidynowymi (rysunek 1), stanowigce glowna site
stabilizujacg powstajacy kompleks interkalatora z DNAJ[1,2,6]. W praktyce wigzanie
interkalatora zalezy jednak nie tylko od samego procesu interkalacji. Istotny udziat majg
rowniez oddzialywania wodorowe, elektrostatyczne oraz sity van der Waalsa — obecne
pomiedzy grupami peryferyjnymi interkalatora a pozostalymi elementami podwojnej
helisy[1]. Ostatnie z wymienionych oddziatywan ma najwigkszy wktad przy wiazaniu
czasteczek w obrgbie bruzdy wigkszej i mniejszej (ang. major groove i minor groove),
podczas gdy oddziatywania wodorowe i elektrostatyczne moga stanowi¢ czynnik
stabilizujacy interkalacje. Mozliwe jest to wowczas, gdy czasteczka goscia wyposazona
jest w peryferyjne ugrupowania zawierajace stabo zwigzane protony lub grupy obdarzone
fadunkiem dodatnim. Szczeg6élne znaczenie majg tu grupy aminowe, amoniowe czy
tetraalkiloamoniowe, ktore mogg zajmowaé miejsce w poblizu ujemnie natadowanych
grup fosforanowych DNA.

Jak juz wyzej wspomniano, interkalacja polega na wsuwaniu si¢ ptaskich,
nienasyconych uktadow pierscieniowych, najczgséciej n-akceptorowych, pomigdzy dwie
pary zasad DNA. Proces ten nie zachodzi jednak w sposob chaotyczny i przypadkowy.
Niemal zawsze interkalacja jest zgodna z modelem opisanym przez McGhee
i von Hippla, ktory podlega zasadzie wylaczenia najblizszego sasiada (ang. nearest
neighbour exclusion principle, NNEP), zgodnie z ktora jedna czasteczka interkalatora
przypada na dwie kolejne luki pomigdzy parami zasad[7]. Pozwala to ograniczy¢
niekorzystne zmiany konformacyjne helisy, a tym samym zachowac stabilno$¢ calego
uktadu.
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Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie czasteczki makrocyklicznej interkalujacej w DNA[8].
Figure 1. Schematic representation of macrocyclic molecule intercalating into DNA[8].

Wsrod licznych grup interkalatorow szczegolnie interesujaca klase reprezentujg
zwiagzki makrocykliczne. Ich podstawag strukturalng sg pierScienie o wickszej liczbie
cztondéw (umownie powyzej jedenastu) — nierzadko zawierajace heteroatomy — czgsto
obejmujace fragmenty nienasycone lub stanowiace struktury aromatyczne. Uktady takie
mogg by¢ skondensowane lub polaczone wigzaniami z innymi pierscieniami, a takze
zawiera¢ w strukturze dodatkowe centra oddziatywan, takie jak grupy kationowe czy jony
metali, stabilizujace kompleks z DNA, o czym wspomniano juz wyzej. Mozliwos¢
modyfikacji budowy makrocykla, na przyklad sposobu przylaczenia tego typu
fragmentow oddziatujacych, czy tez poprzez wprowadzenie lub zmiang rodzaju centrum
metalicznego sprawia, ze zwiazki te sg szczegoOlnie atrakcyjnymi obiektami badan
w chemii supramolekularnej, koordynacyjnej i medycznej[9,10].

Do najwazniejszych grup zwigzkéw makrocyklicznych zdolnych do interkalacji

mozna zaliczy¢ porfirynoidy (w tym porfiryny, ftalocyjaniny, korole, korficeny i inne)
oraz tetraazamakrocykliczne zasady Schiffa, zaré6wno w postaci ligandow, jak
i komplekséw metali przejsciowych. Wsrdd interkalatorow mozna czgsto spotkac
réwniez uktady o budowie cyklofanowej, zawierajace fragmenty aromatyczne zdolne do
interkalacji, np. pirydynowe czy akrydynowe[ll], a takze saleny. Ostatnie
z wymienionych ukladow nie stanowia co prawda klasycznych zwiazkow
makrocyklicznych, jednak dzigki ptaskiej budowie, obecnosci rozbudowanego uktadu
n-elektronowego oraz zdolnosci do tworzenia trwalych komplekséw z jonami metali
przejSciowych wykazujg wiele cech wspolnych z tetraazamakrocyklami. Ponadto liczne
zalezno$ci pomigdzy budowa, rodzajem centrum metalicznego a sposobem
oddziatywania z DNA obserwowane dla komplekséw salenowych sa analogiczne do tych
wystepujacych w przypadku wielu ligandow makrocyklicznych. Z tego wzgledu uktady
salenowe moga by¢ traktowane jako istotny punkt odniesienia przy analizie oraz
projektowaniu makrocyklicznych interkalatorow DNA.
Wspomniane wyzej grupy interkalatorow makrocyklicznych i salenowych, dzigki
fatwosci modyfikacji oraz zdolno$ci do wigzania jonow metali przejsciowych, idealnie
Tacza wlasciwosci interkalacyjne z dodatkowymi cechami, takimi jak aktywnos$¢ redoks
czy unikalne wlasciwosci fotofizyczne.
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Cechy te otwieraja szerokie mozliwosci ich praktycznego wykorzystania — od
zaawansowanej  diagnostyki  molekularnej, przez stabilizacje struktur G-
kwadruplekséw[12,13] i projektowanie sztucznych nukleaz zdolnych do katalitycznego
cigcia DNA, az po celowang terapi¢ fotodynamiczna (PDT[14]) oraz nowatorskie leki
przeciwnowotworowe[15]. Nalezy jednak podkresli¢, ze cho¢ gtownym przedmiotem
niniejszego opracowania sa zwiazki zdolne do interkalacji DNA, wiele z omawianych
uktadow moze oddziatywaé z kwasami nukleinowymi rowniez na inne sposoby, mi¢dzy
innymi poprzez wigzanie w obrebie bruzd, stabilizacje¢ struktur G-kwadrupleksowych lub
katalityczne uszkadzanie DNA.

1. MAKROCYKLICZNE KOMPLEKSY METALI

Jak juz wspomniano, do szczegolnie czesto badanych, ale rowniez bardzo
perspektywicznych interkalatoréw, nalezg nienasycone ligandy zdolne do wigzania
jonéw metali przejSciowych. Ich popularno$¢ zwigzana jest w duzej mierze z ich
wysoka trwato$cig chemiczng oraz stosunkowo prostg syntezg, co jest z pewnoscia
zwigzane z wyzszg symetrig tych uktadéw. Stabilnos$¢ tego typu uktadow wiaze sie
z kolei z mozliwoscig tatwej funkcjonalizacji w sposob nienaruszajacy rdzenia
makrocyklicznego. Modyfikacja moze polega¢ na wprowadzaniu reaktywnych grup
do obwodowych fragmentéw liganda juz na etapie jego syntezy i pdzniejsza ich
funkcjonalizacje. Rownie waznym sposobem zmierzajacym do modyfikacji
wlasciwosci omawianych uktadow jest kompleksowanie réznych jondéw metali
przejsciowych oraz zmiana ich stopnia utlenienia[16]. Wiele ligandéw skutecznie
stabilizuje ten sam metal w kilku stanach utlenienia, co znaczaco zwigksza
mozliwosci projektowania nowych uktadow[17].

