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Streszczenie 

Zjawisko lekooporności oraz choroby nowotworowe z roku na rok stają się coraz 

poważniejszymi problemami, z którym boryka się współczesna medycyna.  

W związku z tym poszukuje się nowych farmaceutyków o szerszym spektrum aktywności 

biologicznej. Istnieje kilka podjeść projektowania takich cząsteczek, np. na podstawie 

tzw. celu molekularnego, którym może być biomolekuła DNA.  

Jedną z powszechnie stosowanych w medycynie grup związków są sulfonamidy, 

które wykazują właściwości przeciwbakteryjne. Mogą być one modyfikowane  

w celu zwiększenia spektrum działania. Dzięki temu związki mogą wykazywać  

m.in. właściwości przeciwwirusowe, przeciwzapalne, a nawet przeciwnowotworowe. 

Dodatkowo w wyniku występowania atomów zdolnych do przekazywania pary 

elektronowej w cząsteczkach sulfonamidów mogą tworzyć się połączenia koordynacyjne 

z biologicznie istotnymi jonami metali, co również znacząco wpływa na aktywność 

biologiczną farmaceutyków.  

Celem niniejszej dysertacji jest określenie wpływu długości podstawnika 

alkiloaminowego na właściwości bakteriobójcze pochodnych sulfonamidów oraz ich 

zdolność przyłączania do jonów metali Ru(III) i Rh(III). Jako pochodne sulfonamidowe 

przebadano 4-amino-N-(2-aminoetylo)benzenosulfonamid (NethylS), 4-amino-N-(2-

aminopropylo)benzenosulfonamid (NpropylS) oraz 4-amino-N-(2-aminobutylo) 

benzenosulfonamid (NbutylS). Jedną z możliwych ścieżek projektowania nowych 

preparatów jest wprowadzenie zmian w już istniejących związkach.  

W tym celu wykonano analizę profili elektrochemicznych pochodnych sulfonamidowych 

w środowisku protycznym oraz aprotycznym, co pozwala na określenie zachowania 

cząsteczek w układach biologicznych. Ponadto, wyznaczono właściwości  

kwasowo-zasadowe związków i wartości pKa. Dzięki temu możliwe było określenie ich 

form protolitycznych. Zbadano również zdolność pochodnych sulfonamidowych  

do tworzenia połączeń koordynacyjnych z jonami Ru(III) oraz Rh(III). Dokonano oceny 

sposobu i siły oddziaływania analizowanych związków z helisą DNA wykorzystując 

technikę switchSENSE, która umożliwia określenie parametrów kinetycznych 

zachodzących procesów. Przeprowadzono również analizę właściwości 

przeciwutleniających sulfonamidów z rodnikami ABTS•+ i DPPH•,  

dzięki czemu możliwe jest określenie zdolności związków do wychwytu  
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reaktywnych form tlenu (ROS). Wykonano również badanie ich cytotoksyczności oraz 

aktywności względem wybranych bakterii G(+), G(-) i drożdży.  

Przeprowadzone badania pozwolą na poszerzenie wiedzy dotyczącej sulfonamidów 

oraz zaproponowanie nowych struktur o wysokiej aktywności biologicznej.  
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Abstract 

The phenomenon of drug resistance and cancer are the growing problems  

for contemporary medicine struggles with every year. Therefore, new pharmaceuticals 

with a broader spectrum of biological activity are being sought. There are several 

approaches to designing such molecules, e.g. based on the molecular targets, which may 

be a DNA biomolecule.  

One of the commonly used group of compounds in medicine are sulfonamides, 

which have antibacterial properties. They can be modified to increase the spectrum 

of action. In this way, compounds can exhibit antiviral, anti-inflammatory and even 

anticancer properties. Additionally, due to the presence of atoms capable of transferring 

an electron pair in sulfonamide molecules, they can coordinate with biologically 

important metal ions, which may also increase the biological activity of pharmaceuticals.  

The aim of this dissertation is to determine the influence of the alkylamine 

substituent length on the bactericidal properties of sulfonamide derivatives and their 

ability to attach to Ru(III) and Rh(III) metal ions. The sulfonamide derivatives studied 

were 4-amino-N-(2-aminoethyl)benzenesulfonamide (NethylS), 4-amino-N-(2-amino-

propyl)benzenesulfonamide (NpropylS) and 4-amino-N-(2-aminobutyl)benzenesulfo-

namide (NbutylS). One of the possible paths to designing new preparations is to introduce 

changes to existing compounds. For this purpose, the electrochemical profiles 

of sulfonamide derivatives were analyzed in protic and aprotic environments, which 

allows for the determination of the molecules behavior in biological systems. In addition, 

the acid-base properties of the compounds and pKa values were determined. This made 

it possible to define their protolithic forms. The ability of sulfonamide derivatives to form 

coordination binders with Ru(III) and Rh(III) ions was also studied. The manner and 

strength of the interaction between analyzed compounds and the DNA helix was assessed 

using the switchSENSE technique, which allows determining of the kinetic parameters 

of the ongoing processes. The antioxidant properties of sulfonamides with ABTS•+ and 

DPPH• radicals were also analyzed, that helped determine the compounds' ability 

to scavenge reactive oxygen species (ROS). Their cytotoxicity and activity against 

selected G(+), G(-) bacteria and yeasts were also studied.  

The research carried out will expand knowledge about sulfonamides, which will 

allow the proposal of new structures with high biological activity.
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Wykaz skrótów 

ABTS•+ Katinorodnik 2,2′-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu 
AQ-NetOH 1-(2-hydroksyetyloamino)-antraceno-9,10-dion 
ATR Spektroskopia osłabionego całkowitego odbicia w podczerwieni  

(ang. attenuated total reflectance) 
CFU Jednostki tworzące bakterie (ang. colony forming units) 
CPCM Przewodnikowy ciągły model polaryzacji solwatacji (ang. conductor-like 

polarization continuum model) 
CV Woltamperometria cykliczna (ang. cyclic voltammetry) 
DHF Kwas dihydrofoliowy (ang. dihydrofolic acid) 

DMSO Dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide) 
DNA Kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid) 
DPPH• Rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu 
DPV Woltamperometria pulsowa różnicowa (ang. differential pulse voltammetry) 
DTI Oddziaływanie lek-cel molekularny (ang. drug-target interaction) 

EB Bromek etydyny (ang. ethidium bromide) 
EDTA Kwas etylenodiaminotetraoctowy 
EGTA Kwas etylenoglikol-O-O‘-bis(2-aminoetyl)-N,N,N‘,N‘ tetraoctowy 
EIS Elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (ang. electrochemical 

impedance spectroscopy) 
FBO Rozmyty rząd wiązania (ang. Fuzzy Bond Order) 
FDA Agencja ds. Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration) 
FTIR Spektroskopia Fouriera w podczerwieni (ang. Fourier transform infrared 

spectroscopy) 

G(+) Bakterie Gram-dodatnie (ang. Gram-positive bacteria) 
G(-) Bakterie Gram-ujemne (ang. Gram-negative bacteria) 
GCE Elektroda z węgla szklistego (ang. glassy carbon electrode) 
HDAC Deacetylaza histonowa (ang. histone deacetylase) 

KA Stała asocjacji (ang. association constant) 
ka Współczynniki szybkości asocjacji (ang. association rate) 
KD Stała dysocjacji (ang. dissociation constant) 
kd Wspłóczynniki szybkości dysocjacji (ang. dissociation rate) 
LOD Granica wykrywalności (ang. limit of detection) 
LOQ Granica oznaczalności (ang. limit of quantification) 
MBC Najmniejsze stężenie bakteriobójcze (ang. minimal bactericidal activity) 

MD Dynamika molekularna (ang. Molecular Dynamics) 
MDR-TB Gruźlica wielolekooporna (ang. multi-drug resistant tuberculosis) 

MIC Najmniejsze stężenie hamujące (ang. minimal inhibitory concentration) 

MS Spektrometria mas (ang. mass spectrometry) 

NAB Budulec kwasu nukleinowego (ang. Nucleic Acid Builder) 
NbutylS 4-amino-N-(2-aminobutyl) benzenosulfonamid 
NET Netropsyna (ang. netropsin) 
NethylS 4-amino-N-(2-aminoetyl)benzenosulfonamid 

NhexylS 4-amino-N-(2-aminoheksylo)benzenosulfonamid 
NMR Spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (ang. nuclear magnetic 

resonance) 
NpentylS 4-amino-N-(2-aminopentylo)benzenosulfonamid 
NpropylS 4-amino-N-(2-aminopropyl)benzenosulfonamid 
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OD Gęstość pptyczna (ang. optical density) 
PABA Kwas p-aminobenzoesowy (ang. p-aminobenzoic acid) 

PTCA Pirazyno-2-tiokarboksyamid 
ROS Reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species) 

SAR Zależność struktura-aktywność (ang. structure activity relationship) 

SCP Sulfachloropirydazyna (ang. sulfamethoxypyridazine) 

SCRF Samouzgodnione pole rekacji (ang. Self-Consistent Reaction Field) 
SDM Sulfadimetoksyna (ang. sulfadimethoxine) 

SDZ Sulfadiazyna (ang. sulfadiazine) 

SGD Sulfaguanidyna (ang. sulfaguanidine) 

SIZ Sulfizoksazol (ang. sulfisoxazole) 

SMD Model gęstości rozpuszczalnika (ang. Solvation Model Density) 
SMP Sulfametoksypirydazyna (ang. sulfamethoxypyridazine) 

SMR Sulfamerazyna (ang. sulfamerazine) 

SMT  Sulfametazyna (ang. sulfamethazine) 

SMX Sulfametoksazol (ang. sulfamethoxazole) 

SPR Powierzchniowy rezonans plazmonowy (ang. surface plasmon resonanse) 
SPY Sulfapirydyna (ang. sulfapyridine) 

STAT Przekaźnik sygnału i aktywator transkrypcji (ang. signal transduction  
and activator of transcription) 

STZ Sulfatiazol (ang. sulfathiazole) 

SWV Woltamperometria fali prostokątnej (ang. square wave voltammetry) 
TBAP Nadchloran tetrabutyloamoniowy (ang. tetrabutylammonium perchlorate) 
THF Kwas tetrahydrofoliwy (ang. tetrahydrofolic acid) 

TLC Chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin-layer chromatography) 
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1. Wprowadzenie 

Obecnie, jako społeczeństwo, coraz częściej zmagamy się z problemem 

lekooporności. Każdego roku ponad 700 000 osób umiera z powodu oporności na środki 

przeciwdrobnoustrojowe [1]. Szacuje się także, że do 2050 roku liczba ta wzrośnie  

do 10 milionów zgonów [2]. Zjawisko to jest wywołane ciągłą ewolucją bakterii, 

wirusów, grzybów oraz pasożytów, w wyniku której drobnoustroje nieustannie 

dostosowują się do nowych czynników środowiskowych i stają się oporne na stosowane 

terapie. Lekooporno.sć może rozwijać się na drodze doboru naturalnego, działającego 

na podstawie przypadkowych mutacji [3]. Oporność na środki przeciwdrobnoustrojowe 

wynika ze zmian genetycznych, oporne szczepy bakterii można znaleźć w dowolnym 

miejscu na świecie. Pochodzą one z różnych źródeł, np. od ludzi, zwierząt, roślin, wody 

i gleby [4]. Problem lekooporności jest wywołany m.in. niewłaściwym lub nadmiernym 

stosowaniem farmaceutyków, jak i również powszechnym wykorzystywaniem 

antybiotyków w produkcji żywności [5]. Do typowych przykładów zakażeń 

lekoopornych zalicza się oporny na metycylinę Staphylococcus aureus [6–8], gruźlicę 

wielolekooporną (MDR-TB) [9–11] oraz lekooporne szczepy malarii [12–14]  

i HIV [15,16].  

Kolejnym zagrożeniem, które ma wpływ na dużą liczbę zgonów w populacji 

ludzkiej są choroby nowotworowe. Według badania GLOBOCAN 2020 opracowanego 

przez Międzynarodową Agencję Badań nad Rakiem, w 2020 roku na całym świecie 

odnotowano 19,3 mln nowych przypadków nowotworów i prawie 10,0 mln zgonów  

z powodu tych chorób [17]. Ponadto szacuje się, że w 2050 r. globalne obciążenie 

chorobami nowotworowymi osiągnie 35,3 mln przypadków, co oznacza wzrost o około 

53% w stosunku do roku 2022, w którym odnotowano ich 20 mln (Rysunek 1) [18]. 

Choroby nowotworowe stanowią jedną z głównych przyczyn zachorowań i zgonów 

na całym globie, niezależnie od stopnia rozwoju cywilizacyjnego w danym rejonie świata 

[19,20]. 
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Rysunek 1. Schemat zachorowalności opracowany na podstawie danych uzyskanych 

przez Międzynarodową Agencję Badań nad Rakiem (na podstawie danych  

z literatury [18]). 

Zjawisko lekooporności i wysoka zachorowalność na nowotwory są zagrożeniem 

dla ludzkości, które może doprowadzić do kryzysu współczesnej medycyny. Dlatego 

konieczne jest opracowanie nowych strategii i podejść, aby przezwyciężyć problem 

rosnącej oporności na środki przeciwdrobnoustrojowe [5,21]. W tym celu poszukuje się 

nowych związków o aktywności biologicznej, ale także modyfikuje się struktury układów  

o udowodnionym działaniu farmakologicznym w celu zwiększenia ich skuteczności 

działania [22–24]. Przykładem takich modyfikacji może być wiązanie biologicznie 

aktywnych ligandów z jonami metali w związki kompleksowe [25]. 

 Proces projektowania nowego leku jest skomplikowany i polega na doborze 

odpowiednich właściwości związku w zależności od jego miejsca działania i drogi 

podania oraz ustaleniu zależności struktura-aktywność (SAR) [26]. Procedura ta jest 

czasochłonna i bardzo kosztowna. Szacuje się, że wprowadzenie leku „od pomysłu” 

do wdrożenia zajmuje około 18 lat i kosztuje ponad 2 mld dolarów [27]. W trakcie 

projektowania farmaceutyków, szczególną uwagę zwraca się na strukturę, wielkość 

cząstek i stabilność substancji chemicznych, czynników biologicznych i produktów 

metabolitów. Pod uwagę należy brać także hydrofilowo-lipofilowy charakter związku, 

jego rozpuszczalność, właściwości kwasowo-zasadowe, stopień jonizacji, trwałość 

termiczną, aktywność i cytotoksyczność. Transport cząsteczki z miejsca podania 

do miejsca działania jest złożony i związany ze sposobem podania leku, a tym samym  

z różnym środowiskiem chemicznym poszczególnych etapów drogi farmaceutyku  
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do zakładanego miejsca w organizmie. Najpopularniejszą drogą podawania jest droga 

doustna, która jest być może najtrudniejszą, ze względu na różne środowiska chemiczne 

(występujące w żołądku, jelitach, czy dwunastnicy) i bariery fizjologiczne na drodze leku. 

Natomiast niezależnie od wybranej metody dostarczania preparatu cząsteczka powinna 

być rozpuszczalna w wodzie. Dzięki temu składniki aktywne docierają do zamierzonych 

miejsc, takich jak przewód pokarmowy, osocze krwi, czy płyn opłucny i osiągają 

pożądany efekt terapeutyczny. W środowisku wodnym związki polarne są łatwo 

wydalane przez nerki, ale mogą mieć problem z przenikaniem przez barierę błon 

lipidowych. Związki lipofilowe z kolei mają trudności z przenikaniem do krwi, a jeśli już 

się tam dostaną, często są wchłaniane przez komórki tłuszczowe. Podsumowując, 

prototypowa cząsteczka leku, która ma większe szanse dotarcia do porządanego miejsca, 

będzie charakteryzować się rozpuszczalnością, umiarkowaną lipofilowością oraz 

wystarczającymi cechami strukturalnymi, aby skutecznie oddziaływać na określony cel 

molekularny. Dzięki temu nie dochodzi do nadmiernego zakłócania funkcji innych 

napotykanych cząsteczek i makrocząsteczek [28,29]. 

Jedną ze strategii w poszukiwaniu nowych farmaceutyków jest projektowanie 

leków na podstawie tzw. celu molekularnego [30,31], którym jest istotna biologicznie 

cząsteczka zaangażowana w szlaki sygnałowe lub metaboliczne specyficzne dla danej 

choroby [32]. Celami molekularnymi są białka [33,34], enzymy [35,36], receptory 

[37,38] i inne znaczące z punktu funkcjonowania organizmu składniki komórkowe 

zaangażowane w szlaki metaboliczne lub procesy fizjologiczne [39–42]. W kontekście 

projektowania leków istotne jest określenie zależności pomiędzy lekiem, jego celem,  

a zintegrowaną z nimi chorobą. W związku z tym, konieczne jest zbadanie profilu 

farmakologicznego leku, pod kątem występowania pożądanych oraz niepożądanych 

efektów terapeutycznych. Ponadto, identyfikacja oddziaływania lek-cel molekularny 

(DTI) jest niezbędna w projektowaniu nowych preparatów, co może pomóc  

w maksymalizacji efektów terapeutycznych przy jednoczesnej minimalizacji efektów 

ubocznych. Niestety w wielu przypadkach eksperymentalne określenie zależności 

pomiędzy farmaceutykiem, a celem jest kosztowne i czasochłonne co sprawia, 

że podejście in silico lub metody obliczeniowe są niezbędne do przyspieszenia 

opracowywania struktury leków [43]. 

Celem molekularnym może być również biomolekuła DNA [44,45], która 

odpowiada za przenoszenie informacji genetycznej w organizmach żywych.  



Wprowadzenie 

 20 
 

Leki skierowane na helisę DNA mogą bezpośrednio wiązać się z nią, powodując 

zahamowanie procesu replikacji i naprawy. Ponadto, takie farmaceutyki mogą działać 

na określone sekwencje DNA doprowadzając do zmiany ekspresji genów lub 

korygowania defektów genetycznych (Rysunek 2A) [46,47]. Ze względu na sposób 

oddziaływania związków chemicznych z DNA można wyróżnić: interkalację, wiązanie 

w małym lub dużym rowku helisy, niespecyficzne wiązanie na zewnątrz nici oraz 

alkilowanie DNA. W dużym uproszczeniu, interkalacja cząsteczek do DNA opiera się 

na występowaniu oddziaływań niekowalencyjnych z kwasem deoksyrybonukleinowym. 

Polega ona na wnikaniu heterocyklicznych lub aromatycznych układów pomiędzy pary 

zasad w helisie DNA. Oddziaływanie w rowkach natomiast charakteryzuje się 

powstawaniem głównie wiązań wodorowych pomiędzy grupami funkcyjnymi związku, 

a zasadami nukleinowymi. Niespecyficzne wiązanie na zewnątrz nici DNA odbywa się 

poprzez oddziaływanie z elektrostatycznie ujemnie naładowanymi grupami 

fosforanowymi biomolekuły. W tym przypadku, związki nie wnikają do struktury DNA 

ze względu na występowanie zawady sterycznej. Alkilowanie helisy DNA natomiast 

polega na tworzeniu wiązań kowalencyjnych. Cząsteczka stanowi elektrofil, który 

reaguje z nukleofilowymi centrami DNA, takimi jak atomy azotu lub tlenu. Wiązanie 

to może zachodzić zgodnie z mechanizmami substytucji nukleofilowej SN1 lub SN2  

[48–51].  

Warto również zaznaczyć, że kluczowe jest określenie siły oddziaływania  

lek-DNA, a co za tym idzie, identyfikacja sposobu działania danego związku. W tym celu 

przeprowadzane są badania in vivo na żywych komórkach [52,53]. Jednak ze względu 

na czasochłonność i wysokie koszty analiz, w początkowych etapach projektowania leku, 

można zastosować tańsze metody instrumentalne, takie jak techniki spektroskopowe  

i elektrochemiczne (Rysunek 2B). Za ich pomocą, można wyznaczyć wartość stałej 

oddziaływania (K) pomiędzy związkiem, a biomolekułą DNA w roztworze. Obie wyżej 

wymienione metody opierają się na analizie sygnałów samej cząsteczki i powstałego 

adduktu lek-DNA, na podstawie których wylicza się stałą wiązania. W technice 

spektroskopowej mierzonym sygnałem jest absorbancja, natomiast w woltamperometrii 

– odpowiedź prądowa układu [54–57]. Metody te posiadają jednak pewne ograniczenia. 

Nie umożliwiają one określenia szybkości reakcji wiązania oraz nie dostarczają 

bezpośredniej informacji o procesie dysocjacji adduktu lek-DNA. Alternatywą dla 

omawianych metod jest technika switchSENSE, która pozwala na wyznaczenie kinetyki 
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zachodzących procesów. Umożliwia ona wyznaczenie stałych asocacji (KA) i dysocacji 

(KD) zachodzącej reakcji oraz ich szybkości w czasie rzeczywistym. Technika 

ta wykorzystuje chipy pokryte cienką warstwą złota z zakotwiczonymi fragmentami nici 

kwasu nukleinowego, które po procesie funkcjonalizacji, przyłączają do siebie nici DNA 

z tzw. układem sygnalizacyjnym. Dzięki niemu, otrzymujemy informację  

o zachodzących oddziaływaniach, na podstawie zmian natężenia fluorescencji układu 

[58–62]. 

 

Rysunek 2. Schemat przedstawiający A. wpływ farmaceutyków na helisę DNA oraz  

B. techniki umożliwiające określenie siły oddziaływań pomiędzy DNA, a badaną 

cząsteczką. 

Jedną z powszechnie stosowanych w medycynie grup związków są antybiotyki. 

Pierwotnie definiowano je jako substancje, które są wytwarzane przez mikroorganizmy 

w celu zahamowania rozwoju innych drobnoustrojów. W związku z tym, słowo 

antybiotyk pochodzi od greckiego słowa „anitibiosis”, co oznacza „przeciw życiu” [63]. 

Pierwszy antybiotyk, penicilinę, odkrył bakteriolog Alexander Fleming w 1928 roku. 

Zauważył on, że na agarowej płytce z kulturami gronkowców, rozwinął się szczep pleśni 

Penicillum notatum, który spowodował zahamowanie rozwoju bakterii. Naukowiec 

wyizolował substancję czynną z grzyba i odkrył, że posiada ona właściwości 

antybakteryjne przeciw patogenom Gram-dodatnim G(+) [64–66]. 

Obecnie antybiotyki, podobnie jak chemioterapeutyki, definiuje się jako substancje 

chemiczne, które wprowadzone do organizmów żywych wywołują efekt biologiczny. 

Należy jednak pamiętać, że chemioterapeutyki są wynalezione przez człowieka i nie 

posiadają naturalnego pierwowzoru [67,68]. Do omawianych związków 

przeciwdrobnoustrojowych należą środki naturalne, bądź produkowane częściowo 
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(półsyntetyczne) lub całkowicie (syntetyczne) przy użyciu technik syntetycznych [69]. 

Wyróżnia się dwie główne ścieżki ich działania: działanie bakteriobójcze, powodujące 

śmierć kolonii bakterii oraz bakteriostatyczne, hamujące wzrost i namnażanie patogenów 

[67,70]. Miarą aktywności antybiotyków są wartości MBC (najmniejsze stężenie 

bakteriobójcze, ang. minimal bactericidal activity) oraz MIC (najmniejsze stężenie 

hamujące, ang. minimal inhibitory concentration) wyrażone w jednostce mg/l lub μg/ml 

[71]. Antybiotyki mogą posiadać aktywność przeciw bakteriom Gram-dodatnim (G+), 

Gram-ujemnym (G-), jak i również mogą być stosowane przy zakażeniach 

mykoplazmatycznych. Bakterie G(+) posiadają grubą, wielowarstwową sieć mureiny  

z obecnymi kwasami tejchojowymi oraz są pozbawione błony zewnętrznej. W przypadku 

bakterii G(-) warstwa mureiny jest cienka, kwasy tejchojowe nie są w niej obecne, ale 

posiadają one błonę zewnętrzną, zbudowaną z fosfolipidów, białek oraz liposacharydów. 

Mykoplazmy są najmniejszymi bakteriami, które wielkością przypominają wirusy oraz 

nie posiadają błony komórkowej.  Bakterie stają się oporne na stosowane antybiotyki. 

Można wyróżnić dwa rodzaje oporności: naturalna, która jest cechą stałą występującą  

u wszystkich szczepów danego gatunku oraz nabyta, czyli wykształcona w trakcie życia 

drobnoustroju w odpowiedzi na stosowanie farmaceutyku [69]. 

Antybiotyki można klasyfikować na kilka sposobów, takich jak np. struktura 

molekularna, spektrum i sposób działania. Klasy antybiotyków na podstawie ich  

cząsteczki lub struktury chemicznej obejmują m.in. β-laktamy, tetracykliny, makrolidy, 

chinolony, sulfonamidy, aminoglikozydy, oksazolidynony, glikopeptydy, linkozamidy, 

streptograminy, lipopeptydy, aktynomycyny, ryfamycyny i nitrofurany [70,72,73]. 

