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1 Wprowadzenie

1.1 Rézne formy DNA

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) jest podstawowym no$nikiem informacji genetycznej
we wszystkich zywych komérkach oraz wiekszo$ci wiruséw. Informacja o cechach dziedzicz-
nych kazdej jednostki jest zawarta w sekwencji nukleotydéw DNA. Reguly parowania zasad
azotowych w podwdjnej helisie DNA zostaly po raz pierwszy opisane w 1953 r. przez Wat-
sona i Cricka [1]. Od tego momentu systematyczne badania wskazaty, ze forma B-DNA jest
dominujaca forma biologiczna prawoskretnej helisy DNA (in vivo lub w wysokiej wilgotnosci
92%) [2].

RYSUNEK 1.1: Trzy najistotniejsze biologicznie konformacje podwdjnej helisy DNA. Od lewe;j,
struktura A-DNA, B-DNA, Z-DNA.

W zaleznosci od warunkéw srodowiskowych DNA moze réwniez przyjmowac inne for-
my helikalne takie jak A-, B-i Z-DNA (patrz Rys. 1.1) oraz kilka niehelikalnych struktur dru-
gorzedowych (patrz Rys. 1.2), jednak ich formowanie zazwyczaj wymaga niekanonicznego
lub/oraz nieciaglego parowania zasad azotowych. Do takich egzotycznych form DNA zali-
cza sie struktury Hollidaya (ang. Holliday junction), tripleksy DNA (H-DNA), spinki DNA
(ang. DNA hairpins), G-kwadrupleksy oraz motyw interkalowany DNA (i-motif DNA) [3,
4]. Co ciekawe, w przypadku G-kwadruplekséw nie wystepuje klasyczne parowanie zasad
azotowych Watsona-Cricka (G-C, A-T), lecz cykliczne parowanie guanin od strony krawe-
dzi Watsona-Cricka oraz krawedzi Hoogsteena (patrz Rys. 1.3). W parowanie guanin zawsze
zaangazowane sa 4 réwnolegle fragmenty nici DNA, jednakze niekoniecznie sparowane w

kolejnosci w jakiej wystepuja w sekwencji. Na przejscia strukturalne z prawoskretnej formy
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RYSUNEK 1.2: Rézne niekanoniczne formy drugorzedowe DNA: A) struktura Hollidaya, B) tri-
pleks DNA, C) spinka DNA, D) G-kwadrupleks oraz E) motyw interkalowany. Rézne kolory
oznaczaja rézne nici DNA.

B-DNA do innych form, w tym tworzenie G-kwadruplekséw, wptywa wiele czynnikéw ta-
kich jak sekwencja, sita jonowa, temperatura, stopien hydratacji czy oddziatywanie z biatka-
mi. Obecnie badania skupiaja sie przede wszystkim na ustaleniu w jaki sposéb ich tworzenie
zalezy od warunkéw in vitro oraz jakie role biologiczne moga pelnic¢ in vivo [3, 5].

Badania strukturalne nad forma A-DNA rozpoczely sie od obserwagji, ze krystaliczne for-
my wiokien DNA o niskiej wilgotnosci wytworzyly rentgenowski wzér dyfrakcyjny struktur,
ktére wyraznie r6znily sie od natywnej helisy DNA w fazie wodnej [6]. Struktura A-DNA
moze by¢ formowana zaréwno przez dwuniciowe helisy DNA oraz RNA jak réwniez hybry-
dowe struktury dupleksowe DNA-RNA [3, 6].

Synteza chemiczna odpowiednio zaprojektowanej sekwengji oligonukleotydowej, pozwo-
lita na wyznaczenie pierwszej struktury krystalicznej o wysokiej rozdzielczosci, ktéra nie-
oczekiwanie wykazata mozliwo$¢ wystapienia lewoskretnej struktury helikalnej z naprze-
miennymi wiazaniami glikozydowymi w konformacji anti i syn. Uzyskana strukture nazwa-
no forma Z-DNA i ustalono, Ze jej tworzenie promowane jest przez sekwencje zawierajace
naprzemiennie pary G-C (szczegolnie poly(dGC),) oraz wysoka site jonowa [7, 8]. Nastep-
nie pojawiata sie hipoteza odnos$nie udziatu formy Z-DNA w regulacji genéw [9]. Tabela 1.1

podsumowuje najistotniejsze réznice miedzy trzema formami podwdijnej helisy DNA.
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TABELA 1.1: Réznice parametrow geometrycznych pomiedzy trzema giéwnymi formami po-
dwdjnej helisy DNA.

Rodzaj DNA B-DNA A-DNA Z-DNA
Kierunek skrecenia prawoskretna prawoskretna lewoskretna
Duza bruzda szeroka i gteboka | waska i bardzo gteboka plytka

Mata bruzda waskaigleboka | bardzo szerokai plytka | bardzo waska i gleboka
Srednica helisy (w nm) 2,37 2,55 1,84

Liczba par zasad przypadajaca 10,4 11 12

na skret helisy

Kat skrecenia miedzy +34,6° +39,0° -30,0°
sasiednimi parami zasad

Skok helisy (w nm) 3,54 2,53 4,56

1.2 Wplyw osmolitéw na DNA

Zdolnos¢ dostosowania ci$nienia osmotycznego i stabilno$ci biomakromolekut do zmieniaja-
cych sie warunkéw srodowiskowych ma kluczowe znaczenie dla przetrwania wielu zywych
organizméw. Mozna to osiagna¢ przez wewnatrzkomoérkowa akumulacje matoczasteczko-
wych zwiazkéw organicznych — osmolitéw, ktére moga jednak zaburza¢ réwnowage konfor-
macyjna biatek i kwaséw nukleinowych. Na podstawie wlasciwo$ci chemicznych i struktu-
ralnych naturalnie wystepujace osmolity mozna podzieli¢ na trzy grupy: (i) poliole, np. gli-
cerol lub mannitol; (ii) aminokwasy i ich pochodne, np. tauryna, -alanina i betaina; oraz (iii)
mocznik i metyloaminy, np. TMAO, TMG [10-14]. Najczeéciej jednak osmolity sa dzielone,
zgodnie z ich wplywem na stabilno$¢ biatek, na stabilizatory, ktére przesuwaja réwnowage
w kierunku postaci natywnej (stabilizacja, np. betaina), i destabilizatory (denaturanty) prze-
suwajace rownowage w kierunku postaci rozwinietej (destabilizacja, np. mocznik). Chociaz
istnieje wiele teorii wyjasniajacych stabilizujace i destabilizujace dziatanie osmolitéw na biat-
ka, zwykle nie mozna ich bezposrednio przenosi¢ na przypadek kwaséw nukleinowych, co
podkresla fakt, ze niektdre stabilizujace biatka osmolity destabilizuja podwojna helise DNA.

Pozostaje zatem niejasne, czy rownowaga zwijania DNA moze by¢ zaburzona przez bez-
posrednie oddzialywania miedzy rozpuszczalnikiem a czasteczka DNA, czy posrednio, przez
oddziatywania osmolit-woda, ktére réwnolegle modyfikuja wtasciwosci rozpuszczalnika [15-
17]. Dotychczasowa wiedza na temat mechanizméw rzadzacych wplywem rozpuszczalnika
na stabilnos¢ DNA ma ogromne znaczenie praktyczne ze wzgledu na potencjalne zastosowa-
nia w inzynierii genetycznej i biotechnologii.

DNA wykazuje znaczna zmienno$¢ konformacyjna, a wéréd gtéwnych czynnikéw deter-
minujacych wzgledna stabilno$é¢ poszczegélnych struktur drugorzedowych sa oddziatywa-

nia miedzy rozpuszczalnikiem a czasteczka DNA. Te oddzialywania réwniez przyczyniaja
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sie do zmiennoéci funkcji DNA, w tym wiazania réznych ligandéw [18-23]. Szczegdlnie in-
teresujaca jest podatnos¢ do zmiany konformacji z A-DNA na B-DNA w zaleznosci od ak-
tywnosci wody [24, 25]. Badania z wykorzystaniem spektroskopii w zakresie podczerwieni i
UV wykazaly, ze pelna solwatacja czasteczki DNA jest niezbedna do utrzymania integralnej
struktury DNA, a obnizenie wilgotnosci wzglednej skutkuje niewtasciwym ulozeniem par
zasad w helisie [26]. Ponadto tendencja do tworzenia formy A- lub B-DNA jest silnie zalezna
od sekwencji, co sugeruje, ze koricowa struktura drugorzedowa jest narzucana przez skom-
plikowane wspdétoddziatywanie ré6znych wkiadow [27-30].

Podczas gdy woda jest kluczem do stabilizacji biologicznie aktywnych struktur DNA,
wiadomo, ze czasteczki osmolitu zaburzaja uktad przestrzenny czasteczek wody i ich wza-
jemne oddzialywania, powodujac, Ze woda przejawia zmienione wiadciwosci fizykochemicz-
ne, takie jak nizsza aktywnos$¢. W konsekwencji stwierdzono, ze zar6wno zmniejszona wil-
gotnos$¢ wzgledna w badaniach krystalograficznych [25, 31, 32] jak i dodanie wspoétrozpusz-
czalnika organicznego lub soli [33-36] powoduje podobny korzystny efekt preferencyjnej sta-
bilizacji A-DNA.

Znany jest wplyw kilku matoczasteczkowych zwiazkéw organicznych o aktywnosci osmo-
tycznej (osmolitéw) na podwojna helise DNA. Nie istnieja natomiast przekonujace wyniki
badarni eksperymentalnych, ktére w pelni wyjasnialby mechanizmy przejs¢ strukturalnych
DNA wywotanych obecno$cia takich zwiazkéw w roztworze. Klasycznym przykladem zwiaz-
ku chemicznego majacego istotny wptyw na DNA jest mocznik. Faktem jest, ze denaturu-
je on podwdjna helise DNA, lecz mechanizm takiej denaturacji chemicznej nie jest w pelni
zrozumialy [37]. Jednym z sugerowanych mechanizméw jest efektywne ostabienie wiazan
wodorowych pomiedzy zasadami. Proces taki jest mozliwy, poniewaz mocznik stanowi kon-
kurencje dla wody w tworzeniu wiazann wodorowych z biopolimerami. Inna mozliwo$cia
jest zaburzanie przez mocznik struktury i sieci oddzialywan samego rozpuszczalnika, co
eliminowatoby lub znaczaco redukowaloby korzysci energetyczne zwiazane z efektem hy-
drofobowym. Innym przykladem osmolitu o dziataniu denaturujacym wzgledem DNA jest
betaina. Dodanie betainy do roztworu DNA eliminuje r6znice pomiedzy temperaturami top-
nienia fragmentéw DNA wynikajacymi z zawartosci i kolejnosci par zasad A-T oraz G-C w
DNA [38]. Efekt ten wykorzystuje sie, stosujac betaine jako dodatek w reakgji taricuchowej
polimerazy (PCR), jednak jego mechanizm do dzi$ nie zostal w pelni wyjasniony. Zupet-
nie przeciwny efekt na DNA wywiera spermidyna, zwiazek chemiczny nalezacy do polia-
min, ktéry jest syntetyzowany przez zywe komoérki w celu ochrony informacji genetycznej
przed stresem chemicznym i fizycznym. W szczeg6lnosci, substancja ta odpowiedzialna jest
za ochrone DNA plemnikéw przed niesprzyjajacym, kwasnym Srodowiskiem pochwy. Przy
fizjologicznym pH spermidyna jest sprotonowana, przez co staje sie podwdjnie lub potréjnie
natadowana czasteczka. Ten dodatni tadunek sprzyja silnym oddzialywaniom z negatyw-

nie naladowanymi grupami fosforanowymi. W przypadku klasycznej struktury helisy DNA
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spermidyna obsadza mata bruzde dzieki czemu skutecznie neutralizuje grupy fosforanowe
w obu niciach DNA [39]. Obecnie uwaza sie, ze spermidyna jest jednym ze zwiazkow, ktory

najlepiej indukuje przejscia z prawoskretnej helisy DNA do lewoskretnej.

1.3 Historia badan nad G-kwadrupleksami

Do$¢ nietypowa cecha samoorganizacji kwasu guanylowego zostata po raz pierwszy odno-
towana przez niemieckiego chemika Banga juz w 1910 roku. Badacz zaobserwowat zjawisko
tworzenia sie zelu dla wysokich stezeri 5-monofosforanu guanozyny (5-GMP) przy okre-
Slonych wartosciach pH [40]. Duzo péZniej badania dyfrakcji rentgenowskiej na witéknach
5-GMP pokazaty, ze dokladnie 4 reszty guaninowe uktadaja sie w jednej plaszczyzZnie, po-
miedzy ktérymi istnieje sie¢ wiazaft wodorowych [41]. W toku badani prowadzonych przez
Arnotta ijego wspotpracownikéw uzyskano podobny wniosek, dotyczacy formowania kom-
paktowych struktur czteroniciowych o prawoskretnej strukturze przez sekwencje DNA bo-
gate w guaniny [42]. Nastepnie w 1978 r. Miles i Fraser pokazali, ze stabilnos¢ tych struktur
zalezy od obecnosci dodatnio natadowanych jonéw, ktére silnie oddzialuja z atomami tlenu
z G-tetrad. Mozliwo$¢ tworzenia in vitro struktur G-kwadruplekséw przez cyklicznie powta-
rzajace sie fragmenty bogate w guaniny zwiazane z telomerami zostata potwierdzona pod
koniec lat 80-tych przez grupe Blackburn oraz Cecha [43, 44]. Pierwsze silne dowody na ist-
nienie struktur G-kwadruplekséw in vivo uzyskano przez barwienie makrojader Stylonichia
lemnae za pomoca swoistych przeciwcial Sty49 o wysokim powinowactwie do G-kwadru-
plekséw [45]. PéZniej okazalo sie, ze ponad 50% genomu wystepuje jako cyklicznie powta-
rzajace sie sekwencje, przez co nalezy uwzgledni¢ mozliwos¢ formowania niehelikalnych
struktur w tych sekwencjach [46, 47]. Badania bioinformatyczne przeprowadzone na ludz-
kim oraz innych genomach zidentyfikowaly bardzo wiele sekwencji bogatych w cyklicznie
powtarzajace sie fragmenty guaninowe, a ludzki genom zawiera ponad 300000 sekwencji po-
tencjalnie mogacych tworzy¢ G-kwadrupleksy [48, 49]. Dla wielu z tych sekwencji wskazano
role w regulacji proceséw komoérkowych takich jak transkrypcja, translacja i rekombinacja
[50, 51]. Ciagle prowadzone sa badania majace na celu wyznaczenie wszystkich mozliwych
natywnych stanéw strukturalnych tych nietypowych drugorzedowych form DNA oraz me-
chanizméw odpowiedzialnych za ich stabilno$¢ termodynamiczng i kinetyczna w warun-

kach fizjologicznych.

1.4 Podstawy budowy G-kwadrupleksow

W pewnych warunkach fizjologicznych sekwencje DNA bogate w guaniny moga sie specy-
ficznie faldowa¢ tworzac czteroniciowa strukture znana jako G-kwadrupleksy. Struktury te

sktadaja sie z dwéch lub wiecej tetrad guanozynowych utozonych jedna nad druga tworzac
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J

RYSUNEK 1.3: Ogdlny schemat struktury G-kwadruplekséw. A) Pojedyncza G-tetrada tworzona

przez 4 guaniny z jon metalu w srodku. B) Jedna z mozliwych konformacji przyjmowanych przez

G-kwadrupleksy. Szare kwadraty reprezentuja G-tetrady ulozone w stos, niebieska linia oznacza

przebieg taricucha fosfocukrowego, natomiast kolorem czerwonym zaznaczono miejsca wiazania
kationéw.

tzw. rdzert guaninowy. Pojedyncza tetrada sklada sie z 4 guanozyn potaczonych ze soba wia-
zaniami wodorowymi typu Hoogsteena (patrz Rys. 1.3). W takim ukladzie kazda guanina jest
donorem oraz akceptorem wiazan wodorowych (wiazanie N1 z O6 oraz N2 z N7). Zaanga-
zowanie atomu azotu N7 w tworzenie wigzafi wodorowych chroni guaniny przed metylacja
przez siarczan dimetylu. Ta unikalna cecha G-kwadruplekséw pozwala na chemicznie odréz-
nienie ich od innych drugorzedowych struktur DNA. Jednowartosciowe kationy takie jak K™
i Na™, stabilizuja cata strukture rdzenia guaninowego poprzez oddziatywanie z centralny-
mi elektroujemnymi karbonylowymi atomami tlenu O6. Brak kationéw metali w roztworze
w znacznym stopniu utrudnia powstawanie struktur kwadrupleksowych [52, 53]. Ustalono
réwniez, ze najwieksza stabilizacja G-kwadruplekséw wystepuje podczas interkalacji jonéw
K™ doktadnie pomiedzy dwoma kolejnymi G-tetradami [54]. Poszczego6lne G-tetrady sa uto-
zone w odlegtosci 3,3 A od siebie, a tak utworzony stos jest potaczony za pomoca taricucha
fosfocukrowego DNA. Pozostale zasady azotowe z nici DNA, czyli nie biorace udziatu w
tworzeniu G-tetrad, biora udziat w tworzeniu petli o r6znej dtugosci oraz sekwencji. Petle
te przebiegaja wzdluz krawedzi kazdej G-tetrady, a ich rézne orientacje prowadza do po-
wstawania struktur G-kwadruplekséw o réznorodnych topologiach. Jak juz fatwo zauwa-
zy¢, podstawowa cechaq strukturalna wszystkich G-kwadruplekséw jest rdzeni guaninowy, a
gléwna cecha réznicujaca je sa petle o réznej dlugosci oraz sekwencji. Przeprowadzono wiele
badan majacych na celu ustalenie, w jaki sposéb sekwencja i diugos¢ petli moze regulowac
konformagje i stabilno$¢ G-kwadruplekséow [55-58].

Do tej pory zidentyfikowano wiele sposobéw utozen petli w przestrzeni, uwzgledniajac
w tym mozliwy obrét kowalencyjnego wiazania glikozydowego pomiedzy cukrem i zasada
azotowa. Jak pokazano na Rys. 1.4 petle moga faczy¢ dwa réwnolegle lub antyréwnolegte

fragmenty guaninowe (G, gdzie n oznacza dowolna liczbe guanin w ciagu), tworzac jeden
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z czterech mozliwych typéw petli. Petla boczna (zwana réwniez petla krawedziowaq) taczy
dwa sasiednie antyréwnoleglte fragmenty G, i zazwyczaj sklada sie z dwéch lub wiecej zasad.
Petla diagonalna taczy dwie przeciwlegle i antyréwnolegle fragmenty G,, i sktada sie z trzech
lub wiecej zasad. Natomiast petla Smiglowa (znana réwniez jako petla z podwojnie zagietym
faricuchem) taczy dwa sasiednie réwnolegte fragmenty G, i sklada sie z jednej zasady (w
przypadku krotkiej wersji petli) lub szedciu lub wiecej zasad (w przypadku dlugiej wersji
petli). Rzadziej spotykane petle w ksztalcie litery V faczq trzy krawedzie G-tetrad z dwéch
sasiednich fragmentéw G, [59].

RYSUNEK 1.4: Schemat 4 mozliwych typéw petli w G-kwadrupleksach: A) petla boczna, B) petla
diagonalna, C) petla $migltowa i D) petla w ksztalcie litery V.

1.5 Réznorodnos¢ struktur G-kwadruplekséw

Struktury G-kwadruplekséw sa wysoce polimorficzne ze wzgledu na mozliwo$¢ przyjmo-
wania réznych struktur przez ten sam fragment DNA. Wynika to z wielu mozliwych kom-
binacji r6znych czynnikéw takich, jak ulozenie fragmentéw nici wzgledem siebie, typy petli,
konformacje wiazan glikozydowych, réznorodnos¢ kationdw metali mogacych wiaza¢ sie w

rdzeniu guaninowym.
1.5.1 Topologie nici DNA

A B C

RYSUNEK 1.5: Stechiometria nici G-kwadrupleksow: A) G-kwadrupleks jednoniciowy, B) dwuni-
ciowy i C) czteroniciowy.

Struktury G-kwadruplekséw moga tworzy¢ sie przez faldowanie jednoniciowego DNA
bogatego w guaniny (jednoczasteczkowe G-kwadrupleksy) oraz poprzez zwiazanie sie ze
soba dwdch lub czterech niezaleznych nici DNA (wieloczasteczkowe G-kwadrupleksy). Te

trzy mozliwosci przedstawiono na Rys. 1.5.
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RYSUNEK 1.6: Przyktadowe topologie przyjmowane przez jednoniciowe G-kwadrupleksy. Kolo-
rem czerwonym oznaczone zostaly plaszczyzny guaninowe, kolorem zielonym szkielet nici DNA
oraz strzalkami kierunek przebiegu od strony 5’-korica do 3’-korica.

Sekwencje bogate w guaniny tworzace jednoniciowe G-kwadrupleksy zazwyczaj zbudo-
wane sa z 4 kolejnych fragmentéw guaninowych (G;), ktére rozdzielone sa doktadnie trze-
ma fragmentami petli o ré6znych diugosciach i sekwencjach. Ten konkretny rodzaj G-kwa-
druplekséw moze przyjmowac rézne topologie (patrz Rys. 1.6), ktoére r6znia sie utozeniem
fragmentéw nici wzgledem siebie oraz wartodciami katow wiazania glikozydowego, przyj-
mujac konformacje syn lub anti. Topologia krzesetkowa jest jednym z prostszych sposobéw
fatdowania G-kwadruplekséw, a powstaje ona poprzez utworzenie trzech bocznych petli po-
miedzy antyréwnolegltymi fragmentami G,,. Drugi sposéb fatdowania o ksztalcie zblizonym
do koszyka (topologia antyréwnolegla) powstaje poprzez utworzenie dwdch petli bocznych
orazjednej Srodkowej diagonalnej. Topologia réwnolegta-I, zwana réwniez $migtowa, formo-
wana jest przez 4 rownolegle fragmenty G, potaczone 3 petlami o podwéjnym zagieciu tan-
cucha. Natomiast obie topologie hybrydowe przedstawione na Rys. 1.6 sa potaczeniem réw-
noleglego i antyréwnoleglego ulozenia fragmentéw G, oraz r6zna kombinacja petli. Struk-
tury hybrydowe najczesciej maja dwie petle boczne i jedna petle Smiglowa [60]. Sposrod
przebadanych dotad sekwengji najwieksza réznorodnos¢ jednoniciowych struktur G-kwa-
druplekséw przejawia ludzka sekwencja telomerowa 5-d(GGGTTA),-3" [51, 61]. Zmiany w
dtugosci i sekwencji petli moga spowodowaé przyjecie jednej z 26 teoretycznie mozliwych
topologii G-kwadruplekséw [60, 62, 63]. Ciekawym przyktadem réznorodnoéci topologii G-
kwadrupleksow jest sekwencja d[G3ATG3ACACAG4ACG;3], ktéra zwija sie do jednonicio-
wego G-kwadrupleksu z trzema G-tetradami, potaczonymi az trzema réznymi typami petli
(Smiglowa, diagonalna, boczna) kazda o r6znej diugosci [64].

Dwuczasteczkowe G-kwadrupleksy powstajace w wyniku polaczenia dwéch nici DNA, z
ktérych kazda zawiera przynajmniej po dwa fragmenty G,,, réwniez moga przyjmowac wie-

le ré6znych konformacji. Jak pokazano na Rys. 1.7, istnieje kilka sposobéw utozenia dwdéch
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RYSUNEK 1.7: Przykladowe topologie przyjmowane przez dwuniciowe G-kwadrupleksy.

sasiednich G-spinek tworzacych G-kwadrupleks. Mozliwe jest utozenie G-spinek w tym sa-
mym kierunku 3’- oraz 5’-koricéw 5" (rownolegtle), w kierunku przeciwnym (antyréwnolegte)
oraz wzajemnie sie zazebiajacych (z dwiema petlami diagonalnymi). Inna mozliwoscia jest
réwnolegte ulozenie G-spinek z dwiema petlami Smiglowymi. Jednym z przyktadéw dwu-
czasteczkowego G-kwadrupleksu jest struktura promotora MyoD [65].

Schemat formowania czteroczasteczkowych G-kwadruplekséw pozornie wydaje sie by¢
znacznie prostszy, poniewaz nie obejmuje petli (Rys. 1.5C). Przykladem moze by¢ rentgenow-
ska struktura czteroniciowego G-kwadrupleksu o sekwencji d(TG4T) i wszystkich fragmen-
tach G, réwnolegtych wzgledem siebie [66]. Poza tym w roztworach jonéw Kt sekwencje
telomerowe takie jak d(TTAGGG) i d(TTAGGGT) réwniez tworza czteroniciowe G-kwadru-
pleksy o réwnoleglym ufozeniu nici, a wszystkie konformacje glikozydowe guanin z G-tetrad
sa typu anti-anti-anti-anti [67]. Za pomoca technik wysokorozdzielczego NMR i spektrometrii
mas grupa badawcza Balasubramaniana wykazala, ze sekwencja d(GGGT), ktéra nie zawie-
ra nukleotydu flankujacego na 5’-koricu réwniez tworzy strukture czteroniciowa. Jednakze,
uwzgledniajac mozliwoé¢ dowolnej kombinacji r6znych orientacji kazdego z fragmentéw G,
oraz katéw glikozydowych guanin, teoretycznie mozliwych jest réwniez wiele struktur czte-

roniciowych G-kwadruplekséow [68].

RYSUNEK 1.8: Wszystkie mozliwe wzgledne ulozenia fragmentéw G, wystepujace w G-kwadru-
pleksach.

Cztery fragmenty G, wystepujace w obrebie jednoczasteczkowych lub wieloczasteczko-
wych G-kwadruplekséw moga przyjmowac jeden z czterech mozliwych sposobéw utozenia
wzgledem siebie (patrz Rys. 1.8). Pierwszy sposéb ulozenia sklada sie z czterech réwnole-
glych nici o tym samym kierunku 5’-3" oraz jednego z dwéch mozliwych zestawéw kon-
formacji katow glikozydowych (anti-anti-anti-anti lub syn-syn-syn-syn). Drugi sposéb to trzy
rownolegle ulozone nici oraz jedna w przeciwnym kierunku, a mozliwy zestaw konformacji
glikozydowych to anti-syn-syn-syn lub syn-anti-anti-anti. Poza tym istnieja ukiady hybrydo-

we tzw. 2+2, ktére sktadaja sie z dwoéch naprzemiennie utozonych nici antyréwnolegtych
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(syn-syn-anti-anti) lub dwoéch sasiadujacych réwnolegltych (syn-anti-syn-anti). Pelny zestaw
nici utozonych réwnolegle wzgledem siebie jest cecha charakterystyczna dla czteroczastecz-
kowych struktur G-kwadruplekséw. Natomiast mieszane oraz antyréwnolegte utozenia nici
spotyka sie zaré6wno w jednoczasteczkowych jak i dwuczasteczkowych G-kwadrupleksach.
Pierwsze badania NMR przeprowadzone dla nici DNA o ludzkiej sekwengji telomerowej
DNA pokazaly, ze w obecnosci jon6w Nat DNA zwija do topologii antyréwnolegtej o ksztal-
cie koszyka [69]. Jednak krystaliczna struktura rentgenowska tej samej sekwencji DNA, uzy-
skana w obecnosci jonéw K* charakteryzuje sie konformacja réwnolegla, w ktorej wszyst-
kie guaniny przyjmuja konformacje anti [61]. Co wiecej podobna sekwengja lecz tyko o po-
dwdéjnym powtérzeniu ludzkiej sekwencji telomerowej d(TAG3TTA3T) w obecnosci jonéw
K* tworzy mieszanine dwoch struktur hybrydowych [70]. Podobna hybrydowa struktura
telomerowego G-kwadrupleksu jest przyjmowana przez fragment bogaty w guaniny powy-
zej promotora Bcl-2 P1, w ktérej to wiele fragmentéw guaninowych jest zaangazowanych
w tworzenie jednoczasteczkowej struktury [71]. Struktura ta ma typowa dla topologii réw-
noleglej jednozasadowa trzecia petle Smigltowa oraz typowa dla topologii antyréwnolegtej
tréjzasadowa (CGC) pierwsza petle boczna. Bazujac na przytoczonych przykltadach mozna
stwierdzi¢, ze kroétkie petle promuja lokalne struktury réwnolegle, podczas gdy dlugie petle
promuja struktury antyréwnolegte.

Badania krystalograficzne oraz NMR wykazaly, ze w obecnosci jonéw potasu jak i so-
du sekwencja d(TG4T) tworzy jedna dominujaca strukture wieloczasteczkowego G-kwadru-
pleksu [72]. Natomiast struktury NMR i krystalograficzne wyznaczone przez grupe Haidera
dla telomerowej sekwencji Oxytricha nova (5’-d(G4T4G4)-3") maja charakter wieloczasteczko-
wy z dwoma antyréwnolegltymi i dwoma réwnolegltymi fragmentami G, wraz z czterema

resztami tyminowymi tworzacymi petle diagonalne [73].

1.5.2 Topologie kata glikozydowego

HO

RYSUNEK 1.9: Dwie orientacje wiazania glikozydowego. Konformacja syn (z lewej) i anti (z pra-
wej).

10
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Réznorodnos¢ struktur G-kwadruplekséw jest rowniez zwiqzana z elastyczno$cia wiaza-
nia glikozydowego. Efektywne przyciaganie lub odpychanie miedzy cukrem a zasada nu-
kleozydu skutkuje przyjeciem odpowiednio konformacji syn lub anti (patrz Rys. 1.9). Obie
konformacje sa obserwowane w strukturach G-kwadruplekséw. W przeciwieristwie do kla-
sycznej podwojnej helisy DNA, struktury G-kwadruplekséw maja az cztery bruzdy o réz-
nych szeroko$ciach oraz glebokosciach, ktére opisuje sie jako szeroka, $rednia i waska. W
przypadku czteroniciowych struktur G-kwadruplekséw wszystkie deoksyguanozyny przyj-
muja taka sama konformacje, co powoduje, ze wszystkie cztery bruzdy sa identyczne. Jednak
jednoczasteczkowe i dwuczasteczkowe struktury G-kwadrupleksowe moga sie charaktery-

zowa¢ niemal dowolna kombinacja konformacji syn i anti.

1.5.3 Topologie indukowane jonami metali

W zaleznosci od rodzaju i stezenia jonéw obecnych w roztworze konkretna sekwencja DNA
tworzaca G-kwadrupleksy moze formowa¢ kilka rézniacych sie miedzy soba struktur prze-
strzennych. Czeé¢ badan badan NMR i krystalograficznych ludzkiego telomerowego DNA
wskazuje, ze formowanie antyréwnoleglych G-kwadruplekséw jest preferowane w obec-
nosci jonéw Na', natomiast réownolegtych i hybrydowych w obecnosci jonéw KT [61, 69].
Podobne przejScia konformacyjne zaobserwowano réwniez dla G-kwadruplekséw bcl-2. W
obecnosci potasu widmo dichroizmu kotowego (CD) G-kwadrupleksu przedstawia silne pa-
smo przy 265 nm, natomiast w obecnosci sodu w 295nm [74]. Sa to dwa charakterystyczne
pasma dla G-kwadruplekséw réwnolegtych (265 nm) oraz antyréwnolegtych (295nm) [75].
Co ciekawe, widmo CD G-kwadrupleksu bcl-2 w wariancie RNA niezaleznie od rodzaju jo-
néw posiada dodatni pik na pasmie 260 nm oraz ujemny pik na pasmie 240 nm. Wskazuje
to na tworzenie sie réwnoleglego G-kwadrupleksu niezaleznie od warunkéw jonowych [75].
W przeciwienistwie do G-kwadruplekséw DNA, tworzenie sie struktur G-kwadruplekséw
RNA jest zasadniczo niezalezne od rodzaju kationu. Co wiecej, o ile typ jednowartoscio-
wych kationéw moze regulowac topologie jednoczasteczkowych G-kwadruplekséw DNA,
to nie wptywa on na topologie dwuczasteczkowych G-kwadruplekséw. Przykladem takie-
go zachowania jest dwuczasteczkowy G-kwadrupleks formowany z sekwencji d(G4T4Gs)2
przyjmujacy forme dwoch zazebionych ze soba spinek w r6znych roztworach jonéw Na™,
K*iNHj [76].

1.5.4 Topologie indukowane stloczeniem molekularnym

Zywe komorki zawieraja wysokie stezenia biomakromolekut oraz innych rozpuszczalnych i
nierozpuszczalnych substancji. Te biomakromolekuty, wliczajac w to DNA, RNA, biatka i po-

lisacharydy, zajmuja okoto 30—40% objetosci komdrkowej, a ich catkowite stezenie dochodzi
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do 400¢g/L [77]. Jak wiadomo, struktura i stabilnoé¢ a zatem i petnione funkcje tych bioma-
kromolekut sa regulowane przez warunki srodowiskowe, takie jak typ i stezenie jonéw me-
tali, pH, rodzaj rozpuszczalnika oraz czasteczki powodujace sttoczenie molekularne. W celu
zbadania przej$¢ konformacyjnych telomerowych G-kwadruplekséw w warunkach sttocze-
nia molekularnego grupa Miyoshiego wykorzystata spektroskopie CD w polaczeniu z izoter-
miczna kalorymetriqg miareczkowa (ITC). Badania pokazaty, ze w obecnosci 2 M PEG (glikolu
polietylenowego) telomerowe sekwencje DNA Oxytricha nova bogate w guaniny oraz cyto-
zyny maja mozliwo$¢ tworzenia réwnolegtych G-kwadruplekséw oraz struktur o motywie
interkalowanym (z ang. i-motif), ale zupelnie nie tworza klasycznych duplekséw, co ma miej-
sce przy braku PEG [78]. Podobne badania wykazaly, ze sttoczenie molekularne obojetnymi
polimerami wywotywato przemiane strukturalna G-kwadrupleksu o sekwencji d(G4T4G4)
od struktury antyréwnolegltej do réwnolegtej [79]. Ponadto, grupa Kana wykazata, ze dla
sekwengji d(T2AG3)4 i d[G3(T2AG3)3] wysokie stezenia PEG 200 sprzyjaja tworzeniu sie G-
kwadruplekséw przy jednoczesnym niedoborze soli [80]. Heddi i Phan wyznaczyli réwniez
strukture NMR G-kwadrupleksu o ludzkiej sekwengji telomerowej w warunkach stlocze-
nia molekularnego podobnego do tego w zywej komorce [81]. Badanie pokazato réwniez,
ze glikol polietylenowy (PEG 200) indukowat przejécie konformacyjne form antyréwnole-
glych oraz hybrydowych do réwnolegtych struktur G-kwadruplekséw. Wyniki te pokazuja,
ze réwnolegta forma G-kwadruplekséw o petlach typu Smiglowego jest szczegodlnie prefe-
rowana w warunkach ttoczenia molekularnego. Kilka innych badan wykazalo réwniez, ze
stloczenie molekularne powoduje przejécie od form G-kwadruplekséw do postaci drutéw
guaninowych (G-wires) [77, 82], jak réwniez regulacje réwnowagi konformacyjnej G-kwa-
drupleks/dupleks [80, 82, 83]. Efekty sttoczenia molekularnego nie ograniczaja sie do struk-

tur G-kwadrupleks6w, ale maja rowniez wpltyw na stabilno$¢ form tréjniciowych [84].

1.5.5 Wplyw super-zwiniecia DNA na G-kwadrupleksy

W genomowym DNA sekwencje bogate w guaniny oraz cytozyny ogélnie sa ograniczone
do tworzenia diugich podwdéjnych nici DNA o klasycznym schemacie parowania Watsona
i Cricka (G-C i A-T). Przejécie strukturalne ze struktur B-DNA do innej postaci wymaga
zazwyczaj zerwania wiazan wodorowych WC lub lokalnego odwiniecia podwdjnej helisy.
Lokalne rozwijanie DNA, ktére towarzyszy procesowi transkrypgji, jest czeSciowo utatwiane
dzieki elastycznej energii swobodnej zwiazanej z negatywnym super-zwinieciem DNA. Spe-
kuluje sie, ze podczas transkrypgji genéw, kiedy polimeraza RNA porusza sie wzdtuz DNA,
dochodzi do generowania super-zwinie¢, ktére sa dodatnie przed polimeraza RNA, a ujemne
zania. W ten sposo6b transkrypcja prowadzi do akumulacji energii elastycznej w DNA, dzieki
czemu moze indukowac¢ rozdzielanie nici DNA za soba i napedza¢ zmiany konformacyjne w
sekwencjach podatnych na super-zwiniecie. Analizy bioinformatyczne przeprowadzone na

calym ludzkim genomie zidentyfikowaty sekwencje potencjalnie tworzace G-kwadrupleksy
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wladnie w regionach bezposrednio powyzej miejsca startu transkrypcji dla kilku ludzkich
genow [47]. Ta obserwacja potwierdza poglad, ze G-kwadrupleksy moga regulowaé trans-

krypcje genéw.

1.6 Stabilnos¢ G-kwadrupleksow

Najbardziej powszechna forma DNA jest podwdjna helisa, w ktérej dwie nici sa utrzymy-
wane razem przez parowanie zasad azotowych typu Watsona i Cricka. Adeniny i tyminy sa
potaczone ze soba dwoma wiazaniami wodorowymi, podczas gdy guaniny tworza trzy wia-
zania wodorowe z cytozynami. Dla takiego schematu parowania przypada érednio 1 lub 1,5
wigzania wodorowego na zasade [85]. W odréznieniu od tego, kazda G-tetrada zawiera cy-
kliczny uktad o$miu wiazarh wodorowych typu Hoogsteena, dzieki czemu na jedna guanine
przypadaja Srednio dwa wiazania wodorowe. Sugeruje to, ze struktury G-kwadruplekséw
moga by¢ bardziej stabilng forma DNA i mie¢ wyzsza temperature topnienia niz klasyczny
dupleks DNA. Warto doda¢, ze G-kwadrupleksy RNA sa ogoélnie bardziej stabilne niz ich
odpowiedniki DNA [50].

Pomimo tego, ze struktury G-kwadruplekséw sa stabilizowane przez liczne wiazania wo-
dorowe Hoogsteena, do ich uformowania konieczne sa jednowartosciowe kationy metali,
zwlaszcza KT i Na™ [86]. Jony pelnia role stabilizujaca poprzez zmniejszenie odpychania
pomiedzy dipolami grup karbonylowych w centrum kazdej G-tetrady. Struktury G-kwadru-
pleksu sa unikalne wsréd réznych form DNA pod wzgledem wymagari co do jonéw. Wiele
publikacji zwraca uwage na fakt, ze jony potasu generuja bardziej stabilne struktury G-kwa-
druplekséw niz jony sodu [87]. Jony potasu posiadaja dos¢ duzy promien jonowy, dzieki cze-
mu doskonale wpasowuja sie w przestrzefi pomiedzy dwiema sasiednimi G-tetradami. Na-
tomiast jony sodu maja mniejszy rozmiar, przez co fatwiej umiejscawiaja sie w ptaszczyznie
G-tetrad, ale sa przy tym bardziej ruchliwe [88]. Potas jest rowniez dominujacym kationem
wewnatrzkomoérkowym i powinien by¢ cze$ciej zaangazowany w tworzenie G-kwadruplek-
sOwW in vivo [46, 89].

Ogolnie jednowartosciowe kationy stabilizuja G-kwadrupleksy w nastepujacej kolejno-
§ci: Kt > Na™ > Rb* > NH; > Cs™ > Li" [53]. Natomiast kationy dwuwarto$ciowe w na-
stepujacej kolejnosci: Sr?* > Ba?t > Ca?* > Mg?* [90]. W normalnych warunkach telome-
rowe sekwencje Oxytricha 5'-d(G4T4G4)-3” spontanicznie asocjuja tworzac antyréwnolegly G-
kwadrupleks, natomiast ich destabilizacja zachodzi juz przy milimolowych stezeniach jonéw
Zn%*, Co**, Mn?*, Mg?* oraz Ca®* [91].

Rozwazajac stabilnos¢ G-kwadruplekséw, nalezy rowniez uwzgledni¢ efekty zwiazane z
dlugoscia petli, sekwencja petli, jak rowniez diugoscia fragmentéw G,,. Wszystkie te czynniki
moga niezaleznie wptywac na przyjmowana przez G-kwadrupleks topologie. Kazdy jedno-

niciowy G-kwadrupleks zawiera trzy petle, ktérych dtugosé i sekwencja odgrywa duza role

13



1 Wprowadzenie

w regulacji stabilnosci. Pokazano, ze bardzo diugie petle czesciej biora udzial w tworzeniu
malo stabilnych G-kwadruplekséw, podczas gdy krétsze petle maja wieksza stabilnos¢ w
warunkach fizjologicznych. Na przykiad, sekwencje d[G3(TGs)3] z obrebu regionu c-MYC i
inhibitora integrazy HIV d[G3(TG3)3] moga tworzy¢ bardzo stabilne G-kwadrupleksy nawet
w obecnosci komplementarnych do nich nici bogatych w cytozyny [92]. Jednoczasteczkowe
G-kwadrupleksy majq najczesciej trzy G-tetrady utoZzone jedna nad druga i tworzace zwarty
ukiad. Istnieja badania, ktére wykazaly, ze zwiekszenie lub zmniejszenie liczby G-tetrad mo-
ze niekorzystnie wptywa¢ na stabilno$¢ G-kwadruplekséw [93]. Okazalo sig, ze fragmenty G,
nici o dtugosci od 3 do 7 zasad moga tworzy¢ G-kwadrupleksy, przy czym stabilnos$¢ wzra-
sta wraz ze wzrostem diugosci. Wyjatkiem od tej reguly jest sekwencja (G3T)y, ktéra tworzy
bardzo stabilna réwnolegla strukture G-kwadrupleksu w obecnosci roztworu zawierajacego
K* lub Na™ [93].

1.7 G-kwadrupleksy w genomie

Przeszukanie genoméw prokariotycznych pod katem miejsc potencjalnie tworzacych G-kwa-
drupleksy doprowadzito do zidentyfikowania jako jednego z takich rejonéw jednoniciowego
naddatka na 3’-koricu liniowych chromosoméw u Streptomyces [94]. Z kolei od czasu ziden-
tyfikowania ré6znych sekwengji potencjalnie tworzacych G-kwadrupleksy w rejonach promo-
torowych genéw zaangazowanych w transkrypcje, transdukcje i biosynteze metabolitéw, G-
kwadrupleksy sa rowniez rozpatrywane jako mozliwe elementy regulacyjne [95]. Ponadto
inne badania bioinformatyczne wskazaly na pewne powtarzajace sie sekwencje bogate w gu-
aniny potencjalnie mogace tworzy¢ G-kwadrupleksy. Chodzi o biologicznie istotne regiony
genomu eukariotycznego, wlaczajac w to telomerowe DNA i geny kodujace biatko w onko-
gennych sekwencjach promotoréw takich jak c-myb [96], PDGF-A [67], hTERT [97]. Inne rejo-
ny chromosomalne sa réwniez bogate w sekwencje potencjalnie tworzace G-kwadrupleksy.
Moze do nich za wliczy¢ rybosomalne DNA (kodujace rRNA), rejony przetacznika ciezkiego
faricucha immunoglobuliny, powtarzajace sie sekwencje mikro- i mini- satelitow [98], tande-
mowe powtdrzenia sekwencji istniejace w genie podatnosci na siatkéwczaka [99], gen FMR-1,
gen B-globiny [100], a takzZe rejon polimorficzny powyzej genu insuliny [101]. Do$¢ znaczna
akumulacja sekwencji potencjalnie tworzacych G-kwadrupleksy w catym genomie daje silne
przestanki co do tego, ze struktury G-kwadruplekséw odgrywaja wazna role w procesach
komoérkowych [51, 102].

Na skutek ulepszonej metodologii obliczeniowej dwa niezalezne badania bioinforma-
tyczne na calym genomie rzucity $wiatfo na rozklad sekwengji potencjalnie tworzacych G-
kwadrupleksy, a takze na wystepowanie najpopularniejszych petli w tych sekwencjach [48,
103]. Dwie grupy badawcze systematycznie przeszukiwaly ludzki genom, uwzgledniajac je-

dynie sekwencje pasujace do zadanego wzorca (Gz—5L1_7G3z—5L1_7G3_5L1_7G3_5) z ktérych
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potencjalnie moze powsta¢ jednoczasteczkowy G-kwadrupleks. Zatozono, ze fragmenty z
guaninami (G,,) sa ograniczone do dlugosci od trzech do pieciu zasad, natomiast fragmen-
ty z petlami (L) moga zawiera¢ jakakolwiek zasade i ich kombinacje, a ich diugos¢ jest z
zakresu 1-7 [48]. Wyniki tych badan wykazaly, ze calkowita liczba sekwencji potencjalnie
tworzacych G-kwadrupleksy w ludzkim genomie wynosi az 5713000. Jednakze uwzglednia
ona wszystkie mozliwe sekwencje nakladajace sie, a po ich usunieciu zmniejsza sie okoto
15-krotnie do 375157 sekwengji [48]. Ponadto grupa Balasubramaniana wykorzystala baze
danych ludzkiego genomu ENSEMBL do zidentyfikowania sekwencji potencjalnie tworza-
cych G-kwadrupleksy w we wszystkich chromosomach, w szczegdlnosci w rejonach ekso-
néw DNA. Badania pokazaly, ze rejony o niskiej czestotliwosci wystepowania fragmentow
Gy, znaleziono w niciach kodujacych rejony eksonéw, co sugeruje, ze sekwencje potencjalnie
tworzace G-kwadrupleksy sa niedostatecznie reprezentowane w sekwencjach mRNA [103].
Wczedniejsze badania wykazaly, ze stabilnos¢ i topologia wiekszosci G-kwadruplekséw
zalezy od dlugosci petli i ich sekwengji [55, 56]. Dlatego badania bioinformatyczne skupity
sie rowniez na analizie dtugosci potencjalnych petli [103], wyliczeniu najczestszych sekwencji
petli oraz ustaleniu czestotliwosci ich wystepowania w obrebie sekwencji potencjalnie two-
rzacych G-kwadrupleksy [48]. Pokazano, ze najczesciej wystepujaca kombinacja dtugosci pe-
tli jest 1:1:1 (8%). Sugeruje to, ze dluzsze petle generalnie nie sa promowane w sekwencjach
potencjalnie tworzacych G-kwadrupleksy [103]. Co wiecej, najczesciej wystepujaca sekwen-
cja petli jest pojedyncza zasada adeniny lub tyminy. Wprawdzie dluzsze petle wystepuja
rzadziej niz krétsze to jednak kombinacja zasad CCTGT w potencjalnej pierwszej petli od

5’-korica jest najczesciej wystepujaca sekwengcja dla petli dtuzszych niz jedna zasada [48].