Zmiana stopnia utlenienia lub rodzaju skoordynowanego jonu moze
prowadzi¢ do powstania kompleksow o dodatnim lub ujemnym tadunku[18].
W takich przypadkach zwigzki najczeSciej izolowane sg w postaci soli, a dobor
odpowiedniego przeciwjonu pozwala regulowac ich rozpuszczalno$é. W praktyce
umozliwia to prowadzenie badan w szerszym zakresie rozpuszczalnikéw, co jest
szczegdlnie korzystne podczas analiz zwiazkow o potencjalnej aktywnosci
biologicznej. Warto podkresli¢, ze odpowiedni tadunek czgsteczki mozna uzyskac
nie tylko poprzez kompleksowanie metalu, ale réwniez dzigki odpowiedniej
funkcjonalizacji chemicznej[17].

Zdolno$¢ ligandow makrocyklicznych do tworzenia kompleksow z metalami
przejSciowymi wystepujacymi na roéznych stopniach utlenienia otwiera réwniez
mozliwos$¢ zastosowania metod elektrochemicznych w badaniach nad interkalacja.
Techniki elektrochemiczne pozwalaja nie tylko analizowa¢ wlasciwosci redoks
takich uktadow, lecz takze projektowac receptory i sondy wykorzystujace fragmenty
struktur o potwierdzonej aktywnosci interkalacyjnej. Tego typu rozwigzania moga
w przysztoSci znalez¢ zastosowanie w urzadzeniach diagnostycznych oraz
biosensorach[19].

Koordynacja jonu metalu przez ligandy wyraznie wplywa réwniez na
wlasciwosci spektroskopowe otrzymanych komplekséw. Zmianom ulegajg zarowno
potozenie, jak i intensywno$¢ pasm absorpcyjnych, a informacje o procesie
kompleksowania mozna uzyskaé takze na podstawie widm w podczerwieni oraz
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ramanowskich, odzwierciedlajacych zmiany w strukturze elektronowej, polarnosci
i polaryzowalnosci czasteczek[20].

Cennych danych dostarczajg réwniez techniki magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR), a dla kompleksow paramagnetycznych takze spektroskopia EPR.
Bardzo czgsto do monitorowania procesu koordynacji wykorzystuje si¢ ponadto
pomiary fluorescencji, obserwujac wygaszenie lub — w zaleznos$ci od rodzaju
kompleksu — zwigkszenie intensywnos$ci emisji[20].

2. MAKROCYKLICZNE I PSEUDOMAKROCYKLICZNE
LIGANDY DNA
2.1. Porfirynoidy

Techniki spektroskopowe — zar6wno absorpcyjne, jak i luminescencyjne —
stanowia jedng z najwazniejszych metod wykorzystywanych do charakterystyki
ligandéw 1 kompleksow z grupy porfiryn, ftalocyjanin i innych porfirynoidow.
Wynika to z faktu, ze zwigzki te pochtaniajg promieniowanie w zakresie Swiatla
widzialnego oraz wykazuja wlasciwosci fluorescencyjne. Cechy te umozliwiajg ich
zastosowanie zarowno w diagnostyce obrazowej, jak i w fotodynamicznej terapii
nowotworéw (PDT)[21]. Po podaniu organizmowi fotosensybilizatora i jego
aktywacji $wiattem laserowym dochodzi do powstawania tlenu singletowego, ktory
wywoluje uszkodzenia prowadzace do $mierci komorek nowotworowych.

Istotnym kierunkiem badan nad porfirynami i ftalocyjaninami sg, rzecz

jasna, takze ich oddziatywania z DNA[22,23]. Zwiazki te wykorzystuje si¢ do analizy
budowy DNA oraz poznawania mechanizméw wigzania réznych czasteczek
z materialem genetycznym. Ich aktywno$¢ opiera si¢ przede wszystkim na zdolnos$ci
do interkalacji, jednak rozmiary makrocyklicznego pierscienia uniemozliwiajg
wsuniecie catej czgsteczki pomiedzy pary zasad. Funkcje¢ interkalujacg pelnig zatem
najcze$ciej aromatyczne podstawniki, zwlaszcza p-podstawione pierScienie
N-metylopirydyniowe przylaczone do atomoéw wegla mostkow metinowych, a wiec
W tzw. pozycjach mezo[24,25]. Sam uklad tetraazamakrocykliczny wzmacnia
stabilno$¢ kompleksu z DNA poprzez oddziatywania z resztami fosforanowymi
i cukrowymi. Mogg to by¢ wigzania wodorowe, oddziatywania elektrostatyczne,
a w przypadku metaloporfiryn i metaloftalocyjanin rowniez wigzania koordynacyjne.
Wartosci stalych asocjacji takich uktadow z DNA mieszcza si¢ zazwyczaj w zakresie
103-10° M i sg silnie uzaleznione od rodzaju zastosowanych podstawnikow
aromatycznych[24].
W szczegblnych przypadkach opisano réwniez mozliwo§¢ bezposredniego
zakotwiczenia pier§cienia porfirynowego w strukturze DNA. Zjawisko to zachodzi
w miejscach, gdzie w podwdjnej helisie wystepuja sztucznie utworzone luki
pozbawione par zasad, umozliwiajace ulokowanie makrocykla. Kompleksy tego
typu, unieruchomione na powierzchni elektrody, po o§wietleniu generujg sygnat
elektryczny w uktadzie elektrochemicznym, wykazujac podobienstwo do proceséw
zachodzacych podczas fotosyntezy. Doniesienia literaturowe wskazujg ponadto, ze
niektore ftalocyjaniny oddziatujg takze z potr6jng helisa DNA. Mechanizm obejmuje
jednoczesnie interkalacj¢ oraz wigzanie w obrebie bruzd, a odpowiadajace mu state
asocjacji osiggajg wartosci rzedu 10°-10* M'[24].
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Oproécz oddziatywan z klasyczna dwuniciowa helisg DNA znaczace zainteresowanie
badaczy koncentruje si¢ rowniez na zdolnosci porfirynoidow do rozpoznawania
1 stabilizacji struktur G-kwadrupleksowych. Zarowno porfiryny, jak
i ftalocyjaniny wykazuja bardzo wysokie powinowactwo do
czteroniciowych fragmentéw DNA, czego potwierdzeniem sa wartosci statych
asocjacji wynoszgce zazwyczaj od 103 do 107 M~'[12,26]. Tak silne wigzanie wynika
z mozliwo$ci tworzenia rozleglych oddziatywan m-n pomigdzy ptaskim uktadem
tetraazamakrocyklicznym a zewnetrznymi tetradami guaninowymi G-kwadrupleksu.
Duza powierzchnia kontaktu sprzyja efektywnemu stackingowi i prowadzi do
znacznego zwigkszenia stabilno$ci powstajacego kompleksu[12,24] (rysunek 2).
s
N