Ponadto są one skierowane na różne cele molekularne (Rysunek 3). W związku z czym 

wyróżniamy następujące mechanizmy działania antybiotyków: 

 zakłócanie funkcji błony cytoplazmatycznej;  

 hamowanie syntezy ściany komórkowej, rozpad struktury lub funkcji błony 

komórkowej; 

 blokowanie biosyntezy prekursorów kwasów nukleinowych (nukleotydów 

purynowych lub pirymidynowych); 

 hamowanie syntezy białek wynikające z blokowania funkcji rybosomalnych 

poprzez łączenie z podjednostką 50S lub 30S; 

 hamowanie kluczowych procesów metabolicznych;  

 zakłócanie i hamowanie procesu replikacji DNA;  
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 hamowanie działania określonych enzymów (np. topoizomerazy II);  

 inhibicja syntezy RNA, poprzez hamowanie aktywności polimerazy RNA;  

 blokowanie matrycy DNA [63,69]. 

 Najbardziej popularne klasy antybiotyków wraz z opisem charakterystycznych 

elementów ich budowy, mechanizmem działania oraz przykładami zebrano w Tabeli 1.   

 

Rysunek 3. Schemat przedstawiający cele molekularne antybiotyków oraz ich przykłady  

(na podstawie literatury [72]). 
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Jedną z powszechnie stosowanych grup związków o charakterze bakteriobójczym 

są sulfonamidy. Pierwszym odkrytym związkiem należącym do tej grupy jest 

sulfanilamid, substancja aktywna Prontosilu. W 1935 roku, niemiecki patolog  

i bakteriolog – Gerhard Domagk zauważył aktywność bakteriologiczną tej substancji,  

a już po dwóch latach został on wprowadzony na rynek jako środek 

przedciwdrobnoustrojowy [66,75]. Obecnie sulfonamidy definiowane są jako związki 

siarkoorganiczne posiadające grupę sulfonamidową –SO2NH– bezpośrednio przyłączoną 

do pierścienia aromatycznego oraz podstawnik –NH2 w pozycji N4 [76]. Charakteryzują 

się one szerokim spektrum działania przeciwko bakteriom G(+) oraz G(-) takim jak m.in. 

Nocardia, E. coli, Klebsiella, Salmonella, Shigella, Enterobacter, Chlamydia trachomatis 

oraz niektórym pierwotniakom [72]. Mogą być stosowane w leczeniu m.in. zapalenia 

migdałków, posocznicy, meningokokowego zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych, 

czerwonki prątkowej i w wielu infekcjach dróg moczowych [77]. Sulfonamidy 

są strukturalnymi analogami kwasu p-aminobenzoesowego (PABA), dzięki czemu 

mechanizm ich działania opiera się na konkurencji obu powyżej wymienionych 

związków w szlaku prowadzącym do syntezy kwasów nukleinowych. W konsekwencji 

preparaty te powodują zahamowanie wzrostu komórek [77,78]. Schemat działania 

sulfonamidów przedstawiono na Rysunku 4.  

 

Rysunek 4. Schemat przedstawiający mechanizm działania sulfonamidów. 
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Wśród sulfonamidów stosowanych obecnie w medycynie oraz weterynarii można 

wyróżnić m.in. sulfaguanidynę (SGD), sulfapirydynę (SPY), sulfadiazynę (SDZ), 

sulfametoksazol (SMX), sulfatiazol (STZ), sulfamerazynę (SMR), sulfizoksazol (SIZ), 

sulfametazynę (SMT), sulfametoksypirydazynę (SMP), sulfachloropirydazynę (SCP)  

i sulfadimetoksynę (SDM) [79–81].  

Obecność grupy sulfonamidowej w strukturze antybiotyku może powodować 

tworzenie sieci wiązań wodorowych pomiędzy cząsteczkami. Takie same układy tworzą 

grupy karboksylowe, w związku z tym, sulfonamidy mogą być stosowane jako ich 

skuteczne bioizostery. Dzięki temu antybiotyki te mogą być modyfikowane w celu 

uniknięcia negatywnych właściwości grupy karboksylowej, takich jak toksyczność, 

niestabilność metaboliczna, czy ograniczona bierna dyfuzja przez błony biologiczne.  

W konsekwencji, występowanie ugrupowań sulfonamidowych cieszy się dużą 

popularnością w projektowaniu leków, a ich modyfikacje mogą zwiększać aktywność 

biologiczną [82]. Takie pochodne sulfonamidowe znajdują szerokie spektrum 

zastosowań w medycynie, farmakologii oraz farmacji, gdzie są stosowane jako środki 

przeciwbakteryjne [83–85], przeciwwirusowe [86], przeciwgrzybicze [83,87], 

przeciwzapalne [88,89], inhibitory proteaz [90,91], leki przeciwcukrzycowe [92,93]  

i przeciwnowotworowe [94,95]. Te ostatnie zostały zatwierdzone przez Agencję  

ds. Żywności i Leków (FDA) i są stosowane w terapiach nowotworowych. Przykładem 

takiego związku jest Belinostat, czyli inhibitor deacetylazy histonowej (HDAC), 

stosowany w leczeniu chłoniaka z obwodowych komórek limfocytów T [82,95,96]. 

Innym przykładem zatwierdzonego leku sulfonamidowego jest amsakryna – inhibitor 

topoizomerazy II. Jest ona stosowana do leczenia ostrych białaczek i chłoniaków,  

a zasada jej działania opiera się na interkalacji DNA komórek nowotworowych 

[82,97,98].  

Sulfonamidy i ich pochodne w swojej strukturze posiadają atomy donorowe (tlenu, 

siarki i azotu), co umożliwia im tworzenie połączeń koordynacyjnych z jonami metali. 

Właściwość ta jest często wykorzystywana przy projektowaniu nowych farmaceutyków, 

ponieważ umożliwia syntezę związków kompleksowych o znanym działaniu  

z biologicznie ważnymi jonami metali. Takie zabiegi wykazały wzrost aktywności 

biologicznej związku koordynacyjnego w porównaniu z wolnym ligandem [25,99]. 

Obecnie poszukuje się biologicznie aktywnych kompleksów metali przejściowych jako 

alternatywnych klas leków chemioterapeutycznych, które działają samodzielnie lub  
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w schematach skojarzonych, blokując niepożądaną proliferację komórek 

nowotworowych.  

Prawidłowe funkcjonowanie każdego organizmu jest możliwe dzięki obecności 

odpowiednich ilości jonów metali, a ich brak lub nadmiar może powodować choroby, 

kancerogenezę lub śmierć. Mogą one uczestniczyć w wielu reakcjach biochemicznych. 

Jony metali są odpowiedzialne m.in. za utrzymanie ładunków elektrycznych i ciśnienia 

osmotycznego, ułożenie i stabilność zasad nukleinowych oraz transkrypcję DNA. 

Przyczyniają się także do prawidłowego funkcjonowania komórek nerwowych, 

mięśniowych, mózgu i serca oraz transportu tlenu. Metalami niezbędnymi 

do prawidłowego funkcjonowania organizmu są m.in. sód (Na), potas (K), magnez (Mg), 

wapń (Ca), wanad (V), chrom (Cr), mangan (Mn), żelazo (Fe), kobalt (Co), nikiel (Ni), 

miedź (Cu), cynk (Zn), molibden (Mo) i kadm (Cd) [100–102]. W komórkach jony metali 

występują głównie w postaci związków koordynacyjnych, na przykład atomem 

centralnym chlorofilu A jest jon Mg2+, witaminy B12 – Co+, a hemu – Fe2+.  

Jony metali znajdują także zastosowanie w medycynie przy projektowaniu nowych 

substancji aktywnych leków. Obecnie w farmaceutyce coraz częściej wykorzystywane 

są związki koordynacyjne. Niektóre kompleksy Fe(III/II), Co(III) i Cu(II) posiadają 

właściwości przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe [103–106]. Związki zawierające 

w swojej strukturze Pd(II) mogą być wykorzystywane w leczeniu HIV, zakażeń 

mikrobami oraz białaczek [107–109]. Związki kompleksowe Pt(IV/II), Ru(III/II), 

Rh(III/II), Os(III/II) i Au(III/I) wykazują właściwości przeciwnowotworowe [110–112], 

a cząsteczki zawierające Ir(III) mogą być stosowane jako radioizotopy [113]. Jednym 

ze związków koordynacyjnych, zaakceptowanym przez Agencję ds. Żywności i Leków 

(FDA)  jest auranofina stosowana przy leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawów, 

posiadająca Au(III) jako atom centralny [114]. Przykłady takich połączeń można 

by mnożyć. 

Innym, popularnym związkiem koordynacyjnym stosowanym w medycynie jest 

cisplatyna oraz jej analogi drugiej i trzeciej generacji, wykorzystywane w leczeniu 

nowotworów. Ich głównym mechanizmem działania jest zakłócanie replikacji  

i transkrypcji DNA [115]. Jednakże, zastosowanie leków zawierających metale na bazie 

platyny w terapii nowotworów jest ograniczone ze względu na ich brak specyficzności  

w zakresie celowania w komórki nowotworowe w stosunku do komórek zdrowych, 

co prowadzi do poważnych skutków ubocznych. W związku z tym, konieczne jest 
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poszukiwanie nowych leków przeciwnowotworowych bazujących na jonach innych 

metali [116]. Metalami wysokiej cytotoksyczności są iryd, złoto, srebro, kobalt i ruten. 

Połączenia tych ostatnich wydają się najbardziej obiecującą klasą ze względu na swoje 

właściwości strukturalne i koordynacyjne. Doniesienia literaturowe wskazują na wiele 

właściwości związków koordynacyjnych jonów rutenu [117,118]. Zaliczają się do nich 

między innymi: 

 możliwość występowania rutenu na kilku stopniach utlenienia w warunkach 

fizjologicznych, dzięki czemu jest on odpowiedni do zastosowań 

farmaceutycznych;  

 występowanie oktaedrycznej geometrii kompleksów (w odróżnieniu 

od kwadratowo-płaskiej struktury związków platyny(II)) pozwala na steryczne 

dopasowanie do biomolekuły;  

 występowanie podobnej kinetyki podstawienia ligandów w procesach 

komórkowych, co charakteryzuje lek dużą stabilnością kinetyczną i ogranicza 

jego reakcje uboczne;  

 zdolność do naśladowania żelaza w procesie wiązania się z białkami transferyny  

i albuminy surowicy krwi, co umożliwia jonom rutenu przemieszczanie  

się po organizmie i przenikanie przez błony biologiczne [119]. 

Obecnie najskuteczniejszymi kandydatami do badań klinicznych są dwa związki 

koordynacyjne rutenu(III) – KP1019 oraz NAMI-A [120]. Te proleki są przekształcane  

w bardziej aktywne formy rutenu(II) przez środowisko występujące w komórkach 

nowotworowych. Dzięki obecności w guzach litych cząsteczek redukujących, takich jak 

glutation, cysteina czy kwas askorbinowy, oraz w warunkach niedotlenienia, związki 

KP1019 i NAMI-A wykorzystują mechanizm tzw. „aktywacji przez redukcję”  

(Rysunek 5) [121]. Cele molekularne kompleksów jonów rutenu obejmują: retikulum 

endoplazmatyczne, jądro komórkowe, mitochondrium, DNA, białka  

wewnątrzkomórkowe i niektóre enzymy, takie jak anhydraza węglanowa  

i topoizomeraza I, które zapewniają specyficzny mechanizm apoptozy komórek 

nowotworowych [122]. 
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Rysunek 5. Schemat działania leków zawierających trójwartościowe jony rutenu. 

Dotychczasowe badania wskazują, że chemia koordynacyjna rodu(III) jest 

interesującą alternatywą. W literaturze brakuje jednak kompleksowego przeglądu typów 

ich budowy ze względu na niską wydajność syntezy oraz słabą rozpuszczalność  

w roztworach wodnych. Biorąc pod uwagę badania biologiczne, udowodniono, że cieszą 

się one dużym zainteresowaniem ze względu na swoje właściwości chemiczne  

i biologiczne [123,124]. Kompleksy rodu(III) tworzą stabilne i różnorodne struktury 

metal-ligand. Mogą wiązać się z biomolekułami, zakłócać metabolizm komórkowy  

i wywoływać działanie przeciwnowotworowe [125]. Charakteryzują się różnorodnymi 

mechanizmami działania i celami molekularnymi [116]. W literaturze znajdują się 

informacje dotyczące interesujących szlaków przeciwnowotworowych, które wykazują 

kompleksy rodu(III):  

 blokowanie dimeryzacji szlaku sygnałowego i aktywacji transkrypcji 3 (STAT3), 

hamując w ten sposób proliferację komórek nowotworowych [126]; 

 kierowanie działania w mitochondria i zwiększanie poziomu reaktywnych form 

tlenu (ROS), aby uzyskać znaczące efekty przeciwnowotworowe [116]; 

 tworzenie silnych wiązań z biomolekułą DNA i białkami, w wyniku czego 

znacznie wzrasta aktywność przeciwnowotworowa [127]; 

 hamowanie aktywności kinaz [128]. 

Podsumowując, w związku rozpowszechniającym się problemem lekooporności  

i chorób nowotworowych konieczne jest poszukiwanie leków o większym spektrum 

działania biologicznego. Pochodne sulfonamidowe stanowią ciekawą ścieżkę badań 

ze względu na mnogość aktywności jakie wykazują. Na uwagę zasługuje również chemia 
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koordynacyjna trójwartościowych jonów rutenu i rodu. Badania dotyczące powyższych 

związków są alternatywą dla konwencjonalnych terapii. Uzyskane informacje pozwolą  

na zaproponowanie nowych struktur substancji o właściwościach terapeutycznych. 

W ramach przedstawionej dysertacji poruszono wyżej wymienione tematy. 

Wykonane przeze mnie badania w Katedrze Chemii Bionieorganicznej Wydziału Chemii 

Uniwersytetu Gdańskiego, stanowią integralną część jednej publikacji przeglądowej [P1] 

oraz czterech oryginalnych [P2-P5] w czasopismach znajdujących się na tzw. Liście 

Filadelfijskiej: 

[P1] Ramotowska, S.; Ciesielska, A.; Makowski, M. What Can Electrochemical Methods 

Offer in Determining DNA–Drug Interactions? Molecules 2021, 26, 3478, 

doi:10.3390/molecules26113478. 

[P2] Ciesielska, A.; Gawrońska, M.; Makowski, M.; Ramotowska, S. Sulfonamides 

Differing  

in the Alkylamino Substituent Length – Synthesis, Electrochemical Characteristic, Acid-

Base Profile and Complexation Properties. Polyhedron 2022, 221, 115868, 

doi:10.1016/j.poly.2022.115868. 

[P3] Ramotowska, S.; Spisz, P.; Brzeski, J.; Ciesielska, A.; Makowski, M. Application  

of the SwitchSense Technique for the Study of Small Molecules’ (Ethidium Bromide and 

Selected Sulfonamide Derivatives) Affinity to DNA in Real Time. J. Phys. Chem. B 2022, 

126, 7238–7251, doi:10.1021/acs.jpcb.2c03138. 

[P4] Brzeski, J.; Ciesielska, A.; Makowski, M. Theoretical Study on the Alkylamino-

Substituted Sulfonamides with Potential Biological Activity. J. Phys. Chem. B 2023, 127, 

30, 6620–6627, doi:10.1021/acs.jpcb.3c01965. 

[P5] Ciesielska, A.; Brzeski, J.; Zarzeczańska, D.; Stasiuk, M.; Makowski, M.; Brzeska,  

S. Exploring the interaction of biologically active compounds with DNA using the 

SwitchSense technique, UV-Vis spectroscopy, and computational methods. Spectrochim. 

Acta. A. Mol. Biomol. Spectrosc. 2024, 124313, doi:10.1016/j.saa.2024.124313. 

 Pełne wersje wyżej wymienionych publikacji zamieszczono na końcu pracy. 

Artykuł [P1] to praca przeglądowa, która wraz z Wprowadzeniem zawartym w rozprawie 

stanowi jej część teoretyczną. Publikacje [P2-P5] przedstawiają wyniki badań 

eksperymentalnych związanych z aktualnym stanem wiedzy.  
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2. Cele badawcze pracy 

Z powodu narastającego problemu lekooporności i zwiększającej się liczby 

zachorowalności na choroby nowotworowe, współczesna medycyna jest zmuszona  

do poszukiwania nowych preparatów farmaceutycznych o szerokim spektrum aktywności 

biologicznej. Jednymi z powszechnie stosowanych leków są sulfonamidy, które mogą 

ulegać licznym modyfikacjom oraz tworzyć połączenia koordynacyjne z biologicznie 

istotnymi jonami metali.   

Nadrzędnym celem dysertacji było zbadanie wpływu długości łańcucha 

alkiloaminowego pochodnych sulfonamidowych na ich właściwości fizykochemiczne, 

możliwości koordynacyjne z wybranymi jonami metali, zdolność do oddziaływania z helisą 

DNA oraz cytotoksyczność, właściwości bakteriobójcze i przeciwutleniające.  

Na Rysunku 6 przedstawiono w sposób graficzny podejmowane w pracy zagadnienia. 

 

Rysunek 6. Schemat przedstawiający wykonane badania oraz podejmowaną tematykę. 

Przeprowadzone badania obejmowały m.in. syntezę trzech pochodnych 

sulfonamidowych różniących się liczbą jednostek –CH2– w podstawniku R (Rysunek 7), 

których nazwy systematyczne oraz akronimy prezentują się następująco: 

 4-amino-N-(2-aminoetylo)benzenosulfonamid – NethylS; 

 4-amino-N-(2-aminopropylo)benzenosulfonamid – NpropylS;   

 4-amino-N-(2-aminobutylo)benzenosulfonamid – NbutylS. 
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Rysunek 7. Struktury trzech pochodnych sulfonamidowych, będących obiektami 

badawczymi w niniejszej dysertacji: A. NethylS, B. NpropylS oraz C. NbutylS. 

W celu określenia struktury otrzymanych związków zastosowano spektroskopię 

magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR), spektrometrię mas (MS), analizę 

elementarną oraz spektroskopię Fouriera w podczerwieni (FTIR) z wykorzystaniem 

modułu osłabionego całkowitego odbicia (ATR).  

Kolejnym etapem realizowanych badań była analiza profilu elektrochemicznego 

związków NethylS i NpropylS z wykorzystaniem woltamperometrii cyklicznej (CV)  

oraz pulsowej różnicowej (DPV). Została ona wykonana zarówno w środowisku 

protycznym, które występuje w organizmie człowieka, jak i aprotycznym ze względu 

na charakter lipofilowy błon komórkowych i enzymów. Pozwala to na odzwierciedlenie 

zachowania cząsteczek w układach biologicznych. Ponadto opisano wpływ pH 

środowiska na procesy redoks dwóch pochodnych sulfonamidowych, co pozwoliło 

na powiązanie występujących efektów elektrochemicznych z kwasowo-zasadowym 

charakterem związków.  

Następnie określono właściwości kwasowo-zasadowe trzech omawianych 

cząsteczek oraz wyznaczono ich wartości pKa z wykorzystaniem miareczkowania 

spektrofotometrycznego oraz potencjometrycznego. Wykonane badanie 

eksperymentalne zostało wsparte przez obliczenia teoretyczne. Analizy te wykonano  

w celu zdefiniowania zdolności związków do przenikania przez błony komórkowe oraz 

określenia ich formy protolitycznej w środowisku wewnątrzkomórkowym.  

W dalszej części badań poddano analizie właściwości kompleksotwórcze 

związków NethylS i NpropylS z trójwartościowymi jonami rutenu oraz rodu. W tym celu 

określono stałe trwałości utworzonych kompleksów z wykorzystaniem miareczkowania 

potencjomatrycznego. Przeprowadzone doświadczenie umożliwia zdefiniowanie 

preferowanego ułożenia przestrzennego związków koordynacyjnych.  
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Badania oddziaływań trzech pochodnych sulfonamidowych z helisą DNA 

pozwalają  na określenie ich sposobu i siły wiązania. W tym celu zastosowano technikę 

switchSENSE, dzięki której wykonano pomiary w przepływie, w czasie rzeczywistym. 

W związku z tym, możliwa była analiza kinetyki procesu tworzenia i rozpadu adduktu 

związek–DNA. W konsekwencji określono wartości współczynników szybkości 

asocjacji (ka) i dysocjacji (kd) oraz stałe tych procesów (KA, KD). Uzyskane wyniki były 

pomocne w określeniu powinowactwa omawianych struktur do wybranej sekwencji 

dwuniciowego DNA. Badania zostały uzupełnione analizą dokowania molekularnego, 

dzięki czemu omówiono możliwy tryb i miejsca wiązania pochodnych sulfonamidowych 

z biomolekułą DNA.  

Kolejna część badań miała na celu analizę właściwości przeciwutleniających 

związków NethylS i NpropylS z wykorzystaniem rodników DPPH• i ABTS•+. 

Doświadczenie przeprowadzono na spektrofotometrze UV-Vis, a uzyskane wyniki 

pozwoliły na określenie zdolności pochodnych sulfonamidowych do wychwytywania 

reaktywnych form tlenu (ROS).  

Ostatnia część badań została poświęcona analizie cytotoksyczności oraz testom 

mikrobiologicznym, które dostraczają informacji o aktywności biologicznej badanych 

pochodnych sulfonamidowych. 
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3. Opis stosowanych metod badawczych 

3.1.  Synteza pochodnych sulfonamidowych 

Syntezę prowadzono w pirydynie z wykorzystaniem chlorku N-acetylosulfanililu 

oraz odpowiednią diaminą z osłoną Boc na jednej grupie aminowej.  Mieszaninę reakcyjną 

ogrzewano w temperaturze 60°C przez 4 godziny. Postęp reakcji monitorowano za pomocą 

chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na żelu krzemionkowym (Merck) w układzie 

rozpuszczalnika chloroform-metanol-amoniak (25%) (v/v/v = 5:1:0,1). Po zakończeniu 

reakcji mieszaninę wylano do wody z lodem i zakwaszono 1 M HCl. Otrzymano olej, który 

zestalił się przez noc. Stały produkt oddzielono od fazy ciekłej przez odsączenie,  

a następnie przemyto wodą i wysuszono na powietrzu w temperaturze pokojowej. 

Otrzymano związki Ac-NethylS-BOC, Ac-NpropylS-BOC oraz Ac-NbutylS-BOC.  

W następnym etapie do etanolowych roztworów związków dodano 1 ml stężonego 

HCl. Mieszaninę reakcyjną mieszano w temperaturze 70°C przez noc, następnie 

rozcieńczono wodą i zalkalizowano NaHCO3 do pH 8. Postęp reakcji monitorowano 

za pomocą chromatografii cienkowarstwowej (TLC) w takich samych warunkach jak 

w etapie pierwszym. Roztwór odparowano, a pozostałość oczyszczono metodą 

chromatografii kolumnowej (żel krzemionkowy, Merck) w układzie rozpuszczalników 

kolejno: octan etylu – metanol 50:1; 40:1; 30:1; 20:1; 10:1; 5:1: 2:1 (v/v). Otrzymano 

związki NethylS, NpropylS i NbutylS w postaci gęstego oleju. W związku z tym, konieczne 

było przeprowadzenie związków w dichlorowodorki w celu otrzymania osadu. 

Do roztworów związków w mieszaninie octanu etylu i metanolu dodano niewielki nadmiar 

molowy roztworu chlorowodoru w eterze etylowym (2,0 M w eterze dietylowym). Związki 

pochodnych sulfonamidowych w postaci dichlorowodorków wytrąciły się, zostały 

przesączone, przemyte i wysuszone na powietrzu w temperaturze pokojowej. Wydajność 

syntezy dla związku NethylS wynosiła 43%, NpropylS – 40% i NbutylS – 35%. 

Synteza organiczna pochodnych sulfonamidowych została wykonana w Katedrze 

Chemii Bionieorganicznej Wydziału Chemii UG przeze mnie we współpracy  

z dr inż. Małgorzatą Gawrońską.  
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3.2.  Charakterystyka strukturalna związków 

Analizy 1H NMR i 13C NMR zostały zarejestrowane na spektrometrze Bruker 

AVANCE III (500 MHz). Widma masowe (MS) wykonano na instrumencie Bruker 

Daltonics (HCT Ultra). Analiza elementarna została zarejestrowana w analizatorze 

Elementar Vario El Cube.  

Widma w podczerwieni wykonano na spektrometrze Perkin Elmer Spectrum Two 

FTIR z wykorzystaniem modułu osłabionego całkowitego odbicia (ATR) z kryształem 

diamentu w zakresie widmowym 4000 ÷ 400 cm-1. 

W celu określenia zawartości chlorków w pochodnych sulfonamidowych 

wykorzystano metodę miareczkowania potencjometrycznego. Analizę wykonano przy 

użyciu sterowanego automatycznie mikrotitratora CerkoLab, wyposażonego w elektrodę  

z chlorku srebra (Schott). Przygotowano roztwór zawierający znaną ilość wzorca (NaCl)  

i próbki sulfonamidów do analizy w wodzie o stężeniu 2,5·10-3 M i objętości 10 ml. 

