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Poznanie sposobow oddziatywania lekow z poszczegdlnymi elementami komorek, w
szczegbdlnosci komorek nowotworowych, jest istotnym elementem projektowania nowych
zwigzkow o specyficznych, $cisle okreslonych wiasciwosciach. Celem dziatania wielu lekow
jest kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA). Informacje na temat oddziatywania DNA z nowo
zsyntetyzowanymi zwiazkami, ktore w przysztosci moga by¢ uzyte jako leki, oraz ich
wplywu na struktur¢ DNA, moga pozwoli¢ na okreslenie mechanizmu ich dziatania. Dlatego
tez celem niniejszej pracy byto opracowanie metody, ktora pozwoli na pordwnanie wptywu
roznych typow zwiazkow chemicznych na DNA i znalezienie cech charakterystycznych dla
danej grupy zwiazkow. Wigkszos¢ zwigzkow uzywanych w tej pracy nalezy do znanej grupy
zwigzkéw, tzn. przeciwnowotworowych, przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybiczych lub
przeciwutleniaczy, ale sa to nowe, nowo zsyntetyzowane zwiazki, ktorych dziatanie jest
okreslone, ale nie jest znana sita tego oddziatywania, czyli efektywnos$¢ ewentualnego leku.
Celem badan jest zatem powigzanie cech charakterystycznych dla danego zwigzku, np.
wilasnosci redoks lub tendencji do kondensacji z mozliwo$cig tworzenia wigzan zwigzek-
DNA.

Bardzo waznym etapem badan bylo zaplanowanie procedury tworzenia powtarzalnych
warstw DNA na elektrodzie z wegla szklistego i przy uzyciu niezwykle matych stezen DNA,
rzedu pg/ml, zamiast zwykle stosowanych pg/ml. W rezultacie, mozna bylo uzy¢ niskich

stezen badanych zwiazkéw. Jest to istotny element tej pracy, poniewaz nowo syntetyzowane



zwigzki sg zwykle otrzymywane w matych ilosciach. Mozliwos¢ zastosowania niezwykle
niskich stezen DNA byla rowniez istotna ze wzgledu na zastosowanie plazmidowego DNA,
takze otrzymanego w matych ilosciach.

W badaniach zastosowano plazmidowe DNA w dwoéch formach: superhelikalnej i
liniowej. Uzywane plazmidy posiadajg takg sama sekwencje oraz ilo$¢ par zasad, a r6znig si¢
trojwymiarowg strukturg. Przeprowadzone badania AFM wskazuja, ze warstwy plazmidow
liniowych i superhelikalnych na powierzchni z wegla szklistego mozna rozr6zni¢. W obydwu
przypadkach widoczne jest rownomierne ulozenie czgsteczek DNA w warstwach. Nalezy
zwréci¢ uwage na to, ze plazmidy liniowe moga zwija¢ si¢ na powierzchni elektrody i
przypominaé ksztaltem struktury superhelikalne (cho¢ ich nie tworzg), co jest widoczne w
trakcie elektrochemicznej adsorpcji tych form plazmidéw na powierzchni GC, gdzie rdznice
w akumulacji pomiedzy nimi sg niewielkie. Jednak poszczegoélne zwigzki badane w pracy
inaczej reaguja z tymi dwiema formami DNA, wskazujac na wazng rol¢ trzeciorzgdowe;j
struktury DNA w oddziatywaniach DNA - zwigzek. Swiadczy to nie tylko o kompleksowaniu
DNA, ale rowniez wskazuje na ewentualng rol¢ tych zwigzkow w rozplataniu DNA, ktore
zachodzi w procesie replikacji i transkrypcji.