1.8 Telomerowe DNA i G-kwadrupleksy
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RYSUNEK 1.10: Potozenie telomeréw w chromosomach. Telomery oprécz nici DNA, ktéra tworzy
charakterystyczne petle, zawieraja réwniez przytaczone do nich wyspecjalizowane biatka TRF1,
TRF1 oraz POT1. Schemat zaadaptowany z [104].
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Telomery sa wyspecjalizowanymi kompleksami kwaséw nukleinowych i biatek wystepu-
jacymi na koricach wszystkich eukariotycznych chromosoméw. Ich wystepowanie potwier-
dzono w zielonych algach [105], pierwotniakach orzesionych [106], drozdzach [107] i kre-
gowcach [43]. Tandemowo powtarzana sekwencja telomerowa rézni sie w zaleznosci od or-
ganizmu, ale jej ogélna postac jest nastepujaca: d[T1_3-(T/A)-G3_4], [44], np. (TTAGGG), u
wszystkich wyzszych eukariotow. Telomery stabilizuja korice liniowych chromosoméw eu-
kariotycznych i chronia je przed degradacja przez egzonukleazy i rekombinacja oraz zapobie-
gaja ich rozpoznawaniu jako podwdjnych peknie¢ nici. Ludzkie telomerowe DNA skfada sie
z okoto 10 tysiecy par zasad w postaci dwuniciowego DNA z tandemowymi powtdérzeniami
sekwengji (TTAGGG),. Dodatkowo na jego 3’-koricu znajduje sie jednoniciowy naddatek o
dtugosci 100-200 zasad i takiej samej sekwencji. Jak pokazano, te rejony bogate w guaniny sa
szczegblnie prawdopodobnymi miejscami tworzenia sie G-kwadruplekséw. U ssakéw korice
liniowych chromosoméw moga uczestniczy¢é w tworzeniu bardziej kompaktowych struktur
tzw. nasadek telomeréw, w celu ochrony catego chromosomu przed uszkodzeniem w wy-
niku fragmentacji lub faczenia sie chromosoméw (Rys. 1.10). Zidentyfikowano szereg biatek
specyficznie wiazacych sie z telomerowym DNA. Sa wérdéd nich zaréwno biatka oddziatuja-
ce bezposrednio z DNA (TRF1, TRF2 i POT1) jak i biatka stowarzyszone z nimi (RAP1, TPP1
i TIN2). Biatka TRF1 i TRF2 wiaza sie bezposrednio z dupleksowym telomerowym DNA
tworzac ochronna strukture tzw. petle T (T-loop). Pokazano takze, ze biatko POT1 chetniej
wiaze sie z jednoniciowym 3’-naddatkiem i jest réwniez zwiazane z kompleksem biatek telo-
merowych (tzw. kompleks szelterynowy). W obrebie tego kompleksu biatko TIN2 dziata jako
facznik pomiedzy podjednostkami TRF1 i TRF2 i angazuje biatko POT1 w kompleks szeltery-
ny za posrednictwem podjednostki TPP1. Oddzialywanie pomiedzy RAP1 i TRF2 powoduje
posrednie wiazanie ich z kompleksem szelterynowym [108, 109]. Generalnie petla T i dodat-
kowa tzw. petla D sa nierozltacznymi czeSciami struktury telomeru (patrz Rys. 1.10). Petla
T zwiazana jest z cala struktura, w ktorej to korice sa zapetlone do tytu, tworzac strukture
kotowa. Natomiast petla D odnosi sie do krétkiego odcinka z jednoniciowym fragmentem
3’-korica wplecionego w dupleks [110, 111].

W wiekszosci normalnie funkcjonujacych komérek somatycznych telomeraza nie jest ak-
tywna, a dtugosc¢ telomeréw stopniowo zmniejsza sie po kazdym cyklu podziatu komérko-
wego z powodu niepelnej replikacji nici opéznionej. Prowadzi to do zatrzymania wzrostu
lub nawet apoptozy po okoto 40 podziatach w przypadku wiekszosci komoérek somatycz-
nych [112]. Telomeraza jest jednak aktywna w komérkach piciowych i innych komoérkach
stale dzielacych sie (np. komoérki nabtonka), a w ponad 85% komérek nowotworowych takze
wystepuje wysoki poziom tego enzymu [113]. Enzym ten jest rybonukleoproteina zawieraja-
ca matryce RNA, z ktérej powtérzenia TTAGGG sa kopiowane przez odwrotna transkryptaze
i dodawane do jednoniciowych 3’-koricéw telomeréw, w konsekwencji utrzymujac diugos¢

chromosomu. Zwiniecie do struktury G-kwadrupleksu jednoniciowego fragmentu bogatego
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w guaniny hamuje aktywnos¢ telomerazy [88].

Mocne dowody na istnienie G-kwadruplekséw in vivo pochodza juz z najwczeéniejszych
obserwagji, ze specyficzne wzgledem G-kwadruplekséw przeciwciata Sty49 wiaza sie do te-
lomeréw z makrojader pierwotniakéw rzeskowych Stylonychia lemnae [45]. Wykazano, ze
jednoniciowy fragment przeciwciala Sty49 wiaze sie zaré6wno z telomerowymi G-kwadru-
pleksami réwnoleglymi oraz antyréwnolegtymi. Powinowactwo Sty49 do obu konformacji
G-kwadruplekséw jest podobne (w obu przypadkach w zakresie 3-5nM). Kolejne dowody
potwierdzajace istnienie G-kwadruplekséw w telomerach sa zwiazane z dwoma biatkami
TEBP, « i B, ktore, jak wykazano sprzyjaja tworzeniu sie G-kwadruplekséw in vivo [114].

Stosunkowo niedawno potwierdzono powstawanie G-kwadruplekséw DNA w jadrach
komoérek ssakéw poprzez wizualizacje przy pomocy przeciwcial znakowanych fluorescen-
cyjnie [115]. Grupa Balasubramaniana opracowata strukturalnie specyficzne przeciwciato
BG4, ktére preferencyjnie wiaze sie do jedno- i wieloczasteczkowych G-kwadruplekséw, jed-
noczes$nie nie wykazujac powinowactwa do innych struktur kwasu nukleinowego, takich jak
spinki RNA, jednoniciowe i dwuniciowe DNA. Dalsze testy wykazaty brak swoistosci BG4
dla r6znych konformacji G-kwadruplekséw. Co ciekawe obserwowano cykliczne zwieksza-
nie i zmniejszone barwienia w réznych fazach komérkowych, co sugeruje, ze powstawanie
G-kwadruplekséw moze by¢ zalezne od cyklu komoérkowego. W niezaleznych badaniach
pokazano, ze drobnoczasteczkowy ligand pirydostatyna moze bezposrednio oddziatywac z
DNA, stabilizujac G-kwadrupleksy, a nastepnie promowac apoptoze w ludzkich komérkach
nowotworowych poprzez indukcje uszkodzern DNA [116]. W zwiazku z tym pojawily sie
propozycje stabilizacji telomerowych G-kwadruplekséw przez mate czasteczki, co miatoby
prowadzi¢ do hamowania wydluzania telomerazy i w konsekwengji do zatrzymania dalsze-
go wzrostu komorek rakowych.

Wiele dotychczasowych badan skupialo sie na zrozumieniu Zrédel réznorodnosci struk-
turalnej ludzki telomerowych struktur G-kwadruplekséw (patrz Rys. 1.6). Wczesne badania
z grupy Patela wykazaty, ze fragmenty DNA z pojedynczymi powtérzeniami d(TTAGGGT)
ludzkiej sekwencji telomerowej moga tworzy¢ rownolegly G-kwadrupleks w roztworze za-
wierajacym jony K [67]. Struktura ta sktada sie z trzech G-tetrad, a katy glikozydowe wszyst-
kich guanin sa w konformacji anti. Nastepnie ustalono topologie oraz strukture krystalicz-
na fragmentéw DNA o dwukrotnie powtérzonej ludzkiej sekwencji telomerowej d(TAGs-
TTAG3T). Rentgenografia strukturalna pokazata, ze ten 12-nukleotydowy fragment tworzy
dwuczasteczkowy G-kwadrupleks, a wszystkie fragmenty guaninowe G, sa réwnolegle wzgle-
dem siebie i potaczone za pomoca petli §migtowych [61]. P6Zniejsze badania NMR dla tej se-
kwencji potwierdzily wystepowanie takiej samej topologii w wodnym roztworze kationéw
K* [70]. Na podstawie badari NMR dla potréjnie powtérzonej ludzkiej sekwencji telome-
rowej 5-G3TTAG3TTAG3T-3 wyznaczono najbardziej prawdopodobna topologie i struktu-

re nasadek telomerowych tworzacych sie na koricach eukariotycznych chromosoméw [117].
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Ponadto badanie to wskazalo na dos¢ specyficzne cechy topologii uformowanego G-kwa-
drupleksu. Jedna z nich jest tworzenie rdzenia guaninowego sktadajacego sie z trzech row-
noleglych fragmentéw guaninowych jednej nici oraz czwartego fragmentu o przeciwnym
zwrocie i pochodzacego z osobnej nici DNA. Taka struktura G-kwadrupleksu (3+1) ma po-
tencjal do formowania sie in vivo, przy uwzglednieniu tego, ze jednoniciowy 3’-koniec jest
wtracony w fragment dupleksu poprzedzajacy go [108]. Potencjalnie duze znaczenie telome-
rowych G-kwadrupleksow DNA dla proceséw starzenia sie komoérek oraz nowotworzenia
sprawilo ze rozwiazano takze istotne biologicznie struktury G-kwadruplekséw o czterech
powtérzeniach sekwencji TTAGGG. Wczesne badania NMR dotyczace sekwengji ludzkich
telomerow d[AG3(T2AG3)3] wykazaly, ze roztwory zawierajace jony sodu zawezaja mozli-
wosci zwijania G-kwadruplekséw do struktur o konformacji zawierajacych antyréwnolegte
ulozenie fragmentéw guaninowych potaczonych centralna petla diagonalna oraz dwoma pe-
tlami bocznymi [67]. Natomiast rentgenowska struktura krystaliczna o tej samej sekwengji
jednak uzyskana w obecnosci K™ zdecydowanie rézni sie od tej pochodzacej z NMR. W tym
przypadku badana sekwencja utworzyta jednoczasteczkowa strukture G-kwadrupleksu zlo-
zona z trzech plaszczyzn guaninowych z czterema réwnoleglymi fragmentami guaninowy-
mi oraz wszystkimi trzema petlami §migtowymi [61]. Ponadto widma CD ludzkiej sekwencji
telomerowej w roztworach Kt charakteryzuja sie dodatnim sygnatem przy pasmie 260 nm
i ujemnym sygnalem przy pasmie 240nm, co sugeruje formowanie struktury réwnoleglej
[118]. Z powodu wysokiego wewnatrzkomérkowego stezenia K™ (140 mM) w poréwnaniu
do Na™, G-kwadrupleks typu réwnolegtego (§migtowego) wydaje sie by¢ fizjologicznie istot-
na konformacja w obrebie ludzkich telomeréw. Jednak systematycznie prowadzone badania
NMR na ludzkich sekwencjach telomerowych wykazaty, ze w obecnosci jonéw potasu tworza
sie hybrydowe formy G-kwadruplekséw z réwnoleglymi i antyréwnoleglymi fragmentami

guaninowymi [119].

1.9 Minimalne struktury G-kwadruplekséw

Z informacji, ktére przytoczylem we wczesniejszych rozdziatach mozna wywnioskowag, ze
najmniejsza mozliwa stabilna struktura DNA, ktéra mozna nazwaé¢ G-kwadrupleksem musi
sktadac¢ sie z przynajmniej dwoch ptaszczyzn guaninowych (G-tetrad). W przypadku jedno-
niciwego G-kwadrupleksu teoretyczna minimalna struktura G-kwadrupleksu musi zawie-
ra¢ zatem 8 nukleotydéw guaninowych (po 4 na ptaszczyzne) oraz 3 dodatkowe nukleotydy
przedzielajace 4 fragmenty GG i tworzace petle. Wynika z tego, ze ogélna sekwencja dwu-
plaszczyznowych G-kwadruplekséw bedzie miata posta¢ GGXGGYGGZGG, gdzie G ozna-
cza pozycje guaniny, a X, Y, Z oznacza pozycje sekwencje zasad.

Niestety w literaturze nie znalaztem wielu doniesiefi dotyczacych jednoniciowych G-
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kwadruplekséw dwuptaszczyznowych, w szczeg6lnosci o najkrétszych mozliwych sekwen-
cjach. Jest to niekorzystna sytuacja, poniewaz wiedza na temat molekularnych podstaw sta-
bilno$ci matych modelowych struktur powinna przektada¢ sie takze na struktury bardziej
ztozone, ktore sa zdecydowanie trudniejsze w badaniach. Poza tym teoretyczna liczba wszyst-
kich mozliwych struktur dwuplaszczyznowych jest zdecydowanie mniejsza niz liczba struk-
tur tréjptaszczyznowych, co powinno by¢ takze pewnym utatwieniem w badaniach.

Podczas dokladnego przeszukania bazy Protein Data Bank pod katem najkrétszych se-
kwengji tworzacych jednoniciowe G-kwadrupleksy ustalitem, ze do tej pory zaobserwowano
jedynie kilka struktur dwuptaszczyznowych G-kwadruplekséw. Szczegély przedstawitem w
Tabeli 1.2. Czes¢ z tych struktur dzieli ta sama topologie zwiniecia oraz jest bardzo podobna
strukturalnie do siebie, co jest wynikiem uzycia tej samej sekwencji w réznych eksperymen-
tach.

TABELA 1.2: Zestawienie struktur jednoniciowych G-kwadruplekséw dwuplaszczyznowych
zdeponowanych w bazie PDB.

Kod PDB Sekwencja Zr6dto
2KM3 AGGGCTAGGGCTAGGGCTAGGG [120]
148D GGTTGGTGTGGTTGG [121]
1C32,1C34, 1C35, 1C38 GGTTGGTGTGGTTGG [122]
1QDEF, 1QDH GGTTGGTGTGGTTGG [123]
2N60 TTGTGTGGGTGGGTGGGT [124]
2M6V GGGTTGGGTTTTGGGTGGG Nieopublikowane
1134 GGTTTTGGCAGGGTTTTGGT [125]
2KOW TAGGGTAGGGTAGGGTAIGG [126]
2MFU TGGGTTTGGGTTGGGTTTGGG | Nieopublikowane
2KF8 GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGT [127]

Latwo zauwazy¢, ze w wiekszo$ci tych struktur petle posiadaja co najmniej dwie zasady
azotowe (gléwnie tyminy). Oznacza to, Ze nie sa to struktury, ktére moga by¢ brane pod uwa-
ge jako struktury z mozliwie najkrétsza sekwencja nici DNA. Co wiecej z badar nad G-kwa-
drupleksami tréjptaszczyznowymi wynika, ze wystepowanie pojedynczych tymin w petlach
jest wyjatkowo korzystne energetycznie dla ogélnej stabilnosci molekuty. Badania kaloryme-
tryczne oraz spektroskopowe [128] pokazaly, ze krétkie sekwengje, takie jak G3TG3TG3TGg,
tworza G-kwadrupleksy posiadajace trzy plaszczyzny oraz konformacje rownolegla z pe-
tlami Smiglowymi. Co wiecej posiadaja takze wysoka stabilnos¢ temperaturowa. Natomiast
sekwencje o innym sklfadzie petli lub o wiekszej liczbie tymin w petlach wykazywaty jedynie
marginalna stabilnos¢ lub brak przewagi jednej formy konformacyjnej. Bazujac na takich in-
formacjach, mozna zatozy¢, ze G-kwadrupleksy dwuplaszczyznowe posiadajace pojedyncze
tyminy w petlach takze powinny wykazywa¢ znaczna stabilnos¢ wzgledem innych sekwen-

qji i tworzy¢ konformacje réwnolegte.
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Niestety teoretyczne przewidywanie struktury G-kwadruplekséw na podstawie sekwen-
¢ji nici DNA jest obecnie bardzo trudne. Konwencjonalne metody symulacji sa w tym wzgle-
dzie nieuzyteczne, poniewaz czasy formowania struktur G-kwadruplekséw (> pus) sa zde-
cydowanie poza ich zasiegiem. W zwiazku z tymi trudnosciami konieczne jest opracowanie

nowej metody szacowania stabilnosci potencjalnych struktur G-kwadruplekséw.

1.10 Dimeryzacja jednoniciowych G-kwadruplekséw
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RYSUNEK 1.11: Trzy mozliwe sposoby dimeryzacji G-kwadruplekséw o topologii réwnolegtej
(mody dimeryzacji 3’-3’, 3’-5" i 5’-5’).

Od dawna uwazano, ze ze wzgledu na swoja warstwowa budowe, G-kwadrupleksy po-
winny wykazywac tendencje do agregacji poprzez oddzialywania powierzchniowe pomie-
dzy zewnetrznymi G-tetradami. W szczeg6lnosci powinno to by¢ mozliwe dla G-kwadru-
plekséw o topologii rownoleglej, w ktérych to zewnetrzne G-tetrady sa silnie eksponowa-
ne do rozpuszczalnika. Zgodnie z przewidywaniami, tworzenie struktur wyzszych rzedoéw
przez G-kwadrupleksy o konformacji réwnolegtlej zostato zaobserwowane w r6znych bada-
niach kalorymetrycznych dla dtugich sekwengji o powt6rzeniach GGGT [128] oraz TTAGGG
[129]. Ponadto przy uzyciu polaczenia metod spektroskopii dichroizmu kotowego oraz spek-
trometrii mas, pokazano, ze agregacja G-kwadruplekséw o konformacji réwnoleglej silnie za-
lezy od obecnosci zasad flankujacych. Sugeruje to, ze agregacja G-kwadruplekséw nastepuje
przez ulozenie w stos kolejnych monomeréw kontaktujacych sie przez zewnetrzne G-tetra-
dy. Poza tym wskazano, ze dimery oraz trimery G-kwadruplekséw sa najbardziej prawdo-
podobnymi formami zagregowanymi [130]. Powstawanie takich form zostalo potwierdzone
za pomocq spektroskopii NMR. Analiza rownowagi termodynamicznej dimeryzacji G-kwa-
druplekséw o konformacji réwnoleglej pokazata, ze sposréd trzech teoretycznie mozliwych
orientacji G-kwadrupleksow wzgledem siebie (patrz Fig. 1.11), agregacja za posrednictwem

G-tetrad na 5’-koricach jest zdecydowanie najbardziej preferowana [131].
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1 Wprowadzenie

Preferencja do dimeryzacja G-kwadruplekséw poprzez 5’-koficowe G-tetrady zostala na-
stepnie potwierdzona poprzez wyznaczenie wysokorozdzielczych struktur dimeréw w tech-
nice NMR. Wsréd tych struktur mozna wymieni¢ modelowe sekwencje (GGA), oraz GIGT-
(GGGT)3 [132, 133], jak réwniez fragmenty sekwencji tworzace G-kwadrupleksy w genach
N. gonorrhoeae takich jak pilE lub ludzkiej minisatelity CEB1 [134, 135]. Preferencja do agre-
gacji poprzez G-tetrady na 5’-konicach jest réwniez odzwierciedlona w strukturach krystalo-
graficznych réznych struktur réwnoleglych G-kwadruplekséw. W tym przypadku sie¢ kry-
staliczna jest tworzona przez pojedyncze jednostki G-kwadruplekséw, ktore w wiekszosci
ukladaja sie wzgledem siebie poprzez G-tetrady na 5’-koricach [61, 136, 137].

Sugeruje sie, ze dimeryzacja G-kwadruplekséw moze dodatkowo stabilizowa¢ poszcze-
golne jednostki G-kwadruplekséw tworzacych dimer. Moze mie¢ to istotne znaczenie dla
efektywnos$ci upakowania sekwengcji tworzacych G-kwadrupleksy, w tym w obrebie telome-
rowego 3’-naddatka [138, 139]. Dimeryzacja G-kwadruplekséw moze réwniez odgrywac role
w procesie skracania telomeréw, ktéry zachodzi stopniowo[140]. Jednakze przewidywanie,
ktére konkretne struktury G-kwadruplekséw sa podatne na agregacje (dimeryzacje) nie jest
trywialne, poniewaz proces ten zalezy od kilku czynnikéw. Do tych czynnikéw wlicza sie
og6lna topologie fatldowania, sekwencje petli i zasad flankujacych oraz stezenie i rodzaj ka-
tionéw [129, 131]. Ponadto, réwnowage dimeryzacji mozna modulowa¢ ligandami, takimi
jak pochodne mezoporfiryny lub naftalenu. Sprzyjaja one tworzeniu sie dimeréw zbudowa-
nych z réwnolegtych G-kwadruplekséw poprzez taczenie sie z 3’-koricowymi G-tetradami,
jednocze$nie umozliwiajac interakcje jednostek G-kwadruplekséw poprzez niezaangazowa-
na w inne oddziatywania 5-koricowa G-tetrade [136, 141]. Ponadto okazalo sie, ze niektore
zwiazki, takie jak kationowe porfiryny czy berberyny zwiekszaja stabilnos¢ dimeréw G-kwa-
druplekséw poprzez interkalacje pomiedzy G-tetrady wystepujace na interfejsie dimeryzacji
[142-147]. Ta ciekawa wlasciwo$¢ tych zwiazkéw moze mieé szczegdlne znaczenie przy pro-

jektowaniu ligandéw ukierunkowanych na G-kwadrupleksy.
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2 Zalozenia i cele pracy

Gléwnym celem niniejszej pracy jest zrozumienie molekularnego podtoza wybranych cech
zachowania konformacyjnego réznych form kwasu deoksyrybonukleinowego. Po pierwsze
zdecydowalem sie na zbadanie mikroskopowych przyczyn réznorodnoéci strukturalnej oraz
stabilno$ci termodynamicznej struktur typu G-kwadruplekséw, czyli niekanonicznych form
DNA o potwierdzonym znaczeniu biologicznym. Nastepnie postanowilem ustali¢ mechani-
zmy odpowiedzialne za zmiany konformacyjne zachodzace w klasycznej podwdjnej helisie
DNA pod wptywem obecno$ci wybranych wspétrozpuszczalnikow.

W obu przypadkach zdecydowatem sie na wykorzystanie wspoétczesnie dostepnych me-
tod symulacyjnych chemii obliczeniowej pozwalajacych na doglebna analize strukturalna
oraz energetyczna badanego ukladu z rozdzielczoscia atomowa. Metoda symulacyjna, ktéra
wybratem to w pelni atomowa dynamika molekularna.

W przeciwieristwie do klasycznej podwdjnej helisy DNA, sity napedzajace formowanie
G-kwadruplekséw w $rodowisku wodnym nie zostaly dobrze poznane. W zwiazku z tym
przedmiotem moich badar jest ustalenie gtéwnych mechanizméw pojawiajacych sie na réz-
nym poziomie ztozonoéci strukturalnej i odpowiedzialnych za stabilizacje G-kwadruplek-
sow.

Pierwszym szczegétowym celem pracy jest zbadanie termodynamiki i kinetyki tworze-
nia wspdlnego motywu strukturalnego wszystkich G-kwadruplekséw, jakim jest plaszczy-
zna guaninowa (G-tetrada). Aby osiagnac¢ ten cel, zatozylem przede wszystkim wyznaczenie
profilu energii swobodnej opisujacego dysocjacje pojedynczej G-tetrady na 3’-koricu w pelni
uformowanym G-kwadrupleksie. Nastepnie, poprzez szczegétowa analize kolejnych etapow
procesu dysocjacji G-tetrady, ustale towarzyszaca temu sekwencje zmian strukturalnych na
poziomie molekularnym. Poprzez szczegétowa dekompozycje wkltadéw entalpowych wno-
szacych do stabilnosci G-tetrady, planuje ustali¢ gtéwne sity odpowiedzialne za stabilnosé
G-tetrady. Réwnolegle oszacuje réwniez towarzyszaca dysocjacji G-tetrady zmiane entropii
konformacyjnej i jej glowne Zrédia strukturalne oraz w ustale w jakim stopniu wnosi ona do
calkowitej energii swobodnej dysocjacji G-tetrady.

Kolejny etap badari obejmuje zbadanie wptywu rejonéw petlowych na stabilno$¢ G-kwa-
druplekséw. W szczegblnosci zamierzam przeprowadzi¢ oszacowanie stabilno$ci modelo-
wych struktur G-kwadruplekséw w zaleznosci od diugosci ich poszczegélnych petli. W tym

celu opracuje metode szacowania stabilnosci G-kwadruplekséw na podstawie czasu zycia
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2 Zalozenia i cele pracy

reprezentatywnego zestawu modelowych struktur G-kwadruplekséw w symulacjach réw-
nowagowych. Struktury te wygeneruje poprzez opracowany przeze mnie protokét zwijania
swobodnych nici DNA do struktury typu G-kwadrupleksu o arbitralnej topologii. Zakla-
dam, ze na podstawie oszacowanych stabilnosci dla zbioru reprezentatywnych sekwencji
bede moégt wyciagna¢ ogdlne wnioski dotyczace wptywu dlugosci i sekwengji rejonéw pe-
tlowych na stabilno$¢ struktur G-kwadruplekséw. Czeé¢ uzyskanych przeze mnie wynikéw
zamierzam skonfrontowaé, ze wynikami eksperymentalnymi uzyskanymi przez grupe ba-
dawcza prof. Z. Gdaniec z Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk.

Ostatnim elementem zaplanowanych badan nad G-kwadrupleksami jest zbadanie mole-
kularnych determinantéw procesu tworzenia struktur wyzszych rzedéw w nastepstwie di-
meryzacji G-kwadruplekséw. W tym przypadku celem jest ustalenie preferencji dwéch G-
kwadruplekséw o topologii rownoleglej do formowania dimeréw o trzech mozliwych spo-
sobach ulozenia sie¢ wzgledem siebie (modéw dimeryzacji). Nastepnie zaktadam przeprowa-
dzenie szczeg6towej analizy strukturalnej uzyskanego w symulacjach zestawu konformacji
dimeréw G-kwadruplekséw. Na podstawie tych analiz oraz dalszych dekompozycji entalpii
dimeryzacji G-kwadruplekséw na poszczegélne oddziatywania mozliwe bedzie dalej okre-
Slenie sit sprzyjajacych oraz przeciwdzialajacych dimeryzacji. Ostatnim elementem tych ba-
dan jest ustalenie wptywu zwiekszonej oraz zredukowanej sily jonowej na preferencje do
poszczegblnych modéw dimeryzagji.

Druga cze$¢ moich badan ma celu ustalenie molekularnych determinantéw réwnowagi
konformacyjnej podwdjnej helisy DNA w obecno$ci dwdch reprezentatywnych zwiazkow
denaturujacych — mocznika i betainy. Efektem dziatania obu substangji jest destabilizacja cza-
steczki DNA, ktora przebiega w troche inny sposéb, zalezny od sekwengji. W zwiazku z tym
po pierwsze zalozylem wyznaczenie globalnych i lokalnych zmian konformacyjnych DNA
powstajacych wskutek obecnosci w roztworze obu denaturantéw. Nastepnie wyznacze prze-
strzenny rozklad czasteczek wody i czasteczek denaturantéw wokét DNA oraz towarzyszace
temu zmiany solwatacyjne wokot czasteczki DNA, takie jak zmiana liczby czasteczek wody
czy liczba tworzonych wiazant wodorowych. Na podstawie analizy poszczegélnych wkia-
doéw energetycznych w uktadach planuje wyznaczy¢ oddzialywania odpowiedzialne za me-
chanizmy denaturacji DNA. Ta cze$¢ badan bedzie prowadzona w ramach wspétpracy z gru-
pa badawcza prof. J. Stangreta z Katedry Chemii Fizycznej PG, w celu interpretacji danych
uzyskanych za pomoca spektroskopii IR oraz kalorymetrii DSC i ITC.
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3 Podstawy metod badawczych

3.1 Podstawy teoretyczne

Metody symulacji komputerowych sa obecnie nieodlaczna czeécia badan prowadzonych w
laboratorium, nierzadko generujac lub potwierdzajac wczeéniej wysuniete hipotezy badaw-
cze. Szczegoblnie popularna metoda chemii obliczeniowej jest dynamika molekularna, rozwi-
jana obecnie intensywnie zaréwno od strony teorii, jak i implementacji technicznej. Skutkiem
tego sa coraz wieksze mozliwosci predykcyjne tych metod umozliwiajace np. przewidywa-
nie struktur drugorzedowych bialek, DNA oraz RNA a takze projektowanie nowych ligan-
doéw o zatozonej aktywnosci biologicznej [148, 149]. Dodatkowo, ze wzgledu na niskie koszty
i mozliwo$¢ badania uktadéw molekularnych w warunkach zblizonych do fizjologicznych,
symulacje sa niekiedy atrakcyjnym substytutem dla eksperymentéw prowadzonych w la-
boratorium. Wyzej wymienione zalety skionily mnie do uzycia dynamiki molekularnej jako

narzedzia badawczego do osiagniecia celow przedstawionych w poprzednim rozdziale.

3.1.1 Przyblizenie Borna-Oppenheimera

Podstawowym zadaniem dynamiki molekularnej jest wyznaczanie ewolucji czasowej ukla-
du atoméw w przestrzeni fazowej poprzez catkowanie klasycznych réwnan ruchu, w wy-
niku czego otrzymywana jest odpowiednia reprezentacja parametréw makroskopowych ba-
danych uktadéw w stanie r6wnowagi. Przy pomocy specjalnych technik mozliwe jest tak-
ze badanie proceséw charakteryzujacych sie trudno dostepnymi regionami przestrzeni kon-
formacyjnej. Pierwotnym zalozeniem dynamiki molekularnej jest zredukowanie ztozonosci
rozwiazania réwnan mechaniki kwantowej do catkowania Newtonowskich réwnan ruchu.
Uzyskuje sie to poprzez zastosowanie kilku przyblizen, ktére sa na ogét wystarczajaco do-
brze spetnione w warunkach zblizonych do warunkéw standardowych. Zgodnie z postulata-
mi nierelatywistycznej mechaniki kwantowej ewolucja uktadu kwantowego opisywana jest

przez zalezne od czasu réwnanie Schrodingera:

. 0
A = iig ) 3.1)

W sytuagji, gdy Hamiltonian H nie zalezy w sposéb jawny od czasu, rozwiazanie rowna-
nia 3.1 sprowadza sie do wyznaczenia jego stanéw stacjonarnych, tj. rozwiazania problemu

wiasnego dla Hamiltonianu H:
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3 Podstawy metod badawczych

AHY, = E;¥; (3.2)

Wartosci wlasne réwnania 3.2 oznaczajq energie E; stanéw stacjonarnych, a wektory wia-
sne to amplitudy funkcji falowej w poszczegdlnych stanach stacjonarnych ¥;. Niestety réw-
nanie 3.2 moze zosta¢ rozwiazane analitycznie tylko dla najprostszych uktadéw takich jak
atom wodoropodobny. W przypadku uktadéw wieloatomowych rozwiazanie problemu 3.2
mozna znaczaco ulatwi¢ przez wprowadzenie tzw. przyblizenia adiabatycznego. Zaklada
ono, ze w wyniku bardzo matej bezwladnosci elektronéw (masa elektronu jest 1800 razy
mniejsza od masy najprostszego jadra) struktura elektronowa atomoéw i czasteczek dostoso-
wuje sie nieskoniczenie szybko do nowych potozeni jader. Przyblizenie adiabatyczne pozwala

na rozdzielenie funkgji falowej z réwnania 3.2 na wklad elektronowy oraz jadrowy:

\Ijl‘ = ‘Fi(R, 1') ~ 1[]{(1‘} R)‘Pi(R> (33)

W powyzszej formule elektronowa funkgcja falowa ¢;(r; R) zalezy od potozen elektronéw
r oraz parametrycznie od potozen jader R, natomiast funkcja falowa jader ¢;(R) zalezy wy-
facznie od ich potozen R. W przypadku ustalonej konfiguracji atoméw funkgja falowa i;(r; R)

jest rozwigzaniem tzw. elektronowego réwnania Schrodingera:

Ha(R)i(5;R) = Ef' (R)§;(5;R) (34)

W réwnaniu tym H,(R) jest tzw. Hamiltonianem elektronowym, ktéry to zawiera ope-
rator energii kinetycznej elektronéw oraz operatory wszystkich oddzialywarn elektrostatycz-
nych: elektron—jadro, elektron—elektron i jadro—jadro. W nastepnym kroku poprzez wstawie-
nie réwnania 3.3 do réwnania 3.2 oraz zgodnie z podejéciem Borna i Oppenheimera, wpro-
wadzajac mata korekte (tzw. poprawke diagonalna), otrzymuje sie réwnanie Schrodingera

dla ruchu jader atomowych:

[T, + E¢(R)]¢:(R) = Eii(R) (3.5)

T, oznacza operator energii kinetycznej jader, natomiast wyrazeniu E¢' przypisana jest ro-
la operatora energii potencjalnej generowanego przez elektronowa funkcje falowa z rozwia-
zania réwnania 3.4. Oznacza to, ze wielko$¢ E¢', nazywana takze hiperpowierzchnia energii
potencjalnej, reprezentuje potencjaly, w ktérych poruszaja sie jadra atomowe. Okazuje sie,
ze dla tak skonstruowanego zagadnienia mozliwe jest rozdzielenie ruchu rotacyjnego oraz
oscylacyjnego uktadu jader tworzacych molekute, natomiast ruch srodka masy uktadu (trans-
lacyjny) daje sie odseparowaé w sposéb Scisty bez koniecznosci kwantowania. Podejscie to
pozwala uzyskac prosty opis energii N-jadrowego systemu poprzez funkcje 3N — 6 wspol-

rzednych. Nastepnie korzystajac z twierdzenia Hellmanna-Feynmana méwiacego o tym, ze
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3 Podstawy metod badawczych

ujemny gradient energii jest wartoscia oczekiwana gradientu hamiltonianu, mozna polaczy¢
wielko$¢ klasyczna (site zachowawcza) z wielkosciqa kwantowa (warto$cia oczekiwana ope-

ratora):
F, = —iEfl(Rl,Rz,...,RN), k=1,2,3,...,N. (3.6)

oRy

Nastepnie traktujac jadra jako obiekty klasyczne (masy punktowe), mozna wyznaczy¢
ewolucje czasowa jader catkujac klasyczne rownania ruchu. Jedynym problemem pozostaje
Sciste wyznaczenie E¢/(R) dla ukladéw o bardzo duzej liczbie atoméw, co jest wspélczesnie
nieosiagalne obliczeniowo. Dla stosunkowo matych ukladéw problem ten mozna obejs¢ po-
przez odpowiednia aproksymacje E¢'(R), zazwyczaj stosujac jedna z przyblizonych metod
kwantowomechanicznych (rachunek zaburzeni, metody oparte o zasade wariacyjna lub teo-
ria funkcjonatu gestosci). Jednakze dla rzeczywistych solwatowanych ukladéw biomoleku-
larnych potrzebny jest wydajniejszy sposéb na obliczenie hiperpowierzchni energii poten-

cjalnej uktadu.

3.1.2 Empiryczne pola sitlowe

Obliczenia tzw. , klasycznej” dynamiki molekularnej realizowane sa poprzez zastapienie E¢ (R)
przez model oddzialywan w postaci prostego potencjatu V(R) (tzw. pol sitowych) kosztem
nieodwracalnej utraty informacji o strukturze elektronowej. Pola sitowe, pomimo swojej pro-
stej formy w postaci addytywnych wkitadéw reprezentujacych poszczegélne oddzialywania,
pozwalaja na adekwatne przyblizenie hiperpowierzchnii energii potencjalnej. Najwieksza
zaleta korzystania z pél sitowych sa stosunkowo mate koszta obliczeniowe. Ich wada jest
natomiast konieczno$¢ odpowiedniego dopasowania zestaw6w licznych parametréw opisu-
jacych poszczegoélne typy oddzialywan w uktadzie. Funkcyjna posta¢ pdl sitowych sktada sie
z sumy tzw. wkitadéw wiazacych modelujacych wiazania kowalencyjne i lokalna geometrie
czasteczek oraz tzw. wkladéw niewiazacych opisujacych facznie sily elektrostatyczne oraz
van der Waalsa. Konkretna posta¢ wyrazenia na V(R) zalezy od uzytego pola sitowego, jed-

nakze zazwyczaj przyjmuje ono nastepujaca postac:

V(R) = Vionded + Vionbonded (37)
gdzie:
V(R) - energia potencjalna,
Vbonded - €nergia potencjalna cztonéw wiazacych,

Vionbonded - €nergia potencjalna cztonéw niewiazacych
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3 Podstawy metod badawczych

Czlon wiazacy jest w gléwnej mierze odpowiedzialny za utrzymanie odpowiedniej geo-

metrii wiazan oraz lokalnej struktury czasteczek i jest on konstruowany nastepujaca suma

wkiadow:
Vionded = Vbonds + Vangles + Viinear + Vimpdihedr
= E ~Kb( - (rij — ,]
iy kz]k ik — Of)? (3.8)
+ Z l] 1+ cos qu)”kl qD?jkl)]
+ Zﬂ(«:- &)
2 ijkl ijkl
gdzie:

Vionds - wktad odpowiadajacy zmianom dlugosci wiazan,
Vangles - wklad odpowiadajacy zmianom wartosci katéw plaskich,
Viinear - wkitad odpowiadajacy zmianom warto$ci katéw dwusciennych,

Vimpdinedr - wktad odpowiadajacy zmianom wartosci niewtasciwych katow dwusciennych

Pierwsze dwa cztony we wzorze 3.8 (Vyonds 1 Vangles) Opisuja zmiany dlugosci wiazan oraz
odksztalcenia katow plaskich i sa odpowiedzialne za zdefiniowanie lokalnego ulozenia sa-
siednich atoméw wzgledem siebie. Maja one posta¢ prostych potencjaléw harmonicznych,
dla ktorych wartosci dtugosci i katéw oscyluja wokot wartosci referencyjnych rj; oraz O i
Kolejnym wkiadem do czesci wiazacej pola sitowego jest czton odpowiedzialny za opis od-
dziatywan odpowiadajacych obrotom wokét pojedynczych wiazafi. Potencjal dwuscienny
Viinedr jest modelowany przez funkcje trygonometryczna cosinus z periodycznoécia n, barie-
rami potencjatu k;j; oraz cztonem fazowym @7 iK1+ Natomiast w przypadku niewlasciwych
katow dwusciennych Vi, pginedr 0dpowiadajacych muin. za ograniczenie ruchéw zginajacych
i ruchéw ,poza plaszczyzne”, odchylenie od referencyjnej wartosci kata dwusciennego jest
opisywane przez potencjal harmoniczny.

Z kolei oddzialywania niewiazace w symulowanym ukladzie sa modelowane poprzez
dwa cztony. Chodzi tu o cztony zwiazane z oddziatywaniami typu Coulombowskiego oraz
van der Waalsa (krétkozasiegowe odpychanie oraz przyciagajace oddzialywania dyspersyj-

ne):
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Vnonbonded = Vel + VvdW

o %i 4iq;j
N 47‘(€0€r7’1’]‘

i=1j>i
12 6
+ Z ZSZ']' P -2 _
i=1j>i ij ij

Ve - energia oddziatywan elektrostatycznych,

(3.9)

gdzie:

Vuaw - energia oddziatywan van der Waalsa

gi, q; - tadunki atomu i-ego oraz atomu j-ego,

€0 - przenikalnos¢ elektryczna prézni,

€, - stala dielektryczna,

rij - odlegto$¢ miedzy atomem i-tym oraz j-tym

¢;j - czton odpowiadajacy za gtebokos¢ studni potencjatu,

rj; - potozenie minimum potencjalu,

Oddzialywanie elektrostatyczne przypadajace na kazde centrum oddziatywan wyzna-
czane jest wprost z prawa Coulomba poprzez sumowanie po wszystkich parach centréw
oddziatywan w ukladzie. W praktyce podczas obliczerr brane sa pod uwage tylko te atomy,
ktére znajduja sie w r6znych molekutach lub sa oddzielone co najmniej 3 wiazaniami. Wyni-
ka to z tego, ze czes¢ efektéw elektrostatycznych jest juz uwzglednionych w cztonach wiaza-
cych. Modelowanie oddziatywan van der Waalsa (vdW) odbywa sie przy pomocy potencjatu
Lennarda-Jonesa lub innego o podobnej charakterystyce, z dwoma parametrami okreslajacy-
mi gltebokos¢ minimum potencjatu ¢;; oraz odlegtos¢, w ktorej minimum jest osiagane rf] Opis
oddziatywan vdW bazuje na dwéch rézniacych sie znakiem czionach, odpowiedzialnych ko-
lejno za obserwowane eksperymentalnie przyciagajace efekty dyspersyjne (wynikajace gtéw-
nie z oddzialywan pomiedzy fluktuujacymi dipolami) oraz silne odpychanie wystepujace dla
matych odleglosci miedzyatomowych (wynikajace z zakazu Pauliego).

Obecnie rozwijanych jest wiele rodzajéw pdl sitowych, a ich specjalne wersje stuza mode-
lowaniu konkretnych uktadéw. Mimo tego w wiekszosci przypadkéw pola sitowe wykazuja
ceche uniwersalnosci, tj. mozliwo$é przenoszenia zestawu parametréw uzyskanych dla mo-
delowych czasteczek do modelowania innych wigkszych czasteczek pokrewnych. Parame-
tryzacja pola sifowego moze odbywac sie na kilka réznych sposobéw, jednakze najczesciej
robi sie to w oparciu o jak najlepsze odwzorowanie eksperymentalnych wartosci wielkosci
mierzalnych. W przypadku lokalnych parametréw geometrycznych (r;’j,
Sci zazwyczaj ustala sie na podstawie struktur matych modelowych czasteczek uzyskanych

o 3 X0 3
®ijk igs jkl) ich warto-
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metodami krystalograficznymi lub NMR. A odpowiadajace im state sitowe uzyskuje sie po-
przez przeprowadzenie analizy drgafi normalnych i poréwnanie do eksperymentalnych cze-
sto$ci drgan charakterystycznych np. z spektroskopii w zakresie podczerwieni. Natomiast
wysokosci barier potencjaléw dla obrotéw wokoét wiazan uzyskuje sie w oparciu o zaawan-
sowane metody ab initio. Tzw. fadunki czastkowe (albo atomowe) dobierane sa numerycznie,
w taki sposéb by jak najlepiej odtworzy¢ rzeczywisty rozktad potencjatu elektrostatycznego
generowanego przez czasteczke (np. w procedurze Merza-Kollmanna) [150]. Optymalizacja
parametréw potencjalu L] przeprowadzana jest zazwyczaj przy uwzglednieniu okreslonych
parametréw makroskopowych i termodynamicznych (gestos¢, wspoétczynnik dyfuzji itp.).
Mimo ze pola sitowe sa prosta suma poszczegdlnych par oddziatywan, to efekty ich dziala-
nia obejmuja takze wielocialowe oddzialywania miedzyczasteczkowe, w tym odpowiednia
polaryzacje czasteczek w fazie skondensowane;.

Obecnie przy modelowaniu biomolekut najczesciej uzywa sie pol sitowych z rodziny
OPLS [151], GROMOS [152] oraz najbardziej popularnych CHARMM [153] i AMBER [154].
Zazwyczaj umozliwiaja one uzycie kilku ré6znych modeli wody, ktére traktuja ja jako cza-
steczke sztywna lub elastyczna. Kazdy z modeli wody jest zoptymalizowany pod katem
pewnej konkretnej cechy fizycznej wody (gestos¢, wspodtczynnik dyfuzji itp.). Jednakze ze
wzgledéw ekonomicznych najczesciej korzysta sie z prostego tréjpunktowego modelu TIP3P
[155].