G-quartet

Rysunek 2. Przyktad struktury G-kwadrupleksu i G-kwartetu z porﬁrynq[ 1 2].
Figure 2. Example of a G-quadruplex structure and a G-quartet with a porphyrin[lz].

Cho¢ struktury kwadrupleksowe nie nalezg do najcze$ciej spotykanych form
DNA, odgrywaja istotng role¢ w procesach biologicznych zwigzanych miedzy innymi
z regulacjg ekspresji gendéw, podziatami komorkowymi oraz replikacja materiatu
genetycznego wirusow[27]. Z tego wzgledu ich selektywna stabilizacja przez
odpowiednio dobrane ligandy moze wplywacé na przebieg wymienionych procesow,
a tym samym znalez¢ zastosowanie w terapii chorob o podlozu genetycznym, w tym
nowotworéw[28]. Szczegbdlne zainteresowanie wzbudzaja G-kwadrupleksy obecne
w telomerach, odpowiadajacych za ochrone koncéw chromosomow i zachowanie ich
stabilnosci podczas kolejnych podziatéw komorkowych[29]. Stabilizacja tych
struktur przez ligandy porfirynowe moze ograniczaé aktywno$¢ telomerazy
odpowiedzialnej za odbudowe telomerow w komoérkach nowotworowych, a tym
samym prowadzi¢ do zahamowania ich niekontrolowanej proliferacji. Nalezy jednak
podkresli¢, ze wigkszo$¢ dostepnych danych dotyczacych tego typu uktadow
pochodzi z badan in vitro, a ich rzeczywista skuteczno$¢ terapeutyczna wymaga
dalszej weryfikacji w bardziej ztozonych modelach biologicznych.

Zakres zastosowan porfiryn i metaloporfiryn wykracza daleko poza badania
oddzialywan z DNA oraz terapi¢ fotodynamiczng[30]. Dzieki korzystnym
wlasciwosciom fotofizycznym, elektrochemicznym i zdolnosci do kompleksowania
jondw metali zwigzki te sa wykorzystywane miedzy innymi jako $rodki kontrastowe
w obrazowaniu metodg rezonansu magnetycznego (MRI)[31,32], elementy
biosensorow oraz komponenty elektrochemicznych uktadow diagnostycznych
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przeznaczonych do wykrywania okre$lonych sekwencji DNA[33]. Szczegodlne
znaczenie majg tu metaloporfiryny zawierajace jony manganu(Ill), gadolinu(Ill) lub
zelaza(IIT)[31], a takze materialty hybrydowe tgczace porfiryny z przewodzacymi
nanomateriatami[33,34].

2.2. Saleny i ich kompleksy

Wséréd  uktadow  czgsto  porownywanych z  makrocyklicznymi
interkalatorami DNA istotne miejsce zajmujg saleny 1 ich kompleksy metali. Mimo
Ze nie sg one zwigzkami makrocyklicznymi w §cistym znaczeniu tego terminu,
wykazujg szereg cech wspdlnych z niektorymi uktadami tej grupy. Ich wiasciwosci
strukturalne 1 koordynacyjne sprawiaja, ze saleny czesto opisuje si¢ jako
funkcjonalne analogi tetraazamakrocyklicznych zasad Schiffa. Szczegdlnie
interesujace sa kompleksy ligandow salenowych z metalami przejsciowymi, ktore —
podobnie do makrocyklicznych zasad Schiffa — charakteryzujg si¢ ptaska struktura,
rozbudowanym ukladem sprzezonych wigzan =m oraz wzglednie matym
rozmiarem[35] (rysunek 3).
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Rysunek 3. Przykladowe wzory kolejno: zwiazek Curtisa, cykliden, salen, porfiryna.
Figure 3. Example structures, in order: Curtis complex, cyclidene, salen, porphyrin.
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Wiasciwoscei takie sprzyjaja oddziatywaniom z DNA, w tym interkalacji
fragmentéw aromatycznych pomiedzy parami zasad. Warto jednak zauwazy¢, ze
swoja popularno$¢ saleny zawdzigczaja przede wszystkim wyjatkowym
wlasciwosciom katalitycznym oraz zdolnosci do tworzenia trwalych komplekséw
metali przejsciowych. Dzieki temu znalazly szerokie zastosowanie w chemii
koordynacyjnej, materialowej i medycznej[35-37]. Znaczenie tej grupy zwiazkow
niewatpliwie zwigzane jest rowniez z wlasciwosciami spektroskopowymi. Wiele
pochodnych wykazuje fluorescencje zalezng od obecnosci jondw metali lub
srodowiska molekularnego, dzigki czemu moga by¢ wykorzystywane chociazby jako
sondy analityczne oraz uktady do obrazowania biomedycznego[35].

Z punktu widzenia niniejszego opracowania szczegdlne znaczenie majg
jednak oddzialywania kompleksow salenowych z kwasami nukleinowymi. Dostgpne
wyniki wskazuja, ze pochodne salenowe moga oddzialywa¢ z DNA zaréwno poprzez
interkalacje, jak 1 wigzanie w obrgbie bruzd podwdjnej helisy, osiggajac zwykle state
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asocjacji rzedu 10*-105 M"1[35,37]. Wykazano przy tym, ze sita wigzania zalezy od
budowy liganda, rodzaju podstawnikéw oraz obecnosci odpowiedniego centrum
metalicznego[36,37]. Powinowactwo do DNA mozna dodatkowo zwigkszy¢ poprzez
wprowadzenie dodatnio natadowanych grup funkcyjnych wzmacniajgcych
oddziatywania elektrostatyczne z ujemnie naladowanym szkieletem fosforanowym
kwasu nukleinowego.

