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W pracy omowiono rozne grupy ligandow o zroznicowanych
sposobach wiqzania 7 DNA. Scharakteryzowano sposoby wiqzania
ligandow 7 DNA oraz omowiono cechy charakterystyczne w ich struk-
turze determinujqce sposob, w jaki oddziatujq 7 tq makromolekutq.

1. Wprowadzenie

Rozwdéj metod leczenia nowotwordw, jaki mial miejsce w ostatnich 20 la-
tach wskazuje na konieczno$¢ poszukiwania wciaz nowych, skuteczniejszych
i bardziej bezpiecznych lekéw. Mimo szybkiego rozwoju nowoczesnych sposo-
béw walki z nowotworami, chemoterapia pozostaje jedna z wazniejszych,
a w przypadku niektérych nowotworéw (np. bialaczka), jedyna metoda leczenia.
Lecznicze wiasciwosci wigkszosci dotychczas opracowanych lekéw przeciwno-
wotworowych wiaza si¢ z ich oddziatywaniem z DNA. Istnieje nieliczna grupa
lekéw przeciwnowotworowych, ktérych aktywno$¢ biologiczna nie jest oparta
na oddziatywaniu z DNA (np. Taxol). Warto zauwazy¢, ze DNA jest prawdopo-
dobnie najlepiej strukturalnie scharakteryzowana makromolekula, co czyni ja
atrakcyjnym obiektem dla poszukiwan nowych zwiazkéw, mogacych by¢ poten-
cjalnymi lekami nakierowanymi na DNA. Racjonalne planowanie struktur
nowych lekéw wymaga szczegétowego zrozumienia oddziatywan istniejacych
juz lekéw z DNA [1].

Najwazniejsze cechy charakterystyczne wiazania leku z DNA, jakie wply-
waja na aktywnos¢ biologiczng leku to: miejsce wiazania leku z DNA, specy-
ficzno$¢ sekwencyjna wigzania oraz kinetyka asocjacji/dysocjacji.
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Istnieje kilka sposobéw wiazania (oddzialywania) czasteczek liganda z tan-
cuchem DNA (rys. 1): interkalacja, bisinterkalacja, wiazanie w matym Ilub
duzym rowku, wiazanie kowalencyjne, niespecyficzne wigzanie na zewnatrz nici
DNA oraz mieszany sposéb wiazania. Istota tych oddzialywah zostanie
omOwiona w dalszej czgsci opracowania. Sposoby wiazania liganda z DNA
wymienione powyzej stanowia podstawe klasyfikacji zwiazkéw oddziatywujacych
z kwasem deoksyrybonukleinowym [2]. Alternatywny (rzadziej stosowany) podzial
zwiazkow oddzialujacych z DNA opiera si¢ na budowie chemicznej ligandow
[3] i nie bedzie tutaj omawiany.
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Rys. 1. Sposoby wiazania czasteczek z DNA

2. Interkalatory

Po raz pierwszy koncepcjg interkalacji zaproponowat Lerman i wsp. w roku
1961 [4]. Termin interkalacja pochodzi od tacinskiego intercalare, co oznacza
wsuwac sig; jest zarezerwowany dla specyficznego sposobu wiazania polegaja-
cego na wsuwaniu si¢ ptaskich heterocyklicznych, aromatycznych uktadéw
o grubosci 2-3,7 A, pomigdzy pary zasad w podwdjnej helisie DNA. Ptaski
interkalator jest utrzymywany sztywno w orientacji prostopadiej do osi heliksu.
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Uwaza sie, ze DNA wigze maksymalnie jedna czasteczke interkalujacego liganda na
2-2,5 pary zasad. Warunkiem niezb¢dnym tworzenia si¢ kompleksu interkalacyj-
nego jest wystgpowanie w czasteczce liganda obszaru plaskiego [5], [6]. Dla opty-
malnej interkalacji ptaska czg$é¢ molekuly powinna mie¢ powierzchni¢ minimum
28 A2, czyli trzy lub cztery pierScienie tworzace strukturg aromatyczna [7].

Kompleks interkalacyjny stabilizowany jest przez naktadanie si¢ orbitali ©
chromoforu 1 zasad azotowych (wiazanie typu ,stacking”), poprzez wiazanie
hydrofobowe i wiazanie z przeniesieniem ladunku. Zwiazki interkalujace sa
ligandami, ktdre nie posiadaja zasadniczo specyficznos$ci w stosunku do zasad,
jedynie preferuja sekwencje, w ktorych wystepuje przewaga niektorych par, np.
powinowactwo bromku etydyny jest wigksze wobec par GC [4], [8].

