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Streszczenie

Tytut pracy doktorskiej: Badanie oddziatywania niekanonicznych form telomerowych
fragmentow DNA z nanorurkami weglowymi przy zastosowaniu metod dynamiki
molekularnej

Autor: Patrycja Obara

Niniejsza praca przedstawia wyniki teoretycznych badan, opartych na
symulacjach dynamika molekularng, uktadow ztozonych z telomerowych fragmentow
nici DNA, tworzacych niekanoniczne formy, tj. i-motif i G-quadrupleks, oraz
z jednosciennych nanorurek weglowych. Wykonane badania mialy na celu wyjasnienie
jak oddziatywanie wymienionych niekanonicznych struktur DNA z nanorurkami
weglowymi moze wplywaé na stabilno$¢ struktury przestrzennej i-motifu, ktorej
formowanie obserwuje si¢ in vitro w pH kwasnym. Inicjacja do przeprowadzenia
ponizszych badan byly doniesienia literaturowe, sugerujace indukowanie i stabilizacje
i-motifu rowniez w pH oboje¢tnym dzigki obecno$ci sfunkcjonalizowanych nanorurek
weglowych. Stad tez w ponizszych badaniach przeanalizowano mozliwosci formowania
i termodynamicznej stabilno$ci i-motifu w sytuacji bezposredniego oddzialywania
z nanorurkami weglowymi o r6znych rozmiarach 1 funkcjonalizacji. I-motif byt badany
w wersji sprotonowanej odpowiadajace; Srodowisku kwasnemu oraz w wersji
niesprotonowanej czyli odpowiadajacej pH neutralnemu. Dodatkowo i-motif badany byt
w jego najprostszej formie zawierajacej 22 zasady, jak roOwniez w sytuacji bardziej
zblizonej do naturalnej czyli w obecnosci dupleksu DNA, w ktérym wytworzone zostaly
obie formy niekanoniczne: i-motif oraz G-quadrupleks.

Z wykonanych w zaprezentowanej ponizej pracy obliczen wynika, ze nanorurki
weglowe nie zwigkszaja stabilnosci i-motifu, gdy nie zawiera on sprotonowanych
cytozyn (pH obojetne). Odwrotnie, zaobserwowano nawet szybsze niszczenie struktury
I-motif w wyniku jego adsorpcji na powierzchni nanorurki weglowej. Réwnoczesénie
I-motif zarowno w stanie sprotonowanym jak i natywnym do$¢ silnie adsorbuje si¢ na
powierzchni sfunkcjonalizowanej nanorurki.

Kolejng obserwacja jest to, ze odpowiednio sfunkcjonalizowana nanorurka
(guaning) w sposob specyficzny atakuje strukturg telomerowego DNA, tzn. kieruje si¢

swoim czotem w miejsce tworzenia si¢ G-quadrupleksu i i-motifu. Natomiast inne grupy
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funkcyjne powodujg, ze sfunkcjonalizowana nanorurka weglowa przemieszcza si¢
swobodnie bez specyficznej lokalizacji w obrebie niekanonicznych form DNA. Ta
obserwacja moze by¢ wykorzystana do ukierunkowanego ataku w te fragmenty DNA.

W pracy zbadano réwniez mozliwo$¢é bezposredniej protonacji cytozyn przez
nanorurki funkcjonalizowane grupami karboksylowymi. Wyniki tych obliczen, opartych
na kwantowochemicznym wyznaczaniu $ciezek reakcji doprowadzity do stwierdzenia, ze
taki proces nie jest mozliwy. Natomiast jest wysoce prawdopodobne, ze nanorurki moga
lokalnie obniza¢ pH przez dysocjacj¢ grup karboksylowych i to moze prowadzi¢ do
protonacji cytozyn.

W przeprowadzonych badaniach wykazano réwniez, ze i-motif jest stabilizowany
przez obecno$¢ G-quadrupleksu w komplementarnej nici DNA w $rodowisku pH
neutralnego, zas w pH kwasnym obie struktury niekanoniczne moga wspotistniec.

Uzyskane w pracy wyniki maja duze znaczenie w poszerzeniu wiedzy
o wiasciwosciach niekanonicznych form DNA oraz ich interakcji z nanorurkami

weglowymi.
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PhD thesis title: Study of the interaction of non-canonical forms of telomeric DNA
fragments with carbon nanotubes using molecular dynamics methods

Author: Patrycja Obara

This work presents the results of theoretical research based on molecular
dynamics simulations, systems composed of telomeric DNA strands forming non-
canonical forms, i.e. i-motif and G-quadruplex, and of single-wall carbon nanotubes. The
conducted research was aimed at explaining how the interaction of the above-mentioned
non-canonical DNA structures with carbon nanotubes can influence the stability of the
i-motif spatial structure, the formation of which is observed in vitro at acidic pH. The
following research was initiated by literature reports suggesting the induction and
stabilization of i-motif even at neutral pH due to the presence of functionalized carbon
nanotubes. Hence, in the following studies, the possibilities of forming and
thermodynamic stability of the i-motif in the situation of direct interaction with carbon
nanotubes of various sizes and functionalization were analyzed. I-motif was tested in the
protonated version corresponding to the acidic environment and in the non-protonated
version, i.e. corresponding to the neutral pH, in addition, the i-motif was tested in its
simplest form containing 22 bases as well as in a situation more similar to the actual one,
i.e. in the presence of a DNA duplex in which they were produced both non-canonical
forms: i-motif and G-quadruplex.

The calculations made in the work presented below show that carbon nanotubes
do not increase the stability of the i-motif when it does not contain protonated cytosines
(neutral pH). Conversely, even faster destruction of the i-motif structure was observed as
a result of its adsorption on the surface of the carbon nanotube. At the same time, i-motif,
both in protonated and native state, adsorbs quite strongly on the surface of the
functionalized nanotube.

Another observation is that a properly functionalized nanotube (guanine)
specifically attacks the structure of telomeric DNA, i.e. it directs its tip towards the point
of formation of G-quadruplex and i-motif within the duplex. On the other hand, other

functional groups cause the functionalized carbon nanotube to move freely without
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specific localization within the non-canonical forms of DNA. This observation can be
used to target these DNA fragments by functionalized carbon nanotubes.

The study also investigated the possibility of direct protonation of cytosines by
nanotubes functionalized with carboxyl groups. The results of these calculations based
on quantum chemical determination of reaction pathway led to the conclusion that such
a process is not possible. However, it is highly likely that nanotubes can locally lower the
pH by dissociating carboxyl groups and this may lead to protonation of cytosines.

The conducted studies also showed that i-motif is stabilized by the presence of
G-quadruplex in a complementary DNA strand in a neutral pH environment, and both
non-canonical structures can coexist in acidic pH.

The results obtained in the study are of great importance in expanding the
knowledge about the properties of non-canonical forms of DNA and their interaction with

carbon nanotubes.
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Wykaz stosowanych skrotow

iM — i-motif

Gq - G-quadrupleks

iG — i-motif + G-quadrupleks

Ga — G-quadrupleks w pH kwasnym

Gn — G-quadrupleks w pH neutralnym

la — i-motif w pH kwasnym

In —i-motif w pH nautralnym

iMp — i-motif protonowany

iM — i-motif nieprotonowany

MD — dynamika molekularna

SMD - sterowana dynamika molekularna

REMD - dynamika molekularna z wymiang replik
rbREM — wymiana replik w dynamice ciala sztywnego
QM — mechanika kwantowa

RMSD - pierwiastek ze $redniego kwadratowego odchylenia danej struktury od
pewnego stanu odniesienia

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy

CNT — nanorurka weglowa

SWCNT — jednos$cienna nanorurka weglowa
MWCNT — wieloscienna nanorurka weglowa
DWCNT — dwuscienna nanorurka weglowa

fCNT — funkcjonalizowana nanorurka weglowa
ssSDNA — jednoniciowe DNA

dsDNA — dwunicowe DNA

WC — dupleks Watsona -Cricka
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Niekanoniczne formy DNA

1. Niekanoniczne formy DNA

1.1. Wstep

Elementem podstawowym budowy organizmow sa biatka, skladajace si¢
z dwudziestu roéznych aminokwaséw. Biatka s3 niezbedne dla funkcjonowania
wszystkich procesow komodrkowych, pelnig migdzy innymi funkcj¢ budulcowa, biora
udzial w przekazywaniu impulsow nerwowych, magazynuja i transportujg mikro-
1 makroelementy. Informacje potrzebne do syntezowania réznych bialek zawarte sg
w DNA. DNA, czyli kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid) to
wazny polimer bedacy nosnikiem informacji genetycznej, zlokalizowany w jadrze
komoérkowym kazdego zywego organizmu. DNA swym ksztalttem przypomina nié,
sktadajaca si¢ z duzej iloSci deoksyrybonukleotydow. Kazdy z nich ztozony jest
z deoksyrybozy — piecioweglowego cukru, do ktorego dotaczona jest grupa fosforanowa
I jedna z czterech zasad azotowych: adenina (A), tymina (T), cytozyna (C), guanina (G).
Zasady petnig role nos$nikow informacji genetycznej, natomiast reszty cukrowe
i fosforanowe pelnig role strukturalng (Gregory Gatto Jeremy M. Berg 2019). Od 1953
roku dzigki J. Watson’owi 1 F. Crick’owi, ktorzy na podstawie zdjg¢ krystalografii
rentgenowskiej okreslili strukturg DNA, jest nam znana specyficzna podwojna helisa. Jest
to fragment DNA, sktadajacy si¢ z dwdch tancuchow polinukleotydowych, ktére biegng
antyréwnolegle w stosunku do siebie, skrecajac si¢ wokot wspodlnej osi, tworzac
dwuniciowa helis¢ Watsona-Cricka. Zasady azotowe skierowane do wnetrza helisy tacza
si¢ ze sobg komplementarnie, tzn. adenina l3czy si¢ z tymina, a cytozyna zawsze taczy
si¢ z guaning. Dzigki temu sekwencja nukleotydow jednej nici DNA okresla kolejnos¢
nukleotydow w drugiej nici, ktore nastgpnie oplataja si¢ helikalnie (Allison 2009).
Dominujaca i najtrwalsza in vivo jest struktura prawoskretna B-DNA, ale w okreslonych
warunkach dwuniciowy DNA moze przybiera¢ inne dwuniciowe formy prawo- jak
I lewoskretne, takie jak: A-DNA czy Z-DNA (Bukowiecka-Matusiak i Wozniak 2006).

W jadrze komérkowym DNA upakowane jest w chromosomy. Chromosom
zaczyna i konczy si¢ fragmentem zlozonym z wielokrotnie powtarzalnych sekwencji
zasad nukleinowych, tj. telomerem (Turner i in. 2011). Powtorzenia te charakteryzuja si¢
asymetrig guanin i cytozyn. W wielu telomerach wystgpuje od dwdch do pieciu
powtorzen, sasiadujacych ze sobg na tej samej nici guanin z odpowiadajagcymi im

cytozynami na drugiej nici. U kreggowcow motywem powtarzanym w telomerach jest
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sekwencja (TTAGGG) : (CCCTAA). W ten sposéb mozemy wyrdzni¢ bogate
w guaning i bogate w cytozyne nici w dwuniciowym telomerowym odcinku DNA. Ni¢
bogata w guanine jest dluzsza i tworzy zwis 3’ w koncowej czeSci telomeru (Phan i
Mergny 2002). Biologiczng rolg telomeru jest ochrona chromosomu przed zniszczeniem
lub fuzja z sgsiednimi chromosomami, a takze regulacja starzenia si¢ komorek. Biorgce
pod uwage rezultaty badan, telomery takze moga by¢ postrzegane jako markery
prognostyczne procesu nowotworzenia zachodzacego na bardzo wczesnym etapie
kancerogenezy (Barczak i Rubis 2012). Telomery majg unikalny sposob replikacji, oparty
na enzymie zwanym telomerazg. W przeciwienstwie do komérek nowotworowych, ktore
czesto wyrazaja wysoki poziom telomerazy, aktywnos$¢ ta jest $cisle regulowana
w  normalnych ludzkich komodrkach somatycznych. Oczywiscie wigkszos¢
telomerycznego DNA jest dwuniciowa z wyjatkiem czeséci koncowej, w ktorej zwis 3’
nici bogatej w guaning jest jednoniciowy i tworzy tak zwang petle T (Chen i Chen 2011).
Te fragmenty DNA sprawiaja, ze w warunkach in vitro i in vivo w zaleznosci od
sekwencji nici oraz od wtasciwosci srodowiska takich jak sita jonowa roztworu, pH,
obecno$¢ jonow metali czy innych matych czasteczek organicznych, mozemy
zaobserwowa¢ istnienie innych mniej poznanych niekanoniczych form DNA wyzszego
rzedu. Biologiczna rola struktur innych niz popularna i znana prawoskretna struktura
B-DNA jest obszarem aktywnych badan. Celem wyzej wspomnianych badan jest
okreslenie, ktore alternatywne konformacje DNA réwniez te wieloniciowe jak trypleksy
czy tertapleksy istniejg in vivo. Wazne jest rowniez okreslenie jak regulowane jest ich

tworzenie i jakie informacje przekazuja (Makarov, Hirose, i Langmore 1997).

1.2. Struktury dwuniciowe

Wyrdzniamy trzy rozne formy dupleksu kwasu deoksyrybonukleinowego.
Najbardziej rozpowszechniong forma w obojetnym pH i fizjologicznych stezeniach soli
jest model podwojnej, prawoskretnej helisy B-DNA zaproponowany przez Watsona
1 Cricka. W strukturze tej dwa polinukleotydowe tancuchy oddziatujg ze sobg poprzez
wigzania wodorowe Watsona-Cricka pomig¢dzy odpowiednimi zasadami azotowymi,
tworzacymi komplementarne pary. Zasady pasuja do modelu podwojnej helisy, gdy
pirymidyna (C lub T) na jednej nici jest zawsze sparowana z puryng (A lub G) na nici
drugiej. Adenina i1 guanina maja budowe dwupierscieniowg. Cytozyna i tymina majg
tylko jeden pierscien. Gdyby adenina wigzala si¢ z guaning, a cytozyna z tymina,

odlegtoéci miedzy dwoma tancuchami DNA bylyby zmienne. Jednak, gdy czasteczka
13
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jednopierscieniowa wigze si¢ z czasteczka dwupierscieniowa, odlegtos¢ migdzy dwoma
fancuchami jest stala. Pozwala to zachowa¢ jednolity ksztatt podwdjnej helisy DNA.
Specyficzno$¢ ta jest charakterystyczna dla rozpoznania molekularnego w obszarze
kwasow nukleinowych. Adenina wigze si¢ ze swoja komplementarng zasadg tyming,
poprzez dwa wigzania wodorowe typu Watsona-Cricka. Guanina wigze si¢
z komplementarng cytozyna poprzez trzy wigzania wodorowe (Rys. 1.1.). Dwuniciowe
struktury DNA sg obecnie dobrze poznane i opisane w literaturze (Neidle 1999).

’ T

LY N |:| ....... |_.|_N'.I

H
TI“;}N <r'«l H: === CH, r %_( h
f”“‘% N h}_\g j{”“- NN )
- N=/ }7 N " N—H--- D%NF
A g M ¢ ’
Rys. 1.1. Oddzialywania wodorowe Watsona-Cricka pomigdzy komplementarnymi zasadami
azotowymi: A:T, G:C.
Poza popularng prawoskretng strukturg B-DNA znana jest rowniez prawoskretna
forma A-DNA oraz lewoskretna forma Z-DNA (Ghosh i Bansal 2003). Rysunek 1.2.
przedstawia te struktury DNA 1 pozwala na przesledzenie podobienstw
i najwazniejszych roznic pomigdzy nimi. We wszystkich tych strukturach dwa
polinukleotydowe tancuchy oplataja helikalnie wspolng o$. Lancuchy zwrdcone sg
antyrownolegle, w przeciwnych kierunkach. Koniec 5’ jednego tancucha faczy si¢
z koncem 3’ komplementarnego drugiego tancucha DNA. W podwdjnej helisie B-DNA
I A-DNA zasady pirymidynowe i purynowe zlokalizowane sa wewnatrz helisy, zajmujac
jej rdzen, a reszty deoksyrybozy 1 grupy fosforanowe znajduja si¢ na zewnatrz.
W strukturze B-DNA ptaszczyzny pierscieni cukrow otaczajg zasady i utozone sg wokot
osi helisy, z kolei ptaszczyzny zasad sa do niej prostopadie. Struktura B-DNA jest
dominujagcym typem strukturalnej konformacji DNA w komorkach (Richmond i Davey
2003). Rzadszg konformacjg strukturalng jest forma A-DNA, ktéra DNA moze przyjaé
w warunkach odwodnienia (Gregory Gatto Jeremy M. Berg 2019). Ta helikalna struktura
mimo, ze podobna do B-DNA, jest znacznie szersza i bardziej ptaska. Gldowna roéznica
pomi¢dzy strukturami A-DNA i B-DNA jest rozna konformacja reszt cukrowych.
W strukturze A-DNA wegiel C3” deoksyrybozy wystepuje poza plaszczyzng pier§cienia
furanozowego, przyjmujac konformacj¢ C3’-endo (typu N), co w konsekwencji prowadzi

do odchylenia par zasad od potozenia prostopadtego wzgledem osi czasteczki 1 réznych
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odlegtosci pomiedzy sasiadujacymi resztami fosforanowymi. W zwigzku z odchyleniem
zasad od prostopadiego utozenia wzgledem osi helisy, struktura A-DNA ma pusty rdzen
srodkowy. Kolejng r6znicg pomigdzy tymi strukturami DNA jest wielko$¢ matego rowka
(m; ang. minor groves) w petli helisy. W B-DNA jest on waski 1 gleboki, a w helisie
A-DNA obserwuje si¢ niemalze catkowity zanik matego rowka, ktory jest tutaj szeroki
lecz ptytki. Jest to wynikiem wigzania mniejszej ilo$ci czasteczek wody przez grupy
fosforanowe niz ma to miejsce w helisie B-DNA (Bukowiecka-Matusiak i Wozniak
2006).

Rys. 1.2. Modele kanonicznych form B-DNA, A-DNA i Z-DNA. Widok wzdlz osi helisy
z wyraznymi rowkami. duzym (M, ang. major groove) i matym (m, ang. minor groove) oraz widok
z gory, w Srodku widoczne ukladajgce sie zasady otoczone szkieletem fosforanowo-cukrowym
(Gregory Gatto Jeremy M. Berg 2019)

Jednym z istotnych pytan w dziedzinie biologii molekularnej jest pytanie
o mozliwo$¢ wystepowania in vivo réwnoczesnie Kilku form helikalnych DNA.
W przeprowadzonych badaniach opisanych w literaturze istniejag informacje
o mozliwosci interkonwersji A- i B-DNA w warunkach in vitro. Zwigkszenie st¢zenia
organicznej lub nieorganicznej soli czy tez obnizenie liczby czasteczek wody wokot
B-DNA moze prowadzi¢ in vivo do przejscia B-DNA w forme¢ A-DNA (Ghosh i Bansal
2003). W koncu lat siedemdziesiatych XX wieku odkryto in vitro istnienie jeszcze jednej
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tym razem lewoskretnej, dwuniciowej struktury DNA, ktérg nazwano: Z-DNA. Jest to
radykalnie inna struktura dupleksu z dwiema ni¢mi, zwiniegtymi w lewoskretng helisg
1 wyraznym zygzakiem (stad nazwa struktury: Z-DNA) w szkielecie. Pojawienie si¢
struktury Z-DNA wymaga odpowiednio wysokiego stezenia soli organicznej i/lub
nieorganicznej, obecnosci odpowiedniego stezenia jonéw dwuwarto$ciowych (Mg?*,
Zn?*) lub jednowartosciowych (Na*), ktérych obecno$¢ pozwala na zminimalizowanie
odpychajacych oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy fosforanami szkieletu tej
helisy. Warunkiem koniecznym i rownoczes$nie cechg charakterystyczng dla utworzenia
tej formy DNA jest wystgpowanie naprzemiennych, powtarzalnych w odréznieniu do
innych struktur DNA sekwencji dinukleotydowych purynowo-pirymidynowych, takich
jak GC, CG. Powtarzalnos¢ takich traktow dinukleotydowych wymusza lewoskretnos¢
oraz powoduje zroznicowanie konformacyjne pierscieni cukrowych w zalezno$ci od tego
czy sa one potaczone z purynami czy pirymidynami (Chen i in. 2014; Yang i in. 2012).
W strukturach A- i B-DNA kazda z par zasad jest zorientowana w helisie podobnie
w odniesieniu do jej sasiadujacych par zasad, wigc wszystkie pary sg strukturalnie do
siebie podobne. W Z-DNA dinukleotydy CG i GC majg inne katy skrecania, co powoduje
roéznice w utozeniu zasad w podwojnej helisie. Formy A- i B-DNA maja polagczone ze
sobg wigzaniami wodorowymi zasady, umiejscowione wewnatrz podwdjnej helisy,
a pierScienie cukrowe i reszty fosforanowe na zewnatrz. Poniewaz wszystkie pary zasad
sg ustawione podobnie w odniesieniu do innych par zasad w tej samej helisie, formy A-
czy B-DNA majg powtarzalng jednostke sktadajacg si¢ z jednego nukleotydu. W Z-DNA
powtarzajaca si¢ jednostka pary zasad wynosi dwa. Dinukleotyd CpG rozni si¢ od
dinukleotydu GpC. Konformacja Z-DNA jest dos¢ trudna w analizie, poniewaz in vivo
nie istnieje jako stabilna cecha podwojnej helisy. Jest to przej$ciowa struktura, ktora jest
czasami wywotywana przez aktywno$¢ biologiczna, a nastgpnie szybko zanika (Zhang i
in. 2006). Biologiczne znaczenie Z-DNA jest kontrowersyjne od czasu jego odkrycia,
a wiele wczesnych badan wzbudzito tyle samo pytan, na ile udzielono odpowiedzi (Marx
1985). Jednak dostepna literatura wskazuje, ze struktury kwasu deoksyrybonukleinowego
inne niz B- lub A-DNA majg istotne (wcigz odkrywane) znaczenie w procesach

biochemicznych (Choi i Majima 2011; Chou, Chin, i Wang 2003; Lee i in. 2018).
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1.3. Struktury tréjniciowe

Lancuchy DNA to dynamiczne struktury, ktore in vivo ulegaja r6znym przemianom
topologicznym. Podczas biologicznych procesow zachodzacych w jadrze komorkowym,
dwuniciowa struktura DNA ulega m.in. w procesach replikacji rozplataniu, a nast¢pnie
ponownemu odtworzeniu dwuniciowej helisy. W tym czasie w strukturze nici DNA
zachodza lokalne zmiany, ktére w pdzniejszym czasie moga okazaé si¢ znaczace. Sg to
zmiany zwigzane m.in. z odwracalnym skrecaniem, zginaniem i rozcigganiem helisy.
W  wyniku wzajemnego oddziatywania tancuchow poprzez tworzenie wigzan
wodorowych moze dochodzi¢ do tworzenia form DNA innych niz opisane powyzej.
W utworzenie tych form mogg by¢ zaangazowane fragmenty tego samego DNA, ale
o $cisle okreslonej sekwencji lub nowe, kolejne nici kwasow nukleinowych. W taki
sposob mogg utworzy¢ si¢ zardéwno struktury trojniciowe, tzw. trypleksy oraz struktury
czteroniciowe, tzw. tetrapleksy (Bukowiecka-Matusiak i Wozniak 2006; Felsenfeld,
Davies, i Rich 1957).

