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ABSTRACT

For a number of years, the DNA interactions with various compounds have been a
subject of research at the Laboratory of Electroanalytical Chemistry. Plasmids and
chromosomal DNAs have been used to investigate and distinguish between the DNA
interactions with intercalators, newly synthesized potential anticancer drugs and
antioxidants. So far, plasmids have been rarely used in electrochemical experiments
and therefore their use can be considered a novelty in our investigations, realized in
collaboration with the Molecular Biology Laboratory at the Faculty of Biology of the
University of Warsaw. New potential anticancer drugs have been synthesized at the
Institute of Organic Industrial Chemistry and tested on cancer cell lines at the
Pharmacy Department of the Warsaw Medical University. The methodology of
DNA-drugs investigations has been tested with the use of a typical DNA intercalator,
Methylene Blue, and resulted in the sequential use of four electrochemical methods,
i.e. SW, DP, AC 0° i AC 90° to assess redox properties and capacity/resistance
changes of the electrode layers formed. Such complex electroanalytical methodology
allowed for distinguishing between the anticancer properties of two seemingly
similar compounds, IPBD and CI-IPBD, which differed only by one substituent. The
comparison of these electrochemical results with biological testing (on cancer cell
lines) these prospective anticancer drugs, showed good correlation of the two
different methods used, in prediction of anticancer properties of new drugs. Thus, it
has been shown that the combination of electroanalytical methods can be successfully
used for preliminary testing of anticancer drugs, before further confirming their use
by complex and time consuming biological methods. It should be noted that the
interactions of plasmids with the antioxidants such as: riboflavin (Rb, Wit.B2),
Witamin C and Rutin (RU), used in this work and tested by electroanalytical methods,
showed contrasting results to the ones obtained for anticancer drugs.

Keywords: DNA, plasmids, Methylene Blue, anticancer compounds, antioxidants
Stowa  kluczowe: = DNA,  plazmidy, bigkit metylenowy,  zwiazki

przeciwnowotworowe, antyoksydanty
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DNA
BM
Rb
RU
SwWv

DPV

ACV

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— kwas deoksyrybonukleinowy

— bi¢kit metylenowy

—ryboflawina, witamina B2

—rutyna

— woltametria fali prostokatnej (ang. Square Wave
Voltammetry)

— woltametria pulsowa roéznicowa (ang. Differential Pulse
Voltammetry)

— woltametria zmiennopradowa (ang. Alternating Current
Voltammetry)
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WPROWADZENIE

Juz od lat 60-tych XX wieku znane sg elektrochemiczne pomiary reakcji redoks
zasad kwasoéw nukleinowych, zapoczatkowane i kontynuowane w pracowni prof. Palecka
[1-4], oraz w pracowni prof. Oliviera-Brett, na elektrodach rtgciowych [5], a pdzniej
weglowych [6] i zlotych, w pracowni prof. Ferapontovej [7-9]. Okazalo si¢, ze kwasy
nukleinowe s3 elektroaktywne, ale reakcje redoks =zasad nukleinowych sa
skomplikowane, wieloetapowe, wolne [10,11], a zatem w sensie elektrochemicznym
nicodwracalne, czyli mozna obserwowac albo redukcje na elektrodach rteciowych, albo
utlenienie na elektrodach statych - weglowych lub zlotych. Zatem kwasy nukleinowe,
cho¢ elektroaktywne, sg trudne do identyfikacji elektrochemicznej. Jednakze utlenianie
zasad kwasow nukleinowych dopiero przy wysokich, dodatnich potencjatach
elektrodowych ma tez swoje dobre strony, a mianowicie ulatwia monitorowanie
oddziatywania kwaséw nukleinowych, DNA, a w szczego6lnosci plazmidéw, z innymi
elektroaktywnymi substancjami, jak na przyktad ze zwigzkami przeciwnowotworowymi,
czy antyoksydantami.

W Zaktadzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, a szczegdlnie w Pracowni
Elektroanalizy Chemicznej, efektywno$¢ badan na statych elektrodach weglowych
zawdzigczamy Profesorowi Zbigniewowi Galusowi nie tylko jako studenci, doktoranci i
pracownicy biegli w metodach elektroanalitycznych stosowanych w kinetyce
elektrodowej, ale takze dzigki pionierskiej pracy Pana Profesora na poczatku lat 80. XX
wieku [12] na temat zastosowania elektrod grafitowych z pasty weglowej do badan
elektrochemicznych.

1. ORGANIZACJA BADAN DNA W
ZAKELADZIE CHEMI NIEORGANICZNEJ I ANALITYCZNEJ

WYDZIALU CHEMII UW

1.1. WSPOPRACA Z INNYMI OSRODKAMI

Elektrochemiczne badania plazmidowego 1 chromosomalnego DNA
przedstawione w tej pracy prowadzone byly w Zakladzie Chemii Nieorganicznej i
Analitycznej Wydziatu Chemii UW we wspolpracy z Zakladem Biologii Molekularne;j
Wydziatlu Biologii UW (otrzymywanie plazmidow) oraz Instytutem Przemyshu
Organicznego w Warszawie i Uniwersytetem Przyrodniczym w Lublinie (projektowanie
i synteza nowych potencjalnych zwiazkow przeciwnowotworowych) oraz Wydziatem
Farmacji Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (badania efektywnosci dziatania
zwiazkow przeciwnowotworowych na rakowych liniach komoérkowych). Tak rozlegta,
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wieloletnia wspolpraca miedzy kilkoma uczelniami poczawszy od roku 2006 byta
mozliwa dzigki poparciu i przy czynnym udziale profesorow kierujacych poszczegolnymi
Zaktadami.

Pan Profesor Zbigniew Galus przez wiele lat kierowal Zaktadem Chemii
Nieorganicznej i Analitycznej Wydziatu Chemii UW, w tym Pracownia Elektroanalizy
Chemicznej, uczac nas podstaw metod elektroanalitycznych i kinetyki elektrodowe;.
Pozniej funkcje t¢ przejal Profesor Pawel Kulesza, ktory aktywnie uczestniczyt w
naszych badaniach, a nawet prezentowal na konferencjach wyniki badan autoréw tego
tekstu. Zrozumienie biologii plazmidow zawdzigczamy Profesorowi Zbigniewowi
Staroniowi, ktory kierowal Zakladem Biologii Molekularnej Wydziatu Biologii UW, oraz
wspolpracujacej z nami dr Agnieszce Girstun, ktéra nawet obecnie czynnie uczestniczy
w naszych badaniach nad plazmidami. Natomiast bliski kontakt z Profesorem Andrzejem
Niewiadomym i dr Monika Karpinskg zaowocowat trafnym wyborem do badan
elektrochemicznych kilku potencjalnych zwigzkéw przeciwnowotworowych przez nich
zaprojektowanych 1 zsyntetyzowanych. Wspoélpraca ta jest nadal kontynuowana.
Natomiast $cista wspotpraca z dr Anita Kosmider (Wydziat Farmacji Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego, WUM) pozwolita na zaprojektowanie badan na rakowych
liniach komoérkowych w celu okreslenia oddzialywan nowych, potencjalnych zwigzkow
przeciwnowotworowych w sposob, ktory byt skorelowany z warunkami badan
elektrochemicznych.