Podczas wykonywania miareczkowań potencjometrycznych układ sekwencyjnie 

rejestrował potencjał i dozował porcje titranta (AgNO3; 0,1 M) w stałej objętości (0,008359 

ml) ze strzykawki (1 ml; Hamilton). Każdy pomiar potencjometryczny składał się ze 120 

kroków i był wykonywany w temperaturze 25oC. Procedurę powtórzono trzykrotnie.  

Badania NMR, MS oraz analiza elementarna zostały wykonane w Sekcji Pomiarów 

Fizyko-Chemicznych Wydziału Chemii Uniwersytetu Gdańskiego.  

3.3.  Pomiary fizykochemiczne 

3.3.1. Pomiary woltamperometryczne 

Pomiary elektrochemiczne przeprowadzono przy użyciu potencjostatu Autolab 

PGSTAT204 (Metrohm Autolab B.V., Holandia), sterowanego oprogramowaniem Nova. 

We wszystkich badaniach woltamperometrii cyklicznej (CV) i pulsowej różnicowej 

(DPV) wykorzystano układ trzech elektrod. Jako elektrodę roboczą zastosowano elektrodę 

z węgla szklistego (GCE) o średnicy 2 mm, którą przed każdym pomiarem starannie 

polerowano przy użyciu zawiesiny tlenku glinu o wielkości 0,5 µm (Buehler). Elektrodą 

pomocniczą był drut platynowy. Do badań w roztworach wodnych (środowisku 

protycznym) zastosowano elektrodę chlorosrebrową w 1 M roztworze NaCl, jako elektrodę 

odniesienia. Podczas pomiarów w środowisku aprotycznym (DMSO) zastosowano 

elektrodę chlorosrebrową umieszczoną w metanolowym roztworze 0,1 M nadchloranu 

tetrabutyloamoniowym (TBAP). 
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Do wszystkich pomiarów woltamperometrycznych stosowano 1·10-3 M roztwory 

sulfonamidów. Podczas badań w środowisku wodnym zastosowano 0,1 M nadchloran sodu 

(NaClO4) jako elektrolit, w roztworach niewodnych użyto natomiast 0,1 M TBAP. W celu 

określenia wpływu zmiany pH na rejestrowane procesy redoks dodawano 

do przygotowanych zgodnie z opisem roztworów pochodnych sulfonamidowych 0,1 M 

kwas solny (HCl) oraz 0,1 M wodorotlenek potasu (KOH). Wszystkie pomiary 

woltamperometryczne wykonano w temperaturze 25oC. Roztwory odgazowano 

przepuszczając przez nie argon. Powtarzalność wyników zapewniono poprzez trzykrotną 

rejestrację woltamperogramów dla każdego doświadczenia. 

3.3.2. Badanie właściwości kwasowo-zasadowych 

W celu określenia właściwości kwasowo-zasadowych pochodnych 

sulfonamidowych oraz wyznaczenia wartości pKa wykorzystano miareczkowanie 

spektrometryczne oraz potencjometryczne. Pomiary widm UV-VIS zostały wykonane 

na spektrofotometrze Evolution 300 (Thermo Scientific, USA). Wartości pH roztworu 

badano po dodaniu każdej porcji titranta zastosowano automatyczny układ  

do mikromiareczkowania Cerko-Lab, wyposażony w elektrodę pH Hydromet.  

Roztwory analitu zostały przygotowane poprzez rozpuszczenie pochodnej 

sulfonamidowej w 5,27·10-3 M kwasie solnym (HCl), tak aby stężenie analizowanego 

związku wynosiło 6·10-5 M. Układ miareczkowano w stałej objętości (0,008359 ml) 

ze strzykawki Hamilton o pojemności 1 ml roztworem 2,09·10-3 M wodorotlenku potasu 

(KOH). Każdy wykonany pomiar składał się ze 120 kroków. Wszystkie pomiary wykonano 

w temperaturze 25oC. Procedurę wykonano dwukrotnie.  

Wartości stałych dysocjacji kwasów obliczono za pomocą równania Hendersona-

Hasselbacha (1) zaimplementowanego w programie Origin Lab: 

𝐴 =
𝐴1+𝐴2∙10(𝑝𝐻−𝑝𝐾𝑎1)

10(𝑝𝐻−𝑝K𝑎1)+1
+

𝐴2+𝐴3∙10(𝑝𝐻−𝑝𝐾𝑎2)

10(𝑝𝐻−𝑝K𝑎2)+1
+

𝐴3+𝐴4∙10(𝑝𝐻−𝑝𝐾𝑎3)

10(𝑝𝐻−𝑝K𝑎3)+1
 (1) 

gdzie 𝐴𝑛 jest absorbancją różnych form protolitycznych. Pomiary i wyznaczanie wartości 

pKa opierają się na zmianie intensywności absorpcji w funkcji pH roztworu [129,130]. 

3.3.3. Badanie właściwości kompleksotwórczych 

Analizy właściwości kompleksujących pochodnych sulfonamidowych z jonami 

rutenu(III) i rodu(III) prowadzono metodą miareczkowania potencjometrycznego. W tym 

celu zastosowano automatyczny układ do mikromiareczkowania Cerko-Lab, 
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wyposażonego w elektrodę pH (Hydromet) o parametrach kalibracyjnych E = 402,18 mV 

i S = -57,82 mV na jednostkę pH. 

Roztwór do analizy, o objętości 4 ml, przygotowano poprzez rozpuszczenie 

pochodnej sulfonamidowej w 2,5·10-3 M HCl, tak aby stężenie związku wynosiło  

3.0·10-3 M. Do analitu dodano również odpowiednią sól jonu metalu (RuCl3 lub RhCl3),  

a jego stężenie w mieszaninie wynosiło 1,0·10-3 M. Podczas wykonywania miareczkowań 

potencjometrycznych układ sekwencyjnie rejestrował potencjał i dozował porcje titranta 

(KOH; 0,1 M) w stałej objętości (0,004162 ml) ze strzykawki (0,5 ml; Hamilton). Każdy 

pomiar składał się ze 120 kroków i został wykonany w temperaturze 25oC. Procedurę 

powtórzono dwukrotnie. 

Stopniowe i skumulowane stałe tworzenia związków wyznaczono za pomocą metody 

ogólnej J. Kostrowickiego i A. Liwo zaimplementowanej do pakietu obliczeniowego 

CVEQUID [131,132]. Wykorzystuje ona analizę nieliniową krzywej miareczkowania 

wyznaczonej eksperymentalnie, dzięki czemu zostaje dopasowany teoretyczny model 

równowag. Nieznane parametry dobiera się tak, aby dane uzyskane eksperymentalnie 

pokrywały się z założonym modelem równowagi. Stopniowe stałe tworzenia (K11 i K12), 

opisujące kolejne powstawanie kompleksu o stechiometrii 1:1 i 1:2 (metal: ligand), można 

przedstawić za pomocą następujących równań (2) i (3): 

𝑀3+ + 𝐿− ⇄  𝑀𝐿2+ K11 =
[𝑀𝐿2+]

[𝑀3+][𝐿−]
 (2) 

𝑀𝐿2+ + 𝐿− ⇄ 𝑀𝐿2
+        𝐾12 =

[𝑀𝐿2
+]

[𝑀𝐿2+][𝐿−]
 (3) 

skumulowaną stałą stabilności można wyrazić równaniem (4): 

𝑀3+ + 2𝐿− ⇄ 𝑀𝐿2
+ 𝛽12 =

[𝑀𝐿2
+]

[𝑀3+][𝐿−]2
=  𝐾11 ∙ 𝐾12 (4) 

gdzie 𝑀3+ jest jonem metalu, 𝐿− – ligandem, natomiast 𝑀𝐿2+ oraz 𝑀𝐿2
+ formy jonów 

kompleksowych. 
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3.3.4. Badanie oddziaływań z DNA przy pomocy techniki switchSENSE 

Badanie oddziaływań pochodnych sulfonamidowych z biomolekułą DNA 

przeprowadzono z wykorzystaniem techniki switchSENSE na aparacie heliX – Dynamic 

Biosensors. W rezultacie wyznaczono wartości stałych asocjacji (KA) i dysocjacji (KD) oraz 

szybkości (ka, kd) tych procesów.  

Technika switchSENSE wykorzystuje chipy (HeliX-ADP-2-0), zbudowane ze złotej 

powierzchni i zakotwiczonych na niej nici kwasu nukleinowego, składających się 48 par 

zasad (sekwencja zastrzeżona przez producenta). W procesie funkcjonalizacji zostaje 

przyłączony do niej fragment nici DNA, w której wyróżnia się adapter (5′-48 zasad + TAG 

TGC TGT AGG AGA ATA TAC GGG CTG CTC GTG TTG ACA AGT ACT GAT-3′) 

z przyłączonym fluoroforem oraz nić komplementarną (5′-ATC AGT ACT TGT CAA 

CAC GAG CAG CCC GTA TAT TCT CCT ACA GCA CTA-3′) (Rysunek 8). Możliwe 

są dwa tryby pracy aparatury: dynamiczny i statyczny. W pierwszym trybie, przyłączone 

do powierzchni chipa tzw. nanodźwignie można wprowadzić w kontrolowany ruch poprzez 

zmianę napięcia na powierzchni elektrod. Cząsteczki analitu wiążące się z nicią DNA 

spowalniają ruch nanodźwigni, w wyniku czego zmieniają się jej oscylacje i fluorescencja 

barwnika. Parametry te są następnie wykorzystywane do zdefiniowania szeregu 

parametrów kinetycznych i biofizycznych. Metoda ta umożliwia m.in. określanie wielkości 

cząsteczek i konformacji białek. W trybie statycznym nanodźwignia nie porusza się,  

a podczas oddziaływania analitu z DNA, wewnątrz barwnika fluorescencyjnego zachodzą 

zmiany fizykochemiczne. Dzięki temu możliwa jest pełna analiza kinetyczna tworzącego 

się adduktu DNA-analit. 

 

Rysunek 8. Schemat przedstawiający budowę powierzchni chipa po procesie 

funkcjonalizacji.  

Analizowanymi w publikacjach [P3] i [P5] związkami były: bromek etydyny (EB), 

sulfatiazol (STZ), NethylS, NpropylS, NbutylS, pirazyno-2-tiokarboksyamid (PTCA),  
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1-(2-hydroksyetyloamino)-antraceno-9,10-dion (AQ-NetOH) oraz netropsyna (NET). 

Związki EB, STZ, PTCA oraz NET zakupiono w Sigma-Aldrich. Syntezę oraz właściwości 

fizykochemiczne homologów sulfonamidowych opisano w publikacjach [P2] i [P4]. 

Pochodna antrachinonu (AQ-NetOH)  została zsyntezowana w Katedrze Chemii 

Analitycznej Wydziału Chemii UG przez dr hab. Pawła Niedziałkowskiego, prof. UG 

zgodnie z procedurą opisaną przez Krapcho i Shaw [133]. 

Serię próbek do analizy przygotowano zgodnie z danymi zawartymi w Tabeli 2.  

Tabela 2. Informacje dotyczące przygotowania serii roztworów do pomiarów oraz 

temperatura analiz wykonanych na aparacie heliX – Dynamic Biosensors. 

Związek Zakres stężeń 
Współczynnik 

rozcieńczenia 
Bufor 

Temperatura 

[oC] 

EB 1·10-6 M – 1·10-9 M 2 i 10 PE40, PE140 15, 25, 37 

STZ 1·10-4 M – 1,25·10-5 M 2 PE40 15, 25, 37 

NethylS 2·10-4 M – 2,5·10-5 M 2 PE40 15, 25, 37 

NpropylS 8·10-4 M – 1·10-4 M 2 PE40 15, 25, 37 

NbutylS 8·10−4 M – 5·10−5 M 2 PE40 25, 30, 37 

PTCA 8·10−4 M – 5·10−5 M 2 TE40 25, 30, 37 

AQ-NetOH 2·10−5 M – 1,25·10−5 M 2 TE40 25, 30, 37 

NET 2·10−4 M – 1,25·10−5 M 2 TE40 25, 30, 37 

 

Stosowane bufory zakupiono od firmy Dynamic Biosensors, których skład jest 

następujący: PE140 (pH 7,4; 10 mM Na2HPO4/NaH2PO4, 140 mM NaCl, 0,05% Tween20, 

50 µM EDTA, 50 µM EGTA), PE40 (pH 7,4; 10 mM Na2HPO4/NaH2PO4 , 40 mM NaCl, 

0,05% Tween20, 50 µM EDTA, 50 µM EGTA) oraz TE40 (10 mM Tris-HCl, 40 mM 

NaCl, 0.05 % Tween20, 50 μM EDTA,  50 μM EGTA) [134].   

Podczas pomiarów stosowano roztwór regeneracyjny służący do denaturacji 

dwuniciowych fragmentów DNA, w wyniku czego na powierzchni chipu pozostawione 

są jedynie jednoniciowe sekwencje kotwiczące. Ponadto wykorzystywano również roztwór 

pasywacyjny, zawierający związki tiolowe. Służy on do przemywania powierzchni 

elektrody w wyniku czego zapobiega niespecyficznemu wiązaniu zakotwiczonych nici 

kwasu nukleinowego do adaptera. Pozwala to na zwiększenie przyłączonych helis DNA 
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do powierzchni chipa oraz przedłuża jego żywotność. Wszystkie odczynniki, z wyjątkiem 

badanych analitów, zostały zakupione od producenta Dynamic Biosensors. 

Pierwszym krokiem wszystkich eksperymentów była funkcjonalizacja powierzchni 

chipa. Stężenie adaptera wynosiło 1·10–7 M, a czas tego procesu obejmował 200 s.  

Następnie przeprowadzono właściwą analiza kinetyki. Czas poświęcony na proces 

asocjacji i dysocjacji analitu do DNA został określony eksperymentalnie. Szybkość 

przepływu we wszystkich przypadkach wynosiła 200 µl/s. Proces dysocjacji prowadzono 

do całkowitego wypłukania analitu z układu przez bufor. Próbę ślepą przeprowadzono 

przed i po serii stężeń. Sprawdzenie stanu i parametrów zastosowanych chipów, przed 

i po pomiarze wykonano przeprowadzając test chipu.  

Pomiary zostały zarejestrowane w trzech temperaturach:  

 37°C, która odpowiada temperaturze ciała człowieka; 

 25°C, czyli temperaturze pokojowej, która jest zazwyczaj utrzymywana  

w laboratoriach chemicznych oraz do przeprowadzania eksperymentów; 

 15°C lub 30°C w celu analizy wpływu zmiany temperatury na parametry 

kinetyczne. 

Uzyskane wartości analizowanych parametrów kinetycznych zostały obliczone  

za pomocą oprogramowania heliOS (v2023.1.1). Otrzymane krzywe zmian fluorescencji 

dopasowano do modelu oddziaływania 1:1 wyrażonego przez następujące równania (5,6): 

 𝑦 = 𝐴(1 − 𝑒−(𝑘𝑎 𝑐+ 𝑘𝑑)  (𝑥−𝑡𝑎)) + 𝑦0   (5) 

 𝑦 = 𝐴(1 − 𝑒−𝑘𝑑 (𝑥−𝑡𝑑)) + 𝑦0 (6) 

gdzie 𝐴 to amplituda sygnału, 𝑡𝑎 i 𝑡𝑑 – czasy rozpoczęcia procesów asocjacji i dysocjacji,  

𝑦0 – linia bazowa, 𝑐 – stężenie, 𝑘𝑎 i 𝑘𝑑 –szybkości asocjacji i dysocjacji. Na podstawie 

powyższych równań (5,6)można obliczyć stałą asocjacji (KA) na podstawie równania (7): 

                                                             𝐾𝐴 =
𝑘𝑎

𝑘𝑑
  (7) 

Badania związków EB, STZ, AQ-NetOH oraz NET z wykorzystaniem techniki 

switchSENSE zostały wykonane w Katedrze Chemii Bionieorganicznej Wydziału Chemii 

UG przez dr Sandrę Brzeską oraz dr inż. Paulinę Spisz, natomiast analiza PTCA i NbutylS 

została przeprowadzona we współpracy z mgr Magdaleną Stasiuk.  
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3.3.5. Badanie oddziaływań z DNA przy pomocy miareczkowania  
spektrofotometrycznego 

Do zbadania oddziaływania związku 1-(2-hydroksyetyloamino)-antraceno-9,10-dion  

(AQ-NetOH) z helisą wykorzystano miareczkowanie spektrofotometryczne. Analizy 

przeprowadzono przy użyciu spektrofotometru Perkin Elmer Lambda 650 UV–Vis. Widma 

rejestrowano w zakresie długości fal od 200 do 700 nm przy użyciu kuwety kwarcowej  

o średnicy 1 cm. Bufor TE40 o pH 7,4 służył jako roztwór odniesienia. Roztwór DNA 

przygotowano przez rozcieńczenie DNA grasicy cielęcej (CT-DNA) uzyskanego 

od Sigma-Aldrich w buforze TE40 (pH 7,4) zakupionego od firmy Dynamic Biosensors  

(ten sam, który został wykorzystany w technice switchSENSE). 

Na podstawie pomiaru absorbancji roztworu DNA przy długości fali 260 nm 

określono jego stężenie (2,88∙10−4 M), którego molowy współczynnik absorpcji wynosi 

6600 M−1∙cm−1. Optymalne do pomiarów spektrofotometrycznych roztwory AQ-NetOH 

przygotowano poprzez rozpuszczenie porcji związku w Tris/HCl (pH 7,4) i poprzez kolejne 

rozcieńczenia doprowadzono do stężenia 2,52∙10−5 M. Miareczkowanie  

spektrofotometryczne przeprowadzono przy użyciu automatycznego układu w trybie 

ciągłym, wprowadzając stałe porcje roztworu DNA do kuwety pomiarowej w odstępach  

3-minutowych. Ustalono wcześniej, że po dodaniu jednej porcji roztworu DNA  

w nadmiarze do roztworu AQ-NetOH nie zaobserwowano zmian absorbancji w czasie.  

Aby uniknąć efektu rozcieńczenia roztworu w kuwecie (w wyniku dodania titranta) 

wprowadzono korektę stężenia. Wartość stałej wiązania (asocjacji) wyznaczono  

za pomocą równania Benesiego-Hildebranda (8) [135]: 

 
𝐴0

(𝐴−𝐴0)
=

1

(𝐴∞−𝐴0)
+

1

(𝐴∞−𝐴0)𝐾
∙

1

[𝐷𝑁𝐴]
 (8) 

gdzie 𝐴0 to absorbancja związku bez dodatku DNA, A – absorbancja przy różnych 

stężeniach DNA, 𝐴∞ – końcowa absorbancja powstałego adduktu AQ-NetOH–DNA,  

K – stała wiązania oraz [DNA] – stężenie roztworu DNA. Zależność tę można 

przedstawić w postaci równania liniowego y = ax + b, w którym zmiennymi  

są 𝐴0/(𝐴 − 𝐴0) oraz 1/[𝐷𝑁𝐴]. 

Badanie oddziaływania związku AQ-NetOH z biomolekułą DNA wykonane  

z użyciem miareczkowania spektrofotometrycznego zostało wykonane w Katedrze Chemii 

Analitycznej Wydziału Chemii UG przez dr Dorotę Zarzeczańską. 

  



Opis stosowanych metod badawczych 

46 
 

3.3.6. Badanie właściwości przeciwutleniających  

W celu określenia zdolności dwóch pochodnych sulfonamidowych (NethylS  

i NpropylS) do wychwytywania reaktywnych form tlenu (ROS) wykonano analizę 

właściwości przeciwutleniających z wykorzystaniem rodników ABTS+ oraz DPPH. 

Roztwór kationu rodnika ABTS+ otrzymano w reakcji kwasu ABTS  

z nadsiarczanem potasu (K2S2O8). Rozpuszczono 22,5 mg ABTS oraz 5 mg K2S2O8  

w 50 ml buforu Tris-HCl o pH 7,4. Mieszaninę pozostawiono w ciemności na 24 godziny 

w temperaturze pokojowej. Następnie dobrano eksperymentalnie stężenie ABTS+, tak aby 

maksimum absorpcji roztworu wynosiło 2 w danych warunkach pomiarowych. 

Przygotowano serię rozcieńczeń związków w buforze Tris-HCl o pH 7,4, o następujących 

steżeniach: 

 NethylS – 10 mM, 9 mM, 8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1 mM; 

 NpropylS – 10 mM, 9 mM, 8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM. 

Próbki do analizy sporządzono poprzez zmieszanie 1 ml roztworu rodnika oraz  

1 ml roztworu badanego związku o danym stężeniu. Roztwór odniesienia przygotowano  

przez 2-krotnie rozcieńczenie ABTS+ buforem Tris. Wszystkie próbki inkubowano przez  

1 godzinę w ciemnym miejscu. Następnie spektrofotometrycznie monitorowano zmianę 

absorbancji przy 734 nm. Procentowe wychwytywanie [S] rodnika ABTS·+ obliczono  

przy użyciu wzoru (9): 

 𝑆 [%] =
𝐴0−𝐴𝑝

𝐴0
 100%  (9) 

gdzie 𝐴0 to absorbancja próby kontrolnej, a 𝐴𝑝 – absorbancja analizowanej próbki. 

Roztwór rodnika DPPH przygotowano poprzez rozpuszczenie 4 mg związku  

w 50 ml metanolu. Mieszaninę pozostawiono w ciemności na 24 godziny w temperaturze 

pokojowej. Następnie dobrano eksperymentalnie stężenie DPPH, tak aby maksimum 

absorpcji roztworu wynosiło 2. Przygotowano serię roztworów pochodnych 

sulfonamidowych w wodzie o takich samych stężeniach jak dla analizy z rodnikiem 

ABTS+. Próbki przygotowano poprzez zmieszanie 1 ml roztworu DPPH oraz 1 ml 

roztworu badanego związku, a następnie inkubowano przez 1 godzinę w ciemnym miejscu. 

Monitorowano spektrofotometrycznie zmianę absorbancji przy długości fali 515 nm.  
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Badanie wykonano we współpracy z dr. hab. Dariuszem Wyrzykowskim, prof. UG 

oraz dr Aleksandrą Tesmar z Katedry Chemii Ogólnej i Nieorganicznej Wydziału Chemii 

UG. 

3.4.  Obliczenia teoretyczne 

Obliczenia oparte o metody gęstości funkcjonału (ang. Denisty Functional Theory - 

DFT) zostały wykorzystane do określenia miejsc wiązania i energii oddziaływania 

badanych związków (bromku etydyny (EB), sulfatiazolu (STZ), NethylS, NpropylS, 

NbutylS, pirazyno-2-tiokarboksyamid (PTCA), 1-(2-hydroksyetyloamino)-antraceno-

9,10-dion (AQ-NetOH)) z fragmentem helisy DNA wykorzystywanym w badaniach 

eksperymentalnych. 

Struktury równowagowe wszystkich analitów zostały uzyskane poprzez 

optymalizację geometrii z wykorzystaniem funkcjonału wB97XD [136], w tym dyspersji 

empirycznej i zestawu bazowego typu Pople'a 6-311++G(2d,2p) [137]. Następnie 

obliczono stałe siły i częstotliwości drgań, aby upewnić się, że zoptymalizowane struktury 

stanowią prawdziwe minima na powierzchni energii potencjalnej. Środowisko wodne  

(ε = 78,3553) roztworu zostało przybliżone poprzez zastosowanie przewodnikowego 

ciągłego modelu polaryzacji solwatacji (ang. conductor-like polarization continuum model 

– CPCM) [138] w obliczeniach w publikacji [P3]. Wpływ rozpuszczalników (wody  

o ε = 78,3553 i n-oktanolu o ε = 9,8629) wyliczony w publikacji [P4] przybliżono stosując 

metodę samouzgodnionego pola reakcji (ang. Self-Consistent Reaction Field - SCRF) [139] 

i modelu gęstości rozpuszczalnika (ang. Solvation Model Density – SMD) [140]. Wszystkie 

obliczenia z zakresu chemii obliczeniowej przeprowadzono przy użyciu pakietu 

obliczeniowego GAUSSIAN16 (wersja C.01) [141].  

W celu symulacji dokowania molekularnego użyto programu AutoDock 4.2, wersja 

4.2.6 [142]. Do zbudowania struktury receptora w oparciu o sekwencję helisy DNA 

stosowaną w technice switchSENSE wykorzystano NAB (Nucleic Acid Builder) [143]. 

Tak otrzymany układ poddano symulacji dynamiki molekularnej (ang. Molecular 

Dynamics – MD) z wykorzystaniem pola siłowego OL15 [144] w ramach pakietu 

obliczeniowego AMBER14 [145]. Wykorzystane w obliczeniach struktury analitów oraz 

helisa DNA zostały pozbawione niepolarnych atomów wodoru dla przyspieszenia czasu 

obliczeń. Dla wspomnianych konstrukcji obliczono ładunki cząstkowe Gasteigera [146], 

które następnie wykorzystano w symulacjach dokowania. Wiązanie analitów z helisą DNA 

zostało przeprowadzone przy użyciu Algorytmu Genetycznego. 



Opis stosowanych metod badawczych 

48 
 

Wartości pKa odpowiadające różnym stanom sprotonowania sulfonamidów 

obliczono metodą bezpośrednią, która wykorzystuje cykl termodynamiczny [147]. 