3.2 Metody obliczeniowe

3.2.1 Minimalizacja energii ukladu

W poprzednim podrozdziale przedstawitem uzasadnienie tego, ze odpowiednio dobrane po-
le sifowe z dobrym przyblizeniem oddaje wiasciwosci hiperpowierzchni energii potencjalnej
dla ruchu jader. Wynika z tego, ze dla racjonalnie zaprojektowanego uktadu symulacyjnego
istnieja niskoenergetyczne konfiguracje uktadu. Ogoélnie procedura wyznaczania lokalnych
jak i globalnych niskoenergetycznych konfiguracji ukladu (punktéw stacjonarnych funkgji
wielu zmiennych) polega na analitycznym rozwiazaniu skomplikowanego uktad 3N réw-

nan nieliniowych:

VRV(R) =0 (3.10)

Ze wzgledu na ztozonos¢ funkgji energii pola sitowego V(R) rozwiazanie tego uktadu
rownan dla rzeczywistych systeméw, gdzie N >> 10 nie jest mozliwe analityczne, ale réw-

niez czesto przy pomocy metod numerycznych. Jednakze przy zalozeniu, ze dysponujemy
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racjonalnym modelem poczatkowym ukladu, satysfakcjonujacym rozwigzaniem powyzsze-
go problemu jest wyznaczenie jedynie lokalnych miniméw funkgji, korzystajac z jednej z sze-
regu metod iteracyjnych. Do standardowych metod zalicza sie tzw. metode sprzezonych gra-
dientéw (z ang. Conjugate Gradient). Jest ona rozwinieciem metody najmniejszego spadku (z
ang. Steepest Descent) i w zwiazku z tym takze wymaga znajomosci gradientu funkgji. Jed-
nakze w jej przypadku uzyskuje sie zdecydowanie szybsza zbieznos¢ w okolicach minimum,
poniewaz nowe kierunki poszukiwan wyznaczane sa na podstawie dwoéch poprzednio wy-
znaczonych gradientéw. Jest to wystarczajace postepowanie, poniewaz unikamy niestabilno-
$ci numerycznych wynikajacych ze znacznych sit wystepujacych w wysokoenergetycznych
konfiguracjach uktadu. Tak uzyskane niskoenergetyczne konfiguracje uktadu sa punktem po-
czatkowym do wiladciwych symulagji. Nie ma potrzeby lokalizowania globalnego minimum
energii, poniewaz najbardziej prawdopodobne konformacje uktadu bede i tak generowane

zgodnie z zalozona temperatura (rozktadem Boltzmanna), zazwyczaj fizjologiczna.

3.2.2 Dynamika molekularna

Przeprowadzone wyzej rozwazania doprowadzilty do wniosku, ze w standardowych wa-
runkach fizycznych atom z dobrym przyblizeniem zachowuje sie jak czastka klasyczna. W
zwiazku z tym do opisu jego trajektorii wystarczy zastosowaé dynamike Newtona postaci:

2R.
Fi(t) = mid 5;2“) i=1,23,...,N (3.11)

gdzie:
F;(t) — wektor sily dzialajacej na i-ty atom w chwili ¢,
m; — masa i-ego atomu,

R;(t) — wektor potozenia i-ego atomu w chwili ¢

Pewna kwestia pozostaje wyznaczenie sit dzialajacych na dany atom ukfadu, ale gene-
ruje sie je w prosty sposéb z potencjalnego pola skalarnego na podstawie wybranego pola

sifowego:

F,=-VgV(R) i=123,...,N (3.12)

gdzie:
VR, — gradient, wektor pochodnych czastkowych (%, ﬁ, e, %m),

V(R) —skalarne pole potencjalne, zalezne od potozenia wszystkich atoméw ({Ry, Ry, ..., Ryx})

Poprzez proste przyréwnanie do siebie réwnania 3.11 oraz 3.12 otrzymuje sie juz prak-

tyczne wyrazenie opisujace trajektorie ukladu w przestrzeni konfiguracyjnej:
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d*Ri(t)
dt?

Ewolucje czasowa ukladu mozna uzyskaé przez scatkowanie tego ukladu 3N réwnan

1
=~ VrVR) i=123...,N (3.13)
i

rézniczkowych drugiego rzedu. Wymagane jest do tego okreslenie poczatkowych potozen
oraz predkosci kazdego atomu w chwili (t = 0), co jednoczesnie determinuje poczatkowa su-
me wartosci energii potencjalnej oraz energii kinetycznej ukltadu. W praktyce uktad réwnan
3.13 rozwiazuje sie za pomoca metod numerycznych, zakltadajac dyskretyzacje operatoréw
rézniczkowania oraz przyjmujac, ze sily dzialajace na atomy nie zmieniaja sie dla malego,
ale skoriczonego kroku czasowego dt. Ogélny schemat algorytmu zaklada, ze po czasie t + 6t
zgodnie z dziatajacymi sitami uktad przechodzi do nowej konfiguracji, dla ktérej to nastepuje
ponowne przeliczenie sil dziatajacych na atomy. Nastepnie dla tak nowo wyznaczonych sit
nastepuje ponowna ewolucja ukladu o krok czasowy Jt. Kolejne iteracje sa kontynuowane

do momentu uzyskania zadowalajacej diugosci trajektorii.

3.2.3 Algorytmy catkowania réwnan ruchu

Numeryczne scatkowanie rézniczkowego uktadu réwnan 3.13 oprécz dyskretyzacji opera-
torow rézniczkowania wymaga réwniez wprowadzenia pewnych rekurencyjnych zalezno-
Sci dla potozen oraz predkosci. W tym celu najczesciej stosuje sie jedna z wersji algorytmu
Verleta. Podstawa ich dzialania jest rozwiniecie funkgji potozenia od czasu wokét punktu ¢
w szereg Taylora, zaniedbanie wybranych wyrazéw wyzszych rzedéw oraz uwzglednienie
tego, ze % = F’T(f) Najprostsza wersja algorytmu Verleta daje mozliwo$¢ wyznaczenia

polozenia i-tego atomu w chwili czasu t 4 6t oraz predkosci w chwili t poprzez nastepujace

wyrazenia:

R;(t + 6t) = 2R;(t) — R;(t — 6t) + Filt) 52, O(oth) (3.14)

1

vi(t) = Rit+ &)thRi(t LI O(5t?) (3.15)

Algorytm Verleta w postaci réwnan 3.14 i 3.15 przy wyznaczaniu nowych polozen ato-

méw wymaga znajomosci polozen wszystkich atoméw w dwéch poprzednich krokach cza-
sowych, jednakze nie utrudnia to implementacji technicznej. Z kolei informacja o nowo wy-
znaczonych predkosSciach jest zawsze opdZniona o jeden interwatl czasowy 6t wzgledem no-
wych polozerr. Ma to istotne znaczenie w przypadku koniecznosci posiadania informacji o
aktualnych wartosciach energii kinetycznej lub temperatury. Inna niepozadana cecha tego
algorytmu jest obliczanie predkosci poprzez dzielenie dwéch bliskich sobie liczb. Skutkuje to
tym, ze wyliczane warto$ci silnie zaleza od precyzji w reprezentacji liczb. Brak Scistych wy-
nikéw w obliczeniach w skrajnych przypadkach moze prowadzi¢ do niepozadanego dryfu

energii ukltadu. Sposobem na obejscie trudnosci zwiazanych z standardowym algorytmem
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Verleta jest uzycie modyfikacji algorytmu Verleta zwanej metoda ,zabiego skoku” (z ang.

leap-frog):
ot ot F;(t
vi(t+5) :vi(t—E)—F nii)étJrO(étS) (3.16)

Jest to najpopularniejszy algorytm wykorzystywany do numerycznego calkowania réw-
nan ruchu, nie tylko w dynamice molekularnej. Réwnania 3.16 i 3.17 opisujace ewolucje poto-
zen i predkodci sa tym razem przesuniete wzgledem siebie o p6t kroku catkowania, jednakze
tatwo wyeliminowa¢ te niedogodno$¢ poprzez wyznaczenie nowej wartosci v;(t) na podsta-

wie $redniej arytmetycznej predkoséci uzyskanych dla czasow t + 9 it — 4

vi(t— ) +vi(t+ %)
2

vi(t+0t) = (3.18)

Wykazano réwniez, ze algorytmy Verleta nie zachowuja catkowitej energii uktadu, lecz
pseudo-hamiltonian uktadu, dzieki czemu catkowita energia oscyluje wokét wartosci poczat-
kowej. Jest to gtéwnie zastuga odwracalnosci algorytmu w czasie. Istnieja réwniez bardziej
ztozone metody catkowania réwnar ruchu (np. algorytm Rungego-Kutty), jednak ich ztozo-
noé¢ obliczeniowa z reguty dyskwalifikuje je z uzycia w symulacjach dynamiki molekularne;j.
Co wiecej wykazuja one tendencje do eksponencjalnego rozbiegania sie wzgledem trajektorii
rzeczywistej (tzw. brak symplektycznosci algorytmu). Ogoélnie algorytmy Verleta sprawdza-
ja sie w symulacjach dynamiki molekularnej, poniewaz posiadaja wystarczajaca stabilnos¢

numeryczna uzyskana przy niskich kosztach obliczeniowych.

3.2.4 Krok czasowy

Dla powodzenia symulacji dynamiki molekularnej kluczowe znaczenie ma dobranie odpo-
wiedniego kroku czasowego. Po pierwsze krok czasowy powinien by¢ na tyle duzy, aby uzy-
skana trajektoria objeta jak najwiekszy obszar przestrzeni fazowej. Moze to jednak prowa-
dzi¢ do niestabilno$ciami algorytméw catkowania, gwattownego wzrostu amplitudy drgan
wiazan oraz braku zachowania energii ukladu, pedu, itd. Natomiast uzycie zbyt krétkiego
kroku czasowego moze spowodowa¢, ze procesy badane w symulacji nie osiagna reprezen-
tatywnego rozkladu konfiguracji. Jak wiadomo, dla standardowych uktadéw molekularnych
najszybszy ruch jest zwiazany z oscylacjami dlugosci wiazann kowalencyjnych z udzialem
atoméw wodoru. Czestotliwos¢ tych drgan wymaga zastosowania kroku czasowego wyno-
szacego 1fs = 1071°s, czyli okolo 10 razy wiecej niz wynosi okres oscyladji tego typu wiazan
(np. wiazanie C-H). Zwiekszenie kroku czasowego do 2-4 fs mozliwe jest poprzez zastoso-

wanie wiezéw na dtugoéci wiazant X—H oraz na inne szybko oscylujace stopnie swobody. Co
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wiecej jest to czasami uzasadnione podejscie, poniewaz w temperaturze pokojowej oscylacje
lekkich atoméw wodoru nie sa adekwatnie modelowane jako klasyczne oscylacje harmonicz-

ne, co moze prowadzi¢ do przeszacowania pojemnosci cieplnej uktadu.

3.2.5 Dlugosci wiazan i wiezy

W temperaturach typowanych dla warunkéw fizjologicznych czestosci oscylacji diugosci
wiazan i katéw plaskich sa wysokie a ich amplitudy niewielkie. Poza tym ich wplyw na
og6lna konformacje oraz dynamike makroczasteczek, takich jak biatko i DNA, jest niewielki.
Pozwala to na natozenie wiezéw na niektére stopnie swobody co jest tozsame z zamrozeniem
ich w podstawowym stanie oscylacyjnym, niejako wylaczajac je z tej czesci obliczeni. Jed-
nym z algorytméw pozwalajacym na ustalenie konkretnych dtugosci wiazan jest algorytm
SHAKE [156]. Jego postawa jest uzycie techniki nieoznaczonych mnoznikéw Lagrange’a. W
efekcie r6wnania ruchu ulegaja nieznacznej modyfikacji, a wyznaczenie nowych zmodyfiko-
wanych polozerh atoméw nie jest trudne. W metodzie SHAKE procedura wyznaczania no-
wych polozer atoméw w kazdym kroku symulacji sprowadza sie wpierw do wyznaczenia
polozent atoméw zgodnie ze standardowymi réwnaniami ruchu (np. 3.16 i 3.17), a nastepnie
ich modyfikacji poprzez dodanie cztonéw zwiazanych z sitami wprowadzonych wiezéw. W
przypadku prostego modelu czasteczki wody istnieje analityczna wersja tego algorytmu pod
nazwq SETTLE [157]. Istnieje réwniez troche szybszy, ale posiadajacy za to inne ogranicze-
nia algorytm LINCS [158]. Oparty jest o rozwazania geometryczne i w przypadku dynamiki

molekularnej nie wymaga procedury iteracyjnej.

3.2.6 Temperaturai ciSnienie

Dla potrzeb dynamiki molekularnej temperature definiuje sie jako miare $redniej energii ki-
netycznej uktadu. Jak sie okazuje wieksze znaczenie, dla prawidlowosci prowadzonych sy-
mulacji dynamiki molekularnej, ma utrzymywanie statej temperatury uktadu niz niwelowa-
nie bledéw wynikajacych ze stosowanych przyblizen obliczeniowych. Symulacje dynamiki
molekularnej przeprowadza sie zwykle po to, by wyznaczy¢ okreslone obserwowalne wia-
snosci uktadu, jako Srednie po wygenerowanym zespole statystycznym. Zaburzenia trajek-
torii, ktére powstaja przez losowe bledy zaokraglers numerycznych nie wplywaja zwykle na
ogolny obraz statystyczny systemu. Wynika z tego, ze kluczowe jest zapewnienie statosci pa-
rametréw makroskopowych takich jak temperatura i ci$nienie systemu. Najprostszym spo-
sobem na utrzymanie stalej temperatury jest cykliczne przeskalowywanie predkosci wszyst-
kich atoméw tak, aby rozkiad ich wartosci odpowiadat zaktadanej temperaturze T. Jednak-
ze w rzeczywisto$ci stosuje sie mniej radykalna metode. Metoda stabego sprzezenia (z ang.
weak-coupling method) zaklada ,,roziozone w czasie” skalowanie wszystkich predkosci przy

pomocy wspoétczynnika:

33



3 Podstawy metod badawczych

B ot [ Ty
rm e 2 (1) 319

Tr - stala czasowa okreélajaca szybko$¢ relaksacji do zadanej temperatury,

gdzie:

0t - krok czasowy,

Tp - temperatura do ktérej dazy uktad

Warto zaznaczy¢, ze narzucenie warunku na warto$¢ temperatury na poczatku symula-
qji determinuje rozklad prawdopodobieristwa, z ktérego moga zosta¢ wyznaczone predkosci
poczatkowe wszystkich atoméw ukladu. Sa one losowane z rozkladu Maxwella-Boltzmanna
odpowiadajacemu zadanej temperaturze (energii kinetycznej ukladu) przy warunku zerowa-
nia sie ich sumy wektorowej.

Podobne podej$cie mozna zastosowaé do utrzymywania stalej wartosci cisnienia w ukta-
dzie. W tym przypadku przeskalowywaniu podlegaja jednak potozenia atoméw w ukladzie
zamiast predko$ci. Prowadzi to do zmian rozmiaréw symulowanego systemu.

Istnieja rowniez inne metody, ktére pozwalaja na utrzymywanie statej temperatury i ci-
$nienia w systemie. Metody rozszerzonego langrazjanu (z ang. extended-Lagrangian me-
thods) polegaja na dodaniu do ukltadu dodatkowych stopni swobody, ktére symuluja faZnie
cieplng lub ci$nieniowa. Jedna z tych metod jest taficuchowy wariant termostatu Nosé-Ho-
overa. Jego uzycie powoduje utrzymywanie temperatury wokoét zadanej sredniej. Odbywa
sie to dzieki temu, ze nowe wspoétrzedne pedowe wystepujace w zmodyfikowanych réwna-
niach ruchu poddawane sa sprzezeniu zwrotnemu. Kazde odchylenie temperatury od $red-
niej wartosci jest niwelowane z zadang stala czasowa. Wartos¢ i kierunek tego sprzezenia

uzalezniony jest od réznic pomiedzy aktualna a zakladana temperatura.

3.2.7 Periodyczne warunki brzegowe

Ograniczenia sprzetowe zmuszaja nas zwykle do rezygnacji z symulowania systeméw o du-
zych objetosciach. Powoduje to koniecznosé uzycia pudet symulacyjnych o stosunkowo nie-
wielkich rozmiarach. Skoriczony wymiar pudta symulacyjnego wprowadza nienaturalne za-
chowania atoméw na jego brzegach (tzw. efekty brzegowe). Latwo pokaza¢, ze dla wiekszosci
symulowanych systemOw znaczna cze$¢ atoméw znajduje sie na brzegu pudia symulacyj-
nego. Graniczenie niektérych atoméw z préznia prowadzi do otrzymywania niefizycznego
obrazu oddzialywan w systemie. Eliminacja tych przypadlosci odbywa sie najczesciej po-
przez uzycie periodycznych warunkéw brzegowych (z ang. Periodic Boundary Conditions).
Ujmujac najprosciej idee PBC, symulacja przebiega w nieskoriczonej sieci okresowej, w ktorej
komoérka elementarna reprezentowana jest przez pojedyncze pudto symulacyjne. Narzucenie

periodycznych warunkéw na uklad powoduje, ze i-ta czasteczka podlega oddziatywaniom
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pochodzacym od wszystkich czasteczek z pudia symulacyjnego oraz dodatkowo czasteczek z
pozostatych komorek sieci. Podejscie takie wprowadza zatem ciaglo$¢ symulowanego oérod-
ka. Jednakze uzycie zbyt matych wektoréw okreslajacych wymiary systemu moze prowadzic¢
do pewnych artefaktéw wynikajacych z tego, ze symulowana molekuta oddziatuje ze swoim
wlasnym obrazem. Podczas symulacji zapamietywane i uzywane potem do wszelkich analiz

sa jedynie wspoéirzedne atoméw z pojedynczego pudia symulacyjnego.

3.2.8 Oddzialywania niewiazace

Bardzo niesprzyjacym czynnikiem, majacym wplyw na szybko$¢ obliczeri w dynamice mo-
lekularnej, jest konieczno$¢ ciagltego wyznaczania odlegtosci miedzyatomowych wystepu-
jacych w wyrazeniu na elektrostatyczna energie potencjalna. Procedura ta sprowadza sie do
kosztownego obliczenia pierwiastkéw kwadratowych z liczb rzeczywistych. Dodatkowo, ko-
nieczno$¢ liczenia podwoéjnych sum prowadzi do ztozonosci obliczeniowej rzedu O(N?) (N -
liczba atomoéw). Uzycie periodycznych warunkéw brzegowych oraz konwencji najblizszego
sasiada nie redukuje niestety ztozonosci zagadnienia. Skrécenie czasu obliczert mozliwe jest
dzieki zastosowaniu tzw. promienia odciecia 7, (z ang. cut-off distance). Promieni . jest to od-
legtos¢, powyzej ktdrej zaniedbuje sie wszelkie wkiady energetyczne pochodzace od centréw
oddziatywan. Idea ta ma pewna zalete polegajaca na mozliwosci stworzenia listy sasiadéw,
czyli listy atomoéw znajdujacych sie w promieniu r. + Ar od centrum oddziatywania elektro-
statycznego. Sprowadza to obliczenia do zagadnienia liniowego, ktérego ztozonoé¢ wynosi
juz tylko O(N). Niechciana konsekwencja zastosowania promienia odciecia sa sztuczne nie-
ciagtosci energii oraz sit. Prowadzi¢ moga one do niestabilno$ci oraz ciagltego dryfu energii
catkowitej uktadu. Takim niepozadanym efektom przeciwdziala sie poprzez uzycie metody
funkcji wylaczajacej (z ang. switching function), polegajacej na przemnozeniu w przedziale
Tswiteh — Te potencjatu przez wielomian wygladzajacy tak, aby w punkcie r. potencjat wyno-
sit 0. Niestety wprowadzanie ograniczen na zasieg oddzialywania elektrostatycznego czesto
prowadzi do niefizycznych zachowan uktadu.

Wyijsciem z tej niekorzystnej sytuacji jest uzycie metody sum Ewalda. Podejscie to, po-
lega na zastapieniu warunkowo i wolno zbiegajacego szeregu Coulomba przez dwa szeregi
zbiegajace bezwzglednie oraz szybciej. Dodatkowo rezygnuje sie z idei najblizszego sasiada,
co ostatecznie prowadzi do uzyskania ztozonosci obliczeniowej rzedu O(N %) Modyfikacja
tej metody jest algorytm sumowania Ewalda na siatce (z ang. Particle Mesh Ewald). Bazuje
on na usprawnieniu obliczeni jednego z szeregéw wystepujacego w metodzie sum Ewalda.
Ostatecznym wynikiem wprowadzenia algorytmu PME jest zredukowanie ztozonosci obli-
czeniowej do O(Nlog N) a zatem znaczace skrdcenie czasu obliczen potrzebnego do pelnego

opisu oddziatywar elektrostatycznych w ukladzie.
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3.3 Elementy mechaniki statystycznej

3.3.1 Analiza danych

W mechanice statystycznej wartosci Srednie zdefiniowane sa jako:

(A)zesp = / / A(R,p)p(R, p)dRdp (3.20)

gdzie A(R, p) okresla warto$¢ obserwabli zaleznej od mikrostanu uktadu, a p(R, p) jest unor-
mowana gestoscia prawdopodobieristwa wszystkich mikrostanéw w przestrzeni fazowej,
charakterystyczna dla danego zespotu. Wyznaczenie calek w réwnaniu 3.20 zazwyczaj jest
bardzo trudne, a spowodowane jest to koniecznoscia znajomosci p(R, p) dla wszystkich moz-
liwych mikrostanéw zespotu. Mozna pokazaé, ze punkty trajektorii z symulacji dynamiki
molekularnej generowane sa z prawdopodobieristwem proporcjonalnym do rzeczywistego
rozkladu réwnowagowego p(R, p). W takiej sytuacji bardziej przystepnym podejsciem pro-

wadzacym do oszacowania Sredniej (A)..sp jest policzenie redniej po czasie:

1 T
(A)esas =~ [ AR, p(1))at (3.21)
pod warunkiem, ze czas symulacji T jest wystarczajaco diugi, aby zadowalajaco dobrze wy-
probkowac dystrybucje mikrostanéw uktadu. Hipoteza ergodyczna, jedna z podstaw mecha-

niki statystycznej, stwierdza:

(A)zesp = lim (A) czas (3.22)

T—00

co usprawiedliwia zastosowane wyzej podejécie. Oznacza to, ze przeprowadzenie nie-
skoriczenie dtugiej symulacji powinno zapewni¢ przejscie trajektorii przez wszystkie moz-
liwe mikrostany. Idac ta droga, obserwable pochodzace z eksperymentu, ktére z zatozenia
sa $Srednimi po zespole (réwnanie 3.21), moga zosta¢ poréwnane do $rednich czasowych po-
chodzacych z odpowiednio dlugich symulacji. Wyrazenie numeryczne, ktore jest uzywane

do obliczenia (A)z,s w symulacjach dynamiki molekularnej dane jest nastepujaco:

1

<A>czas ~ M . A[R(iét)/ p(iét)] (3.23)

gdzie M jest liczba krokéw czasowych.

3.3.2 Energia swobodna

Fundamentalna koncepcja przydatna przy analizie proceséw chemicznych i biologicznych
w przypadku faz skondensowanych jest energia swobodna Gibbsa G (czasami nazywana
tez entalpia swobodna). Zmiany energii swobodnej Gibbsa decyduja o spontanicznosci pro-

ces6w. Proces przebiega spontanicznie od stanu A do stanu B, tylko wéwczas, gdy réznica
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AG(A — B) pomiedzy tymi stanami jest ujemna. Przewidywanie kierunké6w spontanicznych
proceséw na podstawie symulacji wymaga zatem wyznaczenia (0szacowania) réznic energii
swobodnej w ukladzie. W niektérych przypadkach, oprécz réznic energii swobodnej pomie-
dzy (skrajnymi) stanami, interesuje nas pelny profil energii swobodnej wzdtuz zdefiniowa-
nego stopnia swobody (tzw. wspétrzedna reakcji). Znajomos¢ pelnego profilu energii swo-
bodnej G(&) zapewnia zaréwno kompleksowy opis termodynamiki procesu jak i mozliwos¢
badania jego kinetyki (np. poprzez tzw. dynamike brownowska). Réwnowaga termodyna-
miczna pomiedzy rozwazanymi stanami jest scharakteryzowana albo przez réznice energii
swobodnej pomiedzy nimi, albo przez stosunek stalych szybkosci przejscia pomiedzy nimi.

Profil energii swobodnej jest zdefiniowany przez:

G(&) = G(&*) —ksTIn [ <<ff((§*))>>} (3.24)

gdzie kp jest stata Boltzmanna, ¢* i G(¢*) sa dowolnymi statymi, natomiast (p(&)) jest funkcja

dana wzorem:

_ JO(E'(R) —g)e HRPV/BTAR, dp

(%)) fe*H(RrP)/kBTdR, dp

(3.25)

w ktorej ¢'(R) jest funkcja definiujaca wspotrzedna reakgji, ktora zalezy od jednej lub wiek-
szej liczby stopni swobody. ¢’ (R) moze by¢ odlegtoscia, katem lub bardziej skomplikowana
funkcja wspotrzednych kartezjanskich.

Okazuije sig, ze profil energii swobodnej G(¢) jest rownowazny innej waznej koncepcji, a
mianowicie potencjalowi Sredniej sily (z ang. Potential of Mean Force). Jest to potencjat beda-
cy rezultatem catkowania $redniej sity dzialajacej na czastke (czastki) wzdluz wspoétrzednej
reakcji (F(&))e. Latwo pokaza¢, ze dG(E)/9¢ = —(F(&))g [159]. W praktyce mozliwe jest
stosowanie tych dwoéch wyrazeri zamiennie.

Wiele symulacji dynamiki molekularnej uktadéw chemicznych lub biologicznych jest po-
$wieconych wyznaczeniu profilu energii swobodnej wzdluz wybranego stopnia swobody.
Niestety, niewykonalne jest uzyskanie wiarygodnego oszacowania PMF w ramach skoriczo-
nego czasu konwencjonalnej symulagji. Dzieje sie tak, poniewaz zazwyczaj bardzo trudno
jest pokonac¢ bariery energii swobodnej, ktére rozdzielaja stany termodynamiczne. W zwiaz-
ku z tym pojawily sie pewne metody, ktére omijaja ten problem. W tej pracy uzylem gtéwnie
metod znanych jako Umbrella Sampling (US, tzw. probkowanie parasolkowe) oraz Adaptive

Biasing Force (ABF, tzw. adaptacyjna sila wymuszajaca).

3.3.3 Umbrella Sampling

Umbrella Sampling jest jednym z najbardziej popularnych narzedzi, stuzacych do okresla-
nia funkcji gestosci prawdopodobienstwa p(¢) i zwiazanego z nia profilu energii swobodnej

G(¢). W metodzie tej symulacja prowadzona jest w obecnosci sztucznie dodanego potencjatu
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Upizs (&) [160], a wiec trajektorie generowane sa przez potencjal V(R) + Upys(&). Celem przy-
fozenia do ukltadu dodatkowego potencjatu jest zwiekszenie prébkowania w istotnym zakre-
sie wspolrzednej ¢. W praktyce, aby uzyska¢ zadowalajace prébkowanie w pelnym zakresie
zmiennosci ¢, nalezy zastosowac serie symulacji z ré6znymi potencjatami Ulin- 1s(€), majacymi
za zadanie utrzymywanie ukltadu w réznych obszarach ¢. Liczba tych tzw. okien musi by¢
na tyle duza, aby zapewni¢ dobre prébkowanie calego zakresu wspoétrzednej reakcji. Naj-
prostszym, a jednoczesnie najczeSciej wybieranym potencjalem jest potencjat harmoniczny

ui

bias

(&) = ki(& — &;)?/2. Stale sitowe k; dla kazdego potencjalu nadawane sa indywidual-
nie, natomiast potozenia ich miniméw ¢; sa tak dobierane, aby uzyskac jak najbardziej row-
nomierne prébkowanie badanego zakresu wspoétrzednej reakcji. W celu wyznaczenia wta-
Sciwego profilu energii swobodnej, pozbawionego wptywu dodanych potencjaléw rezultaty

kazdego okna symulacyjnego sa korygowane nastepujaco:

Gi(§) = —kpTInpl"™ (&) — Uy, (8) + F; (3.26)

gdzie p%"* (&) jest zaburzona gesto$cia prawdopodobieristwa uzyskana w symulacji poprzez

dodanie potencjatu U}, .(¢), a stala F; jest zdefiniowana przez:

e Fi/keT — (o~ Uius(8)/keT) (3.27)

co odpowiada dodatkowej energii swobodnej zwiazanej z wprowadzonym potencjatem za-
burzajacym.

Istnieje wiele metod stuzacych do wyznaczenia wlasciwej gestosci prawdopodobieristwa
p(&) na podstawie danych pochodzacych z symulacji typu Umbrella Sampling. Obecnie naj-
cze$ciej stosowana metoda jest tzw. metoda wazonych histograméw (z ang. Weighted Histo-
gram Analysis Method) [161]. Podstawa idei WHAM jest wyznaczenie niezaburzonej funkgji
gestosci p(¢) na podstawie wazonej sumy niezaburzonych funkgji gestosci pochodzacych z

poszczegblnych okien. Wagi dobrane sa tak, aby minimalizowa¢ btad statystyczny. Na pod-

bias
i

stawie histograméw p?** (&) zastosowanie procedury WHAM daje taka p(¢), ktorej odpowia-

da najmniejsza niepewnosci statystyczna:

— ZzN:"l nipy ™ (¢)
p(g) a le\ill nle_[uéluq(é)_Fz]/kBT (3,28)
gdzie e Fi/ksT _ f e Ubias(8)/ kBTp(C )d¢, a sumowanie przebiega po wszystkich oknach symu-

lacyjnych (N,). Réwnanie 3.28 rozwiazywane jest poprzez procedure iteracyjna przy poczat-
kowym zalozeniu wartosci F;. Chociaz Umbrella Sampling jest metoda szeroko stosowana to
posiada pewne niedogodnosci. Po pierwsze, nawet uzycie U}, (&) = —G(¢) nie gwarantuje

jednolitego prébkowania, wyniki moga by¢ nadal ubogie statystycznie w takich regionach
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przestrzeni konfiguracyjnej, ktére szczeg6lnie wptywaja na zmiane energii swobodnej. Po-
nadto, dobranie odpowiedniego U} (&) jest trudne, szczegélnie dla nowych probleméw. W
takich wypadkach stosuje sie zwykle metode préb i bledéw, obserwujac czy na poczatku sy-
mulacji uzyskuje sie zalozone prébkowanie, ewentualnie przerywajac symulacje i zmieniajac
parametry potencjatu U}, ().

bias

3.3.4 Adaptive Biasing Force

W przeciwienistwie do metody US, Adaptive Biasing Force w celu wyznacza PMF nie potrze-
buje informacji o gestos¢ prawdopodobieristwa p(&). Zamiast tego metoda ABF wyznacza
$rednia site dzialajaca wzdluz wspétrzednej reakcji, ktéra po scatkowaniu wzdtuz ¢ daje
PMF. W trakcie trwania symulacji zliczane sa chwilowe wartosci sily dzialajace w matych
przedziatach d¢. Srednie z kazdego przedziatu moga zosta¢ uzyte do policzenia pochod-
nej dG(&)/d¢, gdzie G(&) jest biezacym oszacowaniem funkgji energii swobodnej. W celu
uzyskania wiarygodnej sredniej (F(&))¢ dla catego zakresu ¢, cata Sciezka reakcji powinna
zosta¢ dobrze i relatywnie rownomiernie wyprébkowana. W podejsciu ABF, uzyskanie réw-
nomiernego probkowania realizowane jest przez zastosowanie dodatkowej sity zaburzajace;.
Pomaga ona w przezwyciezeniu barier energii swobodnej, np. poprzez wypychanie systemu
z minimum potencjatu oraz przepychanie przez bariery. Sita ta (FABF) jest zdefiniowana jako

pochodna po stale aktualizowanym PMEF:

FAPE = —(F(&)): Vil = dfiég)vxc (3.29)

gdzie (F(())s oznacza biezaca $rednia sity F({) dziatajacej wzdiuz wspoétrzednej reakdiji .
Dodawanie FABF podczas trwania symulacji prowadzi do wygtadzania powierzchni energii
potencjalnej, a w konsekwencji do bardziej wydajnego prébkowania.

Dla dalszego zwiekszenia efektywnosci obliczerr, wspoétrzedna reakcji moze zostaé po-
dzielona na okna (mniejsze zakresy wspoétrzednej reakdji [§;, iv1]) dla ktérych generowana
jest oddzielna trajektoria oraz oddzielny zestaw (F(&))s. W przeciwieristwie do poprzedniej

metody nie ma konieczno$ci taczenia wynikéw z poszczegélnych okien symulacyjnych.
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Ponizszy rozdzial zawiera szczeg6lowe informacje dotyczace uzytych przeze mnie metod
budowy ukladéw oraz protokotéw symulacyjnych, potrzebnych do odtworzenia uzyska-

nych przeze mnie wynikéw, dotyczacych kazdego z prowadzonych projektow.

4.1 Stabilnos¢ G-tetrady w uformowanym G-kwadrupleksie

4.1.1 Konstrukcja modelu i szczegély symulacji

Poczatkowe wsp6trzedne atoméw G-kwadrupleksu o konformacji réwnoleglej wraz z 3 jona-
mi potasu w centralnym kanale zostaly wygenerowane na podstawie struktury krystalogra-
ficznej o rozdzielczosci 2,1 A (kod PDB 1KF1) (patrz Rys. 4.1A,C) [61]. Uktad sktadajacy sie z
pojedynczej struktury jednoniciowego DNA o ludzkiej sekwencji telomerowej d[AGGG(TTA-
GGG)3] w dwunasto$ciennym pudle symulacyjnym o rozmiarach 8 x8x 5,6 nm uzupelnitem
przez 11469 czasteczki wody typu TIP3 [162] przy zastosowaniu fizjologicznego stezenia jo-
néw (150 mM KCl). Do symulacji DNA oraz jonéw uzylem pola sitowego CHARMM?27 [163].

Symulacje byly wykonane przy pomocy pakietu Gromacs 4.5.5 [164] w zespole statystycz-
nym NPT o temperaturze 300 K i ci$nieniu 1 bara. Periodyczne warunki brzegowe zostaty
zastosowane dla wszystkich trzech wymiaréw, a oddzialywania elektrostatyczne byly liczo-
ne przy uzyciu metody Particle Mesh Ewald (PME) [165] z promieniem odciecia réwnym
1nm oraz szeroko$cia siatki Fouriera wynoszaca 0,1 nm. Dla oddzialywan typu Lennarda-
Jonesa uzylem promienia odciecia réwnego 1 nm. Diugosci wiazari w DNA byty zamrozone
poprzez uzycie algorytmu P-LINCS [158], a w przypadku czasteczek wody dzieki algoryt-
mowi SETTLE [157]. Réwnania ruchu byly rozwiazywane za pomoca algorytmu ,zabiego
skoku” (z ang. leap-frog) z krokiem czasowym réwnym 2 fs. Przed przystapieniem do wia-
Sciwych symulacji typu energii swobodnej, symulowatem analogiczny system przez 4 us w
celu scharakteryzowania wtasciwosci rownowagowych G-kwadruplekséw w stanie natyw-
nym. Wizualizacje przygotowalem za pomoca programu VMD [166], wykresy za pomoca

programu Gnuplot [167], natomiast schematy za pomoca programu Inkscape [168].

4.1.2 Sterowana dynamika molekularna

Do przygotowania poczatkowego zestawu konfiguracji dla symulagcji typu energii swobod-

nej cata G-tetrada potozona na 3’-koricu (guaniny oznaczone przez I, II, III, IV na Rys. 4.1C)
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H“‘N/\

N7 =H- N2 ——
w/f y & 4

RYSUNEK 4.1: A) Poczatkowa konformacja symulowanego réwnoleglego G-kwadrupleksu o
ludzkiej sekwencji telomerowej, zaczerpnieta ze struktury rentgenowskiej [61]: reszty guaniny
tworzace 3’-koricowa G-tetrade sa zaznaczone na niebiesko (I), zielono (II), fioletowo (III) i czer-
wono (IV); dwie pozostate G-tetrady sa zaznaczone na szaro (Srodkowa) i pomaraniczowo (5-
konicowa), tyminy i adeniny zaznaczono na brazowo, a szkielet fosfocukrowy na z6tto; dwa jony
potasu skoordynowane w kanale centralnym G-kwadrupleksu sa przedstawione jako sfery van
der Waalsa. W catym rozdziale zastosowano ten sam schemat koloréw. B) Struktura chemiczna
pojedynczej G-tetrady, w ktérej cztery guaniny sa ze soba potaczone poprzez cykliczne wiazania
wodorowe typu Hoogsteena. Czarno-szare strzatki przedstawiaja orientacje momentéw dipolo-
wych guaniny IV i guaniny zlokalizowanych bezposrednio pod nia. C) Schemat przedstawiajacy
strukture réwnolegtego G-kwadrupleksu oraz potozenie badanej 3’-koricowej G-tetrady.

zostala poddana wymuszonej dysocjacji poprzez zastosowanie zewnetrznego potencjatu. Po-
tencjal przytozytem do wspoétrzednej reakgji zdefiniowanej jako catkowita liczba natywnych
wiazah wodorowych Ny, tworzonych w G-tetradzie (Rys. 4.1B). Stata sitowa potencjatu dzia-
tajacego przez caly czas symulacji (100 ns) ustawitem na 2092 kcal / (mol-nm?). Cata procedure
przeprowadzitem przy uzyciu wtyczki PLUMED 1.3 [169] wsp6lpracujacej z pakietem obli-
czeniowym Gromacs. Catkowita liczbe natywnych wiazan wodorowych Nj,;, zdefiniowatem
jako sume funkgcji aktywagji (szczeg6ly opisane w Zalaczniku A ina Rys. A.1) dla wszystkich
par atomoéw (akceptor-donor) tworzacych natywne wiazania wodorowe w G-tetradzie. Dla
w pelni utworzonej ptaszczyzny powstaje Ny, = 8 wiazann wodorowych pomiedzy atoma-
mi N1-O6 i N2-N7 (Fig. 4.1B), natomiast N}, = 0 wiazai wodorowych oznacza kompletna
dysocjacje ptaszczyzny.
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4.1.3 Symulacje typu energii swobodnej dla dysocjacji G-tetrady

W celu zbadania stabilnosci termodynamicznej G-tetrady na 3’-koricu uzytem metody Um-
brella Sampling, ktéra doskonale sprawdza sie do wyznaczenia profili energii swobodnej wzdtuz
kolektywnych wspéirzednych takich jak catkowita liczba natywnych wiazann wodorowych.
Caty interesujacy mnie zakres wybranej wspoétrzednej kolektywnej (0-8 wiazai wodorowych)
podzielitem na 33 réwnoodlegle okna symulacyjne z konfiguracjami poczatkowymi wygene-
rowanymi z trajektorii dynamiki sterowanej. Kazde takie okno bylo symulowane przez czas
1000 ns z potencjatem harmonicznym o statej sitowej rownej 1255,2 kcal / (mol - nm?), przyto-
zonym do wybranej wspoétrzednej kolektywnej. Profil energii swobodnej zostat wyznaczony
na podstawie ostatnich 900 ns symulagcji przy uzyciu metody analizy wazonych histograméw
(z ang. Weighted Histogram Analysis Method) [161]. Niepewno$ci oszacowalem przy uzy-
ciu statystycznej metody analizy bledéw ,bootstrap” z uwzglednieniem korelacji pomiedzy

analizowanymi seriami czasowymi danych.

4.1.4 Wymuszona dysocjacja pojedynczej guaniny

W celu wyznaczenia profilu energii swobodnej dla procesu dysocjacji pojedynczej guaniny
z 3’-koricowej G-tetrady réwnoleglego G-kwadrupleksu przeprowadzitem symulacje z uzy-
ciem metody adaptacyjnej sity wymuszajacej (z ang. Adaptive Biasing Force) [170, 171] za-
implementowanej w programie NAMD 2.8 [172]. Budowa systemu oraz zestaw parametréw
pola sitowego byly takie same jak w symulacjach dysocjacji 3’-korficowej G-tetrady. Symula-
cje dynamiki molekularnej przeprowadzitem w zespole statystycznym NPT wykorzystujac
dynamike Langevina oraz zgodny z nia algorytm Noséa-Hoovera Langevina utrzymujacy
stale ciSnienie [173]. Zastosowatem réwniez periodyczne warunki brzegowe, natomiast od-
dziatywania elektrostatyczne byly wyznaczane przy zastosowaniu metody PME [165] z pro-
mieniem odciecia réwnym 1,2nm oraz gesto$cia siatki Fouriera wynoszaca 0,1 nm. Dla od-
dziatywan typu Lennarda-Jonesa uzytem promienia odciecia réwnego 1,2nm. Na wiazania
w czasteczce DNA obejmujace réwniez atomy wodoru natozytem wiezy przy uzyciu algo-
rytmu SHAKE [174], natomiast wiezy na geometrie czasteczki wody natozylem przy uzyciu
algorytmu SETTLE [157]. Réwnania ruchu zostaly rozwiazane przy uzyciu predkosciowej
wersji algorytmu Verleta z krokiem czasowym wynoszacym 2 fs.

Aby przygotowaé poczatkowe konfiguracje dla symulagji typu energii swobodnej prze-
prowadzitem na badanym ukladzie sterowana dynamike molekularna o dtugosci 100ns z
dodatkowym potencjatem harmonicznym (ze stala sitowa 2092 kcal/ (mol-nm?)) wymuszaja-
cym dysocjacje pojedynczej guaniny (IV na Rys. 4.1) od 3’-koricowej G-tetrady w strukturze
réwnoleglego G-kwadrupleksu. Potencjal zostat przytozony do wspéirzednej reakcji zdefi-

niowanej jako odleglos¢ miedzy Srodkiem masy wszystkich ciezkich atoméw 3’-koricowej
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guaniny a srodkiem masy wszystkich ciezkich atoméw pozostalych reszt guaninowych. Na-
stepnie z symulacji sterowanej dynamiki molekularnej wybralem osiem konfiguracji, z kt6-
rych utworzylem osiem zachodzacych na siebie okien symulacyjnych typu ABF kazde o
szerokodci 0,3 nm. Dzieki temu wspéirzedna reakcji obejmowata zakres od 0,6 nm (dla w
pelni utworzonej G-tetrady) do 1,8 nm (dla zdysocjowanej guaniny IV). W kazdym z tych
okien system byl symulowany przez 300ns. Procedura zaktadata zapamietywanie chwilo-
wych wartoéci sity dziatajacej wzdtuz wspotrzednej reakcji z doktadnoscia do 0,05 A. Profil
energii swobodnej wyznaczylem na podstawie ostatnich 280 ns wszystkich okien symulacyj-
nych. Wartosci bledéw na profilach energii swobodnej oszacowatem jako btedy standardowe
skorygowane o autokorelacje szeregéw czasowych.

Aby zdekomponowa¢ energie swoboda na wkiad entalpowy i entropowy wyznaczylem
profile energii swobodnej w trzech réznych temperaturach: 295, 300 i 305K (patrz Rys. A.10)
z wykorzystaniem tego samego protokotu symulacyjnego. Z zatozenia o tym, ze ciepto wia-
Sciwe ukladu jest state w kazdym punkcie wspoétrzednej reakcji (r) wynika, ze AH i AS nie

E)AH rT) —0i E)AS(rT)

zaleza posrednio od temperatury ( = 0). Oznacza to, ze wklad en-

tropowy jest prosta pochodna energii swobodne] w wzgledem temperatury przy zatozeniu

stalego cisnienia AS(r) = (dA(;(Tr'T))

. W kazdym punkcie wspoétrzednej reakcji pochodna
ta byla aproksymowana przez nachyleme funkgcji liniowej dopasowanej do wartosci energii

swobodnej w trzech réznych temperaturach.

4.2 Rola petli w stabilnosci G-kwadruplekséw

4.2.1 Konstrukcja modeli i szczegély symulacji

Poczatkowe konfiguracje modelowych dwuptaszczyznowych G-kwadruplekséw zostaly wy-
generowane za pomoca zaproponowanej przeze mnie procedury zwijania struktur G-kwa-
druplekséw o arbitralnej topologii i sekwengji (szczegétowy opis w podrozdziale 4.2.2). Struk-
tury wygenerowatem na bazie rdzeni guaninowych czterech reprezentatywnych topologii
wystepujacych w wyznaczonych eksperymentalnie strukturach G-kwadruplekséw: réwno-
leglej (kod PDB 1KF1) [61], antyrownolegtlej (143D) [69], hybrydowej 3+1 (2JSM) [175] oraz
krzesetkowej (2KM3) [176]. Dla dwéch z tych struktur (143D i 2JSM) uzyskatem po dwie
rézne wersje rdzeni guaninowych (143D_2, 2JSM_2), poniewaz w ich tréjptaszczyznowych
strukturach znajduje sie po jednej G-tetradzie rézniacej sie od dwdéch pozostatych zestawem
katéw glikozydowych guanin (patrz Tabela 4.1). Wybér referencyjnych topologii wynika z
posiadania przez nie zréznicowanych konfiguracji petli. Taki wybér pozwoli na dobre scha-
rakteryzowanie ogélnej zaleznosci pomiedzy stabilno$cia struktury a rodzajem petli i jej po-
fozeniem w sekwengji. Nastepnie dla kazdej z szesciu referencyjnych topologii utworzylem
serie modelowych struktur o sekwencjach 5-XGGX,,; GGX,2GGX,;3GG-3’, gdzie X to dowol-

na zasada, a n1, n2 i n3 to liczba zasad z przedziatu 1-4.
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TABELA 4.1: Zestawienie wlasciwoséci strukturalnych referencyjnych konformacji pochodzacych
z wyznaczonych eksperymentalnie struktur G-kwadruplekséw.

Topologia Kod PDB | Petla od Petla Petla od | Katy glikozydowe
5’-konica | srodkowa | 3’-konca w G-tetradach
Réwnolegta 1KF1 Smiglowa | Smiglowa | Smiglowa | anti-anti-anti-anti

anti-anti-anti-anti
anti-anti-anti-anti

Antyréwnolegta 143D boczna | diagonalna | boczna anti-syn-syn-anti
syn-anti-anti-syn
anti-syn-syn-anti
Hybrydowa 2J]sM boczna boczna Smigltowa | syn-anti-syn-syn
anti-syn-anti-anti
anti-syn-anti-anti
Krzesetkowa 2KM3 boczna boczna boczna syn-anti-syn-anti
anti-syn-anti-syn

Dodatkowo dla celéw weryfikacji zaproponowanej procedury zwijania G-kwadruplek-
sOw zwinalem de novo 3 wyznaczone eksperymentalnie struktury G-kwadruplekséw tréj-
plaszczyznowych (1KF1, 143D, 2JSM) oraz jedna dwuplaszczyznowa (148D) [121].

