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„Badania nad degradacją DNA i pochodnych”

AUTOREFERAT:
Głównym celem badań prezentowanych w niniejszej pracy było określenie zdolności i sposobu degradacji DNA oraz jego pochodnych zachodzącego pod wpływem mikroorganizmów. Taka aktywność hydrolityczna może być wykorzystana we wszelkiego typu oczyszczalniach ścieków oraz w celu uzyskania nukleozydów i zasad nukleinowych. W przypadku tej pracy skupiono się głównie na DNA i jego nukleotydowych pochodnych, włączając substancje czynne farmaceutycznie. Liczbę badanych mikroorganizmów zawężono do 30 gatunków (szczepy: bakterii, drożdży i pleśni) z różnego typu środowisk i 4 biopreparatów stosowanych w oczyszczaniu ścieków. 

W badaniach wstępnych wykonanych na podłożu stałym z zawartością DNA, okazało się, że DNA było hydrolizowane tylko przez 5 gatunków mikroorganizmów, szczepy bakterii: Bacillus subtilis, Brevundimonas diminuta, Mycobacterium butyricum, Stenotrophomonas maltophilia, szczep pleśniowy Fusarium moniliforme oraz 3 biopreparaty (Septifos, Bio 7 i Bio 7-1).

Następnie opracowano warunki prowadzenia procesu degradacji DNA dla szczepu bakterii B. subtilis, o którym wiadomo z literatury, że posiada zdolność hydrolizy egzogennego DNA. Do wstępnego śledzenia procesu degradacji zastosowano metodę chromatografii cienkowarstwowej. Opracowane warunki (stężenie DNA – 1 mg/ml, czas pobierania prób – co 24 godz. do 14 dni) umożliwiły określenie minimalnego czasu, potrzebnego do hydrolizy próbki DNA przez poszczególne mikroorganizmy i biopreparaty.

Do dokładnego śledzenia procesu degradacji DNA wykorzystano wysokosprawną chromatografię cieczową. Obecność układu aromatycznego w strukturze zasad pirydynowych i purynowych, pozwoliła na łatwą detekcję produktów hydrolizy DNA w świetle UV (( = 254 nm). Zastosowanie tej metody wymagało opracowania sposobu korzystnego rozdziału produktów oraz przygotowania krzywych wzorcowych prawdopodobnych produktów (deoksynukleotydów, deoksynukleozydów, zasad nukleinowych i ich pochodnych).
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Badaniom szczegółowym zostały poddane mikro-organizmy i biopreparaty, wykazujące zdolność do hydrolizy DNA. Przebadano następujące szczepy: B. diminuta, M. butyricum, S. maltophilia, F. monili-forme i biopreparaty: Septifos, Bio 7 i Bio 7-1. Wszystkie przebadane mikroorganizmy hydrolizo-wały DNA do zasad nukleinowych lub ich pochodnych, a czas degradacji zależał od rodzaju szczepu. Najszybciej zachodziła degradacja DNA w obecności  szczepów  bakterii B. diminuta i S. malto-

philia (5 dni) (Rys. 1). W wyniku szczegółowych badań biopreparatów okazało się, że degradowały one DNA w czasie od 8 do 10 dni. Degradacja prowadziła przypuszczalnie do CO2 i NH3, ponieważ po tym czasie na chromatogramach nie zaobserwowano żadnego piku wykazującego absorpcję w zakresie światła UV (( = 254 nm). Zdolność do tak silnej degradacji DNA może być dużą zaletą tych biopreparatów, ponieważ mikroorganizmy na ogół tak silnej aktywności enzymatycznej nie wykazują. Jednak w materiałach reklamowych, które wskazywały na zdolności biopreparatów do hydrolizy tłuszczów i białek, nie było żadnej wzmianki na temat degradacji DNA. Wydaje się, że preparaty te nie były pod tym kątem w ogóle przebadane. 
W następnym etapie pracy przebadano wpływ stężenia DNA na przeżywalność mikroorganizmów i wydajności uzyskiwania zasad nukleinowych i ich pochodnych. Do tych badań wybrano szczep bakterii  S. maltophilia, który charakteryzuje się dużą łatwością w hodowli. Reakcję hydrolizy przeprowadzono stosując różne stężenia DNA (1 – 5 mg/ml). Okazało się, że optymalnym stężeniem DNA do uzyskiwania zasad nukleinowych i pochodnych jest 3 mg/ml. Stężenie to nie powodowało zahamowania wzrostu mikroorganizmów, a po 20 dniach reakcji, można było uzyskać większą ilość zasad nukleinowych i ich pochodnych, niż w stężeniu 1 mg/ml. 