Interkalacja 1 inne odwracalne formy wigzania DNA nie wyczerpujg jednak
spektrum aktywnos$ci pochodnych salenowych wobec kwaséw nukleinowych.
Opisano liczne przyktady kompleksow zdolnych do katalitycznego uszkadzania
materialu genetycznego lub inicjowania jego modyfikacji chemicznych[38—41].
Aktywno$¢ taka moze obejmowac migdzy innymi selektywne rozcinanie nici DNA,
reakcje rodnikowe prowadzace do modyfikacji zasad azotowych oraz fotochemicznie
indukowang degradacj¢ materialu genetycznego. Przykladowo kompleksy
manganu(Ill) moga katalizowa¢ selektywne rozcinanie nici DNA w obecnosci
utleniaczy[38], podczas gdy wybrane kompleksy miedzi(Il) powoduja degradacje
DNA w warunkach redukujacych[39]. Z kolei kompleksy niklu(Il) zawierajace
aromatyczne fragmenty trimetyloamoniowe inicjujg reakcje rodnikowe prowadzace
do kowalencyjnej modyfikacji reszt guaninowych DNA[40], za$§ niektore kompleksy
platyny(Il) po naswietleniu indukujg rozpad podwdjnej nici poprzez generowanie
reaktywnych form tlenu[41].

Wysoka aktywnos$¢ katalityczna, elastyczno$¢ dzialania oraz tatwo$é
syntezy 1 modyfikacji czynig saleny jedng z kluczowych klas zwigzkéw zdolnych do
oddzialywania z kwasami nukleinowymi. Ich réznorodnos¢ strukturalna pozwala na
precyzyjne sterowanie powinowactwem do DNA oraz mechanizmem tworzenia
kompleksow supramolekularnych[35]. W wybranych zastosowaniach biologicznych
Iub diagnostycznych silna aktywno$¢ katalityczna tradycyjnych salenéw moze
stanowic istotng wade, prowadzac do niepozadanych reakcji ubocznych. Przejécie na
bardziej zabudowane szkielety makrocykliczne pozwala skutecznie wygasi¢ te
niechciang reaktywno$¢ poprzez ograniczenie dostgpu do centrum metalicznego,
przy jednoczesnym zachowaniu kluczowych cech rozpoznania
molekularnego[17,42]. Bogata wiedza na temat zalezno$ci migdzy strukturg
a aktywnoscig salenow stanowi zatem cenny punkt wyjscia do racjonalnego
projektowania makrocykli o $cisle dostosowanym profilu — takich, ktére przenosza
zalety salendw na bardziej stabilne uktady, wyeliminowawszy przy tym ich
katalityczne efekty uboczne w terapii celowanej czy biosensoryce.

2.3. 14-czlonowe tetraazamakrocykliczne zasady Schiffa

Uktadami o zblizonej do salenéw budowie i podobnych wiasciwosciach
koordynacyjnych sg 14-czlonowe tetraazamakrocykliczne zasady Schiffa
(rysunek 3). Tworzag one trwale, czesto barwne kompleksy z metalami
przejsciowymi, co umozliwia ich badanie metodami spektroskopowymi
i elektrochemicznymi. Wyrdzniaja si¢ takze stabilnos$cia, stosunkowo prosta synteza
oraz tatwoscia modyfikacji. Szczegoélnie popularne sa uklady 14-cztonowe,
charakteryzujace si¢ ptaska lub niemal ptaskg budowa i wysoka symetria, co sprzyja
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ich zastosowaniom w chemii supramolekularnej, m.in. w konstrukcji receptoréw czy
analogow DNA zdolnych do interkalacji[8,17].

Wsréd tetraazamakrocyklicznych zasad Schiffa mozna wyr6zni¢ zarowno
uktady dos¢ ubogie w wigzania =, takie jak na przyktad makrocykle typu Curtisa[43]
(z zaledwie dwiema grupami iminowymi), jak rowniez pierScienie wyraznie bogatsze
w atomy wegla sp?, a nawet w pelni nienasycone. To wlasnie zwigzki zawierajgce
uktad sprzezonych wigzan podwojnych, a przez to majace przynajmniej cz¢sciowo
ptaska budowe, wykazuja w tej grupie najwicksze powinowactwo do par zasad

azotowych DNA[8].
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Rysunek 4. Przyktadowe zwiazki otrzymane przez grupg Eilmes[44].
Figure 4.  Example compounds obtained by the group of Eilmes[44].

2.3.1. Dibenzotetraazaannuleny

Badania nad wlasciwosciami tetraaza[14]makrocykli w tym obszarze
prowadzila mi¢dzy innymi grupa badawcza skupiona wokoél Eilmes[44—46],
analizujac ~ powinowactwo  réznych  dibenzotetraazaannulenéw  ($cislej:
dibenzodihydrotetraazaannulenéw, DBTAA, rysunek 4) do dwuniciowego DNA.
Badania objely szereg pochodnych wyposazonych w tancuchy boczne
o zrdznicowanej diugosci, najczgsciej zakonczone grupami amoniowymi lub
pirydyniowymi. Wyznaczone stale asocjacji mieScily sie w zakresie 10°-10° M,
a mechanizm oddzialywania mial zazwyczaj charakter mieszany, obejmujgcy
zarowno interkalacje, jak i oddzialtywania w obrgbie bruzd DNA. Najsilniejsze
powinowactwo do kwaséw nukleinowych obserwowano dla pochodnych
zawierajacych kationowe ugrupowania pirydyniowe.

Analiza spektroskopowa wykazata ponadto, ze badane zwiazki nie wykazuja
istotnej tendencji do samoagregacji w srodowisku wodnym, co odrdznia je od wielu
kationowych porfiryn i sprzyja tworzeniu dobrze zdefiniowanych komplekséw
z DNA i RNA. Zaproponowano, ze makrocykliczny rdzen interkaluje pomiedzy
parami zasad, natomiast dodatnio natadowane tancuchy boczne oddziatuja
jednoczesnie z bruzda mniejsza 1 grupami fosforanowymi = szkieletu
cukrowo-fosforanowego. Taki sposob wigzania prowadzit do wyraznej preferencji
sekwencji bogatych w pary A-T(U) wzgledem fragmentow G-C oraz skuteczniejszej
stabilizacji termicznej dwuniciowego DNA niz analogicznych struktur RNA.
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Wszystkie badane zwiagzki wykazywaly od umiarkowanej do wysokiej
aktywnos$ci antyproliferacyjnej wobec ludzkich linii komoérek nowotworowych.
Zaobserwowano przy tym wyrazng zalezno$¢ pomiedzy budowa kationowego
fancucha bocznego a aktywnoS$cig biologiczng, co wskazuje, ze modyfikacja
podstawnikoéw peryferyjnych moze stanowi¢ prosta i skuteczng metode precyzyjnego
dostrajania zaréwno wilasciwosci wigzania z DNA/RNA, jak 1 potencjalnej
aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych DBTAA[45].