Kazda z wygenerowanych modelowych struktur G-kwadruplekséw zostata umieszczo-
na w dwunasto$ciennym pudle symulacyjnym z krawedziami w odlegtosci 1,2nm do naj-
blizszego atomu DNA. Nastepnie pudto symulacyjne uzupetnitem odpowiednia liczba cza-
steczek wody typu TIP3 [162] oraz zneutralizowatem ukiad stosujac fizjologiczne stezenie
jonéw (150 mM KCl). Do symulacji DNA oraz jonéw uzylem pola sitowego CHARMMS36
[163].

Wszystkie symulacje byly wykonane przy pomocy pakietu Gromacs 5.0.4 [164] w zespole
statystycznym NPT o temperaturze 300 K i ci$nieniu 1 bara. Periodyczne warunki brzego-
we zostaly zastosowane dla wszystkich trzech wymiaréw, a oddziatywania elektrostatyczne
byly liczone przy uzyciu metody Particle Mesh Ewald (PME) [165] z promieniem odciecia
rownym 1nm oraz szerokoscia siatki Fouriera wynoszaca 0,1nm. Dla oddzialywan typu
Lennarda-Jonesa uzytem promienia odciecia réwnego 1 nm. Diugoéci wiazait w DNA byly
zamrozone poprzez uzycie algorytmu P-LINCS [158], a w przypadku czasteczek wody za
pomoca algorytmu SETTLE [157]. Réwnania ruchu byly rozwiazywane za pomoca algoryt-

mu ,,zabiego skoku” (z ang. leap-frog) z krokiem czasowym réwnym 2 fs.

4.2.2 Procedura zwijania dwuplaszczyznowych G-kwadruplekséw

W celu wyznaczenia wptywu réznych petli oraz ich dtugosci na stabilnos¢ modelowych

struktur G-kwadruplekséw opracowatem nowaq procedure zwijania tych struktur. Uzywane
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RYSUNEK 4.2: Schemat przedstawia kolejne etapy procesu zwijania na przykladzie G-kwadru-

plekséw dwuplaszczyznowych. Na rysunkach strukturalnych kolorem czerwonym zaznaczone

sa fragmenty nici DNA, ktére w danym momencie uczestnicza w procesie zwijania. Zwijanie

struktur uzyskane jest za pomoca dodatkowych potencjaléw harmonicznych dziatajacych na ko-
lejne, coraz dtuzsze fragmenty nici DNA.

do tej pory metody zwijania G-kwadruplekséw polegaly na przeprowadzeniu wielu kosz-
townych réwnolegltych symulacji z temperaturowa wymiana replik [177] lub uzyciu skompli-
kowanej kombinacji kilku kolektywnych wspétrzednych reakcji w symulacjach typu energii
swobodnej [178].

Opracowana przeze mnie metoda zwijania struktur G-kwadruplekséw o arbitralnej to-
pologii i sekwengji opiera si¢ na sukcesywnym zwijaniu kolejnych fragmentéw swobodnej

nici DNA do referencyjnego modelu strukturalnego danej topologii. Jak pokazano wczesniej
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kazda z 26 teoretycznych topologii G-kwadruplekséw niezaleznie od sekwengji cechuje sie
takim samym zestawem G-tetrad w rdzeniu guaninowym [60], ktéry moze stuzy¢ jako sza-
blon do generowania modelowych G-kwadruplekséw. Wynik z tego, ze aby zwina¢ ni¢ DNA
do struktury G-kwadrupleksu o arbitralnej topologii nalezy zwina¢ przede wszystkim po-
szczegOlne fragmenty nici z guaninami (GG) zwiazane z G-tetradami, w takiej kolejnosci od
5-korica w jakiej wystepuja w strukturze referencyjnego rdzenia guaninowego. Natomiast
adekwatne typy petli wystepujace wybranej topologi formuja sie automatycznie podczas
zwijania.

Ogolnie proces zwijania pelnowartosciowej struktury G-kwadrupleksu jest podzielony
na kilka etapéw. Dla struktur dwuplaszczyznowych poczatkowy etap obejmuje zwijanie
pierwszego fragmentu GG sekwencji od 5-korica (5-XGG) w celu utworzenia pierwszej
cze$ci rdzenia guaninowego o odpowiednich katach glikozydowych guanin (fragment 1 na
Rys. 4.2). P6zniej nastepuja kolejne etapy formowania rdzenia guaninowego i przy okazji re-
jonéw petlowych. Obejmuja one coraz to dluzsze fragmenty sekwengji nici DNA, odpowied-
nio fragment 1-2 o dtugoéci 5'-XGGX,,1 GG, fragment 1-3 o dtugosci 5-XGGX,;;1 GGX,oGG i w
koricu cata ni¢ DNA 5-XGGX,,1 GGX;,2GGX,;,;3GG-3". Zwijanie rdzenia guaninowego jest reali-
zowane za pomoca sterowanej dynamiki molekularnej poprzez zastosowanie zewnetrznego
potencjatu zmniejszajacego warto$¢ sredniokwadratowego odchylenia potozer atoméw (z
ang. Root Mean Square Deviation) wyznaczonego pomiedzy potozeniem ciezkich atoméw
guanin ze zwijanego fragmentu nici DNA a polozeniem ciezkich atoméw guanin z referen-
cyjnego rdzenia guaninowego (patrz Rys. 4.3). Catkowity czas zwijania rdzenia guaninowe-
go i relaksacji struktury wynosi 100 ns. Zwijaniu rdzenia guaninowego towarzyszy rowniez
formowanie natywnych wiazai wodorowych takich jakie wystepuja w referencyjnym mode-
lu rdzenia guaninowego (Rys. 4.3). W przypadku G-kwadruplekséw dwuptaszczyznowych
catkowita liczba wiazah wodorowych typu Hoogsteena wynosi 16.

Kolejny etap generowania pelnowartosciowej struktury G-kwadrupleksu polega na umiesz-
czeniu jonu K™ w §rodku rdzenia guaninowego. Za pomoca dodatkowego potencjatu zmniej-
szana jest odleglo$¢ pomiedzy jonem a Srodkiem masy rdzenia guaninowego. Ostatni etap
odpowiada za wlasciwa relaksacje rejonéw petlowych oraz rdzenia guaninowego G-kwa-
drupleksu. Jest to konieczne, poniewaz zwijanie nie jest procesem réwnowagowym, w kto-
rym moga powstaé naprezenia mechaniczne w strukturze. Relaksacja polega na natozeniu
wiezéw, najpierw na cata strukture G-kwadrupleksu, a nastepnie stopniowym ograniczeniu
wiezoéw jedynie do rdzenia guaninowego i jednoczesnym podgrzaniu uktadu do 400K w
czasie 25ns. Dzieki takiemu zabiegowi petle w G-kwadrupleksie maja mozliwos¢ przyjecia
korzystnych energetycznie konformacji oraz relaksacji termicznej. Na koniec nastepuje stop-
niowe wylaczenie wiezéw i ochtodzenie systemu do 300K w czasie 25ns, po czym moga

nastapi¢ wilasciwe symulacje réwnowagowe.
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RYSUNEK 4.3: Schemat przedstawia ogélna idee procesu zwijania modelowych G-kwadruplek-

sow dwuptaszczyznowych. Po czasie 100 ns nastepuje wlaéciwa symulacja rto(wnowagowa maja-

ca na celu oszacowanie stabilnosci struktur. Wykres przedstawia warto$¢ RMSD wyliczona dla

faldowanej nici DNA wzgledem modelowej struktury o danej topologii. Na tym samym wykre-

sie przedstawiono réwniez liczbe natywnych wiazah wodorowych tworzonych w formowanym
rdzeniu guaninowym.

4.2.3 Szacowanie stabilnosci G-kwadrupleksé6w

Idea szacowania stabilno$ci termodynamicznej G-kwadruplekséw bazuje na pomiarze $red-
niego oczekiwanego czasu zycia wygenerowanych struktur G-kwadruplekséw. Ze wzgledu
na brak modelu matematycznego opisujacego prawdopodobienistwo czasu zycia struktur G-
kwadruplekséw zakladam, ze wyznaczony przeze mnie w symulacjach réwnowagowych
czas zycia (czas potrzebny do rozwiniecia) struktur G-kwadruplekséw jest miara ich stabil-
noéci. Oczekiwany czas zycia (do pierwszego rozwiniecia struktury) w przyblizeniu bedzie
zalezal od bariery kinetycznej towarzyszacej temu procesowi. Oznacza to, ze w przypadku
pomiaru krétkiego czasu zycia wygenerowanej struktury, a co za tym idzie niskiej bariery ki-
netycznej, szacowana stabilno$¢ wygenerowanej struktury jest mata. W przypadku pomiaru
dtugich czaséw zycia badanej struktury, mozna stwierdzi¢, ze bariera towarzyszaca rozfat-
dowaniu jest duza i sprzyja potencjalnej stabilnosci struktury.

W praktyce, aby wiarygodnie oszacowa¢ oczekiwany czas zycia, kazdy wariant wygene-
rowanego modelowego G-kwadrupleksu byt réwnolegle symulowany w 16 wersjach réznia-
cych sie warunkami poczatkowymi (predkosciami poczatkowymi). Sredni oczekiwany czas
zycia byt wyznaczany, przy uwzglednieniu informacji o czasach zycia w poszczegdlnych sy-
mulacjach oraz liczbie symulacji, w ktérych nastapito rozfaldowanie struktury, na podstawie

wzoru 4.1.
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_ h+th+ts+...+t,
Nend

gdzie ty, t, t3, ..., t, to zaobserwowane czasy zycia w poszczeg6lnych symulacjach, a N4 to

t (4.1)

liczba symulacji w ktérych nastapito rozfaldowanie struktur G-kwadruplekséw. W celu efek-
tywnego gospodarowania zasobami obliczeniowymi kazda symulacja byta zatrzymywana
w momencie rozfatldowania struktury G-kwadrupleksu lub po osiagnieciu 1 us lub w nie-
ktérych przypadkach 2 ys czasu symulacji. Strukture, w ktérej rozpadowi ulegta jakakolwiek
plaszczyzna guaninowa, czyli zerwane zostaly natywne wiazania wodorowe, uznatem za

rozfaldowana.
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RYSUNEK 4.4: Dwa typowe przebiegi symulacgi réwnowagowych modelowych G-
kwadruplekséw z wyszczegblnieniem prawdopodobienstwa formowania kazdego z 16
natywnych wiazann wodorowych w plaszczyznach guaninowych na przyktadzie sekwengji
AGGT,AGGT,AGGT,AGGT3A oraz konformacji réwnolegtlej. Prawdopodobienstwo formowa-
nia wigzania przedstawiono za pomoca skali koloréw, kolor czerwony oznacza 100% formowanie
wiqzania wodorowego, natomiast kolor niebieski oznacza brak wigzania wodorowego.

Rys. 4.4 przedstawia dwa typowe przebiegi symulacji rownowagowych modelowych G-
kwadruplekséw z wyszczegélnieniem prawdopodobieristwa wystepowania kazdego z 16
wiazan wodorowych w plaszczyznach guaninowych. W pierwszym przypadku (Rys. 4.4A)
po okoto 120 ns symulacji rtownowagowej rozpadowi ulega 6 kolejnych wiazarh wodorowych,
anastepnie po kolejnych 40 ns rozpadowi ulega reszta natywnych wiazann wodorowych. Taka
kaskada zrywanych wiazann wodorowych jest charakterystyczna dla struktur nie wykazuja-
cych stabilnosci. W zadnej z 16 wersji symulagji (inny przykiad na Rys. 4.4B) nie nastapito
ponowne spontaniczne uformowanie jakiegokolwiek fragmentu poczatkowej struktury mo-
delowego G-kwadrupleksu. Obserwacje wynikajace z tych symulacji pozwolity mi zatozy¢,
ze czas rzedu 1-2 us jest wystarczajacy, aby uzna¢ dana strukture za potencjalnie stabilna i

warta dalszych analiz.
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4.3 Dimeryzacja G-kwadruplekséw o konformacji réwnoleglej

4.3.1 Konstrukcja modeli i szczegély symulacji

Dimeryzacja G-kwadruplekséw o konformacji réwnolegltej moze zachodzi¢ na 3 rézne spo-
soby (patrz Rys. 1.11). W zwiazku z tym przygotowalem 3 r6zne uklady symulacyjne, kazdy
zawierajacy po dwie struktury réwnoleglych G-kwadruplekséw o ludzkiej sekwengji telome-
rowej d[AG3(TTAG3)3] wstepnie odpowiednio utozone wzgledem siebie (w odpowiednim
modzie dimeryzacji). Poczatkowe struktury G-kwadruplekséw, pierwotnie zawierajace dwa
jony Kt koordynujace w centralnym kanale G-kwadrupleksu, pobratem z bazy Protein Da-
ta Bank (kod PDB: 1KF1) [61]. Nastepnie utworzylem dwunasto$cienne pudta symulacyjne
o diugosci wektoréw komoérki elementarnej wynoszacej 10,1 nm. Kazde pudto symulacyjne
uzupelnitem 22826 czasteczkami wody typu TIP3P [155] oraz ustawitem fizjologiczne ste-
zenie jonéw (150mM soli KCI). Dla kazdego z tych 3 uktadéw przygotowatem réwniez po
dwa analogiczne wersje ukladéw rézniace sie jedynie pod wzgledem stezenia soli. Pierw-
szy uklad zawieral podwdjne stezenie soli (300 mM KCl), natomiast drugi maksymalnie ob-
nizone stezenie soli (60 mM), jednakze nadal zapewniajace catkowita neutralizacje ukiadu.
Najnizsze stezenie odpowiadato jedynie 42 przeciwjonom K+, wlaczajac w to 2 jony w cen-
tralnym kanale. Do opisu czasteczek DNA i jonéw wybratem pole sitowe CHARMMS36 [153],
poniewaz jak wczeséniej pokazano odpowiednio odtwarza struktury oraz stabilno$¢ réwnole-
glych G-kwadruplekséw w roztworach wodnych [179-183]. W celu potwierdzenia niezalez-
nos$ci uzyskanych wnioskéw od uzytego pola sitowego zdecydowalem sie réwniez na uzycie
pola sitowego AMBER w wersji parmbscl [184], jednakze juz tylko dla wersji z fizjologicz-
nym stezeniem soli KCl. Przygotowalem réwniez dodatkowa symulacje zawierajaca ligand
potencjalnie posredniczacy w dimeryzacji G-kwadruplekséw. Do tego celu wybratem zwia-
zek 3,4-TMPyPz. Gtéwna parametryzacje tego zwiazku wykonalem za pomoca programu
CGenFF [185]. Ladunki czastkowe wyznaczylem w programie Gaussian [186] za pomoca ob-
liczerh metoda Hartree-Focka stosujac baze 6-31G* oraz poprzez procedure dopasowania po-
tencjatu elektrostatycznego Merza-Kollmana. Wartosci numeryczne fadunkéw czastkowych
przedstawitem w Tabeli B.1 w Zataczniku B.1.

Symulacje dynamiki molekularnej prowadzitem za pomoca programu Gromacs w wer-
sji 5.0.4 [164]. Symulacje przeprowadzilem w zespole statystycznym NPT z termostatem w
wersji , v-rescale” [187] i temperatura ustawiona na 300K oraz ci$nieniem ustawionym na
1 bar kontrolowanym przez barostat Parrinello-Rahmana [188]. Zastosowatem periodycz-
ne warunki brzegowe we wszystkich kierunkach, natomiast oddziatywania elektrostatyczne
byly obliczane przy wykorzystaniu sumowania Ewalda (PME) [165] z promieniem odcie-
cia 1,2nm oraz odleglo$ciami na siatce Fouriera 0,12 nm. Poza tym uzylem promieri odciecia

réowny 1,2 nm dla oddzialywan Lennarda-Jonesa. Na wszystkie dtugosci wiazan w czasteczce
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DNA natozytem wiezy metoda P-LINCS [158], natomiast dla czasteczek wody uzytem me-
tody SETTLE [157]. Calkowanie réwnan ruchu odbylo sie za pomoca algorytmu Verleta w

wersji ,zabiego skoku” (z ang. leap-frog) z krokiem czasowym wynoszacym 2 fs.

4.3.2 Symulacje typu energii swobodnej

Gléwnym celem badan bylo ustalenie wzglednej stabilnosci trzech réznych sposobéw agre-
gacji dimeréw (modéw dimeryzacji) ztozonych z dwéch réwnolegtych G-kwadruplekséw.
Odpowiadajace temu profile energii swobodnej wyznaczylem za pomoca metody Umbrella
Sampling potaczonej z wymiana replik (z ang. Replica Exchange Umbrella Sampling). Obli-
czenia przeprowadzilem przy uzyciu wtyczki PLUMED 2.0 [169] potaczonej z programem
Gromacs. Poczatkowe konfiguracje uktadéw na potrzeby dalszych symulacji REUS wygene-
rowatem w kilku kolejnych krokach. Najpierw przeprowadzitem krétkie symulacje réwno-
wagowe (<250 ns) dwoéch niepotaczonych monomeréw G-kwadruplekséw. Jako wspétrzed-
na reakcji wybratem odleglo$¢ separacji pomiedzy srodkami mas rdzeni guaninowych kaz-
dego z nich, ktérej poczatkowa warto$¢ byta w zakresie 1,9-2,0 nm. W celu utatwienia sponta-
nicznej agregacji G-kwadruplekséw oba monomery poczatkowo zorientowatem réwnolegle
wzgledem siebie. Jak sie pdzniej okazalo jedynie w przypadku modéw 3’-5" i 5’-5” zaobser-
wowatem spontaniczne wiazanie poprzez bezposrednie oddziatywania ptaszczyzn guanino-
wych. Nastapito to odpowiednio w 180 i 210 ns symulacji. Aby uzyskaé podobne stany dime-
ryzacji réwniez dla modu 3’-3’, ktéry nie wykazywat spontanicznego formowania, przepro-
wadzilem dodatkowa sterowana symulacje dynamiki molekularnej. Przy uzyciu dodatkowe-
go potencjatu harmonicznego, ktérego minimum poruszato sie wzdluz zastosowanej wspot-
rzednej reakcji, dwa monomery G-kwadruplekséw byly sukcesywnie zblizane do siebie w
czasie 100 ns symulacji. Stata sitowa tego potencjatu ustawilem na 286,1 kcal/ (mol-nm?). Na-
stepnie, aby uzyskaé stany z pozostalego zakresu wspoétrzednej reakcji tj. od stanu zwia-
zanego (1,0nm) do stanu catkowitej dysocjacji (3,5nm), dla kazdego modu dimeryzacji G-
kwadrupleksy zostaly poddane dziataniu tego samego potencjatu co poprzednio, jednakze
poruszajacego sie przeciwnie.

W celu zapewnienia lepszej zbieznosci profili energii swobodnej, w szczegélnosci dla za-
kresu od 1,0 do 2,0 nm, poczatkowe konfiguracje uktadéw wygenerowatem naprzemiennie z
trajektorii spontanicznej asocjacji oraz wymuszonej dysocjacji. Natomiast konfiguracje ukla-
déw dla zakresu 2,0-3,5 nm wygenerowalem jedynie z trajektorii wymuszonej dysocjacji. W
wyniku tego uzyskatem 25 réwnomiernie roztozonych okien REUS oddalonych od siebie o
0,1 nm. Kazde z tych okien symulowalem przez 0,5 us, wykorzystujac potencjal harmonicz-
ny o statej sitowej réwnej 286,1 kcal /(mol-nm?) ograniczajacy uklad w wybranym obszarze

wspoélrzednej reakcji. Proba wymian konfiguracji pomiedzy sasiednimi oknami nastepowata
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co 2 ps, natomiast wspotczynnik akceptacji wyniost ~21 %. Warto zaznaczy¢, Ze nie zastoso-
watem zadnych dodatkowych wiezéw ograniczajacych wzgledna orientacje monomeréw G-
kwadrupleksow. Profile energii swobodnej wyznaczytem na podstawie ostatnich 450 ns uzy-
skanych trajektorii stosujac standardowa metode analizy wazonych histograméw (WHAM
2.0.9) [189]. Niepewnosci oszacowalem za pomoca metody ,bootstrap” uwzgledniajacej ko-
relacje w analizowanych szeregach czasowych. Standardowe energie swobodne dimeryzacji

oszacowalem na podstawie profili energii swobodnej przy uzyciu prostego wyrazenia:

. 1 /R T o G\ 1
MGy = ~kaTin (3 ["ar ["d6 [ dgprsinfexp <— kBT> ) 42

gdzie G(r) to profil energii swobodnej z symulacji REUS, (47t72) ! to czton korekty radialne;j,
Wo to objetos¢ standardowa (1661 A?’) zwiazana z standardowym stezeniem 1M, R jest gérna

granica definiujaca stan zwiazany, kg jest stala Boltzmanna, a T temperatura [190, 191].

4.4 Wplyw osmolitéw na DNA

4.4.1 Konstrukcja modeli i szczegély symulacji

Poczatkowe wspoétrzedne dwuniciowej helisy B-DNA o dlugosci 16 par zasad i sekwen-
i 5-AGTCTAACTTGCATCT-3" wygenerowaltem przy uzyciu programu X3DNA [192]. We
wszystkich systemach modelowa czasteczke DNA otoczylem czasteczkami wody TIP3P [193]
i odpowiednia liczba czasteczek osmolitu w dwunastoéciennym pudle symulacyjnym o wy-
miarach 6,62 nm X 6,62 nm x 6,62 nm. Symulacje obejmowaly 14 réznych roztworéw: roztwoér
bez denaturantéw, po 6 roztworéw zawierajacych mocznik lub TMG o stezeniach od 1,0 do
3,5M co 0,5M oraz dodatkowy roztwoér z mocznikiem o stezeniu 5,0 M (szczegdtowe skia-
dy poszczegélnych uktadéw w Zataczniku C.1). Nastepnie dodatem 30 jonéw sodu w celu
zneutralizowania fadunku szkieletu DNA. Pole sitowe CHARMM?27 [194] zostalo uzyte do
DNA i jonéw. Parametry pola sitowego dla mocznika zostaly wygenerowane w CHARMM
General Force Field (CGenFF) [185], a dla betainy zastosowalem wczeéniej opracowany ze-
staw parametrow. Zestaw zostal wygenerowany przez analogie z parametréw pola sitowego
CHARMM dla grup fosfolipidowych (grupa trimetyloamoniowa z fosfatydylocholiny; grupa
karboksylowa z fosfatydyloseryny) [195].

Wszystkie symulacje dynamiki molekularnej przeprowadzono przy uzyciu pakietu Gro-
macs 4.6.5 [164] w zespole statystycznym NPT przy temperaturze 300K i ciSnieniu réwnym
1 bar. Zastosowatem periodyczne warunki brzegowe we wszystkich kierunkach, a oddzia-
lywania elektrostatyczne byly obliczane za pomoca metody PME z promieniem odciecia
rownym 1nm i gestodcia siatki Fouriera réwna 0,1 nm. Dla oddzialywari Lennarda-Jonesa
zastosowalem promienri odciecia réowny 1nm. Diugosci wiazan w czasteczce DNA i osmoli-

tow ograniczytem za pomoca algorytmu P-LINCS [158], natomiast dla wody zastosowatem
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algorytm SETTLE [157]. Réwnania ruchu byty catkowane przy uzyciu algorytmu ,zabiego
skoku” z krokiem czasowym 2 fs. Catkowity czas symulacji dla kazdego systemu wynosit
1 ps.

Zawarto$¢ guanin i cytozyn w modelowej czasteczce DNA (bez uwzglednienia korico-
wych zasad 3’ i 5') odpowiada $redniej zawartosci guanin i cytozyn w typowej sekwencji
DNA grasicy cielecej (ctDNA; ~40% GC, ~60% AT), ktéra zostata uzyta w eksperymentach.
3’- i 5’-koricowe zostaly pominiete w analizach z powodu nierealistycznego wptywu solwa-

tacji na rozplatanie koricow podwojnej helisy.

4.4.2 Wymuszona denaturacja DNA

W celu symulowania DNA takze w stanie zdenaturowanym wpierw dla wszystkich ukla-
dow przeprowadzilem wymuszona denaturacje helisy DNA. Dwie nici DNA zmuszono do
dysocjacji w 500 ns symulacji poprzez zastosowanie dodatkowego potencjalu harmonicznego
(o stalej sitowej 2092 kcal / (mol-nm?)) do wspoétrzednej kolektywnej zdefiniowanej jako odle-
gloé¢ minimalna (MinDist) miedzy wszystkimi grupami fosforanowymi z dwéch osobnych
nici DNA (patrz szczegéty w Zalaczniku C.1).

Stan w pelni zdysocjowany zostal osiagniety, gdy wartos¢ odleglosci minimalnej przekro-
czyta 2nm. Ostatecznie uktady poddano symulacjom réwnowagowym dynamiki molekular-
nej przez 1us utrzymujac MinDist 2nm za pomoca dodatkowego potencjatu harmonicznego
(o statej sitowej 2092 kcal/(mol-nm?)). Cata procedura zostata przeprowadzona przy uzyciu

wtyczki PLUMED 2.0 [169] w polaczeniu z programem Gromacs 4.6.5.
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5.1 Stabilnos¢ G-tetrady w uformowanym G-kwadrupleksie

Ostatnie badania wykorzystujace symulacje typu dynamiki molekularnej pozwolity na do-
ktadne wyznaczenie dynamiki konformacyjnej ré6znych topologii G-kwadruplekséw oraz po-
twierdzily ich stabilno$¢ w us skali czasowej [196-198]. Jednakze réwnowaga sil miedzy- i
wewnatrzczasteczkowych odpowiedzialnych za te stabilnosci nie zostata jednak dotad do-
brze opisana. Obliczenia chemii kwantowej i dynamiki molekularnej z wykorzystaniem mo-
delowych ukladéw daly wazny wglad w to, jak wzgledna stabilno$¢ ré6znych zestawoéw
G-tetrad zalezy od takich parametréw, jak wzgledne ulozZenie nici DNA, konformacje kata
glikozydowego oraz odleglos¢ i kat skrecenia pomiedzy G-tetradami [199-201]. Badania te
przewidywaty preferencje energetyczne dla niektérych ukladéw G-tetrad zasadniczo zgod-
nie z rozkladem konformacji znalezionych w eksperymentalnie wyznaczonych strukturach
G-kwadruplekséw. Dopiero niedawno mozliwe stato sie bezposrednie oszacowanie poszcze-
golnych wkladéw przyczyniajacych sie do stabilizacji G-kwadruplekséw za pomoca ekspe-
rymentéw operujacych na pojedynczych czasteczkach. W szczeg6lnosci Ghimire et al. zasto-
sowali wspomagana chemicznie metode szczypiec laserowych (z ang. laser-tweezer), aby po-
kaza¢, ze oddzialywania w petlach G-kwadruplekséw moga by¢ co najmniej tak samo wazne
dla stabilnosci G-kwadruplekséw jak asocjacja guanin z wytworzeniem G-tetrad [202]. Pomi-
mo powyzszych wysitkéw, pelny i kompleksowy obraz stabilizacji G-kwadruplekséw bazu-
jacy na informacjach strukturalnych i zapewniajacy na poziomie molekularnym zrozumienie
sit napedowych wystepujacych przy zwijaniu G-kwadruplekséw pozostaje nieznany.

Aby zatem szczegélowo zrozumie¢ podioze stabilnosci G-kwadruplekséw w pierwszej
kolejnoéci wyznaczylem profil energii swobodnej dla dysocjacji pojedynczej G-tetrady w
kontekscie w pelni uformowanej struktury G-kwadrupleksu. W tym celu wykorzystatlem
dynamike molekularna z jawnym modelem rozpuszczalnika w potaczeniu z metoda Um-
brella Sampling, uzyskujac catkowity czas symulacji wynoszacy 35 us. Jako modelowy system
wybratem 3’-koricowa G-tetrade w telomerowym G-kwadrupleksie o topologii réwnolegtej,
ktéry wydaje sie by¢ najbardziej stabilna konformacja w warunkach stloczenia molekular-
nego, a zatem moze by¢ dominujacq forma G-kwadruplekséw w genomie DNA [79, 203].
Na podstawie profilu energii swobodnej oszacowatem termodynamike i kinetyke dysocjacji
i asocjacji G-tetrady oraz przewidziatem, ze oba procesy przebiegaja w sposéb sekwencyjny i

zalezny od wigzania kationu w kanale G-kwadrupleksu. Ustalitem réwniez, ze tworzenie G-
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tetrad jest napedzane entalpowo, przy czym dominujacy wkitad pochodzi od oddzialywan z
udzialem szkieletu fosfocukrowego DNA, a nie —jakby sie moglto wydawa¢é — zasad guanino-
wych z rozwazanej G-tetrady. Poza tym ogélny spadek entalpii towarzyszacy formowaniu
G-tetrady jest w duzej mierze kompensowany przez spadek entropii wywotany zwiazaniem

sie guanin oraz optymalizacja geometrii szkieletu.

5.1.1 Profil energii swobodnej dysocjacji G-tetrady
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RYSUNEK 5.1: A) Profil energii swobodnej dla formowania/dysocjacji pojedynczej tetrady gu-
aninowej z réwnoleglej struktury G-kwadrupleksu wzdtuz wspétrzednej zdefiniowanej jako cat-
kowita liczba natywnych wiazan wodorowych wewnatrz G-tetrady. Schematy G-kwadrupleksu
reprezentuja 4 typowe struktury pojawiajace sie wzdtuz Sciezki formowania/dysocjacji G-tetra-
dy. B) Natozenie 20 reprezentatywnych struktur G-kwadruplekséw nawiazujacych do kazdego
z 1-4 stanéw. Struktury pokazuja stopiet uformowania wybranej G-tetrady oraz jej dynamike.
Polozenie i zakres poszczegdlnych stanéw okreslitem na podstawie profilu energii swobodnej z
punktu A. Struktury do natozenia wybratem co 0.2 ys z 4 us fragmentéw symulacji odpowiada-
jacych centrum kazdego stanu.
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W celu zbadania stabilnosci konformacyjnej wspdlnego motywu strukturalnego wszyst-
kich G-kwadruplekséw wyznaczylem z pomoca techniki US profil energii swobodnej dla dy-
socjacji G-tetrady na 3’-konicu struktury G-kwadrupleksu o topologi rownolegtej. Jako wsp6t-
rzedna kolektywna opisujaca badane przejécie konformacyjne uzytem catkowita liczbe na-
tywnych wiazan wodorowych (h-bonds), ktére tworzone sa w G-tetradzie (Np).

Profil energii swobodnej z Rys. 5.1A pokazuje, ze G-tetrada na 3’-koricu w stanie zwiaza-
nym, zdefiniowanym poprzez 8 natywnych wiazait wodorowych (stan 4 na Rys. 5.1), jest o
~12kcal/mol bardziej stabilna nizZ w stanie pelnej dysocjacji, tj. przy braku natywnych wia-
zann wodorowych (stan 1 na Rys. 5.1). Rys. 5.1B i Rys.A.2 pokazuja réwniez, ze w stanie zdy-
socjowanym guaniny standardowo tworzace G-tetrade sa silnie eksponowane do roztworu,
jednakze czasami sa takze zaangazowane w lokalne oddziatywania z tyminami z petli (ozna-
czone kolorem brazowym) oraz z guaninami z centralnej G-tetrady (oznaczonej kolorem sza-
rym). W tym miejscu warto takze zaznaczy¢, ze nawet przy kompletnej dysocjacji G-tetrady
na 3’-koricu, reszta struktury G-kwadrupleksu pozostaje nadal stabilna w skali mikrosekund,
co zgadza sie z danymi eksperymentalnymi wskazujacymi na mozliwo$¢ formowania stabil-
nych G-kwadruplekséw zawierajacych tylko dwie G-tetrady [204].

Rys. 5.1A pokazuje takze, ze podczas przejscia od globalnego minimum energii swobod-
nej w punkcie Nj,=8 wiazan wodorowych (stan 4) do stanu pelnej dysocjacji w punkcie Nj,;,=0
(stan 1) system przechodzi przez dwa lokalne minima w poblizu punktéw odpowiadajacych
czterem (stan 3) oraz dwoém (stan 2) wiazaniom wodorowych. Jak mozna bylo oczekiwac¢,
koszt dysocjacji pierwszej guaniny (6 kcal/mol), zwiazany dokladnie z zerwaniem 4 wia-
zan wodorowych, jest w przyblizeniu dwa razy wiekszy niz dla dwéch kolejnych etapéow
(3kcal/mol), dla ktérych zrywane sa juz tylko 2 wiazania wodorowe. W dalszych etapach
analiz poprzez scalkowanie gestosci prawdopodobienstwa p(Ny,) « exp[—BG(Nyy)|, gdzie
G(Nyp) jest profilem energii swobodnej, obliczytem, ze rownowagowe prawdopodobieristwo
spontanicznej dysocjacji pojedynczej guaniny ze stanu w petni uformowanej G-tetrady jest w
przyblizeniu réwne 0,01%. Natomiast prawdopodobienistwo dysocjacji kolejnej guaniny jest
zdecydowanie wyzsze i wynosi juz 0,6%.

Przebieg uzyskanego profilu energii swobodnej dodatkowo sugeruje, ze dysocjacja tak
samo jak formowanie G-tetrady na 3’-koricu nastepuje w spos6b sekwencyjny, gdzie kolejne
guaniny dysocjuja/asocjuja jedna po drugiej. Wyznaczony przeze mnie Sredni czas pierw-
szego przejécia (z ang. Mean First Passage Time) dla dysocjacji pierwszej guaniny wynosi
okoto 250ns (szczegély obliczen w Zataczniku A) podczas gdy stata szybkosci réwna sie
0,004ns~!. Obie wartosci wskazuja, ze jest to najwolniejszy etap dysocjaji, przez co determi-
nuje on stabilnoé¢ kinetyczna struktury. Ogélnie guanina I (niebieska na Rys. 5.1) wykazuje
najwieksza sktonnos$¢ do dysocjacji ze stanu w pelni uformowanej G-tetrady i prawdopo-
dobnie jest to zwiazane z jej potozeniem najblizej 5'-konica faricucha DNA. Proces odejscia

pojedynczej guaniny jest takze w nieznacznym stopniu realizowany przez guanine IV (na
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3’-koricu , czerwona na Rys. 5.1). Te obserwacje sa réwniez zgodne z symulacjami réwno-
wagowymi o diugosci 4 us, w ktérych zaobserwowalem dysocjacje pojedynczej guaniny I po
czasie 750 ns, co mozna bezposrednio zobaczy¢ na wykresie przedstawiajacym ewolucje wia-
zann wodorowych w czasie (patrz Rys. A.3). Mimo, ze profil energii swobodnej sugeruje, ze
dysocjacja drugiej guaniny (guanina II lub w mniejszym stopniu guanina IV, Rys. 5.1) jest o
jeden rzad wielkoSci szybsza, z Srednim czasem pierwszego przejécia rownym ~40ns (kof =
0,025ns~1!), to jednak nie obserwowatem tego typu dysocjacji w symulacji réwnowagowej.
Szczegotowa analiza wykazatla, Ze ta niespodziewana stabilno$¢ jest rezultatem tworzenia
sie trypletéw guaninowych, w ktérych kazda guanina bierze udziat w tworzeniu trzech nie-
natywnych wigzan wodorowych z dwoma innymi guaninami (Rys. A.4). Ta obserwacja suge-
ruje, ze stan posredni, z plaszczyzna guaninowa tworzona przez jedynie trzy guaniny, moze
by¢ w rzeczywistosci bardziej stabilny niz wynika to z profilu energii swobodnej. Natomiast
uzyskany przeze mnie stan posredni G-trypletu generowany jest (stan 3 na Rys. 5.1) poprzez
asocjacje dwoch skrajnych guanin (II oraz IV) i tworzacych wraz z centralna tylko 2 wiazania
wodorowe (guanina III). W konsekwencji dysocjacja drugiej guaniny moze by¢ w rzeczywi-

stodci znaczaco wolniejsza niz wynikatoby to z profilu energii swobodne;.

5.1.2 Mechanizm dysocjacji G-tetrady

W celu szczeg6lowego zbadania sekwencji zdarzen wystepujacych podczas stopniowej dyso-
gjacji G-tetrady na 3’-konicu, policzylem jak zmieniaja sie prawdopodobiefistwa formowania
natywnych wiazann wodorowych pomiedzy guaninami w zaleznoéci od Nj;,. W zwiazku z
tym oryginalne dane z symulacji typu US zostaly wlasciwie przewazone, aby uzyska¢ od-
powiadajace im prawdopodobieristwa réwnowagowe. Uzyte przeze mnie wagi dla kazdego
i-tego okna symulacyjnego mialy postaé exp [(V;(Nyy) — F;) /kpT], gdzie V; jest natozonym
potencjalem ograniczajacym, a F; stala o znaczeniu energii swobodnej wynikajaca z przyto-
Zenia tego potencjatu.

Prawdopodobieristwa tworzenia wiazan wodorowych z Rys. 5.2A potwierdzaja sekwen-
cyjna nature procesu dysocjacji, w ktérym to przy odejSciu pierwszej guaniny nastepuje jed-
noczesne zrywanie 4 wigqzan wodorowych oraz srednio 2 wiazant wodorowych dla pozosta-
lych plaszczyzn guaninowych. Jak juz wspomniatem najwieksza skionnoé¢ do dysocjacji z
w pelni uformowanej G-tetrady wykazuje guanina I (niebieska na Rys. 5.2C). Ustalitem réw-
niez, ze odejécie guaniny I nastepuje z prawdopodobieristwem 0,8, p6Zniej nastepuje dyso-
djacja guaniny II (zielona) i na koricu za$ dochodzi do zrywania kontaktu pomiedzy guaning
III (fioletowa) i guaning IV (czerwona).

Rys. 5.2A pokazuje takze, ze w odpowiedzi na dysocjacje pierwszej oraz drugiej guaniny z
G-tetrady na 3’-koricu prawdopodobienistwa formowania pozostatych wigzarn wodorowych
w jedynie czedciowo utworzonej G-tetradzie stopniowo zmniejszaja sie do ~0,5. Ten znacz-

ny spadek prawdopodobieristwa wskazuje na to, ze wiazania wodorowe maja kooperatywna
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RYSUNEK 5.2: A) Prawdopodobieristwa formowania 24 natywnych wiazan wodorowych w
trzech G-tetradach w funkcji wspétrzednej Ny;,. Wiazania wodorowe zostaly zdefiniowane przy
uzyciu standardowego kryterium geometrycznego, tzn. wiazanie wodorowe istnieje, gdy odle-
glos¢ D-A jest mniejsza niz 3.5 A , a kat A-D-H jest mniejszy niz 40.0°, gdzie D oznacz donor,
natomiast A akceptor w wiazaniu wodorowym. B) Prawdopodobieristwa obecnosci jonéw w 4
mozliwych miejscach obsadzenia w kanale w funkcji wspoétrzednej Ny;. C) Schemat rozwazanej
G-tetrady z ponumerowanymi wiazaniami wodorowymi (1-8) oraz D) schemat miejsc obsadze-
nia (1-4) przez jony miejsc wiazacych pomiedzy i na zewnatrz G-tetrad.

nature. W konsekwencji, plaszczyzna utworzona przez mniej niz 4 guaniny jest charaktery-
zuje sie zmniejszona stabilno$cia strukturalna. Dwie pozostale G-tetrady z G-kwadruplek-
su (szara oraz pomaraniczowa na Rys. 5.2A) na og6t pozostaja nienaruszone podczas proce-
su dysocjacji terminalnej G-tetrady, jednakze mozna zaobserwowa¢ niewielkie zmniejszenie
prawdopodobieristwa wiazann wodorowych, zwlaszcza podczas zdarzen dysocjacji guanin.

Istnieja dwa typy chemiczne wiazan wodorowych stabilizujacych G-tetrade: i) wiazania
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wodorowe pomiedzy grupa aminowa N2 i akceptorem N7 (,zewnetrzne wiazania wodo-
rowe”, oznaczone przez cyfry 2, 4, 6 i 8 na Rys. 5.2C), oraz ii) wiazania wodorowe pomie-
dzy grupa aminowa N1 oraz akceptorem O6 (,,wewnetrzne wiazania wodorowe”, oznaczo-
ne przez cyfry 1, 3, 51 7). Rys. 5.2A wskazuje na to, ze te dwa typy wiazann wodorowych
nie sa rownowazne pod wzgledem stabilnosci podczas procesu dysocjacji. Méwiac precyzyj-
niej, tylko w przypadku w pelni uformowanej G-tetrady zewnetrzne i wewnetrzne wiazania
wodorowe tworza sie z takim samym prawdopodobieristwem. Dla stanéw posrednich to jed-
nak zewnetrzne wiazania wodorowe sa znacznie bardziej stabilne. Ta réznica w stabilnosci
wydaje sie mie¢ zwiazek z wystepowaniem pewnych wiezéw geometrycznymi wynikaja-
cych z tworzenia niekanonicznych wiazafn wodorowych typu Hoogstena. W konsekwengji
zewnetrzne wiazania wodorowe sa krétsze (§rednia odlegtoé¢ donor-akceptor wynosi 2,98 A)
i bardziej wspoétliniowe (Sredni kat akceptor-donor-wodér wynosi 15°) niz w przypadku
wewnetrznych wigzan wodorowych (wartoéci odpowiednio 3,10 Ai 24°). Angazowanie ato-
mow 06 w koordynowanie joné6w K moze takze lokalnie zmniejsza¢ tendencje do tworzenia
wewnetrznych wiazah wodorowych.

Wielokrotnie pokazano, ze kationy jednowartosciowe, takie jak K+, Na™ czy NH}, sa
niezbedne do formowania G-kwadruplekséw. Jest to skutkiem tego, ze jony wykazujq prefe-
rencje do bycia koordynowanymi w przestrzeniach pomiedzy G-tetradami przez osiem grup
karbonylowych O6 wystawionych do centralnego kanatu (patrz Rys. 4.1), tym samym za-
pewniajac im dodatkowa stabilizacje [86, 88, 205]. W celu zbadania zmian obsadzenia miejsc
wiazacych jony podczas przejscia ze stanu zdysocjowanego do stanu z w petni uformowana
G-tetrada, wyznaczytem prawdopodobienstwa poszczeg6lnych obsadzenri przez kation K™
w funkcji wspélrzednej Nj;,. Bezwzgledne prawdopodobiefistwa wyznaczylem na podsta-
wie oryginalnych danych z symulacji Umbrella Sampling przy uzyciu tej samej procedury
przewazenia danych jaka zastosowatem wczesniej dla wiazarh wodorowych. Dane miejsce
wigzania jest uznane za obsadzone, jesli jakikolwiek jon Kt znajduje sie w odlegtosci 0,15
nm od geometrycznego Srodka tego miejsca. Z uwagi na fakt iz w moich symulacjach réw-
nowagowych zaobserwowatem, ze jony K™ wykazuja wyrazna tendencje do wiazania sie z
czterema grupami karbonylowymi O6 réwniez z zewnetrznych G-tetrad (pozycje 11 4 na
Rys. 5.2D), rowniez te dwa dodatkowe miejsca zostaty uwzglednione w analizie.

Z otrzymanych prawdopodobieristw uwidocznionych na Rys. 5.2B mozna zauwazy¢, ze
gdy G-tetrada z 3’-korica jest w stanie catkowicie zdysocjowanym (stan 1) miejsce wiazania
tworzone przez 2 pozostate G-tetrady (pozycja 3) jest obsadzone z prawdopodobieristwem
bliskim 1. Co ciekawe, po asocjacji dwéch pierwszych guanin z wybranej G-tetrady, tzn. po
osiagnieciu stanu 2 z Rys. 5.1, prawdopodobieristwo obsadzenia pozycji 2 pomiedzy plasz-
czyzna guaninowa na 3’-koricu oraz sSrodkowa ptaszczyzna znaczaco wzrasta do 0,7 kosztem

pozycji 3. Wynik ten wskazuje na to, ze obecnos¢ szesciu grup karbonylowych O6 w miejscu

58



5 Wyniki oraz ich dyskusja

wiazania 2 jest najwyrazZniej wystarczajaca, aby zwiazaé jon potasu z pozycji 3. Przylacze-
nie dwdéch kolejnych guanin skutkuje dalszym wzrostem obsadzenia pozycji 2 z prawdopo-
dobiefistwem zblizajacym sie do jednosci dla kompletnie uformowanej G-tetrady w stanie
4. Jednoczesnie prawdopodobieristwo obsadzenia pozycji 3 spada do niemal zera. Wyrazna
preferencja do czestszego obsadzania pozydji 2 niz pozycji 3 zostata takze zaobserwowana
w moich symulacjach réwnowagowych, w ktérych koordynowanie pojedynczego jonu K*
w centralnym kanale jest wystarczajace do utrzymania stabilnosci G-kwadrupleksu o struk-
turze réwnoleglej przez czas kilku mikrosekund (Rys. A.5). Aby podda¢ obserwowane efek-
ty dalszej analizie, przy uzyciu dodatkowej symulacji metoda metadynamiki (patrz Zatacz-
nik A), wyznaczytem profil energii swobodnej dla przejécia pojedynczego jonu K+ pomiedzy
miejscami wiazania 2 i 3. Otrzymana funkcja energii swobodnej (Rys. A.6) potwierdza, Ze oba
miejsca nie sa rownowazne pod wzgledem ich powinowactwa do kationéw K*, przy czym
wiazanie w miejscu 2 jest o ~2kcal/mol bardziej korzystne niz do miejsca 3. Co ciekawe,
dominacja natywnej struktury G-kwadrupleksu (stan 4) z pojedynczym jonem zwiazanym w
centralnym kanale, wskazuje na to, ze ze wzgledu na odpychanie elektrostatyczne koordy-
nacja K™ w jednym miejscu znacznie zmniejsza powinowactwo wiazania jonéw w drugim.
Nalezy jednak pamieta¢, ze ten efekt wykluczania jonéw jest prawdopodobnie przeszacowa-
ny w moim modelu, poniewaz jak pokazano, wiekszo$¢ addytywnych pdl sit ma tendencje
do zawyzania odpychania kation-kation [198].