1.2. WSPOLPRACA MIEDZY PRACOWNIAMI

W Zaktadzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej kierowanej przez Profesora
Zbigniewa Galusa, badania DNA zostaly zapoczatkowane w Pracowni Teoretycznych
Podstaw Chemii Analitycznej przez Profesor Magdalene Maj-Zurawska juz od ok. 2001
roku we wspotpracy ze znanym badaczem DNA prof. Mascini [13]. Znaczacy wktad do
badan nad utlenianiem DNA i oddziatywan z lekami przeciwnowotworowymi
zawdzieczamy doktorantce (obecnie dr) Iwonie Szpakowskiej, ktora oprocz badan
elektrochemicznych pod kierunkiem prof. Maj-Zurawskiej zajmowala sie synteza
nowych zwigzkéw przeciwnowotworowych pod kierunkiem prof. Maciejewskiej na
Wydziale Farmacji Akademii Medycznej w Warszawie. Badania DNA i krotkich
fragmentow  oligonukleotydow prowadzone byly gltownie na elektrodach
sitodrukowanych (z pasty weglowej), stosowanych przez prof. Maj-Zurawska [14] i s3
obecne nadal kontynuowane przez dr Hanng Elzanowska z zastosowaniem elektrod
weglowych z wegla szklistego (ang. Glassy carbon, GC) 1 plazmidowego, oraz
chromosomalnego DNA, w Pracowni Elektroanalizy Chemicznej, przez wiele lat kiero-



950 H. ELZANOWSKA, B. KEPSKA-TATAR

wang przez Profesora Zbigniewa Galusa, a obecnie przez Profesora Pawta Kulesze pod
nazwa Pracownia Elektroanalizy i Elektrokatalizy Chemiczne;j.

1.3. BADANIA DNA W PRACOWNI ELEKREOANALIZY
I ELEKTROKATALIZY CHEMICZNEJ

Dr Hanna Elzanowska, majac juz doswiadczenie w pracach nad
oligonukleotydami (krotkimi fragmentami DNA o znanej sekwencji zasad nukleinowych,
poly[d(G-C)] i poly[d(G-m>C)] w obecnosci jondw metali przejsciowych Ni(II) i Mn(1I)
[15,16], w pracach nad biosensorem glukozowym [17], elektroredukcja flawin [18] i
przeciwbakteryjnym dziataniem H,O> i jonéw Cu [19], od 2006 roku prowadzita badania
w Pracowni Elektroanalizy Chemicznej nad opracowaniem sensora DNA. Poczatkowo
testowane bylo tworzenie cienkich warstw elektrodowych (plazmidow i
chromosomalnego DNA) poprzez oddzialywania z Bigkitem Metylenowym (BM,
znanym interkalatorem DNA), dodatkowo badajac mozliwosci wprowadzenia
metalicznego Pd do DNA. Istotne dalsze badania prowadzone byly z
nowosyntetyzowanymi, potencjalnymi  zwigzkami  przeciwnowotworowymi i
antyoksydantami, a takze wstgpne badania oddziatywania plazmidoéw ze zwigzkami
przeciwbakteryjnymi i przeciwwirusowymi.

Prace eksperymentalne od 2006r. wykonywane byty przez magistrantki: Blanke
Kepska [20] - tworzenie cienkich plazmidowych warstw elektrodowych, oraz Agnieszke
Gniazdowska [21], Eweling Krawczyk [22] i Agnieszke Ogorek [23] - porownanie
warstw utworzonych z plazmidami superhelikalnymi i liniowymi, oraz oddzialywania z
btekitem metylenowym (BM, interkalatorem DNA), rutyna (antyoksydantem) i
ryboflawing (witaming B2).

Nastepnie badania byly kontynuowane przez magistrantki: Ann¢ Banasiak [24]
i Dominike Janiszek [25] - oddziatywania ze zwigzkami przeciwnowotworowymi, oraz
Katarzyne Michalska [26] - tworzenie Z-DNA. Dominika Janiszek, juz jako doktorantka
[27] dalej kontynuowata prace rozpoczete w pracy magisterskiej nad oddzialywaniem
DNA ze zwiazkami przeciwnowotworowymi i antyoksydantami (witaming C), a takze
wykonata pionierskie badania oddziatywan DNA ze zwigzkami antybakteryjnymi i
antywirusowymi. Ponadto wykonata tez badania spektroskopowe, w tym dichroizmu
kotowego, w celu okreslenia zmian skrgcalnosci plazmidow na skutek oddziatywan ze
zwigzkami przeciwnowotworowymi i pentamidyna, oraz czynnie uczestniczyla w
monitorowaniu badan efektow przeciwnowotworowych na komorkach rakowych.
Prowadzila takze wstgpne badania oddziatywania plazmidéw ze zwigzkami
przeciwbakteryjnymi i przeciwwirusowymi.

Waznym nowym elementem prac dr Elzanowskiej i wspotpracownikow,
poczawszy od 2006r., bylo zastosowanie plazmidowego DNA (plazmidow), za namowg
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Blanki Kepskiej, zafascynowana tworzeniem i stosowaniem plazmidoéw w trakcie swojej
praktyki zawodowej w 2005r. na Wydziale Biologii UW, w Zaktadzie Biologii
Molekularnej, kierowanej przez prof. Zbigniewa Staronia, a pod opieka dr Agnieszki
Girstun, z ktora, razem z obecnie juz dr Blanka Kepska-Tatar, jestesmy nadal w kontakcie
i planujemy dalsze wspdlne badania. Dr Kepska-Tatar ma obecnie status Badacza
Afiliowanego przy Wydziale Chemii UW.

Plazmidy byty sukcesywnie otrzymywane przez kolejne studentki na Wydziale
Biologii pod kierunkiem dr Agnieszki Girstun. Efektem tych prac jest 16 zgloszen na
konferencje, w tym dwanas$cie posterow [28-32, 34, 37-39, 43,44], cztery prezentacje [33,
35, 36, 40] i pi¢¢ publikacji [14, 42, 45, 46, 47], a dalsze sa w przygotowaniu.

2. PLAZMIDY: STRUKTURA I ZASTOSOWANIE W BIOLOGII
MOLEKULARNEJ

W odroznieniu od chromosomalnego DNA, powszechnie znanej
dwuniciowej spiralnej struktury DNA, plazmidy [27, 48, 49] wystepuja jako
struktury koliste, réwniez tzw. superhelikalne (koliste, dodatkowo skrgcone), a po
przecigciu podwdjnej nici, jako dwuniciowe liniowe.

W komorkach bakteryjnych, oraz u niektorych eukariotéw, plazmidy
znajduja si¢ glownie jako koliste struktury DNA zdolne do replikacji niezaleznej od
chromosomalnego DNA gospodarza [27]. Chociaz najczg$ciej wystepuja w postaci
czasteczek superhelikalnych, mozliwe jest izolowanie plazmidéw o strukturze
zrelaksowanej (kolistej lub liniowej), poprzez odpowiednia manipulacje
enzymatyczng przy uzyciu odpowiednich stezen enzymoéw restrykcyjnych
(Podrozdziat 4.1).

Plazmidowy DNA mozna wyhodowa¢ z hodowli bakteryjnych, (tak, jak to
zostalo opisane w Podrozdziale 4.1). Dzigki obecnosci genow kodujacych
odpowiednie biatka, plazmidy zmieniaja odpowiedz komorki. Plazmidy decyduja
réwniez o odpornosci na dany zwiazek, co jest uzyteczne miedzy innymi w badaniach
eksperymentalnych nad procesami bakteryjnymi. Plazmidy moga zawiera¢ geny
warunkujace odpornos¢ na antybiotyki, tolerancj¢ na metale toksyczne, produkcje
toksyn oraz syntezg enzymow [27].

Komorki bakteryjne mogg nadal funkcjonowaé poprawnie nawet bez
plazmidéw, poniewaz geny kluczowe dla podstawowych funkcji zyciowych bakterii
znajduja si¢ w DNA chromosomalnym [27, 48, 49]. Plazmidy stanowia dodatkowe
zrédlo informacji genetycznej dla komorki bakteryjnej. Mimo ze, plazmidy przecho-
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wuja informacj¢ genetyczng, nie sa one integralng czescig genetycznej struktury
komorki, ani nie sg niezbedne do jej wzrostu i podziatu w standardowych warunkach.
Plazmidy zazwyczaj zawieraja od 5 do 100 genow, ktéore w standardowych
warunkach $rodowiskowych nie maja kluczowego znaczenia dla przetrwania
bakterii. Niemniej jednak, w okreslonych warunkach, te czasteczki DNA moga
przynosi¢ korzysci, wspierajac przetrwanie i wzrost komorek.