Wykorzystując opracowaną metodę badania hydrolizy DNA w podłożu płynnym, zbadano podatność nukleotydów DNA na hydrolizę mikrobiologiczną. W tym celu wybrano szczep hydrolizujący DNA - S. maltophilia oraz następujące szczepy niehydrolizujące DNA: należący do tej samej rodziny systematycznej co S. maltophilia - Pseudomonas aeruginosa, oraz szczepy z innych rodzin systematycznych: E. coli oraz Lactobacillus acidophilus. Wyniki tych badań dowiodły, że nukleotydy DNA są hydrolizowane w różny sposób, w zależności od rodzaju nukleotydu, jego stężenia oraz gatunku mikroorganizmu, a końcowymi produktami są zasady  nukleinowe lub ich pochodne. W  przypadku  S. maltophilia,  hydroliza
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nukleotydów dTMP (Rys. 2) i dGMP przebiegała stopniowo przez tworzenie się deoksynukleo-zydu, a następnie zasady nukleinowej. Nukleotydy dCMP i dAMP były hydrolizowane do pochodnych nukleozydów i zasad nukleinowych. W przypadku szczepów z innych rodzin systematycznych degradacja dCMP nie zachodziła. Ponadto L. acidophilus nie hydrolizował    nukleotydu    dTMP,     natomiast hydrolizował dAMP z dość wysoką wydajnością
do adeniny. Największe wydajności hydrolizy nukleotydów do zasad nukleinowych lub ich pochodnych (ok. 80% zidentyfikowanych produktów reakcji) uzyskano dla szczepu S. maltophilia. Dlatego ten szczep wybrano do badania wpływu stężenia dAMP (0,25-5 mg/ml) na wydajność reakcji hydrolizy. Stwierdzono, że optymalnym stężeniem dAMP do uzyskiwania zasad nukleinowych i pochodnych jest 2 mg/ml. Stężenie to nie powoduje zahamowania wzrostu mikroorganizmów, a po 144 godz. reakcji można uzyskać większą ilość pochodnej zasady nukleinowej - hypoksantyny, niż w stężeniu 1 mg/ml. Ponieważ szczep ten może znaleźć zastosowanie do przemysłowego otrzymywania nukleozydów, zasad nukleinowych lub ich pochodnych, wyniki tych badań zostały opatentowane (Patent RP 183827).
Kolejnym etapem pracy było przebadanie pod kątem degradacji związków niewchodzących w skład DNA, ale zawierających w swojej budowie struktury zasad nukleinowych. Do badań wybrano między innymi dwie substancje czynne powszechnie stosowanych leków: 3’-azydo-3’-deoksytymidynę (AZT) i 9-(2-hydroksyetoksy)-metyloguaninę (acyklowir).



Podatność substancji czynnych leków na rozkład biologiczny badano modyfikując metodę śledzenia procesu degradacji DNA przez dodanie metanolu do fazy ruchomej podczas analizy HPLC. Wybrano 5 szczepów: P. aeruginosa, B. diminuta, S. maltophilia, E. coli i L. acidophilus oraz 4 biopreparaty. Stwierdzono, że acyklowir nie jest podatny na rozkład biologiczny. Związek ten w czasie 240 godz. nie został zhydrolizowany przez żaden z badanych szczepów ani biopreparatów, natomiast hamował wzrost E. coli.


Prowadząc badania nad możliwością hydrolizy AZT stwierdzono, że szczepy: P. aeruginosa, E. coli i L. acidophilus oraz biopreparaty: Microbe-lift, Bio 7, Bio 7-1 nie spowodowały w czasie 240 godz., w warunkach tlenowych, żadnej zmiany w strukturze AZT.
Badając możliwość hydrolizy AZT przez B. diminuta i S. maltophilia otrzymano w podłożu reakcji niezidentyfikowany związek (Rys. 3). Związek ten zidentyfikowano za pomocą metod: NMR, spektrometrii masowej oraz IR i Ramana. Stwierdzono, że S. maltophilia hydroksyluje cząsteczkę AZT w miejscu 2’-pierścienia cukrowego i powstaje (z wydajnością ok. 95 % zidentyfikowanych produktów reakcji) 3’- azydo-3’deoksy-(-rybozylotymina (Schemat 1).
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Schemat 1. Biotransformacja AZT przez S. maltophilia
Przeprowadzone w niniejszej pracy doktorskiej badania wykazały, że wysoką aktywnością hydrolityczną wobec DNA charakteryzują się szczepy bakterii: B. diminuta i S. maltophilia oraz biopreparaty: Septifos, Bio 7 i Bio 7-1. Degradacja nukleotydów zależy od: rodzaju nukleotydu, jego stężenia oraz gatunku mikroorganizmu i jeżeli zachodzi, jej końcowymi produktami są zasady nukleinowe lub ich pochodne. Ponadto okazało się, że acyklowir nie jest podatny na rozkład biologiczny, natomiast AZT w obecności S. maltophilia i B. diminuta ulega hydroksylacji w miejscu 2’pierścienia deoksyrybozy.























































































    Rys. 1 Produkty degradacji DNA  po 20 dniach reakcji





Rys. 2. Przebieg hydrolizy dTMP przez S. maltophilia





Rys. 3 Sposób przereagowania AZT pod wpływem S. maltophilia
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