Powstawanie struktur trojniciowych DNA moze by¢ zwigzane ze zmianami
konformacyjnymi zachodzacymi w podwdjnej helisie, polegajacymi na zdolno$ci
zasocjowania trzeciej nici DNA w rowku wigkszym struktury dupleksowej. Trypleksy
ztozone sa wigc w pierwszej kolejnosci z dwoch nici biegngcych antyréwnolegle
w stosunku do siebie, polgczonych wigzaniami wodorowymi typu Watsona-Cricka
niczym w strukturze B-DNA. Roéznicg w poréwnaniu do powszechnej dwuniciowej
helisy jest tutaj odchylenie od osi i pewne rozwinigcie helisy, wywotane zawada
przestrzenng zwigzang z asocjacjg trzeciej nici DNA. Potrojne struktury kwasu
nukleinowego zostaty odkryte w 1956 roku przez Daviesa 1 Richa. Dla utworzenia
trypleksu warunkiem koniecznym jest wystepowanie dwuniciowych komplementarnych
traktow polipurynowo-polipirymidynowych. Trzecia ni¢ pojawiajaca si¢ w tych
strukturach moze by¢ utozona wzgledem nici z dupleksu, z ktorg oddziatuje w sposdb
rownolegly, tzn. koniec 3’ nici trzeciej oddziatuje z koncem 3’ nici dupleksowego
fragmentu DNA dzigki utworzeniu wiazan wodorowych typu Hoogsteena lub
w sposéb antyrownolegly, tj. koniec 3 nici trzeciej tworzy odwrotne wigzania wodorowe
typu Hoogsteena z koncem 5’ fragmentu DNA. (Frank-Kamenetskii i Mirkin 1995).
Uzupetiajgce si¢ interakcje zwigzane z tworzeniem wigzan wodorowych sg
odpowiedzialne za specyficzne polaczenie dupleksu z trzecig nicia DNA. Poniewaz

miejsca parowania zasad Watsona-Cricka sg juz zaangazowane w wigzania wodorowe
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w podwojnej helisie, trzecia ni¢ musi wigza¢ si¢ poprzez parowanie zasad Hoogsteena
z innymi miejscami w dupleksie. Srodkowa ni¢ trypleksu musi by¢ bogata w puryne,
poniewaz pirymidyna nie ma dwdch powierzchni z mozliwo$cig utworzenia wiecej niz
jednego wigzania wodorowego. Zatem potrojne DNA wymaga regionu homopurynowo-
homopirymidynowego DNA. Jesli trzecia ni¢ jest bogata w puryne, tworzy odwrotne
wigzania wodorowe Hoogsteena w orientacji antyrownoleglej z nicig purynowa helisy
Watsona-Cricka. Gdy trzecia ni¢ jest bogata w pirymidyny, tworzy wigzania Hoogsteena
w uktadzie rownoleglym z nicig purynowg sparowang z dupleksem Watsona-Cricka
(Sinden 2012).
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Rys. 1.3. Pary zasad Watsona-Cricka i Hoogsteena. Po lewej tradycyjne pary zasad AT i GC
Watsona-Cricka. Po prawej Hoogsteena TA i C*G. Aby cytozyna utworzyla pare z guaning
w wigzaniu Hoogsteena, pozycja N? cytozyny w trzeciej nici musi by¢ protonowana. Miejsca
parowania zasad wigzaniami Hoogsteena w czgsteczce puryny rozniq sie od miejsc zwigzanych
w parze wigzaniami typu Watsona-Cricka (parowanie zasad Hoogsteena obejmuje pozycje N
w pierscieniu imidazolowym) (Sinden 2012).

Utworzenie wodorowego wigzania typu Hoogsteena z cytozyng, zaangazowang
juz w wigzanie wodorowe Watsona-Cricka, wymaga uprotonowania azotu N cytozyny
W trzeciej nici, co ma miejsce wylacznie w srodowisku kwasnym przy pH ponizej 4,5
(Rys. 1.3.) (Bukowiecka-Matusiak i Wozniak 2006; Sinden 2012). Karst Hoogsteen

odkryl tworzenie wigzan wodorowych tego typu po obserwacji struktury krystalicznej
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kompleksu kwasu nukleinowego, w ktérym analogi adeniny i tyminy tworzyly motywy
par zasad o innej geometrii niz motyw Watsona-Cricka. Pary zasad Hoogsteena maja
znacznie inng geometri¢ niz pary zasad Watsona-Cricka, a co za tym idzie odmienne
zachowanie. Pary Hoogsteena istniejg przejsciowo w niektorych formach DNA
w rownowadze termicznej ze standardowymi parami zasad Watsona-Cricka. Sg réwniez
obserwowane w kompleksach biatko-DNA czy strukturach G-quadrupleksu (Nikolova i
in. 2011; Sinden 2012).

Dla stabilizacji struktur trojniciowych DNA wymagana jest obecno$¢ jonow
metali: Ca®*, Mg®*, Zn** oraz poliamin, ktére odpowiedzialne s3 za neutralizacje
ujemnych tfadunkow grup fosforanowych. Wymagana jest rowniez we wszystkich trzech
fancuchach pelna komplementarno$¢ zasad, poniewaz nawet pojedyncze niesparowanie
moze powodowaé znaczng destabilizacj¢ takiej struktury. Frank-Kamenetskii
i wspoltpracownicy wykazali w latach osiemdziesiatych, ze oprécz wymaganej
komplementarno$ci zasad, region homopurynowo-homopirymidynowy musi zawiera¢
symetri¢ powtorzen lustrzanych (Frank-Kamenetskii i Mirkin 1995). Powtorzenia
lustrzane wystepuja, gdy fragment DNA jednej nici ma ten sam odczyt sekwencji zasad
zarowno w kierunku 3’ jak i 5°, zaczynajac od ustalonego punktu centralnego dla tego
odcinka (sekwencja GAA AAG reprezentuje powtoérzenia lustrzane). Trojniciowe,
naturalnie wystgpujace struktury wewnatrzczasteczkowe, okreslane jako H-DNA tworza
sie, gdy czes¢ lustrzanej sekwencji dysocjuje na pojedyncze, oddzielne tancuchy
pirymidynowy 1 purynowy, po czym nastepuje ponowne przylaczenie lancucha
homopirymidynowego do pozostatej mieszanej czg¢éci dupleksu, co prowadzi do
utworzenia w rowku wiekszym struktury trypleksu rownoleglego. Druga potowa nici
homopurynowej pozostaje jednoniciowa (Rys. 1.4.). Istniejg roéwniez przypadki,
w ktorych ni¢ homopurynowa ponownie asocjuje tworzac *H-DNA, tj. trypleks

antyrownolegty (Jain, Wang, i Vasquez 2008).
oy )
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Rys. 1.4. H-DNA, wewngtrzczgsteczkowe potrojne DNA. W  helisie polipurynowo-
polipirymidynowej z lustrzang symetriqg powtorzen jedna z pojedynczych nici (zaznaczona na
niebiesko) zagina sig¢ i tworzy strukture potrojng, a druga ni¢ (Zotta) pozostaje niesparowana
(Jain i in. 2008).
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Trojniciowe struktury sg opisane w wielu pracach przegladowych i monografiach.
H-DNA odgrywa in vivo wazng role i jest z natury mutagenny i rekombinogenny, tak
wiec elementy struktury H-DNA moga by¢ wykorzystywane farmakologicznie.
Wystepowanie H-DNA zostato m.in. potwierdzone podczas badan genu promotorowego
hsp26 muszki owocoéwki. W przeprowadzonych badaniach okre$lono znaczenie
fragmentu purunowo-pirymidynowego dla prawidtowej aktywacji genu 1 tworzenia
chromatyny (Besch, Giovannangeli, i Degitz 2004; Lu i in. 2003). Do tworzenia si¢
struktur trojniciowych in vivo nie jest konieczna obecno$¢ specyficznych biatek, ale
uwarunkowane jest to wystgpowaniem odpowiednio dlugich traktéw purynowo-
pirymidynowych. W organizmach eukariotycznych DNA ma posta¢ superhelikalna,
SciSle upakowang w nukleosomach, gdzie zwigzane jest z biatkami histonowymi,
utrudniajagcymi powstawanie naturalnie wystepujacych stabilnych struktur wyzszego
rzedu. Struktury trojniciowe mozna takze otrzyma¢ w sposdb wymuszony, poprzez
wprowadzenie do komorki komplementarnych oligonukleotydow. Oligonukleotydy
tworzace trypleks TFO (TFO, ang. triplex forming oligonucleotides) wigza si¢
z okreslonymi sekwencjami w podwdjnej helisie DNA poprzez interakcje wigzan
wodorowych. Wykazano, ze TFO zmniejszajg ekspresje gendw, indukuja ukierunkowane
modyfikacje genomowego DNA i stymuluja rekombinacj¢ DNA. Dodatkowo moga by¢
uzywane jako no$niki do pozycjonowania §rodkéw modyfikujacych DNA w wybranych
sekwencjach. Efekty, w ktorych posredniczy TFO, opisano gtéwnie w hodowli
komorkowej, ale jedno badanie wykazato aktywnos¢ TFO w modelu mysim. Wykazano,
ze w komorkach somatycznych dorostych myszy wprowadzone TFO moze indukowac
mutacje genomu w okreslonych obszarach. Pozwolito to potwierdzi¢, ze modyfikacje
genomu wywotane utworzeniem struktur trypleksowych, moga by¢ przeprowadzane
w organizmach zwierzecych. Wynik ten byt istotnym krokiem w strong rozwoju terapii
genowej 1 wykorzystania tworzenia trypleksow w zastosowaniach medycznych
(Vasquez, Narayanan, i Glazer 2000). Krytycznymi kwestiami dotyczacymi technologii
opartych na TFO jest opracowanie nowych analogéw oligonukleotydow 0 ulepszonym
powinowactwie wigzania, lepszej selektywnos$ci docelowej i wystarczajacej stabilnosci
w Srodowisku wewnatrzkomorkowym. Wymuszenie tworzenia takich struktur
trojniciowych TFO znalazto zastosowanie w biochemii 1 biologii molekularne;j.
Wykazano m.in., ze tworzenie w regionach promotorowych struktur trypleksowych
blokuje dostgp czynnikow transkrypcyjnych i powoduje inhibicj¢ aktywacji genow

in vitro. Wprowadzenie do komorki komplementarnych oligonukleotydoéw, tworzacych
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struktury trypleksowe TFO, umozliwia korekcj¢ i wyciszenie gendow w wyniku
wywotania trwatych zmian w ich sekwencjach (Besch i in. 2004). Tworzenie naturalnych
wewnatrzczasteczkowych struktur potrdjnej helisy DNA, jak rowniez ich powstawanie
poprzez wprowadzenie komplementarnych oligonukleotydow jest wcigz interesujagcym
tematem badawczym ze wzgledu na ich intrygujace funkcje biologiczne i potencjat
farmakologiczny w terapii genowej oraz zdolno$¢ do precyzyjnej inzynierii
funkcjonalnych nanomateriatow opartych na DNA (Guerrini i Alvarez-Puebla 2021).
W ré6znych badaniach zastosowano tworzenie trypleksow w celu zahamowania ekspresji
genéw (Hu i in. 2017), do wykrywania miejsc uszkodzen DNA w wyniku
niedopasowania pojedynczych zasad (Moser i Dervan 1987) oraz do hamowania wigzania
biatek z DNA (Datta i in. 2001). Struktury trypleksowe sa rowniez wykorzystywane do
rozwoju obszarow nanotechnologii DNA i materialow funkcjonalnych opartych na
kwasach nukleinowych. Potrojne struktury kwaséw nukleinowych s3 waznymi
elementami przy projektowaniu materialdw reagujacych na bodzce. Integracja potrdjnych
struktur DNA z polimerami akryloamidowymi doprowadzita do syntezy hydrozeli
reagujacych na pH, ktére podlegaja odwracalnym przemianom hydrozel-roztwor
1 wykazuja whasciwosci pamigeci ksztaltu. Te nowe materiaty sg bardzo obiecujace jako
nos$niki kontrolowanego dostarczania lekow lub do zamieszczania informacji i tworzenia
inteligentnych materialéw do zastosowan inzynieryjnych (Vazquez-Gonzélez 1 Willner
2021; Yang, Liu, i Wang 2019). Przeprowadzono réwniez badania, wykorzystujace
funkcjonalizowanie nanoczastek dendrymerdéw potrojnymi kwasami nukleinowymi,
ktore aktywnie uczestniczyly w wyciszaniu onkogenu i zmniejszaniu guza w mysim
modelu raka. Te badania podkreslaja znaczenie trypleksow DNA w przysztych

zastosowaniach nanomedycyny (Conde i in. 2016; Hu i in. 2017).

1.4. Struktury czteroniciowe

Chromosom eukariotyczny, stanowigcy zwartg form¢ DNA nawinigtg na biatka
histonowe, zlokalizowany w jadrze komérkowym zaczyna i konczy si¢ specyficzna
strukturg nukleoproteinowg zwang telomerem. Telomery chronig konce chromosomow
przed zniszczeniem lub fuzja z sgsiednimi chromosomami podczas podzialéw komorek
1 procesu regeneracji oraz s3 odpowiedzialne za integralno$¢ genomu. Dlugos¢
telomerow skraca si¢ z wiekiem 1 jest to zwigzane z tzw. starzeniem replikacyjnym —
powolnym traceniem przez komorki zdolnosci do podzialu. Postepujace skracanie

telomeréw prowadzi do starzenia lub apoptozy komorek. Krotsze telomery moga mieé
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roéwniez wplyw na niestabilno$¢ genomu i onkogeneze. Tempo skracania telomeréw ma
kluczowe znaczenie dla zdrowia, tempa starzenia si¢ danej osoby, a takze by¢ moze jest
odpowiedzialne za raka. Telomery majg unikalny tryb replikacji, oparty na enzymie
zwanym telomerazg. Aktywno$¢ telomerazy w zwigzku ze starzeniem komorek
zmniejsza si¢ z wiekiem. W komodrkach nowotworowych obserwuje si¢ podwyzszong
aktywno$¢ telomerazy co umozliwia nieograniczong ilo$¢ podzialéw jednej komorki.
Niekontrolowany podziat komoérek nowotworowych moze skutkowa¢ powstaniem guza
nowotworowego (Celtikci, Erkmen, i Dikmen 2021; Phan i Mergny 2002; Shammas
2011).

Telomerowy odcinek DNA charakteryzuje si¢ powtarzalno$cig sekwencji zasad
nukleinowych (TTAGGG):(CCCTAA), tworzaca podwdjng heliss DNA. Wigkszos¢
telomerowego odcinka DNA jest dwuniciowa z wyjatkiem czg$ci koncowej, gdzie region
nici 3’ bogatej w guaning jest dluzszy i jednoniciowy. Telomerowe sekwencje zasad
polaczone sa szeregiem biatek warunkujacych ich odpowiedni ksztalt i stabilnosc.
Obecnos$¢ biatkowego kompleksu ochronnego sprawia, ze w telomerze tworza si¢
wewnetrzne wigzania, ktore powodujg formowanie dwoch petli: T (T-loop) i D (D-loop),
ktére odpowiadajg za stabilizacje struktury telomeréw. Dwuniciowa cze$¢ telomerowa
dzigki aktywnosci kompleksu biatek ochronnych ulega zawinigciu i zamknigciu
w wigkszg petle T. Z kolei wolna ni¢ 3’ na koncu chromosomu wewnatrz petli T taczy
si¢ z dwuniciowym fragmentem DNA telomeru tworzac mniejszg petle D (Blasco 2007;
Luiin. 2013). Telomerowe odcinki DNA charakteryzuja si¢ asymetrig guanin i cytozyn.
W powtorzeniach zasad nukleinowych w telomerach moze wystgpowa¢ od dwoch do
pieciu powtdrzen sasiadujacych ze sobg guanin na tej samej nici DNA z odpowiadajacymi
im cytozynami na nici drugiej. (Makarov i in. 1997; Phan i Mergny 2002; Russo Krauss
i in. 2016). Nici telomerowe bogate w guaning i cytozyng moga tworzy¢ struktury DNA
wyzszego rzedu. Ni¢ bogata w guaning moze przyja¢ czteroniciowg strukture
G-quadrupleksu, podczas gdy ni¢ bogata w cytozyne moze tworzy¢ tak zwany i-motif
(Choi i in. 2011; Debnath i in. 2017; Russo Krauss i in. 2016; Sen i Gilbert 1988).

1.4.1. G-quadrupleks

G-quadrupleks (Gq) jest niekanoniczng drugorzedowa strukturg DNA,
biologicznie istotng dla replikacji DNA, transkrypcji i stabilnosci telomeréw co sprawia,

ze stal si¢ on obecnie potencjalnym celem w nowych metodach leczenia chorob. Struktura
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ta powstaje samoczynnie w wyniku oddzialywania sekwencji, zawierajacej ciagle
powtdrzenia guaninowe i charakteryzuje si¢ obecno$cig dwoch lub wigcej stosow
czterech guanin, tworzacych kwartet utozonych wspoétptaszczyznowo. G-quadrupleks
stabilizowany jest poprzez wigzania wodorowe Hoogsteena oraz dodatkowo przez
jednowarto$ciowy jon o odpowiedniej wielkosci tj. Na® lub K*, zlokalizowany
w centralnym rdzeniu kwartetu guaninowego, ktory neutralizuje elektrostatyczne
odpychanie ujemnego tadunku tlenu w guaninie (Rys. 1.5.) (Gellert, Lipsett, i Davies
1962; Kudlicki 2016; Sen i Gilbert 1988). Cenne dla wytlumaczenia roli i lokalizacji
jonow metali jednowartosciowych w stabilizacji struktur G-quadruplekséw okazaty si¢
badania krystalograficzne. Lane i wsp. analizujac sekwencje d(TGGGGT) stwierdzili, ze
jony K* umiejscowione pomiedzy ptaszczyznami utworzonymi przez kwartety guanin,
wiaza si¢ z nimi przez osiem wigzan koordynacyjnych stabilizujac te strukturg. Na
podstawie badan krystalograficznych wykazano réwniez, ze wystgpujaca u ludzi
sekwencja telomerowa (TTAGGG) tworzy intramolekularne G-quadupleksy
w roztworach w obecnosci jondw Na® w stezeniach zblizonych do fizjologicznych (Lane
i in. 2008). Chociaz G-quadrpleksy po raz pierwszy odkryto in vitro, coraz wigcej
dowoddéw wskazuje, ze ta unikalna struktura kwasu nukleinowego jest rowniez tworzona
w zywych komorkach. Gavathiotis 1 wsp. potwierdzili tworzenie si¢ struktur
G-quadrupleksu  w ludzkiej sekwencji zasad nukleinowych, wystepujacych
w telomerowych czesciach DNA za pomoca badan NMR i symulacji dynamika
molekularng (Gavathiotis i Searle 2003). Kilka grup naukowcow przeprowadzito analizy
obliczeniowe w celu znalezienia rowniez nietelomerowych przypuszczalnych sekwenciji,
tworzacych G-quadrupleks w genomie. Huppert i Balasubramanian odkryli, ze w ludzkim
genomie znajduje si¢ ponad 300 000 przypuszczalnych sekwencji mogacych tworzy¢
G-quadrupleks. Te sekwencje nie s3a zlokalizowane losowo, znajduja sie
w funkcjonalnych regionach genomowych, takich jak promotory, introny i regiony
niepodlegajace translacji genow (Huppert i Balasubramanian 2007). Struktury
G-quadrupleksow sa zroznicowane. Konformacja G-quadrupleksu jest okreslana przez
orientacj¢ wigzan glikozydowych guanin w kwartetach réwnolegla, antyréwnolegta lub
mieszang orientacj¢ nici wnoszacych zasady guaninowe do kwarterdw oraz przez
dtugosci 1 sekwencje petli taczacych serie guanin. G-quadrupleksy wykazujg znaczng
stabilno$¢ termodynamiczng, w duzej mierze wywodzaca si¢ z utozenia hydrofobowych

kwartetow 1 modulowang przez dtugos¢ i sekwencje petli (Patel, Phan, i Kuryavyi 2007).
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Sekwencja powtorzefi telomeru  5-GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3'

PO G-quadrupleks
/?\ 5 /\
79 ' I '

FEH D

rownolegla antyrownolegla mieszana

orientacja nici t T T t i l T 1 l l t ‘

J
y\w“\/‘\q

L
W
i

Kwaﬂet G

Rys. 1.5. Schematyczne struktury G-quadrupleksow. Struktury te reprezentowane sq przez trzy
stosy kwartetow guaninowych i podzielone sq na trzy typy: rownolegte, antyrownolegte
i mieszane, zgodnie z orientacjq nici. W kwartecie umieszczonym po lewej stronie wskazano
poprzez symbol M* umiejscowienie jednowartosciowego jonu metalu oraz linig wykropkowang
wigzania wodorowe Hoogsteena pomiedzy guaninami (Nakanishi i Seimiya 2020).

Tworzenie G-quadruplekséw zachodzi w regionach jednoniciowych, gdzie
powstaja podczas replikacji i transkrypcji w wyniku zwijania. Powstata struktura
posiadajaca duza $rednice i1 cztery rowki definiuje unikalno$¢ G-quadrupleksu, ktory
rozni si¢ od dupleksowego DNA. Utworzenie G-quadrupleksu w koncowym zwisie 3’
ludzkiego telomeru moze przyczynia¢ si¢ do hamownia nadekspresji telomerazy,
charakterystycznej dla komorek nowotworowych. Stad tez stabilizacja oraz dzialania,
majace na celu formowanie tej niekanonicznej formy DNA, stanowig obiecujaca strategie
do opracowywania nowych terapii walki z rakiem (Hirashima i Seimiya 2015; Hurley
2002; Pendino i in. 2006). Temat G-quadrupleksow jest z tego wzgledu szeroko
omawiany w piSmiennictwie, gdzie naukowcy skupiajg si¢ na poznaniu charakterystyki
struktury topologii G-quadrupleksu, czynnikow sprzyjajacych jego stabilizacji oraz
terapeutycznym i diagnostycznym potencjale tej wyjatkowej struktury kwasu
nukleinowego (Tseng i in. 2013).

Naukowcy prowadza réwniez badania nad aptamerami, stanowigcych krotkie
fragmenty DNA bogate w guaning, majace zdolno$¢ do formowania si¢ w stabilne
struktury G-quadrupleksow w warunkach fizjologicznych i rozpoznawania réznych
biatek (Rohloff i in. 2014). Aptamery sa malymi oligonukleotydami opartymi na DNA
lub RNA, ktore sg zazwyczaj wytwarzane przez systematyczng ewolucje ligandow za
pomocg technologii wyktadniczego wzbogacania (SELEX). Jest to metoda uzyskiwania

oligonukleotydow o wysokim powinowactwie do sekwencji docelowej, oparta na
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poczatkowym uzyskiwaniu wstepnego panelu aptamerdw, a nastepnie przeprowadzeniu
sekwencjonowania nowej generacji w réznych cyklach w celu otrzymania szeregu
potencjalnie uzytecznych aptamerdow. Termin aptamer pochodzi od tacinskiego stowa
aptus oznaczajgcego pasowac oraz greckiego slowa meros, oznaczajacego czesc.
Struktury aptameréw zapewniaja specyficzne miejsca wigzania dla matych czasteczek
lub zwigzkow wielkoczasteczkowych kilku typow, w tym komorek, biatek
powierzchniowych komorek, bakterii 1 wirusoOw. Ponadto aptamery oddziatujg z celami
z wysokim powinowactwem i selektywnoscig (Gatto, Palumbo, i Sissi 2009).

W ciagu ostatnich kilku lat opracowano szereg aptamerow formujacych struktury
G-quadruplekséw, ktorych potencjal zostal wykorzystany na wiele sposobow, takich jak
antykoagulanty, $rodki terapeutyczne do leczenia chorob oraz jako nanourzadzenia.
Badania z udzialem aptamerow wykazaly, ze G-quadrupleksy s3 silng
i uzyteczng alternatywa dla przeciwcial w terapii celowanej, a takze w diagnostyce in
vitro i in vivo lub wykrywania biomarkerow. Wplyw na to ma migedzy innymi ich wysoka
stabilno$¢, zwiekszony wychwyt komorkowy, tatwos¢ modyfikacji chemicznej,
niewielkie koszty produkcji i wygodne przechowywanie. Jednym z przyktadowych
aptameroOw opartych na strukturze G-quadrupleksu jest aptamer AS1411, formalnie
nazywany jako ACT-GRO-777 (Bates i in. 2009). Jest to odkryty przez przypadek, nie
przez konwencjonalne podejscie SELEX, najbardziej zaawansowany i pierwszy w swojej
klasie aptamer przeciwnowotworowy, ktéry wszedt do badan klinicznych. AS1411 to
tworzacy G-quadrupleks 26-merowy aptamer DNA, wysoce stabilny i odporny na
degradacje nukleazg (enzym przecinajgcy wigzania fosfodiestrowe w kwasach
nukleinowych), ukierunkowany na nukleoling. Nukleolina jest wszechobecnym
1 wielofunkcyjnym biatkiem, odgrywajacym zasadnicza rol¢ w przezyciu, wzroscie
i proliferacji komorek (Yu i in. 2016). AS1411 wigze si¢ z zewnetrzng domeng
nukleoliny, ktora ulega nadekspresji na powierzchni komorek nowotworowych. Dlatego
ten aptamer jest w stanie specyficznie rozpoznawac, a nastgpnie by¢ pobierany przez
komorki nowotworowe (Soundararajan i in. 2009). Zinternalizowany kompleks aptamer-
nukleolina hamuje replikacj¢ DNA, powodujac akumulacj¢ komoérek w fazie S
i cytotoksyczno$¢ wobec komorek nowotworowych (Wu i in. 2015). Badacze
zaproponowali rowniez inny mechanizm dziatania tego aptameru: AS1411 jest
internalizowany przez makropinocytozyng, w ktorej posredniczy nukleolina.
Zinternalizowany  kompleks  aptamer-nukleolina  powoduje  hiperstymulacje

makropinocytozyny, ktora nastepnie powoduje nieapoptyczng $Smieré komorek, znang
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jako metuoza (Reyes-Reyes i in. 2015). W badaniach przedklinicznych AS1411 wykazat
dziatanie antyproliferacyjne w kilku liniach komérek, w tym w komorkach raka phuc,
prostaty i piersi. W badaniach klinicznych fazy | AS1411 byt dobrze tolerowany przez
pacjentdw z zaawansowanymi guzami litymi bez powaznej toksycznosci (Bates i in.
2009). W 1I fazie badan klinicznych AS1411 wykazat obiecujacag aktywnos¢ przeciwko
przerzutowemu rakowi nerkowokomoérkowemu i ostrej biataczce szpikowej przy
minimalnej toksycznosci (Rosenberg i in. 2014).