Do badan elektrochemicznych oddziatywania DNA ze zwigzkami, zastosowalam
metody pulsowe: woltamperometrie fali prostokatnej (SWV) i pulsowa réznicowg (DPV) oraz
woltamperometrie zmiennopragdowe (ACV) z detekcja fazy 0° i 90°. Metody pulsowe stuzyty
do rejestracji sygnalow redoks badanych zwigzkéw 1 DNA, a zmiennopradowe do
monitorowania zmian oporu i pojemnosci warstw DNA — zwigzek oraz proceséw redoks. Te
cztery metody byty stosowane jedna po drugiej, najpierw w pierwszym etapie do§wiadczenia,
gdzie adsorbowatam przez 3-4 godziny warstwe superhelikalnego lub liniowego DNA, a
nastepnie przy dodawaniu badanego zwiazku i akumulowaniu go w otrzymanej warstwie
DNA.

W swoich badaniach wuzylam nowo zsyntetyzowane, potencjalne zwiazki
przeciwnowotworowe, ktore roznig si¢ miedzy sobg grupami funkcyjnymi: IPBD, CI-IPBD (z
dodatkowym atomem chloru), Et-IPBD (z grupa etylowg) i Me-IPBD (z grupa metylowa).
Wszystkie zwigzki maja wiasciwosci redoks 1 utleniajg si¢ przy pigciu lub szeSciu
potencjatach. Tworzenie kompleksow pomiedzy plazmidami, a IPBD i pochodnymi tego
zwigzku jest widoczne w pomiarach elektrochemicznych w przesunigciach potencjatow
redoks sygnatéw utleniania badanych zwigzkow, 0 10 mV - 30 mV, a takze we wzro$cie
wysokosci sygnatow spowodowane oddziatywaniem z DNA. Doktadna analiza jednego z
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plazmidami w zaleznosci od stezenia. Pierwszy typ oddziatywania, przy niskich stezeniach,
okreslono jako Orientacja I, a przy wysokich jako Orientacja II. Wynik ten moze mie¢
znaczenie medyczne, poniewaz zwiazek ten jako lek przeciwnowotworowy moze dziataé w
odmienny sposéb zalezny od zastosowanej dawki. Skutkiem oddziatywania plazmidow z
potencjalnymi zwigzkami przeciwnowotworowymi jest takze wptyw na sygnaty utleniania
zasad azotowych w plazmidach oraz zmiany oporu i pojemnos$ci warstw DNA — zwigzek,
ktoére sugeruja kondensacje DNA na powierzchni elektrody i/lub wskazuja na zmiany
zachodzace w trojwymiarowej strukturze DNA. Najwicksze zmiany zaobserwowano dla
pochodnej zawierajaca grupg etylowa. Wazna role w tych badaniach odgrywa helikalnos¢
DNA, poniewaz kazdy z potencjalnych zwiazkéw przeciwnowotworowych oddzialywat
silniej z jedng z form plazmidow: IPBD, CI-IPBD i Me-IPBD z formg liniowa, a Et-IPBD
superhelikalng.

Kompleksowanie DNA potencjalnymi zwigzkami przeciwnowotworowymi zostaty
rébwniez potwierdzone przez badania spektroskopowe UV-Vis, gdzie zaobserwowano
przesunigcia maksimow absorpcji DNA w strong fal krétszych. Na podstawie tych danych
obliczono state kompleksowania, ktore dla wszystkich pochodnych sa rz¢du 10° M%, a
najwyzsza z nich odpowiada pochodnej z grupa etylowa. Wykonano takze do$wiadczenia z
uzyciem dichroizmu kotowego (CD), z ktorych wynika, ze przy niskich ilo$ciach zwigzkow
dochodzi do zmiany formy B-DNA w A-DNA, a przy wyzszych iloSciach widoczne sa
kolejne zmiany w strukturze plazmidow. Dla pochodnej z grupa metylowa widoczne sa tylko
zmiany w strukturze DNA przy wysokich stezeniach zwigzku.