Plazmidowe DNA uzywane jest w biologii molekularnej w réznorodnych
aplikacjach ze wzglgdu na swoje unikalne wlasciwosci i tatwos¢ manipulacji [27, 48,
49]. Stuzy ono jako wektor do klonowania genow, umozliwia ekspresj¢ gendw,
produkcj¢ bialek rekombinowanych, tworzenie mutantdw genetycznych oraz
sekwencjonowanie DNA. Jest rowniez uzywane do badania struktury i regulacji
genow. Te zastosowania plazmidowego DNA w biologii molekularnej stanowig
kluczowa czg$¢ narzedzi i technik uzywanych do badania struktury, funkcji i
regulacji gené6w oraz manipulacji nimi w réznych organizmach.

W pracach laboratoryjnych czesto stosowane sg plazmidy pUC19 i pGEX-
4T-2 w dwoch formach: superhelikalnej (sc) i liniowej (lin). Litery w nazwach
plazmidéw informujg np. o odkrywcach tych plazmidow, albo o instytucjach, w
ktorych byly przygotowane, a numery oznaczajg poszczeg6lne typy plazmidow w
ramach tej samej grupy.

3. ZASTOSOWANIE PLAZMIDOW W ELEKTROCHEMII

Na temat wlasciwosci elektrochemicznych plazmidowego DNA wiadomo
niewiele w  porownaniu z opisem  wlasciwoéci  elektrochemicznych
chromosomalnego DNA [4]. Jednak juz w koncu lat 50. i na poczatku 60. w
laboratorium prof. Palecka [50-52], zauwazono, ze superhelikalne, koliste i liniowe
formy plazmidéw mozna rozrézni¢ badajac zmiany pojemnosci elektrody rteciowej
na skutek adsorpcji plazmidéw i monitorujac redukcje zasad nukleinowych.

Dopiero zastosowanie elektrod statych, z pasty weglowej lub pirolitycznego
grafitu, pozwolilo na detekcj¢ utleniania zasad nukleinowych, guaniny (G) i adeniny
(A) [53]. W ten sposob otwarta zostata droga do zastosowania badan plazmidéw w
elektrochemii, zarowno jako zmian pojemnosci elektrody, jak i utleniania zasad
nukleinowych. Ciagle jednak pozostat problem elektrochemicznej detekcji zasad
nukleinowych, szczegdlnie w superhelikalnych formach plazmidéw, ze wzgledu na
utrudniony dostep elektronéw do zasad nukleinowych w tych skomplikowanych
strukturach.
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Jednym z powoddw stosunkowo matego zainteresowania plazmidami w
badaniach elektrochemicznych, a szczegélnie w badaniach utleniania zasad
nukleinowych: guaniny (G), adeniny (A), cytozyny (C) i tyminy (T) jest fakt, ze
utlenianie tych zasad w plazmidach w poréwnaniu z chromosomalnym DNA
przebiega przy tak wysokich dodatnich potencjatach, ze trudno je odr6zni¢ od pradow
zwigzanych z rozkladem elektrolitu. W tego typu pomiarach pomocne sg elektrody
sitodrukowane i zastosowanie korekcji pradow w poréwnaniu z pomiarem w
roztworze bez dodatku DNA, stosowane przez prof. Maj-Zurawska i
wspotpracownikéw [13, 14].

Utlenianie zasad nukleinowych jest najtatwiejsze, tzn. procesy utlenienia
zasad nukleinowych przebiegaja przy najmniej dodatnich potencjatach, dla samych
zasad, nastgpnie dla nukleozydow i nukleotydow [5,6] i dalej dla krotkich
fragmentéw podwojnej nici DNA, ale juz trudniejsze, cho¢ ciagle zauwazalne dla
podwdjnej nici chromosomalnego DNA [3].

Terminy ,}atwiejsze, trudniejsze utlenianie” sa potocznie uzywane jako
uproszczenie w przypadku kwasow nukleinowych i ich sktadowych. Jak to zostato
wyjasnione w poczatkowej czesci tej pracy (we WPROWADZENIU), te sygnaty
redoks odzwierciedlaja redukcje lub utlenienie zasad nukleinowych. Reakcje sa
nieodwracalne w sensie kinetyki elektrodowej, czyli w przypadku opisywanych
proces6w adsorpcyjnych, potencjaly redukcji i utlenienia zasad nukleinowych nie sg
zblizone, lecz r16znig si¢ znacznie migdzy sobg. Skrajnym przyktadem
nieodwracalnych procesow adsorpcyjnych sg reakcje redoks zasad nukleinowych
obserwowane tylko jako redukcja (na elektrodach rteciowych) albo utlenienie (na
elektrodach statych).

Potencjaty utlenienia zasad nukleinowych na elektrodzie z pasty weglowej
[24] r6znia si¢ znacznie dla zasad i monofosforanow nukleotydow w buforze
octanowym o pH 4.7 . Dla zasad - guaniny (G) i adeniny (A) wynosza odpowiednio
ok. 0.6 Vi0.9 V vs. AgCl, a dla monofosforanow mononukleotydow GMP i AMP
odpowiednio ok. 0.9 V i 1.2 V vs. AgCl. Sygnaly te zostaly zarejestrowane przy
uzyciu woltametrii fali prostokatnej (ang. Square Wave Voltammetry, SWV) i
uzywajac dodatkowo korekty pozwalajagcej na odejmowaniu pradéw elektrolitu
podstawowego, znacznych przy potencjatach powyzej 1.0 V. Ponadto konieczne
byto zastosowanie mikromolowych stgzen (uM) =zasad i fosforanéw
mononukleotydéw. W chromosomalnym (helikalnym) DNA utlenianie guaniny
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1 adeniny jest obserwowane przy jeszcze bardziej dodatnich potencjatach: guaniny
przy ok. 1.1 V i adeniny przy ok. 1.3 V [20].

Te réznice w potencjalach utleniania guaniny i adeniny w zaleznoéci od
umiejscowienia zasady w kolejnych ztozonych strukturach sugeruja, ze w strukturach
plazmidow - liniowych, a tym bardziej superhelikalnych - utlenianie zasad
nukleinowych moze by¢ jeszcze bardziej utrudnione. Prawdopodobnie jest to wazny
powod niewielkiego zastosowania plazmidow w badaniach elektrochemicznych.

Tymczasem mozna sobie wyobrazié, ze wlasnie ten fakt moze by¢ uzyteczny
przy tworzeniu plazmidowych warstw elektrodowych i rozréznienieniu migdzy
plazmidami liniowymi i superhelikalnymi. Utrudniona detekcja sygnalow utlenienia
zasad nukleinowych w plazmidach moze by¢ takze uzyteczna przy badaniu
oddzialywan plazmidowego DNA z r6éznymi typami elektroaktywnych zwigzkow i
to w dwojaki sposob. Sygnaly redoks tych zwigzkdéw niezaburzone utlenianiem zasad
nukleinowych beda tatwo zauwazalne. Ponadto pojawienie si¢ sygnatow zasad
nukleinowych na skutek oddziatywan z pewnymi zwiazkami be¢dzie §wiadczylo o
zaburzeniu struktury plazmidowego DNA i bedzie latwiej zauwazalne niz w
przypadku chromosomalnego DNA. Poza tym, nie tylko utlenianie zasad
nukleinowych, ale detekcja zmian pojemnos$ci i oporu warstwy DNA moze by¢
monitorowana przy zastosowaniu woltametrii zmiennopradowej (ang. Alternating
Current Voltammetry, ACV), szczegblnie w przypadku plazmidéw superhelikalnych.

Takie ideee przyswiecaly naszym badaniom z udziatem plazmidow i
zwigzkow interkalujgcych w DNA, jak np. bigkit metylenowy (BM), oraz zwigzkow
przeciwnowotworowych czy antyoksydantdw o nieznanym sposobie laczenia si¢ z
DNA.