Biorac pod uwage, ze wigkszo§¢ lekow  przeciwnowotworowych,
przeciwwirusowych wigze si¢ z ciezkimi skutkami ubocznymi ze wzgledu na ich staba
selektywno$¢, pilnie potrzebne sg skuteczne systemy dostarczania lekow. Z pomoca
mogg przyj$¢ aptamery, ktore maja zdolno$¢ szybkiego rozpoznawania celow
biatkowych, co moze pomoc w uzyskaniu lekéw o celowaniu specyficznym. Aptamery
moga by¢ sprzgzone z lekiem w celu dostarczenia go do specyficznych receptorow,
ktorymi zwykle sg biatka powierzchniowe komorek, ulegajacych nadekspresji na
komorkach docelowych 1 niedostatecznej ekspresji na zdrowych komdrkach
niedocelowych (Platella i in. 2017). Ciekawym przypadkiem jest omoéwiony powyzej
aptamer AS1411, ktéry dziala zarowno jako potencjalny lek o obiecujacej aktywnosci
przeciwnowotworowej i przeciw HIV (Perrone i in. 2016), jak i jako system dostarczania
lekow, ktory jest wydajny 1 selektywnie internalizowany przez nukleoling,
nadeksprymowany na komorkach nowotworowych przez makropinocytoze (Reyes-
Reyes, Teng, i Bates 2010).

Chociaz aptamery bogate w guaning maja szeroki zakres zastosowan, czasteczki
nadal napotykaja pewne przeszkody, takie jak degradacja nukleazy lub wydalanie przez
nerki czy tez pewnego rodzaju wahania przed przejsciem na nowy rodzaj produktow
(Roxo, Kotkowiak, i Pasternak 2019). Dlatego wymagane sa dodatkowe badania,
szczegblnie na poziomie przedklinicznym i klinicznym, aby aptamery bogate w guaning
byly szeroko stosowane w przyszlos$ci, zwlaszcza w dziedzinach terapeutycznych
i diagnostycznych.

Wraz ze wzrostem badan i wiedzy, naukowcy odkryli, ze rowniez RNA moze
zwija¢ si¢ w struktury G-quadrupleksowe (Gq). GQg-RNA dzieli glowne cechy
strukturalne z GQ-DNA, jednak jedng z rdéznic na podstawie obserwacji
w przeprowadzonych badaniach jest wyzsza termodynamiczna i termiczna stabilno$¢ Gq-
RNA w poréwnaniu z jego odpowiednikiem utworzonym w DNA. Roznice te sa

uwazane za spowodowane lepszym uktadaniem si¢ tetraed guaninowych i wystepujaca
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dodatkowg siecig wigzan wodorowych, obejmujacych dodatkowe grupy OH w rybozie
RNA. Dodatkowo G-guadrupleksy utworzone w rejonach RNA bogatych w guaning sa
bardziej zwarte i mniej uwodnione, co takze przyczynito si¢ do tego, ze te struktury
weszty do trendéw badawczych w ciggu ostatnich kilku lat. (Joachimi, Benz, i Hartig
2009; Pagano i in. 2008; Zaccaria i Fonseca Guerra 2018). Badania nad warunkami
sprzyjajacymi tworzeniu struktur G-quadruplekséw zardowno w DNA jak i w RNA oraz
nad stabilizujgcymi je ligandami, cieszag si¢ wielkim zainteresowaniem wsrod
naukowcow 1 sg zrodtem ozywionej debaty, gdyz uznawane sg za realng strategie
terapeutyczng przeciwko nowotworom i zaburzeniom neurologicznym (Maizels 2015).

G-quadrupleksy obecne w gatunkach eukariotycznych byly i sg nadal szeroko
badane, ich obecno$¢ w bakteriach 1 wirusach przyciagneta uwage dopiero w ciggu
ostatnich kilku lat (Abiri i in. 2021; Ruggiero i Richter 2020; Saranathan i Vivekanandan
2019; Yadav i in. 2021). U bakterii G-quadrupleksy znajduja si¢ w regionach
regulatorowych, ktére petnig wazne funkcje w replikacji, odpornosci na promieniowanie,
zmienno$ci antygenowej i latencji (Saranathan i Vivekanandan 2019). W wirusach
odgrywaja wazng role regulacyjng w kluczowych etapach wirusowych (Métifiot 1 in.
2014). Ostatnie badania wykazaly powstawanie 1 funkcje G-quadrupleksoéw
w patogenach odpowiedzialnych za powazne choroby. Wsrod nich sg Pseudomonas
aeruginosa (Shao i in. 2020), ludzki wirus brodawczaka (HPV) (Tlu¢kova i in. 2013),
ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV) (Métifiot i in. 2014) i SARS-CoV-2 (Zhao i in.
2021).

Strukture tetraed guaninowych okre§lono na poczgtku lat 60-tych, w latach
90-tych G-quadrupleksy byly intrygujacym, mato znanym odstepstwem od kanonicznej
struktury Watsona-Cricka. Jednak w ciggu ostatnich dwoch dekad uzyskano niezwykta
ilo$¢ informacji, ktére umozliwity rozwdj wiedzy dotyczacej tej struktury kwasu
nukleinowego od podstawowe] wiedzy na temat jej budowy do zastosowan klinicznych.
Pomimo to tematyka badawcza zwigzana z G-quadrupleksem nadal wymaga dalszych
badan nad jego struktura, funkcja biologiczng 1 nad znalezieniem matoczasteczkowych
ligandow, ktére mogtyby utatwi¢ tworzenie i stabilizacj¢ struktur G-quadrupleksow,
poniewaz jest to potrzebne dla zrozumienia 1 opracowania nowych metod leczenia m.in.

nowotworow, kontrolowania infekcji wirusowych 1 kontrolowanego dostarczania lekéw.
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1.4.2. 1-motif
W genomowym DNA, gdziekolwiek wystepuje sekwencja bogata w guaning,

zawsze znajduja si¢ sekwencje komplementarne bogate w cytozyne. Takie sekwencje
mogg rowniez tworzy¢ struktury czteroniciowe znane jako i-motif (iM). Dotychczas
mniej wiadomo na temat wystgpowania tych struktur in vivo i ich potencjatu jako celow
dla chemicznej interwencji biologii komorki w poréwnaniu do struktur G-quadrupleksu.
Nazwa i-motif (z ang. intercalated motif) nawiazuje do zjawiska interkalacji,
prowadzgcego do charakterystycznego skrecania DNA (Rys. 1.6.) oraz schematu czy
wzoru na to, w jaki sposob do tego dochodzi (od ang. motif) (Day, Pavlou, i Waller 2014).

Podwdijna helisa Watsona-Cricka

Rys. 1.6. Schematyczne porownanie podwajnej helisy Watsona-Cricka ze strukturg i-motif (Day
i in. 2014)

Pierwszy i-motif DNA zostat scharakteryzowany przez Gehringa i wsp. dla
sekwencji heksameru d(TCCCCC), tworzacej interkalowang cztero-helikalng strukturg
tetramolekularng w warunkach kwasowych (Gehring, Leroy, i Guéron 1993). I-motif
sktada si¢ z dwoch rownoleglych dupleksow DNA, utrzymywanych razem w orientacji
antyrownoleglej przez interkalacje par zasad cytozyna- cytozyna protonowana (C-C¥).
Struktura ta moze by¢ utworzona w wyniku przestrzennego ulozenia par zasad C-C,
obejmujacych powtorzenia cytozynowe obecne w jednej nici kwasu nukleinowego,
tworzac tzw. wewnatrzczasteczkowy i-motif. Z drugiej strony i-motif moze by¢
utworzony w wyniku oddziatywania powtorzen cytozynowych obecnych w dwodch
(dimerach) lub czterech (tetramerach) niezaleznych niciach kwasu nukleinowego,
tworzacych miedzyczasteczkowe struktury i-motif (Rys. 1.7.) (Benabou i in. 2014; Dong,
Yang, i Liu 2014).
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Rys. 1.7. Schematyczna ilustracja konformacji i-motif: (a) péf-protonowana para zasad cytozyna-
cytozyna™; (b) struktura tetrameru i-motif; (c) dimerowa struktura i-motif;
(d) wewngtrzczgsteczkowa struktura i-motif (Dong i in. 2014).

Interkalacja par zasad dwoch rownolegtych dupleksow prowadzi do struktury z dwoma
gléwnymi szerokimi rowkami i dwoma mniejszymi, waskimi. Dwa mniejsze rowki sg
bardzo waskie, co powoduje powstanie wielu krotkich odlegtosci migdzy ni¢mi wzdhuz
szkieletow fosforanowych. Prowadzi to do pojawienia si¢ oddzialywan destabilizujacych
ze wzgledu na bliskie odlegto$ci pomiedzy sagsiednimi, ujemnie natadowanymi
szkieletami fosforanowymi, ktére wyznaczaja mniejszy rowek. Musi to by¢
zrbwnowazone, aby i-motif byt stabilny. Do zbadania wptywu odpychania fosforanow na
stabilnos$¢ tetramerycznego i-motifu utworzonego z sekwencji d(CCCC) wykorzystano
symulacje dynamiki molekularnej. Symulacje te wykazaly, ze sity van der Waalsa
1 wigzania wodorowe migdzy cukrami sg odpowiedzialne za stabilizacje waskich rowkow
w strukturze i-motifu (Malliavin i in. 2003). Pot-protonowane pary zasad C-C* rowniez
sq wazne dla stabilno$ci i-motifu. Trzy wigzania wodorowe pary zasad C-C* nadaja
wysoka stabilno$¢. Obliczenia komputerowe wskazujg, ze energia parowania zasad
(BPE) dla pary C-C* wynosi 169.7 kJ/mol i jest wyzsza niz BPE kanonicznej pary zasad
Watsona-Cricka pomiedzy guaning i cytozyng (96.6 kd/mol) oraz od energii neutralnej
pary zasad C-C (68,0 kJ/mol) (Yang i Rodgers 2014). Podobnie jak inne struktury
kwasow nukleinowych, stabilno$¢ i-motifu zalezy od wielu czynnikow, w tym natury
sekwencji, temperatury i sity jonowe;j. Istotne dla zrozumienia czynnikow wplywajacych
na stabilno$¢ tej struktury sg badania dotyczace chemicznie zmodyfikowanych struktur
i-motif. Pot-protonowane pary zasad C-C* sg kluczowymi interakcjami dla stabilno$ci
i-motifu. Wptyw modyfikacji chemicznych w tych parach zasad byt badany w réznych
kontekstach. Wadkins i wsp. wykazali, ze modyfikacja cytozyny moze mie¢ r6zny wptyw
na stabilno$¢ i-motifu w zaleznosci od warunkoéw Srodowiskowych (Bhavsar-Jog i in.

2014). Na przyktad zastgpienie cytozyny jej fluorowcowymi analogami takimi jak
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5-fluoro, 5-bromo i 5-jodocytozyna, zwigkszajg stabilno$¢ i-motifu w warunkach
kwasowych (Lannes i in. 2015). Te modyfikacje zapewniaja pewna kontrole nad
stabilnoscig i-motifu w eksperymentach laboratoryjnych i zapewniajg wglad w strukture
i proces formowania si¢ i-motifu. Z kolei w laboratorium Wallera zbadano szereg
modyfikacji cytozyny i ustalono, ze i-motify stabilne w fizjologicznym pH czgsciej
skladaly si¢ z metylowanych cytozyn. Odkrycie to wskazuje, ze metylacja moze
przyczynia¢ si¢ do tworzenia i-motifu w zywych komoérkach (Wright i in. 2020).
Prowadzono réwniez badania obejmujagce modyfikacje szkieletu cukrowego
i fosforanowego. Modyfikacje cukru w wigckszosci destabilizowaty struktury i-motifu.
Dodatkowe podstawniki w pier§cieniu cukru, zorientowane w kierunku zwartego
mniejszego rowka struktury i-motifu, powoduja zderzenia steryczne, ktore dodatkowo
destabilizujg strukture (Abou Assi i in. 2018). Utozenie szkieletu cukrowo-
fosforanowego w faldowaniu i-motifu powoduje niezwykle krotkie odleglosci migdzy
sasiednimi fosforanami. Prébujac stlumi¢ odpychanie miedzy ujemnie naladowanymi
szkieletami fosforanowymi, zbadano kilka modyfikacji szkieletow. Mergny i Lacroix
zbadali wptyw tiofosforanu i metylofosfonianu w przeciwienstwie do szkieletu
fosfodiestrowego. Ich badania pokazuja, ze tylko szkielety wykazujace wigzania
fosfodiestrowe i tiofosforanowe umozliwiajg tworzenie i-motifu. Postawili hipoteze, ze
chociaz szkielet metylofosfonianowy jest obojetny, masywnos$¢ grupy metylowe;j
zapobiega powstawaniu i-motifu. Wiaczenie tiofosforanéw do kilku sekwencji DNA
bogatych w cytozyne prowadzi do powstania stabilnych struktur i-motif przy neutralnym
pH 1 s3 one tylko o kilka stopni mniej stabilne niz struktury niezmodyfikowane
(Abou Assi i in. 2018; Mergny i Lacroix 1998). Inna zbadana modyfikacja szkieletu
polegala na =zastapieniu ujemnie natadowanego szkieletu cukrowo-fosforanowego
neutralnym  szkieletem  poliamidowym, tj.  kwasem  peptydonukleinowym
(PNA). Balasubramanian i wsp. badali wplyw PNA na modelowsg sekwencje
heksanukleotydowa p(TCCCCC) przy uzyciu spektrometrii masowe] z jonizacja
1 jonizacja przez nanoelektrorozpylanie. Wykazano, ze PNA tworzy stabilne struktury
i-motif, jednak zwijanie i-motifu wystepuje w wezszym zakresie pH (4,1-4,5)
w porownaniu z jego odpowiednikiem DNA (4,5-6,5) (Krishnan-Ghosh, Stephens, i
Balasubramanian 2005). Grupa Wallera i grupa Burrowsa badaly rowniez wplyw
dhugosci sekwencji DNA bogatych w cytozyng na zwijanie wewnatrzczasteczkowych
struktur i-motif w warunkach fizjologicznych. Tworzenie i-motifu oceniano za pomoca

spektroskopii  w ultrafiolecie i dichroizmu kolowego. Ogdlny wniosek
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z przeprowadzonych badan jest taki, ze w tych samych warunkach eksperymentalnych
struktura i-motifu posiadajgca wiekszg liczbe par zasad C-C* jest bardziej stabilna.
Naukowcy twierdzg, ze mozliwe jest osiggniecie stabilnosci i-motifu przy fizjologicznym
pH bez uzycia modyfikacji pod warunkiem, ze minimalna dtugo$¢ odcinka bogatego
w cytozyng zawiera minimum pi¢¢ sasiadujacych ze soba cytozyn (Fleming i in. 2017,
Wright, Huppert, i Waller 2017). W celu poznania i otrzymania stabilnej struktury
i-motifu badano rowniez wptyw sity jonowej i sttoczenia molekularnego. Okazato sig¢, ze
na struktury i-motifu wptywa sita jonowa roztworu. Mergny i wsp. wykazali, ze
zwigkszenie stezenia NaCl od 0 do 100 mM destabilizuje struktury i-motifu. Wyzsze
stezenia NaCl (300 mM) nie powodowaly dalszej destabilizacji. Ten sam trend
zmniejszania stabilno$ci i-motifu wraz ze wzrostem sity jonowej zaobserwowano
w sekwencjach obecnych w promotorze genu n-MYC (Abou Assi i in. 2018; Day i in.
2014). Jezeli chodzi o stloczenie molekularne to czynniki zaggszczania czgsteczkowego,
takie jak glikole polietylenowe o duzej masie czasteczkowej (PEG), sg szeroko stosowane
do nasladowania zattoczonego $rodowiska, jakie kwas nukleinowy miatby wewnatrz
komorki. Warunki stloczenia preferencyjnie stabilizujg zarowno struktury i-motif, jak
I G-quadrupleksu nad dupleksami i jednoniciowym DNA. Na przyktad, w mieszaninie
1:1 sekwencji bogatych w guaning i cytozyng, warunki zageszczenia molekularnego
przesuwajg rownowage w kierunku struktur G-quadrupleksu i i-motifu oraz zapobiegaja
tworzeniu dupleksu Watsona-Cricka (Cui i in. 2013; Miyoshi i in. 2004).

Pomimo wielu potencjalnych czynnikoéw sprzyjajacych formowaniu si¢ i-motifu,
kwasowe pH s$rodowiska pozostaje jednym z gtdéwnych wymogow w tworzeniu tej
struktury DNA. Wymog protonowania potowy cytozyn tworzacych pary dla utworzenia
struktury i-motif in vitro sprawit, ze ta forma DNA ma szerokg gamg¢ zastosowan
w nanotechnologii. Podczas zmian pH, i-motif moze odwracalnie zwija¢ si¢ i rozwijac
do struktury przypominajacej wsuwke do wltosow, co daje potencjalne zastosowania
w nanotechnologii, na przyklad w projektowaniu nanomaszyn do celow analitycznych
I biomedycznych (Alba, Sadurni, i Gargallo 2016; Liu i Balasubramanian 2003; Wang,
Elbaz, i Willner 2011; Zhao i in. 2020); jako przetaczniki do operacji logicznych (Li i in.
2012; Yang i in. 2010) oraz jako czujniki do mapowania zmian pH w zywych komorkach
(Modi i in. 2009). Pomiar wewnatrzkomérkowego pH jest podstawowym celem
w naukach biologicznych, biorgc pod uwage kluczowy wptyw pH na procesy komorkowe
1 konsekwencje rozregulowanego wewnatrzkomérkowego pH w niektérych chorobach,

takich jak nowotwory (Webb i in. 2011). Te przyktady zastosowan struktur i-motif
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podkreslaja jej potencjat jako elementu budulcowego w uktadach do zastosowan
nanobiotechnologicznych (Zhou i in. 2010).

Sekwencje DNA bogate w cytozyne wykazujg sklonno$¢ do zwijania sie
w konformacje i-motifu przy pH od lekko kwasnego do prawie neutralnego. Poniewaz
protonowanie cytozyny bierze udzial w tworzeniu i-motifu, stabilnos¢ tej struktury jest
silnie zalezna od pH, przy czym i-motifom sprzyja lekko kwasne srodowisko. Maksimum
stabilno$ci i-motif osigga zazwyczaj przy pH 4 i 5, co sprzyja protonowaniu polowy
cytozyn. Dalszy spadek pH prowadzi do protonowania pozostatych cytozyn
z p6zniejszym zaburzeniem struktury i-motifu w okolicach pH ~ 3 (Benabou i in. 2014;
Kim i Chalikian 2016). Ze wzgledu na wymog pot-protonowanych par zasad sagdzono, ze
struktury i-motif moga powstawa¢ tylko przy kwasowych wartosciach pH, jednak kilka
badan wykazato, ze stabilne struktury i-motif mogg tworzy¢ si¢ rowniez przy neutralnym
pH w zaleznos$ci od dlugosci ciggu cytozyn, sekwencji petli, temperatury, st¢zenia soli
(Fleming i in. 2017; Wright i in. 2017). Struktury i-motif sg znacznie bardziej stabilne
w kwasnym pH, ze wzgledu na wymog poét-protonowanych par cytozyn, ale byly one
réwniez obserwowane w obojetnym pH i niskich temperaturach (4°C) (Zhou i in. 2010),
w warunkach zaggszczenia molekularnego (Rajendran, Nakano, i Sugimoto 2010), przy
ujemne;j superhelikalno$ci (Sun i Hurley 2009), w obecnosci kationéw srebra lub miedzi
(1) (Abdelhamid i in. 2018; Day, Huguin, i Waller 2013) oraz wewnatrz nanokanatéw
krzemionkowych (Satpathi, Das, i Hazra 2018). Z drugiej strony wydaje si¢, ze wymog
kwasnego pH dla otrzymania stabilnej struktury i-motif bez modyfikacji srodowiska jest
barierg nie do pokonania. Wiadomo, ze rozregulowane pH jest cechg adaptacyjna
wiekszosci nowotwordw, niezaleznie od ich pochodzenia tkankowego lub genetycznego.
W normalnych dorostych komoérkach pH wewnatrzkomorkowe jest na ogét nizsze (okoto
7,2) niz pH zewnatrzkomoérkowe (okoto 7,4). Jednak komorki rakowe maja wyzsze
wewnatrzkomoérkowe (okoto 7,4) i nizsze zewnatrzkomérkowe pH (6,7-7,1). W tych
warunkach sekwencje nici DNA bogate w cytozyne moga przyjmowac struktury i-motif
in vivo 1 modulowa¢ tworzenie innych struktur kwasu nukleinowego. Kwasne pH
mikro$rodowiska guza w wyniku aktywnego metabolizmu komoérek rakowych,
zwiekszyto zainteresowanie systemami reagujacymi na pH do selektywnego dostarczania
opartych na strukturze i-motif, ktory stanowi interesujacy szkielet DNA wrazliwy na
zmiany pH (Benabou i in. 2014; Webb i in. 2011). Pomimo to jednak nadal istnieja
ograniczone opublikowane badania nad biologiczng funkcja, powstawaniem struktur

I-motifu i jego stabilno$cig in vivo. Ostatnio Zeraati i wsp. udato si¢ wytworzy¢
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i scharakteryzowac fragment przeciwciata (iMab), ktore rozpoznaje struktury i-motif
z wysokg selektywnos$cig i powinowactwem, umozliwiajac wykrywanie i-motifu
w jadrach komorek ludzkich. Na podstawie swoich badan stwierdzili, ze tworzenie tej
struktury in vivo jest zalezne od cyklu komoérkowego i pH oraz ze powstaje ona
w regionach regulatorowych ludzkiego genomu, w tym w promotorach i regionach
telomerycznych. Naukowcy podejrzewaja, ze struktury G-quadrupleksu i i-motifu moga
odgrywac¢ uzupeltniajace si¢ role w regulacji ekspresji genow (Zeraati i in. 2018).
Pomimo ogromnych postepéw w badaniach nad biologig strukturalng i-motifu,
wiele aspektow nadal wymaga dalszych, bardziej szczegotowych badan. Obecne badania
sugeruja, ze i-motif tworzy si¢ przejsciowo w komorce. Jednak zdecydowanie potrzebne
sg dalsze badania zar6wno in vivo jak i in vitro, aby potwierdzi¢ powstawanie tej struktury
w réznych fazach cyklu komoérkowego i odkry¢ oraz wyjasni¢ jej role w rdéznych
procesach biologicznych, poniewaz rola i-motifu wydaje si¢ by¢ coraz wazniejsza
w miar¢ kontynuowania badan. W celu ulatwienia badan nad i-motifami, zaréwno
w ludzkim genomie, jak 1 w zastosowaniach biotechnologicznych, potrzeba wigcej
informacji o tym, jakie zmienne wptywaja na ich powstawanie oraz jakie ligandy moga

wplywac na ich stabilizacje. Jest jeszcze wiele do poznania na temat tej struktury DNA.
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2. Oddzialywanie niekanonicznych form DNA z ligandami
stabilizujacymi

Struktury kwasu nukleinowego w postaci G-quadrupleksu i i-motifu sg badane
pod réznymi wzgledami i sg obecnie uwazane za waznych uczestnikow wydarzen
w dziedzinie farmakologii, biologii i medycyny. Struktury te maja szanse by¢
wykorzystane w kontrolowanym dostarczaniu lekow, np. przy nowych technikach walki
z nowotworami. Leki ukierunkowane na biatka napotykajg na drodze do celu liczne
podobne struktury, dlatego poczatkowo badane leki majace oddziatywaé ze strukturami
G-quadrupleksu wykazywaty niska selektywnos¢ wzgledem docelowej struktury. Ta
niska selektywnos$¢ czgsto powodowala nieoczekiwane efekty, ktore byly powodem
zatrzymania procesu dalszego opracowywania danego leku. Dlatego tez sporo uwagi
poswigca si¢ obecnie poszukiwaniu coraz to nowszych ligandéw oddziatujacych
selektywnie z okreslonymi strukturami DNA. Matle czasteczki zdolne do rozpoznawania
I selektywnej interakcji z G-quadrupleksem czy i-motifem majg ogromny potencjat
terapeutyczny, jako narzedzia w odkrywaniu celow lekdw oraz diagnostyce medyczne;j
(Asamitsu, Obata, i in. 2019).