Po interkalacji, pierwszo- i drugorzegdowa struktura DNA pozostaje nienaru-
szona. Na skutek rozwinigcia fragmentu DNA, spowodowanego wsunigtym
ligandem, zmianie ulega trzeciorzgdowa struktura DNA — czasteczka DNA zo-
staje czgsciowo wydtuzona. Odlegtosci pomigdzy dwiema sasiadujacymi parami
zasad kompleksu interkalacyjnego zwigkszaja si¢ $rednio z 3,4 A do 7-8 A.
Uzyskane podczas interkalacji czgsciowe rozkrecenie heliksu charakteryzowane
jest katem rozkrecenia, ktéry jest r6znica pomigdzy typowym katem skrgcenia
(dla a-helisy wynosi on 36°) a katem powstatym po interkalacji. Redukcja kata
skrecenia podwdjnej helisy DNA wynoszaca w zalezno$ci od chromofora 10° —
26° jest charakterystyczna dla procesu interkalacji [9].

Sposréd zwiazkéw interkalujacych do DNA nalezy wymieni¢ oranz akry-
dyny [10], kwinakryng [11], [12], propidium [13], bromek etydyny, amsakryng
[14], mitoksantron (DHAQ) [14], [15], btekit metylenowy [16], aktynomycyng
D [17], proflawing, 9-aminoakrydyng [5]. Wzory strukturalne wyzej wymienio-
nych interkalator6w zostaty zebrane na rys. 2.
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Rys. 2. Wzory strukturalne interkalatoré6w

2. Zwiazki lokujace si¢ w malym rowku DNA

Cecha charakterystyczna w budowie tych zwiazkéw jest wystgpowanie kil-
ku pojedynczych, rzadziej podwdjnych pierscieni — gtéwnie aromatycznych —
oddzielonych od siebie krétkim tacznikiem (przyktadowo: w przypadku netrop-
syny tacznikiem jest grupa amidowa (rys. 3). Zwiazki te charakteryzuja sie
liniowa, wydluzona i gigtka struktura umozliwiajaca dopasowanie si¢ zwiazku
do ksztattu matego rowka, co pozwala na pojawienie si¢ oddziatywan pomiedzy
grupami funkcyjnymi liganda a wnetrzem matego rowka, wptywajac stabilizuja-
co na trwatos¢ powstatego kompleksu.

Do tej klasy zwiazkéw naleza m.in. distamycyna A oraz netropsyna
[18], [19]. Wspomniane zwiazki sa naturalnymi polipeptydami wigzacymi si¢
preferencyjnie do sekwencji bogatych w pary AT [20], [21], [22], [23]. Zwiazki
te wykazuja aktywnos¢ biologiczng jako leki przeciwwirusowe [20].

W przypadku niektérych zwiazkéw z tej klasy sposéb ich oddziatywania
zalezy w duzym stopniu od warunkéw zewngtrznych (gléwnie od sity jonowej
i pH), a takze od lokalnej sekwencji par zasad w DNA.

Przyktadem jest berenil, ktéry takze wykazuje specyficzno$¢ wigzania do
miejsc DNA bogatych w pary AT, lecz znacznie mniejsza od distamycyny A.
Wiaze si¢ on w matym rowku w podwdjnej helisie DNA, przy czym miejsce
wigzania jest wielko$ci 4 par zasad [20]. Berenil moze réwniez interkalowac
oraz wigza¢ si¢ w matym rowku dwuniciowych fragmentéw RNA [2].
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Do zwiazkéw lokujacych sie¢ w matym rowku DNA nalezy takze biekit mety-
lenowy [24] oraz DAPI. Zwiazki te wiaza si¢ w matym rowku DNA, w miejscach
bogatych w pary AT, natomiast interkaluja w miejsca bogate w pary GC [6], [25].
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Rys. 3. Przyktadowe zwiazki lokujace si¢ w maltym rowku DNA