4. ELEKTROCHEMICZNE BADANIA PLAZMIDOW W PRACOWNI
ELEKTROANALIZY CHEMICZNEJ ZAKELADU CHEMII
NIEORGANICZNEJ I ANALITYCZNEJ WYDZIALU CHEMII UW

W tym krétkim artykule przedstawiamy najwazniejsze wyniki doswiadczen
elektrochemicznych prowadzonych w Pracowni Elektroanalizy Chemicznej nad
oddziatywaniem DNA, glownie plazmidéw, ale tez, dla poréwnania
chromosomalnego DNA, z r6znego typu zwigzkami: bigkitem metylenowym (BM),
znanym interkalatorem DNA, uzytym do testowania ukladu plazmidowego,
nowozsyntetyzowanymi potencjalnymi zwigzkami przeciwnowotworowymi i ich
wspotdziatania z antyoksydantami, a takze wstgpne wyniki dla zwigzkoéw
przeciwbakteryjnych 1 przeciwwirusowych. Przyktadowe wyniki badan zostaty
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wybrane z prac magisterskich [20-26] i pracy doktorskiej [27], wykonanych w
Pracowni, prezentowanych na konferencjach [28-40, 43,44] i opublikowanych [14,
42, 45-47].

4.1. TWORZENIE STABILNYCH, ODTWARZALNYCH CIENKICH WARSTW
DNA, SZCZEGOLNIE PLAZMIDOW

Pierwszym etapem elektrochemicznych badan DNA bylo opracowanie
odpowiednich warunkow eksperymentalnych. Szczegdlnie w przypadku plazmidow,
okazato si¢ to trudne i czasochlonne. Stosowane czesto w pomiarach adsorpcyjnych
nakraplanie substancji bezposrednio na elektrode, okazalo si¢ nieefektywne,
poniewaz, jak mozna bylo zauwazy¢ w pionierskich pomiarach AFM Blanki
Kepskiej [20], pokrycie elektrod bylo nierbwnomierne i zbyt duze, cho¢ wyraznie
wida¢ byto koliste plazmidy zaadsorbowane np. na elektrodzie zlotej. Ponadto, juz w
trakcie poczatkowych pomiarow magistrantki Blanki Kepskiej, okazato sie, ze
plazmidy wyjatkowo silnie adsorbujg sie nie tylko na elektrodach pracujacych, ale
tez na elektrodzie odniesienia i pomocniczej, a takze na Sciankach naczynka. Nawet
typowe, wielogodzinne oczyszczanie w stezonych kwasach okazato sie
niewystarczajace 1 konieczne okazato si¢ dodatkowe, czasem wielokrotne
czyszczenie calego uktadu w ptuczce ultradzwigkowej, az do zaniku sygnalu DNA.
Procedura ta byta stosowana przed kazdym pomiarem z udziatem DNA, zaréwno
plazmidowego, jak i chromosomalnego.

W dalszych pomiarach opisanych w pracy magisterskiej dr. Blanki Kepskiej
[20] okazato sig, ze w podobny sposdb mozna tworzy¢ stabilne warstwy elektrodowe
na elektrodach z wegla szklistego (ang. Glassy Carbon, GC), cho¢ dodatkowa
trudno$¢ sprawiato czasochtonne czyszczenie samej elektrody przez szlifowanie,
przed oczyszczaniem w pluczce ultradzwigkowej. Pdzniejsze precyzyjne pomiary
AFM wykonane przez prof. Stawomira S¢ka na Wydziale Chemii UW i
zamieszczone w pracy doktorskiej dr Dominiki Janiszek [27], a takze w publikacjach
[14, 42, 45-47] i zgloszeniach na konferencje [28-40, 43, 44] pokazaly regularne
utozenie plazmidow na elektrodzie z wegla szklistego (ang. Glassy Carbon, GC).
Mozna byto takze rozrézni¢ forme kolista superhelikalna (sc) i forme liniowa (lin),
okreslang takze jako forma zrelaksowana albo strawiona plazmidéw pUC19 i pGEX-
4T-2.

Te formy plazmidow byty przygotowywane na Wydziale Biologii UW (pod
kierunkiem dr Agnieszki Girstun) przez kolejne studentki Wydziatu Chemii UW w
iloSciach wymaganych do pomiardéw elektrochemicznych. Uzywane byly
standardowe metody przygotowania i oczyszczania plazmidéw. Plazmidy superheli-
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kalne scpUC19 i scpGEX-4T-2 byly namnazane, izolowane i oczyszczane przy
uzyciu bakterii Escherica coli (XII Blue MRF*) 1 GeneMATRIX Plasmid Miniprep
DNA Purification Kit from Eurs, Poland. Formy liniowe plazmidéw (lin)
otrzymywane byly z form superhelikalnych przy uzyciu enzymu restrykcyjnego w
temp 37 °C, i w buforze producenta (Fermentas). Nastepnie mieszanine reakcyjng
rozdzielano przy uzyciu 1 % zelu agarazowego, traktowanego bromkiem etydyny.
Liniowy fragment plazmidu byl izolowany i dalej oczyszczany przy uzyciu
GeneMATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit (Eurs, Poland)

Aby otrzymaé¢ powtarzalne wyniki do$wiadczen, konieczne bylo tez
obnizenie stosowanych stezen plazmidéw i chromosomalnego DNA w naczynku
pomiarowym przynajmniej do warto$ci rzedu pg/ml lub nizszych, w odréznieniu od
zwykle stosowanych ilosci pg/ml. Ten sposéb tworzenia plazmidowej warstwy
elektrodowej wymagat zatem kilku godzin powolnej adsorpcji z roztworu, az do
stabilizacji uktadu. Dopiero wtedy mozna bylo dodawa¢ do roztworu niewielkie
ilosci substancji oddziatywujacej z plazmidowym DNA rzedu pg/ml.

Blanka Kepska, w poczatkowej fazie swojej pracy magisterskiej [20]
stosowata elektrody zlote (elektrody szklane z napylonym zlotem), ale dopiero
pomiary wykonane z uzyciem elektrody z wegla szklistego (GC) [20] dobrze
rokowaly jako elektrody pracujace.

1-0.5ul plazmidowego DNA
2- 1ul plazmidowego DNA
3-1.5ul plazmidowego DNA
L 4 2ul plazmidowego DNA

A em

OP)

05 0,0 05 10 15
E/Vvs. SCE

Rys.1 z [20]. Krzywe zarejestrowane dla pulsowej woltametrii roéznicowej (DPV) w
zalezno$ci od ilosci plazmidowego DNA zaadsorbowanego na elektrodzie
weglowej (Glassy Carbon, GC) o powierzchni 0,07cm?, w buforze octanowym
(stezenie 0,25M, pH=4,7-4.8), krzywe: 1) 1,3 pg plazmidowego DNA, 2) 2,7
pg plazmidowego DNA, 3) 4 pg plazmidowego DNA, 4) 5,4 plazmidowego
DNA (superhelikalnego pUC19) nakroplonego bezposrednio na elektrodg
(0,5ul=1,3 pg, 1u=2,7 pg, 1,5ul=4, 2ul=5,4 pg).
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Fig. 1 from [20]. Pulse voltammetric curves (DPV) for plasmid DNA adsorbed on carbon
electrode (Glassy Carbon, GC), 0.07 cm? area, in acetate buffer (concentration
0.25 M, pH 4.7-4,8), curves: 1) 1,3 pg plasmid DNA, curve 2) 2,7 pg plasmid
DNA, curve 3) 4 pg plasmid DNA, curve 4) 5,4 pg plasmid DNA (superhelical
pUC19) placed on the electrode (0,5ul=1,3 pg, 1u1=2,7 pg, 1,5ul=4, 2pl=5,4
pg)-

Krzywe 1-4 na Rys. 1, nie byly jednak proporcjonalne do ilosci DNA
nakroplonych na elektrodg GC. Wobec tego w dalszych pomiarach stosowane byto
osadzanie plazmidow na elektrodzie GC (0.7 cm?) poprzez dlugotrwala akumulacje
z roztworu zawierajacego 20 pg/ml (pikogramow/ml). Dopiero wtedy mozna byto
otrzymywac powtarzalne wyniki pomiarow.