Poniewaz telomeraza, stanowigca kompleks biatkowy wydtuzajacy sekwencje
telomerowe, jest silnie aktywna w wielu komorkach nowotworowych, co moze
prowadzi¢ do nie$miertelnosci takiej komorki i powstawania guza nowotworowego,
tworzenie si¢ struktury G-quadrupleksu w takim odcinku telomeru stanowi potencjalny
cel biomedyczny dla matych czasteczek, ktore hamujg te aktywnos¢ telomerazy
w komorkach nowotworowych. Dzigki tworzeniu struktury G-quadrupleksu stwierdzono,
ze pochodne 2,6-diaminoantrachinonu i telomestatyna sg inhibitorami telomerazy
poprzez indukowanie tworzenia struktur G-quadrupleksu, po utworzeniu ktorej nastepuje
spadek aktywnos$ci telomerazy komorek nowotworowych, w wyniku czego komoérka
umiera z powodu starzenia si¢. Warto zaznaczy¢, ze telomestatyna jest produktem
naturalnym, wyizolowanym z bakterii glebowej Streptomyces anulatus i stanowi
pierwszy naturalny inhibitor telomerazy, ze wzgledu na jej zdolno§¢ do utatwienia
tworzenia lub stabilizacje struktur G-quadrupleksu w zwigzku ze strukturalnym
podobienstwem pomig¢dzy tymi dwoma strukturami (Asamitsu, Obata, i in. 2019; Kim i
in. 2002; Shin-ya i in. 2001). Kationowa porfiryna, TMPyP4, ktorej ptaski szkielet

1 sktonno$¢ do kationéw ulatwia tworzenie G-quadrupleksu, rowniez zostata
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zidentyfikowana jako jeden z pierwszych ligandow tej struktury DNA (Anantha, Azam,
I Sheardy 1998). Te pionierskie prace przyspieszyly selektywny rozwdj wobec technik,
metod 1 czasteczek stanowigcych ligandy G-quadrupleksu. Do dzi§ z listy dost¢pnych
ligandow G-quadrupleksu, kilka z poczatkowo odkrytych takich jak BRACO19 (Burger
I in. 2005), pirydostatyna (Rodriguez i in. 2008), Phen-DC3 (De Cian i in. 2007), L1H1-
70TD (Terai in. 2009), z ktorych wszystkie maja pomijalne powinowactwo wigzania z
dupleksowym DNA, dzigki czemu stanowig selektywne ligandy dla G-quadrupleksu, sg
do dzi$ niezbedne w badaniach biochemicznych, biofizycznych i chemicznych biologii
G-quadrupleksu. Ligandy G-quadrupleksu sa zwigzkami chemicznymi, ktore
specyficznie wigzg i stabilizujg struktury G-quadrupleksu. Do tej pory opisano juz ponad
800 rodzajow ligandow tej niekanonicznej struktury DNA (Nakanishi i Seimiya 2020;
Santos i in. 2021).

Poza strukturami G-quadrupleksu i ich ligandami we fragmentach telomerowych
DNA, takze ligandy i sekwencje tworzace G-quadrupleks obserwowane w promotorze
gendw zwigzanych z rakiem, rowniez zyskaty duzg uwage jako potencjalne cele
biomedyczne w terapii przeciwnowotworowej (Balasubramanian, Hurley, i Neidle 2011;
Wang i in. 2020). Quarfloxin, ligand oddziatujacy z G-quadrupleksem, zakonczyt badania
Il fazy jako kandydat na srodek terapeutyczny przeciwko kilku nowotworom, w tym
nowotworom neuroendokrynnym, rakowiakom 1 chloniakom. Uwaza si¢, zZe
kwarfloksyna zaburza kompleksy G-quadrupleks-nukleolina rybosomalnego DNA
w jaderku, co z kolei powoduje redystrybucje nukleoliny do nukleoplazmy, gdzie wigze
si¢ z G-quadrupleksem w regionie promotorowym protoonkogenu c-MYC w celu
zahamowania ekspresji gendéw. Ligandy oddzialujace z G-quadrupleksem moga
przyczynia¢ si¢ do ttumienia dalszej ekspresji c-MYC przez stabilizacj¢ G-quardupleksu
za posrednictwem ligandu. W tym kontekscie ligandy oddziatujace z G-quadrupleksem
ukierunkowane na ¢c-MYC byly badane w ciggu ostatnich dwoch dekad w celu
zastosowania lekéw w terapii przeciwnowotworowej. Badania III fazy, dotyczace
kwarfloksyny nie sa obecnie prowadzone ze wzgledu na wysokie wigzanie albumin
(Asamitsu, Obata, i in. 2019). Dash i wsp. doniesli, ze peptyd tiazolowy w ksztalcie
ksiezyca, TH3, preferencyjnie stabilizuje c-MYC-G-quadrupleks w poréwnaniu do
struktury G-quadrupleksu w innych promotorach, przez co jest specyficznym ligandem
(Dutta i in. 2018). Oprocz tego doniesienia, inne geny zwigzane z nowotworem, w tym
hTERT (Palumbo, Ebbinghaus, i Hurley 2009), c-kit (Rankin i in. 2005), KRAS (Morgan
i in. 2016) i BCL2 (Dexheimer, Sun, i Hurley 2006) zostaty zidentyfikowane jako geny,
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w ktorych tworzenie G-quadrupleksu byto zaangazowane w regulacj¢ transkrypcji, a jego
stabilizacja przez ligandy ostabiata aktywno$¢ promotora, ostatecznie indukujac apoptoze
guza.

Szeroko zakrojone badania nad ligandami G-quadrupleksu prowadzg do
przekonania, ze G-quadrupleksy sa zdolne do licznego tworzenia si¢ w bogatych
w guaning regionach DNA czy RNA. Chociaz liczni badacze podjeli ogromne wysitki
w celu uzyskania wysoce aktywnych ligandow G-quadrupleksu, a niektoérzy z nich
osiggneli wielki sukces w opracowaniu lekow wykorzystujacych te ligandy in vivo,
jednak leki te sa wcigz dopiero w potowie drogi do zatwierdzenia ich do uzytku
klinicznego. Jedna z przeszkdod utrudniajacych kliniczne zastosowanie okreslonych
czasteczek oddziatujacych ze strukturami G-quadrupleksu jest wymagana okre§lona
selektywnos$¢ (Asamitsu, Bando, i Sugiyama 2019; Tian i in. 2018). Stad tez do dnia
dzisiejszego prowadzone sg badania nad projektowaniem ligandow G-quadrupleksu
I ich zastosowaniem w tworzeniu terapii przeciwnowotworowych czy takze
przeciwwirusowych oraz nad identyfikacja G-quadrupleksow w zywych komorkach. Tak
dlugo, jak opracowywane beda nowe ligandy, technologie 1 teorie, struktura
G-quadrupleksu bedzie miata szerokie i znaczace zastosowanie biomedyczne (Zhao i in.
2021).

Jezeli chodzi o ligandy oddziatujace selektywnie ze strukturami DNA w postaci
i-motifu to w poréwnaniu do G-quadrupleksow zardwno skuteczno$¢ takich ligandow jak
i ich ilo$¢ sg stanowczo mniej zbadane i jest ich mniej niz dla struktur G-quadrupleks.
Opracowanie selektywnych ligandéw i-motifu za pomocg konwencjonalnych metod jest
trudne ze wzgledu na ztozonos¢ strukturalng i-motifu oraz preferencyjne powstawanie tej
struktury przy pH kwasowym. Pierwszy przyktad zwigzku wigzacego i-motif zostat
opublikowany przez Hurleya i wsp. w 2000 roku. Stosujac ludzkie sekwencje
telomeryczne d(CCCAAT)s i d(AATCCC)s zbadali wlasciwosci wigzace kationowej
porfiryny, TMPyP4, ktora jak stwierdzono wigze si¢ z dang sekwencja nukleotydow
I promuje tworzenie i-motifu przy pH 4,5. Jednak ten ligand postuzyt jedynie jako
wskazowka do dalszych prac rozwojowych w celu poprawy selektywnosci kolejnych
ligandow i-motifu, poniewaz utatwia on rowniez tworzenie G-quadrupleksu, przez co nie
kwalifikuje si¢ jako ligand selektywny dla konkretnej formy DNA (Fedoroff i in. 2000).
Innymi opisanymi ligandami badanymi pod wzgledem ich selektywnos$ci na struktury
I-motifu sg pochodne fenantroliny (Wang i in. 2013), koniugaty neomycyny z perylenem
(Xue, Ranjan, i Arya 2011), fiolet krystaliczny (Ma i in. 2011), tioflawina T (Gao i in.
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2016) i berberyny (Xu i in. 2016). Jednak rowniez te ligandy nie wykazujg znaczacej
selektywnos$ci dla struktur i-motif w stosunku do struktur dupleksowych
I G-quadrupleksow. W kolejnych latach Hurley i wspotpracownicy zidentyfikowali
pochodng cholestanu jako silny i specyficzny zwigzek wigzacy i-motif, ktory moze
zapewni¢ podejscie do regulacji transkrypcji BCL2 w komoérkach rakowych (Kendrick i
in. 2014). Obecnie tylko kilka specyficznych ligandow i-motifu, np. inhibitor
topoizomerazy typu Il, mitoksantron (Wright i in. 2016), ligandy peptydomimetyczne
(Debnath i in. 2017), pochodne benzotiofenu (Brown i in. 2017) i pochodne akrydonu
(Shu i in. 2018) zostaly przetestowane w ukltadzie komérkowym. Dzatko i wsp.
przeprowadzili eksperymenty w komorkach wykorzystujac NMR, aby ustali¢ czy
i-motify pozostaja stabilne w ztozonym s$rodowisku komorkowym zywych komorek
ssakow (Dzatko i in. 2018). Zainteresowanie terapeutycznym potencjatem struktur
i-motif wzrosto po odkryciu istnienia in vivo tej struktury w jadrach ludzkich komorek
przez grupe Christa i Dingera. Bylo to mozliwe dzigki odkryciu przeciwciala, ktore jest
w stanie wigza¢ i-motif specyficznie w jadrze komoérkowym zywych organizméw.
Te badania potwierdzily, ze i-motif moze wystepowaé w regulatorowych regionach
genomu zywych komoérek w warunkach fizjologicznych (Zeraati i in. 2018). Jednak do
dzi$ opracowanie selektywnych ligandow dla i-motifu jest trudne, poniewaz i-motif ma
podobng czteroniciowa topologie strukturalng z G-quadrupleksami.

Przetomem w poszukiwaniu ligandow dla i-motifu bylo opisane przez Chen
1 wsp. odkrycie, ze karboksylowane jednos$cienne nanorurki weglowe moga by¢ uznane
za wiodacego kandydata na pierwszy ligand, mogacy selektywnie stabilizowaé ludzki,
telomeryczny i-motif DNA. Mechanizm tego procesu, jak zaproponowali Chen i wsp.,
obejmowal kilka dos¢ ztozonych mechanizméw biologicznych, prowadzacych
ostatecznie do wygenerowania odpowiedzi na uszkodzenie DNA na poziomie
telomerycznym. Naukowcy stwierdzili pozniejsze zahamowanie aktywnosci telomerazy
w badanych zywych komorkach. Zasugerowali, ze stabilizacja struktury i-motif
1 towarzyszace jej tworzenie G-quadruplekséw prowadza do odstonigcia telomerow
1 przemieszczania bialek wigzacych telomery, generujac odpowiedz na uszkodzenie DNA
na poziomie telomerycznym, a nastepnie zatrzymanie wzrostu komorek nowotworowych
(Chen i in. 2012). Mozliwos¢ selektywnej indukcji tworzenia telomerowego i-motifu
przez karboksylowane jedno$cienne nanorurki weglowe po raz pierwszy zostala
zgloszona przez Li i wsp. (Li i in. 2006). Naukowcy ci odkryli, ze jednos$cienne nanorurki

weglowe hamujg asocjacje dupleksu DNA 1 wigzg si¢ z gtownym rowkiem na koncu nici
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5’ przy obojetnym lub nawet lekko zasadowym pH=8 (Sun, Ren, i Qu 2016). Wigzanie
jest stabilizowane m.in. przez oddzialywania elektrostatyczne miedzy nanorurka
modyfikowang grupami karboksylowymi a parami zasad C:C*. Jednak w wymienionych
warunkach potprotonowane pary cytozyn nie powinny istnie¢. Inng hipoteza
zaproponowang przez Li i wsp. jest to, ze nanorurki stuza jako jadra kondensacji, aby
zwigkszy¢ sktonno$¢ do agregacji DNA, a efekt ten powinien utatwi¢ protonacje C:C™.
Kolejng interesujaca obserwacja byto to, ze niekarboksylowane nanorurki moga
indukowa¢ tworzenie i-motifu przy obojetnym pH w warunkach zageszczenia
molekularnego, wywotanego obecnoscig poli(glikolu) etylenowego. Co ciekawe te
warunki zaggszczenia molekularnego nie byty w stanie wywota¢ tworzenia i-motifu bez
obecnosci nanorurek (Zhao, Ren, i Qu 2008). Sugeruje to, ze tworzenie i-motifu jest
utatwione przez specyficzny ksztalt nanorurek, a nie ich tadunek czy przylaczona grupe
funkcyjng. Jednak w dostepnej literaturze brakuje doktadnych raportow, dotyczacych
szczegbtowego mechanizmu oddziatywania elementéw ukladéw sktadajacych sie
ztelomerycznego odcinka DNA zawierajacego nickanoniczne formy DNA, tj. i-motif czy
G-quadrupleks oraz nanorurek weglowych. Powyzsze interakcje wciagz nie sa w pelni
zrozumiate. Nalezy poswigci¢ wiele uwagi wyjasnieniu tych mechanizméw interakcji
molekularnych, indukowanych skutkéw biologicznych 1  dlugoterminowego
bezpieczenstwa Dbiologicznego. To pozwoli ukierunkowaé¢ wlasciwe metody
1 zastosowanie odpowiednich uktadow w réznych okolicznosciach.

Pomimo odkry¢ dotyczacych ligandow i-motifu, liczba znanych specyficznych
substancji wigzacych te forme¢ DNA jest bardzo ograniczona w poréwnaniu do ligandow
G-quadrupleksu. Od wielu lat struktura G-quadrupleksu zyskata duze zainteresowanie
badawcze, gltownie ze wzgledu na jej stabilno$¢ termodynamiczng w warunkach
fizjologicznych. Jednak strukture i-motif mozna okresli¢ poprzez jeden z potocznych
frazeologizmow - brzydkim kaczatkiem, poniewaz przez wiele lat nie nalezala do grupy
szeroko badanych niekanonicznych struktur DNA. Jednak badania z ostatnich lat
dostarczaja kolejnych waznych informacji, dzigki ktérym rzucaja nowe $wiatlo na te
strukture DNA, dzigki czemu rola biologiczna struktury i-motifu, jej interakcje
z nanorurkami oraz samo zainteresowanie tg strukturg rozkwitnie w nadchodzacych
latach (Saha i in. 2020; Satpathi i in. 2019). Do chwili obecnej chociaz pojawito si¢ kilka
obiecujacych zastosowan, ktore zaprojektowano w oparciu 0 specyficzne interakcje
nanorurek z DNA, niewiele zastosowan mozna wykorzysta¢ in vivo. Wiele interakcji

pomiedzy nanorurkami a DNA zostato zbadanych i zwizualizowanych in vitro. Nalezy
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sprawdzi¢, czy moga one dziata¢ in vivo. Zdobyte informacje pomoga w odnajdowaniu
nowych, dalszych zastosowan potaczen nanorurek ze strukturami DNA, w tym ze

strukturg i-motifu w terapiach genowych, dostarczaniu lekow czy nanotechnologii.
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3. Nanorurki weglowe

W ciagu ostatniej dekady termin ,,nano” jest istotnym sformutowaniem w wielu
profesjonalnych i popularnych dziedzinach zycia. Istnieje wiele r6znych opinii na temat
tego, dokad zaprowadzi nas to nowe i szybko rozwijajace si¢ globalne, interdyscyplinarne
zainteresowanie produktami ,,nano”. Wiele oséb zgodzi si¢, ze termin ,,nano” i powigzane
z nim odkrycia i eksperymenty maja niezwykly potencjat, aby zmieni¢ nasze zycie
poprzez ulepszanie istniejacych technologii oraz umozliwi¢ rozw6j nowych
produktow. Zdolno$¢ do wytwarzania, charakteryzowania i wykorzystywania struktur
materialowych w skali 1-100 nm ma gieboki wptyw na przyszie badania i rozwoj
w dziedzinie fizyki, chemii i biologii, a takze moze zrewolucjonizowa¢ komputerowa,
mechaniczng i elektryczng inzynieri¢, elektronikg, medycyn¢ oraz transport poprzez
tworzenie nowych materiatéw, czujnikow i urzadzen. Jednym z odkry¢ wnoszacym duze
zmiany w dziedzinie nauki, zwigzanym z produktami ,,nano” sg odkryte na poczatku lat
90. XX wieku nanorurki weglowe, ktére do dzi§ sg tematem licznych badan i stanowig
jeden z najbardziej obiecujacych nanomateriatdbw do réznych zastosowan, w tym
w dziedzinie biologii, a $cislej nanomedycynie (Cheung i in. 2010; Hudecki i in. 2019;
Rode, Sharma, i Mishra 2018; Zare i in. 2021).

Nanorurki weglowe (ang.: Carbon Nanotubes, CNTs) wzbudzily ogromne
zainteresowanie w dziedzinie biomedycyny ze wzgledu na swoje obiecujace wiasciwosci
takie jak: duza powierzchnia, struktura przypominajaca igl¢, znaczna wytrzymatosc,
wysoka zdolno$¢ przenoszenia lekow, wybitne cechy elektryczne i optyczne, wysoka
stabilnos¢, biokompatybilnos¢ 1 zdolnos¢ do uwalniania Srodkoéw terapeutycznych
w docelowych miejscach; ale takze ze wzgledu na swoje negatywne wiasciwosci jak
przede wszystkim brak biodegradowalnosci 1 toksyczno$¢. Nanorurki weglowe
W medycynie sa czesto badane pod katem kontrolowanego uwalniania lekow
w sprecyzowanych miejscach ich dzialania lub dostarczania materialu genetycznego,
tj. DNA, gendw lub przeciwcial. Dostarczane bioczasteczki lub substancje aktywne moga
by¢ transportowane na zewnetrznych $ciankach nanorurki lub wewnatrz pustej
przestrzeni tej nanostruktury (Azghandi, Farahani, i Dehghani 2017; Costa i in. 2016; Foo
I Gopinath 2017).
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3.1. Charakterystyka nanorurek weglowych

Nanorurki weglowe to struktury, ktore czesto uwazane sg za alotropowa forme
wegla. Struktura CNT sklada si¢ ze zwinigtej cylindrycznie warstwy grafenowe;,
zawierajace] wylacznie atomy wegla, utozone w sze$ciokaty tworzace strukture plastra
miodu i wykazujace hybrydyzacje typu sp?. Nanorurki weglowe mozna podzieli¢ na dwie
grupy: jednoscienne nanorurki weglowe (ang.: Single-Walled Carbon Nanotubes,
SWCNTS) i wielo$cienne nanorurki weglowe (ang.: Multi-Walled Carbon Nanotubes,
MWCNTs), ktorych ztozony sposdb budowy poréwnywany jest to zasady Matrioszki
(Rys. 3.1.).

Rys. 3.1. Struktury nanorurek weglowych (A) jednoscienna nanorurka SWCNT, (B) dwuscienna
nanorurka weglowa DWCNT, (C) wieloscienna nanorurka MWCNT (Terranova, Sessa, i Rossi
2006)

SWCNTs sktadaja si¢ z pojedynczego arkusza grafenu zwinigtego w rurke, a z kolei
MWCNTSs powstaja przez zwinigcie wielu wspotosiowo utozonych warstw grafenu ze
stalg separacja kolejnych, sasiednich powtok wynoszaca ~0,34 nm. Wzajemne
uporzadkowanie kolejnych cylindrow zapewnia obecnos¢ sit van der Waalsa pomigdzy
warstwami grafenowymi. Oba rodzaje nanorurek na ich koncach moga by¢ otwarte lub
zamkniete czapeczkami fulerenowymi (Eatemadi i in. 2014; Vidu i in. 2014). Nanorurki
stanowig puste w $rodku cylindryczne molekuty, ktére maja Srednice wyrazone w skali
nanometrowej 1 dtugosci w skali nano, mikro, a nawet milimetrow czy centymetrow, co
daje im bardzo duze proporcje dtugosci do $rednicy, ktore czasami sa wicksze niz 10*
(Basu-Dutt i in. 2012). Srednice SWCNTs i MWCNTSs wynosza zwykle odpowiednio od
0,4 do2nmiod 2 do 20 nm, chociaz srednice MWCNTs mogg przekracza¢ 100 nm.

Dhugosci CNTs wahajg si¢ od mniej niz 100 nm do kilku centymetréw, taczac w ten

41



Nanorurki weglowe

sposob skale molekularng i makroskopowa. Cecha charakterystyczng nanorurek jest ich
duza powierzchnia wlasciwa wynoszaca od 10 do 200m?/g w zaleznosci od ich rodzaju
1 $rednicy. Nanorurki weglowe dzigki posiadaniu pustego wnetrza majg matg gestosc.
Inng cechg przypisywang tym strukturom sg §wietne wtasciwosci mechaniczne, w tym
sprezystos¢ 1 elastycznos$¢, dzigki czemu posiadaja one niezwykla wytrzymato$¢ na
rozcigganie, ktora jest 50-100-krotnie wigksza od stali (Popov 2004).

Kolejnym parametrem charakteryzujagcym nanorurki jest chiralnos¢, ktora okresla
sposob w jaki zwini¢to pojedyncza plaszczyzne grafenu wokot osi nanorurki, ktora
wyrazona jest za pomocg indeksow chiralnych. Parametry okreslajace chiralno$¢ danej
nanorurki to: wektor chiralny Ch, indeksy chiralne (n,m) i kat chiralny 6. Indeksy n oraz
m w postaci liczb catkowitych oznaczaja wspoétrzedne szesciokata na ptaszczyznie
grafenowej 1 stluzag do okreslenia wektora chiralnego, ktéry laczy dwie rownowazne
strony krystalograficzne ptaszczyzny grafenowej i okresla kierunek walcowania arkusza
grafenowego. Kazda para indeksow (n,m) odpowiada innemu sposobowi zwijania
ptaszczyzny grafenowej w nanorurke i okresla jej geometri¢. Kat chiralny to kat zawarty
pomiegdzy osig symetrii a wektorem chiralnym. Klasyfikujac nanorurki pod wzgledem
parametrow chiralno$ci, wyrdznia si¢ trzy typy konfiguracji strukturalnych nanorurek,
ktorych nazwy nawigzuja do przekroju poprzecznego pojedynczego pierscienia struktury
heksagonalnej: nanorurki zygzak (zigzak), dla ktorych kat chiralny 6 = 0°, Ch=(n,0),
nanorurki fotelowe (armchair) 6 = 30°, Cn =(n,n) oraz nanorurki chiralne (chiral)
0° <0 <30° Ch=(n,m) (Rys. 3.2.) (Sato i in. 2008).

J(n.ll) z1gzag
——— - ——— - - - -

(L X

Gy = l,ul,tmu_,

armchair zigzag chiral

< % oS
~ (n,n) armchair

Rys. 3.2. Zastosowanie notacji wektorowej do opisu struktury CNT. Arkusz grafenu zwija sie
w taki sposob, aby dwa punkty konicowe wektora Cy naktadaly sie na siebie (Prasek i in. 2011)
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Im wyzsza warto$¢ indeksu n tym wigksza Srednica utworzonej nanorurki.
Kombinacje indeksow (n,0) i (n,n) tworza struktury nanorurek achiralnych, optycznie
nieczynnych o wysokiej symetryczno$ci, ktore wykazuja lustrzang symetrie wzgledem
osi nanorurki. Pozostate nanorurki majace wektory (n,m) tj. nanorurki chiralne wykazuja
aktywnos$¢ optyczna, tj. uginaja $wiatlo spolaryzowane (Prasek i in. 2011). Wartosci
wskaznikow wektora chiralnego oraz rozmiary S$rednic jednos$ciennych nanorurek
weglowych majg wptyw na ich wlasciwosci elektryczne 1 decyduja o charakterze
metalicznym lub potprzewodnikowym nanorurek, co jest unikalng wiasciwoscig tych
nanostuktur. Dzigki wiasciwosciom elektrycznym czy optycznym, nanorurki sg czesto

wykorzystywane w zastosowaniach terapeutycznych i obrazowaniu (Fujisawa i in. 2016).

3.2. Zastosowanie nanorurek a ich toksycznos$¢ i funkcjonalizacja

Nanorurki weglowe, dzieki swoim wlasciwo$ciom oraz nanometrycznym
wielko$ciom, znalazly wiele potencjalnych jak 1 juz zrealizowanych zastosowan
w roéznych dziedzinach nauki i zycia. Wséréd obszaréow zastosowan CNTS wymienic
mozna technologie komputerowe, materialy elektrodowe czy wielofunkcyjne materiaty
kompozytowe (Garg i in. 2021; Ni i Li 2016; Peng, Zhang, i Qiu 2019). Wysoka
przepuszczalno$¢ wody i selektywno$¢ jonowa przez wewnetrzny kanat CNT otwiera
mozliwosci zastosowania CNTS w separacji membranowej (Tunuguntla i in. 2017).
Dzigki wlasciwosciom mechanicznym, malej gestosci i przewodnictwu cieplnemu,
nanorurki badane sg rowniez w roli wypehiaczy kompozytow (Menezes i in. 2019; Yang
i in. 2020). Materialy na bazie nanorurek weglowych cieszg si¢ takze duzym
zainteresowaniem jako nowatorskie materiaty przetwarzania i przechowywania energii
odnawialnej (Kumar i in. 2018). Jak opisali Mohajeri i wsp., CNTSs sg coraz czgsciej
wykorzystywane do celéw biomedycznych zaréwno w diagnostyce jak i leczeniu r6znych
choréb m.in. ze wzgledu na ich dos¢ dobra biokompatybilnos¢ z waznymi czasteczkami
(jak np. DNA, biatka), male rozmiary, duzg powierzchni¢ wlasciwg, wlasciwosci
chemiczne czy fizyczne i korzysci wynikajace z tych wlasciwosci (Mohajeri, Behnam, i
Sahebkar 2018).