Wyniki badan elektrochemicznych dotyczace rdéznego oddzialywania DNA z
potencjalnym zwigzkiem przeciwnowotworowym w zaleznosci od stezenia (Orientacja I 1 1)
maja swoje potwierdzenie w badaniach na nowotworowych liniach komérkowych, gdzie dla
zwigzku CI-IPBD przy niskich stg¢zeniach znacznie spada zywotno$¢ komorek, za§ przy
wysokich nie wida¢ juz znaczacych zmian w ich ilosci. Badania na liniach komoérkowych
wykazaty, ze IPBD 1 jego pochodne s3 cytotoksyczne. Badania Zywotnos$ci 1 $§miertelnosci
komoérek nowotworowych od stezenia potencjalnych zwiazkéw przeciwnowotworowych
korelujag si¢ z elektrochemicznymi zalezno$ciami opisujacymi akumulacje badanych
zwigzkéw w DNA. Jest to dodatkowy dowdd na powigzanie zmian procesOw redoks
zwigzkow na skutek oddziatywania z DNA, a efektem zmniejszenia zywotnosci komorek w
badaniach biologicznych.

Interesujacy sposob akumulacji CI-IPBD w plazmidach sktonit mnie do wykonania
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oddziatuje z DNA. Jako zwigzek porownawczy wybrano pentamidyng, ktorej sposob
oddziatywania z DNA jest znany i zostal potwierdzony w badaniach krystalograficznych.
Zwiazek ten wchodzac w interakcje z DNA, lokuje si¢ w matym rowku helisy. Wykonano
takze eksperymenty, w ktorych badano jednoczesny wptyw CI-IPBD i pentamidyny na
plazmidy. W oddziatywaniu CI-IPBD i pentamidyny z DNA mozna wyr6zni¢ podobienstwa i
roéznice. W przeciwienstwie do potencjalnego zwigzku przeciwnowotworowego, pentamidyna
nie ma wlasciwos$ci redoks, ale efektem jej oddzialywania z DNA jest uszkodzenie plazmidu,
co zaobserwowano jako dodatkowe sygnaly powstajacej 8-oksyguaniny. Natomiast do
podobienstw nalezy wplyw na sygnaty utleniania DNA oraz obnizenie sygnalu zwigzanego ze
zmianami oporu i pojemnosci warstwy DNA-zwigzek, ktory moze oznacza¢ kondensacje lub
zmian¢ struktury DNA. Zmian¢ formy B-DNA w Z-DNA potwierdzaja badania
spektroskopowe.

Doswiadczenia, w ktorych badano jednoczesny wptyw obydwu zwigzkoéw CI-IPBD i
pentamidyny na plazmidy, wykazaty wzmocnienie dwoch sygnatéw utleniania CI-IPBD w
warstwie DNA przy zwigkszajacym si¢ stezeniu pentamidyny. Natomiast w badaniach
spektroskopowych zaobserwowano, ze w obecnosci CI-IPBD i pentamidyny dochodzi
réwniez do transformacji prawoskretnej formy B-DNA w lewoskretng Z, tylko, ze to
przeksztalcenie zachodzi przy znacznie nizszych st¢zeniach pentamidyny w poréwnaniu z
efektem obserwowanym dla kompleksu DNA — pentamidyna. Podobny efekt jest widoczny w
badaniach na liniach komoérkowych, gdzie jednoczesne podawanie obydwu zwigzkow
spowodowato znaczny spadek liczby komorek nowotworowych w poréwnaniu do sytuacji,
gdzie CI-IPBD i pentamidyna byly stosowane oddzielnie. Badania te wykazaty, ze CI-IPBD i
pentamidyna w potaczeniu oddziatuja silniej z plazmidami niz kazdy z tych zwigzkow z
osobna.

Niniejsza praca doktorska zawiera takze elektrochemiczne badania dotyczace
oddzialywania plazmidowego DNA z przeciwutleniaczami: rutyng i witaming C. Obydwa
badane przeciwutleniacze ulegaja utlenianiu w warstwach DNA, ale oddziatuja z DNA w
odmienny sposob. Rutyna, podobnie jak potencjalne zwiazki przeciwnowotworowe oraz
pentamidyna, powoduje kondensacje warstw plazmidowego DNA zakumulowanych na
elektrodzie GC w odréznieniu od witaminy C, dla ktorej efekt ten jest stabo widoczny nawet
przy wysokich stezeniach zwigzku. Niewielki wptyw witaminy C na warstwe DNA wskazuje
na stabe oddziatywania, ktore jednak mogg by¢ istotne w potaczeniu z innymi zwigzkami, jak

np. zwiazki przeciwnowotworowe.



