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Tematyka prezentowanej pracy doktorskiej obejmuje zagadnienia związane z badaniem oddziaływań pomiędzy różnymi grupami związków chemicznych a podwójną nicią kwasu deoksyrybonukleinowego (dsDNA). Przeprowadziłam szereg badań mających na celu optymalizację procedury wykorzystującej sitodrukowany bioczujnik DNA (między innymi wpływ stężenia i rodzaju kwasu nukleinowego na wysokości sygnałów utlenienia guaniny
i adeniny), a także przetestowałam różne rozmiary i typy elektrod, stosując popularny interkalator – błękit metylenowy (MB).
Przedmiotem mojego zainteresowania były zarówno próbki biologiczne (żółć ryb Gadus morhua), które testowałam na obecność związków toksycznych i substancji rakotwórczych, działające przeciwnowotworowo związki koordynacyjne platyny i tytanu, a także otrzymane w ramach prac badawczych na Wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Warszawie w Katedrze i Zakładzie Chemii Organicznej w laboratorium prof. Doroty Maciejewskiej analogi i pochodne znanych, skutecznych leków przeciwnowotworowych oraz chemioterapeutyków zwalczających zakażenia grzybem Pneumocystis carinii. 

Badania elektrod z sitodrukowaną elektrodą pracującą o powierzchni około 1 mm2 oraz układów trójelektrodowych z elektrodą pracującą o średnicy 3 i 5 mm wykazały, że najlepsze są układy o największej powierzchni pracującej. Otrzymane wyniki dla tych elektrod charakteryzowały się najwyższymi wartościami sygnałów utlenienia obu zasad nukleinowych, odchylenia standardowe były najmniejsze, oraz praktycznie nie było różnic pomiędzy testowanymi arkuszami, zawierającymi kilka zestawów elektrod, co jest bardzo pożądane ze względu na ilość elektrod używanych jednego dnia. Zatem w kolejnych badaniach polskie elektrody mają szansę zastąpić komercyjnie dostępne układy włoskie, które zostały wykorzystane do testowania próbek żółci oraz związków platyny, tytanu i pochodnych 3,3’-diindolilometanu oraz analogów pentamidyny i ich fragmentów.
Stężenie stosowanego dsDNA oraz jego rodzaj nie mają aż tak wielkiego znaczenia, jak się spodziewałam. Wysokości pików utlenienia guaniny i adeniny są porównywalne dla najbardziej powtarzalnych stężeń 20 i 40 ppm – powinny się one różnić dwukrotnie, jednak ze względu na możliwość wysycenia powierzchni elektrody materiałem genetycznym przy niższych stężeniach (co potwierdzają otrzymane wyniki) nie są. Zatem roztwór 20 ppm jest wystarczający do kolejnych eksperymentów, w których podstawą są polskie sitodrukowane układy trójelektrodowe, pochodzące z Instytutu Technologii Materiałów Elektronicznych w Warszawie.
Podczas testowania DNA pochodzącego z dwóch różnych źródeł zaobserwowałam niewielkie różnice w wysokościach sygnałów guaniny. Były one wyższe w przypadku dostępnego handlowo kwasu nukleinowego z grasicy cielęcej, co wytłumaczyłam między innymi pochodzeniem oraz stopniem oczyszczenia materiału genetycznego. Jest to szczególnie ważne dla ilości zasad nukleinowych dostępnych dla procesów redoks.
Elektrody sitodrukowane wykazały się skutecznością podczas badania próbek biologicznych (żółci rybiej). Nie udało mi się co prawda odróżnić próbek odniesienia od narażonych na zanieczyszczenie, jednak ze względu na nie do końca pewne pochodzenie próbek (znaczna migracja ryb) jest to zrozumiałe. Wykazałam natomiast istotne różnice pomiędzy żółcią pochodzącą od ryb, którym wstrzyknięto w grzbiet określone wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne (WWA), a także udowodniłam zasadność wykorzystania enzymu β-glukuronidazy.
Spośród związków koordynacyjnych zawierających platynę najsilniej z dsDNA łączy się Pt-izochinolina. Nieco niższe sygnały guaniny dla cisplatyny i innych pochodnych są najprawdopodobniej związane z różnym tempem i stopniem hydrolizy, niezbędnej do tworzenia wiązań kowalencyjnych z guaniną w DNA. Rodzaj rozpuszczalnika i stężenie jonów sodowych w roztworach ma także duże znaczenie, jeśli chodzi o oddziaływanie z DNA. Jest to bardzo istotne, gdyż stężenie jonów Na+ jest różne w płynach ustrojowych
i wewnątrz komórek. Może to zatem mieć wpływ na miejsce działania potencjalnego leku w żywym organizmie, a sitodrukowane bioczujniki DNA pomagają to miejsce ustalić.
Dichlorek tytanocenu jest związkiem bardzo silnie oddziałującym z materiałem genetycznym. Pochodna glicynowa prawie w ogóle nie wykazuje powinowactwa do kwasów nukleinowych, czego przyczyną może być obecność dużych ligandów glicynianowych w cząsteczce, które bardzo wolno hydrolizują. Proces wymiany ligandów na cząsteczki wody jest także istotny w przypadku związków Ti. Zbyt długi okres przechowywania wodnych roztworów jest niekorzystny, gdyż pochodne tytanu tracą swoje własności i nie łączą się już z kwasem nukleinowym.
W przypadku testowania 3,3’-diindolilometanu (DIM1) i jego pochodnych bardzo ważną rolę odgrywają podstawniki w pozycji 5 i 5’ pierścieni indolowych oraz występowanie efektów indukcyjnego (związanego z elektroujemnością atomu podstawnika, bezpośrednio przyłączonego do pierścienia) i rezonansowego (związanego ze sprzęganiem się wolnych par elektronowych podstawnika z elektronami π pierścienia aromatycznego) z nimi związanych.