Zastosowanie nanorurek w dziedzinie biomedycyny i nie tylko wymaga jednak
sprostania kilku wyzwaniom. Pierwsze zwigzane jest z bezpieczenstwem i zaklada
stosowanie CNTs o bardzo wysokiej czystosci w celu ograniczenia potencjalnego

uwalniania toksycznych jonéw podczas pracy w dowolnym $rodowisku biologicznym.
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Jest to do$¢ skomplikowane wyzwanie, poniewaz probek CNTs o wysokiej czystosci
zwykle nie mozna przygotowac na bardzo duzg skale i1 czesto trzeba szuka¢ kompromisu
miedzy jakoscig a iloscig. Jednym z bezposrednich czynnikéw wpltywajacych na
szkodliwe dziatanie nanorurek jest obecnos¢ w nich zanieczyszczen, zwlaszcza resztek
katalizatorow takich jak metale przejsciowe Fe, Y, Ni, Mo i Co, ktére wprowadzane sa
podczas procedur wytwarzania CNTs. Te metaliczne zanieczyszczenia w warunkach
komoérkowych mogg wytwarza¢ reaktywne formy tlenu, ktore z kolei moga powodowacé
wystepowanie objawoéw zapalnych, obejmujacych wzrost biomarkeréw zapalnych,
degradacje btony mitochondrialnej czy ubytek przeciwutleniaczy (Du i in. 2013).
Stosowanym sposobem usuwania wyzej wymienionych zanieczyszczen jest obrobka
stezonymi kwasami tlenowymi. Sposob ten jednak czgsto prowadzi do zwigkszenia
efektu toksyczno$ci CNTs w poréwnaniu do sytuacji wyjSciowe]j. Prawdopodobnym
wytlumaczeniem jest to, ze niemozliwe jest calkowite usunigcie zanieczyszczen
metalowych bez naruszenia integralnosci strukturalnej CNT, ktory powoduje wzrost
reaktywnos$ci jej powierzchni (Ge i in. 2008; Liu i in. 2013). Dodatkowo ilosci
zanieczyszczen metalicznych w CNT sg dos$¢ rézne w materiatach otrzymanych od
réoznych dostawcoéw, co sprawia, ze ocena toksycznosci CNTs pod wplywem
zanieczyszczen jest bardziej skomplikowana.

Na toksyczno$¢ nanorurek wpltyw maja takze wilasciwosci fizyczne, takie jak
rodzaj, a przede wszystkim dtugos$¢ nanorurek weglowych. Przeprowadzone dotychczas
badania wykazaly, ze dluzsze nanorurki sg zatrzymywane w organizmie 1 wykazuja
wiekszg biotrwatos¢ niz krotsze CNTs, ktore z kolei ze wzgledu na swdj rozmiar (czgsto
ponizej 1um) latwiej przenikaja przez btong komorkowa. Widknisty ksztalt nanorurek
weglowych budzi obawy, Zze moga one stwarza¢ podobne do azbestu zagrozenie
inhalacyjne, prowadzace do rozwoju chorob, zwlaszcza mig¢dzybloniaka. Wplyw
dlugosci 1 obecnosci w organizmie CNTs badali m. in Murph 1 wsp. ktorzy umiescili
jednoczesnie w jamie optucnej krotkie i dlugie nanorurki weglowe. Naukowcy ci
stwierdzili, ze dlugie CNTs byly zatrzymane w optlucnej i wywotywatly ostry stan
zapalny, prowadzacy do postgpujacego zwldknienia $cian optucnej, podczas gdy krotkie
nanorurki byly z niej usuwane (Murphy i in. 2011). Roéwniez Kavosi i wsp. badali
toksyczno$¢ 1 skutecznos¢ nanorurek weglowych jedno- 1 wielosciennych na podstawie
raka piersi u myszy. Na podstawie swych badan zasugerowali, ze MWCNTs
W mniejszym rozmiarze sa bardziej toksyczne niz wigksze oraz ze toksyczno$¢ SWCNTs

jest bardziej wyrazna niz MWCNTs (Kavosi i in. 2018). Jak dotad, toksycznos¢
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nanorurek opisano juz w wielu publikacjach naukowych, w ktorych odnoszono si¢ do
prowadzonych badan zaréwno in vitro jak i in vivo, ale otrzymane wyniki sg czgsto
rozbiezne (Ahamed i in. 2021; Kavosi i in. 2018; Muller i in. 2008; Patlolla, Knighten, i
Tchounwou 2010). Obecnie istniejg réwniez technologie komputerowe i metody
symulacyjne, pozwalajace bada¢ oddziatywania nanorurek weglowych z biomolekutami
(Madannejad i in. 2019).

Kolejnym wyzwaniem, zwigzanym ze stosowaniem nanorurek, jest uzyskanie
dobrych dyspersji CNTs w rozpuszczalnikach, a zwlaszcza w wodzie. Silna
hydrofobowos¢ CNTSs czyni je nie tylko trudnymi do oddzielenia w rozpuszczalniku, ale
takze do stabilizacji zawiesiny. Same nanorurki sa nierozpuszczalne w wodnych
roztworach 1 chemicznie obojetne, dlatego w takiej formie nie nadajg si¢ do
wykorzystania w zastosowaniach biologicznych lub medycznych. Naukowcy, aby
przezwycigzy¢ ten problem modyfikuja powierzchni¢ nanorurek przez funkcjonalizacje
za pomocg réznych czasteczek hydrofilowych i substancji chemicznych, ktore poprawiaja
rozpuszczalno$¢ w wodzie, biokompatybilno§¢ CNTs i takze wptywaja na zmniejszenie
ich toksycznosci (He i in. 2013).

Procedur¢ funkcjonalizacji nanorurek weglowych mozna podzieli¢ na dwa
glowne podejscia, w zalezno$ci od charakteru bioczasteczki potaczonej z nanorurka
weglowa, tj. wiazanie kowalencyjne (tworzenie wigzania chemicznego) 1 wigzanie
niekowalencyjne (fizjoadsorpcja) (Zhou, Fang, i Ramasamy 2019). Kowalencyjng
funkcjonalizacj¢ CNTs na ogoét uzyskuje si¢ przez utlenianie mocnymi kwasami (np.
HNO3). Podczas tego procesu na otwartych bokach (koncoéwkach) oraz w defektach na
$ciankach bocznych SWCNTs lub MWCNTSs tworza si¢ grupy karboksylowe (—COOH),
po czym nastepuje dalsze kowalencyjne sprzeganie z aminokwasem. Do tworzenia
(~COOH) na $ciankach bocznych CNTs stosuje si¢ zwykle cykloaddycje nitrenowa,
arylowanie solami diazoniowymi lub 1,3-dipolarng cykloaddycj¢ (Zhang, Bai, i Yan
2010). Funkcjonalizacj¢ nickowalencyjng CNTs mozna przeprowadzi¢ przez powlekanie
CNTs czasteczkami amfifilowego $rodka powierzchniowo czynnego lub polimerami
(glikolem polietylenowym). Duza aromatyczna hydrofobowa powierzchnia nanorurek
weglowych czyni je idealnymi partnerami dla niekowalencyjnych oddziatywan
z odpowiednimi czasteczkami komplementarnymi 1 makrobioczasteczkami (DNA).
Te interakcje moga mie¢ miejsce zarOwno wewnatrz, jak i na zewnatrz CNT. Po
funkcjonalizacji CNTs staja si¢ hydrofilowe i gotowe do potaczenia z lekami lub

bioczasteczkami (genami, DNA, biatkami, enzymami, bioczujnikami itp.) w celu
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dostarczenia ich do docelowych komoérek lub narzadow (He i in. 2013; Schroeder i in.
2019; Sireesha i in. 2018).

Kolejnym czynnikiem rozpatrywanym pod wzgledem wptywu na toksycznos¢
nanorurek weglowych jest ich stan agregacji. Wick 1 wsp. na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzili, ze im bardziej zaglomerowane CNTs tym silniejszy
efekt ich toksyczno$ci. W swych badaniach toksyczne dziatanie dobrze zdyspergowanych
CNTs porownywali z konwencjonalnie oczyszczonymi, podobnymi do liny
aglomerowanymi CNTSs i azbestem jako odniesieniem. Podczas gdy zawieszone wigzki
CNTs byly mniej toksyczne niz azbest, aglomeraty przypominajace sznury wywolywaty
bardziej wyrazne efekty toksyczne niz widkna azbestu w tych samych stezeniach. (Wick
I in. 2007). Funkcjonalizacja nanorurek moze modyfikowaé tendencj¢ nanorurek do
aglomeracji (Jang i Hwang 2018). Kilka badan wykazato, ze funkcjonalizowanie CNTs
zwigksza ich stabilno§¢ w $§rodowisku wodnym 1 zmniejsza ich aglomeracj¢. Lee
i wspolpracownicy zmierzyli stabilno$¢ dyspersji czystych i powierzchniowo
zmodyfikowanych CNTs, a wyniki wykazaly, ze CNTs zmodyfikowane grupami
karboksylowymi znacznie zwigkszyly dyspergowalno$¢ w rozpuszczalnikach polarnych
(Lee i in. 2007). Uo i wsp. wykazali, ze funkcjonalizacja CNTs zapobiega aglomeracji
i zmienia toksyczne dziatanie na rézne organizmy (Uo i in. 2011). Przeprowadzone
in vivo badania wykazaty, ze MWCNTSs przy wysokim stopniu aglomeracji, akumuluja
sie w takich narzadach jak ptuca czy watroba i przyczyniajg si¢ do powstania reakcji
zapalnych (Qu i in. 2009). Z kolei badania przeprowadzone przez Liu i wsp. zaprzeczyly
powyzszym wnioskom. Naukowcy ci dowiedli, ze wlasciwos$ci toksyczne nanorurek sa
tym silniejsze im mniejsza ich agregacja. Wedlug nich zwigkszenie rozproszenia
nanorurek powoduje utatwienie i zwigkszenie kontaktu z komérkami (Liu i in. 2014).

Toksycznos$¢ nanorurek weglowych jest gtownym problemem zwigzanym z ich
zastosowaniem przede wszystkim w obszarach diagnostycznych czy terapeutycznych, ale
takze w pozostatych dziedzinach ich wykorzystania. Toksyczno$¢ nanorurek jak juz
wspomniano jest determinowana réznymi czynnikami, w tym czystos$cia, ugrupowaniami
funkcyjnymi, wymiarem, a takze stezeniem. Zaréwno badania in vivo jak i in vitro
potwierdzity, ze CNTs moga wywolywac efekty toksyczne. Jest wiele badan dotyczacych
toksyczno$ci CNTs z wykorzystaniem modeli zwierzecych. W zalezno$ci od dawek
CNTs, niektore badania wykazaty przewlekle zapalenie ptuc (Delorme i in. 2012; Murray
I in. 2012), przemijajace zapalenie (Han, Andrews, i Gairola 2010) i brak zapalenia

(Morimoto, Hirohashi, i Kobayashi 2012). Potwierdzono, ze CNTs moga powodowac

46



Nanorurki weglowe

toksyczno$¢ sercowo-naczyniowa (Helfenstein i in. 2008) i zwigksza¢ podatnos¢ na
choroby sercowo-naczyniowe, takie jak niedokrwienie (Urankar i in. 2012), a takze
wzrost czestoSci akcji serca w spoczynku (Hosseinpour i in. 2016). Bardzo niskg
neurotoksyczno$¢ CNTs zaobserwowali Chen i wsp. (Chen i Hsiue 2013), podczas gdy
Gholamine i wsp. stwierdzili, ze w zaleznosci od rodzaju CNTs, mogg one powodowac
neurotoksyczno$¢ wraz z depresja lub Iekiem (Gholamine i in. 2017). Wykazano, ze
wysokie dawki CNTs powodujg zapalenie watroby i sledziony, ale sg one stosunkowo
bezpieczne w nizszych dawkach (Liang, Yin, i Zhang 2010). Badano rowniez
toksyczno§¢ MWCNTs dla $ledziony in vivoi nie zaobserwowano zadnych oznak
toksycznosci w $ledzionie nawet przy wysokich dawkach CNTs (Deng i in. 2009) .
Chociaz CNTs s3 wysoce obiecujacymi nanomateriatami, ich wptyw na zdrowie
ludzi jest stabo poznane. Ponadto zauwazono sprzeczne wyniki z powodu stosowania
réznych typow CNTs, réznych metod oceny, a nawet roznych warunkow ekspozyciji.
Chociaz opublikowano liczne dane eksperymentalne zwigzane z toksycznosciag CNTs na
poziomie molekularnym, komérkowym 1 catych zwierzat, wyniki sg czesto sprzeczne.
Dlatego potrzebne sa kolejne badania w celu doglgbnego zrozumienia kinetyki
toksykologicznej CNTs, oceny ryzyka i minimalizowania niepozadanego wpltywu na

zdrowie ludzkie i sSrodowisko (Chen i in. 2018; Mohanta i in. 2019).

3.3. Biologiczne zastosowania nanorurek weglowych

Pierwsze doniesienia o biologicznym zastosowaniu nanorurek weglowych miaty
miejsce poczatkiem XXI wieku. Po tym nastgpit boom w zainteresowaniach naukowych
zwigzanych z wykorzystaniem CNTs w biomedycynie, w szczego6lnosci biodetekcji,
diagnostyce i terapii. Byto to utatwione dzigki doskonatej zdolnosci CNTs do dziatania
jako nos$niki czasteczek rdéznego pochodzenia, w tym biatek, DNA/RNA, enzymow
i lekéw (Guo i in. 2017). Oprocz udowodnionych zdolnosci dostarczania wykazano
réwniez, ze CNTs sg zdolne do skutecznego omijania bariery krew—tkanki i penetracji
komorek (He 1 in. 2013). Odkrycia te sklonity do badan poswigconych rozwojowi
platform dostarczania lekow opartych na CNTs (Li i in. 2019; Yu i in. 2018). Ponizej
omowiono postepy 1 gldwne dziedziny biomedycznego zastosowania CNTs w oparciu
0 opublikowane publikacje naukowe.

Gtéwnym 1 poczatkowym celem badawczym zastosowania nanorurek weglowych

w biologii jest biodetekcja. Poniewaz wczesna diagnostyka jest kluczowym punktem
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skutecznego leczenia, doskonalenie metod wykrywania jest szczegdlnie istotne. Analiza
biomarkeréow in vitro jest juz mozliwa z duza doktadnos$cia dzigki wykrywajacym
kompleksom immunologicznym, ale moze by¢ czasochlonna, a takze wymagaé duzych
ilosci probek biologicznych przy stosowaniu klasycznych strategii dawkowania. Takie
badania wymagaja czgsto rowniez drogiego sprzgtu i dedykowanych laboratoriow
o dlugim czasie realizacji. Dlatego czujniki oparte na CNTs oferuja atrakcyjne cechy
mobilnos$ci 1 optacalnosci w diagnostyce. Ze wzgledu na ich whasciwosci elektroniczne
kilka zespotow przebadato wykorzystanie CNT jako kluczowego elementu czujnikow
elektrochemicznych i1 opracowato réznego rodzaju bioczujniki na bazie nanorurek.
Zaproponowano CNTs jako element wykrywajacy do wykrywania i monitorowania kilku
chordb, zwlaszcza cukrzycy, ale takze infekcji bakteryjnych. Na przyktad Punbusayakul
1 wsp. zastosowali nanorurki do elektrochemicznego monitorowania kompleksow
immunologicznych do wykrywania salmonelli, skracajac tym samym czas wykrywania
i ulatwiajgc przygotowanie probki w poréwnaniu z istniejgcymi metodami (Punbusayakul
i in. 2013).

Zribi i wsp. zbudowali platform¢ zmultipleksowang mikroprzeptywowo
z czujnikami elektrochemicznymi, opartymi na nanorurkach weglowych do wykrywania
patogennego wirusowego DNA wirusa zapalenia watroby typu C i genomowego DNA
Mycobacterium tuberculosis. Takie urzadzenie moze stuzy¢ jako punkt do wielocelowe;j
diagnostyki roznych infekcji w szpitalach. (Zribi i in. 2016).

Palisoc i wsp. opracowali wysoce czuly nanoczujnik z zakotwiczonymi
nanokompozytami jako interfejs do przenoszenia elektronéw. Zastosowane tu
nanokompozyty to nanoczastki srebra i MWCNTs. Czujnik zostal wykorzystany do
wykrywania metali cigzkich, takich jak otow 1 kadm, w probkach
ro$linnych. Opracowany czujnik ma mozliwos¢ wykrywania §ladowych ilosci metali
ciezkich w rzeczywistych probkach (Palisoc i in. 2018).

Shahrokhian 1 wspotpracownicy opracowali prosta platform¢ oparta na
przetaczniku oligonukleotydowym typu spinka do wlosdéw i wielo$ciennych nanorurkach
weglowych do ultraczulego wykrywania okreslonych sekwencji DNA. Autorzy
zastosowali oddzialtywanie jednoniciowego DNA z MWCNT w celu wytworzenia
elektrochemicznego bioczujnika DNA. Bioczujnik wykazat dobry zakres korelacji
liniowej dla modelowego docelowego DNA, umozliwiajac w ten sposob stabilne i czule

wykrywanie specyficznego dla sekwencji, niekomplementarnego i niedopasowanego
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DNA we wczesnej diagnostyce nowotworéw i w celu wykrywania mutacji genow
(Shahrokhian, Salimian, i Reza Kalhor 2016).

Systemy czujnikow opartych na nanorurkach weglowych byty rowniez aktywnie
badane pod katem innych mozliwych zastosowan (Anzar i in. 2020; Joshi, Mishra, i
Narayan 2021; Schroeder i in. 2019), w tym miedzy innymi wykrywania glukozy
(Taguchi i in. 2014), pestycydoéw (Deo i in. 2005), cholesterolu (Narwal i in. 2019) czy
do zastosowan w przemysle spozywczym w celu monitorowania dojrzatosci zywnos$ci
i zapobiegania jej psuciu (Zhu i in. 2017).

Nanorurki weglowe sa rowniez wykorzystywane do okreslonego, celowego
dostarczania leku, jego kontrolowanego uwalniania i przy leczeniu nowotworow.
Ukierunkowane dostarczanie leku polega na podawaniu terapeutycznego s$rodka
leczniczego do okreslonego miejsca przez dtuzszy czas. Nanorurki weglowe zaczeto
testowac¢ w tym celu ze wzgledu na ich hydrofobowy charakter, ktéry pozwala na dtuzsze
pozostawanie CNTs w uktadzie kragzenia. CNTs sg wykorzystywane do ukierunkowanego
i kontrolowanego dostarczania lekow dzigki zmiennym bodzcom, ktoére mozna
kontrolowa¢ za pomoca nanorurek weglowych, takich jak bodzce magnetyczne, bodzce
elektryczne, zmiana temperatury i kilka innych. Nanorurki weglowe petnig role nosnika
réznych biomolekut, takze takich jak biatka, DNA, RNA, lektyny. Transport lekow przy
wykorzystaniu CNTSs jest szeroko analizowany w badaniach dotyczacych nowych metod
walki z nowotworami (Anzar i in. 2020).

Badania nad CNT jako nosnikiem lekow badano m.in. przy uzyciu mangiferyny
(MF), stanowigcej zwigzek fitochemiczny, ktory moze pozytywnie wptywac na leczenie
takich choréb jak cukrzyca, infekcje wirusowe 1 nowotwory. Przebadano uktady zloZone
z nanorurek funkcjonalizowanych glikolem polietylenowym (PEG), sprz¢zonych z MF
pod katem ich skutecznosci przeciwko komoérkom ludzkiego raka mézgu. Podczas, gdy
uwalnianie zwyktego leku MF przy pH 5,6 1 7,4 odnotowano jako 74% 1 59%, te wartos$ci
dla sprzgzonego MF 2z CNT-PEG zostaly zmniejszone odpowiednio do 59%
I 50%. Poniewaz ilo$¢ uwalnianego leku byla rejestrowana przy wyzszych warto$ciach
dla pH 5,6 niz 7,4, strategia zalezna od pH moze celowaé¢ w komorki rakowe, ktore maja
wewnetrznie kwasowa nature. Dane z cytometrii przeptywowej wykazaty rowniez okoto
55% apoptoze dla sprzezonego MF z CNT-PEG w poréwnaniu z 21% dla zwyktego MF
wobec komorek (Harsha i in. 2019).

Kolejne badania z wykorzystaniem CNT obejmowaly wykorzystanie

doksorubicyny (DOX), ktora jest szeroko stosowana jako lek chemioterapeutyczny. DOX
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ma jednak liczne wady jak nieodwracalne skutki uboczne, niska zdolno$¢ do
przekraczania barier biologicznych i nieodwracalna toksyczno$¢ (Pugazhendhi i in.
2018). Stad tez pomyst na wykorzystanie CNT jako sposobu transportu tego leku. Yan
1 wsp. podczas swych badan opracowali nowy system aktywnego celowania, reagujacy
na zmiany pH do dostarczania DOX oparty na nanorurkach zmodyfikowanych kwasem
foliowym i zawierajagcych DOX, ktéry wykazywat wysokie ,,obcigzenie” lekiem oraz
wydajnos¢ enkapsulacji siegajacg 70.4%. W swych badaniach wykazali silniejsze
dziatanie przeciwnowotworowe zastosowanych koniugatow niz wolna DOX, a badania
in vivo potwierdzily, ze skutki uboczne DOX takie jak kardiotoksycznos$¢ i akumulacja
w nerkach zostaly znacznie zmniejszone w obecnos$ci nanokomplekséw DOX/CNT (Yan
i in. 2018).

Jeyamohan 1 wsp. wykorzystali efekt fototermiczny jedno$ciennych nanorurek
weglowych w polgczniu z doksorubicyng do eliminacji komorek raka piersi. Naukowcy
wyprodukowali jedno$cienne CNTs (sprz¢zone z kwasem foliowym), ktore zostaty
poddane biofunkcjonalizacji glikolem polietylenowym i zatadowane doksorubicyna.
Dane z badan wykazaty, ze doksorubicyna wigze si¢ przy pH fizjologicznym (pH 7.4)
I uwalniana jest tylko przy nizszym pH (pH 4.0-5.0), ktore jest typowe dla srodowiska
guza. Pod wptywem naswietlania laserem zaobserwowano $mier¢ komorek rakowych
w wyniku ablacji termicznej wywotanej przez CNTs. Autorzy doszli do wniosku, Ze
proponowany nanosystem laczacy laser, lek 1 CNT jest obiecujaca metoda terapeutyczng
o wysokiej skutecznosci i bezpieczenstwie leczenia nowotwordow (Jeyamohan i in. 2013).
Podobne badania i wnioski postawili Karmi 1 wsp., ktorzy w swych badaniach
wykorzystali inny lek przeciwnowotworowy, metotreksat (Karimi i in. 2019). Znang
i wsp. rowniez skonstruowali nanosystem z wykorzystaniem CNT i gemcytabiny do
zbadania mozliwosci leczenia raka za pomocg chemio- i fototermoterapii.
Zaproponowany uktad byl w stanie skutecznie penetrowa¢ komorki rakowe 1 thumi¢ ich
zywotnos$¢ przy wykorzystaniu promieniowania laserowego w bliskiej podczerwieni
(Zhang i in. 2018).

Saeednia 1 wsp. stworzyli nowy termoczuly i wstrzykiwalny hybrydowy hydrozel
z nanorurek weglowych do kontrolowanego uwalniania metotreksatu (MTX),
stosowanego do leczenia nowotwordw zlosliwych. Obecnos¢ CNTs w tym hydrozelu
miata kilka istotnych zalet. Hydrozel zawierajacy CNTs nie wykazywat toksycznosci
wobec komoérek. CNTs w hydrozelach skutecznie zwickszaly dziatanie

przeciwnowotworowe MTX 1 hamowaty wzrost guza. Kolejng zaletg byto to, ze CNTs
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odgrywaty wazna role w zwigkszaniu szybkos$ci pecznienia i degradacji hydrozelu. MTX
byt uwalniany z hydrozelu-CNT wolniej i w sposob bardziej zréwnowazony dzigki
dodaniu CNTs do hydrozeli (Saeednia i in. 2019).