2.3.2. Inne pochodne dibenzotetraazaannulenow

Interesujgca grupg zwiazkow stanowig rowniez bardziej podstawione
14-cztonowe tetraazamakrocykliczne zasady Schiffa. Ligandy te oraz ich kompleksy
z jonami metali przejSciowych — migdzy innymi Cu?*, Zn?*, Ni**, Co*" i Mn?** —
szeroko badane byly przez Ramana[47]. Wykazano migdzy innymi, ze zwigzki te sg
zdolne do oddziatywania z DNA, cho¢ obliczone state asocjacji rzedu 10* M™!
wskazujg na wyraznie nizsze powinowactwo do DNA niz wyzej omawianych
pochodnych DBTAA. Mozna to prawdopodobnie przypisa¢ brakowi dodatkowych
kationowych podstawnikow peryferyjnych, ktore wzmacnialyby oddziatywania
elektrostatyczne z ujemnie natadowanym szkieletem fosforanowym DNA.
Zastosowanie metod spektroskopowych, elektrochemicznych i lepko$ciowych
pozwolito jednak wykazaé, ze dominujacym mechanizmem wigzania pozostaje
interkalacja, zwigzana z wprowadzaniem ptlaskich fragmentéw makrocykla
pomigdzy sasiednie pary zasad nukleinowych.

Na uwage zasluguja réwniez wiasciwosci biologiczne tych ukladéw.
Kompleksy metali wykazywaly z reguty wyzsza aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
niz odpowiadajace im wolne ligandy, co wskazuje na istotny wptyw jonu metalu na
aktywno$¢ biologiczng catego uktadu. Ponadto wybrane kompleksy, mi¢dzy innymi
miedzi(Il) i niklu(Il), byty zdolne do skutecznej fragmentacji DNA. Aktywno$¢ ta
wigzana jest z procesami redoks zachodzacymi na centrum metalicznym
i prowadzagcymi do powstawania reaktywnych form tlenu odpowiedzialnych za
uszkodzenia materialu genetycznego. Potaczenie wilasciwosci interkalacyjnych
z aktywnoS$cig nukleazowa sprawia, ze tetraazamakrocykliczne kompleksy metali
pozostajg interesujagcymi obiektami badan zaréwno w kontekscie projektowania
sztucznych nukleaz, jak i nowych zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu
przeciwnowotworowym.

2.3.3. Kompleksy cyklidenowe

Badania nad oddzialywaniami tetraaza[l14]makrocykli z DNA obejmuja
réwniez cyklideny, stanowigce grupe kationowych tetraaza[l4]makrocykli, ktore
wczesniej byly dos¢ szeroko badane w obszarze chemii supramolekularnej. Dzigki
obecnosci elektronoakceptorowego pierscienia makrocyklicznego oraz mozliwos$ci
fatwej modyfikacji struktury znalazty one zastosowanie migdzy innymi przy
konstrukcji receptorow zdolnych do wigzania anionéw, aminokwaséw czy
niewielkich czasteczek organicznych, a takze jako kluczowe fragmenty strukturalne
uktadéw topologicznie zwigzanych, takich jak przelaczalne katenany i rotaksany.
W trakcie badan z udzialem DNA zauwazono, ze nawet stosunkowo proste
kompleksy cyklidenowe moga wywolywac istotne zmiany w widmach dichroizmu
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kotowego (CD) i liniowego (LD) roztworéw DNA, co wskazuje na silne
oddziatywanie z podwdjna helisa[8]. Stato si¢ to punktem wyjscia do szerszych
badan nad mozliwoscig interkalacyjnego wigzania tych zwigzkow z kwasami
nukleinowymi.

Wykorzystujac miedzy innymi wspomniane wyzej techniki oraz ilo$ciowe
badania z uzyciem spektroskopii UV-Vis wykazano, ze kompleksy cyklidenowe
(rysunek 5) tworzg z DNA kompleksy zgodne z modelem wylaczenia najblizszego
sasiada (NNEP), charakterystycznym dla wigkszosci znanych interkalatorow.
Wyznaczone dzicki miareczkowaniom state asocjacji pozwolily okreslic wptyw
poszczegdlnych elementdéw strukturalnych na site oddziatywan z DNA. Wykazano
migdzy innymi, ze kompleksy miedzi(II) i niklu(Il) wykazujg zblizona sktonno$¢ do
interkalacji, natomiast funkcjonalizacja egzocyklicznych atoméw azotu prowadzi do
niewielkiego ostabienia wigzania. Wykazano réwniez, ze istotne znaczenie ma
budowa tancuchow bocznych. Wydtuzenie podstawnikdéw utatwiato ich dopasowanie
do bruzd DNA, a obecno$¢ koncowych grup amoniowych, zar6wno protonowanych,
jak 1 alkilowanych, wyraznie zwigkszata powinowactwo badanych uktadow do
kwasu nukleinowego. Efekt ten przypisano dodatkowym oddziatywaniom
elektrostatycznym pomigdzy kationowymi podstawnikami a grupami fosforanowymi
DNA. Najsilniejsze oddzialywania obserwowano dla komplekséw miedzi(Il)
zawierajacych grupy amoniowe, ktorych stale asocjacji osiggaly wartosci rzedu
10° M1, a wiec o okoto rzad wielkos$ci wigksze niz w przypadku analogicznych
zwigzkow pozbawionych takich ugrupowan.
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Rysunek 5. Interkalatory cyklidenowe (jako przeciwjony stosowano chlorki lub heksafluorofosforany).
Figure 5. Cyclidene intercalators (chlorides and hexafluorophosphates were used as counterions).