Fakt stabilnosci G-tetrady w czasie mikrosekund mimo braku obecnosci koordynujacego
jednowartosciowego jonu stawia pytanie odnosnie rzeczywistych czynnikéw determinuja-
cych stabilnoé¢ G-kwadruplekséw. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w moich symulacjach obec-
nos¢ co najmniej jednego jonu K™ wewnatrz kanatu jest konieczna dla stabilizacji G-kwadru-
pleksu. Natomiast gdy catkowite prawdopodobieristwo obsadzenia spada ponizej 1 (Nj, w
zakresie 0,7-1,2 lub 2,2-2,6) stabilno$¢ catej struktury zmniejsza sie, co rowniez znajduje od-
zwierciedlenie w prawdopodobienistwach wewnatrzczasteczkowych wiazarn wodorowych w
G-tetradach (Rys. 5.2A).

Rys. 5.2B pokazuje takze, ze pozycja 4, na zewnatrz 5’-koficowej G-tetrady, jest takze dos¢
czesto obsadzana przez jony K. Jest to szczeg6lnie widoczne w stanie natywnym (Nj;, w za-
kresie 7-8), w ktérym pozycja 3 jest zazwyczaj nieobsadzona, dzieki czemu nie wptywa nie-
korzystnie na energie wiazania w pozycji 4. Co wiecej koordynowanie jonéw Ktw pozydji 4
wydaje sie by¢ wspomagane przez adeniny, ktére zasadniczo posiadaja pewna preferencje do
wiazania sie do 5’-koricowej G-tetrady (patrz Rys. 5.1B oraz Rys. A.2). W ten sposéb tworza
one korzystniejsze miejsce wiazania oraz zapewniaja dodatkowa koordynacje jonu (typowe
struktury sa pokazane na Rys. A.7). Natomiast, gdy asocjacja dodatkowych zasad nie jest
mozliwa przez zawade przestrzenna, tak jak ma to miejsce przy 3’-konicowej G-tetradzie, nie

obserwuje sie znaczacego obsadzenia tego miejsca jonami (Rys. A.5).
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5.1.3 Energetyczne determinanty stabilnosci G-tetrad
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RYSUNEK 5.3: Poszczeg6lne wkiady wnoszace do entalpii tworzenia G-tetrady wynikajace z od-
dziatywania miedzy nukleotydami guaninowymi I-1V, podzielonymi na guanine (G), grupe fos-
foranowa (P), dezoksyryboze (dR) i pozostatymi elementami strukturalnymi uktadu. Tozsame
wkiady energii oddzialywan usredniono, aby uzyska¢ wkiad entalpowy odpowiadajacy asocja-
i pojedynczego nukleotydu guaninowego do G-tetrady. Dolne indeksy ,wc” i ,h” oznaczaja
oddziatywanie z nukleotydem guaninowym, ktéry kontaktuje sie z analizowanym nukleotydem
odpowiednio jego krawedzia Watsona-Cricka lub Hoogsteena. Indeks dolny ,,d” oznacza oddzia-
lywanie z przeciwlegtym nukleotydem guaninowym, a brak indeksu dolnego oznacza oddziaty-
wanie wewnatrzczasteczkowe. Reszte struktury G-kwadrupleksu podzielono na: srodkowa G-
tetrade (PLANE2), 5-koricowa G-tetrade (PLANE3), reszty adeninowe (ADE), tyminowe (THY)
oraz szkielet fosfocukrowy (DNA BB).

W celu zidentyfikowania gléwnych determinantéw strukturalnych odpowiedzialnych za
stabilno$¢ G-kwadrupleksu przeprowadzitlem dekompozycje entalpii formowania G-tetrady
na 3’-konicu. Uzyskalem to poprzez wyznaczenie r6znic w entalpii pomiedzy stanem 4 oraz
1 z Rys. 5.1A dla wkltadéw pochodzacych od poszczegélnych elementéw strukturalnych G-
kwadrupleksu. Wktady wyznaczytem jako réznice energii oddziatywania elektrostatycznego
oraz van der Waalsa usrednione po calym zespole réwnowagowym (zaniedbujac znikoma

prace objetoSciowa), co przedstawitem na Rys. A.81i Rys. A.9.
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Jak mozna zobaczy¢ na Rys. A.8 struktura G-kwadrupleksu o topologii réwnoleglej wy-
kazuje czterokrotna (pseudo) symetrie obrotowa (w ktérej 0§ symetrii przechodzi przez cen-
tralny kanat), co wyrazZnie znajduje odzwierciedlenie w warto$ciach energii poszczegélnych
wkiadéw do entalpii. Wiekszos¢ réwnowaznych, ze wzgledu na symetrie, typéw oddzia-
lywani ma bardzo podobne wartosci energii dla wszystkich czterech nukleotydéw guanin
(I-IV). Szczegolnie jest to widoczne dla oddzialywania pomiedzy dowolna guanina z rozwa-
zanej G-tetrady a jej sasiednia guaning lub pomiedzy grupa fosforanowa oraz pozostatymi
elementami taricucha DNA. W celu scharakteryzowania generalnych sit stabilizujacych dzia-
fajacych na pojedynczy nukleotyd usrednilem wkiady energetyczne z Rys. A.8 zgodnie z
zaobserwowana czterokrotna symetriq. Wynik przedstawitem na Rys. 5.3.

Po pierwsze, analiza entalpii formowania G-tetrady pokazuje, ze wkiad entalpowy do
energii swobodnej jest wynikiem subtelnej kompensacji duzych wkltadéw o przeciwnych
znakach. Tak jak mozna sie bylo spodziewa¢, jedna z gléwnych sit napedzajacych formo-
wanie G-tetrady (spadek entalpii o 11 kcal /mol) pochodzi od wiazania pojedynczej guaniny
do innej sasiedniej guaniny krawedzia Hoogstena lub Watsona-Cricka, w wyniku tworze-
nia dwo6ch wiazanh wodorowych. Ze wzgledu na symetrie ukfadu zysk energetyczny jest taki
sam w obu przypadkach. Z drugiej strony ten zysk energetyczny jest jednoczesnie komplet-
nie niwelowany przez utrate korzystnych oddzialywan guanin z woda (15 kcal /mol). Uktad
zyskuje dodatkowa stabilizacje (—7,5 kcal/mol na guanine) dzieki koordynagcji jonu pota-
su pomiedzy G-tetradami co silnie sprzyja formowaniu plaszczyzny. Dos¢ niespodziewanie
okazuje sie, ze oddzialywanie pomiedzy guanina z rozwazanej G-tetrady a ptaszczyznami
guaninowymi lezacymi ponizej jest tylko nieznacznie niekorzystne, z energiami oddziaty-
wania wynoszacymi odpowiednio ~2 oraz 1kcal/mol. Efekt ten jest zwiazany z faktem po-
siadania przez guaniny znacznego momentu dipolowego réwnego 6,71 D (Rys. 4.1B). W G-
kwadrupleksach o topologii réwnoleglej guaniny sa ulozone prawie idealnie jedna nad dru-
ga, co powoduje niekorzystne wspoétliniowe ulozenie momentéw dipolowych. Te niekorzyst-
ne oddzialywania elektrostatyczne sa tylko cze$ciowo kompensowane przez oddzialywania
typu 7 — 7 (uwzgledniane w polu sifowym w czlonie VdW). Zatem dodatkowa stabilizacja
(7,5 kcal/mol), zapewniona przez koordynacje jonu K+ miedzy ptaszczyznami (pozycja 2 na
Rys. 5.2D), moze w rzeczywistosci by¢ konieczna dla promowania tworzenia G-tetrady, zgod-
nie ze wszystkimi znanymi faktami eksperymentalnymi dotyczacymi formowania G-kwa-
druplekséw [86, 206, 207]. Ta indukowana jonami stabilizacja moze by¢ nawet silniejsza, bio-
rac pod uwage mozliwe zanizenie energetyki przyciagania kationu przez guaniny [198]. Co
wazne, subtelna réwnowaga w oddziatywaniach miedzy resztami guaninowymi a ich bez-
posrednim otoczeniem skutkuje ogdlna stabilizacja energetyczna G-tetrady (~2kcal/mol).
Co wigcej powinna by¢ ona w duzej mierze niezalezna od topologii G-kwadrupleksu oraz

szczegotow Sciezki dysocjacji. Mozna stad oczekiwaé, ze bedzie miala takie samo kluczowe
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znaczenie dla stabilnosci innych G-tetrad. Jednakze stabilizacja wynikajaca z lokalnych od-
dzialywan guanin z innymi bliskimi elementami ukladu jest w znaczniej mierze jedynie dru-
gorzedna. Jak juz wczeéniej zasugerowano [202], dalekozasiegowe oddziatywania elektrosta-
tyczne, obejmujace zwlaszcza petle, moze by¢ co najmniej tak samo wazny dla stabilnosci G-
kwadrupleksu. Nawiazujac do tego, odkrylem, ze tworzenie G-tetrady na 3’-koricu w réow-
noleglym G-kwadrupleksie jest dodatkowo wspomagane przez korzystne utozenie momen-
tow dipolowych guanin wzgledem grup fosforanowych od strony krawedzi Hoogsteena i w

mniejszym stopniu grup fosforanowych zwigzanych z krawedzia Watsona-Cricka Rys. 5.3.
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RYSUNEK 5.4: A) Mapa odlegtosci dla wszystkich 21 fosforanéw z faricucha DNA. Promien zyra-

qji (Rgyr) policzytem dla wszystkich ciezkich atoméw z G-kwadrupleksu). B) Zmiany powierzchni

dostepnej dla rozpuszczalnika rozlozone na wkiady pochodzace od réznych fragmentéw struk-

tury DNA. DNA - 715 atoméw, PLANEI - 60 atoméw, DNA BB - 515 atoméw, ADE+THY — 140
atoméw. C) Zmiany liczby jonéw w poblizu DNA.

Duze znacznie cztonéw zwiazanych z oddziatywaniami dalekozasiegowymi dla tworze-
nia natywnej formy G-kwadrupleksu jest rowniez odzwierciedlone w wewnetrznych oddzia-
tywaniach faricucha DNA. Z powodu ogoélnego wystepowania odpychania elektrostatycz-
nego mozna oczekiwaé, ze oddzialywania miedzy grupami fosforanowymi I-IV zdestabili-
zuja G-tetrade w stosunku do jej stanu zdysocjowanego. Nieoczekiwanie moje dane poka-
zuja jednak, ze omawiane oddzialywania fosforanéw wptywaja korzystnie na stabilnoé¢ G-
tetrady. Zwiazane z tym $rednie zmiany energii wynosza —1,5 kcal/mol dla oddziatywar z
fosforanem z krawedzi Hoogsteena, —1,5 kcal/mol dla oddzialywan z fosforanem z krawe-
dzi Watsona-Cricka oraz —2,5kcal/mol dla oddzialywan z przeciwleglym fosforanem. Taki
wynik wskazuje na to, ze grupy fosforanowe I-IV musza (§rednio) oddalaé sie od siebie w
trakcie tworzenia G-tetrady. Aby doktadniej zbadaé¢ towarzyszace temu zmiany struktural-

ne, wyznaczytem wartosci odleglosci miedzy parami wszystkich grup fosforanowych oraz
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ich promieri bezwladno$ci w funkgji liczby wiazant wodorowych Nj,;,. Wyniki przedstawio-
ne na Rys. 5.4 pokazuja, ze nie tylko fosforany I-IV oddalaja sie od siebie i od innych fos-
foranéw ($rednio o 5,6%), ale takze zwieksza sie odleglos$¢ separacji pomiedzy wiekszoscia
pozostatych grup fosforanowych (o 9,6%), w konsekwengji osiagajac maksymalna wartosc¢
dla w petni utworzonej G-tetrady. To napedzane silnym odpychaniem wzgledne przesunie-
cie grup fosforanowych powoduje duze zmiany energii oddziatywania miedzy fosforanami
I-IV a reszta szkieletu DNA (Rys. 5.3) oraz w obrebie samego szkieletu DNA (Rys. A.8). W
zwiazku z tym mozna zaproponowa¢, ze w G-kwadrupleksie o topologii réwnolegtej fosfo-
rany kinetycznie stabilizuja strukture przez energetyczna optymalizacje konformacji, ktéra
zapobiega lokalnym zaburzeniom struktury wywotanym np. przez dysocjacje G-tetrady.

Formowanie G-tetrady i towarzyszace temu zmiany strukturalne sa takze zwiazane ze
zmiana pola powierzchni dostepnej dla rozpuszczalnika (z ang. solvent accessible surfa-
ce area; SASA), czego analizy przestawilem na Rys. 5.4B. Najwieksze zmiany powierzch-
ni sa zwiazane z wkltadem pochodzacym od faricucha DNA, powodujac wzrost SASA o
~2nm? i to pomimo jednoczesnego zmniejszenia sie SASA dla guanin z rozwazanej G-tetra-
dy (Rys. 5.4B). Jak mozna zobaczy¢ na Rys. 5.3 i Rys. A.8, zaobserwowany wzrost powierzch-
ni faricucha DNA wspomaga solwatacje grup fosforanowych (o ~7kcal/mol) i prowadzi do
dodatkowej stabilizacji energetycznej G-tetrady.

Rys. 5.3 i Rys. A.8 dodatkowo pokazuja, ze podczas formowania G-tetrady wkiady ener-
getyczne pochodzace od oddziatywar typu fosforan-fosforan i fosforan-woda saq sumarycz-
nie kompensowane przez utrate korzystnych oddzialywan elektrostatycznych miedzy gru-
pami fosforanowymi i jonami K™ obecnymi w rozpuszczalniku. Jest to doéé¢ nieoczekiwa-
ny efekt, szczegdlnie biorac pod uwage wydawaloby sie zwiekszona ekspozycje fosfora-
néw do rozpuszczalnika po utworzeniu G-tetrady. Aby zrozumie¢ mechanizm odpowie-
dzialny za ten wynik, po pierwsze wyznaczytem zmiane liczby jonéw K w bezposrednim
kontakcie z G-kwadrupleksem w funkcji Nj;. Rys. 5.4C pokazuje, ze tworzenie G-tetrady
jest rzeczywiscie zwiazane z utrata ~1 K™ jonu bezposrednio zwiazanego z G-kwadruplek-
sem. Prawdopodobienistwo znalezienia jonu K w sasiedztwie powierzchni G-kwadruplek-
su (Rys. 5.5A) pokazuje, Zze przejéciu od stanu catkowicie zdysocjowanego (N, = 0) do na-
tywnego (N, = 8) towarzysza wyrazne zmiany w przestrzennym rozktadzie jonéw. W sta-
nie natywnym jony wiaza sie gléwnie do centralnego kanatu G-kwadrupleksu oraz we wne-
kach utworzonych przez grupy fosforanowe petli TTA (Rys. 5.5C), co réwniez zaobserwo-
wano w poprzednich symulacjach dynamiki molekularnej [196, 198, 208]. W przeciwieristwie
do stanu zdysocjowanego w stanie natywnym istnieja réwniez cztery dobrze zdefiniowane
miejsca wigzania jonéw wokoét 5’-koricowej G-tetrady. Tworzone sa one przez atomy N7 reszt
guaninowych oraz asocjujacych adenin oraz atom O4” dezoksyrybozy (Rys. 5.5B). Te nowo
utworzone miejsca wiazania sa w duzej mierze odpowiedzialne za wiazanie $rednio jednego

dodatkowego jonu K z powierzchnia G-kwadrupleksu.
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RYSUNEK 5.5: A) Przestrzenny rozkltad jonéw potasu wokét G-kwadrupleksu dla zdysocjowanej

(goérny panel) i w pelni uformowanej (dolny panel) 3’-koricowej G-tetrady, przedstawiony jako

izopowierzchnie gestosci prawdopodobieristwa o wartosci 20 razy wiekszej niz obserwowane w

roztworze. Dwa dobrze okreslone miejsca wiazania jonu Kt oznaczone czerwonymi i niebieskimi

ramkami zostaly przedstawione w szczegétach na panelach ponizej. B) Miejsce wiazania jonu

potasu w poblizu 5-koricowej G-tetrady. C) Miejsce wiazania potasu utworzone przez grupy
fosforanowe petli TTA.

5.1.4 Entropia formowania G-tetrady

Przedstawiona wyzej dekompozycja oddzialywan potowicznie sktadajacych sie na energie
swobodna wskazata, Ze tworzenie G-tetrady jest entalpowo korzystne. Jednakze mozna spo-
dziewaé sie co najmniej czesciowej kompensacji tego zysku energetycznego w wyniku spad-

ku entropii wynikajacego z utraty swobody konformacyjnej po asocjacji guanin. Niestety
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RYSUNEK 5.6: A) Wkiad entalpowy (AH) i entropowy (—TAS) do profilu energii swobodnej (AG)
dla dysocjacji/asocjacji pojedynczej guaniny (IV na Rys. 4.1) z 3’-koricowej G-tetrady réwnole-
glego G-kwadrupleksu. B) Zmiany entropii konformacyjnej dla dysocjacji/asocjacji G-tetrad ob-
liczone w ramach przyblizenia quasi-harmonicznego dla calego G-kwadrupleksu DNA i jego
poszczegdlnych sktadnikéw, oznaczone zgodnie z Rys. 5.3 (linie ciagle). Nalezy podkresli¢, ze
ze wzgledu na wystepowanie korelacje poszczegélne wkiady nie sa addytywne (suma stanowi
gorne ograniczenie rzeczywistych zmian entropii). Dodatkowo profile entropii przypadajacej na
atom sa pokazane jako linie przerywane. Analiza zbieznosci wartosci entropii pokazana jest na
Rys. A.11.

precyzyjne wyznaczanie zmian entropii jest do$¢ trudne, poniewaz w ogé6lnosci wymaga-
foby precyzyjnego wyznaczenia tozsamych profili energii swobodnej w kilku réznych tem-
peraturach. Z tego powodu w pierwszej kolejnoéci skupilem sie na analizie procesu asocjacji
jedynie pojedynczej guaniny. Takie podejscie pozwolito mi na obnizenie kosztéw obliczenio-
wych o rzad wielko$ci za$ ze wzgledu na symetrie problemu, umozliwilo ma wyciagniecie
jakosciowych wnioskéw dla calej G-tetrady. W szczegdlnosci, aby oszacowa¢ kompensacje
entropia/entalpia w trakcie tworzenia pelnej G-tetrady, zastosowalem protokét symulacyjny
Adaptive Biasing Force [170]. W rezultacie otrzymatem profile energii swobodnej dla dysocja-
ji pojedynczej reszty guaninowej (IV na Rys.4.1C) z 3’-koricowej G-tetrady w trzech ré6znych
temperaturach (295, 3001 305 K). Uzyskana zalezno$¢ profili energii swobodnej od temperatu-
ry (Rys. A.10) pozwolita mi na rozdzielenie energii swobodnej asocjacji na wkiady entalpowe
(AH) i entropowe (—TAS). Przedstawilem je wraz z profilem energii swobodnej w 300K na
Rys. 5.6.

Warto zauwazy¢, ze wzrost energii swobodnej towarzyszacy asocjacji guaniny IV z wstep-
nie utworzonym G-tripleksem (—7kcal/mol) dobrze zgadza sie ze zmiana wartosci energii
swobodnej po przejéciu ze stanu 4 do stanu 3 na Rys. 5.1A (6 kcal/mol). Uzyskatem bardzo
poréwnywalne wyniki mimo tego, ze poprzednie przejscie angazowato inna guanine (gtéw-
nie I), a zastosowana wspoétrzedne reakcji znacznie sie réznily (liczba natywnych wiazan wo-
dorowych vs. odleglos¢ separacji centréw mas). Ta sp6jnos¢ potwierdza, ze uzyskane przeze
mnie profile maja odpowiednia zbieznoé¢ i ze energetyka asocjacji odzwierciedla symetrycz-
na nature struktur G-tetrad. Co wiecej, Rys. 5.6A pokazuje, ze catkowita energia swobodna

asocjacji jest rzeczywiscie wynikiem kompensacji miedzy korzystnym wkiadem entalpowym
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(AH = —35kcal/mol) i niekorzystna zmiana entropia (—TAS = +29 kcal/mol). Podobny
efekt kompensacji energii/entropii zostat zaobserwowany wczeéniej dla zwijania G-kwadru-
plekséw na podstawie pomiaréw kalorymetrycznych [209, 210].

Jak mozna zobaczy¢ na Rys. 5.6A, zmiany entalpii i entropii wystepujace podczas proce-
su dysocjacji guaniny sa stosunkowo duze w poréwnaniu do stabilizacji energetycznej catej
G-tetrady wynikajacej z oddzialywania miedzy resztami guanin i ich bezposrednim otocze-
niem (wczeéniej oszacowane na ~2 kcal/mol). Ta rozbieznos¢ w skalach energii wskazuje na
to, ze dysocjacja reszty guaninowej z G-tetrady wymaga rozleglego przearanzowania konfor-
macji G-kwadrupleksu obejmujacego strukture szkieletu fosfocukrowego DNA. Ten wnio-
sek jest zgodny z opisanym wyzej procesem optymalizacji energetycznej geometrii szkieletu
DNA poprzez maksymalizacje odlegtosci pomiedzy fosforanami. Wyglada na to, ze lokalna
optymalizacja geometrii szkieletu w stanie natywnym (Nj; = 8) przyczynia sie znaczaco do
zmniejszenia entropii konformacyjnej G-kwadrupleksu po asocjacji guaniny.

W celu dalszej analizy zmian entropii konformacyjnej podczas formowania G-tetrady za-
stosowalem analize quasi-harmoniczna [211]. W celu wyznaczenia i diagonalizacji macierzy
kowariancji opisujacej fluktuacje przestrzenne atoméw w funkcji Nj;, ponownie wykorzy-
stalem przewazone dane z symulacji US dla catego G-kwadrupleksu jak réwniez dla jego
glownych elementéw strukturalnych. Uzyskane profile entropii (Rys. 5.6B) potwierdzaja, ze
powstawaniu G-tetrady towarzyszy duzy spadek entropii (—TAS = +130kcal/mol), ktéry
ze wzgledu na symetrie ukladu jest okoto cztery razy wiekszy niz oszacowany wcze$niej dla
pojedynczej guaniny na podstawie temperaturowej zaleznosci energii swobodnej. Chociaz
poszczeg6lne wkiady entropowe uzyskane metoda quasi-harmoniczna nie sa $cisle addy-
tywne z powodu nieokreslonej korelacji pomiedzy nimi, zmiany w entropii szkieletu DNA i
reszt guaninowych (—=TAS = +40kcal/mol) wskazuja, Ze zmniejszone fluktuacje konforma-
cyjne tych elementéw przyczyniajq sie mniej wiecej w réwnym stopniu do ogélnego spadku
entropii. Z drugiej strony entropia konformacyjna reszt tyminowych i adeninowych z petli
wzrasta po utworzeniu G-tetrady (—TAS = —25kcal/mol), poniewaz w stanie natywnym sa
maksymalnie eksponowane do sSrodowiska wodnego i probkuja wiele mozliwych konforma-
qgi.

Aby lepiej zobrazowa¢ zamiany strukturalne towarzyszace wypadkowemu spadkowi
entropii, na Rys. A.12 przedstawilem poréwnanie rozkladéw réwnowagowych najwazniej-
szych katow torsyjnych okreslajacych geometrie nukleotydéw tworzacych rozwazana G-te-
trade w stanie natywnym i zdysocjowanym. Tak jak mozna byto oczekiwa¢, te wszystkie ro-
tacyjne stopnie swobody sa bardziej ograniczone w stanie natywnym, co znajduje odzwier-
ciedlenie w obserwowanym spadku entropii konformacyjnej. Jednoczesnie nie wida¢ jed-
nak wyraznych przej$¢ konformacyjnych podczas formowania G-tetrady. Najwieksza zmia-

na konformacyjna wystepuje dla kata glikozydowego x», co wskazuje na to, ze tworzenie G-
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tetrad wymaga przyjecia dobrze okreslonej orientacji guaniny wzgledem pierécienia 2-dez-
oksyrybozowego i to dokladnie w konformagji anti (~120°, zgodnie z oczekiwaniami dla G-
kwadruplekséw o topologii rownolegtlej). Pozostate katy dla ktérych obserwuje sie wyraz-
ne zwezenie rozktadu to: B, ay, i 6,. Odpowiadaja one za lokalna geometria szkieletu DNA,
w szczegblnodci utozenie guanozyny wzgledem jej 5’-koricowej grupy fosforanowej. Mozna
rowniez zaobserwowag, ze dla stanu natywnego obserwuje sie najlepiej zdefiniowana kon-
formacje pierscienia deoksyrybozy, gdzie konformacje sa ograniczone do C2’-endo (76%) i
C1’-egzo (18%). Rozktad konformagji pierécienia deoksyrybozy jest za to znacznie bogatszy
w stanie zdysocjowanym G-tetrady (48% C2’-endo, 38% C1’-egzo, 6% C3’-egzo i 5% O4’-

endo).

5.1.5 Podsumowanie

W tym rozdziale przedstawilem wyniki badan dotyczacych molekularnych podstaw powsta-
wania i stabilnosci tetrady guaninowej (G-tetrady), ktéra jest podstawowym elementem bu-
dulcowym kazdego G-kwadrupleksu. W tym celu scharakteryzowatem termodynamike i ki-
netyke dysocjacji 3’-koficowej G-tetrady w G-kwadrupleksie o topologii réwnolegtej, stosu-
jac obliczenia typu energii swobodnej oparte na dynamice molekularnej. Wyznaczone przeze
mnie profile energii swobodnej ujawnity, ze dysocjacja i ponowna asocjacja G-tetrady zacho-
dzi przez sekwencyjny i kooperacyjny mechanizm, ktéry zalezy od wiazania jednowartoscio-
wego jonu w centralnym kanale G-kwadrupleksu.

Na podstawie dekompozycji energii swobodnej dysocjacji na poszczegélne wklady ental-
powe wywnioskowatem ponadto, ze oddziatywania miedzy resztami guaniny a reszta ukta-
du zapewniaja tylko malo istotny wkiad do ogdélnej stabilnosci G-tetrady. Wynika to stad, ze
stabilizujace natywne wiazania wodorowe Hoogsteena oraz oddziatywania wiazace jony sa
prawie catkowicie skompensowane przez niekorzystna desolwatacje oraz szczegdlnie nieko-
rzystne rownolegte utozenie momentéw dipolowych guanin. Zgodnie z moimi symulacjami,
G-tetrada jest stabilizowana przez oddzialywania obejmujace szkielet fosfocukrowy oraz pe-
tle TTA, co zgadza sie z wcze$niejszymi danymi eksperymentalnymi [202, 212, 213]. Moje da-
ne szczegdtowo wskazuja na to, ze ta dodatkowa sita napedowa wynika z optymalizacji geo-
metrii szkieletu DNA poprzez maksymalizacje odleglosci miedzy fosforanami. Jakakolwiek
perturbacja wydaje sie zakt6cac lokalnie optymalny rozktad fosforanéw w stanie natywnym.
Ten wkiad moze réwniez zwiekszy¢ stabilnos¢ kinetyczna G-kwadruplekséw DNA, co ttu-
maczytoby koniecznosé¢ uzycia duzych sit w celu rozfatdowania struktury G-kwadrupleksu
w technice AFM [202]. Szczegdtowa analiza przestrzennego rozktadu zmian entalpii i entro-
pii dysocjacji wykazata ponadto, ze korzys¢ energetyczna wynikajace z tworzenia G-tetrady
jest w duzej mierze kompensowana przez spadek entropii towarzyszacy taczeniu guanin i

optymalizacji struktury szkieletu DNA.
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5.2 Rola petli w stabilnosci G-kwadruplekséw

W celu ustalenia wplywu poszczegélnych rodzajéw petli na stabilnos¢ G-kwadruplekséw
nalezaloby przebada¢ wszystkie mozliwe kombinacje sekwencji DNA potencjalnie tworza-
cych G-kwadrupleksy oraz ustali¢ czy dana sekwencja ma mozliwo$¢ formowania stabil-
nej struktury G-kwadrupleksu. Nastepnie konieczne bytoby ustalenie najbardziej prawdopo-
dobnej konformacji i struktury przyjmowanej przez dana sekwencje. Jest to trudne i zmud-
ne przedsiewziecie eksperymentalne. Niestety réwniez uzycie symulacji komputerowych do
tego celu jest niepraktyczne, poniewaz osiagniecie czaséw symulacji pozwalajacych na uzy-
skanie spontanicznego formowania G-kwadrupleksu ze stanu kompletnie rozciagnietej nici
DNA jest obecnie nierealne.

W zwiazku z tymi trudnoéciami postanowitem zmodyfikowa¢ standardowe podejscie ba-
dawcze do tego rodzaju probleméw. Kosztowne metody symulacyjne bazujace na wyzna-
czaniu stabilno$ci w symulacjach typu energii swobodnej zostaly zastapione podejsciem ob-
serwacyjnym sprawdzajacym jedynie czy wygenerowana struktura G-kwadrupleksu ulega
rozpadowi lub pozostaje bliska swojej formy poczatkowej (zwinietej). W zaproponowanym
podejéciu za naturalng miare stabilnoéci danej struktury wybratem $redni oczekiwany czas
zycia struktury zwinietej. Konkretnie za rozfaldowanie struktury uznawalem moment ze-
rwania wszystkich wigzan wodorowych (dysocjacji guanin) w ktérejkolwiek plaszczyznie
guaninowe;j.

Dla kilku reprezentatywnych sekwencji, mogacych potencjalnie formowa¢ dwuplaszczy-
znowe G-kwadrupleksy, wygenerowatem modelowe struktury G-kwadruplekséw o réznych
reprezentatywnych konformacjach, stosujac w tym celu specjalnie opracowany protokét zwi-
jania G-kwadruplekséw (szczegély w podrozdziale 4.2.2). Procedura generowania modelo-
wych struktur G-kwadruplekséw jest realizowana na podstawie wiedzy o znanych i dobrze
przebadanych strukturach eksperymentalnych oraz dzieki temu, ze cechq charakterystyczna
G-kwadruplekséw o zadanej konformacji jest wystepowanie w nich identycznych rdzeni gu-
aninowych. Nastepnie poprzez przeprowadzenie odpowiednio diugich symulacji konwen-
cjonalnej dynamiki molekularnej badatem Srednie oczekiwane czasy zycia poszczegélnych

form modelowych G-kwadrupleksow.

5.2.1 Weryfikacja procedury zwijania G-kwadruplekséw

W pierwszej kolejnosci przeprowadzitem weryfikacje zaproponowanego przeze mnie pro-
tokotu zwijania i generowania struktur G-kwadruplekséw o dowolnej topologii i sekwengji.
W tym celu zwinalem de novo 4 wyznaczone eksperymentalnie struktury G-kwadrupleksow
oraz przeprowadzilem symulacje rownowagowe wygenerowanych struktur. Symulacje do-
tyczyly trzech tréjplaszczyznowych G-kwadruplekséw o sekwencji telomerowej (1KF1, 143D
i 2JSM) oraz jednej struktury z dwiema G-tetradami (148D). Kazda z tych struktur cechuje sie
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inna topologia oraz innym zestawem petli (Tabela 4.1). Stanowa one reprezentatywny zbiér

testowy dla ustalenia uzytecznosci mojej procedury.

TABELA 5.1: Czasy zycia modelowych struktur G-kwadruplekséw w poszczegélnych symu-
lacjach réwnowagowych dla sekwencji telomerowej AGGGT,AGGGT,AGGGT,AGGG oraz

GGTGGTGTGGT,GG.
Numer symulacji réwn. | antyréwn. | hybry. | antyréwn.
1KF1 143D | 2JSM 148D
1 1000 1000 599 1000
2 1000 1000 1000 1000
3 295 1000 1000 201
4 1000 1000 1000 47
5 85 1000 1000 1000
6 1000 1000 1000 310
7 166 1000 1000 1000
8 1000 1000 88 1000
9 1000 61 1000 106
10 1000 1000 891 1000
11 1000 1000 1000 1000
12 1000 1000 1000 1000
13 1000 1000 1000 128
14 1000 1000 1000 215
15 1000 1000 21 1000
16 369 1000 1000 1000
Sredni oczekiwany czas zycia [ns] | 3229 15061 3400 1835

Tabela 5.1 przedstawia zaobserwowane czasy zycia modelowych G-kwadrupleksow w
poszczegblnych symulacjach rownowagowych oraz wynikajace z nich érednie czasy zycia.
Ogolnie wiekszosé¢ wersji modelowych struktur pozostaje stabilna, nie wykazujac oznak roz-
faldowania w postaci zrywanych wiazain wodorowych w G-tetradach. Co wiecej struktury te
nie zmieniaja sie znaczaco w czasie w stosunku do swoich odpowiednikéw wyznaczonych
eksperymentalnie (RMSD < 0,3nm). Tylko w nielicznych symulacjach doszlo do zerwania
wiazan wodorowych i rozfaldowania G-kwadruplekséw. Oznacza to, ze struktury G-kwa-
druplekséw zwiniete za pomoca mojej procedury maja odpowiednio zrelaksowana struktu-
re oraz znajduja sie w wystarczajaco glebokim minimum energetycznym. Co wazne, $redni
oczekiwany czas zycia dla struktury réwnolegtej (1KF1) jest troche krétszy od dwéch pozo-
stalych struktur telomerowych. Oznacza to, ze w symulacjach ta struktura wykazuje mniej-
szq stabilnos¢ od struktur antyréwnolegtej (143D) oraz hybrydowej (2JSM), co jest zgodne z
danymi eksperymentalnymi [214]. W przypadku badanego G-kwadrupleksu dwuptaszczy-
znowego (148D) sredni oczekiwany czas zycia jest stosunkowy niewielki, wskazujac na niska
stabilnos¢ struktury. Jest to wynik zgodny z eksperymentalnie wyznaczona stabilno$cia wy-
noszaca AG=—1,9-3,2kcal/mol [215].

Przedstawione wyniki potwierdzaja efektywnos¢ zaproponowanej metody zwijania G-
kwadruplekséw oraz szacowania stabilno$ci na podstawie Sredniego oczekiwanego czasu

zycia.
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5.2.2 Stabilnos¢ modelowych G-kwadruplekséw

Wiasciwa czes¢ badar miata na celu ustalenie wplywu dlugosci petli, ich rodzajéw oraz po-
fozenia na stabilno$¢ modelowych G-kwadruplekséw. Celem bylo takze ustalenie najkrot-
szych sekwencji potencjalnie tworzacych G-kwadrupleksy. Dla wczeéniej wybranych szesciu
referencyjnych topologii przeprowadzitem symulacje r6wnowagowe na kilku wybranych se-
kwengjach o r6znej dtugoéci oraz zawierajacych rézne zasady azotowe pomiedzy fragmenta-
mi GG. Tabela 5.2 przedstawia $rednie czasy zycia modelowych struktur G-kwadruplekséw
uzyskane dla 14 wybranych sekwencji tworzacych jedna z szeSciu wybranych konformacj.
W pierwszej kolejnoéci sprawdzitem mozliwos¢ formowania dwuplaszczyznowych G-
kwadruplekséw dla najkrétszej mozliwej sekwengji, czyli TGGTGGTGGTGG. Okazalo sie,
ze sekwencja ta ma mozliwo$¢ tworzenia stabilnych G-kwadruplekséw wylacznie o konfor-
macji réwnoleglej. Jak juz wczesniej wskazano, petle $migtowe wystepujace w konforma-
cjach réwnolegtych rzeczywiscie sa preferowane dla petli o krétkich sekwencjach. Natomiast
w przypadku pozostatych konformagji struktury modelowych G-kwadruplekséw podlegaja
silnym naprezeniom mechanicznym i ulegaja natychmiastowemu rozpadowi w czasie poni-
zej 1ns. W zwiazku z ta obserwacja, dla pozostatych sekwencji z pojedyncza zasada symula-
cje prowadzone byty tylko dla topologii rownolegtej.
TABELA 5.2: Srednie czasy zycia modelowych struktur G-kwadruplekséw uzyskane dla wybra-
nych sekwengji tworzacych jedna z 6 referencyjnych konformacji. Srednie czasy zycia sa obliczone

na podstawie 16 niezaleznych symulacji réwnowagowych i podane sa w nanosekundach. Znak —
oznacza brak danych. Dla przejrzystosci czasy symulacji zaokraglitem do jednosci.

Sekwencja réown. | antyréwn.I | antyréwn.Il | hyb.I hyb.II | krzeselkowa

(1KF1) (143D) (143D_2) | (2JSM) | (2JSM_2) (2KM3)
TGGTGGTGGTGG 1251 1 1 2 2 1
AGGAGGAGGAGG 1622 - - - - -
CGGCGGCGGCGG 368 - - - - -
GGGGGGGGGGGG 991 - - - - -
abGGabGGabGGabGG 684 - - - - -
TGGT,GGT,GGT,GG 180 5 4 7 73 42
TGGT3GGT3GGT3GG 447 79 1229 222 441 1219
TGGT,GGT4GGT,GG 334 364 16000 561 2078 7756
TGGTGGT3GGTGG 572 2 1 20 44 748
TGGTGGT3GGT,GG 526 4 3 145 73 529
TGGT,GGT3GGTGG 198 16 9 10 129 511
TGGT,GGT3GGT,GG 272 127 414 145 201 899
TGGT3GGT3GGT,GG 312 284 756 225 235 808
AGGT,AGGT,AGGT,AGG 299 839 1017 693 637 1062

W nastepnym kroku swoich badan sprawdzilem, czy mozliwe jest zwiekszenie stabilno-
Sci struktur o konformacji réwnolegtej powstatych na bazie sekwencji TGGTGGTGGTGG po-
przez mutacje wszystkich tymin na inne zasady azotowe. Tyminy zostaly zastapione przez:

adeniny, cytozyny, guaniny lub uszkodzenia bez zasady azotowej (z ang. abasic sites; ab).
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Ogolnie stabilnos¢ struktur o konformacji réwnoleglej nie ulegla znacznej zmianie po mutacji
sekwencji. Jednakze uzycie sekwencji CGGCGGCGGCGG wyraznie obnizylo $rednie czasy
zycia tych struktur. Moze to wynika¢ z dodatkowych oddzialtywan cytozyn z pozostatymi
zasadami.

Ciekawie przedstawiaja sie takze wyniki dalszego wydiuzania sekwengji o kolejne tymi-
ny w petlach. Uzycie sekwencji TGGT,GGT,GGT,GG nie poprawia Srednich czaséw zycia
konformagji innych niz réwnolegta. Oznacza to, ze tylko dwie zasady azotowe obecne przy-
najmniej w jednym z trzech rejonéw petlowych sa nadal nie wystarczajace do utworzenia
stabilnej struktury innej niz réwnolegla. Natomiast Sredni czas zycia dla konformacji réw-
noleglej oraz wynikajaca z tego stabilnos¢ struktury zostata znacznie obnizona. Co wiecej,
dalsze symetryczne wydtuzanie sekwencji pozostawia Srednie czasy zycia struktur o konfor-
macji réwnoleglej na podobnym poziomie i sugeruje mala stabilnos¢ tych struktur. Natomiast
wydtuzanie sekwencji petli do 3 i 4 tymin wyraZnie sprzyja powstawaniu konformacji hybry-
dowej II (2JSM_2), konformacji antyréwnolegtej II (143D_2) oraz konformacji krzesetkowej
(2KM3). Wskazuje to na preferencje petli bocznych i diagonalnych do dtuzszych sekwengji.

Pojawia sie pytanie dlaczego przy zmianie dtugosci sekwencji z TGGT,GGT,GGT,GG
na TGGT3GGT3GGT3GG nastepuje wyrazna stabilizacja struktur o topologii antyréwnole-
glej i hybrydowej. W celu odpowiedzenia na to pytanie, przygotowalem réwniez modelowe
struktury G-kwadruplekséw o niesymetrycznej diugosci kazdej petli. Wiadomo, ze struk-
tury antyréwnolegte, czyli posiadajace srodkowa petle diagonalna, wymagaja sekwengji o
dlugosci trzech zasad w tej petli. Petle diagonalne o diugosci dwéch zasad wprowadzaja
zbyt silne naprezenia mechaniczne w takiej strukturze G-kwadrupleksu. Okazato sie jed-
nak, ze wydluzenie jedynie petli diagonalnej o jedna tymine dla réznych wersji sekwen-
i (TGGTGGT3GGTGG, TGGTGGT3GGTLGG, TGGCT,GGT3GGTGG, TGGT,GGT3GGTLGG)
nie gwarantuje uzyskania duzej stabilnosci konformacji antyréwnolegtej, czyli takiej, jak ma
to miejsce w sekwencji z trzema tyminami we wszystkich petlach. Dodatkowo zauwazylem,
ze struktury w konformacji antyréwnolegtej i hybrydowej posiadaja szczegélnie szeroka wer-
sje bruzdy zwiazanej z pierwsza petla od strony 5’-kofica. Wywnioskowalem z tego, ze taka
bruzda wymaga jednak petli o sekwencji dtuzszej niz dwie zasady. Czasy zycia uzyskane dla
sekwencji TGGT3GGT3GGT2GG, rzeczywiscie potwierdzaja wysunieta hipoteze.

Doé¢ niespodziewany efekt uzyskatem dla sekwencji AGGT,AGGT,AGGT,AGG. Posia-
da ona taka sama dlugosé¢ co sekwencja TGGT3GGT3GGT3GG, ale inny zestaw zasad azoto-
wych w petlach, charakterystyczny dla sekwencji telomerowych. Uzycie takiej sekwcji telo-
merowej spowodowalo zdecydowane wzmocnienie stabilnosci wszystkich topologii, oprécz
réwnoleglej. Oznacza to, ze sekwencja ta cechuje sie mozliwoscia formowania struktur G-
kwadruplekséw o wiekszej réznorodnosci. Moze wynika¢ to z zaangazowania tymin oraz

adenin z petli w ré6znego typu oddzialywania pomiedzy soba.
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Moje przewidywania dotyczace potencjalnej mozliwosci formowania stabilnych dwu-
plaszczyznowych G-kwadruplekséw dla pewnych symetrycznych sekwencji z petlami ty-
minowymi zostaly réwniez czesciowo potwierdzone przez wspoétpracujaca ze mna grupe ba-
dawcza z Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Po pierwsze
dodatnie pasmo w 265 nm oraz ujemne pasmo w 240 nm na uzyskanych widmach CD wska-
zuja na formowanie G-kwadruplekséw o topologii réwnolegtej (zielona lina na Rys. 5.7C).
Pozostate trzy sekwencje wykazuja preferencje do formowania struktur o topologii antyréw-
noleglej, jednakze intensywno$¢ odpowiednich pas na widmie CD wskazuje na to, ze moga
przyjmowac¢ kilka réznych form konformacyjnych. Podobne wnioski mozna wyciagna¢ na
podstawie jednowymiarowych widm NMR z Rys. 5.7D, z ta réznica ze jedynie sekwencja
z trzema tyminami w petlach generuje spéjne widmo sugerujace wystepowanie jednej for-
my G-kwadrupleksu o topologii antyréwnolegtej. Ma to swoje odzwierciedlenie w wynikach

uzyskanych przeze mnie i przedstawionych w formie graficznej na Rys. 5.7B.
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RYSUNEK 5.7: A) Sekwencje tyminowe (oprécz telomerowej) zweryfikowane w eksperymentach

CD oraz jednowymiarowego NMR. B) Wyniki $rednich czaséw zycia poszczegélnych modelo-

wych struktur G-kwadruplekséw. C) Widmo CD dla wybranych sekwengji. D) Jednowymiarowe

widmo NMR dla struktur tworzonych przez wybrane sekwencje. Dane przestawione za zgoda
prof. dr hab. Zofii Gdaniec.

5.2.3 Podsumowanie

Réznorodnoé¢ teoretycznych topologii i struktur przyjmowanych przez G-kwadrupleksy w

polaczeniu z réwniez znaczna liczba sekwencji potencjalnie tworzacych G-kwadrupleksy,
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sprawia, ze przewidywanie stabilnosci oraz struktury G-kwadruplekséw na podstawie se-
kwencji nici DNA jest niemozliwe. Tak wyznaczone cele wymagaja opracowania nowych
metod symulacyjnych.

Na potrzeby tych badar opracowatem metode szacowania stabilnosci modelowych struk-
tur G-kwadruplekséw oraz nowa procedure zwijania G-kwadruplekséw o dowolnej sekwen-
qji i arbitralnej topologii. Obie metody z powodzeniem przetestowalem na wczesniej wyzna-
czonych strukturach G-kwadrupleksow.