3. Zwiazki taczgce si¢ w duzym rowku DNA

Wiazanie w duzym rowku jest zjawiskiem do$¢ rzadkim. Znacznie wigksza
,,0bjetos¢” duzego rowka czyni go dostgpnym miejscem wigzania dla wigkszych
czasteczek (np. biatka) niz te, ktore lokalizuja si¢ w malym rowku. Omawiany
typ wiazania dotyczy gléwnie zwiazkéw, w ktérych oprécz fragmentu struktury
wiazacego si¢ (przewaznie stabo) w duzym rowku DNA, wystepuja inne struktu-
ry, pozwalajace silnie potaczy¢ czasteczke z DNA (np. na drodze interkalacji lub
wiazania kowalencyjnego). Wystgpowanie dodatkowych grup funkcyjnych jest
czesto kluczowe, gdyz oddziatywania wystgpujace w duzym rowku sa zbyt sta-
be, by utrzymac tam ligand.

W duzym rowku wiaza si¢ pewne kompleksy chromu III i zasady Shiffa
np.: [Cr(1,2-bis(salicylidenoamino)etano(H,0),]" (rys. 4) [26].
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Zwiazkiem lokujacym si¢ w duzym rowku jest bigkit metylenowy, jednak
takie oddzialywanie w przypadku tego zwiazku wystgpuje tylko w stosunku do
poli(dA)-poli(dT) [24], [27].

W duzym rowku moze wiaza¢ si¢ takze bromek etydyny (EB), ale tylko
w roztworach o bardzo wysokim stezeniu EB [28], [29]. Istnieja przypuszczenia,
ze netropsyna moze wigza¢ si¢ takze w duzym rowku polimera poli(dG-dC)-
poli(dG-dC) [30].

Rys. 4. Przyktad zwiazku lokujacego si¢ w duzym rowku
DNA — [Cr(1,2-bis(salicylidenoamino)etano(H,0),]*

4. ,,Combilexins” i inne zwigzki o mieszanym
sposobie wigzania z DNA

Combilexins (molekuty hybrydowe) jest to grupa ligandéw DNA zawierajaca
element wiazacy si¢ w malym rowku oraz interkalujacy chromofor. Czasteczki te
budza duze zainteresowanie przemystu farmaceutycznego. Koncepcja kombinowa-
nego sposobu oddziatywania z DNA pozwala na zaprojektowanie takiej struktury,
ktéra bedzie silnie lub specyficznie, badZ jednocze$nie silnie i specyficznie wigzata
si¢ z DNA, jednocze$nie oddziatywala z topoizomerazami, a by¢ moze nawet ula-
twiata czasteczce leku wniknigcie do wngtrza komoérki. Tego typu zwiazki stabilizu-
ja DNA i wigkszo$¢ z nich oddziatuje z topoizomerazami np.: NetAmsa [30] (rys. 5).

Ciekawym przyktadem zwiazkéw interkalujacych i wiazacych si¢ z DNA
rownolegle w obydwu rowkach jest noglamycyna, altromycyna B i aktynomy-
cyna (rys. 5). Noglamycyna zbudowana jest z podjednostek, ktére po interkalacji
chromoforu lokuja si¢ ,,wystajac” do obu rowkéw [31]. Altromycyna B interka-
luje do DNA pomigdzy pary AT a GC. Jej tancuch disacharydowy lokuje si¢
w matym rowku, podczas gdy podstawnik monosacharydowy w duzym. W wy-
niku takiej interkalacji grupa epoksydowa znajduje si¢ w duzym rowku, gdzie
kowalencyjnie wiaze si¢ z azotem N7 guaniny [32]. Aktynomycyna [6], [17]
interkaluje a jej fragmenty peptydowe lokuja si¢ w matym rowku.

Daunorubicyna (daunomycyna), doksorubicyna (adriamycyna) (rys. 5), kt6-
re sa antybiotykami antracyklinowymi interkaluja, podczas gdy ich reszta cu-
krowa lokuje si¢ w malym rowku a fragment zwany kotwica tworzy wiazania
wodorowe [33], [34]. Wiazanie ich ma charakter kooperatywny — zwiazanie
jednej czasteczki ulatwia wigzanie nastgpnej [35].
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5. ZwiazKi niespecyficznie wigzace si¢ na zewnatrz nici DNA

Cechami charakterystycznymi tej grupy zwiazkow sa wystgpowanie na ich
powierzchni tadunku dodatniego umozliwiajacego wystgpowania oddzialywania
elektrostatycznego z ujemnie natadowanym DNA (tak zwane wiazanie elektro-
statyczne na zewnatrz nici DNA) oraz obecno$¢ grupy stanowiacej zawadeg
steryczng uniemozliwiajaca penetracj¢ do wewnatrz DNA. Zwiazki te nie inter-
kaluja, ani tez nie lokuja si¢ w rowkach. Czasteczka zwigzana z DNA jest utrzy-
mywana na zewnatrz heliksu.