Aby wyeliminować błędy wynikające z niedokładnych różnicowych energii wolnych 

solwatacji kwasu i sprzężonej zasady zastosowano metodę Muckermana [148]. 

Hydrofilowość analizowanych związków oceniano poprzez obliczenie wartości log P 

[149]. Ponadto w celu określenia stopnia kowalescencji badanych wiązań wodorowych 

przeprowadzono analizę Fuzzy Bond Order (FBO) [150]. 

Wszystkie obliczenia teoretyczne zawarte w publikacjach [P3-P5] zostały 

wykonane w Katedrze Chemii Bionieorganicznej Wydziału Chemii UG przez dr. Jakuba 

Brzeskiego.  

 

3.5.  Badania biologiczne 

3.5.1. Badanie cytotoksyczności 

Badania biologiczne trzech pochodnych sulfonamidowych (NethylS, NpropylS oraz 

NbutylS) wykonano na dwóch ludzkich liniach komórkowych: HB2 (nie-nowotworowe 

komórki nabłonka piersi) i SKBr3 (gruczolakorak piersi).  

Komórki hodowano w pożywce Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) 

(Sigma) uzupełnionej 10% płodową surowicą bydlęcą (Gibco), 100 U/ml  

penicyliny/100 µg/ml streptomycyny (Sigma), a w przypadku linii HB2 dodawano także  

5 µg/ml hydrokortyzonu (Sigma) i 10 µg/ml ludzkiej insuliny (Sigma). Komórki 

namnażano i hodowano w temperaturze 37°C, 5% CO2. Analizowane związki dodawano 

do pożywki hodowlanej na 48 godzin przed przeprowadzeniem testów cytotoksyczności 

(MTT). 

Komórki wysiewano na 96-dołkową płytkę dzień przed dodaniem związków 

NethylS, NpropylS, NbutylS. Po upływie 48 godzin od dodania badanych związków, 

pożywkę hodowlaną zastąpiono świeżą pożywką zawierającą 0,5 mg/ml soli tetrazolowej  

(bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) (Sigma). Komórki 

inkubowano w temperaturze 37°C, 5% CO2 przez kolejne 4 godziny. Kryształy formazanu 

powstałych w komórkach rozpuszczono poprzez dodanie roztworu DMSO, a następnie 

przeprowadzono pomiary absorbancji przy OD = 590 nm. 
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Badania zostały wykonane przez członków Pracowni Molekularnej i Komórkowej 

Nefrologii, Instytutu Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego, 

Polskiej Akademii Nauk. 

3.5.2. Badania mikrobiologiczne 

Badania mikrobiologiczne trzech pochodnych sulfonamidowych (NethylS, 

NpropylS oraz NbutylS) wykonano na szczepach bakterii G(+) (Staphylococcus aureus – 

gronkowca złocistego), G(-) (Escherichia coli – pałeczki okrężnicy) oraz drożdży 

Candida albicans. 

Pierwszy etap badań obejmował określenie minimalnego stężenia hamującego 

wzorstu mikroorganizmów (MIC). Analizy wykonano na 96-dołkowej płytce, w której 

umieszczono roztwory pochodnych sulfonamidowych oraz pożywkę bakteryjną Mueller-

Hinton uzupełnionej kationami – CA-MHB (Becton, Dickinson and Company), w taki 

sposób aby objętość mieszaniny była równa 100 μl, a stężenia sulfonamidów wynosiły 

800 μM, 700 μM, 600 μM, 500 μM, 250 μM oraz 100 μM. Następnie do każdego dołka 

dodano 10 μl zawiesiny bakterii lub drożdży o stężeniu 5·105 CFU/ml. Równocześnie 

wykonano również próbę kontrolną w trzech dołkach dodając 100 μl pożywki i 10 μl 

roztworu mikroorganizmów. Następnie wysiano ich zawartość na szalkach Petriego 

zawierających podłoże TSA (tryptone-soja-agar)(BTL). Próbki inkubowano  

w temperaturze 37°C przez 24 godziny. 

Kolejny etap polegał na wyznaczeniu najmniejszego stężenia bakteriobójczego 

(MBC), które wykazuje redukcję 99,9% mikroorganizmów. Badania przeprowadzono 

na 96-dołkowych płytkach zawierających 80 μl pożywki bakteryjnej Mueller-Hinton 

uzupełnionej kationami – CA-MHB oraz 20 μl roztworu pochodnych sulfonamidowych 

o stężeniu 4 mM. Do każdego dołka dodano 10 μl zawiesiny bakterii lub drożdży 

o stężeniu 5·105 CFU/mL. Następnie mieszaniny wysiano na szalkach Petriego 

zawierających pożywkę TSA i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C. 

Badania zostały wykonane w Zakładzie Badań Związków Biologicznie Czynnych, 

Międzyuczelnianego Wydziału Biotechnologii UG i GUMed przez mgr Magdalenę 

Stasiuk pod okiem prof. dr hab. inż. Aleksandry Królickiej.
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4. Przedmiot badań oraz komentarz 

4.1. [P1] What Can Electrochemical Methods Offer in Determining DNA–Drug 

Interactions? 

W publikacji przeglądowej [P1] podjęto dyskusję dotyczącą zastosowania technik 

elektrochemicznych w analizie oddziaływań związków chemicznych z biomolekułą 

DNA. Określenie ich rodzaju i siły jest nieodzownym elementem badań nad 

poszukiwaniem nowych farmaceutyków. W tego typu badaniach coraz częściej 

wykorzystuje się metody elektrochemiczne, ze względu na ich czułość, prostotę i niski 

koszt. W artykule zebrano i omówiono różne podejścia elektrochemiczne stosowane  

w badaniu oddziaływań pomiędzy środkami farmaceutycznymi, a biomolekułą DNA. 

Główny nacisk położono na prace z ostatniej dekady, ze szczególnym uwzględnieniem 

technik woltamperometrycznych. Przedstawiono najbardziej preferowane podejścia 

eksperymentalne, materiały elektrodowe oraz nowe metody modyfikacji. 

W rozdziale pierwszym  omówiono możliwe sposoby oddziaływań farmaceutyków  

z biomolekułą DNA. Opisano i wyjaśniono m.in. zjawisko interkalacji oraz tworzenie 

wiązań niekowalencyjnych w małym lub dużym rowku wraz z przykładami leków 

reagującymi w ten sposób. Ponadto przedyskutowano techniki stosowane do analizy 

oddziaływań z DNA, wyróżniając m.in. metody spektroskopowe i spektroskopię  

UV–Vis, dichroizm liniowy i kołowy, spektrofluorymetrię, dializę równowagową, 

modelowanie molekularne, czy też powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR). 

Rozdział drugi koncentruje się na technikach elektrochemicznych  

wykorzystywanych w badaniu oddziaływań potencjalnych leków z DNA. Opisano zasadę 

wykonania pomiaru oraz rodzaje elektrod stosowane w tym celu. Zaznaczono tutaj, 

że obserwowane zmiany mogą obejmować m.in. przesunięcie potencjału formalnego 

pary redoks oraz spadek natężenia prądu szczytowego, co wynika z nagłego spadku 

współczynnika dyfuzji po związaniu farmaceutyku z DNA. Podczas wykonywania 

eksperymentu stężenie środka farmaceutycznego w roztworze nie ulega zmianie.  

Do mieszaniny stopniowo dodaje się DNA. Dzięki temu określa się wpływ kolejnych 

fragmentów (zwiększających stężenie DNA) na procesy redoks badanego układu. 

Alternatywną metodą jest modyfikacja elektrody polegająca na unieruchomieniu jednego  

z analizowanych elementów układu (badanego związku o aktywności biologicznej) lub 

DNA na powierzchni elektrody roboczej. Podejście drugie jest często wykorzystywane 

w celu uzyskania systemów biosensorów DNA do monitorowania interakcji leków.  
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W związku z czym, w tym rozdziale poruszono również tematykę biosensorów 

elektrochemicznych. 

W części trzeciej artykułu opisano metody i sposoby ich działania 

woltamperometrii cyklicznej (CV) oraz pulsowej różnicowej (DPV). W pracy poruszono 

również mniej popularne techniki takie jak woltamperometria fali prostokątnej (SWV), 

czy też elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (EIS). Wymienione metody 

dostarczają informacji m.in. na temat:  

 wartości współczynnika dyfuzji zarówno cząsteczki, jak i jej adduktu z DNA; 

 powinowactwa wiązania, które wyraża się jako wartość stałej wiązania; 

 rodzaju trybu oddziaływania; 

 wielkości miejsca/miejsc wiązania, w którym zachodzą oddziaływania lek-DNA. 

W publikacji wyróżniono zasadnicze parametry wszystkich opisanych w artykule 

badań, stosowane metody elektrochemiczne, materiały elektrod oraz układy, w których 

prowadzono omawiane badania. Wymieniono również wartości granic wykrywalności 

(LOD) i/lub granic oznaczalności (LOQ) oraz stałą wiązania, a także informację  

o sugerowanym mechanizmie oddziaływania. Przedmiotem omówionych badań były 

m.in. leki przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne, przeciwcukrzycowe, 

przeciwdepresyjne oraz flawonoidy.  

Wyniki badań zebrane w omawianym artykule przeglądowym pokazują, że metody 

elektrochemiczne są potężnym narzędziem w badaniach oddziaływań DNA-lek. 

Zaprezentowane dane literaturowe ilustrują kierunki badań i możliwości, jakie dają 

techniki woltamperometryczne. Zrozumienie mechanizmu oddziaływania DNA z lekiem 

ma kluczowe znaczenie w badaniach biologicznych nad procesami projektowania leków 

i rozwoju farmaceutycznego. Niezwykle przydatne w tym celu jest zastosowanie technik 

woltamperometrycznych. Ponadto, bioczujniki elektrochemiczne charakteryzują 

się wysoką selektywnością i są wygodne w użyciu. Ze względu na swoją użyteczność 

oczekuje się, że w przyszłości staną się one jeszcze bardziej popularne. Nowe 

dostosowania biosensorów najprawdopodobniej będą obejmować ich modyfikacje  

i tworzenie chipów ulegających regeneracji, które można dostosować do dowolnej 

pożądanej funkcjonalności. 
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4.2. [P2] Sulfonamides differing in the alkylamino substituent length – synthesis, 

electrochemical characteristic, acid-base profile and complexation properties 

W pracy [P2] przedstawiono wyniki badań wpływu długości łańcucha 

aminoalkilowego pochodnych sulfonamidowych na właściwości fizykochemiczne  

i kompleksotwórcze związków. Łączą one ze sobą chemię koordynacyjną 

trójwartościowych jonów rutenu i rodu z nowo zaprojektowanymi pochodnymi 

sulfonamidowymi o możliwym wykorzystaniu w farmaceutyce. Przeprowadzenie takich 

badań dla związków w kierunku zastosowań biologicznych jest niezwykle istotne 

dla zrozumienia sposobu ich działania, a także określenia najkorzystniejszych warunków 

osiągnięcia maksymalnego efektu farmaceutycznego. 

Wykonano syntezę dwóch pochodnych sulfonamidowych różniących się długością 

łańcucha alifatycznego: 4-amino-N-(2-aminoetyl)benzenosulfonamidu (NethylS) oraz  

4-amino-N-(3-aminopropyl)benzenosulfonamidu (NpropylS), a następnie potwierdzono  

ich strukturę z wykorzystaniem spektrometrii mas (MS), spektroskopii magnetycznego 

rezonansu jądrowego (NMR), analizy elementarnej oraz spektroskopii Fouriera  

w podczerwieni (FTIR). W dalszym etapie ustalono i opisano pełne profile 

elektrochemiczne badanych związków w środowisku protycznym i aprotycznym oraz 

zbadano wpływ zmiany pH na zachodzące w roztworze procesy redoks.  

Określono również profile spektroskopowe analitów, a co za tym idzie, ich wartości stałej 

dysocjacji kwasu pKa, które opisują zachowanie sulfonamidów w rozpuszczalniku. 

Dzięki temu, możliwe jest określenie zdolności związków do przenikania przez błony 

komórkowe oraz identyfikację jego protolitycznej postaci w środowisku 

wewnątrzkomórkowym. Ponadto określono stałe trwałości tworzenia związków 

koordynacyjnych z jonami Ru(III) i Rh(III), co pozwala na zdefiniowanie preferowanego 

ułożenia przestrzennego utworzonych kompleksów.  

Przeprowadzone pomiary elektrochemiczne zostały wykonane w środowisku 

protycznym (H2O) oraz aprotycznym (DMSO). Środowisko wodne występuje  

w organizmie prawie we wszystkich molekułach. Warto jednak zaznaczyć, że m.in.  

w błonach komórkowych lub enzymach, których wartości pKa różnią się znacznie 

od wartości w wodzie może występować środowisko lokalne ze względu na większy 

charakter lipofilowy tych indywiduów. W związku z tym, prowadzenie badań  

w warunkach niewodnych może odzwierciedlać zachowanie związku w układach 

biologicznych [151,152].  
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Na zarejestrowanych woltamperogramach cyklicznych (CV) (Rysunek 2 w [P2])  

w rozpuszczalniku aprotycznym (DMSO) dla obu związków (NethylS i NpropylS) 

obserwuje się dwa piki utlenienia. Dla związku NethylS występują one przy niższych 

wartościach potencjału (Ea1 = 0,840 V, Ea2 = 1,315 V) niż dla związku NpropylS  

(Ea1 = 0,924 V, Ea2 = 1,433 V). Zjawisko to świadczy o łatwiejszym utlenianiu pochodnej 

z łańcuchem etylowym w podstawniku. Szybkość pomiaru ma decydujący wpływ 

na powstanie piku Ea1, który jest niewidoczny przy bardzo małych szybkościach 

skanowania (10–25 mV/s) dla obu badanych związków, natomiast przy szybkościach 

większych niż 100 mV/s staje się szeroki i rozmyty dla NethylS. Związek NpropylS 

charakteryzuje się wyraźniejszymi i intensywniejszymi pikami. W przypadku roztworów 

wodnych dla obu związków widoczny jest jedynie jeden sygnał utlenienia, który 

dla związku NethylS występuje przy niższych wartościach potencjału (Ea1 = 0,973 V) 

niż w przypadku związku NpropylS (Ea1 = 1,094 V). Sugeruje to, że proces utleniania 

zachodzi łatwiej dla związku z krótszym łańcuchem alifatycznym. Dla obu ligandów 

zarówno w środowisku protycznym i aprotycznym wraz ze wzrostem szybkości 

rejestrowania pomiaru (od 10 mV/s do 300 mV/s) obserwuje się wzrost intensywności 

sygnałów, przy jego jednoczesnym przesunięciu w stronę bardziej dodatnich 

potencjałów. Dla obu związków zarejestrowano także woltamperogramy pulsowe 

różnicowe (DPV) (Rysunek 2 w [P2]) w DMSO i wodzie. W każdym przypadku 

zaobserwowano sygnał prądowy, którego wartość potencjału była zgodna  

z pomiarami CV. 

W celu określenia wpływu środowiska na procesy redoks badanych sulfonamidów  

oraz powiązania efektów elektrochemicznych z ich kwasowo-zasadowym charakterem 

rejestrowano woltamperogramy CV i DPV wodnych roztworów NethylS i NpropylS  

przy różnych wartościach pH. Zrozumienie właściwości kwasowo-zasadowych ligandów  

jest niezbędne do opisania ich zachowania w rozpuszczalniku. Pomiary wykonywano  

w roztworze wodnym w zakresie pH od 2,80 do 11,56. Roztwory pochodnych 

sulfonamidowych miały pH 3,69 dla NethylS i 3,86 dla NpropylS, do których  

dodawano porcję 0,1 M kwasu lub 0,1 M zasady. Wyniki zostały przestawione  

na Rysunku 3 w [P2]. Niskie początkowe wartości pH roztworów związków wynikają 

z ich postaci chlorowodorkowej. Dodatkowe zakwaszenie mieszaniny nie zmieniło 

położenia, ani intensywności sygnałów w porównaniu z początkowymi roztworami 

analizowanych związków. Dla badanych sulfonamidów zarejestrowanych w najbardziej 
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kwasowym środowisku zaobserwowano dobrze ukształtowane, intensywne, pojedyncze 

piki utleniania, zlokalizowane w pobliżu wartości potencjału 1 V. Sygnały te są widoczne 

na zarówno na woltamperogramach CV, jak i DPV, jednak w drugim przypadku 

obserwuje się bardziej widoczne zmiany. Prowadzą one do zmniejszenia natężenia 

(wartości prądu) sygnałów, a w pH zasadowym także do pojawienia się szerokich  

pików przy niższych wartościach potencjałów (w zakresie ok. 0,6 V – 0,8 V).  

Świadczy to o istotnym wpływie zasadowego pH na przebieg zachodzących procesów 

redoks. 

Do opisania właściwości spektroskopowych pochodnych sulfonamidowych  

i określenia warunków miareczkowania kwasowo-zasadowego, zarejestrowano 

ich widma absorpcji. Ponadto wykonano to samo badanie po dodaniu do analizowanego 

roztworu kwasu i zasady w celu sprawdzenia wpływu zmiany środowiska na kształt  

i intensywność maksimów. Omawiane sulfonamidy posiadają maksima absorpcji przy 

długości fali 262 nm dla NethylS i 261 nm dla NpropylS, których położenie nie uległo 

zmianie po dodaniu kwasu. Maksima obu związków przesunęły się jednak w stronę 

krótszych długości pod wpływem zasady (przesunięcie hipsochromowe). Dla NethylS 

przesunięcie to było silniejsze (Δλ = 5 nm) i łączyło się z efektem hipochromowym. 

Niemniej jednak w przypadku NpropylS przesunięcie w stronę błękitu było bardziej 

subtelne (Δλ = 2 nm) i nie zmniejszało intensywności pasma. 

Stała dysocjacji kwasu dostarcza informacji o formie protolitycznej w roztworze.  

W celu wyznaczenia wartości pKa badanych związków, należy określić model i liczbę 

równowag występujących w roztworze podczas miareczkowania  

pH-spektrofotometrycznego. Z zebranych danych eksperymentalnych wykreślono  

A-diagramy (Rysunek 5 i 6 w [P2]), czyli wykresy przedstawiające wzajemne zmiany 

absorbancji przy dwóch różnych długościach fali oraz zależności zmiany absorbancji (A) 

w funkcji pH. Na tej podstawie określono liczbę równowag w roztworze 

dla analizowanego związku (Rysunek 9). Wykazano obecność trzech równowag  

w roztworze, o czym świadczy obecność trzech segmentów na A-diagramie i taka sama 

liczba przegięć na wykresie zależności absorbancji (A) w funkcji pH. Obliczone wartości 

pKa dla związków NethylS i NpropylS przedstawiono w Tabeli 3. 
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Rysunek 9. Reakcje równowag dysocjacji związku NethylS (n = 2) i NpropylS (n = 3) 

(oryginalny rysunek nr 4 z publikacji [P2], praca Open Access – zgoda na wykorzystanie  

nie jest wymagana)  

Tabela 3. Wartości długości fali przy maksimum absorpcji (λmax), wartości molowego 

współczynnika absorpcji (ε) oraz wartości stałej dysocjacji kwasu (pKa) (z odchyleniem 

standardowym) (tabela nr 2 z publikacji [P2], przetłumaczona na język polski, praca  

Open Access – zgoda na wykorzystanie nie jest wymagana). 

Nazwa 

związku 

λmax 

[nm] 

ε dla λmax 

[dm3mol-

1cm-1] 

λmax [nm] 

(dodatek 

kwasu) 

λmax [nm] 

(dodatek 

zasady) 

pKa1 pKa2 pKa3 

NethylS 262 16,830 262 257 
2,62 

± 0,19 
6,45 ± 0,21 9,67± 0,08 

NpropylS 261 17,080 261 259 
2,11 

± 0,10 
6,35± 0,06 10,86± 0,19 

 

W przypadku badanych w pracy [P2] sulfonamidów wartości pKa1 związane  

z grupą aminową ugrupowania sulfonamidowego wynoszą około 2. Jeśli chodzi o reakcję 

dysocjacji grupy amidowej, wartości pKa2 wahają się od 5,5 do 7,7 w zależności 

od budowy podstawnika. Uzyskane z eksperymentu wyniki mieszczą się w zakresach 

typowych dla tej grupy związków [153,154]. Struktura podstawnika alkiloaminowego ma 

kluczowe znaczenie dla zasadowości cząsteczki, a jego długość powoduje zwiększenie 

odległości grupy aminowej od reszty cząsteczki, co powoduje wzrost zasadowości  

z obrębie tej grupy. W związku z tym wartość pKa3 jest mniejsza w przypadku związku 

NethylS (pKa3 = 9,67), niż dla związku NpropylS (pKa3 = 10,86). Ponadto, konsekwencją 
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większej odległości pomiędzy grupami aminowymi N1 i N3 (Rysunek 7) jest niższa 

wartość pKa1 dla pochodnej z łańcuchem propylowym (pKa1 = 2,62 dla NethylS;  

pKa1 = 2,11 dla NpropylS). 

 Ostatnim etapem badań była analiza właściwości kompleksotwórczych jonów 

Ru(III) i Rh(III) z pochodnymi sulfonamidowymi. Z uwagi na to, że ligandy NethylS  

i NpropylS zostały zsyntezowane w postaci dichlorowodorków, a co za tym idzie 

ich atomy donorowe są sprotonowane, znacząco utrudnia to lub całkowicie uniemożliwia 

proces kompleksowania jonów metali. W związku z tym, konieczne było 

ich aktywowanie poprzez deprotonację wraz z dodatkiem KOH podczas miareczkowania. 

Procesowi kompleksowania towarzyszyło odbarwianie roztworów. Przeprowadzone 

miareczkowania potencjometryczne umożliwiły ocenę stechiometrii otrzymanych jonów 

zespolonych oraz obliczenie wartości stałych stabilności. Na podstawie uzyskanych 

danych, wyznaczono wartości stałych trwałości utworzonych kompleksów  

(Rysunek 7 w [P2]). 

W związku z tym, że jony metali koordynują się sekwencyjnie z ligandami,  

w roztworze z pewnością obecne są formy kompleksu ML o stechiometrii 1:1, stąd 

obliczono wartość stopniowej stałej tworzenia K11, opisując tę równowagę. 

Zaobserwowano także obecność drugiej stopniowej równowagi tworzenia (oznaczoną 

stałą K12), związaną z przyłączeniem drugiego ligandu sulfonamidowego i utworzeniem 

kompleksu ML2. Na podstawie zależności pomiędzy stopniową i sumaryczną stałą 

trwałości wyznaczono także wartości β12. Wszystkie obliczone wartości stałych 

stabilności zebrano w Tabeli 4. 

Tabela 4. Wartości stopniowych stałych trwałości (K11 i K12) oraz sumarycznej stałej 

trwałości β12 związków kompleksowych Ru(III) i Rh(III) z pochodnymi sulfonamidowymi 

NethylS i NpropylS (z odchyleniem standardowym)(tabela nr 3 z publikacji [P2], 

przetłumaczona na język polski, praca Open Access – zgoda na wykorzystanie nie jest 

wymagana).  

Nazwa 

związku 

Rh3+  Ru3+ 

logK11 logK12 logβ12  logK11 logK12 logβ12 

NethylS 6,85 ± 1,64 11,36 ± 1,59 18,21  6,35 ± 0,62 12,08 ± 0,53 18,43 

NpropylS 8,78 ± 0,88 10,74 ± 0,83 19,51  5,90 ± 1,98 7,29 ± 1,66 13,19 

* logβ12 = logK11 + logK12 
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Dla wszystkich badanych form koordynacyjnych wartość K12 jest większa 

od wartości K11, co potwierdza tworzenie stabilnych połączeń, których stechiometria M:L 

została określona jako 1:2 (ML2). W przypadku kompleksów z jonem Rh(III) wartość 

kumulatywnej stałej stabilności obserwuje się wyższą dla ligandu NpropylS  

(logβ12 = 19,51), niż NethylS (logβ12 = 18,21). W przypadku form koordynacyjnych 

z jonami Ru(III) można zaobserwować zasadnicze różnice w wartościach stopniowej 

stałej K12. Dla ligandu NethylS wartość ta wynosi 12,08, natomiast dla NpropylS – 7,29,  

co wskazuje na mniejszą stabilność kompleksu stechiometrycznego ML2 NpropylS  

z jonami Ru(III). Przekłada się to również na wyższą wartość skumulowanej stałej 

stabilności (logβ12 = 18,43) w przypadku oddziaływania Ru(III) z ligandem NethylS.  

Sulfonamidy mogą koordynować jony metali na różne sposoby, takie jak:  

 chelatowanie przez atom azotu z podstawnika i atom tlenu grupy –SO2NH– [25]; 

 chelatowanie przez atom azotu z podstawnika i atom azotu ugrupowania  

–SO2NH– [155]; 

 chelatowanie przez atom azotu grupy anilinowej –NH2 i atom azotu ugrupowania  

–SO2NH– [156]; 

 chelatowanie zarówno atomu O, jak i atomu N z grupy –SO2NH– [157]; 

 koordynacja poprzez atom N podstawnika pierścienia heterocyklicznego [158]. 