Cennym zrdédtem informacji na temat procesu uwalniania i dostarczania leku za
pomoca nanorurek weglowych sa takze teoretyczne badania oparte na symulacjach
dynamiki molekularnej. Grupa badawcza Panczyka sprawdzita migdzy innymi
zastosowanie koadsorpcji doksorubicyny z réznymi czgsteczkami barwnikéw na lub
w nanorurkach weglowych jako systemu dostarczania lekéw. Glownag idea byto
wykorzystanie zmiany rozktadu zaadsorbowanych czasteczek w zaleznosci od zmiany
pH z $rodowiska oboje¢tnego na kwasne, odpowiadajace typowemu pH dla komorek
nowotworowych (pH~5.5). Stwierdzono, ze uktad z wykorzystaniem czerwieni obojetnej
moze stuzy¢ do kontrolowanego uwalniania doksorubicyny z wykorzystaniem zmian pH
i dostarczania jej do kwasnego $srodowiska tkanek nowotworowych (Panczyk, Wolski, i
Lajtar 2016). Przebadano roéwniez podobne wuklady do powyzszych, ale
z sfunkcjonalizowanymi nanorurkami za pomocg tancuchéw glikolu polietylenowego.
Na podstawie tych badan stwierdzono, ze takie uklady nadaja si¢ jako no$niki
doksorubicyny, jednakze jej uwalnianie z nanorurki byto blokowane kinetycznie (Wolski,
Nieszporek, i Panczyk 2017). Badano takze kompleks ztozony z nanorurek weglowych,
doksorubicyny i czerwieni Kongo. Przedstawione wyniki wskazujg, ze obnizenie pH
wplyneto na strukture i stabilno$¢ analizowanych uktadow i zapewnito skuteczne
uwalnianie leku. Zastosowany kompleks spetnia wymagania do potencjalnego
zastosowania jako nosnika lekow, dzigki zastosowaniu ktorego mozna ograniczy¢ skutki
uboczne rozpraszania leku po calym organizmie 1 zwigkszy¢ farmakologiczna
skuteczno$¢ lekow (Jagusiak i in. 2020). Analizowano takze uktady dostarczania
1 uwalniania DOX za pomoca platform utworzonych z polaczenia funkcjonalizowanych
guaning nanorurek weglowych 1 krétkich fragmentéw DNA bogatych w cytozyne,
formujacych si¢ w odpowiednich warunkach w struktury i-motifu. Obecno$¢ struktur
I-motifu badano pod katem ich wykorzystania jako mechanizmu zamykania i otwierania
pojemnika na czasteczki leku tj. nanorurki. Wykorzystanie nici DNA zaktadato rowniez
modulowanie przez ich obecno$¢ wilasciwosci interkalacji leku w funkcji pH.
Stwierdzono, ze doksorubicyna nie jest skutecznie blokowana we wnetrzu nanorurek
przez uzyte oligonukleotydy DNA. Z drugiej strony odkryto, ze czasteczki DOX i i-motif
skutecznie interkaluja si¢ nawzajem i silnie wigza si¢ z CNT, dzieki czemu uklady te

mogg dziata¢ jako systemy dostarczania DOX przy kontrolowanym pH do miejsc guza
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(Wolski, Nieszporek, i Panczyk 2020). Kontynuujac badania wyzej wspomnianego
uktadu przeprowadzono podobne rozwazania, ale w nich bogate w cytozyne¢ fragmenty
DNA byly kowalencyjnie zwigzane z nanorurkg. To dzialanie pozwolito na skuteczne
blokowanie czasteczek DOX przed ich niekontrolowanym uwalnianiem w pH
neutralnym, ale mechanizm tego procesu okazat si¢ nieco inny niz przewidywany we
wnioskach we wcze$niejszej publikacji. Lancuchy DNA bogate w cytozyng przy pH
neutralnym miaty tendencje do oddzielania si¢ od siebie co powodowato, ze wejscie do
CNT bylo otwarte i czasteczki DOX byty w stanie naturalnie dyfundowac¢ z nanorurki.
Jednakze uciekajace czasteczki DOX zaczety dziata¢ jako spinacz dla tancuchow DNA,
ulegajac interkalacji w tancuchach tworzacych i-motif (Wolski, Nieszporek, i Panczyk
2021).

Podsumowujac, CNTs zastosowane w powyzszych badaniach umozliwity
wchlanianie 1 wnikanie do komodrek $rodkow leczniczych, przeciwnowotworowych
o szerokim zastosowaniu, takich jak MTX czy DOX, zmniejszenie toksycznos$ci
ogolnoustrojowej tych lekéw 1 w konsekwencji zapobieganie wpltywowi ich na normalne
komorki, a takze kontrolowane 1 przedluzone uwalnianie leku w komorkach
nowotworowych przez dhugi czas, zwickszajac wptyw na komorki rakowe.

Zdolno$¢ nanorurek weglowych do przeksztalcania promieniowania bliskiej
podczerwieni (NIR) w ciepto przyciagnela uwage badaczy pod katem mozliwosci jej
zastosowania w biomedycynie, w szczeg6lnos$ci do wywolywania efektu termicznego na
komorkach i tkankach (Singh i Torti 2013). Murali i wsp. zaproponowali zastosowanie
jednosciennych CNTs ukierunkowanych na foliany w roéznych st¢zeniach do ablacji
komorek rakowych pod wptywem napromieniowywania §wiattem NIR. Stwierdzono, Ze
stezenie CNTs wynoszace ~13 pg/komoérke byto wystarczajace do zabicia 90% komorek,
podczas gdy zmniejszenie dawki CNTs prowadzito do spadku skutecznosci zabijania
komorek (Murali i in. 2016).

Virani i wsp. zastosowali jedno$cienne CNTs funkcjonalizowane aneksyng V
1 fosfatydyloseryna do fototermicznej ablacji raka pecherza na modelu mysim. CNTS
podawano w bardzo niskiej dawce (0.1 mg na kg), a nastepnie myszy (z guzami pecherza
mysiego) poddano dziataniu $wiatla NIR przez tylko 30 sekund. Wyniki wykazaty
catkowita eliminacj¢ guzéw u zwierzat poddanych leczeniu. Autorzy badan doniesli
o braku CNTs w organizmie zwierzgcia po 116 dniach, po ktdrym nastgpito leczenie,
ktore wskazuje na zerowa toksyczno$¢ CNTs (Virani i1 in. 2018). Badania te wskazaty na

mozliwo$¢ wykorzystania CNTs do ogrzewania gleboko potozonych guzéw. Takie
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podejscie stanowi podstawe do opracowania nowych metod teranostycznych- przysziej
personalizowanej medycyny precyzyjnej, ktére moga poméoc w wykrywaniu, wizualizacji
1 leczeniu nowotworow bez traumatycznych konsekwencji dla pacjentow.

Nanorurki weglowe s3 wykorzystywane takze w inzynierii tkankowe;.
Dyscyplina ta bada mozliwos$ci zastgpienia uszkodzonych, niefunkcjonalnych lub
zdegenerowanych tkanek biologicznych za pomocg sztucznych biomateriatow, ktore sa
w stanie w jak najwigkszym stopniu nasladowa¢ srodowisko naturalne. CNTs dzigki
swoim wlasciwosciom jak wysoka wytrzymato$¢ mechaniczna, elastyczno$¢ i dobre
przewodnictwo cieplne i elektryczne, sg szeroko badane jako kluczowe komponenty
innowacyjnych materiatbw w inzynierii tkankowej. Wykazano, ze CNTs sg w pelni
biokompatybilne z osteocytami i komoérkami kostnymi (Zanello i in. 2006). MWCNTSs
sasiadujace z koscig wywoluja niewielka miejscowa reakcje zapalna, wykazuja wysoka
kompatybilnos¢ z tkanka kostng, umozliwiaja naprawe kosci, integruja si¢ z nowa
koscig 1 przyspieszaja tworzenie kosci stymulowane przez rekombinowane ludzkie
biatko morfogenetyczne kosci-2 (rhBMP-2) (Usui i in. 2008). Wykazano, ze CNTs
wspieraja nukleacje hydroksyapatytu zgodnie z ich miejscami defektu (Liao i in.
2007). Co wigcej, CNTs mogg réwniez hamowac osteoklastyczng resorpcje kosci
in vivo (Narita i in. 2009).

CNTs sa réwniez intensywnie badane pod katem ich zastosowania w inZynierii
tkanki nerwowej (Choi i in. 2016; Redondo-Gomez i in. 2020). CNTSs posiadajg cechy
(wysokie powinowactwo wigzania, doskonate przewodnictwo elektryczne) niezbedne do
rozwoju neuroimplantow przeznaczonych do wzrostu i naprawy neurondéw. Singh
I wsp. utworzyli rusztowanie z kompozytu chitynowego i nanorurek weglowych, ktore
poddali obrobce plazmowej. Zaproponowana nanoplatforma wykazala bardzo dobra
adhezje neuronow, wsparcie funkcji synaptycznych neurondéw i poprawe przewodnictwa
elektrycznego (Singh i in. 2016).

Podejmowane sg réwniez proby zastosowania CNTs do badan nad komdrkami
macierzystymi. Wykazano, ze CNTs moga poprawia¢ roznicowanie w komorkach
macierzystych i moga by¢ formutowane w celu tworzenia cech takich jak naturalne tkanki
neurologiczne. W  badaniu  wykorzystano hydrofobowe i hydrofilowe CNTs
impregnowane neuronalnymi komorkami progenitorowymi strefy podkomorowej, aby
wspomoc proces naprawy uszkodzonej tkanki nerwowej w mysim modelu po
udarze. Badania wykazaly, ze hydrofobowe CNTs moga poprawic¢ stan zdrowia szczuro6w

i ich tkanki nerwowej w porownaniu z grupa kontrolng (bez leczenia) (Moon i in. 2012).
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W dziedzinie inzynierii tkankowej przeprowadzono roéwniez badania nad
bioaktywnym materialem kompozytowym, wykonanym z hydroksyapatytu i MWCNTS
wypetnionych zelazem, do poprawy tworzenia tkanki kostnej w celu opracowania
implantéw, ktore wytrzymajg ortopedyczne obcigzenia mechaniczne. Otrzymane wyniki
z badania tego kompozytu wskazuja na mozliwos¢ zastosowania go w bioinzynierii
tkanki kostnej do wypetniania ubytkéw kostnych o réznej geometrii z funkcja
przedtuzonego uwalniania leku (Sukhodub i in. 2018).

Inng dziedzing zwigzang z medycyng, w ktorej rowniez stosowane sg nanorurki
weglowe, sg urzadzenia LOC. Wiasciwosci CNTs pozwalaja na budowe matych urzadzen
mikroprzeplywowych, co prowadzi do miniaturyzacji analiz. Przy wymiarach od
zaledwie milimetréw do kilku centymetrow kwadratowych urzadzenia te nazywane sg
lab-on-a-chip (LOC). Urzadzenie LOC wymaga multidyscyplinarnego wktadu z réznych
dziedzin i oferuje automatyzacje, przenosnos¢ i wysokowydajne badania przesiewowe,
a takze znaczne zmniejszenie zuzycia odczynnikow. Obecnie CNT moze odgrywaé
istotng rolg w wielu czgsciach LOC, takich jak kanaty membranowe, czujniki 1 $ciany
kanatow (Ghasemi i in. 2017; Karimi i in. 2016).

Jedno$cienne nanorurki weglowe zostaly uznane za wiodgcego kandydata na
nanourzadzenie, zdolne do oddzialywania z kwasami nukleinowymi. Zheng
I wsp. wykazali, ze konkretna sekwencja pojedynczej nici ssDNA samoorganizuje si¢
w strukture spiralng wokot poszczegdlnych nanorurek weglowych (Zheng i in. 2003).
Z kolei fragment dwuniciowego (ds) DNA owinigty na powierzchni CNT moze stuzy¢
jako czujniki w zywych komorkach w oparciu o przejscie drugorzedowej struktury DNA
z natywnej, prawoskretnej formy ,,B” do alternatywnej, lewoskretnej formy Z (Heller i
in. 2006). Prowadzone byly rowniez badania dotyczace interakcji nanorurek weglowych
z telomeryczng czg$cig DNA. Badano serie interakcji DNA z CNT i stwierdzono migdzy
innymi, ze jednoscienne nanorurki weglowe moga selektywnie stabilizowa¢ ludzki
telomeryczny odcinek DNA z i-motifem oraz indukowaé tworzenie struktury i-motif
poprzez wigzanie si¢ z gldownym rowkiem na koncu 5' w warunkach fizjologicznych (Li
I in. 2006; Peng i in. 2009; Zhao i in. 2009), a takze w warunkach zaggszczenia
molekularnego (Zhao i in. 2008). Dalsze badania wskazuja, ze nanorurki nie stabilizuja
G-quadrupleksu 1 moga powodowaé dysocjacje ludzkiego dupleksu telomerowego
poprzez tworzenie i-motifu i G-quadrupleksu. To sprawia, ze jedno$cienne nanorurki sg
pierwszym selektywnym $rodkiem indukujacym i stabilizujacym i-motif i odpowiednia

sondg do badania funkcji biologicznej i-motifu zaréwno in vitro , jak i in vivo (Chen i in.
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2012). Pomimo przeprowadzonych badan nie jest w pelni poznany mechanizm
stabilizacji i-motifu w pH neutralnym, co wymaga dalszych wyjasnien i zainteresowania
tym procesem.

Nanorurki weglowe maja duzy potencjat znalezienia unikalnych zastosowan
w wielu dziedzinach, w tym medycynie. Lecz z drugiej strony wcigz pozostaje wiele
istotnych kwestii wymagajacych rozwigzania, przede wszystkim chodzi o ich
toksyczno$¢ oraz usuwanie z organizmu, przez co nadal wymagane sg dalsze
szczegdlowe badania, aby promowac bezpieczne uzycie CNTs i zapewnic przy ich uzyciu

wiele sukcesow klinicznych.
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4. Metodyka

4.1. Dynamika molekularna

Dynamika molekularna (ang. Molecular Dynamics, MD) stanowi metod¢
obliczeniowg oparta na symulacjach komputerowych, pozwalajacych na badanie
zachowania analizowanych struktur na poziomie atomowym i $ledzenie ich dynamiki
z niezwykla szczegdtowoscia pozwalajgca na przewidywanie stanu uktadu w wybranym
momencie. Technika ta nalezy do deterministycznej grupy metod obliczeniowych. Oparta
jest na zdefiniowanym opisie wszystkich atomoéw tworzacych rozwazany uktad, ich
pozycji, dzialajacych na nie sit i badaniu ich zachowania w funkcji czasu
z mozliwos$cig $ledzenia ruchu poszczegdlnych atoméw rozwazanego uktadu. Technika
ta umozliwia przeprowadzenie symulacji komputerowych ukladéw zlozonych
z pojedynczych atoméw, czasteczek wieloatomowych jak rowniez ukladow
wieloczasteczkowych. Symulacje uktadéw zawierajacych okoto 50 000—100 000 atomow
sg obecnie rutynowe, a symulacje okoto 500 000 atomdéw sg powszechne, gdy dostepne
sa odpowiednie urzadzenia komputerowe. Na podstawie symulacji mozliwe jest
obserwowanie zjawisk, ktorych nie da si¢ dostrzec podczas trwania laboratoryjnego
eksperymentu, przez wzglad na rozdzielczo$¢ obserwacji i skale czasowa. Symulacje MD
umozliwiaja wyznaczenie trajektorii ruchu uktadu ztozonego z N czastek w czasie.
Z trajektorii, zgodnie z hipoteza ergodyczna mozna wyznaczy¢ S$rednie wartoSci
wiasciwos$ci uktadu mikroskopowego usrednione po czasie, prawidtowo odpowiadajace
mierzonym doswiadczalnie wartoSciom  funkcji  termodynamicznych  uktadu
makroskopowego. Symulacja MD stanowi potezne narzedzie do potencjalnych
zastosowan w roznych dziedzinach badawczych, w tym w fizyce, chemii, biologii,
bioinzynierii 1 medycynie. Ta metoda badawcza wykorzystywana jest m.in. do badan
struktury materialow dotyczacych zaréwno ich wiasciwosci jak 1 fizycznych proceséw
w nich zachodzacych jak np. przewodnictwa cieplnego. Symulacje MD stanowig wazne
narzgdzie badan do zdobywania informacji na temat wielu biomolekul w tym bialek,
cukrow (Karplus i McCammon 2002) czy kwasow nukleinowych (Romanowska, Reuter,
I Trylska 2013), a takze ich interakcji z nanorurkami weglowymi (Werder i in. 2003).
Symulacje wykorzystywane sg rowniez przy projektowaniu nowych lekow oraz metod

ich dostarczania (De Vivo i in. 2016; Han i in. 2019; Hospital i in. 2015).
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Podstawa dynamiki molekularnej oparta jest na numerycznym rozwigzywaniu
klasycznych roéwnan ruchu zgodnych z I zasada dynamiki Newtona, w ktdrych interakcje
pomiedzy elementami ukfadu (atomami, molekutami) opisywane sg za pomocg
odpowiedniego potencjatu. Symulacje rozpoczyna si¢ od przygotowania teoretycznego
uktadu molekularnego na podstawie danych z magnetycznego rezonansu jadrowego,
krystalograficznych lub danych z modelowania homologicznego. Nast¢pnie nadaje si¢
elementom uktadu poczatkowe potozenia i predkosci. W kolejnym kroku na podstawie
zadanych potencjatéw oddziatywan U, oblicza si¢ powstajace pomiedzy poszczegdlnymi
atomami sity, zgodnie ze wzorem: F=-VU . Przy opisie oddzialywan w badanym
uktadzie wynikajacych z interakcji pomiedzy zwigzanymi i niezwigzanymi atomami,
uwzglednia si¢ m.in. oddziatywania dyspersyjne, elektrostatyczne oraz te wynikajace
z obecnos$ci wigzan chemicznych. Przed rozpoczeciem symulacji okresla si¢ jeszcze
wiele parametrow charakteryzujacych warunki symulacji, w tym np. ci$nienie,
temperature, krok czasowy dla rozwigzywania réwnan ruchu, czas trwania symulacji,
wymiary pudla symulacyjnego oraz rodzaj rozpuszczalnika. Przewaznie w symulacjach
uktadow biologicznych uzytym rozpuszczalnikiem jest woda. Po okresleniu parametrow
symulacji 1 obliczeniu poczatkowych sit dzialajacych na kazdy z atoméw uktadu, owe
pozycje atomoOw sa obliczane poprzez numeryczne catkowanie rownan ruchu Newtona
dla nastgpnych krokow czasowych. Roéwnania ruchu stuzg do uzyskiwania kolejnych
konfiguracji uktadu 1 jego ewolucji w czasie. Proces obliczania sit z jakimi oddziatujg na
siebie elementy uktadu i wyznaczanie ich potozenia i predkosci powtarza si¢ przez zadana
liczbg krokow symulacji, wynoszaca najczesciej kilka miliondw po czym analizuje si¢
otrzymane dane.

Podczas symulacji dynamikg molekularng gromadzone sa dane dotyczace
atomowego ukladu na poziomie mikroskopowym takie jak m.in. pozycje i predkosci
atomow. Te parametry mikroskopowe sa dzigki zastosowaniu mechaniki klasycznej
przetwarzane na dane makroskopowe takie jak energia, ci$nienie itp. Wariant
rozpatrywanych parametréw makroskopowych zalezy od rozpatrywanego statystycznego
zespolu termodynamicznego. Symulacje dynamika molekularng przeprowadza sig
w warunkach odpowiadajacych wybranym zespotom statystycznym takim jak: zespot
mikrokanoniczny (NVE), w ktorym ustalona jest stala energia E, obj¢tos¢ V 1 liczba
atomow/ czasteczek N; zespot kanoniczny (NVT) gdzie stata jest temperatura T, objetosé
V 1 liczba atomdw/czasteczek N czy zespodt izotermiczno-izobaryczny (NPT) ze stalg

temperaturg T, ciSnieniem P 1 stalg liczba atomdw/czasteczek N. Dodatkowo
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w odpowiednim zespole statystycznym w celu kontroli ci§nienia czy temperatury mozna
uwzgledni¢ dziatanie barostatu (w zespole NPT) oraz termostatu (w zespole NVT).
Barostat wykorzystuje odpowiedni algorytm w celu kontroli napr¢zenia i ciSnienia,
ktorego rola polega na automatycznym kontrolowaniu i zmianie obje¢tosci w kierunkach
najwyzszych cis$nien czy napr¢zen. Takie dziatanie pozwala na jako$ciowa kontrolg
procesu, gdyz zmiany objetosci uktadu pozwalajg na zachowanie poczatkowo ustalonych
parametrow. Dziatanie algorytméw stosowanych do kontroli temperatury polega z kolei
na dodatkowym wprowadzeniu do réwnania ruchu czynnika skalujgcego wektory
predkosci czastek. Dzigki kontroli predkosci elementéw uktadu, kontrolujemy energie

kinetyczng wyznaczajaca temperature.

4.2. Pola silowe

Matematyczne wyrazenie opisujace zaleznos$¢ energii uktadu od wspodtrzednych
polozenia jego czastek okresla tzw. pole sitowe (z ang. Force Field, FF). Klasyczne pole
sitowe sktada si¢ z analitycznej postaci miedzyatomowej energii potencjalnej i zestawu
parametrow w nich wystepujacych. Parametry te sa zwykle uzyskiwane albo na
podstawie obliczen mechaniki kwantowej (ab initio lub potempirycznie) albo poprzez
dopasowanie do eksperymentalnych danych takich jak NMR, spektroskopia
w podczerwieni, dyfrakcja rentgenowska, neutronowa czy elektronowa itp. Czasteczki
definiuje si¢ jako zbior atoméw, ktore s3 utrzymywane razem przez proste sily sprezyste,
a pole sitowe zastepuje prawdziwy potencjat uproszczonym modelem, obowigzujacym
w symulowanym uktadzie. Pole sitowe musi by¢ wystarczajaco proste, by obnizy¢ koszty
obliczeniowe, lecz jednocze$nie odpowiednio szczegdtowe, aby odtworzy¢ interesujace
wlasciwosci badanego uktadu (Karplus i McCammon 2002).

Caltkowita energia potencjalna analizowanego uktadu jest sumg oddzialywan
wigzacych wynikajacych z oddzialywania atoméw polaczonych ze soba wigzaniem
kowalencyjnym i oddziatywan niewigzacych. W sktad oddziatywan wigzacych wchodzi
energia wigzan, katow oraz katéw dwusciennych (torsyjnych). Atomy w uktadach
oscyluja wokot potozen rownowagowych, przez co taczace je wigzania chemiczne nie
maja statej dlugosci, co wplywa na zmiang ich energii w wyniku oddzialywan
rozciggajacych. Podobnie jak przy dlugosci wigzania, takze katy pomigdzy wigzaniami
trzech kolejnych atomow nie sg state i zmieniajg si¢ wokol warto$ci odpowiadajace;j

stanowi rownowagi, przyczyniajac si¢ do zmiany energii poprzez mig¢dzyatomowe
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oddzialywania zginajace. Zmianie ulega takze energia wigzan katow torsyjnych,
zwigzana z rotacja dookota wigzan, charakteryzujaca elastyczno$¢ molekul. Z kolei
oddzialywania niewigzace, stanowig sume¢ oddzialywan van der Waalsa, potencjatu
elektrostatycznego Coulomba i wigzan wodorowych (Oostenbrink i in. 2004).

Z polem silowym zwigzany jest parametr nazywany promieniem odcigcia (ang.
cutoff). Ze wzgledu na nieskonczony zasieg potencjatu przyjmuje si¢, ze gdy odleglosé
pomiedzy atomami przewyzsza ustalony promien odcigcia to sita ich oddziatywania jest
wowczas zerowa. Parametr ten uwzgledniany jest po to by obliczenia nie byty zbyt
kosztowne i aby podczas obliczen energii odziatywan nie uwzglednia¢ kazdej mozliwe;j
pary atomow. Pola sitowe umozliwiajg przeprowadzenie symulacji MD duzych uktadow
biomolekularnych. Do powszechnie uzywanych pdl sitowych przeznaczonych do badan
roznego typu ukladow, réznigcych si¢ stopniem skomplikowania zaliczamy m.in.
nastepujace pola sitowe: AMBER (Weiner i in. 1984), GROMOS (Christen i in. 2005),
CHARMM (Brooks i in. 2009).

4.3. Pole silowe AMBER

Pole sitowe AMBER (z ang. Assisted Model Building with Energy Refinement)
opracowane przez grup¢ Petera Kollmana jest to szeroko stosowana rodzina pdl sitowych
0 nastepujacej ogdlnej postaci matematycznej potencjatu oddziatywan Upair:

Upair = z Ko(r—mog)” + Z Ko(0 = 6.q)°

bonds angles
+ z E(1 — cos(nd —v)) +Z<A—;;—B—Z+@>
airidiars 2 =\ Ty Ty
[4.1]
gdzie: rjj jest odlegltoscig pomiedzy dwoma atomami, i, gj fadunkami czastkowymi tych
atomow, Ajj, Bij parametrami Lennard-Jonesa dla pary atomow, Ky, Ko, Vi to state sitowe
dla potencjatow harmonicznych wigzan i1 katow oraz katéw dwusciennych ktore
dodatkowo zawieraja parametry okreslajace krotnos¢ n oraz faze¢ y potencjatu.