Nastepnie na podstawie zmierzonego $redniego czasu zycia, oszacowatem stabilnosci ze-
stawu modelowych struktur dwuplaszczyznowych G-kwadruplekséw. Zestaw struktur obej-
mowat 6 reprezentatywnych topologii G-kwadruplekséw oraz 14 sekwengcji rézniacych sie
obszarami petlowymi. Na podstawie $rednich czaséw zycia poszczegélnych wariantow G-
kwadrupleks6éw ustalitem, ze najkrétsza sekwencja TGGTGGTGGTGG preferuje fatdowanie
do G-kwadruplekséw o topologii réwnolegtlej z petlami $miglowymi. Ustalitem réwniez, ze
zwiniecie stabilnego G-kwadrupleksu o topologii antyréwnolegtej z Srodkowa petla diago-
nalna jest mozliwe tylko dla sekwencji posiadajacych w sSrodkowym rejonie petlowym przy-
najmniej 3 zasady azotowe. Co wiecej podobna preferencje wykazuje pierwszy rejon petlowy
od strony 5-korica. Ustalitem réwniez, ze sekwencje z 3 i 4 zasadami w petlach nie formu-
ja stabilnych G-kwadruplekséw o konformacji réwnoleglej, ale wykazujq stabilnos¢ dla G-
kwadruplekséw o wielu innych konformacjach. Przewidywania te zostaty réwniez czescio-
wo potwierdzone przez wspoétpracujaca ze mna grupe badawcza z Instytutu Chemii Bioor-

ganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.
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5.3 Dimeryzacja G-kwadruplekséw o konformacji réwnoleglej

Weczesniejsze badania przeprowadzone z pomoca symulacji dynamiki molekularnej wykaza-
1y, ze preformowane ukfady dimeréw i trimeréw zbudowane z réwnolegtych G-kwadruplek-
sOw i zasocjowane za posrednictwem 3’ oraz 5’-koricowych G-tetrad sa stabilne w skali cza-
sowej 15ns [216]. Ponadto obliczenia metoda MM-PBSA sugeruja zwiekszona stabilnos¢ di-
meréw réwnolegtych G-kwadruplekséw w stosunku do ich stanéw monomerycznych [217].
Dzieki obliczeniom chemii kwantowej oraz dynamiki molekularnej w potaczeniu z przeszu-
kiwaniem baz strukturalnych zostaty réwniez wyznaczone bezwzgledne energie tworzenia
prostych modeli izolowanych rdzeni guaninowych i réznych potencjalnie mozliwych inter-
fejsow agregacji [218]. Jednakze, pomimo tych badan, nie zostaty dotad jednoznacznie scha-
rakteryzowane sily napedowe odpowiedzialne za dimeryzacje, a zwtaszcza za silna preferen-
¢je do formowania dimeru typu 5-5" (mod 5’-5"), co zdecydowanie utrudnia przewidywanie
i kontrolowanie procesu dimeryzacji [219].

W celu lepszego zrozumienia tych sit napedowych, w niniejszym rozdziale przedstawi-
fem wyniki badan stabilnosci dimeréw G-kwadrupleksowych. Przede wszystkim wyzna-
czytem profile energii swobodnej dla wszystkich trzech mozliwych sposobéw agregacji G-
kwadruplekséw o topologii réwnolegtej (3-3", 3’-5"1 5’-5"). W swoich badaniach korzystatem
z pelnoatomowych symulacji metoda dynamiki molekularnej wraz jawnym modelem roz-
puszczalnika. Laczny czas uzyskanych przeze mnie symulacji to ~100 ps. Co najwazniejsze,
moje obliczenia prawidlowo odtworzyty termodynamiczna preferencje do modu dimeryza-
¢ji, w ktérym agregacja zachodzi poprzez bezposrednia agregacje 5-koricowych G-tetrad.
Wskazatem réwniez na to, ze gtéwny mechanizm napedzajacy dimeryzacje jest wynikiem
réwnowagi pomiedzy elektrostatycznym odpychaniem szkieletéw fosfocukrowych DNA a
korzystnym wiazaniem przeciwjonéw w poblizu interfejsu dimeru. Ponadto pokazatem, ze
uzyskane informacje na temat czynnikéw rzadzacych dimeryzacja mozna wykorzysta¢ do
przewidywania, w jaki sposéb zmiany stezenia soli lub obecno$¢ ligandéw wiazacych sie do

G-kwadruplekséw moze przesuwaé rownowage pomiedzy modami dimeryzacji.

5.3.1 Preferencje G-kwadrupleksé6w do dimeryzacji

W celu zbadania wzglednej stabilnosci dimeréw tworzonych przez telomerowe G-kwadru-
pleksy o topologii réwnoleglej, wyznaczylem profile energii swobodnej dla trzech gléwnych
modéw dimeryzacji zdefiniowanych przez sposob agregacji G-tetrad na 5’-konicu i 3’-konicu:
3’-3,3’-5’,5’-5’ (zobacz Rys. 5.8A). Jako kolektywna wspéirzedna reakcji adekwatnie opisuja-
ca proces dimeryzacji uzytem odlegtoé¢ pomiedzy srodkami mas rdzeni guaninowych dwéch
asocjujacych G-kwadruplekséw (patrz wstawka na Rys. 5.8B). Mapy prawdopodobieristwa
orientacji struktur G-kwadruplekséw wzgledem siebie (Rys. B.1 w Zataczniku B.1) potwier-

dzaja prawidlowa agregacje oraz pokazuja, ze dla wiekszych odlegtoéci G-kwadrupleksy
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RYSUNEK 5.8: A) Schemat przedstawiajacy trzy mozliwe sposoby dimeryzacji (mody) dwéch G-
kwadruplekséw o konformacji réwnoleglej. Dimery powstaja poprzez bezposrednie oddziaty-
wanie G-tetrad od strony koricéw odpowiednio: 3’-3’, 3’-5” oraz 5’-5’. G-tetrada na 5’-koricu jest
oznaczona kolorem niebieskim, srodkowa kolorem rézowym, natomiast G-tetrada na 3’-koricu
kolorem czerwonym. B) Profile energii swobodnej dla formowania powyzszych dimeréw jako
funkcja odlegtosci miedzy agregujacymi monomerami. Profile wyznaczytem przy uzyciu pola si-
lowego CHARMMB36; analogiczne wyniki uzyskane z uzyciem Amber-parmbscl przedstawitem
w Zataczniku B.1 na Rys. B.3. Obszary o ré6znym stopniu szarosci reprezentuja kolejne etapy pro-
cesu dimeryzacji. Ten sam schemat koloréw dla G-tetrad oraz modéw dimeryzacji zastosowatem
na pozostatych rysunkach.

przyjmuja bardzo szeroki zakres ré6znych wzglednych orientacji wzgledem siebie. Prawdo-
podobnie jest to réwniez jeden z czynnikéw korzystnie wplywajacych na szybka zbieznos¢
profili energii swobodnej dimeryzacji (patrz Rys. B.2).

Profile energii swobodnej (G(r)), ktére przedstawilem na Rys. 5.8B przedstawiaja nie-
oczekiwanie duze réznice w stabilnosci trzech rozwazanych struktur dimeréw, przy czym
mod 5’-5" jest 0 okoto 4 kcal /mol stabilniejszy od modu 3’-5" oraz o okoto 24 kcal/mol stabil-

niejszy od modu 3’-3". Scatkowaniu odpowiednich rozktadéw prawdopodobienistwa, p(r) o
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TABELA 5.3: Standardowe energie swobodne wiazania, AG; | dla trzech rozwazanych modéw
dimeryzacji obliczone na podstawie profili na Rys. 5.8B, oddzielnie dla stanu G-mediated oraz

A-mediated wraz z odpowiadajacymi populacjami réwnowagowymi.

Mod AGg;,,, [kcal/mol] Populacja [%]
dimeryzacji G-med. A-med. ‘ G-med. A-med.
3-3 64+11 - ~0 -
3-5 -135+01 -11,74+0,3 0,1 ~0
5-5 -175+01 -86+18 99,9 ~0

exp (—G(r)/kT), wskazuje, ze orientacja 5'-5" wystepuje z 99,9% prawdopodobienstwem, 3’-
5 z 0,1% prawdopodobieristwem, podczas gdy mod 3’-3" praktycznie nie wystepuje (patrz
Tabela 5.3). Co wazne, wyraZna preferencja dla modu 5’-5” wystepujaca zaréwno w polu sito-
wym CHARMMB36 jak i parmbscl (Rys. B.3) jest w petni zgodna z dostepnymi danymi ekspe-
rymentalnymi. Stosujac spektroskopie NMR, stwierdzono wczesniej, ze réwnolegle G-kwa-
drupleksy DNA skladajace sie z powtarzajacych sie cyklicznie fragmentéw GGGC, GGGT
i GGA (kody PDB: 2LE6 i IMYQ) [131-133], wystepujace w ludzkich minisatelitach CEB1
(2MB4) oraz bakteryjne G-kwadrupleksy z genu pilE (2LXV) [134, 135] wykazuja silna ten-
dencje do tworzenia dimeréw za posrednictwem interfejsu 5’-5". Takie same preferencje za-
obserwowano dla G-kwadruplekséw dla ludzkiej sekwencji telomerowej w warunkach stto-
czenia molekularnego [203] i dla G-kwadruplekséw TERRA [220, 221]. W badaniach krysta-
lograficznych réwniez stwierdzono, ze telomerowe G-kwadrupleksy o §migltowych typach
petli krystalizuja preferencyjnie w modzie 5’-5" [61].

Przebieg wyznaczonych profili oraz obecnoé¢ kilku wyraznych miniméw energii suge-
ruje wystepowanie duzej réznorodnosci struktur dimerycznych, nawet w obrebie jednego
modu dimeryzadji. Srednia odlegto$¢ pomiedzy sasiednimi G-tetradami w rdzeniu guanino-
wym wynosi okoto 0,35 nm, co oznacza, ze najgtebsze minimum przy odlegtosci 1,1 nm musi
odpowiada¢ bezposredniemu zwiazaniu miedzy koricowymi G-tetradami (stany oznaczone
jako G-mediated na Rys. 5.8B). Z kolei polozenie lokalnych miniméw przy 1,4 i 1,7 nm su-
geruje, ze zasady adeninowe moga réwniez w posredniczy¢ w tworzeniu dimeréw (stany
A-mediated na Rys. 5.8B). Moze odpowiada¢ za to podobny mechanizm jaki ma miejsce w
monomerycznych G-kwadrupleksach telomerowych, gdzie adenin z rejonéw petlowych ma-
ja tendencje do wiazania sie z 5-koricowa G-tetrada [179, 222]. Tworzenie mniej stabilnych
dimeréw typu A-mediated skutkuje obecnoscia dwéch dodatkowych miniméw dla modu 5’-
5 (minima IT'i IIT) i jednego dla modu 3’-5" (II) (patrz takze szczegdtowa analiza strukturalna
ponizej). Dla odleglosci w zakresie od 1,9 do 2,9 nm zaobserwowalem rézne stabo zdefinio-
wane i niespecyficzne oddzialywania miedzy dwoma monomerami, a powyzej 2,9nm G-

kwadrupleksy nie sa juz w kontakcie (co odpowiada plateau na profilu energii swobodne;j).
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RYSUNEK 5.9: A) Schematyczne przedstawienie wzglednych utozen struktur G-kwadruplekséw
w trzech r6znych modach dimeryzacji we wszystkich oznaczonych minimach z Rys. 5.8B. Frakcje
struktur w poszczegélnych minimach uzyskano przez odpowiednie przewazenie zliczern wyni-
kajacych z symulacji Umbrella Sampling. B) Widok z boku i widok z géry na interfejs dimeru w
stanie I w modzie 5’-5". C) Widok z boku i widok z goéry na interfejs dimeru w stanie II w modzie
3’-5. Struktury reprezentatywne pozostatych stanéw zdefiniowanych na Rys. 5.8B przedstawi-
fem na Rys. B.5. D) Wzgledne ulozenie guanin i ich momentéw dipolowych dla 3 rozwazanych
interfejséw. Ulozenia wyznaczylem na podstawie przestrzennych map gestosci polozeri atomow
z guanin (Rys. B.6).
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5.3.2 Szczegbly struktur dimeré6w

W celu potwierdzenia charakterystyki miniméw wystepujacych w profilach energii swo-
bodnej i potrzeby zbadania tego jak zréznicowane strukturalnie sa ré6zne mody dimeryza-
qji, przeprowadzitem klastrowanie pelnego wygenerowanego w symulacji zespotu struktur
dimeréw z sze$ciu miniméw wskazanych na Rys. 5.8B. Nastepnie przeprowadzitem analize
geometryczna struktur z najliczniejszych uzyskanych klastréw. Klastrowanie przeprowadzo-
ne zostato przy uzyciu hybrydowego algorytmu (faczacego metody k-centers i k-medoids) na
podstawie kryterium odlegto$ci RMSD (z ang. Root Mean Square Deviation) obliczonym dla
wszystkich ciezkich atoméw dwoéch rdzeni guaninowych z promieniem odciecia wynosza-
cym 0,3nm [223].

Rys. 5.9A przestawia schematy reprezentatywnych struktur dimerycznych w poszczegol-
nych minimach wraz z ich procentowymi udziatami w danym stanie. Zgodnie z oczekiwa-
niami najnizej polozone minima energii swobodnej (oznaczone jako I na Rys. 5.9B) odpo-
wiadajq dobrze zdefiniowanym strukturom dimeréw z pelnym nakladaniem sie na siebie
dwoch G-tetrad tworzacych interfejs. Powierzchnia kontaktu zasocjowanych G-tetrad wyno-
si okolo 2,2nm? (Rys. B.4), co przyczynia sie do stabilizacji catej struktury. W dominujacym
stanie modu 5’-5" (5-5, na Rys. 5.9B) wzgledne ulozenie G-tetrad umozliwia maksymalne od-
dzialywanie pomiedzy pierScieniami pirymidowymi (tj. 6-czilonowymi) guanin jednej z G-te-
trad a zachodzacymi na nie pier§cieniami imidazolowymi (5-czlonowymi) drugiej G-tetrady
(Rys. 5.9D oraz Rys. B.6). W takim utozeniu momenty dipolowe guanin na interfejsie sa zo-
rientowane w przyblizeniu prostopadle wzgledem siebie, prowadzac do najkorzystniejszego
oddziatywania elektrostatycznego miedzy G-tetradami wéréd trzech badanych modoéw di-
meryzacji (Rys. 5.9D). Warto zauwazy¢, ze to samo ulozenie guanin na interfejsie zostato juz
wczedniej zaobserwowane do$wiadczalnie dla dimeréw typu 5’-5” tworzonych przez réwno-
legte G-kwadrupleksy, zaréwno w roztworze wodnym [133], jak i w strukturze krystalicznej
[61] (patrz Rys. B.7 dla poréwnania struktur), co dodatkowo potwierdza moje przewidy-
wania. Na podstawie dalszych analiz mozna stwierdzi¢, ze dla innych struktur dimeréw w
stanie G-mediated guaniny na interfejsie prawie wcale nie nakladaja sie na siebie (3’-5', I),
albo kontaktuja sie tylko poprzez ich pierscienie imidazolowe (3’-3’, I), co sugeruje mniej
korzystne oddziatywania typu warstwowego (Rys. 5.9D).

Klastrowanie struktur pokazuje réwniez, ze w dominujacym stanie G-mediated modu
5-5" dwie struktury G-kwadruplekséw sa skrecone wzgledem siebie tak, ze ich tanficuchy
fosfocukrowe o 4-krotnej symetrii obrotowej tworza regularny uklad z naprzemiennym uto-
zeniem taficuchéw (Rys. 5.9B). Oznacz to, Ze sa one przesuniete w fazie w wzgledem siebie o
potowe okresu, tj. ~45° (Rys. B.8), co jednoczeénie zapewnia, ze wszystkie grupy fosforano-

we z jednego monomeru sa w maksymalnej mozliwej odleglosci od ich najblizszego sasiada
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w drugim monomerze Rys. B.9. To charakterystyczne ulozenie monomeréw wzgledem sie-
bie w stanie G-mediated przyczynia sie prawdopodobnie do minimalizacji odpychania elek-
trostatycznego miedzy silnie ujemnie natadowanymi taficuchami DNA (patrz takze dalej).
Podobna ceche zaobserwowano juz wczesniej w strukturze krystalicznej telomerowych G-
kwadruplekséw o topologii réwnolegtej [61]. Efekt ten najpewniej sprzyja stabilnosci sieci
krystalicznej. W stanach G-mediated modéw 3’-5" oraz 3’-3’, wzgledne ulozenie faricuchow
fosfocukrowych sa inne i znacznie mniej regularne (Rys. B.8). Powoduje to, ze najblizsze gru-
py fosforanowe z dwoéch osobnych nici DNA sa blizej siebie w poréwnaniu do modu 5-5
(Rys. B.9). Jest to szczegodlnie widoczne w przypadku modu 3’-3’, gdzie srednio okoto 3 pary
sasiednich fosforanéw sa oddalone od siebie 0 mniej niz 0,6 nm. Jednocze$nie nie zaobser-
wowalem zadnych znaczacych zmian w obszarach petli oraz zmian konformacji pierscienia
deoksyrybozy indukowanych dimeryzacja w poszczegélnych monomerach G-kwadruplek-
sach, nie moga one wiec thumaczy¢ powyzszych réznic (patrz Rys. B.10 i Rys. B.11).

Co ciekawe, struktury dimeréw w stanie G-mediated modu 5’-5" przejawiaja réwniez do-
datkowa stabilizacje wywotana przez obecno$¢ zewnetrznego pierScienia utworzonego przez
adeniny wiazace sie w poblizu interfejsu dimeryzacji (prawy panel na Rys. 5.9B). Analiza
powierzchni kontaktu adenin (Rys. B.4) rzeczywiscie potwierdza powstawanie od 2 do 3
kontaktéw typu adenina-adenina pochodzacych z dwéch réznych nici DNA. Ta obserwacja
dobrze zgadza sie z danymi rentgenowskimi i NMR réwniez wskazujacymi na odpowiednio
2 i 3 wiazania adenina-adenina pomiedzy dimeryzujacymi G-kwadrupleksami [61, 132].

Posrod wszystkich struktur zidentyfikowanych przez klastrowanie w stanie G-mediated
tylko bardzo maly odsetek — odpowiednio 0,01% i 7% w modzie 5’-5" i 3’-5" — wykazuje cze-
$ciowe naktadanie sie na siebie dwéch G -tetrad (ok. 1,68-1,84nm?), ktére dodatkowo sa
przesuniete o okoto 0,41-0,49 nm wzgledem siebie (Rys. B.12). Natomiast pozostate minima
na powierzchni energii swobodnej (odpowiednio II i IIl na Rys. 5.8B) sa znacznie bardziej
zréznicowane strukturalnie. Odpowiadaja one gtéwnie takim strukturom, w ktérych jedna
(I, Rys. 5.9C) lub dwie (III) warstwy adeninowe z ok. 2-3 adeninami na warstwe posred-
nicza w dimeryzacji G-kwadruplekséw (stany A-mediated). Jednakze w obu typach mini-
moéw znaczna czes$é (30-49%) struktur posiada powierzchnie kontaktu réwna jedynie 0,89-
1,84nm? (zobacz Rys. B.4 i Rys. B.12), co sugeruje, ze G-tetrady z interfejsu dimeryzacji za-

chodza na siebie tylko czesciowo.

5.3.3 Sily napedowe dimeryzacji

W celu zidentyfikowania gtéwnych sit napedowych i energetycznych determinantéw sta-
bilnosci dimeréw G-kwadrupleksowych, wyznaczylem catkowita entalpie dimeryzacji (AH)
oraz zdekomponowatem ja dla kazdego z trzech modéw dimeryzacji (zaréwno w stanach
G-mediated jak i A-mediated) na wkiady pochodzace od poszczegélnych elementéw struk-
turalnych uktadu. Wkiady przedstawione jako macierze oddziatywari na Rys. 5.10A sa suma
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RYSUNEK 5.10: A) Poszczeg6lne wkiady do entalpii dimeryzacji (AH) wyznaczone jako zmia-
ny energii oddziatywan pomiedzy poszczegélnymi elementami strukturalnymi uktadu: guaniny
(G), adeniny (A), tyminy (T), taricuch fosfocukrowy DNA (BB), kationy potasu (K), aniony chlor-
kowe (CL) i woda (HpO) w stanie G-mediated (gérny tréjkat macierzy) i w stanie A-mediated
(dolny tréjkat macierzy); poszczegélne monomery G-kwadruplekséw oznaczono jako 11 2. B)
Zsumowane wklady do AH w stanach G-mediated, bez rozréznienia na poszczegélne monome-

ry.

energii elektrostatycznych oraz van der Waalsa i wyznaczylem je jako $rednie r6znice entalpii
miedzy pomiedzy stanem dimerycznym i monomerycznym.

Duze dodatnie warto$ci catkowitej entalpii dimeryzacji (w zakresie 185-720 kcal /mol) su-
geruja, ze tworzenie rozwazanych dimeréw G-kwadruplekséw jest entalpowo wysoce nieko-
rzystne, a zatem musi by¢ ona napedzana entropowo, najprawdopodobniej przy udziale cza-
steczek rozpuszczalnika (efekt hydrofobowy). Macierze oddzialywan z Rys. 5.10A pokazuja,
ze dominujaca sila przeciwdziatajaca powstawaniu dimeréw jest silne odpychanie elektro-
statyczne dwéch faricuchéw fosfocukrowych (AHgpi-gp2 ~ 5,4-5,9 x 103 kcal /mol). To odpy-

chanie jest skutecznie ekranowane przez wiazanie przeciwjonéw potasowych (AHx gg1 /882 +
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AHy x ~ —5,2-6,3 x 10% kcal/mol), ktére w stanie zdimeryzowanym maja tendencje do ob-
sadzania nowo utworzonych przestrzeni o silnie ujemnym potencjale elektrostatycznym po-
miedzy faricuchami G-kwadruplekséw. Duze warto$ci bezwzgledne tych dwéch wktadéw o
podobnych wartosciach wskazuja, ze stabilno$¢ dimeréw jest efektem subtelnej rownowa-
gi pomiedzy konkurujacymi sitami elektrostatycznymi. Ta obserwacja posrednio ttumaczy
wyznaczony eksperymentalnie wplyw stezenia soli na r6wnowage dimeryzacji G-kwadru-
pleks6éw [131] oraz potwierdza role kationéw w stabilizacji i zwijaniu monomeréw G-kwa-
druplekséw [222]. Poza tym okazuje sie, ze dimeryzacja nie wptywa znaczaco na mozliwo-
$ci wiazania K™ w centralnych kanatach G-kwadruplekséw, ktére pozostaja w wiekszosci
zajete przez przeciwjony. Chociaz zaobserwowatem sporadyczne wiazanie sie jonéw K+ w
dodatkowym miejscu utworzonym miedzy G-tetradami na interfejsie, efekt ten jest relatyw-
nie niewielki, jesli chodzi o jego wplyw na stabilno$¢ dimeréw (maks. wartos¢ AHk G1/G2
~ —190kcal/mol).

Do$¢ nieoczekiwanie odkrytem, ze bardzo podobna réwnowaga oddzialtywan elektro-
statycznych oraz rola przeciwjonéw w stabilizacji dimeréw wystepuje réwniez w stanach
A-mediated (dolne tréjkaty na Rys. 5.10A i Rys. B.13), ktére sa scharakteryzowane przez zde-
cydowanie wieksza odlegtos¢ pomiedzy taricuchami fosfocukrowymi. Nizsza stabilnos¢ di-
meréw w stanach A-mediated (patrz Tabela 5.3) wynika z faktu, ze odpychanie miedzy fosfo-
ranami nie jest kompensowane przez oddzialywania przyciagajace w takim samym stopniu,
jak w przypadku stanéw G-mediated. W szczeg6Inosci, jak wida¢ na Rys. B.13, dimery w sta-
nach A-mediated nie uzyskuja dodatkowej stabilizacji zapewnionej przez oddziatywania 7
pomiedzy sasiadujacymi G-tetradami (AHgi-g2 = —34—40kcal/mol w stanach G-mediated)
oraz wynikajacej z oddziatywar pomiedzy tyminami a taricuchem DNA oraz adeninami a
faricuchem DNA (AHt,4-3s & —10-100 kcal/mol w stanach G-mediated).

Dekompozycja energii z Rys. 5.10 pokazuje rowniez, ze pomimo podobnego wzorca kom-
pensacji wkladéw entalpowych, trzy mozliwe mody dimeryzacji r6zniq sie w szczegoétach
pod wzgledem indywidualnych wkiadéw do AH. Z Rys. 5.10B wynika wiasnie, ze w domi-
nujacym modzie 5’-5” odpychanie miedzy fosforanami jest zauwazalnie stabsze (o okoto 9%)
niz w modach 3’-3"i 3’-5’, co moze by¢ podstawa preferencji dimeryzacji do formy 5’-5’. Aby
zbada¢ molekularne podstawy réznic w energiach odpychania miedzy fosforanami z sasied-
nich nici DNA, obliczylem gestos¢ energii elektrostatycznej oddziatywarn miedzy fosforana-
mi w funkcji odlegltosci miedzy nimi (Rys. 5.11A oraz Rys. B.14). Mate warto$ci gestos¢ energii
wystepujace na matych odlegtosciach pomiedzy fosforanami (P-P < 1,4nm) w modzie 5-5
wskazuja, ze obserwowane w tym przypadku stosunkowo stabe odpychanie elektrostatycz-
ne mozna przypisaé niewielkiej liczbie szczegélnie niekorzystnych kontaktéw miedzy gru-
pami fosforanowymi na interfejsie dimeru. Znajduje to réwniez odzwierciedlenie w tréjwy-
miarowych mapach rozkladu na Rys. 5.11B, ktére dla modu 5’-5" przedstawiaja najwieksza

mozliwa przestrzenna separacje miedzy fosforanami sposréd wszystkich modéw. Natomiast
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RYSUNEK 5.11: A) Gesto$¢ energii elektrostatycznej oddzialtywan pomiedzy fosforanami w funk-
qji odlegloséci miedzy nimi (odlegtos¢ P-P, pelny zakres odlegtosci jest pokazany na Rys. B.16).
Wstawka pokazuje skumulowana energie odpychania miedzy fosforanami w funkgji odlegtosci
P-P. B) Rozktad przestrzenny wszystkich grup fosforanowych na interfejsie w odleglosci 1 nm
do dowolnej grupy fosforanowej drugiego monomeru G-kwadrupleksu. Grupy fosforanowe 3’- i
5’-konricowych G-tetrad sa pokazane odpowiednio w kolorze jasno/ciemno czerwonym i niebie-
skim, podczas gdy pozostale w kolorze zéttym. Analogiczne wyniki uzyskane z uzyciem pola
sifowego Amber-parmbscl zaprezentowane sa na Rys. B.14

rozklady gestosci energii dla modu 3’-3" i 3’-5" wskazuja, ze w tych dwéch mniej stabilnych

modach dimeryzagji, liczba bliskich kontaktéw miedzy fosforami na interfejsie jest wyraznie
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wieksza, co jest rowniez przedstawione w przestrzennych rozkladach na Rys. 5.11B. Dodat-
kowo za pomoca réwnania Poissona-Boltzmanna [224] obliczytem potencjaty elektrostatycz-
ne wokoét poszczegélnych monomeréw G-kwadruplekséw. Potwierdzaja one, ze mod 5-5
charakteryzuje sie najstabsza odpychaniem fosforan—fosforan sposréd trzech rozwazanych
modoéw dimeryzacji (Rys. B.15).

Rys. 5.10A wskazuje réwniez, ze niektére z mniej dominujacych wkiadéw do AH réw-
niez sprzyjaja dimeryzacji w modzie 5’-5". Warto zauwazy¢, ze w tym modzie oddziatywanie
pomiedzy G-tetradami, AHgi-G, jest o ~5 kcal/mol bardziej korzystne niz w modach 3’-3" i
3’-5’, co wynika ze wspomnianego wczesniej korzystniejszego wzglednego ulozenia momen-
tow dipolowych guanin (patrz Rys. 5.9D). Dodatkowa stabilizacja dimeru w modzie 5’-5” jest
uzyskiwana przez krzyzowe oddzialywania adenina-adenina (AHaj-ao2 =~ —18kcal/mol),
ktére nie moga wystepowaé w modzie 3’-5" oraz 3’-3".

Jak pokazuje wstawka na Rys. 5.11A, catkowita energia odpychania miedzy fosforanami
nie r6zni sie istotnie pomiedzy dimerami 3’-3"1 3"-5" (AHpgi-pg2 na Rys. 5.10A oraz AHgp-gg na
Rys. 5.10B). To rodzi pytanie, dlaczego pomimo tego mod 3’-5" wykazuje stabilizacje wieksza
0 ~20kcal/mol niz mod 3’-3’. Rozwiazanie problemu sugeruja gestosci energii na Rys. 5.11A,
ktére pokazuja, ze asocjacja G-kwadruplekséw za posrednictwem ich 3’-koricowych G-tetrad
prowadzi do szeregu energetycznie niekorzystnych kontaktéw pomiedzy grupami fosfora-
nowymi (niezerowa gestos$¢ w odleglosciach <0,55nm). Ze wzgledu na to, ze destabilizacja
dimeru 3’-3’ nie moze by¢ w wystarczajacym stopniu kompensowana przez oddzialywanie
z przeciwjonami, ré6znica w stabilnosci pomiedzy modami 3’-3" i 3’-5" moze wynika¢ z od-

miennych wladciwosci tych struktur do wiazania jonéw.

5.3.4 Modulacja réwnowagi dimeryzacji

Wyzej przedstawione analizy sugeruja, ze réznice w sposobie ekranowania elektrostatycz-
nego odpychania grup fosforanowych przez przeciwjony K* moga by¢ odpowiedzialne za
znaczaco wyzsza stabilno$¢ dimeru 3’-5" niz dimeru 3’-3’. W celu doktadniejszego zbadania
tych réznic, wyznaczylem profile energii swobodnej tworzenia trzech form dimerycznych w
obecnosci tylko przeciwjonéw neutralizujacych K¥, tj. przy efektywnym stezeniu soli wyno-
szacym okoto 0,06 M.

Profile energii swobodnej z Rys. 5.12A pokazuja, ze gdy stezenie K jest okoto 2,5-raza
mniejsze, dimery ulegaja destabilizacji o 2-7 kcal/mol w zalezno$ci od modu dimeryzagji.
W zgodzie z wynikami eksperymentalnymi wskazuje to bezposrednio na to, ze obecnos¢
przeciwjonéw jest niezbedna dla dimeryzacji G-kwadruplekséw [131]. Wieksza o 5 kcal/mol
destabilizacja modu 3’-5" niz 3’-3" potwierdza, ze wiazanie K na interfejsie jest odpowie-
dzialne za znaczne zwiekszenie stabilno$¢ dimeru 3’-5’. Poza tym Rys. 5.12B pokazuje, ze
przy obnizaniu stezenia przeciwjonéw faktyczna liczba jonéw K zwiazanych z fosforami

na interfejsie zmniejsza sie bardziej w przypadku 3’-3" (o 1,4 jony) niz w modzie 3’-5" (o 1,1
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RYSUNEK 5.12: A) Zalezno$¢ profili energii swobodnej dla tworzenia dimeréw 3’-3’, 3'-5" 1 5'-
5" w réznych stezeniach soli: tylko przeciwjony Kt (linia kropkowana), fizjologiczne stezenie
KC1 0,15M (linia ciagta) i 0,3 M KCl (linia kreskowana). B) Srednia liczba jonéw K™ w kontakcie
z interfejsem dimeréw: w odlegtosci 0,7nm od faricucha DNA dowolnej jednostki G4 (all), w
odlegloéci 0,7 nm od obu faricuchéw DNA w tym samym czasie (interface), w odlegtosci 0,7 nm
do grupy PO, dwéch jednostek G4 w tym samym czasie (interface POy). C) Rozktad przestrzenny
jonéw KT na interfejsie kazdego z trzech modéw dimeryzacji w stezeniu fizjologicznym KCl,
wygenerowany z 1000 klatek symulacji oddalonych w czasie o 0,5ns. Jony K z interfejsu, ktore
w tym samym czasie sa w kontakcie z grupami PO,4 obu jednostek G4, sa oznaczone na fioletowo.
D) Przyktad nowo powstatego miejsca wiazania Kt utworzonego przez trzy grupy fosforanowe
w modzie 3’-5".

jony). Ze wzgledu na wieksza destabilizacje tego drugiego modu, wynik ten ponownie wska-
zuje, ze wiazanie Kt w modzie 3’-5' jest energetycznie korzystniejsze.

Dopiero przestrzenne rozktady jonow K* dla trzech rozwazanych interfejséw dimeréw
(Rys. 5.12C oraz Rys. B.17) wyjasniaja zrédto réznicy w sile wiazania K*. Przede wszystkim
w modzie 3’-5" jony sa rozmieszczone w sposob niejednorodny oraz w wiekszym stopniu pe-
netruja przestrzen interfejsu lokujac sie miedzy monomerami, w konsekwengji efektywniej
ekranujac oddzialywania pomiedzy fosforanami. Znaczna frakcja tych jonéw (okoto 52%)
gromadzi sie w 3 wyraznie wyréznionych miejscach, bedacych nowo powstatymi miejsca-
mi wiazania jonéw. Owe miejsca wiqzania tworza sie w wolnej przestrzeni pomiedzy jedna
grupa fosforanowa z jednego faricucha DNA oraz dwoma grupami fosforanowymi z drugie-
go taricucha DNA (patrzy przyklad na Rys. 5.12D). Srednie obsadzenie tych miejsc wynosi
niecate 2 jony K* na jedno miejsce. Z drugiej strony mod 3’-3’ charakteryzuje sie bardziej jed-
norodnym sposobem wiazania jonéw, w ktérych to jony sa najbardziej rozproszone po catym
interfejsie oraz slabiej penetruja przestrzenn pomiedzy grupami fosforanowymi, co wskazu-
je na mniej specyficzne i stabsze wiazanie. Powodem dla ktérego w modzie 3’-3" jony nie

wiaza sie korzystnie z grupami fosforanowymi jest stosunkowo duza liczba fosforanéw na
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interfejsie znajdujacych sie blisko siebie, co w konsekwencji prowadzi do ich stabszego ekra-
nowania. Z kolei okazuje sie, ze r6znice w hydratacji trzech interfejséw sa mniej wyrazne i
tylko w przypadku 3’-3" zaobserwowalem zmniejszona hydratacje fosforanéw z interfejsu w
stosunku do stanu monomerycznego (Rys. B.18). Prawdopodobnie wynika to ze wspomnia-
nych juz wczeéniej bezposrednich oddziatywan fosforanéw.

Profile energii swobodnej przy zwiekszonym stezeniu przeciwjonéw (0,30 M na Rys. 5.12)
réwniez potwierdzaja wyzej opisane réznice wiazania jondw przez te dwa mniej preferowa-
ne mody dimeryzacji. Pomimo wzrostu stabilno$ci modu 3’-5" o 3—4 kcal/mol nie zaobser-
wowalem znacznego wzrostu liczby jonéw K na interfejsie (Rys. 5.12B), co wskazuje na
nasycenie miejsc wiazania jonéw juz przy nizszych stezeniach. Z kolei dimer 3’-3" pozostaje
niestabilny nawet przy wyzszych stezeniach soli, mimo Ze liczba przeciwjonéw niespecyficz-
nie zwiazanych z interfejsem wyraZnie wzrasta.

Tymczasem mod 5’-5’ cechuje sie zupelnie odmienna charakterystyka wiazania jonéw na
interfejsie. Ze wzgledu na to, ze odlegtoéci pomiedzy grupami fosforanowymi na interfej-
sie 5'-5" w wiekszosci sa wieksze niz 0,6 nm, nie tworza one szczeg6lnie korzystnych miejsc
wiazania dla jonéw K*. W rezultacie liczba jonéw obecnych na tym interfejsie jest znacznie
nizsza niz na dwoch pozostatych, przy czym 28% jonéw K* znajduje sie w oémiu miejscach
wiazacych, jednakze o niskim powinowactwie (Rys. 5.12C). Warto zauwazy¢, ze przy niskim
stezeniu soli dimer 5’-5" pozostaje wysoce stabilny AG = —13,0kcal/mol (Rys. 5.12A), co
pokazuje, ze stosunkowo niewielka liczba jonéw K™ jest wystarczajaca do ekranowania od-
pychania fosforanéw miedzy monomerami. Ponadto, zwiekszenie liczby przeciwjonéw w
roztworze nieznacznie zmniejsza preferencje do dimeru 5-5’, a jego najwieksza dominacje
obserwuje si¢ w niskim stezeniu, gdy jego miejsca wiazania sa w zasadzie prawie nasycone.

W celu przetestowania wniosku wskazujacego, ze szczegdlnie niekorzystne odpychanie
pomiedzy fosforanami jest odpowiedzialne za destabilizacje mniej preferowanych modéw
dimeryzacji, wyznaczylem nowy profil energii swobodnej dimeryzacji modu 3’-3” w obecno-
$ci modelowego ligandu aromatycznego jako elementu zwiekszajacego odleglosci miedzy
fosforanami. W tym celu wykorzystalem kationowa pochodna, 3,4-tetrametylopirydynio-
porfirazyne (3,4-TMPyPz na Rys. 5.13), ktdra, jak wykazano, selektywnie wiaze sie z ludz-
kim telomerowym G-kwadrupleksem DNA przez zwiazanie na powierzchni G-tetrad [225,
226]. Ze wzgledu na swoj ksztalt, ligand 3,4-TMPyPz powinien dobrze nasladowa¢ dodatko-
wa plaszczyzne aromatyczna miedzy dwiema jednostkami G4-kwadruplekséw.

Rys. 5.13 pokazuje, ze zwiazek 3,4-TMPyPz znajdujacy sie pomiedzy agregujacymi G-
tetradami rzeczywiScie zapewnia zwiekszona stabilnos$¢ dimeru 3’-3’. Wynika to w ze zwiek-
szonej odlegtosci miedzy fosforanami z interfejsu, co w konsekwencji prowadzi do zmniejsza
gestos¢ energii elektrostatycznej przy matych odleglosciach P-P. Efekt jest bardziej korzystny

w poréwnaniu do modu 3’-3" bez ligandéw lub nawet do modu 3’-5’, jednak nie w takim
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RYSUNEK 5.13: A) Wptyw ligandu 3,4-TMPyPz na profil energii swobodnej dla tworzenia dimeru
3’-3’. B) Reprezentatywna struktura dimeru 3’-3’, w ktérym ligand 3,4-TMPyPz posredniczy w
tworzeniu G-kwadrupleksu. Widok z boku i géry na interfejs.

samym stopniu jak w najbardziej optymalnym modzie 5’-5" (Rys. B.19). Jednoczesnie zaob-
serwowatem, ze liczba jonéw K na interfejsie zmniejsza sie 0 66% w stosunku do wersji bez
liganda w modzie 3’-3" (patrz Rys. B.20), co przy nadal nieoptymalnym ulozeniu fosforanéw

moze cze$ciowo wyjasnia¢ umiarkowany wzrost w stabilnoéci dimeru o ~6 kcal/mol.

5.3.5 Podsumowanie

W tym rozdziale, stosujac obliczenia typu energii swobodnej oparte na dynamice molekular-
nej, zbadatem molekularne determinanty dimeryzacji dwéch G-kwadruplekséw o topologi
rownoleglej. Pokazatem, ze dimery réwnolegltych G-kwadruplekséw powstaja prawie wy-
facznie (99,9%) przez bezposrednia agregacje 5-koricowych G-tetrad (stan G-metiated w mo-
dzie 5’-5’), zgodnie z dostepnymi danymi eksperymentalnymi [61, 131-137]. Jednocze$nie
moje symulacje wskazuja na to, ze inne formy dimeréw G-kwadruplekséw takie jak mod
3’-5" czy nawet dimery mediowane przez adeniny (stany A-mediated), sa réwniez termo-

dynamicznie stabilne w stosunku do stanu zdysocjowanego. Jedynym wyjatkiem jest dimer
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powstajacy poprzez agregacje 3’-koricowych G-tetrad (mod 3’-3’), ktéry okazat sie niestabil-
ny. Silna preferencja do modu 5’-5°, w ktérym G-tetrady od strony konicéw 3’ sa dostepne dla
rozpuszczalnika i nie sprzyjaja dalszej agregacji, moze by¢ przyczyna niskiej preferencji G-
kwadruplekséw do tworzenia oligomeréw wyzszych rzedéw [130, 227, 228]

Moje wyniki wskazuja ponadto, ze obserwowane preferencje dimeryzacji wynikaja z sub-
telnej rownowagi pomiedzy odpychaniem ujemnie naladowanych faricuchéw fosfocukro-
wych a korzystnym wiazaniem przeciwjondw na interfejsie dimeréw G-kwadruplekséw. W
szczegOlnosci odkrylem, ze silna preferencja do modu 5-5" jest efektem lokalnie optymalnego
ufozenia faricuchéw DNA z najwiekszymi odleglo$ciami pomiedzy fosforanami w poprzek
interfejsu. Odkrycie to réwniez wyjasnia wyniki eksperymentu, w ktérym dodatkowa grupa
fosforanowa przytaczona na 5’-koricu G-kwadrupleksu o topologii réwnolegtej zapobiega di-
meryzacji w modzie 5’-5" [229]. W pozostalych dwéch mniej stabilnych modach dimeryzagji,
3’-5" i 3’-3’, odpychanie elektrostatyczne miedzy monomerami jest poréwnywalne i znacz-
nie wieksze w poréwnaniu do dominujacego dimeru 5’-5". Stwierdzitem réwniez, ze znacz-
nie wyzsza stabilno$¢ modu 3’-5" mozna przypisa¢ silniejszemu wiazaniu przeciwjonéw w
nowo powstatych miejscach wiazania utworzonych przez grupy fosforanowe na interfejsie
dimeréw. Innym wkitadem, ktéry znaczaco promuje powstawanie dimeru 5-5 okazaly sie
oddziatywania pomiedzy 5-koricowymi G-tetradami, ktére charakteryzuje prawie maksy-
malne mozliwym nakladanie i sugerowane wczeséniej bardzo korzystne ulozenie momentéw
dipolowych guanin [218].

Doktadna analiza proceséw tworzenia dimeréw G-kwadruplekséw przedstawiona w mo-
ich badaniach na poziomie molekularnym nasuwa potencjalne metody zmiany réwnowagi
dimeryzagcji, a tym samym otwiera nowe mozliwosci projektowania oligomerycznych struk-
tur G-kwadruplekséw. Generalnie koncepcja opiera sie na kontrolowaniu elektrostatycznej
rownowagi odpychania-przyciagania pomiedzy odpowiednimi czeéciami uktadu. W szcze-
golnosci przewiduje, ze poprzez podwojenie stezenia przeciwjonéw K mozliwe jest zwigk-
szenie populacje rtéwnowagowej dimeru 3’-5" (od 0,1 do ~15%), ktéry jest szczegdlnie podat-
ny na wigzanie kationéw z roztworu wodnego. Co wiecej, méj model wskazuje, ze stabilnos¢
dimeréw, w ktérych posrednicza G-tetrady, mozna znacznie zwiekszy¢ poprzez zmniejszenie
odpychania pomiedzy fosforanami. Jak sugeruja dodatkowe symulacje, zwiekszenie odlegto-
$ci separacji miedzy fosforanami na interfejsie poprzez zwiazanie modelowego aromatyczne-
go ligandu miedzy jednostkami G-kwadruplekséw znacznie poprawia stabilnos¢ pierwotnie

niestabilnego dimeru 3’-3" wzgledem stanu monomerycznego.
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5.4 Wplyw denaturantéw na stabilnos¢ DNA

Osmolity, czyli matoczasteczkowe zwiazki organiczne gromadzace sie w komérkach pod
wplywem stresu srodowiskowego, moga modulowa¢ stabilnos¢ biopolimeréw, takich jak
biatka i DNA. Pomimo wielu lat badani, molekularny mechanizm ich dziatania zaburzaja-
cego lub stabilizacyjnego wzgledem DNA nie zostal jednoznacznie ustalony. W zwiazku z
tym, aby zbada¢ wptyw osmolitéw na DNA na poziomie molekularnym, postuzylem sie me-
todami symulacji dynamiki molekularnej w celu interpretacji danych spektroskopowych i
kalorymetrycznych uzyskanych przez zespoét prof. J. Stangreta z Katedry Chemii Fizycznej
PG. W zalozonym celu badatem dwa modelowe osmolity: mocznik (dziatajacy denaturujaco
wzgledem zaréwno DNA jak i biatek) oraz betaine (trimetyloglicyne, TMG; dzialajaca dena-
turujaco na DNA i stabilizujaco na biatka).

Uzyskane na Katedrze widma spektroskopowe DNA w zakresie podczerwieni sugeruja,
ze mocznik i betaina odwadniaja DNA i przesuwajq réwnowage konformacyjng od formy
B-DNA do formy A-DNA. Efekt ten zachodzi pomimo réznych wlasciwosci solwatacyjnych
tych zwiazkéw. Ponizej przedstawilem réwnowazna analize lokalnych zmian konformacyj-
nych DNA w réznych roztworach denaturantéw. Wyizolowane widma spektroskopowe de-
naturantéw pierwotnie wskazaly na stabe specyficzne oddzialywania czasteczek denaturan-
tow z DNA, w szczegdlnosci dla betainy. W zwiazku z tym za pomoca analizy radialnych
funkgji rozkladu oraz wspélczynnikéw preferencyjnej akumulacji postanowitem zweryfiko-
wac ta obserwacje. Opisalem réwniez orientacje oraz przestrzenne rozmieszczenie czasteczek
denaturnatéw wokét DNA. Analiza wiazah wodorowych i wyznaczonie energii oddziaty-
wan z natywnym i zdenaturowanym DNA pozwolita mi na wskazanie silnych korzystnych
oddziatywania z zasadami zdysocjowanego DNA oraz zaproponowanie gléwnych mechani-

zméw odpowiedzialnych za destabilizacje DNA przez mocznik i betaine.