4.2. STOSOWANE METODY ELEKTROANALITYCZNE

(SWV, DPV, ACV 0°i ACV 90"

Detekcja tworzenia cienkiej, ale stabilnej warstwy elektrodowej DNA jest
utrudniona w przypadku plazmidéw, poniewaz, w porownaniu z chromosomalnym
DNA, sygnaly utlenienia zasad nukleinowych plazmidow na elektrodzie z wegla
szklistego (GC) sa jeszcze mniej zauwazalne niz dla chromosomalnego DNA, nawet
przy zastosowaniu tak czulych metod elekroanalitycznych jak woltametria fali
prostokatnej SWV (ang. Square Wave Voltammetry) czy woltametria pulsowa
roznicowa DPV (ang. Differential Pulse Voltammetry). Dlatego przydatne sa
rowniez inne metody, np. metody zmiennopradowe ACV (ang. Alternating Current
Voltammetry), ktore pozwalaja na detekcj¢ zmian pojemnos$ci i oporu warstwy
elektrodowej. W badaniach DNA, zar6wno przy akumulacji DNA na elektrodzie GC,
jak 1 w badaniach oddziatywania réznego typu zwigzkow z DNA (tych
elektroaktywnych, jak i nieaktywnych), we wszystkich pomiarach stosowane byly
cztery wymienione metody: SWV, DPV i ACV 0° oraz ACV 90°. Pomiary byty
wykonywane zawsze w tej samej kolejnosci i w odstepach 20 minutowych.

Rysunek 2 przedstawia pomiary wykonane przez pierwsza z magistrantek
zajmujacych si¢ elektrochemia plazmidéow, Blankg Kepska, stosujac elektrode z
wegla szklistego (GC), po jej uprzednim dhugotrwatym oczyszczaniu z DNA, oraz
stosujac dlugotrwatg akumulacje z roztworow o niskim st¢zeniu plazmidow, rzedu
pg/ml. Taki uktad pomiarowy, stosowany nastepnie przez kolejne studentki, pozwolit
na otrzymywanie powtarzalnych wynikoéw pomiarow.
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Rys. 2 z [20]. Krzywe DPV (lewa strona) i ACV 0° (prawa strona) zarejestrowane w 0.25 M

buforze octanowym, pH 4,7, zawierajacym liniowe plazmidowe DNA
(linpUC19) osadzane na elektrodzie GC (0,7 cm?). Krzywe 1-5 zostaly
zarejstrowane po czasie: 1)1 min, 2) 20 min, 3) 40 min, 4) 60 min, 5) 80 min.

Fig. 2 from [20]. Curves: DPV (left) and ACV 0° (right), registered in 0.25 M acetate buffer, pH
4.7, containing linear plasmid DNA (linpUC19) adsorbed on the GC
electrode (0.7 cm?). Curves 1-5 registered after: 1) 1 min., 2) 20 min., 3) 40
min., 4) 60 min., 5) 80 min.

Podwyzszenie krzywych DPV i ACV 90° wraz z czasem pomiaréw $wiadczy
o zwigkszajacych si¢ ilosciach linpUC19 zakumulowanych na elektrodzie GC i
widocznych jako utlenianie zasad nukleinowych przy potencjatach ok. 1.1 V vs. SCE
w metodzie DPV, oraz jako wzrost pojemnosci i oporu (C/R) warstwy elektrodowe;j
w metodzie ACV 90°. W obydwu metodach krzywe akumulacyjne sg rozne, ale
proporcjonalne do ilosci zakumulowanego plazmidu. Ponadto utlenianie zasad
nukleinowych jest rowniez obserwowane w metodzie ACV 90° jako minimum
obserwowane przy potencjale ok. 1,0 V na krzywych akumulacyjnych.

W trakcie tworzenia stabilnej warstwy elektrodowej, seria czterech
pomiaréw byla powtarzana, az do uzyskania maksymalnego pokrycia elektrody
DNA. Przy st¢zeniach DNA w roztworze rzedu piko graméw na ml (pg/ml),
utworzenie stabilnej, praktycznie juz niezmiennej warstwy, zabierato kilka godzin.
Dopiero wtedy do roztworu dodawane byly kolejne porcje badanej substancji
akumulujgcej si¢ w plazmidach. Po kazdym dodaniu badanej substancji, ponownie
wykonywane byly cztery pomiary metodami SWV, DPV i ACV 0° oraz ACV 90°,
zaczynajagc od minimalnych stgzen, tak, aby te poczatkowe zmiany byly ledwie
zauwazalne i dalej, az do nasycenia warstwy DNA, czyli az do uzyskania zblizonych
lub identycznych wynikow pomiarowych.
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Te czasochlonne pomiary okazaly si¢ jednak celowe, pozwalajac na
wykreslenie 1 poréwnanie wielu krzywych tworzenia warstwy i1 akumulacji

zwigzkéw, w zaleznosci od stosowanego plazmidu lub chromosomalnego DNA i

rodzaju akumulowanego zwigzku.

4.3. ROZNICE W AKUMULACJI PLAZMIDOW SUPERHELIKALNYCH I
LINIOWYCH ORAZ CHROMOSOMALNEGO DNA NA ELEKTRODZIE GC

min.

A

Przykladowe réznice w krzywych akumulacyjnych plazmidéw pGEX-4T-2
1 pUC19 w formie superhelikalnej (sc) i liniowej (lin) zaobserwowane w pomiarach
magistrantek Agnieszki Gniazdowskiej [21] 1 Eweliny Krawczyk [22] zostaly
przedstawione w publikacji ‘Supercoiled and linear plasmid DNAs interactions with
methylene blue’ [42]. Akumulacja superhelikalnego sc pGEX-4T-2 i liniowego lin
pGEX-4T-2, przedstawiona na Rys. 3A-3C ponizej, prowadzona byta z roztworow
zawierajacych odpowiednio 7 pg/ml i 4 pg/ml plazmidu, a obserwowana przez 230
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Rys. 3A-3C z [42]. A — B. Woltamogramy DP pokazujace akumulacj¢: A — superhelikalnego
(sc) i B — liniowego (lin) plazmidu pGEX-4T-2 w 0.25 M  buforze
octanowym z dodatkiem 18 mM MgCl: (pH 4.7). Stgzenie plazmidow: A — (0),
tzn. w buforze, (1) - (6) 7 pg/ml scpGEX-4T-2 i B — (0) 0, tzn. w buforze, (1)—(9) 4
pg/ml linpGEX-4T-2. Czasy akumulacji: (0) 0, (1) 5 min, (2) 22 min, (3) 39 min, (4) 56
min, (5) 73 min, (6) 90 min, (7) 107 min, (8) 124 min, (9) 141 min. W ramkach na
rysunkach 3A i 3B pokazane sa zaleznosci gestosci pradow wzgl. czasu akumulacji
plazmidow. Prady mierzone byly wzgl. SCE przy potencjale 1,05 V dla plazmidu sc i
przy 1,2 V dla plazmidu lin. Te potencjaly, elektroda GC i bufor byly te same we
wszystkich doswiadczeniach prezentowanych w tej pracy. C — Ggstosci pradow wzgl.
czasu (j vs. t) dla pomiaréw woltametrycznych DP przy 1,05 V w buforze bez scpGEX-
4T-2 (pierwsze 90 min.) i po dodaniu plazmidu (nastgpne 140 min.) SteZenie plazmidu:
(otwarte kotka) +4 pg/ml, (zamknigte kotka) +7 pg/ml.  Przerywane linie pokazuja
ekstrapolowane, liniowe zaleznosci j vs. t dla buforu. Ciaglg linig przy t = 0 zaznaczono
gestosci pradow na poczatku doswiadczenia (t = 0) i przed dodaniem plazmidu (t = 90
min) .