Praca doktorska zawiera rowniez opis oddzialywania DNA ze zwigzkami
przeciwbakteryjnymi i przeciwgrzybicznymi, ktére zdecydowanie mozna bada¢ za pomoca
metod elektrochemicznych. Dla kazdej ze zbadanych grup zwigzkow mozna zauwazy¢ pewne
podobienstwa i roznice. Zwigzki przeciwbakteryjne (TDTT i DMPT) trudno utleniaja si¢ na
elektrodzie GC oraz w warstwach DNA, w przeciwienstwie do substancji
przeciwgrzybicznych (DBT i DIT), ktore utleniaja si¢ tatwo, podobnie jak zwiazki
przeciwnowotworowe. Roznice obserwuje si¢ takze w stopniu kondensacji w warstwach
DNA-zwigzek. Nalezy zwroci¢ uwage, ze kondensacja warstw DNA towarzyszy
oddzialywaniu wigkszosci zwigzkéw badanych w niniejszej pracy doktorskiej i stanowi jej
wazny element. Oddzialywanie plazmidow ze zwigzkami przeciwbakteryjnymi i
przeciwgrzybicznymi zalezy takze od helikalnosci DNA, zwiazki przeciwgrzybicze silniej
oddziatuja z forma superhelikalng, podobnie jak jeden ze zwigzkdéw przeciwbakteryjnych
DMPT, za$ drugi, TDTT, z formg liniowa.

Za pomocg metod elektrochemicznych réwniez mozna bada¢ oddziatywanie DNA ze
sktadnikami roslinnego ekstraktu U. tomentosa, ktéry posiada wtasciwosci przeciwutleniajace
1 przeciwnowotworowe. Skladniki ekstraktu utleniaja si¢ na czystej elektrodzie GC oraz w
warstwie plazmidow, a takze powoduja kondensacje¢ DNA, tak jak potencjalne zwigzki
przeciwnowotworowe. Badania spektroskopowe potwierdzity oddzialywanie DNA z
U.tomentosa. Wazne, ze zaobserwowano zmiang formy DNA z B-DNA w Z-DNA, podobnie
jak dla kompleksu DNA z pentamidyna oraz DNA z mieszaning zwigzku
przeciwnowotworowego (CI-IPBD) i pentamidyny.

Reasumujac, chciatabym podkresli¢, ze poréwnanie oddziatywania DNA z wieloma
roznego typu zwigzkami mozliwe bylo przy zastosowaniu plazmidowego DNA (uzyskanego
przy pomocy dr hab. Agnieszki Girstun) i specyficznej elektrochemicznej metody tworzenia
stabilnych warstw elektrodowych (uwidocznionych przez prof. Stawomira Sg¢ka metoda
AFM) zawierajacych zwiazki, ktorych detekcja przebiegala w znacznym zakresie stgzen. Ten
sposob przeprowadzenia doswiadczen pozwolit mi na elektrochemiczng obserwacje zmian w
Utozeniu poszczegodlnych zwigzkow w helisie DNA. Zmiany te mogty by¢ dalej skorelowane
z moimi badaniami spektroskopowymi i biologicznymi mgr Anity Ko$mider, a przede
wszystkim korelacje te moglty by¢ przeprowadzone przy uzyciu nowo zsyntetyzowanych
przez dr  Monike  Karpinska  zwiazkbw o  potencjalnych  wiasnosciach
przeciwnowotworowych, ktéore z powodzeniem dodatkowo potaczytam z innego typu

zwigzkami w celu zbadania oddziatywan DNA-zwigzki.