W przypadku badanych ligandów atomami donorowymi, które mogą brać udział  

w kompleksowaniu jonów metali, są atomy azotu (głównie N2 i N3, rzadziej N1) 

(Rysunek 7) i ewentualnie atom tlenu grupy –SO2NH–. Elastyczna struktura podstawnika 

alkiloaminowego i konieczność aktywacji ligandu przez deprotonację w celu 

skompleksowania sugerują, że kationy metali są koordynowane przez atomy azotu N2  

i N3. Zaproponowany sposób koordynacji prowadzi do powstania w wyniku chelatacji 

stabilnych pierścieni pięcioczłonowych (w przypadku NethylS) lub sześcioczłonowych 

(w przypadku NpropylS). Uzyskane wartości kumulatywnych stałych stabilności 

wskazują, że w przypadku jonów rodu(III) bardziej uprzywilejowaną formą kompleksu 

jest sześcioczłonowy pierścień chelatowy (z ligandem NpropylS), natomiast jon 

rutenu(III) preferuje utworzenie pięcioczłonowego pierścienia poprzez kompleksowanie 

z NethylS. 

 Reasumując, pomiary elektrochemiczne wykazały obecność pików utleniania  

dla badanych związków sulfonamidowych, zarówno w wodzie, jak i w rozpuszczalniku 
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aprotycznym. Zachodzące procesy redoks były zależne od pH, jednak 

nie zaobserwowano istotnego wpływu szybkości procesów na ich przebieg. Związek 

NpropylS charakteryzował się wyraźniejszymi i intensywniejszymi pikami niż pochodna 

z krótszym łańcuchem w podstawniku (NethylS). 

Wyniki miareczkowania potencjometrycznego wykazały istnienie trzech 

równowag dysocjacji w roztworach badanych ligandów, co jest zgodne z obecnością 

trzech centrów kwasowo-zasadowych w obu cząsteczkach. Wyznaczone wartości stałych 

pKa1 i pKa2 są zgodne z danymi literaturowaymi dotyczącymi pochodnych 

sulfonamidowych. Struktura podstawnika przyłączonego do grupy aminowej 

ma kluczowe znaczenie dla zasadowości całej cząsteczki. Wykazano, że niewielka 

różnica w budowie badanych pochodnych, jak jednostka –CH2– w podstawniku R, 

wpływa na wartości stałej pKa opisującej dysocjację kolejnych protonów. Zwiększanie 

długości łańcucha w podstawniku powoduje wzrost zasadowości grupy aminowej atomu 

azotu N3, w efekcie czego zmniejsza się także wartość pKa odpowiadająca grupie 

aminowej (N1), niezależnie od odległość oddzielającej dwa centra kwasowo-zasadowe. 

Badania właściwości  kompleksotwórczych wykazały tworzenie się związków 

koordynacyjnych charakteryzujących się wysokimi wartościami stałych trwałości  

z jonami rodu(III) i rutenu(III). Dla obu jonów metali stechiometrię M:L form 

koordynacyjnych zdefiniowano jako 1:2 (ML2). Kompleksowanie jonów przez badane 

sulfonamidy może prowadzić do powstania pierścieni chelatowych o różnej wielkości, 

 w zależności od długości podstawnika alkiloaminowego biorącego udział w procesie 

koordynacji. Z naszych badań wynika, że w przypadku jonu rodu(III) preferowaną formą 

kompleksu jest sześcioczłonowy pierścień chelatowy z ligandem NpropylS, natomiast  

w przypadku jonów rutenu(III) preferowany jest pierścień pięcioczłonowy z ligandem 

NethylS. 

Informacja o profilu fizykochemicznym i właściwościach kompleksotwórczych 

badanych ligandów jest kluczowa dla dalszych badań tych układów. Mniejsza stabilność 

kompleksu NpropylS z jonami Ru(III) nie wyklucza go jako kandydata na skuteczny 

farmaceutyk. W przypadku związków kompleksowych o działaniu biologicznym 

związek musi wykazywać się wystarczająco dużą stabilnością, aby w skoordynowanej 

formie mógł dotrzeć do celu molekularnego. Z drugiej strony, pożądana jest również 

labilność takiego układu, aby umożliwić uwolnienie zarówno cząsteczek wolnych 

ligandów, jak i jonów metali w miejscu działania leku [159,160]. 
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4.3. [P3] Application of the SwitchSense Technique for the Study of Small 

Molecules’ (Ethidium Bromide and Selected Sulfonamide Derivatives) 

Affinity to DNA in Real Time 

Przedstawione w pracy [P3] badania miały na celu określenie sposobu wiązania  

i siły oddziaływania związków niskocząsteczkowych z łańcuchem DNA. Wykonane 

analizy były pomocne w określeniu powinowactwa analizowanych struktur do wybranej 

sekwencji dwuniciowego DNA oraz szybkości zachodzącego procesu asocjacji  

i dysocjacji. Ponadto wyznaczono wartości stałej wiązania adduktu DNA–analit. Wyniki 

badań switchSENSE zostały uzupełnione analizą dokowania molekularnego. Dzięki 

niemu omówiono możliwy tryb i miejsca wiązania badanych związków z konkretną 

sekwencją par zasad.  

Badania z wykorzystaniem techniki switchSENSE rozpoczęto od analizy 

oddziaływania interkalatora – bromku etydyny (EB) z łańcuchem DNA.  

EB charakteryzuje się wysoką wartością stałej wiązania z DNA, a termodynamiczna 

charakterystyka wiązania z tą biomolekułą została dobrze opisana z wykorzystaniem 

innych eksperymentów [161,162]. Głównym obiektem analizy były sulfonamidy 

ze względu na udowodnioną aktywność przeciwbakteryjną i przeciwnowotworową 

[72,82,95–98]. Jednym z nich był sulfatiazol (STZ) wykazujący działanie 

bakteriostatyczne. Jego oddziaływanie z DNA w roztworach zostało wcześniej określone 

przez członków Katedry Chemii Bionieorganicznej Wydziału Chemii Uniwersytetu 

Gdańskiego za pomocą miareczkowania spektrofotometrycznego [25]. Kolejnymi 

obiektami badawczymi były dwie pochodne sulfonamidowe, różniące się długością 

łańcucha sulfonamidowego: 4-amino-N-(2-aminoetylo)benzenosulfonamid (NethylS)  

i 4-amino-N-(2-aminopropylo)benzenosulfonamid (NpropylS), których syntezę  

i właściwości fizykochemiczne opisano w publikacji [P2]. 

W dalszej części artykułu przedstawiono i przedyskutowano otrzymane wyniki 

dotyczące związku EB. W literaturze pojawiają się odniesienia wskazujące 

na interkalację omawianego związku do helisy DNA poprzez oddziaływanie 

z sekwencjami guanina–cytozyna [163] oraz adenina–tymina [164]. Interkalacja jest 

wynikiem oddziaływania hydrofobowego, podczas którego cząsteczka aromatyczna 

zostaje przyciągana do niepolarnego środowiska par zasad z hydrofilowego otoczenia 

wodnego [165].  
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Uzyskane wyniki dokowania molekularnego (Rysunek 2 w [P3]) pozwoliły 

na określenie najkorzystniejszych miejsc wiązania EB. Znajdują się one w dolnej części 

badanej helisy DNA, tj. w części znajdującej się bliżej kotwicy umieszczonej na chipie. 

Wykonana analiza pozwoliła na określenie najbardziej popularnych oraz najsilniejszych 

miejsc oddziaływania EB. Oba te oddziaływania cząsteczki z helisą DNA zachodzą 

zazwyczaj w tym samym, mniejszym rowku, w którym dominuje obecność  

par adenina–tymina. Ponadto wyznaczono kolejne dwa najpopularniejsze miejsca 

wiązania związku, które znajdują się w pierwszym mniejszym rowku, w którym 

nie dominuje żadna konkretna para zasad, ponieważ zakotwiczony fragment helisy 

zaczyna się od sekwencji TAG TGC. Otrzymane wyniki dokowania molekularnego 

sugerują występowanie dużego powinowactwa bromku etydyny do adeniny oraz tyminy.  

W dalszej części badań teoretycznych wykonano dokładniejsze obliczenia dla adduktu 

EB–DNA w konkretnym rowku. Dzięki temu wykazano, że najpopularniejszym 

sposobem wiązania bromku etydyny jest jego prostopadłe ułożenie do mniejszego rowka 

helisy DNA. Najsilniejsze oddziaływanie natomiast zachodzi poprzez zaciśnięcie 

pierścieni na jednej z par zasad nukleinowych tworzących mniejszy rowek. Podobne 

konkluzje dotyczące sposobu wiązania EB z biomolekułą DNA poprzez oddziaływanie  

z parą zasad adenina–tymina zostały już wcześniej opisane w literaturze [164,166],  

co potwierdza słuszność tej tezy.  

Uzyskane z obliczeń teoretycznych wyniki wskazują na występowanie interkalacji 

bromku etydyny do helisy DNA. Podobny wniosek można otrzymać z danych 

eksperymentalnych porównując wartości stałej asocjacji (KA), które są wysokie  

(rzędu 104–106 M-1) dla tego rodzaju oddziaływania. Znane w literaturze stałe wiązania  

dla adduktu DNA–EB różnią się nieznacznie wartościami w zależności od zastosowanej 

techniki pomiarowej i wynoszą około 105–106 M-1 [162,167,168]. 

Badania dotyczące tworzenia adduktu EB–DNA z wykorzystaniem techniki 

switchSENSE przeprowadzono w dwóch trybach: dynamicznym i statycznym (w tym 

przypadku zastosowano dwie metody – słabych wiązań i kinetykę standardową).  

Na uzyskanych wykresach (Rysunek 4 w [P3]), dla wszystkich mierzonych wariantów, 

widoczne są krzywe odpowiadające za procesy asocjacji i dysocjacji. Podczas stosowania 

trybu dynamicznego wyniki były niezadowalające, przez co odrzucono zastosowanie 

tej metody w wykonywanych badaniach, z uwagi na:  
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 brak występowania korelacji pomiędzy stężeniem analitu, a intensywnością 

zmian fluorescencji; 

 niepowtarzalność uzyskanych wyników; 

 błędy w obliczeniach szybkości asocjacji i dysocjacji oraz stałej wiązania (KA), 

na co wskazują wysokie wartości odchyleń standardowych. 

Dzięki wykonanym pomiarom w trybie statycznym z wykorzystaniem metody kinetyki 

standardowej, można zaobserwować wyraźną krzywą odpowiadającą zachodzącemu 

procesowi asocjacji. Świadczy to o krótkim czasie tworzenia się adduktu EB–DNA. 

Następnie przez jedną minutę, na wykresie widoczna jest linia prosta utrzymująca 

się na stałym poziomie intensywności fluorescencji. Zjawisko to świadczy o tym, 

że wszystkie helisy DNA związały się z analitem. Po upływie 90 sekund rozpoczął 

się proces dysocjacji poprzez przemywanie powierzchni chipu buforem.  

Obserwuje się w tym momencie spadek intensywności zmian fluorescencji do wartości 

początkowych. Powstała krzywa odpowiada za proces dysocacji i jest mniej ostra, 

niż w przypadku asocjacji. Sugeruje to tworzenie silnego wiązania EB z helisą DNA. 

W końcowej fazie wykresu można zaobserwować wypłaszczenie krzywej na poziomie 

zmian intensywności fluorescencji dążącej do 0, co świadczy o całkowitej dysocjacji 

cząsteczek analitu od nici DNA. Podobny kształt krzywych jest widoczny na wykresach 

uzyskanych z pomiaru wykorzystującego metodę słabych wiązań. W tym przypadku 

skrócono czas prowadzenia zarówno procesu asocacji i dysocjacji w celu 

zoptymalizowania przebiegu analizy. Wyznaczone wartości szybkości ka i kd wraz 

ze stałymi KA i KD były powtarzalne (w trzech niezależnych doświadczeniach) 

i przedstawiono je w Tabeli 5.  

Uzyskane wartości współczynników szybkości asocjacji (ka) sugerują wpływ 

temperatury na oddziaływanie związku. Wzrost temperatury otoczenia prostych układów  

o małej masie cząsteczkowej powoduje z reguły zwiększenie ich mobilności oraz 

reaktywności w roztworach. Analiza wartości ka prowadzi do wniosku, że tendencja 

ta utrzymuje się w badanym przypadku dla temperatur z zakresu 25–37°C. W przypadku 

dużych układów (takich jak białka czy kwasy nukleinowe) temperatura wpływa  

w większym stopniu na konformację, a co za tym idzie na ich reaktywność,  

niż w przypadku małych cząsteczek [169,170]. Ponadto zaobserwowano przyspieszenie 

procesu asocjacji EB z DNA na skutek obniżenia temperatury (z 25 do 15°C). Może być 

to spowodowane faktem, że w 15°C DNA przyjmuje korzystną termodynamicznie 
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konfigurację, która pozwala na szybsze i silniejsze oddziaływanie z EB.  

Wyższa temperatura, powodująca zwiększone drgania i ruch cząsteczek, utrudnia 

utrzymanie wiązania. Warto również zaznaczyć, że wartości współczynników szybkości 

dysocjacji kd nie różną się znacząco w zależności od temperatury. Sugeruje to, że w tym 

procesie decyduje głównie przepływ buforu przez układ. Ponadto widoczne są różnice 

w wartościach stałej asocjacji (KA) i dysocjacji (KD) dla pomiarów zarejestrowanych 

w trzech różnych temperaturach, które wynikają głównie z wartości współczynników  

szybkości ka i kb. Uzyskane wyniki pomiaru z zastosowaniem metody kinetyki 

standardowej są zbliżone do wartości z analizy metodą słabych wiązań.  

Potwierdza to możliwość wykorzystania obu podtypów trybu statycznego do określenia 

parametrów kinetycznych oddziaływania bromku etydyny z DNA. 

Tabela 5. Wartości (wraz z ich odchyleniami standardowymi) ustalonych szybkości 

asocjacji (ka), szybkości dysocjacji (kd), stałych asocjacji (KA) i stałych dysocjacji (KD) 

dla wiązania EB z helisą DNA w buforze PE140 (tabela nr 1 z publikacji [P3], 

przetłumaczona na język polski, praca Open Access – zgoda na wykorzystanie nie jest 

wymagana). 

Tryb pracy 
Temp. 

[oC] 
ka [M-1s-1] kd [s-1] KD [M] KA [M-1] 

Statyczna 

kinetyka 

standardowa 

(standard) 

15 (1,50 ± 0,16)  106 0,359 ± 0,005 (2,39 ± 0,25)  10–7 (4,19 ± 0,44)  106 

25 (6,98 ± 0,63)  105 0,358 ± 0,007 (5,13 ± 0,47)  10–7 (1,95 ± 0,18)  106 

37 (8,55 ± 0,95)  105 0,360 ± 0,006 (4,22 ± 0,47)  10–7 (2,37 ± 0,27)  106 

Statyczna 

słabe wiązania 

(weak binders) 

15 (1,69 ± 0,20)  106 0,391 ± 0,007 (2,32 ± 0,27)  10-7 (4,31 ± 0,51)  106 

25 (6,04 ± 0,18)  105 0,478 ± 0,190 (7,91 ± 0,45)  10–7 (1,26 ± 0,23)  106 

37 (1,03 ± 0,19)  106 0,388 ± 0,008 (3,75 ± 0,69)  10–7 (2,67 ± 0,49)  106 

 

Środowisko, w którym zachodzi proces asocjacji może mieć wpływ na tworzenie 

się adduktu analitu z helisą DNA. Ponadto udowodniono wpływ różnych sił jonowych 

na konformację cząsteczek DNA połączonych końcami z powierzchnią chipu [169].  

W przypadku analizy związku EB w buforze PE140 zastosowano zakres stężeń  

od 10-6 do 10-8 M, który powodował zmiany fluorescencji na poziomie  
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od około 2 do 30%. Były to parametry najkorzystniejsze dla pomiarów. Zbyt małe zmiany 

fluorescencji (poniżej około 1%) mogą prowadzić do uzyskania wartości parametrów 

kinetycznych o dużym odchyleniu standardowym. Doświadczenie zostało powtórzone  

z wykorzystaniem buforu PE40. Na otrzymanych wykresach (Rysunek 5 w [P3]) 

widoczny jest wzrost aktywności fluoroforu, a zmiany intensywności fluorescencji 

utrzymują się w zakresie od 2 do 70%. Bufor PE40 charakteryzuje się niższym stężeniem 

NaCl (mniejszą siłą jonową) w porównaniu do buforu PE140, jednak  

w obu przypadkach wartości KA dla zachodzącego procesu są porównywalne  

(KA w PE140 = (1,95±0,18)106 M-1; KA w PE40 = (1,52±0,15)106 M-1). W związku z tym, 

zwiększanie intensywności odpowiedzi fluoroforu poprzez odpowiedni dobór buforu 

może być korzystne w przypadku związków, których wiązanie z DNA powoduje jedynie 

niewielkie zmiany we fluorescencji jednostki sygnalizacyjnej. 

Podsumowując, wyniki badań dla bromku etydyny wskazują, że metoda 

dynamiczna nie jest odpowiednia (niewystarczająco czuła) do badania oddziaływań 

związków małocząsteczkowych z helisą kwasu nukleinowego. Dzięki zastosowaniu 

trybu statycznego uzyskano: 

 korelację pomiędzy stężeniem analitu, a intensywnością zmian fluorescencji; 

 powtarzalność uzyskanych wyników; 

 wartości wyznaczonych współczynników szybkości dla procesów asocjacji (ka)  

i dysocjacji (kd) oraz stałych KA i KD z ich niskimi odchyleniami standardowymi. 

Dzięki zastosowaniu techniki switchSENSE i dokowania molekularnego określono 

kinetykę procesu asocjacji i dysocjacji adduktu EB–DNA oraz sposobu wiązania analizu 

z biomolekułą. 

Kolejnym związkiem niskocząsteczkowym poruszanym w artykule jest sulfatiazol 

(STZ). Jego oddziaływanie z helisą DNA nie zostało do tej pory szeroko opisane  

w literaturze. Dzięki analizie dokowania molekularnego (Rysunek 2 w [P3]) ustalono, 

że najkorzystniejsze miejsce wiązania znajduje się w pierwszym, mniejszym rowku.  

Jak wspomniano wcześniej, ten region podwójnej nici nie wykazuje żadnej 

specyficzności, ponieważ zakotwiczony na powierzchni chipu fragment helisy zaczyna 

się od sekwencji TAG TGC. Pozostałe dwa najbardziej preferowane sposoby wiązania 

sulfatiazolu znajdują się po drugiej stronie nici DNA, tj. w czwartym mniejszym rowku. 

Składa się on głównie z par adenina–tymina, co pokazuje, że preferencje sulfatiazolu  
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w stosunku do pewnych zasad nukleinowych można uznać za nieco podobne 

do preferencji EB. Najsilniejsze oddziaływanie obserwuje się w obrębie drugiego, 

mniejszego rowka. To miejsce jest zbudowane w przybliżonych ilościach  

par adenina–tymina i cytozyna–guanina. W związku z tym sekwencja (TCG), z której 

składa się ten rowek oraz jej najbliższe otoczenie tworzą istotne wiązanie z punktu 

widzenia trwałości układu. Dalsze obliczenia teoretyczne wskazały na ułożenie 

cząsteczki STZ równolegle do „podstawy” mniejszego rowka w najpopularniejszym 

miejscu wiązania. W najsilniejszym adduktcie natomiast wykazano, że kąt dwuścienny 

CSNC w sulfatiazolu wynosi 164,91°, co pozwala na uzyskanie większej powierzchni 

oddziaływania helisy DNA z cząsteczką.  

Wyniki eksperymentów pokazują, że zmiany fluorescencji zaobserwowane 

dla STZ były znacznie mniejsze niż dla EB. Może to wynikać ze słabszego wiązania tego 

związku z DNA, powstawania oddziaływania w innym rowku helisy lub innego sposobu 

interakcji. W związku z tym niemożliwe było wyznaczenie parametrów ka, kd, KA i KD 

dla adduktu STZ–DNA . Otrzymane dane charakteryzowały się dużym odchyleniem 

standardowym przewyższającym wartość pomiaru. 

Ostatnimi obiektami badawczymi opisanymi w artykule były dwie pochodne 

sulfonamidowe różniące się długością podstawnika alkiloaminowego (NethylS  

i NpropylS). W publikacji [P2] wykazano, że niewielka różnica w budowie obejmująca 

obecność dodatkowego wiązania –CH2– wpływa na ich właściwości fizykochemiczne.  

W związku z tym, zbadano oddziaływania cząsteczek z biomolekułą DNA za pomocą 

techniki switchSENSE. Określenie stałej wiązania tych związków za pomocą 

powszechnie stosowanych technik, takich jak spektroskopia UV–VIS 

czy woltamperometria, okazało się bardzo problematyczne. W przypadku 

miareczkowania spektrofotometrycznego nie udało się wyznaczyć wartości KA 

ze względu na występowanie maksimum absorpcji związków (λNethylS/NpropylS = 262 nm) 

przy tej samej długości fali, co w przypadku roztworu DNA (λDNA = 260 nm). 

Obserwowane zmiany nie pozwoliły na jednoznaczne określenie tworzenia się adduktu. 

Podczas miareczkowania wraz ze wzrostem stężenia DNA obserwowano wzrost 

intensywności maksimum absorpcji. Było to spowodowane nakładaniem się pasm 

ligandu i analitu, co uniemożliwiało określenie wiarygodnej wartości stałej wiązania.  

W przypadku badań elektrochemicznych ze względu na bardzo małe natężenie pików 
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prądowych badanych związków i jedynie niewielkie zmiany tych sygnałów podczas 

dodawania roztworu DNA nie było możliwe wyznaczenie stałej wiązania.  

Przeprowadzone symulacje dokowania molekularnego (Rysunek 7 w [P3]) 

wykazały, że w przypadku NethylS najważniejsze miejsca wiązania znajdują  

się w drugim i trzecim rowku. Najsilniejsze oddziaływanie NethylS z helisą DNA 

występuje w drugim rowku, tak samo jak w przypadku EB i STZ. Podczas tego 

oddziaływania z DNA, budowa analitu pozwala na utworzenie wewnątrzcząsteczkowego 

wiązania wodorowego pomiędzy atomem H grupy –NH2 i atomem N grupy 

sulfonamidowej. Obserwuje się wtedy równoległe ułożenie NethylS do dwóch nici DNA. 

W przypadku najbardziej popularnego oddziaływania atomy H grupy –NH2 biorą udział 

w tworzeniu międzycząsteczkowych wiązań wodorowych z atomami tlenu grup 

fosforanowych, obu nici DNA. 

Dla związku NpropylS dokowanie wykazało występowanie zarówno 

najsilniejszego, jak i najbardziej preferowanego oddziaływania z helisą w tym samym 

miejscu, czyli w drugim, mniejszym rowku. Pozostałe najbardziej popularne miejsca 

wiązania znajdują się w drugim i trzecim mniejszym rowku. Z symulacji dokowania 

molekularnego wynika, że zarówno NethylS, jak i NpropylS mają wysokie 

powinowactwo do tych samych części badanej helisy DNA, najprawdopodobniej 

ze względu na podobną budowę strukturalną. Ponadto wykazano, że pochodna 

sulfonamidowa z dłuższym łańcuchem alkiloaminowym wiąże się najsilniej  

z biomolekułą w porównaniu do innych analitów opisywanych w artykule. Podczas 

najsilniejszego oddziaływania kąt dwuścienny CSNC w związku NpropylS jest  

równy -134,8°, a wszystkie jego atomy wodoru przyłączone do ugrupowań aminowych, 

tworzą wiązania z receptorem poprzez atomy tlenu grupy fosforanowej lub ugrupowanie 

dezoksyrybozy. Natomiast kąt CSNC w najczęstszych oddziaływaniach wynosi -28,5°, 

co skutkuje kształtem przypominającym literę L całego sulfonamidu i wymusza mniej 

korzystne wiązanie z receptorem niż miało to miejsce w przypadku pierwszego 

rozważanego dokowania NpropylS. W efekcie tylko część atomów wodoru analitu bierze 

udział w wiązaniu wodorowym z receptorem. 

Badania oddziaływań związków NethylS i NpropylS z użyciem techniki 

switchSENSE przeprowadzono w trybie statycznym w modelu słabych wiązań.  

Na uzyskanych wykresach (Rysunek 6 w [P3]) widoczny jest proces asocjacji, który 

zachodzi wolniej niż w przypadku bromku etydyny. Ponadto, nie obserwuje 
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się całkowitego oddysocjowania związku od helisy DNA. Na wykresach krzywa 

odpowiadająca procesowi dysocjacji nie wraca do początkowych wartości zmian 

fluorescencji. Świadczy to o silnym wiązaniu obu pochodnych sulfonamidowych 

z biomolekułą DNA. Uzyskane wartości stałych współczynników szybkości ka i kd oraz 

wiązania KA i KD przedstawiono w Tabeli 6.  