Fig. 3A-3C from [42]. A — B. DP voltammograms showing the accumulation of: A — supercoiled
circular (sc) and B — linear (lin) pGEX-4T-2 plasmid in 0.25 M acetate buffer, 18
mM MgClz (pH 4.7). Plasmid concentration: A — (0) 0, i.e. buffer solution, (1)—(6) 7
pg/mL scpGEX-4T-2 and B — (0) 0, i.e. buffer solution, (1)—(9) 4 pg/mL linpGEX-4T-
2. Accumulation times: (0) 0, (1) 5 min., (2) 22 min, (3) 39 min, (4) 56 min, (5) 73 min,
(6) 90 min, (7) 107 min, (8) 124 min, (9) 141 min. The insets show the dependence of the
DP current densities on the plasmid accumulation time. The DP voltammetric currents
were measured vs. SCE at 1.05 V for sc plasmid and at 1.2 V for lin plasmid. These
potentials, the GC electrode and the buffer solution used were the same in all experiments
presented in this work. C — Current density vs. time (j vs. t) plots taken from DP
voltammetric curves at 1.05 V in buffer solution without scpGEX-4T-2 plasmid presence
(first 90 min) and after the  plasmid addition (next 140 min). Plasmid concentrations:
(open circles) +4 pg/mL, (closed circles) +7 pg/mL. Dotted lines show the
extrapolated, linear j vs. t dependencies for the buffer solution. The solid line at t = 0
marks the current density value for the baseline at the beginning of the experiment (t = 0)
and before the addition of the plasmid (t = 90 min).

Dla superhelikalnego plazmidu nie obserwowano pikéw utleniania zasad
nukleinowych, a jedynie wzrost sygnalu DPV przy potencjatach elektrodowych
powyzej 1.0 V. Natomiast dla liniowego plazmidu wyraznie zauwazalny byt pik
utlenienia z maksimum przy ok. 1.0 V vs. SCE. Tymczasem tworzenie warstwy
plazmidu pUC19 nastgpowato znacznie szybciej, w czasie 100 minut, dla stezenia
8 pg/ml scpUC19, a poza tym prady akumulacyjne byly cztery razy wyzsze. Ponadto,
dla liniowego plazmidu linpUC19 trzy razy wyzsze prady w porownaniu z linpGEX-
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4T-2 obserwowane byly juz przy stezeniu 0.3 pg/ml. Zatem roznice w akumulacji
poszczegdlnych plazmidow byly tatwo zauwazalne (Fig. 3A-3C z [42]).

Jak przedstawiono na Rys. 4A-4F, podobne zaleznosci utleniania zasad
nukleinowych jak w przypadku akumulacji plazmidu pGEX-4T-2 (Rys. 3A-3B)
zostaty zaobserwowane w plazmidzie pUC19: liniowym (Fig. 4A) i superhelikalnym
(Fig. 4C), przy zastosowaniu metody DPV. Utlenianie plazmidoéw jest zauwazalne
tylko jako wzrost pradoéw utlenienia w zakresie potencjatow od ok. 0,8 v do ok. 1,4
V (Rys. 4A 1 4C). Natomiast w przypadku chromosomalnego DNA, w pomiarach
wykonanych tg samg metodg DPV (Rys. 4E) mozna zauwazy¢ dwa piki utleniania,
przypisywane zwykle utlenianiu guaniny (G), przy potencjale 1.05 V, i adeniny (A)
przy potencjale 1.36 V. W ramce na rysunku 4E pokazane sg zalezno$ci gestosci
pradéw utleniania G 1 A wzgl. czasu akumulacji chromosomalnego DNA.

Roéznice miedzy akumulacja plazmidow i chromosomalnego DNA sa
widoczne nie tylko przy poréwnaniu pradow utleniania, ale takze czasow akumulacji
wyznaczonych metodg DPV i przedstawionych w ramkach rysunkoéw 4A, 4C i 4E.
Formacja stabilnej warstwy plazmidu wymaga ok.120 min., a chromosomalnego
DNA tylko ok. 20 minut.

Pomiary wykonane metoda woltametrii zmiennopradowej ACV 0° (Rys. 4B,
4D i 4F) rowniez wskazuja na rdznice w akumulacji plazmidéw i chromosomalnego
DNA, ale jako zmiany pojemnosci i oporu warstwy elektrodowe;.
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Rys. 4A-4F z [46]. Woltamogramy DPV (1A, 1C, 1E) i ACV 0° (1B, 1D, 1F) obrazujace
akumulacjg DNA na elektrodzie GC dla: plazmidu scpUC19 w zakresie potencjatéw od
0.5 Vdol.4 V (1A, 1B), oraz w zakresie potencjatdéw od 0 V to 1.4 V (1C, 1D) i dla
dsDNA ze spermy tososia w zakresie potencjatéw od 0 V do 1.55V (1E, 1F). Stezenia
DNA: (linie r6zowe) scpUC19, 8.07 pg/mL i (linie czarne) dsDNA ze spermy tososia 4
pg/mL. Bufor octanowy: 0.25 M z dodatkiem 18 mM MgCl: (pH 4.7): (linie czarne).
Czasy akumulacji: (1A) 0, 8, 28, i dalej co 20 min az do168 min., (1B) 0, 14, i dalej co
20 min az do 174 min, (1C) 0, 5, i dalej col7 min az do175 min, (1D) 0, 5, i dalej co 17
min az do179 min, (1E) 0, 5, i dalej col7 az do to 56 min, (1F) 0, 9, i dalej co 17 az do
60 min. Na rysunkach 4A-4F w ramkach pokazane s3 zalezno$ci gestosci pradow DPV
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i ACV 0° wzgl. czasu akumulacji plazmidow. Prady mierzone byly przy potencjatach:
0.20 V, 045V, 1.00 Vi 1.3 V (1A, 1B), 045V, 1.00 Vi 1.3 V (1C,1B), 1.05V,11.36 V
(1E), 0.45 V,11.05V (1F) vs. SCE. Linie przerywane pokazuja nieznaczne podwyzszenie
pradow w buforze, tzn. bez dodatku plazmidu lub chromosomalnego DNA.

Fig. 4A-4F from [46]. DP (1A, 1C, 1E) and AC (0) (1B, 1D, 1F) voltammograms of DNA
accumulation on a GC electrode for: sc pUC19 plasmid in the potential range from
0.5Vto 14V (1A, 1B), from 0 Vto 1.4 V (1C, 1D) and for salmon sperm dsDNA in
the potential range from 0 V to 1.55V (1E, 1F). DNA concentrations: (pink lines)
scpUCI19, 8.07 pg/mL and (black lines) salmon sperm dsDNA 4 pg/mL. Buffer solution:
0.25 M acetate, 18 mM MgCI2 (pH 4.7): (black lines). Accumulation times increase in
the order: (1A) 0, 8, 28, and then every 20 min up to 168 min., (1B) 0, 14, and then every
20 min up to 174 min, (1C) 0, 5, and then every 17 min up to 175 min, (1D) 0, 5, and then
every 17 min up to 179 min, (1E) 0, 5, and then every 17 min up to 56 min, (1F) 0,
9, and then every 17 min up to 60 min. The insets show the dependence of the DP and
AC(0) current densities on the plasmid accumulation time. The voltammetric currents
were measured at 0.20 V, 0.45V, 1.00 V, and 1.3 V (1A, 1B), 0.45V,1.00 V, and 1.3 V
(1C,1B), 1.05V, and 1.36 V (1E), 0.45 V, and 1.05V (1F) vs. SCE. Dotted lines in the
accumulation plots (insets) show a small baselines increase for the buffer solution.

Jak wynika z pomiaro6w obrazowania powierzchni elektrod wykonang metoda AFM,
przedstawionych na Rys. SA—5B, przy akumulacji superhelikalnego plazmidu sc
pUC19 (E1) widoczna jest superhelikalna struktura, inna od liniowej (F1). Cickawe
jest jednak, ze struktury superhelikalne sa takze czgsciowo obserwowane przy
akumulacji liniowego plazmidu.

Rys. 5A-5B z [46]. Rysunki Cl1 i D1 pokazuja zdjecia AFM plytki w wegla szklistego (GC) o
wymiarach 10 mm x 10 mm pokrytej pUC19: (C1) plasmid scpUC19 nakroplony na
plytke z roztworu 8 pg/ml, RMS 0,628 nm, (D1) plasmid linpUC19 nakroplony na ptytke
GC z roztworu 80 pg/ml, RMS 0,936 nm.
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Fig. SA-5B from [46]. El i F1 show the AFM images of the glassy carbon (GC) plate (10 mm x
10 mm) with pUC19 deposits: ( (C1) scpUC19 plasmid, drop cast on a GC plate from 8
pg/mL solution, RMS 0,628 nm., (D1) 1inUC19 plasmid, drop cast on a GC plate from 8
pg/mL solution, RMS 0,936 nm.