Aby uzy¢ pola sitowego AMBER konieczne jest wyznaczenie wartosci
wszystkich tych parametrow i tego typu zestawy istnieja dla wielu grup czasteczek
chemicznych. Sa one szczegdétowo opisane w dokumentacji oprogramowania AMBER.
Kazdy z tych zestawdéw parametrow tworzy inng modyfikacje pola AMBER, majaca

swoja nazwe 1 zawierajacg parametry dla okreslonych typow czasteczek. Do tych
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modyfikacji pola sitowego AMBER, zalicza si¢ m.in. modyfikacje bscl i OL15, ktére
zostaty opracowane w celu poprawy dokladnosci symulacji dynamiki molekularnej
dwuniciowego DNA w dtugich skalach czasowych. Obie te modyfikacje sg znaczacym
ulepszeniem w stosunku do poprzednich wersji pola sitowego bsc0. Lepiej opisujg skret
helikalny dla struktur DNA i wykazuja lepsza zgodno$¢ w poréwnaniu ze strukturami
eksperymentalnymi. Pole sitowe AMBER jest czgsto stosowanym polem ze wzglgdu na
jego kompatybilnos$¢ z innymi sktadnikami badanych uktadow jak np. nanorurki weglowe
(Galindo-Murillo i in. 2016; Ivani i in. 2016). Cenng cechg pola sitowego AMBER sa
jego wilasciwosci predykcyjne w odniesieniu do niekanonicznych struktur DNA.
Mianowicie, struktury typu G-quadruplex oraz i-motif sa prawidlowo odtwarzane przez

modyfikacje bscl oraz OL15 cho¢ nie byty one wprost parametryzowane w tym celu.

4.4. Potencjal AIREBO

Potencjal AIREBO (z ang. Adaptive Intermolecular Reactive Empirical Bond
Order) nalezy do grupy potencjatdéw reaktywnych i jest jednym z najbardziej
zaawansowanych potencjaléw stworzonych do opisu uktadu atoméw wegla i/lub wodoru.
Zaleta 1 cecha potencjalu AIREBO jest mozliwo$¢ szczegdlowego modelowania
struktury i energii wigzan zwigzkow weglowodorowych oraz przewidywanie ich
reaktywnosci uwzgledniajace tworzenie 1 zrywanie wigzan w czasie trwania symulacji.
Pozwala na modelowanie nanorurki weglowej jako obiektu elastycznego i zachowanie
cylindrycznej struktury nanorurki bez dodatkowych wigzow. Potencjat ten zostat
stworzony przez grupe badawcza prof. Stuarta w 1999 roku. Powstat on w oparciu
o potencjal Brennera, do ktorego Stuart dodat modyfikacj¢ wynikajacg z uwzglednienia
oddziatywania niewigzacego 1 oddzialywania torsyjnego zwigzanego z obecnoscia kata
dwusciennego pomigdzy trzema wigzaniami w grupie czterech atoméw (Stuart, Tutein, i
Harrison 2000).

Potencjat AIREBO w formie ogdlnej przedstawia si¢ jako sume trzech cztonow:

1
EAIREBO _ §Z Z[EL'R}EBO + EiLJ + Z Z E;‘ltyl‘swn [4.2]

) i i#j k=#i,j l#i,j,k
gdzie: EREBO to funkcja pochodzaca z potencjatu Brennera, EX to potencjat Lennarda-

Jonesa, E™" to potencjat oddzialywania torsyjnego.
Potencjat REBO, EREEC pozwala na tworzenie si¢ wigzan oraz ich zrywanie

w czasie symulacji. Jego posta¢ zaproponowat Tersoff (Brenner i in. 2002):
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EG0 = Z Z[VR(H;) = byVAQr)] [4.3]

ioj>i

gdzie V® i V1 s odpowiednio cztonem repulsywnym i przyciagajacym. Postaé cztonu
repulsywnego zaproponowal Brenner:

VR(rij) = wij(rij)Aij (1 + Qyjrij)e” T [4.4]
Cze$¢ przyciagajaca potencjatu REBO ma nastgpujaca forme:
VA = Wij(rij)[Ble_Blrif + Bye P2Tij 4 Bye~BaTij] [ 4.5]
W réwnaniach 4.4 14.5 4, O, a, B 1 f sa parametrami dla pary atoméw i i/, a ich
warto$ci sg stabelaryzowane. Funkcja w; decyduje o tym, czy nalezy rozwazaé
oddziatywanie kowalencyjne pomigdzy atomami ij.
Czynnik b; okresla rzad wigzania oraz hybrydyzacje atomu wegla. Zalezy on

w ztozony sposdb od otoczenia rozpatrywanej pary atomow.

4.5. Niektore techniki rozszerzonego probkowania stosowane
w dynamice molekularnej

Standardowa dynamika molekularna stala si¢ wazng metoda badawcza,
obejmujaca uktady sktadajace si¢ do milionow atomow. Jednak czesta obecnosé
zroznicowanych krajobrazow energetycznych, z wieloma wysokoenergetycznymi
barierami oddzielajacymi rdézne stany termodynamiczne ukladu, ogranicza zakres
stosowania standardowej dynamiki molekularnej. Wystgpowanie barier energetycznych
czesto nie pozwala na precyzyjne probkowanie przestrzeni konfiguracyjnej w dostepnym
dla konwencjonalnych symulacji czasie. W takim przypadku doktadnie badane sg regiony
przestrzeni konfiguracyjnej wokol minimum, a znacznie rzadziej obszary o wyzZszej
energii, co prowadzi do uzyskania niepoprawnych warto$¢ energii swobodnej. Dlatego,
aby wiarygodnie bada¢ procesy dynamiki molekularnej uktadow chemicznych lub
biologicznych, czestokro¢ badany proces musi by¢ prowadzony wzdluz okreslonego
stopnia swobody (tzw. wspoirzgdna reakcji).

W celu poprowadzenia dowolnego uktadu po wybranej $ciezce, najpierw nalezy
okresli¢ odpowiednig wspotrzedng reakcji. Wspohrzedna reakcji sklada si¢ czesto
z kombinacji parametrow strukturalnych takich jak np. odlegtosci lub katy migdzy
atomami, ktore opisujg postep reakcji i dlatego moga by¢ wykorzystane do wymuszania
postepu uktadu. Wiasciwe probkowanie uktadu wzdluz pozadanej wspotrzednej reakcji

pozwala na uzyskanie odpowiedniego profilu energii swobodnej, zwanego réwniez
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potencjatem $redniej sity (ang. Potential of Mean Force, PMF), ktory opisuje jak energia
swobodna zmienia si¢ wzdluz zdefiniowanej wspolrzednej reakcji. Z pomoca
w uzyskaniu lepszego probkowania regionow przestrzeni konfiguracyjnej i wyznaczeniu
profilu energii swobodnej przychodzi szeroki wachlarz technik rozszerzonego
probkowania (ang. enhanced sampling) (Spiwok, Sucur, i Hosek 2015). Do tej grupy
technik zalicza si¢ metod¢ umbrella sampling.

Umbrella sampling jest jedng z szeroko stosowanych metod, ktéra pozwala na
okreslenie profilu energii swobodnej, wyznaczonej na podstawie potencjatu sredniej sity
wzdhuz pewnej wspotrzednej reakcji, odpowiadajacej za rozrdznienie dwoch stanow
termodynamicznych. Przej$cie uktadu z jednego stanu termodynamicznego do drugiego
wzdhuz wspotrzednej reakcji podzielone jest na tzw. okna. W kazdym z takich okien
przeprowadzona jest oddzielna symulacja MD, w ktérej dodano dodatkowy czton energii
do funkcji energii potencjalnej uktadu. Czlon ten ma na celu zmniejszenie odchylen
wspotrzednej reakcji w niewielkim przedziale wokot jej danej wartosci. Ma on czgsto
posta¢ funkcji harmonicznej. Z wyznaczonych w ten sposob rozktadéw wspoétrzednej
reakcji mozna obliczy¢ zmiang energii swobodnej w kazdym oknie. Okna sg nast¢pnie
taczone za pomoca metody WHAM (ang. Weighted Histogram Analysis Method),
umozliwiajacej uwzglednienie informacji ze wszystkich stanow posrednich
i wyznaczenie na podstawie zebranych danych catkowitego profilu energii swobodnej
uktadu (Késtner 2011; You, Tang, i Chang 2019).

Innym sposobem na obliczenie profilu energii swobodnej jest wykorzystanie
sterowanej dynamiki molekularnej (z ang. Steered Molecular Dynamics, SMD) oraz
nierownosci Jarzynskiego. Jarzynski w 1997 roku, opublikowat wybitng prace (Jarzynski
1997), w ktorej wykazat, Zze energi¢ swobodng mozna wyznaczy¢ na podstawie obliczen
prowadzonych w warunkach odbiegajacych od rownowagi termodynamicznej, zgodnie

z tzw. relacjg Jarzynskiego.

AF (1) = —B tin(e FWi) [4.6.]

A F(3) reprezentuje energic swobodna, jako funkcje wspotrzednej reakcji A, f1=kgT,
gdzie kg jest stalg Boltzmanna, a T jest temperaturg uktadu. Wi reprezentuje prace
potrzebng w celu prowadzenia uktadu wzdhuz wspoirzednej reakcji, a nawiasy oznaczajg
usrednianie po wielu roznych trajektoriach startujacych z tego samego rozktadu

kanonicznego. (Ramirez, Marti, i Roitberg 2016).
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Nieréwno$¢ Jarzynskiego pokazuje, ze dla dowolnego uktadu napedzanego
zewnetrznie ze stanu poczatkowej rownowagi do stanu koncowego, przy dowolnej
predkos$ci, energia swobodna miedzy nimi moze by¢ mimo wszystko uzyskana, jezeli
prace wielu indywidualnych trajektorii sg usrednione wyktadniczo. Nieréwnosé
Jarzynskiego zapewnia prostg strategi¢ uzyskania profilu energii swobodnej z symulacji
sterowanej dynamiki molekularnej. Najpierw do ukladu dodaje si¢ sitle zewngtrzna,
zwykle w postaci potencjatu harmonicznego, ktorego potozenie rownowagi przesuwa si¢
wzdhuz wspotrzednej reakcji z okreslong predkoscig (V), zgodnie z ponizszym
réwnaniem:

F(t) = —k(A— 24y —vt) [4.7]

Sita zewngtrzna steruje w ten sposob uktadem wzdhuz wspoétrzednej reake;ji,
przenoszac uklad z poczatkowego do docelowego stanu. Poszczegdlne sterowane
trajektorie rozpoczynaja si¢ od konfiguracji réwnowagowej, a do kazdego z nich
odpowiedni profil pracy wzdtuz wspotrzednej reakcji jest obliczany przez scatkowanie
sity zewngtrznej. Na koncu wiele trajektorii jest usrednianych wyktadniczo za pomoca
zaleznosci Jarzynskiego w celu uzyskania odpowiedniego profilu energii swobodnej
(Boubeta i in. 2019; Ramirez i in. 2016).

Kolejng metoda, ktéra mozna wykorzysta¢ do przyspieszenia probkowania
dowolnego rodzaju symulacji, szczegdlnie gdy uktad zostaje uwieziony w metastabilnych
konfiguracjach zwigzanych z lokalnymi minimami energii, utrzymujagcymi si¢
w typowych skalach czasowych MD jest dynamika molekularna wymiany replik (ang.
Replica Exchange Molecular Dynamics, REMD). Polega ona na zastosowaniu wielu
niezaleznych symulacji MD (replik) tego samego ukladu, rownolegle w rdznych
temperaturach (lub w tej samej temperaturze, ale przy uzyciu ré6znych hamiltonianow)
1 losowej wymianie pelnego stanu dwoch sasiadujacych replik w regularnych odstgpach
czasu z okre$lonym prawdopodobienstwem. Dokonuje si¢ wymiany replik jedynie
miedzy sagsiednimi replikami, poniewaz prawdopodobienstwo wymiany bardzo szybko
spada wraz z r6znicg temperatur. Udane wymiany replik powodujg przeniesienie badane;j
struktury miedzy nizsza 1 wyzsza temperatura. Repliki wysokotemperaturowe
umozliwiajg szybkie przekraczanie barier energetycznych i probkowanie dodatkowych,
rzadkich konfiguracji, ktorych nie mozna tatwo zaobserwowaé¢ w konwencjonalnych
symulacjach MD w nizszej temperaturze (Johnson i in. 2009; Sindhikara, Meng, i
Roitberg 2008).
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Chen i wsp. (Chen i in. 2012) wykazali, ze stabilizacja struktury i-motif przez
karboksylowane CNT prowadzi do supresji aktywnosci telomerazy, zar6wno
w badaniach in vitro jak i in vivo i indukuje otwarcie petli telomeru. Prowadzi to do
uruchomienia mechanizmow odpowiedzi na destrukcje DNA 1 w efekcie zatrzymania
rozwoju komorek. Wedtug Chen'a 1 wsp. i-motif nie jest bezposrednio odpowiedzialny
za inhibicj¢ telomerazy lecz jego wytworzenie i stabilizacja prowadzi do formowania
tetrapleksow guaninowych w komplementarnej, bogatej w guaning, nici telomerowego
DNA. Jednakze podkreslaja oni, ze szczegdtowy mechanizm inhibicji telomerazy przez
CNTs oraz wynikajace z niego dalsze konsekwencje dla rozwoju komorek nie sa
catkowicie poznane. Stad tez selektywne oddziatywanie CNTs z ludzkim telomerycznym
DNA wymaga dalszych badan. W szczegdlnosci, analiza na poziomie molekularnym
moze dostarczy¢ szczegdlowych informacji na temat natury oddzialywan istniejacych
w uktadach CNT-i-motif.

Zatem, badanie oddzialywania jedno$ciennych nanorurek weglowych
z telomerycznym i-motifem przy uzyciu dynamiki molekularnej byto gldéwnym celem
niniejszej pracy. Ponizsza czg$¢ rozprawy doktorskiej dotyczy opisu wykonanych badan
teoretycznych nad stabilnoscig niekanonicznych form DNA takich jak G-quadrupleks
(GQq) oraz i-motif (iM), powstajacych w telomerowych fragmentach nici DNA bogatych
odpowiednio w guaning 1 cytozyne¢ oraz struktury, mechanizmu tworzenia 1 stabilnosci
termodynamicznej kompleksow utworzonych =z potaczenia w/w form DNA
z nanorurkami. Stabilno$¢ analizowanych uktadow rozpatrywano w zaleznosci od pH
oraz obecnosci jedno$ciennych nanorurek weglowych z uwzglednieniem roli takich
parametréw jak: rodzaj grup funkcyjnych przylaczonych do CNTs, $rednica, dlugos¢
1 chiralno$¢ uzytych CNTs.

Jako wiodaca metode =zastosowano dynamike molekularng (MD). Do
wielkoskalowych obliczen rownolegltych wykorzystywano program LAMMPS, za$
w celu wlasciwego opisu nanorurki weglowej wykorzystano empiryczne pole sitowe
w postaci potencjatlu AIREBO oraz klasyczne pole sitowe AMBER do opisu sktadnikow
DNA.
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Szczegdlowy opis realizacji poszczegdlnych celéw naukowych i zastosowanych

w tym celu metod obliczeniowych znajduje si¢ w kolejnych rozdziatach pracy (6-9). Do

najwazniejszych celow pracy nalezg:

Okreslenie warunkow stabilnosci termodynamicznej struktury G-quadrupleksu
oraz i-motifu. Wykonanie i analiza procesu rozwijania tych niekanonicznych form
DNA w obecnos$ci lub braku komplementarnych struktur i innych warunkow.
Okreslenie warunkow, w jakich i-motif moze uzyskac¢ na tyle duzag stabilnos¢
termodynamiczng, aby mozliwa byta jego obserwacja w skali czasu
rzeczywistego (rozdziat 6).

Przeprowadzenie odpowiednich symulacji w celu przeanalizowania i zrozumienia
procesu adsorpcji i desorpcji struktury i-motif na/z powierzchni nanorurki,
W zalezno$ci od stanu protonacji i-motifu, chiralnosci 1 rodzaju grupy funkcyjnej
przytaczonej do nanorurki weglowej. Opis mechanizmu stabilizacji i-motifu
w wyniku interakcji z jedno$ciennymi nanorurkami weglowymi (rozdziat 7).
Analiza stabilno$ci struktury i-motifu w przypadku, w ktorym i-motif jest czescig
wiekszej struktury, a wigc tworzy si¢ w dupleksie telomerowego DNA
i oddziatluje z nanorurkami weglowymi. Znalezienie najlepszego/preferowanego
wzajemnego dopasowania tych elementow ukladu przy zastosowaniu rdznej
chiralnosci, funkcjonalizacji lub braku funkcjonalizacji uzytych nanorurek
(rozdziat 8).

Wygenerowanie przy uzyciu klasycznej dynamiki molekularnej stanow,
w ktorych funkcyjne grupy karboksylowe nanorurek beda doprowadzone jak
najblizej atomdw azotu w obrebie pierscieni cytozyny, nalezacych do dupleksu
DNA. Zbadanie przy uzyciu obliczen kwantowo chemicznych mozliwosci
protonacji cytozyn poprzez przeniesienie protonu z grupy karboksylowej do

atomu azotu w pierscieniu cytozyny (rozdziat 9).
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6. Badanie mechanizmu rozwijania i stabilno$ci
niekanonicznych form DNA takich jak G-quadrupleks
I I-motif przy uzyciu dynamiki molekularnej

G-quadrupleks i i-motif to struktury DNA, ktére sg w pewien sposob ze sobg
sprzezone, poniewaz mogg tworzy¢ si¢ w komplementarnych regionach genomu. Jednak
w wigkszos$ci badan opisanych w literaturze, struktury te badano niezaleznie, a wnioski
dotyczace ich stabilno$ci ograniczaty si¢ raczej do takich czynnikow jak temperatura, pH
czy obecnos¢ kationow. W literaturze brakuje wigc danych dotyczacych wzajemnego
wptywu tych dwoch struktur na siebie. W jednej z ostatnich publikacji dotyczacej tej
tematyki autorzy stwierdzili, Zze obecno$¢ G-quadrupleksu sprawia, iz ni¢ bogata
W cytozyn¢ zawierajaca i-motif jest stabilna w obojetnym pH, natomiast przy braku
komplementarnej nici bogatej w guaning zawierajacej Gq, i-motif ulega samoistnemu
pogorszeniu 1 rozwinigciu do struktury przypominajacej spinkg (wsuwke) do wlosow
(Wolski, Nieszporek, i Panczyk 2019).

Przedstawione w niniejszym rozdziale badania miaty na celu przeprowadzenie
szczegdtowe] analizy wzajemnego wptywu Gq i iM na ich stabilno§¢. W tym celu
przeprowadzono wymuszone procesy rozwijania w/w struktur i zmierzono prace
niezb¢dne do wykonania takich przej§¢ w obecnosci lub braku struktury
komplementarnej 1 innych warunkow. Jako zmienng kolektywna, bedacg miarg stopnia
rozwini¢cia, uzyto parametru rmsd (z ang. root mean squared displacement), bedacego
pierwiastkiem ze Sredniego kwadratowego odchylenia danej struktury od pewnego stanu

odniesienia, ktorymi sg idealne struktury iM lub Gq.

6.1. Szczegdly dotyczace budowy i symulacji badanych ukladow

Analizowana struktura iG (i-motif + G-quadrupleks) zostata utworzona przy
uzyciu jezyka NAB (Nucleic Acid Builder), pochodzacego z pakietu AmberTools16
(Case i in. 2005) oraz przy wykorzystaniu plikow .pdb z bazy danych PDB. Poczatkowa
strukture ciggu [3'-GGG(TTAGGG)s]: [5'-CCC(TAACCC)s] zbudowano za pomoca
NAB, a nastepnie wspotrzedne atomowe zasad od 13 do 33 zastgpiono odpowiednimi
wspotrzednymi z plikow .pdb 2JPZ i 1EL2. Struktura 1EL2 jest mieszang,
réwnolegla/antyrownolegla nicig G-quadrupleksu typu hybrydowego (Hybrid-2) i jest to
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wewnatrzczgsteczkowa struktura G-quadrupleksu o natywnej, niezmodyfikowanej
ludzkiej sekwencji telomerowej (Dai i in. 2007).

Po wstepnej optymalizacji otrzymano strukture iG pokazang schematycznie na
ponizszym rysunku (Rys. 6.1). Jest to telomerowy fragment chromosomu ze strukturami
niekanonicznymi i-motifu oraz G-quadrupleksu, umieszczonymi symetrycznie posrodku
dupleksu. Brano pod uwagg sytuacje, w ktorej i-motif i G-quadrupleks znajdujg sie w tej
samej pozycji na dupleksie. Jest to najbardziej intuicyjny uktad, poniewaz tworzenie
G-quadrupleksu lub i-motifu pozostawia nieuporzadkowang komplementarng czgsé
dupleksu. Wowczas moze ona w naturalny sposob przyjaé uporzadkowang
komplementarng strukture, pod warunkiem spetlnienia wszystkich niezbednych
warunkow. W przypadku G-quadrupleksu jest to obecno$¢ jondw Na™ lub K* (Turel i
Kljun 2011). I-motif z kolei potrzebuje obnizonego pH ~4-5, aby wytworzy¢ stan
protonowany cytozyn. Jednak obnizenie pH nie moze by¢ zbyt silne, poniewaz peina
protonacja wszystkich cytozyn prowadzi ponownie do stanu niestabilnego (Kim i
Chalikian 2016).

/ G-quadruplex

3'- C45C44C43A42A41T40C39C38C37A36A35T34 Al12T11T10CO C8 C7 A6 T5 T4 C3 C2 Cl -5'

5- Gl G2 G3 T4 T5 A6 G7 GB G9 T10T1l1lAl2 T34A35A36G37G38G39T40A41A42G43G44G45 -3'

-

H
C\U s
I

2

Rys. 6.1. Schematyczne przedstawienie i wizualizacja (wstawka po lewej stronie) analizowanej
w pracy struktury iG (i-motif + G-quadrupleks). Po prawej stronie rysunku umieszczone zostaly
wstawki pokazujqce odpowiednie parowanie zasad (parowanie zasad Hoogsteena). W strukturze
G-quadrupleksu dodatkowo umieszczono niezbedne do stabilizacji jony sodu (niebieskie kulki)
zlokalizowane w centrach kwartetow guaninowych.

Wszystkie obliczenia wykonano przy uzyciu pola sitowego AMBER dla kwasow
nukleinowych ff99 (Weiner i in. 1986) z modyfikacjami bscl (Ivani i in. 2016).
Konstrukcje plikow topologii wykonano za pomoca samodzielnie zaprojektowanych

skryptoéw, a pole sitowe wygenerowano za pomoca programu tleap, bedacego czesciag
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pakietu AmberTools16. W badaniach rozwazano dwa przypadki pH: obojetne 1 kwasne.
Oznacza to, ze przy pH obojetnym wszystkie cytozyny sa w swoich standardowych
formach nieprotonowanych. Kwasne pH oznacza, ze cytozyny 13, 14, 15, 19, 201 21 sg
dodatkowo protonowane (Rys. 6.1). Protonacji cytozyn dokonano za pomocg programu
tleap z dotaczonymi plikami modyfikacji do tworzenia protonowanych kwasow
nukleinowych. W kolejnym kroku uktady wypetliono czasteczkami wody TIP3P
i dodano odpowiednig ilo§¢ jonéw Na® i CI- w celu skompensowania calkowitego
tadunku i na$ladowania fizjologicznej sity jonowej roztworu 0,145 mol L™'. Liczba
czasteczek wody wynosita okoto 39 000, jonow Na" 196-202 (neutralne — kwasne),
jonow Cl™ 114, a laczna liczba atoméw w pudiach symulacyjnych wynosita okoto 120
000. Jako kationy stabilizujgce strukture G-quadrupleksu zastosowano trzy jony Na,
ktore umieszczono w centrach kwartetoéw guaninowych.

Rozmiary pudetek symulacyjnych wynosity okoto 100x100x130 A. Czasteczki
wody w czasie symulacji byty traktowane jako sztywne molekuly przy zastosowaniu
algorytmu SHAKE (Andersen 1983). Obliczenia przeprowadzono w zespole NPT
z wykorzystaniem kroku catkowania 2 fs i odleglosci odciecia 12 A dla oddziatywan
migdzyatomowych. Cis$nienie i temperatur¢ kontrolowano za pomoca barostatu Nose-
Hoover’a ze stalymi czasoéw relaksacji 2 ps 1 0,2 ps odpowiednio dla ci$nienia
I temperatury. Wszystkie obliczenia zostaly wykonane przy uzyciu pakietu
obliczeniowego LAMMPS (Plimpton 1995). Kazdy badany uktad byl poczatkowo
poddawany nagrzewaniu od 100 K do 310 K w ciagu 1 ns przy statej objgtosci. Nastepnie
przeprowadzano kolejny etap rownowagowania w stalej temperaturze 310 K i ci$nieniu
1 atm przez 2 ns. Stany koncowe z etapdéw rownowagowowania byly nastepnie
wykorzystywane jako konfiguracje poczatkowe we wiasciwych obliczeniach.
W przeprowadzonych obliczeniach standardowa dynamika molekularng o dtugosci 50 ns,
w uktadzie iG nie zaobserwowano zadnych widocznych zmian struktury i-motifu jak
I G-quadrupleksu w obu przypadkach pH.