Analiza wartości współczynników szybkości wiązania (ka) w przypadku 

obu związków prowadzi do wniosku, że wiązanie prezentowanych sulfonamidów 

do helisy następuje znacznie wolniej (około tysiąc razy) niż w przypadku bromku 

etydyny. Proces dysocjacji adduktów, opisywany wartością kd, również zachodzi 

znacznie wolniej i nie jest on całkowity, nawet przy dużym przepływie buforu. 

Wyznaczone wartości stałych asocjacji (KA) mieszczą się w przedziale 103–104 M–1, 

zatem można je uznać za stosunkowo niskie. Z drugiej jednak strony można 

zaobserwować dużą odporność powstałego adduktu na dysocjację spowodowaną 

przepływem buforu. Sugeruje to zupełnie inny sposób oddziaływania NethyS i NpropylS 

z łańcuchem DNA niż w przypadku EB.  

Tabela 6. Wartości (wraz z ich odchyleniami standardowymi) ustalonych szybkości 

asocjacji (ka), szybkości dysocjacji (kd), stałych asocjacji (KA) i stałych dysocjacji (KD) 

dla wiązania pochodnych sulfonamidowych z helisą DNA w buforze PE40 (tabela nr 2  

z publikacji [P3], przetłumaczona na język polski, praca Open Access – zgoda 

na wykorzystanie nie jest wymagana). 

Związek 
Temp. 

[oC] 
ka [M-1s-1] kd [s-1] KD [M] KA [M-1] 

NethylS 

15 72,7 ± 3,6 (1,23 ± 0,04)  10–2 (1,68 ± 0,10)  10–4 (5,94 ± 0,35)  103 

25 77,7 ± 3,7 (8,77 ± 0,59)  10–3 (1,13 ± 0,29)  10–4 (8,82 ± 0,72)  103 

37 61,9 ± 2,7 (1,57 ± 0,04)  10–3 (2,54 ± 0,13)  10–3 (3,93 ± 0,20)  103 

NpropylS 

15 26,7 ± 3,4 (1,48 ± 0,05)  10–2 (5,53 ± 0,73)  10-4 (1,81 ± 0,24)  103 

25 16,9 ± 0,5 (1,02 ± 0,02)  10–2 (6,02 ± 0,24)  10–4 (1,66 ± 0,07)  103 

37 15,4 ± 0,6 (1,19 ± 0,02)  10–2 (7,73 ± 0,34)  10–4 (1,29 ± 0,06)  103 

  

Reasumując, w niniejszej pracy przedstawiono zastosowanie i optymalizację 

techniki switchSENSE do badania oddziaływań małych cząsteczek z helisą DNA. 

Technika ta dominuje nad innymi powszechnie stosowanymi metodami badania takich 
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wiązań, ponieważ umożliwia pomiary w czasie rzeczywistym i jest stosunkowo tania.  

W doświadczeniach przeprowadzonych z bromkiem etydyny zmiany fluorescencji były 

duże, co potwierdza tworzenie adduktu EB–DNA oraz proces dysocjacji. Badania 

powtórzono (co najmniej trzykrotnie) i otrzymano stałe dysocjacji i asocjacji  

o dopuszczalnych wartościach odchylenia standardowego. Ponadto, dzięki 

przeprowadzonej symulacji dokowania molekularnego dowiedziono, że tworzenie 

najpopularniejszego i najkorzystniejszego wiązania EB zachodzi w drugim, mniejszym 

rowku helisy DNA.  EB wykazało znaczne powinowactwo do par AT, które są liczne 

we wspomnianym rowku. Niestety technika switchSENSE jest ograniczona,  

co zaobserwowano w przypadku drugiego analizowanego związku, sulfatiazolu, 

dla którego wiązanie z DNA powodowało niewielkie zmiany w sygnale fluoroforu.  

W tym przypadku przeprowadzone eksperymenty pozwoliły stwierdzić, że choć STZ 

oddziałuje z DNA, to uzyskane wartości stałych asocjacji i dysocjacji obarczone 

są istotnymi błędami. W przypadku STZ najkorzystniejsze miejsce dokowania 

znajdowało się w pierwszym mniejszym rowku (od strony kotwicy). Ustalono jednak, 

że STZ najsilniej wiąże się z badanym DNA w obrębie drugiego mniejszego rowka. 

Stwierdzono również, że średnia energia wiązania związek–DNA w EB była wyższa niż 

w STZ, co może wyjaśniać wyniki przeprowadzonych eksperymentów dla układu 

 DNA–STZ. Wyniki badań uzyskane dla NethylS i NpropylS okazały się zarówno 

przekonujące, jak i obiecujące. Wykazano, że oba te związki wiążą się z helisą DNA dość 

wolno, jednak powstający w tym procesie addukt jest stabilny i odporny na dysocjację 

wymuszoną przepływem buforu. Może to być spowodowane tworzeniem się wiązań 

wodorowych w wyniku oddziaływania z DNA. Na podstawie poruszonych w artykule 

doświadczeń można stwierdzić, że technika switchSENSE stanowi alternatywę 

dla stosowanych wcześniej metod badania wiązania związków niskocząsteczkowych 

z DNA.  

 

  



Przedmiot badań oraz komentarz 

68 
 

4.4. [P4] Theoretical study of the alkylamino-substituted sulfonamides with 

potential biological activity 

W pracy [P4] opisano właściwości fizykochemiczne pięciu pochodnych 

sulfonamidowych, różniących się długością łańcucha aminoalkilowego  

z wykorzystaniem metod obliczeniowych, które zostały porównane z danymi uzyskanymi 

eskperymentalnie. Obiektem analiz były następujące związki:  

 4-amino-N-(2-aminoetylo)benzenosulfonamid – NethylS; 

 4-amino-N-(2-aminopropylo)benzenosulfonamid – NpropylS;  

 4-amino-N-(2-aminobutylo)benzenosulfonamid – NbutylS; 

 4-amino-N-(2-aminopentylo)benzenosulfonamid – NpentylS; 

 4-amino-N-(2-aminoheksylo)benzenosulfonamid – NhexylS. 

Ugrupowanie alkiloaminowe występuje w różnych lekach wykazujących szeroki 

zakres działania, takich jak środek przeciwgruźliczy w Ethambutolu [171] lub środek 

przeciwastmatyczny w Aminofilinie [172]. Przedstawione w omawianym artykule 

parametry są kluczowe dla prawidłowej oceny aktywności analizowanych sulfonamidów. 

Wykonana analiza dostarcza różnic strukturalnych i energetycznych między badanymi 

cząsteczkami i ich izomerami, równowagi kwasowo-zasadowej, 

wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych i hydrofobowości. 

Budowa geometryczna leków sulfonamidowych determinuje ich reaktywność 

biologiczną, ponieważ może wpływać na wiązanie związku z receptorem. Różnice  

w energiach elektronowych (lub energiach swobodnych Gibbsa) pomiędzy izomerami 

regulują populację każdego izomeru w danych warunkach. Stan sprotonowania 

natomiast, poza wpływem na aktywność, wpływa na przenikanie przez błony  

w organizmie człowieka. Wartości pKa pozwalają przewidzieć formę protonową leku 

na każdym etapie szlaku metabolicznego. Kolejnym ważnym czynnikiem wpływającym 

na reaktywność jest współczynnik podziału (wyrażony tutaj wartością log P), który 

pozwala ocenić dystrybucję danego leku w organizmie. Z kolei badanie 

wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego daje wgląd zarówno w kwasowość, 

jak i hydrofobowość badanych związków. 

W celu poszerzenia doświadczenia badania rozpoczęto od syntezy związku 

NbutylS, a następnie potwierdzono jego strukturę. W dalszej części określono 

właściwości kwasowo-zasadowe związku z wykorzystaniem miareczkowania 
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spektrofotometrycznego (Rysunek 4 w [P4]). Maksimum absorpcji dla pochodnej 

sulfonamidowej znajduje się przy długości fali 261 nm, którego położenie nie zmienia 

się po dodaniu kwasu. Wartość ta zmieniła się nieznacznie po dodaniu roztworu zasady. 

Maksimum absorpcji tej mieszaniny znajduje się przy długości fali 260 nm. Na początku 

miareczkowania obserwuje się efekt hiperchromowy, co wraz z dodatkiem zasady 

powoduje efektem hipochromowy połączonym z przesunięciem hipsochromowym.  

Na podstawie zebranych danych eksperymentalnych wykreślono A-diagram, czyli 

wykres przedstawiający zmiany absorbancji przy dwóch różnych długościach fali oraz 

zależności zmiany absorbancji (A) w funkcji pH. Na tej podstawie określono liczbę 

równowag w roztworze dla analizowanego związku. Wykazano obecność trzech 

równowag w roztworze, o czym świadczy obecność trzech segmentów na A-diagramie 

i taka sama liczba przegięć na wykresie zależności absorbancji (A) w funkcji pH. 

Uzyskane wyniki są spójne z przeprowadzonymi wcześniej badaniami opisanymi 

w publikacji [P2]. Obliczone wartości pKa dla związku NbutylS przedstawiono  

w Tabeli 7.  

Tabela 7. Wartości długości fali przy maksimum absorpcji (λmax) oraz wartości stałej 

dysocjacji kwasu (pKa) (z odchyleniem standardowym) (tabela nr 1 z publikacji [P4], 

przetłumaczona na język polski, praca Open Access – zgoda na wykorzystanie nie jest 

wymagana). 

Nazwa 

związku 

λmax 

[nm] 

λmax [nm] 

(dodatek 

kwasu) 

λmax [nm] 

(dodatek 

zasady) 

pKa1 pKa2 pKa3 

NbutylS 261 261 260 1,76 ± 0,07 4,51 ± 0,14 12,28 ± 0,04 

 

Struktura podstawnika alkiloaminowego ma kluczowe znaczenie dla zasadowości 

cząsteczki, a jego długość powoduje zwiększenie odległości grupy aminowej od reszty 

cząsteczki, co wpływa na wzrost zasadowości w obrębie tej grupy. W związku z tym 

obserwuje się wysoką wartość pKa3 w porównaniu do wcześniej analizowanych 

pochodnych sulfonamidowych NethylS i NpropylS opisanych w publikacji [P2]. 

Ponadto, konsekwencją większej odległości pomiędzy grupami aminowymi N1 i N3 

są niższe wartości pKa1 oraz pKa2, które odbiegają nieznacznie od danych literaturowych 

[153,154]. Warto jednak dodać, że opisane w artykułach przykłady pochodnych 

sulfonamidowych nie posiadają tak rozbudowanego podstawnika jak związek NbutylS. 
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 W dalszej części badań wykonano obliczenia teoretyczne skupiające się 

na równowadze kwasowo-zasadowej pięciu pochodnych sulfonamidowych różniących 

się długością łańcucha alkiloaminowego. Przeprowadzone wcześniej badania 

eksperymentalne dotyczące związków NethylS, NpropylS oraz NbutylS pozwoliły 

na określenie kolejności równowag dysocjacji tych związków (Rysunek 9) [P2]. Zgodnie  

z nią deprotonacja grup funkcyjnych powinna zachodzić następująco: –NH2 pierścienia 

aromatycznego, grupa sulfonamidowa –SO2NH–, a na końcu –NH2 podstawnika 

alifatycznego. Przeprowadzone obliczenia teoretyczne dostarczają nowych informacji 

dotyczących wspomnianych równowag. Biorąc pod uwagę wspomnianą wcześniej 

kolejność reakcji dysocjacji, dzięki przeprowadzonym obliczeniom DFT, wartości pKa3 

były mniejsze niż odpowiadające im wartości pKa2. Bliższa analiza zachodzącego 

mechanizmu (Rysunek 5 w [P4]) wykazała, że jon obojnaczy powstający po drugim 

procesie deprotonowania (deprotonowaniu grupy sulfonamidowej) może ulegać 

przegrupowaniu geometrycznemu. Mianowicie może nastąpić utworzenie 

wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego pomiędzy aminą alifatyczną, 

a deprotonowaną grupą sulfonamidową i w ten sposób dochodzi do zamknięcia 

ruchliwego łańcucha alkiloaminowego. W tym celu obliczono względne energie 

swobodne Gibbsa elektrycznie obojętnych form badanych sulfonamidów. Dzięki temu 

stwierdzono, że utworzenie wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego,  

a tym samym „zamknięcie” sulfonamidu, jest faworyzowane termodynamicznie 

niezależnie od rozważanego układu. W kolejnym etapie kwasowy proton można 

przenieść z grupy alkiloaminowej do grupy sulfonamidowej. Oczekuje się, że proces 

ten będzie termodynamicznie bezbarierowy dla każdego z badanych sulfonamidów 

z wyjątkiem NethylS. Rozważane układy, w których atom azotu grupy sulfonamidowej 

pełni rolę donora wiązań wodorowych, natomiast atom azotu grupy alkiloaminowej jest 

akceptorem. Charakteryzują się one niższymi wartościami energii swobodnej Gibbsa 

niż jakakolwiek inna dotychczas omawiana struktura. Należy jednak pamiętać, 

że sytuacja może być inna w rzeczywistym roztworze ze względu na efekty 

rozpuszczalnika. W oparciu o powyższe rozważania, zaproponowano następującą 

kolejność deprotonowania grup funkcyjnych: –NH2 pierścienia aromatycznego, grupa 

sulfonamidowa –SO2NH–, kwasowe przeniesienie H z –NH2 podstawnika alifatycznego 

do grupy sulfonamidowej –SO2NH–, a następnie drugie deprotonowanie grupy  

sulfonamidowej –SO2NH–. Wyznaczone wartości pKa dla analizowanych pochodnych 

sulfonamidowych zebrano w Tabeli 8. 
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Tabela 8. Obliczone wartości pKa dla badanych pochodnych sulfonamidowych a (tabela 

nr 2 z publikacji [P4], przetłumaczona na język polski, praca Open Access – zgoda 

na wykorzystanie nie jest wymagana). 

Nazwa 

związku 
pKa1 
(calc.) 

pKa1 
(lift.) 

pKa1 
(exp.) 

pKa2 
(calc.) 

pKa2 
(lift.) 

pKa2 
(exp.) 

pKa3 
(calc.) 

pKa3 
(lift.) 

pKa3 
(exp.) 

NethylS –4,77 2,58 2,62 ± 0,19b 8,15 6,14 6,45 ± 0,21b 18,29 12,07 9,67 ± 0,08b 

NpropylS –4,35 2,27 2,11 ± 0,10b 8,78 6,68 6,35 ± 0,06b 14,92 9,41 10,86 ± 0,19b 

NbutylS –4,42 1,70 1,76 ± 0,07c 8,32 4,49 4,51 ± 0,14c 17,16 11,33 12,28 ± 0,04b 

NpentylS –4,39 1,75 1,76d 8,36 6,88 6,79d 17,20 10,45 e 

NhexylS –5,90 1,14 1,19d 11,72 8,24 8,04d 16,91 10,33 e 

a Wartości oznaczone zapisem „calc.” pochodzą z obliczeń w oparciu o cykl termodynamiczny, natomiast 

wartości oznaczone „lift.” uzyskano z wykorzystaniem podejścia Muckermana. Wyniki eksperymentów 

oznaczono „exp.” oraz podano ich odchylenia standardowe. 
b Wartości eksperymentalne uzyskane z publikacji [P2]. 
c Wartości eksperymentalne opisane w tym artykule [P4]. 
d Wartości ekstrapolowane. 
e Brak danych. 

Wartości pKa obliczone z cyklu termodynamicznego różnią się istotnie od wartości 

wyznaczonych eksperymentalnie. Rozbieżności prawdopodobnie wynikają  

z niewystarczającego uwzględnienia wpływu rozpuszczalnika w obliczeniach SCRF, 

który jest prostym modelem układu. Zastosowanie procedury zaproponowanej przez 

Muckermana pozwala na uzyskanie wyników bliższych eksperymentalnym wartościom 

pKa. 

Przedstawione w Tabeli 8 wartości pKa1 sugerują, że  wydłużenie łańcucha 

alkiloaminowego prowadzi do wzrostu kwasowości grupy –NH2 pierścienia 

aromatycznego. Dla drugiego etapu deprotonowania, czyli pKa2, wyniki obliczeń 

teoretycznych wydają się wykazywać inną tendencję niż wyniki eksperymentalne. 

Mianowicie, zgodnie z obliczeniami, wartości pKa2 powinny rosnąć wraz z długością 

łańcucha alkiloaminowego. Natomiast wyniki eksperymentów (dla których dostępne 

dane ograniczają się do trzech związków) wykazują tendencję odwrotną.  

Dzieje się tak prawdopodobnie dlatego, że w przypadku pojedynczo deprotonowanego 

(poprzez aromatyczną grupę aminową) NbutylS istnieje stabilizujące 

wewnątrzcząsteczkowe wiązanie wodorowe pomiędzy grupą –NH3
+ alkiloaminową 

a atomem tlenu ugrupowania sulfonamidowego. Przesunięcie gęstości elektronowej 
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z grupy sulfonamidowej na atom wodoru grupy alkiloaminowej prowadzi do wzrostu 

kwasowości pierwszej, powodując, że pKa2 NbutylS jest prawie o dwie jednostki niższe 

niż dla pozostałych sulfonamidów. Dodatkowo produkt wspomnianej deprotonacji jest 

również stabilizowany przez najsilniejsze z badanych tutaj wiązań wodorowych.  

W przypadku ostatniego etapu deprotonowania, tj. pKa3, obliczenia i eksperyment 

ponownie wykazały odwrotną tendencję. Mianowicie, z obliczeń wynika, że należy 

spodziewać się spadku wartości pKa3 wraz ze wzrostem liczby grup metylenowych 

w łańcuchu alkilowym, natomiast eksperyment wykazał wzrost z 9,67 do 12,28 przy 

przejściu od NethylS do NbutylS. Jak wspomniano wcześniej, rozbieżności pomiędzy 

wynikami teoretycznymi i eksperymentalnymi wynikają z niedostatecznego 

uwzględnienia efektu rozpuszczalnika w teoretycznym opisie. Drugim istotnym 

czynnikiem utrudniającym uzyskanie dokładnych wartości pKa metodami teoretycznymi 

jest pominięcie obecności i tym samym wpływu różnych form związków w roztworze 

rzeczywistym. 

W omawianej publikacji skupiono się również na analizie teoretycznej 

wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych. W rezultacie stwierdzono,  

że najsilniejsze wiązanie wodorowe tworzy NbutylS, natomiast najsłabsze oddziaływanie 

obliczono dla NethylS. Dla sulfonamidu z podstawnikiem aminoetylowym obserwuje 

się najkrótsze wiązanie D–H (1,022 Å), najdłuższe H···A (2,392 Å) i najmniejszą wartość 

kąta dwuściennego <(DHA) (106,4 deg). Ze względu na wspomniane ograniczenia 

geometryczne utworzone wiązanie wodorowe jest na tyle słabe, że nie można go wykryć 

za pomocą topologii analizy gęstości elektronowej, ponieważ z oddziaływaniem 

nie są związane żadne punkty krytyczne wiązania. Analogiczna sytuacja ma miejsce  

w przypadku analizy FBO. 

Ostatnim etapem obliczeń teoretycznych było określenie hydrofobowości 

analizowanych pochodnych sulfonamidowych. Stwierdzono, że parametr ten wzrasta 

wraz z liczbą atomów węgla w łańcuchu alkiloaminowym. Ponadto rozluźnienie tego 

łańcucha (poprzedzone zerwaniem wiązania wodorowego) prowadzi do zmniejszenia 

hydrofobowości, natomiast tworzenie wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych 

powoduje jej wzrost. 

Podsumowując, opisane w artykule badania stanowią solidną podstawę  

i dostarczają wielu informacji, które można wykorzystać przy projektowaniu nowych 

leków. Wyjaśniają zachowanie cząsteczek w środowisku wodnym, co pozwala 
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na wyciągnięcie wniosków na temat ich zachowania w komórce. Obecność 

wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych w strukturze pochodnych sulfonamidów 

może powodować różnice w mechanizmie oddziaływania związku z biocząsteczkami  

w porównaniu z cząsteczkami, w których to wiązanie nie występuje. Wyznaczone 

wartości pKa związków pozwalają określić, w jakiej formie protolitycznej sulfonamid 

będzie występował w komórce, przy fizjologicznym pH. Obliczone siły wiązań w obrębie 

analizowanych cząsteczek mogą również wpływać na mechanizm oddziaływania 

związku z biocząsteczkami. Ponadto mogą mieć odniesienie  

na właściwości kompleksujące omawianych sulfonamidów z biologicznie istotnymi 

jonami metali, których połączenia znajdują zastosowanie także w farmaceutykach. 

Specyficzna hydrofobowość związków sugeruje, czy są one w stanie przenikać przez 

błony biologiczne, a także czy będą wydalane przez nerki. Jest to bardzo ważny aspekt 

brany pod uwagę przy projektowaniu nowych leków, ponieważ podróż cząsteczki leku  

z miejsca podania do miejsca działania jest złożona i wiąże się z wieloma zmianami  

w środowisku. 
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4.5. [P5] Exploring the interaction of biologically active compounds with DNA 

using the SwitchSense technique, UV-Vis spectroscopy, and computational 

methods 

W artykule [P5] przedstawiono badania oddziaływań czterech związków 

niskocząsteczkowych z helisą DNA. Celem pracy była ocena bioaktywności wybranych 

związków z biomolekułą. W związku z tym poruszono następujące kwestie: 

 charakterystyka powinowactwa badanych cząsteczek do wybranej sekwencji 

dwuniciowego DNA; 

 określenie parametrów, takich jak współczynniki szybkości i stałe asocjacji oraz 

dysocjacji dla adduktu cząsteczka-DNA;  

 omówienie możliwego trybu i miejsc wiązania badanych cząsteczek z konkretną 

sekwencją par zasad wykorzystaną w tym badaniu; 

 porównanie wyników uzyskanych przy użyciu techniki switchSENSE  

z wynikami uzyskanymi w wyniku innych eksperymentów, w tym także metod 

teoretycznych. 

Do badań wybrano przedstawicieli trzech ważnych grup związków biologicznie 

czynnych: pirazyny, sulfonamidy oraz antrachinony. Pochodne pirazyny znane  

są z szerokiego zastosowania w medycynie i biotechnologii ze względu 

na ich właściwości przeciwgrzybicze, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe 

i przeciwnowotworowe [173–176]. Antrachinony to grupa związków opartych 

na szkielecie antracenu-9,10-dionu, stosowania jako pigmenty w przemyśle tekstylnym 

[177] i spożywczym [178]. Przede wszystkim wykazują jednak szeroką aktywność 

biologiczną, dlatego od lat wykorzystywane są w farmakoterapii. Pochodne antrachinonu 

znane są głównie ze swoich właściwości przeciwnowotworowych [179]. Do badań 

wybrano trzy następujące związki niskocząsteczkowe: pirazyno-2-tiokarboksyamid 

(PTCA); NbutylS (jego syntezę i właściwości kwasowo-zasadowe opisano w [P4]) oraz 

pochodną antrachinonu – 1-(2-hydroksyetyloamino)-antraceno-9,10-dion (AQ-NetOH). 

Do badania oddziaływania z rowkiem helisy DNA jako układ modelowy wybrano 

netropsynę (NET), która jest jednym z pionierskich związków wykazujących selektywne 

wiązanie w obrębie mniejszego rowka helisy [180,181]. Jako antybiotyk peptydowy 

skutecznie zwalcza zarówno bakterie G(+), jak i G(-), utrudniając syntezę kwasów 
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nukleinowych. NET wykazuje wyraźne powinowactwo do wiązania z regionami helisy 

bogatymi w pary zasad adenina–tymina.  

 Uzyskane z analizy switchSENSE wyniki oddziaływania NET z helisą DNA  

(Rysunek 1 w [P5]) wskazują na tworzenie się adduktu w procesie asocjacji. Na wykresie 

widoczny jest płaski odcinek trwający około 20 s, podczas którego rejestrowany jest 

przepływ buforu i przygotowywana jest analiza. Następnie obserwuje się ostrą krzywą 

wskazującą na proces asocjacji, który zachodzi zaledwie w kilka sekund. Zmiany  

w intensywności fluorescencji są duże, jednak zależą od temperatury, w której 

wykonywany jest pomiar. Wydłużenie czasu przepływu analitu przez powierzchnię chipu 

nie powoduje dalszych zmian, o czym świadczy odcinek pomiędzy 25, a 50 s. Zjawisko 

to wskazuje na utworzenie połączeń wszystkich helis DNA z badanym związkiem.  

W następnym etapie dochodzi do zainicjowania przepływu buforu (bez analitu), 

rozpoczynając proces dysocjacji. Widoczna na wykresie ostra krzywa przy 50 s świadczy 

o szybkim rozpadzie adduktu NET–DNA. W tym momencie obserwuje się gwałtowną 

zmianę intensywności fluorescencji, która wraca do wartości początkowych, przed 

rozpoczęciem eksperymentu. Świadczy to o całkowitej dysocjacji cząsteczek NET 

od helisy DNA w wyniku przemywania buforem. Uzyskane wartości stałych oraz 

szybkości zachodzących procesów przedstawiono w Tabeli 9. 