5.4.1 Akumulacja denaturnatéw i wody wokét DNA

Dotychczasowe dane z spektroskopii w zakresie podczerwieni oraz uzyskane, z wykorzy-
staniem analizy chemometrycznej, widma zaburzonych denaturnatéw wskazuja na brak sil-
nych i specyficznych oddzialtywan denaturantéw z natywna struktura DNA. Jest to zaska-
kujaca obserwacja, poniewaz denaturanty na ogét oddziatuja korzystnie i bezposrednio z
powierzchnia makroczasteczek (np. mocznik i guanidyna z biatkami). Aby zweryfikowac te
obserwacje wyznaczylem radialne funkcje rozktadu (z ang. Radial Distribution Function) opi-
sujace zmiany gestosci czasteczek wody i denaturantéw wokot czasteczki DNA. RDF wyzna-
czytem na podstawie potozeni srodkéw masy czasteczek denaturantu lub czasteczek wody w
funkcji minimalnej odlegtosci od powierzchni DNA. Z uwagi na fakt, ze czasteczka DNA nie

ma symetrii sferycznej, oryginalne rozkiady znormalizowalem o czynnik wyznaczony jako
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RYSUNEK 5.14: A) i B) Radialne funkcje rozktadu czasteczek rozpuszczalnika wzgledem DNA
dla TMG (linie czerwone w A), mocznika (linie niebieskie w B), czasteczek wody w roztworze
denaturantu (linie zielone) i czasteczek wody w roztworze bez denaturantu (linia pomararczo-
wa). Odcienie koloru zgodnie ze zmianami stezenia denaturantéw. C) i D) Wspétczynnik prefe-
rencyjnego oddziatywania (I') miedzy czasteczka denaturantu a DNA, wyznaczony dla wszyst-
kich roztworéw betainy i mocznika, w zalezno$ci od odlegtosci separacji od powierzchni DNA.
Zmniejszajace sie wartoéci I' pokazuja, Ze betaina jest silniej wykluczana, a mocznik gromadzi sie
na powierzchni DNA wraz ze wzrostem stezenia.

objetos¢ powtoki dostepnej dla rozpuszczalnika w oparciu o metodologie autorstwa grupy
Daggett [230, 231].

Funkcje RDF na Rys. 5.14A,B pokazuja, ze lokalna gesto$¢ TMG i mocznika w poblizu
powierzchni DNA jest wyraZnie zwiekszona w stosunku do gestosci w glebi roztworu (czer-
wona i niebieska linia). Ogoélnie wzgledne gesto$ci mocznika sa jednak zdecydowanie wyz-
sze niz betainy, jednak dla obu denaturantéw gestosci zaleza od stezenia denaturantéw i ich
wzgledna gesto$¢ zmniejsza sie wraz ze wzrostem stezeri (efekt nasycenia). Powtoka solwa-
tacyjna utworzona przez czasteczki betainy jest szersza i przesunieta w kierunku wiekszych
odlegtosci niz w przypadku mocznika. Ma to oczywiscie zwiazek z rozmiarami obu cza-
steczek. Dodatkowo betaina wykazuje zblizona wzgledna gestos¢ czasteczek do wzglednej
gestosci czasteczek wody. Dodatkowy pik dla betainy powyzej 0,4nm sugeruje powstanie
drugiej sfery solwatacyjnej i mozliwo$é posrednich oddzialywania betainy z DNA (przez
czasteczki wody).

Funkcje RDF na Rys. 5.14A,B pokazuja réwniez, ze obecnos$¢ betainy nie zmienia wzgled-
nej wzglednej gestosci czasteczek wody w poblizu powierzchni DNA (zielone linie). Jedynie
wodne roztwory mocznika wykazuja nieznaczny wplyw na wzgledna gestosé¢ czasteczek wo-

dy wokoét powierzchni DNA. Juz przy niskich stezeniach mocznika wzgledna gestos¢ wody

89



5 Wyniki oraz ich dyskusja

jest zredukowana, a dalsze zwiekszenie stezenia mocznika systematycznie zmniejsza efek-
tywna hydratacje powierzchni DNA.

Nastepnie postanowilem zidentyfikowaé molekularne Zrédla eksperymentalnie obser-
wowanej destabilizacji DNA w wyniku dziatania mocznika i betainy. Powszechnie uwaza
sie, ze stabilizujacy lub destabilizujacy wplyw osmolitéw na strukture DNA wynika z ich
bezposrednich, korzystnych oddzialywar z powierzchnia DNA lub posrednich oddzialywan
z DNA. W zwiazku z tym, zbadatem czy mocznik i betaina sa preferencyjnie wykluczone lub
akumuluja sie przy powierzchni DNA (bezposrednio oddzialuja) oraz jak te preferencje zmie-
niaja sie wraz ze stezeniem roztworu. W tym celu obliczytem wspélczynnik preferencyjnego
oddziatywania I'(r), ktérego definicja znajduje sie w Zataczniku C.1.

Rys. 5.14C pokazuje ujemne wartosci I'(r) w pierwszej sferze solwatacyjnej (<0,4nm)
dla betainy, co przy niezaleznej wzglednej gestoéci wody od stezenia, wskazuje na efektyw-
nie wykluczane czasteczek tego denaturantu z powierzchni DNA. Najwieksze wykluczenie
TMG wystepuje w bezposrednim sasiedztwie DNA (I' = —25 dla r= 0,34nm przy 3,5M).
Mozna réwniez zauwazy¢, ze liczba czasteczek betainy wykluczonych z powierzchni DNA
wzrasta wraz ze wzrostem stezenia. Dopiero dla odleglosci wiekszych niz 0,4 nm wystepuje
niewielka akumulacja betainy zwiazana z tworzona przez nia druga sfera solwatacyjna.

W przypadku wszystkich roztworéw mocznika na Rys. 5.14D mozna zauwazy¢, ze war-
tos¢ I' jest dodatnia w prawie calym rozwazanym zakresie odleglosci, co wskazuje na prefe-
rencyjna akumulacje denaturantu na powierzchni DNA, co jest typowym zachowaniem dla
denaturantéw. Dodatkowo wida¢, ze preferencja mocznika do oddzialywania z powierzch-
nia DNA znacznie wzrasta wraz ze wzrostem jego stezenia, co zgadza sie z wynikami badan

prowadzonymi nad innymi kwasami rybonukleinowymi [232].

5.4.2 Miejsca oddzialywan denaturantéw w obrebie czasteczki DNA

Aby okresli¢ miejsca w obrebie struktury DNA, ktére sa szczeg6lnie preferowane przez cza-
steczki denaturantéw, wyznaczytem liczbe czasteczek denaturnatéw oddziatujacych w sta-
nie natywnym i zdysocjowanym z wybranymi elementami strukturalnymi czasteczki DNA.
Warto zaznaczy¢, ze catkowita liczba czasteczek denaturantéw wokét DNA nie jest suma
dla poszczeg6lnych elementéw strukturalnych, poniewaz sfery solwatacyjne poszczegélnych
elementéw moga sie pokrywac.

Rys. 5.15 pokazuje, ze pierwsza sfera solwatacyjna DNA w stanie natywnym i zdysocjo-
wanym zawiera wiecej czasteczek mocznika w przeliczeniu na jedna zasade azotowa niz cza-
steczek betainy pomimo tego samego stezenia roztworu i réznych grubosci pierwszej sfery
solwatacyjnej. Dotyczy to rowniez pierwszej sfery solwatacyjnej oddzielnie zasad azotowych
(RES) i szkieletu DNA (BB). Dekompozycja strukturalna pokazuje réwniez, ze akumulacja

betainy i mocznika na powierzchni DNA wynika gléwnie z duzo wiekszej liczby czasteczek

90



5 Wyniki oraz ich dyskusja

~

w
3

w

T

[3%]
w
K]
ATV

L%,
%4

o

3]

-
ol

T
S5
5%
Ve
7

*ate%s

o

2%
o5
X
=

R

<
.28
-
Py
L
{ :
T

5
X
{3

o2

Pata®

O
%
o
T

—_
n

*al

*
-
o
7
{3
T
o
$%%8

>

sl

T
=
255
OO
e
25
%

e

<]
15
%

..,
o

S

7
o¥e%s

KA

e
=

o

VI

>
7

..,

%!

v

Number of molecules / nb

o
X
2
77

25
2

<
M
2
S

>0
!
>
e
bt
2

.,

s
N
L
v

.
25
-
v
S5
O,

255

—_—
%s%,
X

2%
ez
..?.?.

P s

o’

sl
7

-
2%

>
7
>

5

X
%
0

*.
D
s
!
o’
7

R
2
o
-,
o
%
2

Tats!

5
-

o
&5
.

o
2
%

-
!

52
e
%!
2
-

L
2
-
s
%
o’
Ta%s!

oS
Jr—

5
.
bsts

b5
-

A
o
o
%
i
&

a

.~

P

s

X
o

RES BB DG DC DA

0.5

RYSUNEK 5.15: Liczba czasteczek TMG (na czerwono) i mocznika (na niebiesko) w przeliczeniu

na jeden nukleotyd w pierwszej sferze solwatacyjnej w stanie natywnym (stupki petne) i stanie

zdysocjowanym (stupki przerywane) dla catej struktury DNA (DNA), wszystkich zasad azoto-

wych (RES), szkieletu DNA (BB), reszt guanin (DG), reszt cytozyn (DC), reszt adenin (DA) i reszt

tymin (DT). Dane tylko dla 3,5 M roztworéw TMG i mocznika. Warto$¢ promienia pierwszej sfe-

ry solwatacyjnej zostata ustalona na podstawie radialnych funkgcji rozktadu rozpuszczalnikéw na
Rys. 5.14.

denaturnatéw wokot szkieletu DNA (75% wszystkich czasteczek TMG i 70% wszystkich cza-
steczek mocznika). Co istotne z punktu widzenia mechanizmu destabilizacji, podczas de-
naturacji DNA liczba czasteczek betainy i mocznika w pierwszej sferze solwatacyjnej zasad
azotowych wzrasta odpowiednio o 185% w przypadku betainy i 0 175% w przypadku mocz-
nika. Z drugiej strony wzrost liczby czasteczek denaturantow dla szkieletu DNA jest znacznie
mniejszy (6-8%), co wskazuje na maksymalna jego solwatacje juz w stanie natywnym.

Nastepnie sprawdzitem preferencje denaturantéw do oddziatywania z poszczeg6lnymi
zasadami azotowymi. Rys. 5.15 przedstawia liczbe czasteczek denaturantéw na jedna zasade
azotowa (DG, DC, DA i DT) w pierwszej sferze solwatacyjnej. W stanie natywnym i zdenatu-
rowanym czasteczki mocznika wykazuja wieksza akumulacje dla wszystkich rodzajéw zasad
azotowych niz czasteczki betainy i jednoczes$nie wykazuja bardziej rtownomierna preferencje,
szczegOlnie w stanie zdenaturowanym. Wskazuje to na faworyzowanie stanéw zdenaturo-
wanych DNA poprzez silne, ale niespecyficzne oddziatywania z eksponowanymi zasadami
DNA. W przypadku betainy wyraZnie widoczna jest preferencja do guanin, ktéra wzmacnia
sie w stanie zdenaturowanym DNA. Potwierdza to obserwowana eksperymentalnie zdol-
no$¢ betainy do obnizania stabilnosci fragmentéw DNA bogatych w pary guanina—cytozyna
[38, 233].

91



5 Wyniki oraz ich dyskusja

o : B 3.5M A U 3.5M J
e
< [
- s
o s <
b s e ¥ 5 & L & 2 e P
5 s @ ¢ 8 ¢ L T h & o 3
3 s > - - = @ - © @ © @
o s s i 1
2 o S
[s] Ry RS
g ozl o .
w2 s
u“ s s
o B o
o g fo
e
£ e b
:’ “o"“ "\o |
B s
] oo
Z b i
et o]
ool s

RES

RYSUNEK 5.16: Liczba czasteczek wody na jeden nukleotyd w pierwszej sferze solwatacyjnej w
stanie natywnym (pelne stupki) i stanie zdenaturowanym (przerywane stupki) dla calej struktury
DNA (DNA), zasad nukleinowych (RES) i szkieletu DNA (BB). A) Dane dla roztworu wodnego
bez denaturantéw, B) 3,5 M roztwér TMG i C) 3,5 M roztwér mocznika. Utamek procentowy re-
prezentuje stosunek miedzy obserwowana a oczekiwana liczba czasteczek wody w pierwszej sfe-
rze hydratacyjnej (szczegoty w Zataczniku C.1). Wartoé¢ promienia pierwszej sfery solwatacyjnej
zostala ustalona na podstawie radialnych funkcji rozkltadu rozpuszczalnikéw na Rys. 5.14.

5.4.3 Wplyw denaturantéw na rozklad wody wokét DNA

Sugeruje sie, ze osmolity moga zmienia¢ sfery hydratacyjne makroczasteczek poprzez zmia-
ne struktury wody, a tym samym lokalna gesto$¢ wody. Jednak wplyw denaturantéw na ge-
stos¢ wody wokoét powierzchni DNA nie jest dobrze znany. W zwiazku z tym wyznaczytem
liczbe czasteczek wody na jedna zasade azotowa w pierwszej sferze solwatacyjnej w stanie
natywnym i zdysocjowanym. DNA podzielitem na nastepujace grupy: cala czasteczke DNA,
wszystkie zasady azotowe oraz szkielet DNA. Ponadto okreslitem procentowy stosunek mie-
dzy obserwowana a oczekiwana liczba czasteczek wody (wynikajacy z lokalnych gestosci) w
pierwszej sferze solwatacyjnej (szczegoty obliczerr w Zataczniku C.1) .

Rys. 5.16A pokazuje, ze w wodnym roztworze bez denaturantéw (0M) to wiasnie szkie-
let DNA jest najsilniej hydratowanym elementem struktury DNA. Jak mozna oczekiwag,
pod wplywem denaturacji liczba czasteczek wody w pierwszej sferze solwatacyjnej dla catej
struktury DNA wzrasta, gléwnie na skutek zwiekszenia powierzchni eksponowanej do roz-
puszczalnika zasad azotowych i w konsekwencji zwiekszonej ich hydratacji. Jednoczesénie
obserwuje sie czeSciowa kompensacje tego efektu poprzez zmniejszenie hydratacji szkieletu
DNA, czego przyczyna jest bardziej zwarta struktura taficucha DNA.

Réwnie spodziewanym efektem jest zmniejszenie bezwzglednej liczby czasteczek wody
wokot czasteczki DNA w stanie natywnym po dodaniu denaturantéw, odpowiednio o okoto
40% dla betainy i okoto 30% dla mocznika. Pomimo uzycia tych samych stezeri denaturan-
tow obserwuje jedynie nieznaczne zmniejszenie efektywnosci hydratacji DNA w roztworze
betainy, w postaci 96% oczekiwanej liczby czasteczek wody niz ma to miejsce w roztworze

mocznika (88%). Sugeruje to, ze betaina pomimo tego, ze wypiera znaczna liczbe czasteczek
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wody to nie zaburza jej struktry i gestosci. Z kolei podczas denaturacji liczba czasteczek wo-
dy woké6t DNA nie wzrasta w ten sam sposob dla obu denaturantéw. W roztworze betainy
wida¢ znaczny wzrost obserwowanej liczby czasteczek wody wokét DNA o 25% (do 111%
oczekiwanej liczby czasteczek wody), podczas gdy w roztworze mocznika jedynie o 5% (do
85% oczekiwanej liczby czasteczek wody). Oznacza to, ze w roztworze betainy DNA w stanie
zdenaturowanym jest lepiej hydratowane niz wynikaloby to z lokalnych stezeni roztworu. Co
ciekawe efekt ten jest gléwnie wynikiem zwiekszenia liczby czasteczek wody wokét zasad
azotowych. W roztworach mocznika pomimo zwiekszenia liczby czasteczke wody wokét ca-
fej czasteczki DNA sytuacja nie zmienia sie i obserwowana liczba czasteczek wody to tylko
85% oczekiwanej liczby czasteczek wody. Wskazuje to na zdecydowanie gorsze wtasciwosci

hydratacyjne wody w roztworze mocznika.

5.4.4 Wiazania wodorowe miedzy DNA a roztworami denaturantéw

Wiedza o akumulacji czasteczek wokét powierzchni DNA nie jest wystarczajaca do wyzna-
czenia wzgledej efektywnosci solwatacji przez roztwory osmolitéw w poréwnaniu z roztwo-
rem wodnym pozbawionym osmolitu. W zwiazku z tym po pierwsze wyznaczylem liczbe
wiazah wodorowych utworzonych pomiedzy wybranymi elementami strukturalnymi DNA
a czasteczkami mocznika i betainy (Rys. 5.17A) lub wszystkimi czasteczkami roztworu (woda
+ denaturant) (Rys. 5.17C) w 3.5M roztworze mocznika i 3 M roztworze betainy. Wyznaczy-
fem réwniez zmiany w liczbie wigzarh wodorowych podczas denaturacji DNA w tych samych
roztworach (Rys. 5.17B,D).

Rys. 5.17A pokazuje, ze w natywnym stanie DNA czasteczki betainy w ogdlnosci nie two-
rza wielu wiazan wodorowych z z zasadami azotowymi DNA, co jest potwierdzeniem wcze-
$niejszych analiz preferencji i akumulacji. Co wiecej, nie zaobserwowalem zadnych wiazan
wodorowych z resztami tyminowymi i, czego nalezato oczekiwa¢, ze szkieletem DNA. W
przeciwieristwie do betainy, mocznik tworzy wiele wiazant wodorowych z cata powierzchnia
DNA, a zwlaszcza ze szkieletem fosfocukrowym. Sugeruje to, ze jego wlasciwosci denaturu-
jace sa powiazane z mozliwoscia tworzenia wiazan wodorowych.

Rys. 5.17B pokazuje, ze denaturacja DNA w przypadku obu roztworéw znacznie zwiek-
sza liczbe wiazan wodorowych pomiedzy czasteczkami denaturantéow a DNA. Jednak naj-
wiekszy wzrost liczby nowych wiazait wodorowych obserwuje sie pomiedzy czasteczkami
betainy a resztami guaniny. Jest to ponownie spdjne z obserwowanym eksperymentalnie
efektem obnizania stabilno$ci par guanina—cytozyna w roztworach betainy. W przypadku
innych zasad azotowych wzrost jest zdecydowanie mniejszy i bardziej jednorodny. Czastecz-
ki mocznika w stanie zdenaturowanym lepiej oddziatuja z zasadami azotowymi tworzac w
sumie wiecej nowych wiazarn wodorowych z nimi niz ze szkieletem DNA. Gléwny mecha-

nizm denaturacji DNA przez mocznik polega zatem prawdopodobnie na akumulowaniu sie i
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RYSUNEK 5.17: A) Liczba wiazan wodorowych tworzonych przez czasteczke denaturantu z po-
szczegblnymi typami zasad azotowych DNA (DG, DC, DA, DT) i ze szkieletem DNA (BB) w
natywnym stanie DNA. B) R6znica w liczbie wiazari wodorowych miedzy denaturantami a po-
szczegblnymi typami zasad azotowych DNA (DG, DC, DA, DT) i ze szkieletem DNA (BB) od-
powiadajaca denaturacji (r6znica miedzy stanem zdysocjowanym a stanem natywnym). C) Cat-
kowita liczba wiazai wodorowych pomiedzy czasteczkami roztworu (woda + denaturant) z po-
szczegblnymi typami zasad azotowych DNA (DG, DC, DA, DT) i ze szkieletem DNA (BB) w
natywnym stanie DNA. D) Réznica miedzy catkowita liczba wiazant wodorowych w stanie zdy-
socjowanym a natywnym. Dane dla roztworu wodnego bez denaturantéw (zielone stupki), 3,5M
roztworu TMG (czerwone stupki) i 3,5 M roztworu mocznika (niebieskie stupki).

preferencyjnym tworzeniu wiazan wodorowych z zasadami, w efekcie faworyzujac i wzmac-
niajac stan zdenaturowany.

Rys. 5.17C pokazuje, ze najlepiej solwatowanym elementem struktury DNA w stanie na-
tywnym jest jego szkielet fosfocukrowy i fakt ten jest niezalezny od rodzaju roztworu. Obec-
nos¢ czasteczek betainy w roztworze powoduje znaczne zmniejszenie catkowitej liczby wia-
zan wodorowych pomiedzy DNA a roztworem. Prowadzi to do ostabienia sieci wiazarh wo-
dorowych miedzy powierzchnia DNA a roztworem i ogdlna destabilizacje stanu natywnego
DNA. Zmniejszenie solwatacji DNA przez betaine obserwuje sie szczeg6lnie w przypadku
guanin, tymin oraz szkieletu DNA. W przypadku mocznika roztwoér utrzymuje ten sam po-
ziom solwatacji, a nawet nieco wyzszy dla szkieletu DNA. Sugeruje to, ze podwdjna helisa
DNA oddziatuje z mocznikiem tak samo korzystnie jak z woda. Z kolei Rys. 5.17D pokazuje,
ze denaturacja czasteczki DNA wiaze sie ze znacznym spadkiem solwatacji szkieletu DNA
dla obu roztworéw, przy czym w obecnosci betainy spadek ten jest najmniejszy (o 5%), a dla
mocznika i roztworu bez denaturnatéw dochodzi do 10%. Podczas denaturacji liczba nowych
wiazan wodorowych tworzonych przez mocznik jest wieksza prawie dla wszystkich zasad
azotowych niz w roztworze wodnym bez denaturantu. Ponownie potwierdza to stwierdzona

wczedniej preferencje mocznika do stanu zdenaturowanego DNA. Podczas denaturacji DNA
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RYSUNEK 5.18: A) Rozktad prawdopodobieristwa kata miedzy osiami czasteczek denaturantéw
a normalna do powierzchni czasteczki DNA (DNA, linia ciagla), szkieletu DNA (BB, linia krop-
kowana) i zasad nukleinowych (RES, linia przerywana). Wstawka pokazuje atomy opisujace osie
molekularne czasteczek: atomy azotu i tlenu dla czasteczek betainy (kolor czerwony) oraz ato-
my tlenu i azotu dla czasteczek mocznika (kolor niebieski). Osie czasteczek sa przedstawione
jako zielony wektor. B) i C) Radialne funkcje rozkltadu dla atoméw azotu betainy (czerwona linia
ciagta) i czasteczek mocznika (niebieska linia ciagta), atoméw tlenu betainy (czerwona linia prze-
rywana) i czasteczek mocznika (niebieska linia przerywana) oraz atoméw tlenu w czasteczkach
wody (zielona linia).

w obecnosci mocznika jedynie solwatacja guaniny pozostaje na podobnym poziomie. Roz-
twor betainy przejawia przeciwne zachowanie. Réznice w solwatacji zasad azotowych DNA
pomiedzy stanem zdenaturowanym a natywnym dla betainy sa mniejsze niz w pozostatych
roztworach. Pod tym wzgledem wyrézniaja sie jedynie guaniny, ktére tworza wiele wiazan

wodorowych z czasteczkami betainy.

5.4.5 Rozklad przestrzenny czasteczek denaturanté6w wokét DNA

W celu opisu orientacji czasteczek denaturantéw w stosunku do powierzchni DNA, wyzna-
czytem rozklad prawdopodobieristwa katéw miedzy osiami czasteczek betainy i mocznika
a normalna do powierzchni DNA. O$ czasteczki TMG zostata zdefiniowana przez potozenie
atomu azotu i Srodek masy atomoéw tlenu (patrz wstawka na Rys. 5.18A). Z kolei 0§ czastecz-
ki mocznika zostata zdefiniowana przez atom tlenu i srodek masy atoméw azotu. Taki wyboér
osi odzwierciedla réwniez orientacje wektoréw momentéw dipolowych obu czasteczek.
Rys. 5.18A pokazuje, ze czasteczki betainy sa zorientowane w kierunku powierzchni DNA
przez dodatnio natadowany fragment (tj. grupe trimetyloamoniwa), natomiast utozenie cza-
steczek mocznika jest bardziej zréznicowane. Wynik ten sugeruje, ze czasteczki betainy nie
wykazuja duzego potencjatu do tworzenia wiazati wodorowych z DNA (przez grupy metylo-
we). Czasteczki mocznika sa gléwnie zorientowane w kierunku DNA przez grupy aminowe,
ale pewna cze$¢ czasteczek ma réwniez orientacje réwnolegta w stosunku do powierzchni
DNA (wysokie prawdopodobieristwo dla wartosci katowych bliskich 90°). Istnieja rowniez
pewne réznice w ulozeniu czasteczek denaturantow wzgledem jedynie zasad azotowych
oraz szkieletu DNA. Czasteczki betainy wykazuja jedne okreslone utozenie w odniesieniu

do zasad azotowych (linie przerywane na Rys. 5.18A) niz szkieletu DNA (linie kropkowane),
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podczas gdy czasteczki mocznika preferuja prostopadle utozenie wzgledem faricucha DNA
oraz réwnolegle wzgledem powierzchni zasad azotowych.

Dla potwierdzenia tych efektéw wyznaczytem réwniez radialne funkcje rozkltadu wybra-
nych atoméw z czasteczek denaturantéw wzgledem powierzchni DNA. Jak widac¢ z Rys. 5.18
B,C obie czasteczki denaturantéw wykazuja preferencje do oddziatywania z DNA poprzez
fragmenty strukturalne z atomami azotu, co potwierdza wczes$niej wyznaczone wzgledne
ufozenie tych fragmentéw czasteczek wzgledem DNA. Teoretycznie oba denaturanty maja
mozliwoé¢ bezposredniego oddziatywania z powierzchnia DNA i tworzenia wiazarh wodo-
rowych przez atomy tlenu. Natomiast radialne funkcje rozkladu na Rys. 5.18B,C potwier-
dzaja, ze mocznik wyraznie silniej oddziatuje z DNA za posrednictwem grupy karbonylowej
niz betaina, ktéra posiada nawet takie dwa centra oddziatywan. Poza tym mocznik wykazuje
zwiekszona preferencje do oddziatywania z czasteczka DNA poprzez atomy tlenu juz na ma-
tych odlegtosciach (w zakresie od 0,25 nm do 0,5 nm), natomiast betaina wykazuje nieznaczna
preferencje do takich oddziatywan jedynie dla odleglosci réwnej okoto 0,42 nm. Ta obserwa-
gja sugeruje, ze cze$¢ czasteczek betainy jest wykluczana z powierzchni DNA i potencjalnie
bierze udziat w posrednich oddziatywaniach z DNA przez czasteczki wody. Te charaktery-
styczne sposoby ulozenia czasteczek denaturantéw moga by¢ czeSciowo odpowiedzialne za
zaobserwowane eksperymentalnie nieliniowe zaleznoéci temperatury topnienia mierzone w
kalorymetrii DSC.

Aby dodatkowo potwierdzi¢ opisane powyzej preferencje i ustali¢ dokladne rozmieszcze-
nie czasteczek denaturantow wokoét DNA, wyznaczylem przestrzenny rozklad czasteczek
denaturantéw wokoét helisy DNA, a wyniki przedstawilem na dwéch rodzajach dwuwy-
miarowych map gestosci. Mapy pierwszego typu na Rys. 5.19B,C pokazuja zaleznos¢ gesto-
Sci czasteczek denaturantu w funkgji odlegtosci do osi helisy DNA (wspoétrzedna DR) oraz
wzdtuz osi helisy DNA. Potozenie wzdluz osi helisy DNA mozna fatwo przetozy¢ na po-
fozenie wzgledem par zasad oraz pozycje w sekwencji DNA. Drugi typ map z Rys. 5.19E,F
pokazuje gestos¢ radialna i katowa (w plaszczyzZnie X-Y zasad azotowych) czasteczek dena-
turantéw wzgledem gtéwnej osi helisy DNA. Dla tego rodzaju map wartosci gestosci podaje
sie jako $rednia dla wszystkich par zasad DNA.

Jak przedstawiono na mapach gestosci radialnej (Rys. 5.19B,C) czasteczki mocznika two-
rza dwie sfery solwatacyjne, w obrebie helisy DNA oraz poza obszarem wyznaczonym przez
jej promieni (biala linia na Rys. 5.19B). Podczas gdy betaina tworzy jedna, ale dobrze zdefinio-
wanga zewnetrzna sfere solwatacyjna (duze wartosci gestosci poza obszarem wyznaczonym
przez promieni helisy). Wynika to gtéwnie z faktu, ze czasteczki mocznika ze wzgledu na
mniejsze rozmiary czasteczkowe latwiej penetruja wieksza i mniejsza bruzde DNA. Powyz-

sze obserwacje potwierdzaja réwniez mapy gestosci katowej przedstawione na Rys. 5.19E,F.
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RYSUNEK 5.19: A) Definicja odlegtosci radialnej od osi helisy DNA (DR, obracajacej sie zgodnie
z helisa) i odleglo$¢ wzdtuz osi helisy (D, polozenie wzgledem par zasad), czyli wspéirzednych
helikalnych dla dwuwymiarowych map gestosci. B) i C) Dwuwymiarowy rozkltad gestosci cza-
steczek denaturnatéw, odpowiednio, dla TMG i mocznika wokét DNA we wspéirzednych heli-
kalnych. Biafe linie reprezentuja potozenie grup fosforanowych w stosunku do osi helisy DNA i
reprezentuja promien helisy DNA. D) Polozenie i definicja ukladu wspéirzednych ptaszczyzny
X-Y na przyktadzie pary zasad G-C dla drugiego typu dwuwymiarowych map gestosci. Czerwo-
na kropka reprezentuje o$ helisy DNA, czarne kropki oznaczaja potozenie atoméw fosforu, biate
koto reprezentuje promieni helisy DNA, zielone pole reprezentuje obszar mniejszej bruzdy DNA,
a niebieskie pole reprezentuje obszar wiekszej bruzdy DNA. E) i F) Rozklad gestosci czasteczek,
odpowiednio, TMG i mocznika wokét DNA w 3,5 M roztworach; warto$ci gestosci wyznaczone
jako érednie dla wszystkich par zasad, oprécz koricowych.

Czasteczki betainy chetniej akumuluja sie wokét szkieletu DNA (poza obszarem wyznaczo-
nym przez promiefi helisy DNA) niz wokét zasad azotowych, podczas gdy czasteczki mocz-
nika silniej penetruja strukture helisy DNA. Wspomniana wczeséniej preferencyjna orientacja
betainy poprzez jej dodatni biegun momentu dipolowego (grupe aminowa), w szczegdlno-
Sci do grup fosforanowych DNA w mniejszej bruzdzie (Rys. 5.19) wskazuje na jej czescio-
wy udzial w stabilizacji elektrostatycznej helisy DNA. Ponadto z map gestosci radialnej na
Rys. 5.19B,C mozna zaobserwowa¢, podobnie jak wczesniej, preferencje czasteczek betainy
do par zasad G-C lub C-G w sekwencji DNA (pary zasad 4, 8, 12i 15 od 5’-korica). W przy-
padku czasteczek mocznika wyniki niezmiennie wskazuja na brak okreslonej preferencji do

par zasad.
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RYSUNEK 5.20: Wartosci energii oddzialywan miedzy skladowymi symulowanego uktadu

(DNA, woda, jony NA™T i czasteczki denaturantéw) dla roztworu betainy (niebieskie stupki) i

mocznika (czerwone stupki), obliczone jako réznica wartoéci energii w stanie zdenaturowanym i

natywnym. Warto$ci ujemne oznaczaja korzystny wzrost oddzialywar sprzyjajacych denaturacji.
Kolor i jego ton wskazuje na rodzaj roztworu i stezenie denaturantéw.

5.4.6 Energie oddzialywania DNA z czasteczkami roztworu

Spontaniczna denaturacja DNA jest skutkiem korzystniejszych oddziatywan pomiedzy DNA
i czasteczkami roztworu, w szczegélnosci osmolitéw, w stanie zdenaturowanym. W zwiaz-
ku z tym postanowilem zbada¢ potencjalne sity napedowe denaturacji poprzez wyznaczenie
wkladéw do entalpii denaturacji pochodzacych od oddziatywarn pomiedzy poszczegdlnymi
elementami ukladu. Wklady przedstawione na Rys. 5.20 sa suma energii elektrostatycznej
oraz van der Waalsa i zostaly obliczone jako usrednione réznice entalpii w symulacjach mie-
dzy stanami natywnymi i zdenaturowanymi DNA.

Rys. 5.20 pokazuje, ze zmiany oddziatywan wewnatrzczasteczkowych w DNA (DNA-
DNA) towarzyszace jego denaturacji w roztworze bez denaturantéw i w roztworze moczni-
ka sa bardzo niekorzystne (1700-1850 k] /mol). Z kolei w roztworze betainy ten niekorzystny
wzrost energii jest zdecydowanie mniejszy (140-500 kJ/mol). Moze to by¢ wynikiem réznic

konformacyjnych w stanach natywnych oraz zdenaturowanych DNA w réznych roztworach.
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Réwnoczesdnie podczas denaturacji czasteczki DNA nastepuje wzrost powierzchni DNA do-
stepnej dla roztworu, a w konsekwencji zwiekszenie oddziatywan DNA z roztworem (DNA-
OSM, DNA-WATER). W rzeczywistosci suma oddziatywann DNA z woda, denaturantami i
przeciwjonami Na™ wskazuje na promowanie przez te oddziatywania stanu zdenaturowa-
nego. Co wiecej, denaturacja DNA w roztworach betainy prowadzi do znacznej utraty ko-
rzystnych oddzialywari DNA z jonami Na™. Liczba jonéw Na* sasiedztwie DNA maleje po
denaturacji o okoto 10%, co wida¢ na Rys. C.1 w Zataczniku C.1.

Pozostate wktady energetyczne dla jon6w Nat (WODA-NA, NA-NA, OSM-NA) réw-
niez wskazuja na silny wplyw czasteczek betainy na zachowanie jonéw Na™ w roztworze.
Ze wzgledu na wazna role jonéw w stabilizacji natywnej struktury DNA, sugeruje to, ze me-
chanizm denaturujacego dziatania betainy moze réwniez polega¢ na wykluczaniu jonéw z
powierzchni DNA. Betaina dzieki duzemu momentowi dipolowemu (15,4 D) moze tylko w
niewielkim stopniu zastapi¢ kationy i stabilizowa¢ strukture DNA.

Rys. 5.20 pokazuje takze, ze denaturacja w roztworach bez denaturantéw i w roztworach
betainy jest procesem niekorzystnym ze wzgledu na oddziatywania pomiedzy czasteczkami
wody (WODA-WODA). Wyjatek stanowia roztwory mocznika, w ktérych te oddzialywania
sprzyjaja denaturacji (—400-900 k] /mol), prawdopodobnie przez korzystniejsza organizacje
wody w glebi roztworu. Z drugiej strony oddzialywania pomiedzy czasteczkami denaturan-
tow (OSM-OSM) wykazuja przeciwny charakter. Tworzenie bardziej niekorzystnych oddzia-
lywan miedzy czasteczkami mocznika wskazuje na wzrost kontaktu miedzy nimi w wyniku
ich agregacji wokot zdenaturowanego DNA. Natomiast czasteczki betainy wydaja sie ko-
rzystniej oddziatywac ze soba.

Wyznaczylem réwniez catkowita entalpie denaturacji DNA w réznych roztworach wyra-
zona jako sume wszystkich wkltadéw z Rys. 5.20. Uzyskana przeze mnie wartos¢ dla roztwo-
ru wodnego (22 k] /mol-pz) jest bardzo zblizona do Sredniej wartosci eksperymentalnej ental-
pii (28+£2kJ/mol pz) dla denaturacji DNA [234]. W przypadku roztworéw betainy wartosci
te mieszcza sie w zakresie 12-15k]/mol-pz w zaleznoéci od stezenia oraz 10-13 kJ/mol-pz
dla roztworéw mocznika. Biorac pod uwage Srednia eksperymentalna entropie denaturacji
ctDNA (79,6+4 J/(K-mol-pz)) [234] wynika, Ze DNA juz nawet w roztworze wodnym bez
denaturantéw w temperaturze 300K jest tylko marginalnie stabilne (AG ~ —1,6 kJ/mol-bp),
co zgadza sie z niska temperatura topnienia DNA bez buforu (51°C) wyznaczona w kalory-
metrii DSC.

Rys. 5.21 przedstawia réznice energii oddziatywan poszczegdlnych elementéw ukladu
miedzy roztworem denaturnatéw i roztworem bez denaturantu. Ze wzgledu na rézna licz-
be czasteczek wody i denaturantéw w systemach, zaprezentowane sa tylko te wkiady do

energii, ktére moga by¢ poréwnywane.
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RYSUNEK 5.21: Wartoéci energii oddzialywan pomiedzy skladowymi symulowanych uktadéw
dla roztworéw TMG (niebieskie stupki) i roztworéw mocznika (czerwone stupki), obliczone ja-
ko réznica wartosci energii pomiedzy ukladem z i bez denaturanta w stanie natywnym DNA.
Wartosci ujemne oznaczaja korzystny wzrost oddziatywan. Kolor i jego ton wskazuje na rodzaj
roztworu i stezenie denaturantéw. Dolny panel w szarym prostokacie zawiera wartosci energii
oddzialywania przeliczonej na jeden mol czasteczek denaturantu.

Po pierwsze, Rys. 5.21 pokazuje, ze dodanie denaturantéw do roztworu nieznacznie zwiek-
sza oddzialywania wewnatrzczasteczkowe w czasteczce DNA (—10-60k]J/mol), co wyni-
ka ze zmian konformacyjnych DNA indukowanych obecnoécia denaturantéw (p6zniejsza
analiza). Réwnolegle mozna zaobserwowaé znaczna utrate oddziatywann DNA z woda dla
obu roztworéw (DNA-WATER = 2500-13000 kJ/mol) i oddziatywari DNA z jonami Na™,
szczegOlnie dla roztworéw betainy (DNA-NA = 3000-4800 k] /mol). Ponadto dodanie beta-
iny do roztworu nie jest korzystne dla oddzialywan pomiedzy samymi jonami (NA-NA =
850-900 kJ /mol), w odréznieniu od mocznika, ktérego dodanie do roztworu sprawia, ze od-
dziatywania te stajq sie nieznacznie korzystniejsze (NA-NA = —50-90 k] /mol). Ponadto, cza-
steczki betainy powoduja duze zmiany energii oddzialywan wody z jonami (WATER-NA =
16000-19000 kJ /mol), co ponownie wskazuje na zaburzony rozktad jonéw w roztworze przez
ten denaturant. Okazuje sie, ze duze zmiany w oddziatywaniu DNA z jonami Na™ (DNA-
NA = 30004800 k] /mol) mozna wytlumaczy¢ duzym spadkiem liczby joné6w Na™t (o nawet
50-75 %) wokoét DNA (patrz Rys. C.1 w Zalaczniku C.1). Jak juz wspominalem, to wyklucze-
nie jonéw i stabsze ekranowanie silnego odpychania miedzy grupami fosforanowymi moze
prowadzi¢ do znacznej destabilizacji struktury podwéjnej helisy DNA.

Na koniec, w celu oceny zastosowanego przeze mnie modelu molekularnego, wyznaczy-

fem réwniez entalpie bezposrednich oddzialtywan czasteczek denaturantéw z DNA, jonami
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RYSUNEK 5.22: A) Serie danych z réznych symulowanych uktadéw (wektory z warto$ciami po-
szczegblnych parametrow) rozpiete na dwa pierwsze wektory wlasne uzyskane z analizy gtow-
nych skladowych dla natywnej struktury DNA w roztworze bez denaturantéw. Rézne roztwory
sa oznaczone przez rézne symbole, a ich stezenia przez ton koloru. B) Srednie wartosci rézni-
cy odlegtosci pomiedzy rzutami potozern dwoéch atoméw fosforu na o§ DNA (Zp) oraz Srednie
wartosci promienia helisy (HR P) w réznych roztworach. Oba parametry zostaty obliczone na
podstawie potozenia atoméw fosforu DNA w réznych roztworach betainy i mocznika.

Na™ i woda. Dolny panel na Rys. 5.21 pokazuje, ze uzyskane przez mnie entalpie oddziaty-
wan czasteczek betainy (DNA-OSM = —5,9-5,3 k] /mol) i czasteczek mocznika z DNA (—2,4—
1,9kJ/mol) z DNA sa zgodne z wczesniejszymi wynikami otrzymanymi w kalorymetrii ITC
(odpowiednio —2,9 k] /mol oraz —2,1kJ/mol).

5.4.7 Zmiany konformacyjne DNA

Jak wiadomo, struktura dwuniciowego DNA jest wrazliwa na wlasciwosci rozpuszczalni-
ka, w tym na aktywnoé¢ obecnych w roztworze osmolitéw. Uzyskane w Katedrze widma
spektroskopowe w zakresie podczerwieni oraz przesuniecia poszczegélnych pasm na nich
wskazuja na zaburzenia struktury DNA przez denaturanty i przejécia konformacyjne z for-
my B-DNA w strone formy A-DNA. W moich symulacjach réwniez zaobserwowatem wyraz-
ne zmiany konformacyjne struktury DNA wywotane obecnoscia modelowych denaturantéw
w roztworze. Aby zidentyfikowa¢ globalne oraz lokalne zmiany konformacyjne uzytem pa-
kietu X3DNA [235], wyznaczajac wybrane parametry geometryczne charakteryzujace struk-
ture podwdjnej helisy w réznych roztworach. Nastepnie wszystkie serie danych dla wszyst-
kich systeméw zrzutowatem na ptaszczyzne utworzona przez dwa pierwsze wektory wiasne
(vecl i vec2 na Rys. 5.21A) uzyskane dla stanu natywnego w roztworze wodnym bez dena-
turantéw przy uzyciu analizy gtéwnych skfadowych (z ang. Principal Component Analysis).
Za pomoca tej metody ustalilem rowniez te parametry geometryczne, ktére sa w najwiek-
szym stopniu zaangazowane w obserwowane przejScia konformacyjne DNA (opisuja przy-
najmniej ~85% catkowitej wariancji).

Potozenie i wyraZne grupowanie poszczegodlnych serii danych (odpowiadajace srednim
strukturom DNA w danym roztworze) na Rys. 5.22A wskazuje, Ze roztwory denaturantéw

r6znia sie pomiedzy soba, pod wzgledem struktury przyjmowanej przez DNA. Jak mozna
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zauwazy¢, pierwszy wektor wiasny (vecl) najlepiej rozréznia rodzaj obecnego denaturanta,
z kolei drugi wektor wlasny (vec2) réznicuje je ze wzgledu na stezenie.

Nastepnie ustalitem ktére z parametréw geometrycznych DNA wnosza najwiekszy wklad
do pierwszego wektora wlasnego. Okazato sie, ze sposréd wszystkich parametréw najwiek-
szy wptyw na geometrie DNA maja dwa parametry zwiazane z wzglednym potozeniem grup
fosforanowych (Zp i HR P), ktérych $rednie wartosci dla ré6znych ukladéw przedstawitem
na Rys. 5.22B,C. Parametr Zp odnosi sie do wzglednej pozycji wzdluz osi helisy dwéch na-
przeciwleglych grup fosforanowych z sasiadujacych nici DNA. Natomiast parametr HR P to
efektywny promient podwdjnej helisy okreslony na podstawie potozen fosforanéw.

Generalnie zaobserwowalem wzrost wartosci parametru Zp dla struktur DNA w wiek-
szosci roztworéw denaturantéw wzgledem struktury DNA w roztworze bez denaturantéw.
Oznacza to zwiekszenie aksjalnej odlegloéci miedzy atomami fosforu w szkielecie DNA. Je-
dynie dla najmniejszych stezen betainy (1 M i1,5 M) efekt jest przeciwny. Jak pokazano wcze-
$niej, duza wartos$¢ Zp (> 0,15nm) jest charakterystyczna dla struktur DNA o konformacji w
typie A-DNA, co jest spetnione dla wiekszosci roztworéw denaturantéw. Ponadto zaobser-
wowalem takze wzrost efektywnego promienia helisy (HR P na Rys. 5.22C), w szczegdlnosci
dla duzych stezerr denaturnatéw (>2,5M), co jest takze typowe dla przejs¢ konformacyjnych
w kierunku formy A-DNA (dla ktérej promieri helisy jest o okoto 6% wiekszy niz w B-DNA).
Na podstawie wczeéniejszych analiz mozna stwierdzi¢, ze to charakterystyczne przejscie od
formy B-DNA do formy A-DNA jest wywotane desolwatacja natywnej struktury DNA pod
wplywem obecnoéci denaturantéw (zmniejszeniem liczby korzystnych wiazann wodorowych

z czasteczkami wody).

5.4.8 Podsumowanie

Aby wyjaéni¢ mechanizmy odpowiedzialne za obserwowana eksperymentalnie destabiliza-
gje struktury DNA przez wodne roztwory modelowych denaturantéw, w moich badaniach
wykorzystalem metody symulacyjne dynamiki molekularnej. Jako reprezentatywne zwiaz-
ki denaturujace wybratem betaine (TMG) oraz mocznik. Betaina i mocznik sa denaturan-
tami majacymi rézny wplyw na stabilno$¢ biatek, ale wywotujacymi podobna destabiliza-
cje podwéjnej helisy DNA. Analize wynikow oraz ich weryfikacje prowadzitem réwnolegle
z badaniami eksperymentalnymi prowadzonymi w Katedrze Chemii Fizycznej Politechniki
Gdanskiej.

Wykonana przeze mnie analiza wspétczynnikéw preferencyjnej akumulacji denaturan-
tow wskazuje, ze mocznik akumuluje sie silniej wokét DNA niz TMG. Natomiast szczegéto-

we analizy liczby czasteczek denaturantéw wokoét DNA oraz tworzonych przez nie wiazan
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wodorowych z réznymi elementami strukturalnymi DNA wykazaly wystepowanie specy-
ficznych oddziatywan jedynie pomiedzy betaing oraz guaninami. Podczas gdy mocznik od-
dziatuje jednakowo silnie ze wszystkimi zasadami, w szczeg6lnosci w stanie zdenaturowa-
nym.

Wyniki obliczefi dynamiki molekularnej wskazuja, ze obecno$¢ betainy i mocznika w
wodnym roztworze powoduje odwodnienie struktury DNA, na skutek zmniejszenia liczby
czasteczek wody przez betaine lub zmniejszenie korzystnych oddziatywarn DNA z woda, na
skutek ostabienia przez mocznik struktury wody.