Cyklideny znalazty rowniez zastosowanie w bardziej zaawansowanych
badaniach dotyczacych modyfikowanych oligonukleotydéw. Cho¢ kationowe
pochodne okazaly si¢ nietrwate w warunkach stosowanych podczas automatycznej
syntezy DNA, ich neutralne kompleksy miedzi(Il) i niklu(Il) zachowywaly
wystarczajaca  stabilno§¢, aby mogly =zosta¢ wbudowane w strukture
oligonukleotydow[48]. Otrzymane w ten sposdb sondy molekularne zachowywaty
zdolno$¢ do lokalnej interkalacji i wykazywaly interesujaca selektywno$¢ wobec
zasad znajdujacych si¢ naprzeciwko jednostki makrocyklicznej. Wyniki badan
sugeruja, ze uklady te sg zdolne do rozpoznawania pojedynczych zmian sekwencji
w komplementarnej nici DNA, co stwarza perspektywy ich wykorzystania
w konstrukcji sond do wykrywania polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP)
oraz innych zastosowaniach z zakresu diagnostyki molekularne;j.
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Przedstawione powyzej przykltady pokazuja, ze makrocykliczne czy
pseudomakrocykliczne interkalatory DNA, obejmujace migdzy innymi porfirynoidy,
kompleksy salenowe, cyklideny i inne tetraazamakrocykle, tworza z kwasami
nukleinowymi trwate kompleksy o statych asocjacji najczeéciej mieszczacych si¢ w
zakresie od okoto 10* do 108 M. O sile wigzania decyduje nie tylko obecnosé¢
ptaskiego, aromatycznego uktadu zdolnego do interkalacji, lecz rowniez charakter
podstawnikéw peryferyjnych oraz obecno$¢ centrum metalicznego, ktéore moga
dostarcza¢ dodatkowych oddzialywan elektrostatycznych czy koordynacyjnych.
W wigkszoéci opisanych przypadkéw dominujacym mechanizmem wigzania
pozostaje klasyczna interkalacja pojedynczego fragmentu aromatycznego pomigdzy
sgsiednie pary zasad, czesto wspomagana oddziatywaniami w obrebie bruzd DNA.
Zdolno$¢ do precyzyjnego dostrajania tych wlasciwosci poprzez modyfikacje rdzenia
makrocyklicznego, funkcjonalizacje podstawnikoéw bocznych lub zmiang jonu
metalu sprawia, ze zwigzki te stanowig niezwykle wszechstronng grup¢ ligandow
DNA.

2.4. Makrocykliczne interkalatory dwucentrowe

Mozliwosci projektowania interkalatorow nie ograniczaja si¢ jednak
wylacznie do modyfikacji pojedynczej jednostki wigzacej. Alternatywng strategia,
ktoéra okazata si¢ szczegodlnie skuteczna w zwigkszaniu powinowactwa do kwasow
nukleinowych, jest zwielokrotnienie liczby fragmentéw zdolnych do interkalacji
w obregbie jednej czagsteczki. Podejscie to doprowadzilo do powstania grupy
zwiazkow okre§lanych mianem bis-interkalatoréw 1, szerzej, interkalatoréw
wielocentrowych. W uktadach tych dwa Iub wigcej fragmentéw interkalujacych
moze oddziatywa¢ jednoczesnie z podwdjng helisg DNA, co prowadzi do znacznego
wzrostu stabilnosci powstajacych kompleksow. W konsekwencji state asocjacji bis-
interkalatorow do podwojnej helisy DNA sa od kilkuset do nawet miliona razy
wyzsze niz w przypadku odpowiadajacych im klasycznych monointerkalatoréw,
osiggajac wartosci rzedu 103-10"" M™!. Aby obie jednostki mogty rownoczes$nie
wsung¢ si¢ migdzy pary zasad, lacznik molekularny projektuje si¢ tak, aby zgodnie
z reguta wykluczania najblizszego sasiada pominagt doktadnie jedng pare zasad,
laczac optymalnie elastyczno$¢ przestrzenna z odpowiednim zasiggiem wzdiuz

bruzdy DNA.
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Rysunek 6.  Przyktadowy bis-interkalator oparty strukturalnie na bromku etydyny.
Figure 6. An example of ethidium-based bis-intercalator.

Poczatki badan nad bis-interkalacja si¢gajg naturalnych produktow
pochodzenia mikrobiologicznego. Za pierwszy dobrze scharakteryzowany bis-
interkalator uznaje si¢ echinomycyng, antybiotyk wyizolowany z bakterii
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Streptomyces echinatus. Czasteczka ta zawiera dwie grupy chinoksalinowe
potaczone sztywnym rdzeniem peptydowym, ktére moga jednoczesnie interkalowac
w dwoch odrebnych miejscach podwodjnej helisy. Badania kompleksow
echinomycyny z DNA odegraty kluczowg rolg w zrozumieniu mechanizmu bis-
interkalacji 1 dostarczyly jednych z pierwszych eksperymentalnych dowodow
potwierdzajacych regute wyltaczenia najblizszego sgsiada (NNEP). Odkrycia te
zapoczatkowaly intensywne poszukiwania syntetycznych odpowiednikow o jeszcze
wigkszym powinowactwie do DNA i bardziej precyzyjnie kontrolowanych
wlasciwosciach wigzacych. Przelomowe znaczenie mialy prace Le Pecqa
1 wspotpracownikéw, ktorzy w potowie lat siedemdziesigtych zsyntetyzowali
pierwsze uktady zawierajagce dwa fragmenty akrydynowe potaczone elastycznym
tacznikiem polimetylenowym (rysunek 6)[49,50]. Badania tych uktadow pozwolity
okresli¢ zalezno$¢ pomiedzy dhugoscia i geometrig tacznika a efektywnoscia bis-
interkalacji, tworzac podstawy wspotczesnego projektowania wielocentrowych
ligandow DNA. W kolejnych dekadach opracowano liczne klasy zwiazkéw
wykorzystujacych t¢ koncepcje, obejmujgce miedzy innymi pochodne akrydynowe,
fenazynowe, antracenowe, naftalenodiimidowe oraz  szereg  ukladéw
metaloorganicznych i makrocyklicznych.

Niezwykle waznym etapem w rozwoju bis-interkalatoréw byto
wykorzystanie struktur makrocyklicznych, ktore oprocz zdolnosci do wigzania DNA
mogg wykazywa¢ rowniez wiasciwosci redoks, koordynacyjne oraz interesujace
cechy fotofizyczne[51]. Wsréd makrocyklicznych bis-interkalatoréw stosunkowo
dobrze poznang grupg stanowig dimery porfirynowe. Zwigzki te otrzymuje si¢
najczgéciej poprzez potaczenie dwoch jednostek porfirynowych za pomoca
elastycznych tacznikéw alifatycznych[52] lub glikolowych[53], a takze bardziej
sztywnych mostkéw aromatycznych[54]. W celu zwickszenia rozpuszczalno$ci
w $rodowisku wodnym oraz wzmocnienia oddzialywan z ujemnie natadowanym
szkieletem fosforanowym DNA do ich struktury czesto wprowadza si¢ kationowe
podstawniki, takie jak grupy N-metylopirydyniowe.

Badania spektroskopowe wykazaty, ze odpowiednio zaprojektowane dimery
porfirynowe mogg oddziatywac¢ z DNA w sposdb zgodny z modelem bis-interkalacji,
osiggajac znacznie wigksze powinowactwo do kwaséw nukleinowych niz
odpowiadajace im monomery. Szczegdlnie interesujace sa uktady zawierajace dwa
centra cynku(II)[54], dla ktérych zaobserwowano powstawanie uporzgdkowanych
kompleksow z DNA. W wyniku zwigzania z helisa ruchliwo$¢ obu fragmentow
porfirynowych ulega ograniczeniu, co prowadzi do pojawienia si¢
charakterystycznych sygnatéw dichroizmu kotowego zwiazanych ze sprz¢zeniem
ekscytonowym pomigdzy chromoforami[55]. Powstawanie silnych sygnatéw
indukowanego dichroizmu kotowego oraz efektow sprzezenia ekscytonowego
sprawia, ze niektore dimery porfirynowe moga pehi¢ role sond wrazliwych na
sposob zwigzania z DNA i lokalnej organizacji przestrzennej helisy, znajdujac
zastosowanie w badaniach konformacyjnych kwaséw nukleinowych[53,54].