Tabela 9. Wartości (wraz z ich odchyleniami standardowymi) ustalonych szybkości 

asocjacji (ka), szybkości dysocjacji (kd), stałych asocjacji (KA) i stałych dysocjacji (KD) 

dla wiązania netropsyny z helisą DNA w buforze TE40 (tabela nr 1 z publikacji [P5], 

przetłumaczona na język polski, praca Open Access – zgoda na wykorzystanie nie jest 

wymagana). 

Temp. 

[oC] 
ka [M-1s-1] kd [s-1] KD [M] KA [M-1] 

25 (1,74 ± 1,10)  103 1,29 ± 0,30 (913 ± 742)  10–6 (1,66 ± 1,35)  103 

30 (1,49 ± 1,14)  103 1,43 ± 0,11 (958 ± 735)  10–6 (1,04 ± 0,80)  103 

37 (2,21 ± 1,00)  103 1,23 ± 0,07 (557 ± 254)  10–6 (1,80 ± 0,82)  103 

 

Zebrane wyniki nie wykazują znaczących zmian w wartościach w zależności  

od temperatury. Przebieg zmian fluorescencji oraz charakter krzywych pomiarowych 

procesów asocjacji i dysocjacji NET względem DNA były bardzo podobne 
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do obserwowanych we wcześniejszych badaniach dla modelowego związku 

interkalującego – bromku etydyny [P3]. Niestety nie zaobserwowano bezpośredniej 

korelacji pomiędzy przebiegiem procesów asocjacji i dysocjacji zarejestrowanych 

techniką switchSENSE, a trybem wiązania. 

 Kolejnym analizowanym związkiem był PTCA, który wykazuje aktywność 

biologiczną przeciwko Candida albicans [182]. Oddziaływanie omawianej molekuły  

z CT-DNA było już analizowane w naszej grupie wcześniej przy użyciu metod 

spektrofotometrycznych i woltamperometrycznych [56]. Uzyskane wyniki sugerowały 

oddziaływanie w rowku, ale nie pozwalały na jednoznaczne określenie sposobu i miejsc 

wiązania z helisą DNA. 

Wykonano obliczenia dokowania molekularnego o niskiej rozdzielczości  

(Rysunek 2 w [P5]), co wskazało na występowanie oddziaływania PTCA z trzecim 

mniejszym rowkiem helisy DNA, bogatym w pary adenina–tymina.  

Było to najpopularniejsze miejsce wiązania, czyli miejsce charakteryzujące 

się największą liczbą dokowań. Najsilniejsze oddziaływanie obserwuje się w pierwszym 

mniejszym rowku. Zakotwiczony na powierzchni chipu fragment helisy zaczyna 

się od sekwencji TAG TGC, co sugeruje brak powinowactwa PTCA do poszczególnych 

zasad nukleinowych. Bardziej szczegółowe badania pozwalają na określenie sposobu 

ułożenia cząsteczki podczas oddziaływania z biomolekułą DNA (Rysunek 3 w [P5]).  

W najsilniej związanej konformacji dwa atomy wodoru grupy sulfonamidowej są słabo 

związane z atomem azotu guaniny. W przypadku najpopularniejszego wiązania PTCA 

do DNA występuje oddziaływanie niekowalencyjne, a mianowicie wiązanie wodorowe 

pomiędzy atomem wodoru grupy sulfonamidowej i atomem azotu adeniny. 

Badania wykonane przy użyciu techniki switchSENSE związku PTCA  

(Rysunek 3 w [P5]) wskazują na inny przebieg procesów asocjacji i dysocjacji niż było  

to obserwowane w przypadku opisanej powyżej NET lub EB [P3]. Na wykresie widoczna 

jest zaokrąglona krzywa asocjacji, która rozwija się przez ok 50 s, a następnie utrzymuje 

stałą wartość zmian fluorescencji. Zjawisko to świadczy o powolnym procesie tworzenia 

się adduktu PTCA–DNA. Od 150 sekundy wartość zmiany fluorescencji spada, 

ale pomimo długiego czasu przemywania powierzchni chipu buforem, nie wraca 

ona do początkowej pozycji. W związku z tym obserwujemy niecałkowitą dysocjację, 

co wskazuje na to, że chociaż proces wiązania może być powolny, to pozostaje 
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on stosunkowo stabilny w warunkach przepływu buforu. Uzyskane wyniki 

przedstawiono w Tabeli 10.  

Tabela 10. Wartości (wraz z ich odchyleniami standardowymi) ustalonych szybkości 

asocjacji (ka), szybkości dysocjacji (kd), stałych asocjacji (KA) i stałych dysocjacji (KD) 

dla wiązania PTCA z helisą DNA w buforze TE40 (tabela nr 2 z publikacji [P5], 

przetłumaczona na język polski, praca Open Access – zgoda na wykorzystanie nie jest 

wymagana). 

Temp. 

[oC] 
ka [M-1s-1] kd [s-1] KD [M] KA [M-1] 

25 53,4 ± 2,4 (1,23 ± 0,08)  10–2 (2,30 ± 0,18)  10–4 (4,36 ± 0,33)  103 

30 61,5 ± 3,0 (1,95 ± 0,09)  10–2 (3,17 ± 0,21)  10–4 (3,16 ± 0,21)  103 

37 53,0 ± 3,8 (2,32 ± 0,13)  10–2 (4,37 ± 0,41)  10–4 (2,29 ± 0,21)  103 

 

Proces asocjacji PTCA z helisą DNA był około 20 000 razy wolniejszy  

niż w przypadku EB [P3] i około 30 razy – w przypadku NET. Temperatura układu  

w badanym zakresie nie ma znaczącego wpływu na szybkość asocjacji (ka), jednak widać 

tendencję w przypadku szybkości procesu dysocjacji (kd). Wartości te wpływają również 

na stałą zachodzących procesów (KA i KD). Wraz ze wzrostem temperatury 

zaobserwowano spadek stałej asocjacji. Wartość ta wyznaczona na podstawie pomiaru 

techniką switchSense (4,36·103 M−1 w 25°C) jest niższa od wartości uzyskanych 

metodami woltamperometrycznymi (1,16·104 M−1 i 1,04·104 M−1 przy CV i DPV 

odpowiednio) i metodą spektrofotometryczną (5,14·104 M−1) [182]. Należy jednak 

pamiętać, że nie tylko warunki prowadzenia tych eksperymentów różnią się od siebie  

(np. rodzaj użytego DNA), ale także każda z tych technik wykorzystuje inne właściwości 

fizykochemiczne badanych związków. Dodatkowo switchSENSE analizuje w czasie 

rzeczywistym proces wiązania zachodzący w przepływie buforu, natomiast podejście 

spektrofotometryczne i woltamperometryczne wykorzystuje analizę równowag 

występujących w roztworze. 

 Następnym badanym związkiem była pochodna 4-amino-N-(2-

aminobutylo)benzenosulfonamid (NbutylS). Ze względu na jego właściwości 

spektroskopowe i elektrochemiczne, jak i badanej wcześniej grupy jego homologów [P3], 

określenie stałej wiązania z DNA za pomocą technik spektrofotometrycznych  
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i woltamperometrycznych okazało się bardzo problematyczne. Nakładanie się pasm 

absorpcji analitu i kwasu nukleinowego oraz małe natężenie sygnału prądowego 

spowodowało konieczność zastosowania innych metod – obliczeń teoretycznych 

i techniki switchSENSE. Początkowo wykonano obliczenia dokowania molekularnego  

(Rysunek 2 i 4 w [P5]). Ze względu na możliwość utworzenia wewnątrzcząsteczkowego 

wiązania wodorowego obejmującego łańcuch alkiloaminowy związku NbutylS,  

w obliczeniach uwzględniono zarówno strukturę cząsteczki z łańcuchem niezwiązanym 

(no-HB), jak i z wewnątrzcząsteczkowym wiązaniem wodorowym (HB).  

W obu przypadkach dowiedziono, że najpopularniejsze wiązanie obserwuje się w trzecim 

mniejszym rowku, bogatym w adeninę oraz tyminę. W przypadku NbutylS (no-HB) 

najsilniejsze oddziaływanie stwierdzono natomiast w czwartym mniejszym rowku.  

W tym przypadku występują cztery wiązania wodorowe utworzone pomiędzy analitem, 

a receptorem. Jedno z nich odbywa się przez aromatyczną grupę aminową sulfonamidu  

i atomem tlenu grupy karbonylowej tyminy z helisy DNA. Kolejne połączenie zachodzi 

pomiędzy atomem wodoru grupy sulfonamidowej i atomem tlenu grupy karbonylowej 

cytozyny. Ostatnie dwa wiązania wodorowe odbywają się poprzez oddziaływanie 

atomów wodoru grupy alkiloaminowej z atomami tlenu grupy fosforanowej 

dezoksyrybozy i grupy karbonylowej tyminy. W przypadku najpopularniejszego 

oddziaływania związku NbutylS (no-HB) obserwuje się utworzenie dwóch wiązań.  

Są to mianowicie połączenia aromatycznej grupy aminowej z grupą karbonylową tyminy 

oraz grupy alkiloaminowej z deoksyrybozą. Podczas tworzenia najsilniejszego wiązania 

NbutylS (HB) z helisą DNA obserwuje się trzy wiązania wodorowe pomiędzy ligandem, 

a receptorem występujące w drugim mniejszym rowku. Pierwsze z nich odbywa 

się poprzez oddziaływanie grupy alkiloaminowej atomem N grupy purynowej adeniny. 

Kolejne wiązanie zostaje utworzone pomiędzy atomem H grupy alkiloaminowej i grupy 

sulfonamidowej liganda, dzięki czemu dochodzi do zamknięcia struktury i zablokowania 

wolnego łańcucha. Ostatnie z obserwowanych w tym przypadku międzycząsteczkowych 

wiązań wodorowych powstaje pomiędzy aromatyczną grupą aminową analitu i atomem  

O dezoksyrybozy. W przypadku występowania najbardziej popularnego oddziaływania 

stwierdzono natomiast obecność pojedynczego wiązania łączącego aminę aromatyczną 

liganda z grupą karbonylową tyminy. Z symulacji dokowania molekularnego wynika, 

że związek NbutylS jak i jego homologi [P3] wykazują wysokie powinowactwo do tych 

samych części badanej helisy DNA, najprawdopodobniej ze względu na podobną budowę 

strukturalną. 
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W kolejnym etapie przeprowadzono analizę oddziaływań NbutylS z biomolekułą 

DNA. Na wykresach zmian fluorescencji zarejestrowanych techniką switchSENSE  

(Rysunek 4 w [P5]) zaobserwowano bardzo podobny przebieg procesów asocjacji  

i dysocjacji adduktu jak dla PTCA i homologów sulfonamidów: NethylS i NpropylS [P3]. 

Proces asocjacji przebiegał mianowicie bardzo wolno, a przepływ analitu trwał najdłużej 

ze wszystkich badanych w tej pracy związków. Krzywe reprezentujące powstające 

wiązanie mają bardzo niewielkie nachylenie. Ponadto wykres przedstawia powolny  

i niepełny proces dysocjacji utworzonego adduktu po zakończeniu przepływu analitu. 

Oznacza to, że oddziaływanie związku z DNA zachodzi powoli, ale powstały addukt jest 

na tyle stabilny, że nawet wydłużenie etapu dysocjacji nie prowadzi do całkowitego 

zakończenia tego procesu. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 11. 

Tabela 11. Wartości (wraz z ich odchyleniami standardowymi) ustalonych szybkości 

asocjacji (ka), szybkości dysocjacji (kd), stałych asocjacji (KA) i stałych dysocjacji (KD) 

dla wiązania NbutylS z helisą DNA w buforze PE40 (tabela nr 3 z publikacji [P5], 

przetłumaczona na język polski, praca Open Access – zgoda na wykorzystanie nie jest 

wymagana). 

Temp. 

[oC] 
ka [M-1s-1] kd [s-1] KD [M] KA [M-1] 

25 10,6 ± 0,3 (1,35 ± 0,02)  10–3 (1,27 ± 0,04)  10–4 (7,87 ± 0,23)  103 

30 11,4 ± 0,2 (8,19 ± 0,07)  10–4 (7,16 ± 0,13)  10–5 (1,40 ± 0,03)  104 

37 15,5 ± 0,1 (1,02 ± 0,01)  10–3 (6,60 ± 0,12)  10–4 (1,51 ± 0,03)  104 

 

Wyznaczone parametry szybkości tworzenia i dysocjacji adduktu (ka i kd) 

wykorzystano do obliczenia wartości stałych asocjacji (KA). Wartości przedstawione  

w Tabeli 11 są wyższe niż dla homologów NethylS i NpropylS badanych wcześniej 

(Tabela 6) [P3]. Ponadto zaobserwowano wyraźny wzrost zarówno wartości szybkości 

asocjacji (ka), jak i wartości stałej wiązania (KA) wraz ze wzrostem temperatury. 

Ostatnim obiektem badawczym była pochodna antrachinonu – 1-(2-hydroksyetylo-

amino)-antraceno-9,10-dion (AQ-NetOH). W jej przypadku przeprowadzono dokowanie 

molekularne oraz analizę oddziaływań związku z helisą DNA z wykorzystaniem techniki 

switchSENSE i miareczkowania spektrofotometrycznego.  
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Badania kinetyki switchSENSE oddziaływania AQ-NetOH z DNA (Rysunek 5  

w [P5]) wykazały zupełnie inny przebieg zarejestrowanych zmian w porównaniu  

z pochodnymi pirazyny i sulfonamidu. Proces asocjacji zachodzi bardzo szybko o czym 

świadczy ostra krzywa zmiany fluorescencji o około 10%. W dalszej części wykresu 

widoczna jest linia prosta, która świadczy o całkowitym związaniu analitu z helisą DNA. 

Proces dysocjacji również zachodzi szybko. Obserwuje się nagłą zmianę wartości 

fluorescencji do poziomu początkowego przed wykonaniem eksperymentu. Świadczy to 

również o całkowitej dysocjacji powstającego adduktu. Wyznaczone parametry 

kinetyczne przedstawiono w Tabeli 12.  

Tabela 12. Wartości (wraz z ich odchyleniami standardowymi) ustalonych szybkości 

asocjacji (ka), szybkości dysocjacji (kd), stałych asocjacji (KA) i stałych dysocjacji (KD) 

dla wiązania AQ-NetOH z helisą DNA w buforze TE40 (tabela nr 4 z publikacji [P5], 

przetłumaczona na język polski, praca Open Access – zgoda na wykorzystanie nie jest 

wymagana). 

Temp. 

[oC] 
ka [M-1s-1] kd [s-1] KD [M] KA [M-1] 

25 (4,78 ± 0,61)  104 0,96 ± 0,02 (2,01 ± 0,24)  10–5 (4,97 ± 0,65)  104 

30 (5,85 ± 2,06)  104 1,27 ± 0,05 (2,17 ± 0,77)  10–5 (4,60 ± 1,63)  104 

37 (3,71 ± 1,27)  104 0,91 ± 0,17 (2,43 ± 0,95)  10–5 (4,12 ± 1,62)  104 

 

Wartość ka jest około trzydzieści razy niższa niż dla EB [P3], ale aż tysiąc razy 

większa niż w przypadku PTCA i nawet kilka tysięcy razy większa niż dla NbutylS. 

Powstały addukt również bardzo szybko rozpada się pod wpływem przepływu buforu. 

Mianowicie, jego dysocjacja następuje w ciągu około 1 s, o czym świadczą wartości kd. 

Wartość stałej KA, obliczona na podstawie szybkości asocjacji i dysocjacji, wynosi 

4,97·104 M−1 w temperaturze 25°C. Jest to najwyższa wartość spośród wszystkich 

wyznaczonych techniką switchSENSE dla związków przedstawionych w omawianej 

pracy. Jest ona jednocześnie o dwa rzędy wartości mniejsza niż w przypadku EB, który 

w tej temperaturze charakteryzował się wartością KA wynoszącą ok. 4·106 M−1 [P3]. 

Wartości stałej asocjacji nieznacznie maleją wraz ze wzrostem temperatury, w której 

przeprowadzono doświadczenie. 
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W przypadku pochodnej antrachinonu przeprowadzono także badania 

spektrofotometryczne (Rysunek 6 w [P5]). Właściwości spektroskopowe analitu 

umożliwiły analizę oddziaływania AQ-NetOH z helisą DNA. Doświadczenie opierało 

się na monitorowaniu zmian absorbancji analitu wraz ze wzrostem stężenia DNA. 

Związek AQ-NetOH w buforze Tris/HCl w zakresie długości fal 350–200 nm  

ma trzy maksima absorpcji: 316 nm, 276 nm i 247 nm. Roztwór DNA charakteryzuje się 

występowaniem jednego pasmma, które rozciąga się od ok 230–300 nm. Aby uniknąć 

efektu nakładania się pasm absorpcyjnych AQ-NetOH i DNA, wyznaczono stałą 

wiązania dla zmian absorbancji przy długości fali 316 nm, przy której roztwór DNA 

nie absorbuje. Wraz ze wzrostem stężenia DNA obserwuje się nieznaczny wzrost 

absorbancji, który ustaje po przekroczeniu stosunku molowego DNA:AQ-NetOH 1:1. 

Oznacza to, że kolejne fragmenty DNA nie wprowadzają żadnych zmian widmowych. 

Na podstawie przedstawionych obserwacji można stwierdzić, że dochodzi do utworzenia 

adduktu z AQ-NetOH. Stała wiązania, określona na podstawie wykresu miareczkowania 

spektrofotometrycznego wynosi 9,97∙104 M−1. 

Obliczenia teoretyczne (Rysunek 2 i 5 w [P5]) wskazują na występowanie 

najpopularniejszego wiązania w trzecim, mniejszym rowku, bogatymi w adeninę oraz 

tyminę. Najsilniejsze oddziaływanie natomiast obserwuje się w pierwszym, mniejszym 

rowku. Ten fragment helisy zaczyna się od sekwencji TAG TGC, co sugeruje brak 

występowania powinowactwa AQ-NetOH do określonych zasad nukleinowych. Wyniki 

dokowania molekularnego o wysokiej rozdzielczości wskazują na obecność 

wewnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego pomiędzy atomem H grupy 

hydroksylowej związku, a atomem O deoksyrybozy. W związku z tym,  

grupa –NH–(CH2)2-OH przyłączona do antrachinonu jest kluczowa dla jego wiązania  

z helisą DNA.  

W omawianej pracy opisano zastosowanie trzech podejść do określenia 

oddziaływania związków niskocząsteczkowych z helisą DNA. Wykorzystanie w tym celu 

techniki switchSENSE zapewniło wgląd w kinetykę procesów asocjacji i dysocjacji. 

Warto jednak dodać, że metoda ta nie dostarcza informacji o miejscach i trybach 

wiązania. W związku tym, badania uzupełniono o dokowanie molekularne oraz 

spektrofotometrię UV-Vis. 

Uzyskane wyniki dowodzą, że pochodna antrachinonu (AQ-NetOH) wykazuje 

najwyższy współczynnik asocjacji, co wskazuje na szybkie tworzenie się adduktu. 
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Ponadto, zmiany temperatury wpływają w różny sposób na kinetykę wiązania 

poszczególnych analitów. Podczas gdy PTCA wykazuje przyspieszoną dysocjację  

w wyższych temperaturach, NbutylS charakteryzuje się niecałkowitą dysocjacją, 

podkreślając złożony charakter tych oddziaływań. 

Reasumując, technika switchSENSE stanowi obiecujące narzędzie do szybkiej 

oceny bioaktywności związków w laboratoriach chemicznych. Chociaż wartości stałych 

wiązania mogą nieznacznie różnić się od innych technik, analiza w czasie rzeczywistym 

zapewnia unikalny wgląd w kinetykę asocjacji i dysocjacji. 
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4.6. Wyniki nieopublikowane wchodzące w skład rozprawy 

4.6.1. Badanie właściwości przeciwutleniających 

Zbadano właściwości przeciwutleniające pochodnych sulfonamidowych NethylS 

oraz NpropylS względem rodników organicznych (ABTS·+ i DPPH·). Dzięki temu możliwe 

jest określenie zdolności omawianych związków do wychwytywania reaktywnych form 

tlednu (ROS).  

Otrzymane wyniki (Rysunek 10) wskazują na wysoką aktywność związku NethylS 

polegającą na usuwaniu rodników ABTS·+. Związek o dłuższym łańcuchu 

alkiloaminowym nie wygasza analizowanego rodnika – brak widocznych zmian  

w absorbancji. Z Rysunku 10A odczytano stężenie związku NethylS, które powoduje 

zmniejszenie o 50 % badanego rodnika. Wartość ta wynosi 4,21 mM.  

 

Rysunek 10. Wykres zależności absorbancji od długości fali dla roztworu rodnika ABTS·+ 

oraz serii rozcieńczeń związku A. NethylS, C. NpropylS; Wykres aktywności polegający 

na usuwaniu rodników ABTS·+ związku B. NethylS i D. NpropylS. 
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Badania właściwości przeciwutleniających wobec rodnika DPPH· nie pozwalają  

na określenie zdolności analizowanych związków do wygaszania rodnika organicznego. 

Zgodnie z literaturą podczas wygaszania rodnika DPPH· obserwuje się zmianę barwy 

roztworu z fioletowej na żółtą [183]. W przypadku analizowanych związków, 

obserwowano zmianę barwy roztworów z fioletowej na niebieską, co sugeruje 

występowanie reakcji konkurencyjnej. Na Rysunku 11 można zaobserwować przesunięcie 

pasma absorpcji w kierunku wyższych wartości długości fali. Nie obserwuje się widm 

sugerujących proces wygaszania rodnika organicznego. 

 

Rysunek 11. Wykres zależności absorbancji od długości fali dla roztworu DPPH· oraz wraz  

z dodatkiem związku NethylS. 

Wykonane badania właściwości przeciwutleniających pochodnych 

sulfonamidowych NethylS i NpropylS wskazują na ich zdolność do wygaszania rodnika 

ABTS·+. Uzyskane wyniki pozwalają na stwierdzenie, że wzrost długości łańcucha 

alkiloaminowego analizowanych związków wpływa na zmniejszenie właściwości 

przeciwutleniających badanych sulfonamidów.  

4.6.2. Badanie cytotoksyczności 

Określenie aktywności biologicznej pochodnych sulfonamidowych 

na udostępnionych mi liniach komórkowych miało na celu obranie dalszego kierunku 

badań. Analiza cytotoksyczności wykonana została na komórkach HB2 (nie-nowotworowe 

komórki nabłonka piersi) i SKBr3 (gruczolakorak piersi) dla trzech związków (NethylS, 

NpropylS, NbutylS). Uzyskane wyniki przedstawiono na Rysunku 12. 
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Rysunek 12. Wyniki badań cytotoksyczności na komórkach HB2 dla związku A. NethylS,  

B. NpropylS, C. NbutylS oraz komórek SKBr3 dla D. NethylS, E. NpropylS i F. NbutylS.  

Na wykresach wartości gęstości optycznej (OD) dla analizowanych związków  

w przypadku obu linii komórkowych nie przekraczają wyników uzyskanych dla prób 

kontrolnych bez dodatku sulfonamidów. Widoczne są jednynie nieznaczne odchylenia, 

które nie wpływają na ocenę cytotoksyczności substancji. Przedstawione wyniki badań 

wskazują na brak cytotoksyczności wszystkich trzech analizowanych pochodnych 

sulfonamidowych względem nie-nowotworowych komórek nabłonka piersi (HB2) oraz 

komórek gruczolakoraka piersi (SKBr3) w zakresie stężeń 1 μM – 80 μM. 
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4.6.3. Badania mikrobiologiczne 

Badania mikrobiologiczne przeprowadzono w celu określenia najmniejszego 

stężenia hamującego wzrost mikroorganizmów (MIC) oraz najmniejszego stężenia 

bakteriobójczego (MBC). Analizy wykonano dla trzech pochodnych sulfonamidowych 

różniących się długością łańcucha alkiloaminowego na szczepach bakterii Gram-dodatnich 

(Staphylococcus aureus – gronkowca złocistego), Gram-ujemnych (Escherichia coli – 

pałeczki okrężnicy) oraz drożdży Candida albicans. 

Po przeprowadzeniu badania zaobserwowano zmętnienie mieszaniny we wszystkich 

dołkach zawierających roztwory pochodnych sulfonamidowych. Świadczy to o wzroście 

drobnoustrojów chorobotwórczych, w związku z czym nie było możliwe określenie 

wartości MIC dla analizowanych związków. W wykonanych próbach kontrolnych 

określono ilość występujących kolonii: 7450 kolonii/ml dla Staphylococcus aureus,  

3370 kolonii/ml dla Escherichia coli oraz 700 kolonii/ml dla Candida albicans.  

Ponadto analizy dla pochodnych sulfonamidowych wykonane na szalkach Petriego  

z pożywką TSA również wskazują na ich brak aktywności przeciw wyżej wymienionym 

mikroorganizmom. We wszystkich próbach widoczny był wzrost namnażania 

się drobnoustrojów (Rysunek 13), co uniemożliwiło określenie wartości MBC 

dla badanych związków.  