Ustalitem, Ze oba denaturanty sa preferencyjnie zorientowane dodatnimi biegunami mo-
mentéw dipolowych w kierunku powierzchni DNA. Czasteczki betainy wykazuja maty po-
tencjal do tworzenia bezposrednich oddziatywan z DNA, za$ czasteczki mocznika moga w
znacznym stopniu oddzialywaé z DNA przez atom tlenu grupy karbonylowej. Przestrzen-
ne rozklady czasteczek denaturantéw wzgledem DNA pokazaly, ze mocznik tworzy dwie
gléwne warstwy solwatacyjne wokoét helisy DNA. Jedna wewnetrzna (w duzej i matej bruz-
dzie DNA) i druga na zewnatrz helisy DNA (w obszarze wyznaczonym przez pozycje grup
fosforanowych). Betaina natomiast tworzy jedna dobrze zdefiniowana zewnetrzna warstwe,
zlokalizowana wokoét faricucha fosfocukrowego oraz okolicach mniejszej bruzdy.

Analiza oddziatywan DNA z r6znymi sktadnikami roztworéw w stanie natywnym i zde-
naturowanym data wglad w mechanizm destabilizacji DNA przez oba denaturanty. Wyniki
powolnie wskazaly na to, Ze betaina preferencyjnie oddziatuje z guanidyna. Wydaje sie, ze
wplyw denaturantéw na DNA wynika przede wszystkim z réwnowagi pomiedzy dwoma
gléwnymi czynnikami - z jednej strony zdolnoscia do zaburzania ekranowania oddziatywan
odpychajacych pomiedzy grupami fosforanowych DNA, z drugiej za$ r6znego powinowac-
twa do zasad nukleinowych, ktére w stanie zdenaturowanym staja sie dostepne dla czaste-
czek denaturantéw.

Podczas destabilizacji DNA zachodza zauwazalne zmiany konformacyjne w czasteczce
DNA, ktére w przypadku obu denaturantéw maja charakter zmian strukturalnych z konfor-
magcji typu B-DNA w strone konformagji typu A-DNA. Efekt ten jest bardziej zauwazalny w
przypadku roztworéw betainy. Wymienione efekty zostaty niezaleznie potwierdzone przez

badania spektroskopowe w zakresie podczerwieni prowadzone w Katedrze.
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W przedstawionej rozprawie wykazatem, ze z powodzeniem mozna uzywa¢ symulacji dy-
namiki molekularnej w celu wyjasnienia mechanizméw odpowiedzialnych za r6zne procesy
zachodzace przy udziale biomolekut takich jak DNA oraz w celu interpretacji danych ekspe-
rymentalnych w postaci wyznaczonych struktur czasteczek lub charakterystycznych widm
spektroskopowych czasteczek.

Podstawowym celem moich badarn byto ustalenie molekularnych Zrédet stabilnosci r6z-
nych form DNA oraz zmian konformacyjnych wywotanych ré6znymi czynnikami struktu-
ralnymi oraz warunkami zewnetrznymi. W szczegdélnosci interesowaty mnie niekanoniczne
struktury DNA typu G-kwadruplekséw. G-kwadrupleksy powstaja w obrebie sekwencji nici
kwasu nukleinowego bogatych w guaniny, przyjmujac charakterystyczne konformacje wy-
rézniajace sie warstwowa budowa utworzona przez ptaszczyzny guaninowe. Dowiedziono,
ze struktury G-kwadruplekséw powstaja in vivo i sa zaangazowane w regulacje waznych
proceséw biologicznych takich jak, replikacja i transkrypcja DNA, rekombinacja genetycz-
na, utrzymywanie stabilnosci chromosomoéw. Struktury i stabilnosé¢ kilku réznych topologii
G-kwadruplekséw wyznaczono eksperymentalnie, jednakze pomimo szeroko zakrojonych
badan nie ustalono jeszcze molekularnych sit napedowych odpowiedzialnych za ich powsta-
wanie.

Kolejnym badanym przeze mnie zagadnieniem byly mechanizmy odpowiedzialne za
zmiany konformacyjne zachodzace w klasycznej podwadjnej helisie DNA pod wptywem obec-
noéci wybranych wspoétrozpuszczalnikéw. Do badan wybralem dwa reprezentatywne zwiaz-
ki denaturujace podwojna helise DNA — mocznik i betaine. Znanym efektem dziatania obu
substangji jest obnizenie stabilnosci podwdjnej helisy DNA, jednakze ma ona réznych cha-
rakter. W przypadku betainy poziom destabilizacji struktury DNA zalezy od jej sekwengji,
natomiast stopient destabilizacji DNA wywotywanej przez mocznik zalezy jedynie od jego
stezenia. Sugeruje to, ze badane denaturaty przejawiaja dwa rézne, ale jeszcze nieokreélone
mechanizmy dziatania, ktérych podstawy molekularne postanowitem zbada¢ we wspétpra-
cy z grupa badawcza prof. J. Stangreta z Katedry Chemii Fizycznej PG.

W przedstawionej pracy wykorzystalem w pelni atomowa dynamike molekularna, aby
zbada¢ molekularne Zrédia stabilnosci G-kwadruplekséw wystepujace na réznym poziomie
ich ztozonodci strukturalnej. Po pierwsze zbadatem proces dysocjacji i tworzenia pojedyn-
czej G-tetrady, czyli wspdlnego motywu strukturalnego wystepujacego w kazdym G-kwa-

drupleksie. W tym celu wyznaczylem profil energii swobodnej opisujacy proces dysocjacji
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3’-konicowej G-tetrady w pelni uformowanym telomerowym G-kwadrupleksie o topologii
rownoleglej. Na jego podstawie wyznaczytem doé¢ znaczna stabilnos¢ termodynamiczna i
kinetyczna badanej G-tetrady. Szczegélowo przeanalizowalem réwniez poszczegdlne etapy
dysocjacji G-tetrady i ustalilem, Ze proces ten ma charakter sekwencyjny, pod wzgledem zry-
wania wiazafi wodorowych oraz kooperatywny, ktéry dodatkowo zalezy od wiazania jonu
w centralnym kanale G-kwadrupleksu. Na podstawie analiz poszczegélnych wkladéw en-
talpowych ustalitem, ze sama energetyka asocjacji guanin nie ttumaczy ogolnej stabilnosci
G-tetrady i niezbedne jest uwzglednienie oddziatywan obejmujacych inne elementy uktadu,
w szczeg6lnosci szkielet fosfocukrowy. Co wiecej pokazatem, ze do uzyskania pelnej stabil-
nodci entalpowej konieczna jest minimalizacja energii odpychania pomiedzy silnie natado-
wanymi fosforanami. Ustalitem réwniez, Ze ten gtéwny korzystny wklad entalpowy jest w
duzej mierze kompensowany przez niekorzystna zmiane entropii konformacyjnej spowodo-
wana asocjacjq guanin i optymalizacja topologii szkieletu DNA.

Kolejnym badanym elementem strukturalnym majacym duzy wplyw na stabilnoé¢ G-
kwadruplekséw byly ich petle. Wiadome jest, ze krétsze sekwengje petli preferuja tworze-
nie petli Smiglowych, natomiast petle diagonalne oraz boczne sa tworzone jedynie przez
dtuzsze sekwencje. W celu szczegdtowego przebadania wptywu dlugosci oraz rodzaju petli
na stabilnoé¢ G-kwadruplekséw przebadatem reprezentatywny zbiér modelowych struktur
G-kwadruplekséw rézniacych sie topologia oraz diugoscia sekwencji. Do tego celu opraco-
walem metode szacowania stabilnosci G-kwadruplekséw na podstawie czasu zycia repre-
zentatywnego zestawu modelowych struktur G-kwadruplekséw w symulacjach réwnowa-
gowych. Modelowe struktury G-kwadruplekséw zostaly wygenerowane za pomoca opra-
cowanej przeze mnie nowej procedury zwijania G-kwadruplekséw o arbitralnej topologii
i sekwencji. Weryfikacja wynikéw uzyskanych dla znanych juz struktur G-kwadrupleksow
potwierdzita uzyteczno$é moich metod. Wiasciwe badania juz na etapie zwijania poszczeg6l-
nych struktur pokazaly, ze nici DNA o najkrétszych mozliwych sekwencjach petli ze wzgle-
doéw wystepowanie zawad sterycznych i naprezeni strukturalnych nie moga formowac¢ G-
kwadruplekséw dwuptaszczyznowych o topologii innej niz réwnolegta. W przypadku dtuz-
szych i symetrycznych sekwencji najbardziej stabilne okazaly sie G-kwadrupleksy o topolo-
gii antyréwnolegtej lub hybrydowej. Szczegétowa analiza rejonéw petlowych przy uzyciu
sekwengji niesymetrycznych wskazatla, ze pierwsza petla w sekwengji jest najbardziej czuta
na zmiany jej diugosci i do jej powstania preferowane sa minimum 3 zasady azotowe. Prze-
prowadzone przeze mnie oszacowanie stabilnosci G-kwadruplekséw dwuptaszczyznowych
w rezultacie pozwolito mi to takze na wyznaczenie najkrétszych sekwencji DNA mogacych
formowac stabilne G-kwadrupleksy, co cze$ciowo zostato potwierdzone przez grupe badaw-

cza prof. Z. Gdaniec z Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk
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Wiele eksperymentéw pokazalo, ze G-kwadrupleksy posiadajace eksponowane do roz-
puszczalnika tetrady guaninowe wykazuja tendencje do agregacji poprzez bezposrednie od-
dziatywania miedzy nimi. Taka dodatkowa cecha moze mie¢ istotne znaczenie dla proceséw
upakowania sekwencji tworzacych G-kwadruplekséw oraz moze umozliwiaé projektowa-
nie struktur G-kwadruplekséw wyzszych rzedéw. Aby zrozumie¢ kolektywne molekularne
sity napedzajace asocjacje G-kwadruplekséw, zbadalem dimeryzacje dwoéch telomerowych
G-kwadruplekséw o topologii rownoleglej przy uzyciu symulacji dynamiki molekularne;j.
Przewidziane przeze mnie energie swobodne dimeryzacji wskazuja, Ze najbardziej prefero-
wanym sposobem dimeryzacji jest bezposrednie wiazanie sie G-kwadruplekséw przez ich
5-koricowe G-tetrady (mod 5’-5’), co jest jednoczes$nie zgodnie ze wszystkimi dostepnymi
danymi eksperymentalnymi. Dalsza szczegdétowa analiza uzyskanych profili energii swo-
bodnej oraz szczegétowa analiza strukturalna pokazata, ze dimeryzacja G-kwadruplekséow
jest w niewielkim stopniu mozliwa takze w modzie 3’-5" lub przy udziale dodatkowych me-
diujacych ptaszczyzn adeninowych. Przeprowadzona przeze mnie dekompozycja entalpii
dimeryzacji w potaczeniu z wynikami symulacji odzwierciedlajacych rézne stezenia jonéw
K* wskazuja réwniez, ze zaobserwowane preferencje orientacyjne wynikaja z subtelnej row-
nowagi miedzy odpychaniem elektrostatycznym szkieletow fosfocukrowych, a korzystnym
wiazaniem przeciwjonéw na interfejsie dimeryzacji. Wnioski uzyskane podczas doktadnej
analizy proceséw tworzenia dimeréw G-kwadruplekséw pozwolily mi réwniez na zapro-
ponowanie potencjalnych metod przesuwajacych réwnowage dimeryzacji. W szczegélnosci
przewiduje, ze podwojenie fizjologicznego stezenia jonéw K powinno zwiekszy¢ populacje
dimeréw w modzie 3’-5’, natomiast zwiekszenie odleglosci separacji poprzez uzycie odpo-
wiedniego liganda mediujacego, powinno znacznie poprawi¢ stabilnoé¢ dimeru w modzie
3-3.

Druga cze$¢ moich badani miata na celu ustalenie molekularnych determinantéw réwno-
wagi konformacyjnej podwojnej helisy DNA w obecnoéci dwoéch reprezentatywnych zwiaz-
kéw denaturujacych — mocznika i betainy. W tym celu przeprowadzilem symulacje ukla-
déw zawierajacych z czasteczki DNA w stanie natywnym oraz zdenaturowanym w réznych
stezeniach badanych denaturantéw. Po pierwsze na podstawie analizy radialnych funkcji
rozkladu oraz wspélczynnikéw preferencyjnego oddziatywania ustalitem, ze mocznik silnie
akumuluje sie w pierwszej sferze hydratacyjnej DNA natomiast betaina jest wykluczana z po-
wierzchni DNA do drugiej sfery hydratacyjnej. Te dwa rézne efekty wplywaja réwniez nie-
korzystnie na rozklad wody wokét DNA. Betaina drastycznie obniza liczbe czasteczek wody,
oslabiajac hydratacje DNA, natomiast mocznik dodatkowo zmniejsza gestos¢ wody, ktéra
pozostata przy powierzchni DNA. Dalsze analizy preferencji denaturatéw do miejsc oddzia-
tywan z DNA oraz tworzenia z nimi wiazann wodorowych wskazala, ze roztwory mocznika
tworza wiele wiazann wodorowych z cata zdenaturowana forma DNA przez co stabilizuja

ja. Betaina natomiast wykazuje jedynie preferencje do oddzialywania z guanina i tworzenia
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wiekszej liczby wiazant wodorowych w stanie zdenaturowanym DNA. Analizowany przeze
mnie przestrzenny rozklad czasteczek denaturantéw i ich sposéb ulozenia wzgledem po-
wierzchni DNA wskazal, Ze betaina ustawia sie wzgledem powierzchni DNA za pomoca
jej dodatniego bieguna momentu dipolowego i najkorzystniej oddziatuje z silnie natadowa-
nym taficuchem fosfocukrowym DNA. Natomiast utozenie czasteczek mocznika i ich rozktad
przestrzenny wokoét DNA jest juz bardziej jednorodny bez specyficznych preferencji. Na pod-
stawie analiz oddziatywar DNA z poszczeg6lnymi elementami roztworéw odkrytem, ze be-
taina silnie wptywa na oddziatywania jonéw Na* z calym uktadem. Okazalo sig, ze betaina
silne wypiera jony Na* z powierzchni DNA, powodujac jego destabilizacje. Na koniec wy-
znaczylem globalne oraz lokalne zmiany konformacyjne DNA powstajace w wyniku obec-
noéci w roztworze obu denaturantéw oraz ich dziatania efektywnie ostabiajacego hydratacje
DNA. W obu przypadkach konformacja podwojnej helisy DNA zmienia sie z formy B-DNA
w strone formy A-DNA i jest to gtéwnie wynikiem zmian wzglednych odlegtosci pomie-
dzy fosforanami. Otrzymane wyniki pomogly w interpretacji widm spektroskopowych za-
burzonych czasteczek DNA. Na podstawie moich wynikéw zaproponowatem mechanizmy
dziatania obu denaturantéw. Mocznik denaturuje czasteczke DNA poprzez tworzenie wielu
korzystnych wiazarh wodorowych ze wszystkimi zasadami azotowymi w stanie zdenaturo-
wanym. Betaina natomiast wypiera stabilizujace jony z powierzchni DNA oraz oddziatuje

preferencyjnie z guaninami, w szczegdlnoéci w stanie zdenaturowanym.

107



A Zalacznik

A1 Stabilnos¢ G-tetrady w uformowanym G-kwadrupleksie

A.1.1 Definicja wspélrzednej opisujacej dysocjacje G-tetrady (Nj,;)

Catkowita liczba natywnych wiazarh wodorowych Ny, zostata zdefiniowana jako suma funk-

qji aktywacji:

Npp = Z Si = Z ﬁ (A1)

i€A,B i€A,B

, gdzie suma przebiega po wszystkich natywnych wigzaniach tworzonych przez odpo-
wiedni akceptor (A) i donor (D). s; jest rowne 1 gdy okres$lona para akceptor-donor (i) jest
oddalona od siebie o pewna odlegtos¢ krytyczna, w przeciwnym przypadku jest réwna 0. W
praktyce wyrazenie s; jest zastapione przez funkcje aktywacji. W moim przypadku ry byto
réwne 0,32 nm, natomiast n oraz m odpowiednio 12 i 18. Rysunek A.1 przedstawia praw-
dopodobienistwo tworzenia wiazania wodorowego w zaleznosci od odlegtosci pomiedzy ak-

ceptorem i donorem.

Hydrogen bond existence

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Distance [nm]

RYSUNEK A.1: Funkcja aktywacji uzyta do definiowania natywnych wiazah wodorowych w G-
tetradzie. Prawdopodobieristwo istnienia wiazania wodorowego jest funkcja odlegtosci miedzy
donorem i akceptorem tworzacym wiazanie.
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A.1.2 Szacowanie Sredniego czasu pierwszego przejscia (MFTP)

Sredni czas pierwszego przejscia (z ang. Mean First Passage Time) dla dysocjacji pierw-
szej oraz drugiej guaniny zostal oszacowany na podstawie formuly zaproponowanej przez

Zwanziga [236]:

mrpT = [ dxexp(ﬁc(x))% [ dyexp(~pG(y) (A2)

, gdzie G(x) jest profilem energii swobodnej, a xj i x; to granice catkowania definiujace
stan poczatkowy oraz koficowy rozwazanego procesu dysocjacji, B jest odwrotnoscia sta-
tej temperaturowej (kzT) !, a jest potozeniem bariery odbijajacej w Ny, = 8 (dla dysocjadji
pierwszej guaniny) lub Nj,;, = 4 (dla dysocjacji drugiej guaniny), a D to wspoétczynnikiem dy-
fuzji dla liczby wiazarn wodorowych. Wspétczynnik dyfuzji zostat oszacowany jako $rednia
warto$¢ w poblizu globalnego minimum energetycznego przy uzyciu wzoru zaproponowa-

nego przez Hummera [237]:

D=— (A.3)

, gdzie 02 jest wariancja dystrybugji liczby wiazan wodorowych, a T4 ich czasem autoko-

relacji.

Symulacje typu energii swobodnej dla potozenia jonu K+ w centralnym kanale
G-kwadrupleksu

Aby wyznaczy¢ profil energii swobodnej dla potozenia pojedynczego jonu K wzdtuz cen-
tralnego kanatu réwnolegtego G-kwadrupleksu w moich symulacjach zastosowatem metode
wygaszanej metadynamiki (Well-Tempered Metadynamics) [238] zaimplementowang w pro-
gramie GROMACS [164] poprzez wtyczke PLUMED [169]. Sklad systemu, zestaw parame-
trow pola sifowego i ogélny protokét dynamiki molekularnej byly takie same jak w symu-
lacjach dysocjacji 3’-koricowej G-tetrady. Poczatkowa konfiguracja systemu z pojedynczym
jonem Kt zwiazanym w pozygji 2 kanatu G-kwadrupleksu (patrz Rys. 5.2D) zostata wyge-
nerowana w symulacji rownowagowej. Jako wspoélirzedna reakcji uzylem odleglos¢ miedzy
potozeniem jonu a srodkiem masy wszystkich atoméw O6 z guanin tworzacych kanat. Funk-
cje Gaussa zwiazane z dodatkowym potencjatem o wysokosci 0,05k]J/mol oraz szeroko$ci
0,01 nm byty rozmieszczane co 500 krokéw symulacji, a wspotczynnik temperaturowy usta-

wilem 6. System byl symulowany przez 645 ns.
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RYSUNEK A.2: Cztery typowe geometrie zdysocjowanego stanu G-tetrady pokazujace oddziaty-

wania pomiedzy guaninami i tyminami w petlach TTA (w kolorze brazowym), sasiednimi zdyso-

cjowanymi guaninami oraz srodkowa G-tetrada (w kolorze szarym). Na gérnym panelu widocz-
na jest réwniez podatno$¢ reszt adeninowych do asocjacji na 5’-koricowej G-tetradzie.

= 3OS Ja (T~ O

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Time [ns]

RYSUNEK A.3: Ewolucja natywnych wiazann wodorowych w dodatkowej 4 ys symulacji dynamiki

molekularnej. Po czasie 750 ns guanina IV spontanicznie dysocjuje z 3’-koricowej G-tetrady. W

wyniku czego powstaje tryplet guaninowy (Rys. A.4), w ktérym natywne wigzania wodorowe sa
tworzone sporadycznie.

110



A Zatacznik

RYSUNEK A.4: Tworzenie sie trypletu guaninowego w dodatkowej 4 ys symulacji réwnowago-
wej. Kazda guanina uczestniczy w tworzeniu 3 wiazan wodorowych z dwoma pozostatymi gu-
aninami (czerwone przerywane linie).

ArWN

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Time [ns]

RYSUNEK A.5: Prawdopodobienstwa obsadzenia przez jony K™ 4 miejsc wiazania w centralnym
kanale jako funkcja czasu w dodatkowej 4 yis symulacji dynamiki molekularne;.
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RYSUNEK A.6: Profil energii swobodnej dla potozenia pojedynczego jonu K+ wzdtuz kanatu G-
kwadrupleksu wyznaczony co 100 ns symulacji metoda metadynamiki o tacznej dtugosci 645ns.
Miejsca wiazania jonéw 2 i 3 sa zdefiniowane tak samo jak na Rys. 5.2D.

RYSUNEK A.7: Reprezentatywna struktura telomerowego G-kwadrupleksu o topologi réwnole-
glej uzyskana w symulacji pokazujaca podatno$¢ adenin do asocjacji na 5'-koricowej G-tetradzie
(PLANES3).
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RYSUNEK A.8: Wkiady wnoszace udziat do zmiany entalpii utworzenia G-tetrady wynikajace z
oddziatywan miedzy nukleotydami guaninowymi I-IV podzielonymi na guaniny (G), fosfora-
ny (P), dezoksyrybozy (dR) oraz reszte ukladu. Pozostate elementy G-kwadrupleksu podzielono
na: zasady §rodkowej G-tetrady (PLANE?2), 5-koricowej G-tetrady (PLANE3), zasady adeninowe

(ADE), tyminy (THY) oraz szkielet fosfocukrowy (DNA BB).
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RYSUNEK A.9: Pozostate wklady wnoszace udziat do zmiany entalpii utworzenia G-tetrady z
tymi samymi oznaczeniami jak na Rys. 5.3 1 Rys. A.8.

Free energy [kcal/mol]

04 06 038 1, 12 14 16 18

Distance [nm]

RYSUNEK A.10: Energia swobodna jako funkcja odleglosci miedzy srodkiem masy pojedynczej
reszty guaninowej (IV na Rys. 4.1) i pozostatymi resztami guaninowymi z 3-koricowej G-tetrady,
wyznaczona w trzech temperaturach: 295K, 300K i 305 K.
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RYSUNEK A.11: Zbieznos¢ wartosci entropii w funkcji czasu przez 8 kolejnych przedzialow
wzdluz wspétrzednej Ny,
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C)

RYSUNEK A.12: A) Réwnowagowe rozklady katéow dwusciennych okres$lajacych geometrie nu-

kleotydéw tworzacych 3’-koficowa G-tetrade w stanie natywnym (kolor czerwony) i zdysocjowa-

nym (kolor zielony). B) Definicja katéw dwusciennych. C) Reprezentatywne utozenia 3’-koricowej

reszty guaninowej wzgledem $rodkowej G-tetrady (kolor szary, przezroczysty) w stanie natyw-
nym (gérny panel) i zdysocjowanym (dolny panel).
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B.1 Dimeryzacja G-kwadrupleksé6w o konformacji réwnolegtej

Tabela S1: Ladunki czastkowe uzyskane dla ligandu 3,4-TMPyPz.

indeks | typ atomu ‘ tadunek indeks ‘ typ atomu ‘ tadunek indeks ‘ typ atomu ‘ tadunek indeks ‘ typ atomu ‘ tadunek
1 C 0.026 21 C 0.167 41 C -0.221 61 H 0.191
2 N 0.087 22 N 0.087 42 C 0.104 62 H 0.191
3 C 0.167 23 C 0.104 43 N 0.087 63 C -0.336
4 C -0.294 24 C -0.221 44 C 0.167 64 H 0.191
5 C 0.084 25 N -0.715 45 C 0.167 65 H 0.191
6 C -0.221 26 H 0.202 46 N 0.087 66 H 0.191
7 C 0.688 27 H 0.222 47 C 0.026 67 C -0.336
8 N -0.604 28 H 0.172 48 C -0.221 68 H 0.191
9 C 0.777 29 C 0.688 49 H 0.172 69 H 0.191
10 H 0.172 30 N -0.604 50 H 0.222 70 H 0.191

11 H 0.222 31 C 0.777 51 H 0.202

12 H 0.202 32 C -0.294 52 H 0.172

13 H 0.371 33 C 0.084 53 H 0.202

14 N -0.715 34 C 0.777 54 H 0.222

15 N -0.715 35 N -0.709 55 C -0.336

16 C 0.688 36 C -0.294 56 H 0.191

17 N -0.709 37 C 0.084 57 H 0.191

18 C 0.777 38 C 0.688 58 H 0.191

19 C -0.294 39 N -0.715 59 C -0.336

20 C 0.084 40 C H 0.191

27 49
124 ' 29
2 _-_.,/’I' % 4 > 167
Il Q 13 B8
62 L 2 42
614 .h \\\‘) ™y
, | 41
60 28
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RYSUNEK B.1: Rozklady utozenia wzgledem siebie dwéch G-kwadruplekséw (katéw orientacji)
w trzech rozwazanych modach dimeryzagji jako funkcja odleglosci pomiedzy srodkami mas ich
rdzeni guaninowych. Kat orientacji pomiedzy G-kwadrupleksami zdefiniowatem jako kat pomie-
dzy wektorami przechodzacymi przez geometryczne $rodki rdzeni guaninowych i jednoczeénie
prostopadle do G-tetrad. Dla matych wartosci odleglosci dimeryzacja przebiega poprzez pelna
agregacje i rownolegle ulozenie G-tetrad z interfejsu dimeryzacji (kat wynidst ~ 180° lub 0° w za-
leznosci od modu dimeryzacji). Dla wigkszych odlegtosci uktad tworzony przez G-kwadrupleksy
przyjmuje caty zakres wzglednej orientacji G-kwadruplekséw (kat orientacji zawiera sie w zakre-
sie 0-180°).
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RYSUNEK B.2: Zbieznos¢ profili energii swobodnej dimeryzacji trzech rozwazanych modoéw di-

meryzacji w czasie.
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RYSUNEK B.3: Profile energii swobodnej formowania dimeréw jako funkcje odleglosci wyzna-
czone dla pola sitowego parmbscl. Pomimo tego, ze tworzenie dimeréw jest mniej korzystne niz
w symulacjach dla pola sitowego CHARMMS36, kolejnos¢ preferencji zostata zachowana.
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RYSUNEK B.4: Réwnowagowy rozktad powierzchni kontaktu pomiedzy guaninami oraz adeni-

nami uczestniczacymi w tworzeniu interfejsu dla kazdego stanu zdefiniowanego na Rys. 5.8B.
Rézne kolory zostaly uzyte dla rozréznienia réznych klastrow z danego minimum.
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RYSUNEK B.5: Widok z boku oraz géry na interfejsy dimeryzacji dla wszystkich stanéw dime-
rycznych zdefiniowanych dla modu 5’-5’, 3’-5" oraz 3’-3".
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RYSUNEK B.6: Rozklad przestrzenny zasad guaninowych na interfejsie dimeryzacji dla modu
5’-5’,3’-5" oraz 3’-3’.

RYSUNEK B.7: Por6wnanie strukturalne modu 5'-5" przewidzianego przez moje symulacje wraz z

interfejsem dimeryzacji wystepujacym w strukturze telomerowego G-kwadrupleksu o topologii

réwnoleglej uzyskanego za pomoca krystalografii rentgenowskiej (PDB 1KF1). Struktury zosta-

ly natozone na siebie na podstawie potozenia grup fosforanowych. Srednia wartoé¢ RMSD dla
ciezkich atoméw z obu struktur wynosi 0,55 nm.
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RYSUNEK B.8: Wzgledne ulozenie nici taricucha fosfocukrowego dwéch agregujacych G-kwadru-

plekséw w 3 rozwazanych modach dimeryzacji. Wzgledne utozenie przedstawilem jako projekcje

potozen atoméw laricucha na zakrzywiona powierzchnie walca o érednicy odpowiadajacej dime-
rowi G-kwadruplekséw.
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RYSUNEK B.9: Rozkfad odleglosci pomiedzy najblizszymi sasiednimi parami fosforanéw z
dwéch faricuchéw G-kwadrupleksow.
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RYSUNEK B.10: Poréwnanie procentowe populacji konformacji pierscienia deoksyrybozy pomie-
dzy stanem monomerycznym oraz na 3 interfejsach dimeréw.
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RYSUNEK B.11: Zakres fluktuagji strukturalnych taricucha fosfocukrowego monomeréw oraz di-

meréw G-kwadruplekséw. Izopowierzchnia przedstawia 90% zakresu maksymalnych fluktuacji.

Dla kazdego monomeru G-kwadrupleksu przedstawitem rzut z boku, géry oraz dotu (od 5'- i
3’-konricowej G-tetrady).
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RYSUNEK B.12: Rozklad réwnowagowy wzglednego przesuniecia G-kwadruplekséw. Przesunie-
cie zdefiniowalem jako odlegltoé¢ pomiedzy osiami G-kwadruplekséw zrzutowanych na ptasz-
czyzne interfejsu dimeryzacji. Osie G-kwadruplekséw wyznaczytem jako wektory taczace centra
mas dwoéch zewnetrznych G-tetrad w poszczegélnych G-kwadrupleksach. R6zne kolory zostaly

uzyte dla rozréznienia réznych klastréw z danego minimum.
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RYSUNEK B.13: A) Poszczeg6lne wkiady do entalpii dimeryzacji (AH) wyznaczone jako zmia-
ny energii oddziatywan pomiedzy poszczegélnymi elementami strukturalnymi uktadu: guaniny
(G), adeniny (A), tyminy (T), faficuch fosfocukrowy DNA (BB), kationy potasu (K), aniony chlor-
kowe (CL) i woda (HpO) w stanie G-mediated (gérny tréjkat macierzy) i w stanie A-mediated
(dolny tréjkat macierzy); poszczegélne monomery G-kwadruplekséw oznaczono jako 11i 2. Dla
przejrzystosci wartoéci numeryczne energii zostaty zaokraglone do jednosci.

128



B Zalacznik

A ‘T
s 10 ‘}:r:{'_ﬁ,'

— £ 6 g

< 1= 7
2 € 34 2 41 7
= = -
i | B
o= |5 et
o (=} wo T
- E 2=
m—
= @
5 8 34—
mmo 1 3_5 ———

e

[

o
T o4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

P-P distance [nm]

s %

2

RYSUNEK B.14: A) Gestos¢ energii elektrostatycznej dla par oddzialywan miedzy fosforanami w

funkgji odlegtosci miedzy nimi (odlegtoé¢ P-P) dla pola sitowego parmbscl. Wstawka pokazu-

je skumulowana energie odpychania miedzy fosforanami w funkcji odlegtosci P-P. B) Rozktad

przestrzenny wszystkich grup fosforanowych na interfejsie w odlegtosci 1nm do dowolnej gru-

py fosforanowej drugiego monomeru G-kwadrupleksu. Grupy fosforanowe 3’- i 5’-koricowych

G-tetrad sa pokazane odpowiednio w kolorze czerwonym i niebieskim, podczas gdy pozostate w
kolorze zéttym.
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5-5 3-5 3-3

RYSUNEK B.15: Rozktad potencjatu elektrostatycznego (—10 kT/e) wygenerowanego przez po-
jedynczy G-kwadrupleks w kazdym z 3 modéw dimeryzacji. Rozklad uzyskatem poprzez roz-
wiazanie liniowego réwnania Poissona-Boltzmanna przy uzyciu programu Adaptive Poisson-
Boltzmann Solver (APBS) [239]. Stezenie dodatnich i ujemnych jonéw o promieniu 0,2 nm usta-
wilem na 150 mM. Uzylem siatki obliczeniowej o rozmiarze 1203 i gestosci 0,069 nm. Zastoso-
walismy warunki brzegowe Dirichleta z warto$cia potencjatu granicznego okreslona z modelu
Debye-Huckel dla pojedynczej kuli z tadunkiem punktowym, dipolowym i kwadrupolowym.
Niebieskie kule w gérnym panelu reprezentuja potozenia grup fosforanowych wzgledem drugiej
jednostki G-kwadrupleksu. Niebieskie kropki w dolnym panelu pokazuja rozklad wszystkich
ciezkich atoméw z G-tetrady sasiedniej jednostki G-kwadrupleksu.
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RYSUNEK B.16: Pelny zakres odleglosci dla gestos¢ energii elektrostatycznej dla par oddziatywarn
miedzy fosforanami w funkgji odlegtoéci miedzy nimi (odlegtos¢ P-P)
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RYSUNEK B.17: Przestrzenny rozklad jonéw K* na interfejsie kazdego z trzech modéw dime-

ryzacji w stezeniu fizjologicznym KCI w polu sitowym parmbscl, wygenerowany z 1000 klatek

symulacji oddalonych od siebie co 0,5ns. Jony K™ z interfejsu, ktére w tym samym czasie sa w
kontakcie z grupami PO, obu jednostek G4-kwadruplekséw, sa oznaczone na fioletowo.

monomer

Radial distribution function
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Distance [nm]

RYSUNEK B.18: Przestrzenny rozktad czasteczek wody na interfejsie kazdego z trzech modéw

dimeryzacji w stezeniu fizjologicznym KCl, wygenerowany z 100 klatek symulacji oddalonych

od siebie co 5ns. Wykres na dolnym panelu przedstawia radialne funkcje rozkladu czasteczek

wody wzgledem grup fosforanowych pochodzacych z zewnetrznych G-tetrad (monomer) lub
G-tetrad zaangazowanych w tworzenie dimeru.

131



B Zalacznik

AT=%
'_o 103 o
— £ 61
e ™
> £ 3= ga-
= c 2 e
e 5] £
g |t
= £ 24
5 G 33—
g S 3-5 —
LI.Io--,|c 14
2 5-5 —
3-3 + ligand —
0 1 L] 1 L} L] L]
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

P-P distance [nm]

RYSUNEK B.19: Efekt obecnoéci liganda 3,4-TMPyPz na interfejsie pomiedzy G-tetradami na ge-

stoé¢ energii elektrostatycznej dla par oddziatywan miedzy fosforanami w funkgji odleglo$ci mie-

dzy nimi (odleglos¢ P-P). Wstawka pokazuje skumulowana energie odpychania miedzy fosfora-
nami w funkgji odlegtosci P-P.
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RYSUNEK B.20: A) Efekt obecnosci liganda 3,4-TMPyPz na interfejsie pomiedzy G-tetradami na
przestrzenny rozkiad jonéw K na interfejsie 3’-3" modu dimeryzacji w stezeniu fizjologicznym
KCl, wygenerowany z 1000 klatek symulacji oddalonych od siebie co 0,5ns. Jony K™ z interfejsu,
ktére w tym samym czasie sa w kontakcie z grupami POy obu jednostek G4, sa oznaczone na
fioletowo. B) Srednia liczba jonéw K+ w kontakcie z interfejsem dimeru: w odlegtosci 0,7 nm od
faricucha DNA dowolnej jednostki G4 (all), w odleglosci 0,7 nm od obu taricuchéw DNA w tym
samym czasie (interface), w odleglosci 0,7 nm do grupy PO, dwéch jednostek G4 w tym samym
czasie (interface POy).
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C.1 Wplyw denaturanté6w na DNA

TABELA C.1: Sktad czasteczkowy wszystkich uktadéw symulowanych uzytych w badaniach.

System | Liczba czasteczek | Liczba czasteczek | Utamek
wody denaturantu | molowy

oM 12186 — 0
B1.0M 10266 257 0.021
B15M 9295 385 0.038
B2.0M 8397 514 0.055
B25M 7534 641 0.085
B3.0M 6696 769 0.115
B35M 6243 842 0.137
Ul.o0M 11296 257 0.028
Uls5M 10866 385 0.035
U2.0M 10443 514 0.049
Uu25M 10015 641 0.064
U3.0M 9588 769 0.080
U35M 9362 842 0.090
Us5.0M 8013 1282 0.160
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RYSUNEK C.1: Srednia liczba jonéw sodu w pierwszej sferze hydratacji powierzchni DNA w r6z-
nych roztworach mocznika i betainy. Roztwory w natywnym stanie DNA sa oznaczone zielonym
koétkiem, a roztwory z denaturowanym stanem DNA sa oznaczone czerwonym kétkiem.
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C.1.1 Definicja odleglosci minimalnej

MinDist = __F (C.1)

log L exp(£)
, gdzie s; to poszczegodlne odlegtosci pomiedzy parami atomami fosforéw z dwdéch osobnych
nici DNA. Suma przebiega po wszystkich mozliwych parach odleglosci. Wartos¢ g ustalitem
na 5. Taka metoda wyznaczania odlegtosci pomiedzy ni¢mi DNA powoduje, Ze istotne sa

tylko najmniejsze wartosci odlegtosci.

C.1.2 Wspélczynnik preferencyjnego oddzialywania

Wspétczynnik preferencyjnego oddziatywania I' jest zdefiniowany wedlug wzoru:

L) = (No(r) ~ NN (1), €

w
gdzie N, (7) i Ny, () to odpowiednio liczba czasteczek denaturantu i wody w odlegtosci r od
DNA oraz N? i N, to liczba czasteczek denaturantu i wody w calej objetosci rozpuszczalnika.
() oznacza usrednianie po catej trajektorii MD. Og6lnie dodatnie wartosci I'. wskazuja na
preferencyjna akumulacje denaturantu lub wykluczenie wody z powierzchni biatka, podczas

gdy warto$ci ujemne oznaczaja wykluczenie denaturantu lub akumulacje wody.

C.1.3 Oczekiwana liczba czasteczek wody w pierwszej sferze hydratacji

W sytuacji, w ktorej denaturanty nie zmieniaja struktury wody, stosunek liczby czasteczek
wody w pierwszej sferze hydratacji w roztworze osmolitu (N,_pna4) i liczby czasteczek wo-
dy w roztworze bez osmolitu (N,_pna) powinien by¢ zachowany i by¢ réwny stosunkowi
pomiedzy liczba czasteczek wody w catej objetosci roztworu denaturantu (N,) a liczba cza-

steczek wody w calej objetosci roztworu (Ny,), co jest opisane nastepujaca formuta:

N,_ N,
0—DNA _ Yo (C.3)
waDNA Nw
Znajac wartoéci N,, Ny, i N,—pna mozna wyznaczy¢ oczekiwana liczbe czasteczek wody
(gestos¢ wody niewykluczonej) w pierwszej sferze hydratacji w roztworze osmolitu (N,_pna)

i poréwnaj ja z wartoscia uzyskana z rzeczywistej symulacji.
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D Udzial w innych projektach
badawczych

Biore takze czynny udziat w innych projektach badawczych czeSciowo zwiazanych z tema-
tyka mojego doktoratu. Czes¢ z nich obejmuje badania z zakresu oddzialywan matoczastecz-
kowych zwiazkéw organicznych (osmolitéw) z pewnymi modelowymi biatkami, czego efek-
tem sa dwie publikacje, ktérych jestem wspétautorem.

Poza tym nawiazalem wspoélprace z Instytutem Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu w ramach, ktérej prowadze badania nad oddziatywaniami pewnych nowo
zaprojektowanych ligandéw ze strukturami hybrydowych G-kwadruplekséw RNA. Mode-
lowy cel molekularny w postaci jednoniciowej struktury RNA wyréznia sie tym, ze tworzo-
ny jest przez réwnolegly G-kwadrupleks potaczony z helisa typu A-RNA. Badane ligandy
to nowe pochodne zwiazkéw zaprojektowanych na podstawie znanych juz ligandéw takich
jak Phen-DC3[240] oraz 0-BMVC[241]. Analiza i interpretacja uzyskanych do tej pory danych
pozwolila na wskazanie potencjalnych miejsc wiazania ligandéw do G-kwadrupleksu oraz
wyznaczenie wzglednych preferencji wiazania pomiedzy réznymi pochodnymi.

Kolejnym projektem w ktérym bralem udziat dotyczyt badarh nad nowymi zwiazkami
o dzialaniu przeciwnowotworowym zaburzajacymi funkcje telomeréw. M6j wkiad do pro-
jektu polega na ustaleniu wptywu pewnych elementéw strukturalnych w pochodnych tria-
zoloakrydonu C-1305 [242] na sposéb i efektywnosé interkalacji do sekwencji telomerowej
DNA. Projekt finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach grantu
Profilaktyka i leczenie choréb cywilizacyjnych - STRATEGMED. Na koricu rozprawy doktorskiej

umiescitem réwniez pelny spis wypracowanego przeze mnie dorobku naukowego.
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E Dorobek naukowy

Publikacje naukowe:

1. M. Kogut, C. Kleist, ]. Czub, Molecular dynamics simulations reveal the balance of forces
governing the formation of a guanine tetrad - a common structural unit of G-quadruplex DNA,
Nucleic Acids Research 2016, 44(7), 3020-3030

2. B. Adamczak, M. Wieczér, M. Kogut, J. Stangret, ]. Czub, Molecular basis of the osmoly-
te effect on protein stability: lesson from the mechanical unfolding of lysozyme, Biochemical
Journal 2016, 473(20), 3705-3724

3. B. Adamczak, M. Kogut, J. Czub, Effect of osmolytes on the thermal stability of proteins:
replica exchange simulations of Trp-cage in urea and betaine solutions, Physical Chemistry
Chemical Physics 2018 , 20(16), 11174-11182

4. PW. Rakowska, M. Kogut*, J. Czub, J. Stangret, Effect of osmolytes of different type on
DNA behavior in aqueous solution. Experimental and theoretical studies, Journal of Molecular
Liquids 2018, 271, 186-201

5. M. Kogut, C. Kleist, J. Czub, Why do G-quadruplexes dimerize through the 5’-ends? Driving
forces for G4 DNA dimerization examined in atomic detail, PLOS Computational Biology, w

recenzji
Doniesienia konferencje:

1. M. Kogut, J. Czub, Molecular basis of the stability of G-quadruplexes with human telo-
meric sequence - molecular dynamics simulations study, From Computational Biophy-
sics to Systems Biology, Gdansk, 25-27.05.2014

2. M. Kogut, ]. Czub, Molecular basis of the stability of parallel G-quadruplex - molecular
dynamics simulations study, 3rd Annual CCP-BioSim Conference: Frontiers of Biomo-
lecular Simulation, Edynburg, 21-23.05.2014

3. M. Kogut, M. Wieczér, A. Tobiszewski, J. Czub, Molecular basis of the stability of G-
quadruplexes - molecular dynamics simulation study, 9-th European Biophysics Con-
gress, Lizbona, 13-17.07.2013
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F Streszczenie w jezyku polskim

Kwas deoksyrybonukleinowy jest jednym z najistotniejszych elementéw kazdej zywej ko-
morki ze wzgledu na role gtéwnego noénika informacji genetycznej. Posiada on instrukcje
potrzebne do wzrostu, budowy, funkcjonowania oraz namnazania sie wielu zywych organi-
zmoéw, w tym takze wiruséw. Okazuje sie, ze w zalezno$ci o warunkéw Srodowiskowych,
DNA moze przyjmowaé wiele réznych struktur drugorzedowych, z ktérych wiekszos¢ sta-
nowi formy istotne biologicznie. W zwiazku z tym w mojej pracy doktorskiej uzylem sy-
mulacji molekularnych w celu zbadania réznych aspektéw wptywajacych na stabilno$¢ ter-
modynamiczna oraz zmiany konformacyjne ré6znych form DNA, w tym G-kwadrupleksow.
G-kwadrupleksy to aktywne biologicznie struktury DNA. Ze wzgledu na szereg funkdji ja-
kie potencjalnie petnia w komoérkach (uwaza sie, Ze sa zaangazowane m.in. w regulacje re-
plikagji i transkrypcji oraz utrzymanie stabilno$ci genomu), sa one obecnie celem wielu ba-
dan jak i potencjalnym przedmiotem terapii nowotworowych. W szczegélnosci zbadatem
molekularne determinanty pojawiajace sie na réznym poziomie zlozonoéci strukturalnej, a
odpowiedzialne za stabilno$¢ niekanonicznych struktur DNA typu G-kwadruplekséw. Ko-
lejnym badanym aspektem byl wptyw wspétrozpuszczalnikéw na zmiany konformacyjne
oraz oddziatywania stabilizujace strukture helisy DNA. W przedstawionej pracy opisatem
mechanizmy odpowiedzialne za denaturacje klasycznej podwdjnej helisy DNA wywotanej
obecnoscia w roztworze dwéch modelowych denaturantéw, mocznika i betainy. Ta czes¢ ba-
dan byta prowadzona w ramach wspétpracy eksperymentalnej w Katedrze Chemii Fizycznej
Politechniki Gdariskiej.
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G Streszczenie w jezyku angielskim

Deoxyribonucleic acid is one of the most important elements of every living cell due to the
role of the main carrier of genetic information. It has the instructions needed to grow, bu-
ild, function and multiply many living organisms and viruses. It turns out that depending
on environmental conditions, DNA can take on many different secondary structures, most of
which are biologically significant. Therefore, in my dissertation, I used molecular simulations
to study various aspects affecting thermodynamic stability and conformational changes in va-
rious DNA forms with a special emphasis on the so-called G-quadruplexes. G-quadruplexes
are biologically active DNA structures. Due to a number of functions that they potentially
perform in cells (it is believed that they are involved, inter alia, in the regulation of replica-
tion and transcription, and maintaining genome stability), they are currently the subject of
numerous studies as well as a potential target for cancer therapies. In particular, I studied the
molecular determinants at different levels of structural complexity and responsible for the
stability of non-canonical G-quadruplex type DNA structures. Another aspect studied was
the effect of co-solvents on conformational changes and stabilizing interactions of the DNA
double helix. In the presented work I described the mechanisms responsible for the denatu-
ration of the classic DNA double helix caused by the presence in the solution of two model
denaturants, urea and betaine. This part of the research was conducted as part of the expe-
rimental cooperation at the Department of Physical Chemistry of the Gdarisk University of

Technology.
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