Związkiem charakteryzującym się największym powinowactwem do podwójnej helisy jest pochodna z podstawnikami –NO2 (występuje tu bardzo silny ujemny efekt rezonansowy, wskutek czego podstawnik wyciąga elektrony z pierścienia indolowego). Związek z ugrupowaniami –Br (w tym przypadku bardzo silny dodatni efekt rezonansowy przewyższa ujemny efekt indukcyjny i podstawnik de facto staje się donorem par elektronowych) nieco słabiej łączy się z DNA, niż substancja odniesienia DIM1 o udokumentowanej skuteczności przeciwnowotworowej. Zatem dużo korzystniejsze (z punktu widzenia oddziaływania z podwójną helisą DNA) jest wprowadzanie do struktury DIM podstawników wyciągających elektrony z pierścienia aromatycznego, czego konsekwencją jest wzrost powinowactwa związku do kwasu nukleinowego, co wykazały badania z użyciem sitodrukowanych bioczujników DNA.
Podczas testowania pentamidyny (PN) i jej analogów okazało się, że żaden z badanych związków nie zwiększa tak silnie sygnałów utlenienia guaniny i adeniny jak sam związek odniesienia PN. Mając do dyspozycji grupę związków różniących się niewielkimi fragmentami molekuły, spróbowałam powiązać strukturę badanych substancji z potencjalną aktywnością biologiczną.

Testując bliskie analogi pentamidyny (związki PN1 i PN2) oraz dihydrat
4-hydroksybenzamidyny (MA), wywnioskowałam, że pojedyncza grupa amidynowa nie jest wystarczająca do silnego oddziaływania z DNA - związek MA nie wykazał praktycznie żadnej interakcji z kwasem nukleinowym. Dodatkowo bliskie analogi PN1 i PN2, różniące się jedynie obecnością atomu tlenu w środku cząsteczki (PN1 i PN2) i terminalnym podstawnikiem alkilowym (PN2), wykazały słabsze (PN1) lub dużo słabsze (PN2) powinowactwo do podwójnej helisy, zbadane za pomocą czujników DNA.
Porównując natomiast obecność pierścienia heterocyklicznego we fragmentach analogów pentamidyny jednoznacznie stwierdziłam, że 1,3,5-triazyna (N3), posiadająca większą gęstość chmury elektronowej, niż 1,2-diazyna (N2), ułatwia przeskoki elektronowe na nici DNA, dając wyższe piki utlenienia zasad purynowych, niż ślepa próba, w odróżnieniu od pochodnej N2.
Przeprowadzone eksperymenty wykazały, iż bioczujniki DNA można z powodzeniem zastosować do analizy zarówno próbek biologicznych, jak i testowania potencjalnych nowych leków bądź związków kancerogennych. Oszacowany stopień oddziaływania z DNA może posłużyć jako cenna wskazówka, przydatna do dalszych badań i charakterystyki substancji lub próbki.
Badania elektrochemiczne przy użyciu między innymi sitodrukowanych bioczujników DNA dostarczają dodatkowych informacji o własnościach potencjalnego leku, dotyczących jego wpływu na reakcje redoks zachodzące w łańcuchu kwasu deoksyrybonukleinowego. Najbardziej wartościowe jest oczywiście zdobycie dużej ilości obserwacji, dotyczących różnego rodzaju oddziaływań testowanych związków z materiałem genetycznym, jak badania biologiczne z użyciem chorobotwórczych patogenów lub hodowanych in vitro tkanek nowotworowych, obserwacje wiązań z białkami stabilizującymi DNA, interakcje z enzymami itp. Wtedy też można porównać otrzymane wyniki i próbować odkryć korelacje pomiędzy strukturą oddziałującego związku, a jego własnościami elektrochemicznymi
i skutecznością leczniczą in vitro. Dopiero taki pełny obraz umożliwia dalsze badania kliniczne przetestowanej substancji oraz planowanie ewentualnej syntezy kolejnych związków. Niestety wiele badań tego typu jest bardzo kosztownych i czasochłonnych, dlatego też sitodrukowane bioczujniki DNA można wykorzystać jako tzw. metodę przesiewową, oszacowującą powinowactwo związków do DNA. Dopiero wtedy substancje, które wykażą się tworzeniem połączeń z materiałem genetycznym mogą być poddane innym, droższym
i dokładniejszym testom.