 

Rysunek 13. Przykładowe zdjęcia posiewów mikrobiologicznych dla A. Staphylococcus 

aureus – gronkowca złocistego ze związkiem NethylS o stężeniu 800 μM, B. Escherichia 

coli – pałeczki okrężnicy z NpropylS o stężeniu 800 μM oraz C. drożdży Candida albicans 

z NbutylS o stężeniu 800 μM. 

Przeprowadzone badania mikrobiologiczne nie pozwoliły na określenie 

najmniejszego stężenia hamującego wzrost mikroorganizmów (MIC) oraz najmniejszego 

stężenia bakteriobójczego (MBC). Na podstawie wykonanych analiz można stwierdzić 

jednoznacznie, że pochodne sulfonamidowe NethylS, NpropylS i NbutylS w zakresie 

stężeń 800 μM – 100 μM nie wykazują właściwości przeciwdrobroustrojowych.  
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5. Podsumowanie 

Narastający problem lekooporności oraz wzrost zachorowań na nowotwory zmusza 

do poszukiwania nowych farmaceutyków. Projektowanie leków może odbywać się poprzez 

modyfikację związków o udowodnionej aktywności biologicznej w celu poszerzenia 

spektrum ich działania. Ponadto, niektóre cząsteczki mogą również wiązać 

się koordynacyjnie z jonami metali.  

Celem ninejszej dysertacji było wprowadzenie modyfikacji w strukturze 

sulfonamidów (NethylS, NpropylS i NbutylS) oraz określenie wpływu długości 

ich łańcucha alkiloaminowego  na właściwości fizykochemiczne, powinowactwo do helisy 

DNA, zdolności koordynacyjne, cytotoksyczność, badania przeciwutleniające oraz 

mikrobiologiczne.  

Badania obejmowały syntezę oraz analizę strukturalną otrzymanych pochodnych. 

Ponadto, wykonano doświadczenia pozwalające na zdefiniowane profili 

elektrochemicznych związków, ich właściwości kwasowo-zasadowych oraz 

kompleksotwórczych z trójwartościowymi jonami rutenu i rodu. Następnie 

przeprowadzono badanie charakteru przeciwutleniającego omawianych pochodnych 

sulfonamidowych oraz ich zdolności do oddziaływania z fragmentem dwuniciowego 

łańcucha DNA. W ostatnim etapie wykonane zostały testy cytotoksyczności oraz badania 

mikrobiologiczne w celu określenia aktywności biologicznej omawianych pochodnych 

sulfonamidowych.  

Przeprowadzony przegląd literaturowy w publikacji [P1] dotyczący zastosowania 

technik elektrochemicznych do analizy oddziaływań cząsteczek z biomolekułą DNA, 

pozwolił na uporządkowanie wiedzy o preferowane podejścia eksperymentalne, materiały 

elektrodowe oraz nowe metody ich modyfikacji. W artykule podsumowano różne 

podejścia elektrochemiczne, które coraz częściej znajdują swoje zastosowanie  

w poruszanej tematyce.  

Publikacja [P2] przedstawia syntezę i badanie właściwości fizykochemicznych 

dwóch pochodnych sulfonamidowych – NethylS i NpropylS. Do najważniejszych 

wniosków opisanych w artykule zalicza się następujące tezy: 

 proces utleniania zachodzi łatwiej dla związku z krótszym łańcuchem 

alkiloaminowym; 

 wartość pH nie wpływa na przebieg zachodzących procesów redoks; 
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 wzrost długość podstawnika alkiloaminowego powoduje zwiększenie odległości 

grupy aminowej od reszty cząsteczki, a co za tym idzie wzrost zasadowości  

z obrębie tej grupy; 

 wraz z długością łańcucha zmniejsza się wartość pKa1; 

 pochodne NethylS i NpropylS tworzą związki koordynacyjne z jonami Rh(III)  

i Ru(III), których stechiometrię M:L określono jako 1:2 (ML2); 

 w przypadku jonów Rh(III) bardziej uprzywilejowaną formą związku 

kompleksowego jest sześcioczłonowy pierścień chelatowy (z ligandem 

NpropylS), natomiast jon Ru(III) preferuje utworzenie pięcioczłonowego 

pierścienia poprzez kompleksowanie z NethylS. 

W kolejnym artykule [P3] skupiono się na przedstawieniu wyników badań 

oddziaływań pochodnym sulfonamidowych z helisą DNA. Jako modelowy układ  

i jednocześnie punkt odniesienia wykorzystano bromek etydyny. Najważniejsze 

osiągnięcia tej pracy są następujące: 

 stwierdzenie występowania dużego powinowactwa bromku etydyny (EB) 

do adeniny oraz tyminy; 

 temperatura wpływa na szybkość ascocjacji (ka) w przypadku związku EB; 

 metoda dynamiczna nie jest odpowiednia (niewystarczająco czuła) do badania 

oddziaływań związków niskocząsteczkowych z helisą kwasu nukleinowego; 

 sulfatiazol (STZ) wykazuje powinowactwo do adeniny oraz tyminy; 

 zarówno NethylS, jak i NpropylS wykazują wysokie powinowactwo do tych 

samych części badanej helisy DNA; 

 addukty NethylS–DNA i NpropylS–DNA charakteryzują się wysoką stabilnością,  

co powoduje występowanie niecałkowitej dysocjacji; 

 określenie wartości współczynników szybkości (ka, kd) oraz stałych (KA, KD) 

asocjacji i dysocjacji dla związków EB, NethylS i NpropylS z wykorzystaniem 

techniki swicthsENSE. 

Badania przeprowadzone w publikacji [P4] opierają się na analizie właściwości  

kwasowo-zasadowych pięciu pochodnych sulfonamidowych z wykorzystaniem metod 

obliczeniowych. Uzyskane wyniki zostały porównane z danymi eksperymentalnymi.  
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Otrzymane wnioski są następujące: 

 obecność wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych w strukturze pochodnych 

sulfonamidowych może powodować różnice w mechanizmie oddziaływania 

związku  

z biocząsteczkami; 

 w przypadku elektrycznie obojętnych form badanych sulfonamidów najsilniejsze 

wiązanie H występuje w NbutylS; 

 tworzenie wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych prowadzi do wzrostu 

hydrofobowości; 

 hydrofobowość badanych układów wzrasta wraz z długością łańcucha 

alkiloaminowego. 

Ostatni omawiany artykuł [P5] opisuje analizę oddziaływania związków 

niskocząsteczkowych z biomolekułą DNA. Określono wartości szybkości (ka, kd) oraz 

stałych (KA, KD) asocjacji i dysocjacji dla badanych związków. Na podstawie otrzymanych 

wyników można było sformułować następujące stwierdzenie: 

 addukt PTCA–DNA charakteryzuje się dużą stabilnością, ze względu 

na niecałkowity proces dysocjacji; 

 w przypadku PTCA temperatura nie wpływa znacząco na szybkość zachodzącego 

procesu asocjacji (ka); 

 najczęstsze wiązanie związku NbutylS z helisą DNA obserwuje się w trzecim 

mniejszym rowku, bogatym w adeninę oraz tyminę, co świadczy o powinowactwie 

cząsteczki  

do tych zasad nukleinowych; 

 oddziaływanie związku NbutylS z DNA zachodzi powoli, ale powstały addukt jest 

na tyle stabilny, że nawet wydłużenie etapu dysocjacji nie prowadzi do jego 

całkowitej dysocjacji; 

 wzrost temperatury wpływa zarówno na szybkość asocjacji (ka) oraz stałej (KA)  

w przypadku związku NbutylS; 

 związek AQ-NetOH nie wykazuje powinowactwa do określonych zasad 

nukleinowych; 

 w przypadku związku AQ-NetOH proces asocjacji zachodzi szybko, a dysocjacja 

powstałego adduktu jest całkowita; 
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 wartości stałej asocjacji (KA) nieznacznie maleją wraz ze wzrostem temperatury 

dla AQ-NetOH. 

Wykonane badania właściwości przeciwutleniających dwóch badanych pochodnych 

sulfonamidowych wskazują na ich zdolność do wygaszania rodnika ABTS·+.  

Zaproponowane w badaniach struktury analizowanych związków nie wykazują 

toksyczności względem zdrowych i nowotworowych komórek nabłonka piersi  

(HB2 i SKBr3). Ponadto, nie są aktywne względem bakterii G(+) – Staphylococcus aureus 

(gronkowca złocistego), G(-) –  Escherichia coli (pałeczki okrężnicy) oraz drożdży 

Candida albicans. 
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Informacje o aktywności naukowej 

Studia w Szkole Doktorskiej Nauk Ścisłych i Przyrodniczych Uniwersytetu 

Gdańskiego w dyscyplinie Nauki Chemiczne rozpoczęłam w październiku 2020 roku. 

Badania realizowałam w Katedrze Chemii Bionieorganicznej Wydziału Chemii 

Uniwersytetu Gdańskiego pod opieką promotora prof. dr. hab. Mariusza Makowskiego 

oraz promotora pomocniczego dr Sandry Brzeskiej.  

Jestem współautorką 9 publikacji naukowych, w tym w 6 pełnię rolę pierwszego 

autora. Wzięłam udział w 4 konferencjach naukowych międzynarodowych oraz  

4 krajowych, w tym na 3 z nich przedstawiłam wyniki w formie posteru, natomiast na 

5 wygłosiłam referaty ustne. Jestem również współautorką 12 referatów ustnych 

i plakatów przedstawianych przez osoby, z którymi współpracowałam.  

Do tej pory odbyłam dwa krótkie pobyty naukowe, odpowiednio tydzień i 10 dni, 

na Wydziale Chemii Lwowskiego Narodowego Uniwersytetu im. Iwana Franki Ukraina 

(2020) oraz Wydziale Chemii Uniwersytetu Florenckiego we Włoszech (2023). Ponadto 

jestem współautorką dwóch zgłoszeń patentowych.  

Pełniłam rolę wykonawcy w dwóch projektach finansowanych przez Narodowe 

Centrum Nauki OPUS oraz ubiegałam się o finansowanie w ramach projektu 

PRELUDIUM. Byłam również kierownikiem projektu służącemu Rozwojowi Młodych 

Naukowców oraz Doktorantów – BMN oraz projektu małych grantów – Ugrants-start 

finansowanych przez Uniwersytet Gdański. Obecnie również realizuję kolejny projekt 

BMN oraz ubiegam się o finansowanie na wyjazd na konferencję zagraniczną  

w konkursie PROM NAWA.  

W ramach badań realizowanych w Szkole Doktorskiej zajmowałam się syntezą 

pochodnych sulfonamidowych, ich połączeń koordynacyjnych z trójwartościowymi 

jonami rutenu i rodu oraz analizie fizykochemicznej tych związków.  

Zajmowałam się również określaniem siły oddziaływania cząsteczek z helisą DNA oraz 

kinetyki zachodzących procesów przy pomocy techniki switchSENSE. W tej tematyce 

naukowej powstało 5 publikacji, które są podstawą niniejszej dysertacji.  
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Publikacje 

1. Aleksandra Ciesielska, Jakub Brzeski, Dorota Zarzeczańska, Magdalena Stasiuk, 

Mariusz Makowski, Sandra Brzeska “Exploring the interaction of biologically active 

compounds with DNA using the SwitchSense technique, UV-Vis spectroscopy, and 

computational methods” Spectrochim. Acta. A. Mol. Biomol. Spectrosc. 2024, 

124313, (DOI:10.1016/j.saa.2024.124313) 

2. Jakub Brzeski, Aleksandra Ciesielska, Mariusz Makowski „A theoretical study of 

the alkylimino substituted sulfonamides with potential biological activity” J. Phys. 

Chem. B, 2023, (DOI:10.1021/acs.jpcb.3c05618) 

3. Sandra Ramotowska, Paulina Spisz, Jakub Brzeski, Aleksandra Ciesielska, Mariusz 

Makowski „Application of the SwitchSense Technique for the Study of Small 

Molecules’ (Ethidium Bromide and Selected Sulfonamide Derivatives) Affinity to 

DNA in Real Time” J. Phys. Chem. B, 2022, (DOI:10.1021/acs.jpcb.2c03138) 

4. Aleksandra Ciesielska, Małgorzata Gawrońska, Mariusz Makowski, Sandra 

Ramotowska "Sulfonamides differing in the alkylamino substituent length – synthesis, 

electrochemical characteristic, acid-base profile and complexation properties" 

Polyhedron, 2022, (DOI:10.1016/j.poly.2022.115868) 

5. Sandra Ramotowska, Aleksandra Ciesielska, Mariusz Makowski "What Can 

Electrochemical Methods Offer in Determining DNA–Drug Interactions?" 

Molecules, 2021, (DOI:10.3390/molecules26113478) 

6. Aleksandra Ciesielska, Wojciech Ciesielski, Karen Khachatryan, Henryk Koloczek, 

Damian Kulawik, Zdzislaw Oszczeda, Jacek Soroka, Piotr Tomasik „Structure and 

Physicochemical Properties of Water Treated Under Methane with Low-Temperature 

Glow Plasma of Low Frequency” Water, 2020, (DOI:10.3390/w12061638) 

7. Aleksandra Ciesielska, Wojciech Ciesielski, Beata Girek, Tomasz Girek, Kinga 

Kozieł, Damian Kulawik, Jakub Łągiewka „Biomedical application of cyclodextrin 

polymers  

cross-linked via dianhydrides of carboxylic acids” Applied Sciences, 2020,  

(DOI: 10.3390/app10238463) 

8. Aleksandra Ciesielska, Wojciech Ciesielski, Henryk Kołoczek, Damian Kulawik, 

Joanna Kończyk, Zdzisław Oszczęda, Piotr Tomasik „Structure and Physicochemical 

Properties  
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of Water Treated under Ammonia with Lowtemperature Low-pressure Glow Plasma 

of Low Frequency” Open Chemistry, 2020, (DOI: 10.1515/chem-2020-0166) 

9. Aleksandra Ciesielska, Wojciech Ciesielski, Karen Khachatryan, Henryk Koloczek, 

Damian Kulawik, Zdzisław Oszczeda, Jacek Soroka, Piotr Tomasik „Structure and 

Physicochemical Properties of Water Treated under Carbon Dioxide with Low-

Temperature Low-Pressure Glow Plasma of Low Frequency” Water, 2020, 

(DOI:10.3390/w12071920) 

 

Konferencje 

1. A. Ciesielska, S. Brzeska, M. Makowski: „Wpływ długości łańcucha 

alkiloaminowego wybranych pochodnych sulfonamidowych na ich właściwości 

fizykochemiczne oraz zdolność do wiązania z helisą DNA”, 66. Zjazd Polskiego 

Towarzystwa Chemicznego, PTChem, Poznań, 15-20 września 2024 – referat 

wygłoszony 

2. A. Chylewska, A. Dąbrowska, M. Kowalik, J. Brzeski, S. Brzeska, A. Ciesielska,  

P. Nowicka, M. Makowski: „Eksperymentalne i teoretyczne badania połączeń 

koordynacyjnych wybranych jonów trójwartościowych z ligandami 

sulfonamidowymi”, Ogólnopolska Konferencja Naukowa Chemia-Biznes-

Środowisko “ChemBiŚ”, Gdańsk, 8-9 czerwca 2024 – wykład wygłoszony przez 

prof. dr. hab. Mariusza Makowskiego 

3. A. Ciesielska, S. Brzeska, M. Makowski: "Badanie procesów kinetycznych związków 

wysoko- i niskocząsteczkowych z helisą DNA przy wykorzystaniu techniki 

switchSENSE", XX Ogólnopolskie Seminarium Studentów i Doktorantów „Na 

pograniczu Chemii, Biologii i Farmacji", Jarnołtówek, 26-29 maj 2024 – referat 

wygłoszony 

4. A. Ciesielska, J. Brzeski, D. Zarzeczańska, M. Stasiuk, M. Makowski, S. Brzeska: 

"Badanie oddziaływania związków biologicznie czynnych z DNA z wykorzystaniem 

techniki SwitchSense, spektroskopii UV-Vis oraz metod obliczeniowych", XX 

Ogólnopolskie Seminarium Studentów i Doktorantów „Na pograniczu Chemii, 

Biologii i Farmacji", Jarnołtówek, 26-29 maj 2024 – referat wygłoszony przez 

Magdalenę Stasiuk 
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5. J. Brzeski, A. Ciesielska, M. Makowski: "A theoretical study on the alkylimino 

substituted sulfonamides", 2nd French-Polish Chemistry Congress, Montpellier, 28-

31 Sierpień 2023 – referat wygłoszony przez dr. Jakuba Brzeskiego 

6. A. Ciesielska, S. Brzeska, M. Makowski: "Determination of low-molecular 

compounds interactions with DNA biomolecule using switchSENSE technology", 2nd 

French-Polish Chemistry Congress, Montpellier, 28-31 Sierpień 2023 – referat 

wygłoszony 

7. A. Ciesielska, S. Brzeska, M. Makowski: „Profil elektrochemiczny pochodnych 

sulfonamidowych różniących się długością podstawnika alkiloaminowego”,  

XIX Ogólnopolskie Seminarium Doktorantów i Studentów „Na pograniczu chemii  

i biologii”, Trzebieszowice, 4-7 czerwiec 2023 – referat wygłoszony  

8. J. Brzeski, S. Brzeska, P. Spisz, A. Ciesielska, M. Makowski:  "Wyznaczanie 

parametrów fizykochemicznych oddziaływania małocząsteczkowych związków z DNA 

z wykorzystaniem techniki switchSense i metod obliczeniowych",  VI Otwarte 

Seminarium (Webinarium) "Od teorii do eksperymentu", Online-Wrocław, luty 2023 

– współautorstwo referatu ustnego wygłoszonego przez dr. Jakuba Brzeskiego 

9. A. Ciesielska, S. Ramotowska, P. Spisz, J. Brzeski, M. Makowski: „The Affinity of 

Small Molecules to DNA – Optimization of the New Innovative Switchsense 

Technology”, Modeling and Design of Molecular Materials 2022, Wrzesień, Gdańsk 

– poster 

10. A. Chylewska, J. Brzeski, A. Dąbrowska, M. Kowalik A. Królicka, S. Ramotowska,  

P. Spisz, A. Ciesielska, M. Makowski: „ Importance of Structure-Activity 

Relationship (SAR) Studies of Sulfonamide Moiety in Current and Future Therapy”, 

Modeling and Design of Molecular Materials 2022, Wrzesień, Gdańsk – 

współautorstwo referatu ustnego wygłoszonego przez prof. dr. hab. Mariusza 

Makowskiego 

11. A. Ciesielska, S. Ramotowska, M. Makowski: „Influence of the methoxy group 

position in sulfonamide ligands on their acid-base properties”, Materials, Methods 

& Technologies, Burgas, Sierpień 2022 – poster 

12. A. Ciesielska, S. Ramotowska, M. Makowski: „Influence of the aliphatic chain 

length of sulfonamide derivatives on complexing properties toward Ru(III) and 
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Rh(III) ions”, French-Polish Symposium on Chemistry, Paryż, Maj 2022 – referat 

wygłoszony 

13. A. Ciesielska, S. Ramotowska, M. Gawrońska, M. Makowski: "Synteza i 

właściwości fizykochemiczne podstawionych grupą metoksylową pochodnych 

sulfonamidowych", IV Ogólnopolskie Forum Chemii Nieorganicznej, Toruń, 

Wrzesień 2021 - poster 

14. W. Ciesielski, D. Kulawik, J. Drabowicz, S. Żarska, A. Ciesielska, K. Kozieł:  

"New eco-friendly batteries based on carbon nanotubes", 5th Polish Conference  

„Graphene and 2D materials”, Szczecin, Wrzesień 2019 – współautorstwo referatu 

ustnego wygłoszonego przez prof. dr. hab. Wojciecha Ciesielskiego 

15. D. Kulawik, W. Ciesielski, A. Ciesielska, K. Kozieł, V. Pavliuk: "New hybrid 

materials based on carbon nanotubes and metal alloys", 5th Polish Conference 

„Graphene and 2D materials”, Szczecin, Wrzesień 2019 – poster zaprezentowany 

przez dr. Damiana Kulawika 

16. D. Kulawik, W. Ciesielski, S. Żarska, A. Folentarska, A. Ciesielska: "New hybrid 

materials based on carbon nanotubes and metal alloys", 22th International 

Conference on composite materials (ICCM22), Melbourne, Wrzesień 2019 – 

współautorstwo referatu ustnego wygłoszonego przez dr. Damiana Kulawika 

17. D. Kulawik, J. Drabowicz, W. Ciesielski, S. Zdanowska, A. Folentarska, A. 

Ciesielska, V.  Pavliuk: "New hybrid materials based on carbon nanotubes and metal 

alloys", International Conference on Nano-Material, Engineering Applications, 

Manufacturing and Applied Sciences, Bangkok, Luty 2019 – współautorstwo 

referatu ustnego wygłoszonego przez dr. Damiana Kulawika 

18. W. Ciesielski, D. Kulawik, S. Zdanowska, A. Folentarska, A. Ciesielska, V. Pavliuk,  

J. Drabowicz: "Battery prototype with a cell based on carbon nanostructures", 

International Conference on Nano-Material, Engineering Applications, 

Manufacturing and Applied Sciences, Bangkok, Luty 2019 – współautorstwo 

referatu ustnego wygłoszonego przez prof. dr. hab. Wojciecha Ciesielskiego 

19. A. Folentarska, D. Kulawik, J. Kończyk, A. Ciesielska, M. Caban, J. Kumirska,  

W. Ciesielski: "Usuwanie leków w komunalnych oczyszczalniach ścieków przy użyciu 

biowęgla", IX Kongres Technologii Chemicznej, Gdańsk, Wrzesień 2018 – poster 

zaprezentowany przez mgr Agnieszkę Folentarską 
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20. D. Kulawik, W. Ciesielski, A. Ciesielska, V. Pavliuk: "Siarkowe struktury węglowe  

w bateriach - super pojemne baterie", IX Kongres Technologii Chemicznej, Gdańsk, 

Wrzesień 2018 – poster zaprezentowany przez dr. Damiana Kulawika 

 

Zgłoszenia patentowe 

1. Aleksandra Ciesielska, Edyta Girek-Rynkiewicz, Beata Kulawik, Igor Jatulewicz, 

Izabela Maruszewska, Adam Maruszewski, „Piwo wzbogacone substancjami 

odżywczymi i sposób jego wytwarzania”, zgłoszenie patentowe z dnia 2.12.2019, 

numer zgłoszenia: P.432040, zgłaszający: BROWAR RECRAFT spółka  

z ograniczoną odpowiedzialnością, Świętochłowice 

2. Dariusz Michalski, Aleksandra Ciesielska, Edyta Girek-Rynkiewicz, „Płyn 

katalizujący do spalania paliw stałych, oraz sposób wytwarzania płynu 

katalizującego”, zgłoszenie patentowe z dnia 17.11.2020, numer zgłoszenia: 

P.435998, zgłaszający: MICHALSKI DARIUSZ MDM-KONTAKT, Ocice 

 

Staże naukowe 

1. Lwowski Narodowy Uniwersytet im. Iwana Franki, Wydział Chemii 

„Investigations in the field of materials for hydrogen storage systems based on carbon 

nanotubes and carboniate” 

Termin stażu: 10.02.2020 – 16.02.2020  

2. Uniwersytet Florencki, Wydział Chemii 

„HPLC-MS analysis of endocrine disruptors in biological fluids” 

Termin stażu: 8.05.2023 – 19.05.2023 

 

Projekty naukowe 

1. Projekt finansowany przez Narodowe Centrum Nauki OPUS  

nr UMO-2019/33/B/ST4/00031: „Synteza i właściwości biochemiczne pochodnych 

antybiotyków sulfonamidowych z analizą zmian profili bionieorganicznych wskutek 

kompleksowania z trójwartościowymi jonami metali (Ru, Rh, Os, Ir)” – wykonawca  

od października 2020 roku do września 2021 roku 
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2. Projekt służący Rozwojowi Młodych Naukowców oraz Doktorantów nr 539-T120-

B009-22: „Badanie wpływu długości łańcucha alifatycznego pochodnych 

sulfonamidowych na zdolności kompleksotwórcze z trójwartościowymi jonami 

rutenu(III) oraz rodu(III)” – kierownik w roku 2022 

3. Projekt małych grantów – UGrants nr 533-0C20-GS33-23: „Exploring the interaction  

of biologically active compounds with DNA through the application of the 

SwitchSense technique, UV–Vis spectroscopy, and computational methods” – 

kierownik w roku 2023 

4. Projekt służący Rozwojowi Młodych Naukowców oraz Doktorantów  

nr 539-T120-B009-22: „Potencjalne wykorzystanie polimerów cyklodekstrynowych  

w terapii binarnej, a ich zdolność do oddziaływania z biomolekułą DNA” – kierownik  

w roku 2024 

5. Projekt finansowany przez Narodowe Centrum Nauki OPUS  

nr UMO-2023/49/B/NZ7/03456: „Związki modulujące funkcje białek telomerowych 

TRF1 i TRF2” – wykonawca od 2024 roku do 2026 roku 
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