Warto rowniez podkresli¢, ze obecnos¢ dwodch sprzezonych chromoforow
porfirynowych w jednej czasteczce umozliwia zwigkszenie efektywnego przekroju
absorpcji §wiatta oraz modyfikacje wlasciwosci fotofizycznych uktadu. Z tego
wzgledu dimery porfirynowe sg badane nie tylko jako ligandy DNA, lecz rowniez
jako potencjalne fotouczulacze stosowane w terapii fotodynamicznej[21] oraz jako
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wielofunkcyjne uktady taczace wlasciwosci rozpoznawania DNA z generowaniem
reaktywnych form tlenu[56].

Wazng grupe wielocentrowych ligandow DNA stanowia dimeryczne
pochodne salenéow i salfenow oraz ich kompleksy metali przejsciowych. Duza
réznorodno$¢ strukturalna tych uktadow wynika zaréwno z mozliwosci modyfikacji
mostkow laczacych poszczegdlne jednostki ligandowe, jak 1 ze swobodnego doboru
centrum metalicznego. Pozwala to na precyzyjne ksztattowanie geometrii czasteczki,
wlasciwosci elektronowych oraz sposobu oddziatywania z kwasami nukleinowymi.
W rezultacie zwiazki te stanowia niezwykle wszechstronna grupe ligandow DNA,
obejmujacg zarowno uktady wykazujace wlasciwosci interkalacyjne, jak i kompleksy
zdolne do katalitycznego rozszczepiania DNA czy selektywnego rozpoznawania
alternatywnych struktur kwaséw nukleinowych, takich jak G-kwadrupleksy.

W zalezno$ci od budowy liganda i rodzaju zastosowanego metalu zwigzki te
mogg wykazywa¢ odmienne wlasciwosci biologiczne. Szczegdlnie dobrze poznane
sa dinuklearne kompleksy miedzi(I) oparte na ligandach salenowych
1 salfenowych[57]. Zwiagzki te oddzialuja z DNA na drodze interkalacji,
a jednocze$nie sa zdolne do jego rozszczepiania zard6wno w warunkach
oksydacyjnych, jak i hydrolitycznych. Szczegodlnie wysoka aktywno$¢ obserwowano
dla pochodnej salfenowej, ktorej bardziej rozbudowany uktad aromatyczny
wzmacnial zaréwno powinowactwo do DNA, jak i efektywno$¢ jego degradacji.
Wyniki te wskazuja, ze odpowiednia modyfikacja szkieletu ligandowego moze
stanowi¢ skuteczng metode projektowania wielocentrowych komplekséw metali
o wlasciwosciach sztucznych nukleaz.

Nie wszystkie uklady salfenowe sg jednak projektowane pod katem
rozszczepiania DNA. Odregbny nurt badan koncentruje si¢ na kompleksach bis-
salfenowych zawierajacych migdzy innymi jony niklu(Il) i platyny(Il), ktore
wykazuja wyjatkowo wysokie powinowactwo do struktur
G-kwadrupleksowych[58,59]. Oddzialujac z zewngtrznymi tetradami guaninowymi,
mogg znaczgco zwigkszaé stabilno$¢ tych struktur, czego konsekwencja jest migdzy
innymi hamowanie aktywno$ci telomerazy oraz wplyw na ekspresje genow
zwigzanych z proliferacja komoérek nowotworowych. Z tego wzgledu bis-salfeny
i ich kompleksy metali sg intensywnie badane jako potencjalne zwigzki
przeciwnowotworowe oraz narzedzia do  selektywnego rozpoznawania
alternatywnych struktur DNA[60].

Odre¢bng grupe wielocentrowych ligandow DNA stanowig bis-cyklofany,
w ktorych dwa aromatyczne fragmenty m-elektronowe, najczeSciej zawierajace
jednostki naftalenowe, antracenowe lub akrydynowe, potaczone sg za pomocg dwdch
lub wigkszej liczby mostkéw kowalencyjnych, tworzac sztywna architekture
makrocykliczng. Do najbardziej znanych przedstawicieli tej klasy naleza cyklofany
akrydynowe oraz kationowe aza-cyklofany zawierajace ugrupowania pirydyniowe.
Uktady te odegraty istotng rol¢ w badaniach nad oddziatywaniami matych czasteczek
z DNA, dostarczajac cennych informacji na temat wpltywu geometrii liganda na
przebieg procesu interkalacji oraz zmian konformacyjnych zachodzacych w obregbie
podwdjnej helisy.

W przypadku wielu bis-cyklofanow obserwuje si¢ ztozony mechanizm
wigzania obejmujacy zaréwno interkalacj¢ fragmentéw aromatycznych pomiedzy
parami zasad, jak i dodatkowe oddziatywania w obrebie bruzd DNA. Szczegdlne
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znaczenie ma przy tym preorganizacja przestrzenna narzucona przez sztywny
szkielet makrocykliczny, ktora moze prowadzi¢ do zwigkszenia selektywnosci oraz
stabilnosci tworzonych komplekséw. W niektorych przypadkach obecnos¢ wneki
cyklofanowej stwarza ponadto mozliwos¢ jednoczesnego oddziatywania
z dodatkowymi czasteczkami gosci lub jonami, co czyni te uktady interesujacymi
obiektami badan w chemii supramolekularnej[17,42].

Podobnie jak inne bis-interkalatory, zwigzki te sg przedmiotem
zainteresowania chemii medycznej i biologii molekularnej[61]. Wykazano bowiem,
ze wielopunktowe oddziatywanie z DNA moze skuteczniej zaburzaé procesy
replikacji 1 transkrypcji niz w przypadku klasycznych monointerkalatoréow, co
sprawia, ze zwigzki tej grupy sa rozwazane jako potencjalne leki
przeciwnowotworowe oraz sondy do badan struktury kwasow nukleinowych[62,63].