Przyktadem zwiazkéw niespecyficznie wiazacych si¢ z DNA jest di-tert-
butyloproflawina oraz 2-tert-butyloamsakryna (rys. 6). Mimo, ze zwiazki
te normalnie wiaza si¢ z DNA przez interkalacjg, dofaczenie grupy fert-butylowej
stwarza steryczna zawade uniemozliwiajaca ten proces [36].

Porfiryny to interesujaca grupa zwiazkéw, ktére moga elektrostatycznie
wiazac si¢ z DNA na zewnatrz tafcucha lub nawet interkalowa¢. Sposéb oddzia-
tywania zalezny jest przede wszystkim od liczby koordynacyjnej centralnego
atomu metalu, a takze od typu DNA [37] (rys. 6).
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Rys. 6. Przykladowe struktury zwiazkéw wiazacych si¢ na zewnatrz nici DNA
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6. Bisinterkalatory

Bisinterkalatory (interkalatory bifunkcyjne) zbudowane sa z dwdch czaste-
czek interkalatoréw (monomeréw) oddzielonych od siebie tacznikiem, czyli dlugim
tancuchem najczgsciej [CH,],, np. bisnaftalimid LU-79553 (rys. 7). Bisinterkalatory
wykazuja wyzsze stale wigzania niz odpowiednie monomery [38], [39].

Do jednych z prostszych przyktadéw interkalatoréw bifunkcyjnych naleza:
homodimer etydyny i heterodimer akrydyny z etydyna [40]. Innym bisinterkala-
torem jest bisnaftaloimid DMP-840 [39] (rys. 7). Do ciekawych interkalatorow
bifunkcyjnych naleza pochodne sulfonu 2-naftylopropargilowego. Obecno$¢
czynnika alkilujacego w strukturze wspomnianych pochodnych umozliwia two-
rzenie dodatkowego wiazania z DNA, ktére jest wigzaniem kowalencyjnym [41]
(rys. 7).

Wysokie state wigzania i duza specyficzno$¢ wiazania w stosunku do DNA
sa powodem prowadzenia intensywnych prac badawczych nad ta klasa zwiaz-
kow [30], [38], [42], [43].
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Rys. 7. Przyktadowe struktury bisinterkalator6w

7. Zwiazki tworzace z DNA wigzanie kowalencyjne

Do tytutowej grupy zwiazkéw naleza wymienione juz wcze$niej: altromy-
cyna B [32], pochodne sulfonu 2-naftylopropargilowego [41] (rys. 7).

W przypadku niektérych zwiazkéw (np. monoazydek etydyny, 7-azydo-
aktynomycyna) powstawanie wiazania kowalencyjnego moze by¢ spowodowane
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dziataniem $wiatta widzialnego. Monoazydek etydyny (rys. 8) — analog bromku
etydyny laczy si¢ z DNA podobnie jak bromek etydyny, ale po fotolizie Swia-
tlem widzialnym grupa azydkowa jest aktywowana do aktywnego nitrenu i uzy-
skuje si¢ in situ kowalencyjne przylaczenie etydyny [44], [45], [46], [47]. Analo-
gicznie fotoliza grupy azydkowej 7-azydo-aktynomycyny do wysoce reaktywne-
go nitrenu powoduje powstanie wigzania kowalencyjnego z DNA [17].

(1]

(2]

Rys. 8. Monoazydek etydyny
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THE MODES OF BINDING
OF LIGAND MOLECULES WITH DNA

Summary

In this paper, we characterized various modes of bindings of ligand
molecules with DNA, including intercalation, bisintercalation, binding in minor
or major groove of DNA, non-specific binding outside DNA, covalent binding
and mixed binding mode - characteristic for hybrid molecules named combilexins.
We discussed the structural features of ligand affecting its interactions and, in
case mixed binding mode ligands, external factors influencing occurrence of
specific mode.
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