4.4. ODDZIALYWANIE DNA Z BLEKITEM METYLENOWYM (BM)

Btekit metylenowy (BM) jest znang substancjg ulegajaca akumulacji w
DNA, gtéwnie poprzez interkalacje, czyli umiejscowienie zwiazku wewnatrz heliksu
DNA i dlatego moze by¢ uzywany do rozroznienia struktur DNA, sekwencji zasad,
dlugosci tancucha 1 helikalnosci [54-57]. W naszej publikacji [42] BM zostat uzyty
do potwierdzenia stabilnosci warstwy 1 mozliwosci rozroznienia struktur
superhelikalnych i liniowych plazmidow pUC19 i pGEX-4T-2. W tych publikacjach
wykorzystane zostaly pomiary magistrantek Blanki Kepskiej [20], Agnieszki
Gniazdowskiej [21], Eweliny Krawczyk [22] i Agnieszki Ogorek [23], ktora
dodatkowo osadzata Pd w warstwach plazmidéw z zakumulowanym blekitem
metylenowym [26]. Badania zostaly przedstawione na konferencjach [28, 29].

Zastosowanie w naszych badaniach elektrody GC pozwolito na
monitorowanie i porownywanie kilku sygnatow utlenienia MB, np. MB(I) przy -0.2
Vi MB(III) przy 1.05 V [42]. Jesli MB zostato zakumulowane na czystej elektrodzie
GC, to, jak mozna si¢ spodziewac, stosunek tych sygnatow, MB(III)/MB(I) byt
prawie niezmienny, bliski 1, w zakresie stezen od 1uM do SuM w roztworze ([42].
Jesli natomiast akumulacja MB zachodzila w warstwie plazmidowej, np. w
plazmidach superhelikalnych, to ten stosunek byt duzo wigkszy, bliski 10 dla
warstwy scpUC19, a nawet 40-50 dla warstwy scpGEX-4T-2 w pewnych zakresach
stezen (Rys. 6A-6B).
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Rys. 6A-6B z [42]. Woltamogramy SW pokazuja akumulacj¢ bigkitu metylenowego (MB) na
czystej (krzywe 0) i pokrytej superhelikalnym plazmidem elektrodzie GC (krzywe 1-7):
scpUCI19 (4pg/ml, 6A) i scpGEX-4T-2 (7pg/ml, 6B). Stezenie MB: 6A — (0) 0, (1) O,
(2)0.2,(3)0.6,(4) 1.4,(5)2.2,(6) 3.8,(7) 5.0 uM, 6B — (0) 0, (1) 0, (2) 0.2, (3) 0.6, (4)
1.4,(5) 2.6, (6) 4.6 uM. W ramkach na rysunkach 6A i 6B pokazane sa zaleznosci gestosci
pradéw wzgl. czasu akumulacji plazmidoéw przy —0.2 V dla MB(I), 1.05 V dla MB(III),
1.2dlaG1i1.3 Vdla Aw zaleznosci od st¢zenia MB.

Fig. 6A-6B from [42]. SW voltammograms showing the accumulation of methylene blue (MB)
on bare (curves 0) and supercoiled circular plasmid covered GC electrode (curves 1-7):
scpUC19 (4 pg/mL, 6A) and scpGEX-4T-2 (7 pg/mL, 4B). MB concentration: 6A — (0)
0,(1)0,(2)0.2,(3)0.6,(4) 1.4,(5) 2.2,(6) 3.8, (7) 5.0 uM, 6B — (0) 0, (1) 0, (2) 0.2, (3)
0.6, (4) 1.4, (5) 2.6, (6) 4.6 uM. The insets show the dependence of the currents at: —0.2
V for MB(I), 1.05 V for MB(III), 1.2 for G and 1.3 V for A on the MB concentration.

Jesli natomiast akumulacja BM zachodzi w liniowych plazmidach [42], to
wzmocnienie sygnatu MB(III)/MB(II) jest znacznie mniejsze, ale takze rézne dla
tych dwoch typow plazmidéw. Dodatkowo, innym sposobem monitorowania
oddzialywan MB z plazmidami jest wykre$lenie zaleznosci potencjatu redoks MB(I)
od stezenia MB w roztworze. Zaleznosci te sg catkowicie odmienne dla plazmidow
superhelikalnych i liniowych i koreluja si¢ ze zmianami sygnatéw pradowych [28,
29, 42].

Badania oddziatywania plazmidéw z BM, czyli ze znanym interkalatorem
DNA, zostaly zaprojektowane jako badania sprawdzajace powtarzalno$¢ i
poprawno$¢ pomiarow z udzialem plazmidéw, tych rzadko stosowanych w
elektrochemicznych eksperymentach rodzajow DNA. Celem bylo tez sprawdzenie
czy (jak mozna bylo si¢ spodziewac) utrudnione utlenianie zasad nukleinowych w
plazmidach, szczegélnie superhelikalnych, nie tylko utatwia obserwacj¢ utleniania
innych zwigzkéw zakumulowanych w plazmidach, ale rowniez powoduje tatwiejsze
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utlenianie zasad nukleinowych. I rzeczywiscie okazato sie, ze np. w przypadku
supehelikalnego pUC19, obecno$¢ MB w warstwie plazmidu powoduje znaczny
wzrost sygnatéw utleniania guaniny i adeniny (Rys. 6 A), czyli BM dziala jako
mediator utleniania zasad nukleinowych. Badania oddziatywania plazmidow z MB
mozna zatem potraktowa¢ jako badania modelowe z udzialem zwigzkow o
nieznanym typie oddziatywan z DNA, np. zwigzkow przeciwnowotworowych.

4.5. ODDZIALYWANIE PLAZMIDOW Z NOWOZSYNTETYZOWANYMI
POTENCJALNYMI ZWIAZKAMI PRZECIWNOWOTWOROWYMI
IPBD I CI-IPBD

Akumulacja nowych, potencjalnych zwiazkow przeciwnowotworowych w
plazmidach, réwniez przy akumulacji antyoksydantéw, byla przedmiotem badan
magistrantek Anny Banasiak [24] i Dominiki Janiszek [25], ktora dalej kontynuowata
te badania w swojej pracy doktorskiej badajac rowniez oddziatywanie z pentamidyng
1 witaming C i uszkodzenia DNA w reakcji Fentona [27]. Wyniki tych badan zostaty
przedstawione na konferencjach [36, 39, 41] i w publikacjach [31, 42, 45, 46, 47]

Juz w poczatkowych pomiarach [27, 36, 39] mozna bylo zauwazy¢, ze
akumulacja potencjalnego zwiazku przeciwnowotworowego CI-IPBD przypomina
akumulacje biekitu metylenowego (BM). Piki utleniania CI-IPBD widoczne byty w
podobnym zakresie ujemnych potencjalow elektrodowych jak BM (nawet trzy, a nie
dwa piki, jak w BM) i czwarty pik utleniania przy potencjale bliskim utleniania zasad
nukleinowych, ok. 0.8 V vs. NEK. Ponadto, zauwazalne bylo pigciokrotne
wzmocnienie sygnalu IV wzgledem sygnatu II przy akumulacji tego zwiazku w
linpGX-4T-2.