Oprocz  opisanych wyzej ukladow porfirynowych, salenowych
i cyklofanowych, interesujaca klas¢ potencjalnych bis-interkalatorow stanowig
rowniez pochodne cyklidenowe (rysunek 7). Badania nad oddziatywaniami
monocyklidenow z DNA wykazaly, jak juz wyzej wspomniano, ze zwiagzki te
oddzialuja z podwdjng helisg gltownie poprzez interkalacje wspomagang
dodatkowymi oddziatywaniami elektrostatycznymi podstawnikow bocznych.
Stosunkowo wysokie wartosci stalych asocjacji, osiggajgce dla niektorych
pochodnych warto$ci rzedu 10° M-'[8,64,65], sktonity badaczy do zaprojektowania
bardziej ztozonych uktadow wielocentrowych zawierajacych dwa fragmenty
cyklidenowe[65—67]. Oczekiwano, ze obecno$¢ dwoch potencjalnych centrow
interkalujacych doprowadzi do dalszego wzrostu powinowactwa do DNA.

N N N §
AN A
] N o B

N

N N N N N N N

N/ N/ N S N/
[ Cu2+ j E Cu2+ j [ Cu2+ j [ Cu2+ ]

7 N\ SN /N /N
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Rysunek 7. Struktura kationow dwucentrowych interkalatoréw cyklidenowych.
Figure 7. Structures of bis-cyclidene intercalator cations.

Rzeczywiscie, liniowy uktad bis-cyklidenowy (rysunek 7, z lewej) wigzat si¢
z DNA znacznie silniej niz jego monocykliczny odpowiednik (rysunek 5, z prawej),
osiggajgc stalg asocjacji o wartosci bliskiej 10 M. Interesujgce okazalo si¢ jednak
to, ze rowniez bis-makrocykl (rysunek 7, z prawej) wykazywal wysokie
powinowactwo do DNA, mimo iz jego cykliczna budowa wyklucza mozliwo$¢
przeplatania fragmentow czasteczki przez podwojng helise. Doprowadzito to do
whniosku, iz kompleksy cyklidenowe moga jedynie czgsciowo wsuwac si¢ pomigdzy
pary zasad. Badania stechiometryczne wykazaly ponadto, ze zarowno uklady
monocyklidenowe, jak i bis-cyklidenowe wigza si¢ z DNA zgodnie z zasadg NNEP,
co sugeruje, ze nawet w przypadku zwigzkéw zawierajacych dwa pierscienie tylko
jeden z nich uczestniczy bezposrednio w procesie interkalacji. Drugi fragment
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makrocykliczny moze natomiast dodatkowo stabilizowa¢ kompleks poprzez
oddziatywania elektrostatyczne lub koordynacyjne z otoczeniem podwdjnej helisy.

Wyniki te wskazuja, ze wzrost powinowactwa obserwowany dla
wielocentrowych ligandow DNA nie zawsze jest bezposrednio zwigzany z klasyczng
bis-interkalacjg wszystkich obecnych w czasteczce chromoforéw. W niektorych
przypadkach réwnie istotng rolg odgrywa mozliwos¢ wielopunktowej stabilizacji
kompleksu poprzez oddziatywania zachodzace poza miejscem wlasciwej
interkalacji. Pochodne cyklidenowe stanowig tym samym interesujacy przykiad
uktadow posrednich pomiedzy klasycznymi bis-interkalatorami a bardziej ztozonymi
wielocentrowymi ligandami DNA.

PODSUMOWANIE

Przedstawione w niniejszym opracowaniu przyktady pokazuja, ze zwigzki
makrocykliczne i ich kompleksy metali stanowia niezwykle wszechstronng grupe
ligandow DNA, ktorych wlasciwosci mozna dostraja¢ poprzez modyfikacje struktury
makrocykla,  charakteru = podstawnikow  peryferyjnych  oraz  rodzaju
skoordynowanego jonu metalu. O ile klasyczne porfirynoidy, saleny
1 tetraazamakrocykliczne zasady Schiffa wykazuja zdolno§¢ do tworzenia trwalych
kompleksow z DNA gléwnie dzigki interkalacji wspomaganej oddziatywaniami
elektrostatycznymi i koordynacyjnymi, o tyle bardziej ztozone uktady wielocentrowe
pozwalaja dodatkowo wykorzysta¢ efekt wielopunktowego wigzania do zwigkszenia
powinowactwa 1 selektywnosci wzgledem okreslonych struktur kwasow
nukleinowych. Nalezy przy tym pamigtac, ze cz¢$¢ omawianych uktadow oddziatuje
z kwasami nukleinowymi rowniez w sposob odmienny od klasycznej interkalacji,
miedzy innymi poprzez rozpoznawanie struktur G-kwadrupleksowych lub
katalityczne uszkadzanie DNA.

Szczegodlne znaczenie maja przy tym kompleksy metali przejsciowych, ktore
oprécz oddziatywania z DNA moga wykazywaé aktywno$¢ redoks, fotodynamiczng
lub nukleazowa. Potgczenie wlasciwosci interkalacyjnych z mozliwoscia
kontrolowanego uszkadzania materialu genetycznego, stabilizacji  struktur
G-kwadrupleksowych  oraz  transportu  sygnalu  spektroskopowego lub
elektrochemicznego sprawia, ze uklady te pozostajg obiecujagcymi kandydatami do
zastosowan w diagnostyce molekularnej, biosensoryce, terapii fotodynamicznej oraz
projektowaniu nowych lekdéw przeciwnowotworowych. Pomimo obiecujacych
wynikow wiekszo$¢ omawianych zastosowan przeciwnowotworowych pozostaje
obecnie na etapie badan przedklinicznych i wymaga dalszej weryfikacji.

Analiza przedstawionych przykladow wskazuje, ze o skutecznosci
makrocyklicznych ligandow DNA decyduje przede wszystkim obecnos¢
rozbudowanego 1 mozliwie plaskiego uktadu =n-elektronowego, odpowiednio
dobranych  podstawnikéw  kationowych  wzmacniajacych  oddziatywania
elektrostatyczne z DNA oraz mozliwo$¢ wykorzystania centrum metalicznego do
regulacji wtasciwosci elektronowych, koordynacyjnych i redoks. Szczegdlnie
korzystne okazuje si¢ taczenie interkalacji z dodatkowymi oddzialywaniami
stabilizujagcymi  kompleks, takimi jak wigzanie w obrebie bruzd lub
wielopunktowe rozpoznawanie kwasow nukleinowych. Jednoczesnie duza
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réznorodno$¢ strukturalna omawianych zwiazkéw oraz mozliwos$¢é racjonalnego
ksztaltowania ich wlasciwosci poprzez modyfikacj¢ makrocykla, podstawnikoéw
peryferyjnych i centrum metalicznego wskazuja, ze projektowanie nowych ligandow
DNA pozostaje dynamicznie rozwijajacym si¢ obszarem chemii bioorganiczne;j,
koordynacyjnej i supramolekularne;.
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