W nastepnej publikacji [46] Phase Transition Detection in Accumulation of
a Potential Anticancer Drug CI-IPBD with DNA: Supercoiled and Linear pUCI9,
zawierajacej wyniki doswiadczalne doktorantki Dominiki Janiszek [27] poréwnana
zostata akumulacja CI-IPBD w supehelikalnym i liniowym plazmidzie pUCI19,
potwierdzajac poprzednie wyniki dla linpGX-4T-2. Nowum byla natomiast detekcja
dwoéch, a nie jednej orientacji zwigzku CI-IPBD w =zaleznosci od iloSci
zakumulowanej substancji, tatwo zauwazalna jako sygnaty redoks w metodach SW i
DP. To przejécie fazowe, czyli zmiana orientacji czasteczki CI-IPBD byla
obserwowana zaré6wno w superhelikalnym, jak i liniowym plazmidzie pUCI19.
Nastepnym waznym wnioskiem byla obserwacja, przy uzyciu metody ACV,
znacznych zmian pojemnosci i oporu (C/R) w warstwie plazmidowej wraz ze wzra-
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stajacym stgzeniem IPBD w warstwie. Takie zmiany s3 zwykle korelowane z

kondensacja elektrodowej, kondensacja zwigzkow

przeciwnowotworowych jest czasem sugerowana, jako przyczyna ich oddziatywania

warstwy a

na komorki rakowe.

W tej publikacji [46], na podstawie pomiaréw metodg ACV 0° zestawiono
na jednym rysunku wzrost pradow utlenienia zwigzkéw przeciwnowotworowych i
obnizenie krzywych obrazujacych zmiany pojemnosci i oporu (C/R) w warstwie
plazmidowej. ZaleznoSci te byly symetryczne. Natomiast takie zalezno$ci
wykres§lone na podstawie pomiaréw antyoksydantow ryboflawiny (RF, wit. B2 i
rutyny, RU) byly niesymetryczne, poniewaz zmiany pojemnosci i oporu (C/R) byly
w tym przypadku minimalne. Ten eksperyment potwierdzit jednoczes$nie zasadno$é
pomiardw, jak i rdznice w tworzeniu warstwy elektrodowej plazmidéw w przypadku

nowozsyntetyzowanego zwigzku przeciwnowotworowego IPBD i antyoksydantow.
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Rys. 7A-7B z [46].

Woltamogramy ACV 0° (7A, 7C) i AC 90° (7B, 7D) pokazuja akumulacje
zwigzku CI-IPBD na elektrodzie GC pokrytej scpUC19 (8.07 pg/mL) — (7A, 7B) and
linpUCI19 (8.39 pg/mL) — (7C, 7D). Stezenie zwigzku: (czarne przerywane linie) 0,
bufor,

(niebieskie przerywane linie, Orientacja I) 0.8, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 i 10mM
(niebieskie ciagle linie, Orientation II) 20, 30, 40 and 50mM.
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Fig. 7A-7B from [47]. AC 0° (7A, 7C) and AC 90° (7B, 7D) voltammograms showing accumulation
of compound CI-IPBD on GC covered with scpUC19 (8.07 pg/mL) — (7A, 7B) and
linpUC19 (8.39 pg/mL) — (7C, 7D). Compound concentration increases in the order:
(black dashed lines) 0, i.e. buffer solution, (blue dashed lines, Orientation I) 0.8, 2.0, 4.0,
6.0, 8.0 and 10mM (blue solid lines, Orientation II) 20, 30, 40 and 50mM

W kolejnej publikacji [47] ‘Differences in electrochemical response of
prospective anticancer drugs IPBD and CI-IPBD, doxorubicin and Vitamin C at
plasmid modified glassy carbon’) poréwnane zostaly nie tylko wlasnosci
elektrochemiczne dwoch potencjalnych zwigzkéw  przeciwnowotworowych,
roznigcych si¢ tylko jednym podstawnikiem, ale przedstawione zostaly takze wyniki
badan przeciwnowotworowej efektywnos$ci tych zwigzkéw na liniach komorkowych.
Wiceksza efektywnos¢ w testach MTT w badaniach na komorkach raka phuc (A259)
CI-IPBD vs. IPBD mozna byto skorelowaé z potencjatami utleniania tych zwigzkow.
W przypadku chlorkowej pochodnej obserwowany byt dodatkowy pik utleniania (I)
przy potencjale ok. -0.4 V, prawie niezauwazalny dla IPBD. Te efekty byly najlepiej
widoczne w metodzie ACV 0°.
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Rys. 8 A — 8 D z [47]. Adsorpcja IPBD (linie niebieskie) w warstwie plazmidu (scpUC19) (linia
rézowa), DPV (8A) i ACV 0° (8B) dla wybranych krzywych przy: 0.8 mM, 3 mM,
7 mM, 15 mM, 30 mM, 50 mM). Adsorpcja CI-IPBD (linie niebieskie) w warstwie
plazmidu (linia r6zowa), DPV (8C) i ACV 0° (8D), (dla wybranych krzywych: 0.8
mM, 3 mM, 7mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 50 mM). Zétte linie pokazuja krzywe
woltametryczne zarejestrowane przy 50 mM, najwyzszym stosowanym stgzeniu
IPBD (8A and 8B) i CI-IPBD (8C and 8D). Plazmid (scpUC19) byt akumulowany
z roztworu 8 pg/mL zwigzku w 0.25 M buforze octanowym z dodatkiem 18 mM
MgClz, pH 4.7. Symbole I, II, IIT i IV odpowiadaja sygnatom redoks IPBD (8A and
8B) and CI-IPBD (8C and 8D).

Fig. 8 A-8B from [47]. Adsorption of IPBD (blue lines) within plasmid (scpUC19) layer (pink lines),
DPV (8A) and ACV 0° (8B) for the selected runs at: 0.8 mM, 3 mM, 7 mM, 15
mM, 30 mM, 50 mM). Adsorption of CI-IPBD (cyan lines) within DNA layer (pink
lines), DPV (8C) and ACV 0° (8D), for the selected runs at: 0.8 mM, 3 mM, 7 mM,
10 mM, 20 mM, 30 mM, 50 mM). Yellow lines show the voltammetric response at
the highest IPBD (8A and 8B) and CI-IPBD (8C and 8D) concentration of 50 mM.
Plasmid (scpUC19) was accumulated from 8 pg/mL solution in 0.25 M acetate
buffer with 18 mM MgCI2, pH 4.7. Symbols L, I, III and IV represent redox signals
of IPBD (8A and 8B) and CI-IPBD (8C and 8D).

UWAGI KONCOWE

Dr Janiszek w swojej pracy doktorskiej wykonata rowniez interesujace pomiary
dichroizmu kolowego wskazujace na korelacj¢ miedzy badaniami elektrodowymi i
spektroskopowymi na przykladzie oddzialywan plazmidow z pentamidyna oraz z
mieszaning pentamidyny ze zwigzkami przeciwnowotworowymi. Ponadto dr Janiszek
badata tez wlasnosci redoks zwiazkow przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych, ktore,
jak sie okazato, wykazuja zupelnie inne wlasciwosci elektrodowe. Interesujace byloby

kontynuowanie tych badan.

PODZIEKOWANIE

Autorki tego opracowania oraz studentki uczestniczace w naszych badaniach nad
DNA prowadzonych w Pracowni Elektroanalizy Chemicznej chciatyby przytaczyé
si¢ do zyczen calej pracowni, najserdeczniejszych zyczen zdrowia i wszelkiej
pomyslnosci z okazji 90-tych urodzin Pana Profesora Galusa. Pragniemy rowniez
podzigkowaé Panu Profesorowi za stworzenie wspaniatego srodowiska naukowego.
Pana wizja badan naukowych i zaangazowanie w nauke nie tylko umozliwity nam
rozw0j zawodowy, ale takze inspirowaly nas do ciaglego poszukiwania nowych
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rozwigzan i szukania odpowiedzi na najtrudniejsze naukowe pytania. Niezwykle
cenna dla nas byla Pana otwarto$¢ na nowe idee i gotowo$¢ dzielenia si¢ swoja
wiedza. Z trudnymi problemami zawsze zwracalySmy si¢ do Pana Profesora,
wiedzac, ze od razu znajdzie Pan wlasciwe rozwigzanie, albo zada Pan odpowiednie
pytanie, zwracajac uwagg na istote problemu. Tak si¢ dzieje do dzisiaj, kiedy Pan
Profesor Galus uczestniczy w naszych zaktadowych seminariach naukowych.
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