W celu przeprowadzenia wymuszonego rozwinigcia analizowanych struktur
DNA, jako zmienng kolektywng wybrano rmsd, bedace pierwiastkiem ze Sredniego
kwadratowego przemieszczenia atoméw, biorgcych udzial w tworzeniu wigzan
wodorowych w parach Hoogsteena. Byly to wszystkie atomy azotu i tlenu potaczone
liniami przerywanymi na Rys. 6.1. Przemieszczenie zostalo zmierzone ze stanu
odniesienia (ref), ktoérym jest struktura iG pobrana z ostatniej klatki etapu
réwnowagowania. Rmsd obliczono po wykonaniu optymalnego obrotu U % (t)— x "™,
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ktory najlepiej naktada wspotrzedne Xi ( t) na zbiér wspotrzednych odniesienia x i . To
natozenie zostatlo wykonane za pomocg modulu Colvar skompilowanego
z LAMMPS. Wybor zmiennej kolektywnej rmsd do wymuszania rozwijania badanych
struktur jest uzasadniony, poniewaz nie korzysta z okreslonej $ciezki przejscia, a uktad
podaza wilasciwie najtatwiejsza $ciezkg, ktora odpowiada danej wartosci rmsd.
Zastosowany zakres zmiany wartosci rmsd wynosit od 0 do 25 A. Zerowa warto$¢ rmsd
byla punktem wyjsScia odpowiadajagcym pelnemu pokrywaniu si¢ wspotrzednych ze
stanem odniesienia, natomiast 25 A bylo warto$cia, dla ktdrej nastapito catkowite
zniszczenie analizowanej struktury. Warto$¢ rmsd zmieniala si¢ jednostajnie podazajac
za punktem przemieszczajacym sic ze stala predkoscia 1.25 A ns?. Stata sitowa
potencjalu harmonicznego taczacego uktad z przemieszczajacym si¢ punktem wynosita
5 eV A2 (115 kcal mol? A?). Pojedynczy proces rozwijania odpowiadat 20 ns
symulacji. Liczba atomow, do ktorych zastosowano dodatkowy potencjat (ang. bias),
wyniosta 48 w przypadku rozwijania G-quadrupleksu i 36 w przypadku rozwijania
I-motifu.

Zastosowane sterowane rozwini¢cie iM oraz Gq spelnia warunki zaleznoS$ci
Jarzynskiego dla obliczen zmiany energii swobodnej (Jarzynski 1997). Jednak w celu
odtworzenia energii swobodnej o odpowiedniej dokladnos$ci nalezy wytworzy¢ bardzo
duzo niezaleznych trajektorii rozpoczgtych od rozktadu kanonicznego, a energig
swobodng mozna nast¢pnie wyznaczy¢ jako Srednig wyktadniczg (Park i Schulten 2004).
Tametoda jest skuteczna, gdy pojedyncze obliczenia (single run) zajmuja niewiele czasu,
a wiele niezaleznych trajektorii mozna wyznaczy¢ w rozsadnych skalach czasowych.
W naszym przypadku pojedyncze rozwinigcie struktury iM lub Gq zajmuje duzo czasu
1 dlatego nie mozemy okresli¢ doktadnego profilu energii swobodnej, towarzyszacego
procesom wymuszonego rozwijania. W zwigzku z powyzszym ograniczono rozwazania
do analizy poréwnawcze] pojedynczych symulacji, ktore wprost reprezentuja prace
wykonang podczas wymuszonego rozwijania w warunkach nierownowagi. W ten sposob
mozemy pordéwnac¢ wzgledne stabilnosci rozwazanych uktadow jako funkcje wybranych
parametrow.

Zastosowanie innych metod rozszerzonego probkowania do wyznaczenia profilu
energii swobodnej zwigzanej z procesem rozwijania struktur iM i Gq okazalo si¢
nieefektywne. Zaré6wno metadynamika jak 1 metadynamika przyspieszona
temperaturowo nie byly w stanie wywota¢ powrotu wspotrzednej reakcji do wartosci
odpowiadajacej wyjsciowym strukturom iM 1 Gq, co jest konieczne do osiggniecia
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zbieznosci wynikow w przypadku tych metod. Zastosowane podejscie oparte na
zalezno$ci Jarzynskiego jest w tym przypadku fizycznie spdjne i pozwala na uzyskanie
wiarygodnych wzglednych oszacowan pracy zwigzanej z rozwijaniem tych ztozonych

struktur.

6.2. Wyniki obliczen i ich dyskusja

Struktura iG pokazana na Rys. 6.1, sktada si¢ z 45 par zasad. Jak juz wczesdniej
wspomniano stabilnos¢ tej struktury jest wysoce zalezna od pH (Wolski, Nieszporek, i
in. 2019). Rys. 6.2. przedstawia konfiguracje struktur iG po wymuszonym rozwinig¢ciu
i relaksacji zarowno G-quadrupleksu jak i i-motifu przy obojetnym i kwasnym pH.
i-motif

Rys. 6.2. Struktury iG po wymuszonym rozwinigciu przy pomocy sterowanej dynamiki

molekularnej, po ktorym nastgpita relaksacja bez dodatkowych sit przez dodatkowe 20 ns. Ga:
rozwijanie G-quadrpleksu w pH kwasnym,; Gn: rozwijanie G-quadrupleksu w pH neutralnym; la:
rozwijanie i-motifu w pH kwasnym; In: rozwijanie i-motifu w pH neutralnym.

Analizujac powyzszy rysunek, mozna zauwazy¢, iz struktura i-motif, stanowigca
element catkowitej struktury iG, jest dobrze zachowana po rozwinigciu G-quadrupleksu
tylko w pH kwasnym. Wymuszone rozwijanie Gq nie wptywa na strukture iM, gdy
w obrebie par C*-C istniejg trzy wigzania wodorowe. Przy neutralnym pH struktura iM

jest raczej luzna, tym samym mozemy stwierdzi¢, ze stabilno$¢ i-motifu bez
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komplementarnego G-quadrupleksu jest raczej staba. Ostabienie struktury i-motifu moze
by¢ spowodowane przez napi¢cia zwigzane z wymuszonym rozwijaniem Gq, ale gldéwnag
przyczyna takiego zachowania jest brak protonowanych cytozyn i trzeciego wigzania
wodorowego przy obojetnym pH (Wolski, Nieszporek, i in. 2019). Z drugiej strony
struktura Gq zostaje zachowana po zniszczeniu iM zaréwno przy pH kwasnym jak
i neutralnym. Jak widzimy na Rys. 6.2. jony sodu umieszczone w kwartetach
guaninowych pozostajg przez caty czas symulacji na swoich miejscach.

Bardziej szczegdtowe wnioski dotyczace procesOw rozwijania mozna ustali¢ na
podstawie Rys. 6.3., ktory pokazuje jak w czasie wymuszonego rozwijania zmieniajg si¢

odlegto$ci miedzy atomami tworzacymi wigzania wodorowe.

70 T I | 70 T T I T T T T
G13-G21-G25-G33 C21-C33, C13-C25 (B)

60 601 C20-C32, C14-C26 ]

50} 50} C19-C31, C15-C27 o

N
o

. 40f .
\ i 301 2
Mg 20 .
B 10 R

w
o

N
VAN
W

A
2,".7?1".

= N
o O

) /o T L oo T
i \I‘I'IW A ) A Sy ")
mx :A o - k,"f., wmﬁ

it S s ONE

wigzania wodorowe, A
o

odlegtos¢ miedzy atomami tworzgcymi

0 0
5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
i 613-G21-625-G33 i l 0211—033,‘013—0‘25 = [ | (D)
60 : 1 60f C20-C32, C14-C26 7
501 501 C19-C31, C15-C27 i
6 T T
: 40 401 j: : -
30 30} b ———— .
sl .
20 20 1 -
10 10_ 00 5 10 15 20 25 =
I . 1 1 Il Il 1 Il 1

[ FUTITW PTRPEoe g I
0 &5 10 15 _20 _25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
czas, ns cz ns

Rys. 6.3. Zmiany odleglosci miedzy atomami tworzgcymi wigzania wodorowe jak pokazano na
Rys. 6.1., podczas wymuszonego rozwijania G-quadrupleksu w pH neutralnym i kwasnym.
W obrebie kazdego kwartetu znajduje si¢ 8 par atomow tworzgcych wigzania wodorowe

i

(zaznaczone przy uzyciu tego samego koloru). Podobnie ten sam kolor jest stosowany dla atomow
w dwoch sgsiednich dubletach w i-motifach, tj. 6 linii. (A) odleglosci miedzy atomami tworzqcymi
G-quadrupleks w pH neutralnym, (B) odleglosci miedzy atomami tworzgcymi i-motif w pH
neutralnym, (C) odlegtosci miedzy atomami tworzqcymi G-quadrupleks w pH kwasnym, (D)
odleglosci miedzy atomami tworzgcymi i-motif w pH kwasnym.

Rysunek ten dotyczy tylko ukladow, w ktorych rozwijano strukture
G-quadrupleksu w obu przypadkach pH. Jednak, jak mozemy zauwazy¢, bez wzgledu na
to, ze uzyta do rozwijania G-quadrupleksu sita nie wptywa na powigzane z nim cze¢sci

struktury iG takie jak i-motifi pozostaty fragment dwuniciowego DNA, to na te elementy
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uktadu wptyw ma sam proces rozwijania Gq. Najbardziej widoczne zmiany odlegtosci
miedzy atomami zachodzg oczywiscie w obrebie struktury Gq, poniewaz bezposrednio
oddziatuje na nig sita wymuszajaca zmiang tej struktury. Interesujaca obserwacja jest
sekwencja zrywania wigzan wodorowych. W przypadku pH obojetnego (wykresy na
czesci (A) 1 (B)) pogorszenie struktury Gq zaczyna si¢ od najbardziej] wewngtrznego
kwartetu (najlepiej widocznego na Rys.6.1.), chociaz 2 lub 4 wigzania sg zachowane do
konca obliczen.

Nalezy zauwazy¢, ze sila majaca na celu rozwinigcie analizowanej struktury, jest
stosowana do dwudziestej nanosekundy obliczen, kolejne 20 ns sg to obliczenia bez
dodatkowej sily, w ktérych obserwujemy gwaltowny spadek odlegtosci 1 do§¢ szybka
stabilizacje wokot nowych warto$ci. Spontaniczne ponowne utworzenie struktury Gq jest
wysoce nieprawdopodobne w czasie dostepnym dla standardowych obliczen MD. Nowe
warto$ci mozna traktowac jako reprezentatywne dla przejsciowych, ale dtugotrwatych
form rozwinigtego Gq. W kwasnym pH rozwijanie Gq przebiega w inny sposob, chociaz
pH nie moze bezposrednio zmienia¢ stanu Gq. Widaé, ze rozwijanie zaczyna si¢ od
przeciwnej strony, tj. od skrajnego kwartetu guaninowego. Jednak po 5 ns wszystkie
kwartety ulegaja czesciowemu rozerwaniu, chociaz kilka wigzan wodorowych wcigz
istnieje do konca obliczen. Jak wida¢ na Rys. 6.2. w obu przypadkach pH, jony sodu
uciekty z klatek utworzonych przez G-quadrupleksy, a koncowe struktury w ogole nie
przypominaja G-quadrupleksow.

Analiza struktur i-motifu podczas wymuszonego rozwijania G-quadrupleksow
prowadzi do wniosku, ze w kwasnym pH proces ten nie ma zadnego wptywu na i-motif.
Wigzania wodorowe w iM sg nienaruszone (Rys. 6.3.D), ich dtugosci wahaja si¢ tylko
wokot wartosci $rednich. Z drugiej strony i-motif przy pH neutralnym szybko tracit swoja
strukturg, a wigkszo$§¢ wigzah wodorowych (szczegdlnie zewngtrznych) ulegala
rozerwaniu w wyniku rozwini¢gcia Gq. Wydaje si¢ jednak, Zze uzyskana oslabiona
struktura i-motif jest nadal stabilna, poniewaz odlegtosci oscyluja jedynie wokot ich
warto$ci $rednich. Z drugiej strony, pogorszenie i-motifu przy obojetnym pH
zaobserwowano rowniez w obliczeniach klasyczng dynamika molekularng, ale
w przypadku i-motifu utworzonego w obrgbie jednoniciowego tancucha bogatego
w cytozyny (Wolski, Nieszporek, i in. 2019). Obecnos¢ komplementarnego tancucha
bogatego w guaning z utworzonym Gq wymaga pokonania bariery energii swobodnej

rzedu 70 kJ mol w celu rozwinigcia i-motifu do formy spinki do wloséw. Wymuszone
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rozwijanie G-quadrupleksu nie wydaje si¢ znaczaco destabilizowa¢ komplementarnego
I-motifu.

Na ponizszym rysunku pokazano, jak zmieniajg si¢ odleglosci migdzy atomami,
tworzacymi wigzania wodorowe podczas wymuszonego rozwijania i-motifu,
stanowigcego czes¢ struktury iG. Ustawienie wykreséw na Rys. 6.4. jest takie samo jak
na Rys. 6.3, dzigki czemu mozemy bezposrednio zaobserwowacé réznice w procesach
rozwijania. Na ponizszych wykresach widzimy, ze podczas wymuszonego rozwijania
I-motifu, struktura G-quadrpleksu pozostaje prawie nienaruszona (dodatkowa sita dziata
do 20 ns). I-motify oczywisScie w obu przypadkach ulegaja rozwinieciu, ale wyraznie
wida¢, ze pH znaczaco wplywa na procesy rozwijania. Przy pH obojetnym wszystkie
wigzania wodorowe pekajg juz na samym poczatku (niektore z nich sg zerwane juz po
etapie rownowagowania). Oznacza to, ze i-motif degraduje si¢ jako cata struktura.

Przy pH kwasnym proces przebiega w inny sposob. Rozwijanie i-motifu
rozpoczyna si¢ od srodkowej pary cytozyn, a nastepnie rozdzielajg si¢ skrajne pary. Pary
najbardziej] wewnetrzne sg najbardziej odporne i cze$ciowo regeneruja si¢ po ustaniu
dodatkowej sity rozwijajacej. W tym przypadku i-motif ma tendencj¢ do tworzenia
struktury przypominajacej spinke do wloséw, w przeciwienstwie do przypadku w pH
neutralnym, gdzie i-motif jest przestrzennie zniszczony, a wszystkie odlegtosci na Rys.
6.4 (B) s3 powyzej 10 A.

Jak wida¢ na ponizszych wykresach, rozwijanie i-motifu nie wpltywa na
komplementarny G-quadrupleks. Jednak po usunigciu sity rozwijajacej i-motif, co$
nieoczekiwanego dzieje si¢ z Gq przy pH neutralnym. Rozluznienie cz¢$ci iM powoduje
pewne pogorszenie Gq. Wigzania wodorowe w wewnetrznym kwartecie guaninowym
zrywajg si¢, chociaz odleglosci pomiedzy atomami nie rosng zbyt duzo. Ogledziny
struktury przestrzennej G-quadrupleksu (Rys. 6.2, czg$¢ In) nie wykazuja w tym
przypadku znaczacego odksztatcenia lub pogorszenia Gq. Zatem zaobserwowany wzrost
odlegtosci na wykresie z Rys.6.4. (A) jest przypadkowy 1 jest to po prostu stan
przejsciowy, z ktéorego wigzania wodorowe po pewnym czasie wracajag do swoich

wyjsciowych form.
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Rys. 6.4. Zmiany odleglosci miedzy atomami tworzqcymi wigzania wodorowe jak pokazano na
Rys. 6.1, podczas wymuszonego rozwijania i-motifu w pH neutralnym i kwasnym. (4) odlegtosci
miegdzy atomami tworzgcymi G-quadrupleks w pH neutralnym, (B) odlegtosci miedzy atomami
tworzgeymi i-motif w pH neutralnym, (C) odleglosci miedzy atomami tworzgcymi G-quadrupleks
w pH kwasnym, (D) odlegtosci miedzy atomami tworzqcymi i-motif w pH kwasnym.

Analiza pracy wykonanej podczas wymuszonego rozwijania zarowno i-motifu,
jak i G-quadrupleksu pozwala na wyciggnigcie wnioskow dotyczacych stabilnosci tych
struktur. Na Rys. 6.5. przedstawiono prace zwigzang z silami generowanymi przez
liniowo narastajacy (ze stalag predkoscig 1.25 A nst) rmsd w przypadku rozwijania
G-quadrupleksu.

Jak wida¢ na wykresach z Rys. 6.5, w obu przypadkach pH praca niezbedna do
zniszczenia G-quadrupleksow jest bardzo podobna. Krzywe ujawniaja schodkowy ksztatt
z najbardziej widocznym plateau w zakresie rmsd 3-5 A. Wysoko$¢ pierwszego stopnia
to ok. 250 kJ mol i jest on zwigzany z rozerwaniem 3 wigzan wodorowych, jak to widaé
na Rys. 6.3. Jednak pomimo podobienstwa wykreso6w na Rys. 6.5, mechanizm rozwijania
jest w tych dwoch przypadkach inny. Zgodnie z Rys. 6.3, rozwijanie rozpoczyna si¢ od
najbardziej wewnetrznego pierscienia guaninowego przy pH obojetnym i od najbardziej
zewnetrznego w przypadku pH kwasnego. Pomimo, iz efekt energetyczny jest bardzo
podobny w obu przypadkach, nie mozna go wigza¢ tylko z rozerwaniem wigzan

wodorowych. Dzieje si¢ tak dlatego, ze obserwowane energie sg znacznie wigksze niz
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suma energii trzech pojedynczych wiazan wodorowych, czyli okoto. 20 kJ mol™
(Garabedian i in. 2016).
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Rys. 6.5. Praca zmierzona podczas wymuszonego rozwijania G-quadruplekséw w pH neutralnym
i kwasnym. Sita wymuszajgca zmiane struktury (5 eV A? ) naktadana jest w kierunku rosngcego

pierwiastka Sredniej kwadratowej przemieszczenia atomow tworzqcych wigzania wodorowe
w kazdej strukturze. Przedstawione struktury iG zostaly wykonane po pierwszych 4 ns rozwijania,
ten punkt czasu jest wskazany na wykresie przez pionowq lini¢ przerywang.

Konfiguracje ukladow pokazane na Rys. 6.5. zostaly wykonane pod koniec
pierwszego plateau, tj. przy rmsd wynoszacym 5 A, odpowiadajacemu warto$ci
osiggnig¢tej] w 4 ns symulacji. Na ich podstawie mozemy zauwazy¢, ze stan i-motifu
wplywa na mechanizm rozwijania si¢ G-quadrupleksu. Przy pH kwasnym sztywna
struktura i-motifu nie wptywa na dolng cz¢$¢ (najbardziej wewnetrzng) G-quadrupleksu,
degradacja Gq zaczyna si¢ od zewngtrznej strony. Z kolei przy neutralnym pH, i-motif
wydaje sie¢ Scisle wspotdziata¢ z najglebsza cze$cia G-quadrupleksu i dlatego jego
pogorszenie zaczyna si¢ od tego konca. Jednak uwolnienie kationu sodu nastapito
z najbardziej zewnetrznego kwartetu guaninowego, chociaz wigzania wodorowe w tej
czesci Gq byly nadal obecne. To do$¢ nieoczekiwana obserwacja, a uwolnienie Na* jest
prawdopodobnie spowodowane niektérymi oscylacjami calej konstrukcji, bedacymi
wynikiem rozbicia najglebszego kwartetu guaninowego.

Kolejny skok na wykresach z Rys. 6.5. przy wartosci rmsd okoto 5 A, odpowiada
rozerwaniu kolejnych grup wigzan wodorowych (6 przy obojetnym pH i 4 przy kwasnym
pH). Dalszy prawie liniowy wzrost pracy zwigzany jest z rozerwaniem innych wigzan
wodorowych i jak wida¢ na Rys. 6.3, pekaja one szybciej w przypadku obojetnego pH.
Wydaje sie, ze G-quadrupleks przy pH obojetnym jest nieco mniej stabilny niz przy

kwasnym, chociaz nie ma bezposrednich zaleznosci stabilnosci Gq od pH.
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Rys. 6.6. przedstawia prace zwigzane z rozwijaniem i-motifow przy pH
obojetnym i1 kwasnym. Widzimy duze r6znice w stabilnosci i-motifow w zaleznosci od
pH. W kwasnym pH praca niezbe¢dna do zniszczenia struktury i-motifu jest bardzo duza
i porbwnywalna z rozwijaniem G-quadrupleksow na Rys. 6.5. Jednak przy pH obojetnym
wyznaczona praca jest niewielka, gczna praca zwigzana z pelnym rozwinigciem i-motifu
jest nie wieksza niz 420 kJ mol™. Jesli wigc podzielimy te warto$¢ przez liczbe par
potencjalnie tworzacych wigzania wodorowe, to przecigtna praca zwigzana
zrozerwaniem pojedynczego wigzania wodorowego wynosi okoto 23 kJ mol ™. Okreslona
praca nie pochodzi tylko z wigzan wodorowych; role odgrywaja rowniez efekty
steryczne, wigc Srednia energia na pojedyncze wigzanie wodorowe jest jeszcze mniejsza.
Niemniej jednak rozwinigcie i-motifu wymaga troche pracy ze strony otoczenia,
poniewaz w przeciwnym razie okre$lona na Rys. 6.6. praca bylaby ujemna. Mozemy
zatem stwierdzié, ze stabilno$¢ i-motifu w neutralnym pH jest znacznie ostabiona, ale
struktura ta nie rozwija si¢ samoistnie. Ta obserwacja jest zgodna z wcze$niejszymi
odserwacjami  (Wolski, Nieszporek, i in. 2019). Tym samym, obecno$é
komplementarnego G-quadrupleksu w pewnym stopniu stabilizuje i-motif.
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Rys. 6.6. Praca wyznaczona podczas wymuszonego rozwijania i-motifu w pH neutralnym
i kwasnym. Sita wymuszajgca zmiane struktury (5 eV A* ) naktadana jest w kierunku rosngcego
pierwiastka Sredniej kwadratowej przemieszczenia atomow, tworzgcych wigzania wodorowe
w kazdej strukturze. Konfiguracje struktur iG zostaly wykonane po pierwszych 4 ns rozwijania,
ten punkt czasu jest wskazany na wykresie przez pionowq linie przerywang.

Wzrosty pracy pojawiajace sie okoto 5 A rmsd na Rys. 6.6. i ich poréwnanie
z danymi z Rys. 6.4. pozwalaja stwierdzi¢, ze przy obojetnym pH juz pierwszy wzrost
mierzonej pracy odpowiada rozerwaniu wszystkich wigzan wodorowych, po ktorym

nastepuje dalsza degradacja struktury. Z kolei przy pH kwasnym wzrost ten odpowiada
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rozerwaniu tylko dwoch wigzan wodorowych. Co ciekawe, wigzania te znajdujg si¢ w
srodkowej czesci i-motifu. Pozostate wigzania rozpadajg si¢ sekwencyjnie, ale nie jest to
wyraznie widoczne na powyzszym wykresie, poniewaz rosnie on monotonicznie bez
wyraznych, dobrze zaznaczonych krokéw. Konfiguracje uktadéw przy rmsd 5 A
pokazuja, ze w tych momentach symulacji ksztatty i-motifu sg nadal dobrze zachowane.

Ogo6lny wniosek z powyzszych wynikow jest taki, ze w pH kwasnym struktura iG
jest wysoce stabilna i nie moze rozwijac si¢ samoistnie. Jednak po zwigkszeniu pH do
fizjologicznego, kiedy nastgpuje deprotonacja cytozyn, stabilno$¢ iG ulega ostabieniu.
Patrzac na Rys. 6.5. 1 Rys. 6.6. mozemy stwierdzi¢, ze najbardziej prawdopodobne jest
rozwinigcie si¢ i-motifu, podczas gdy G-quadrupleks powinien zosta¢ nienaruszony.
Mowigc precyzyijniej, jak juz wspomniano, petne rozwinigcie i-motifu do struktury spinki
do wlosow, nadal wymaga troch¢ energii. Jednak ostabienie poczatkowej struktury iM
postepuje szybko, a stan oslabienia, cho¢ wykazuje znaczng stabilno$¢, ulegnie
pogorszeniu przed G-quadrupleksem.

Na Rys. 6.7. (A) przedstawiono wyniki dotyczace wymuszonego rozwijania
I-motifu, ale struktury startowe i referencyjne sg stanem koncowym, uzyskanym po
rozwini¢ciu G-quadrupleksu. Jako stany odniesienia uzyto struktury Ga i Gn z Rys. 6.2,
a sila wymuszajaca rozwiniecie jest lokalizowana na atomach, tworzacych wigzania
wodorowe w strukturze i-motifu. Badania te mialy na celu analiz¢ mechanizmu
rozwijania si¢ tej struktury iM, gdy G-quadrupleksy juz nie istniejg. Podobnie na Rys.
6.7.(B) pokazano prac¢ zmierzong podczas wymuszonego rozwijania G-quadrupleksow
ze stanéw, w ktorych i-motify zostaly juz rozwinigte, tj. stanow la i In z Rys. 6.2.

Jak wida¢ na Rys. 6.7. (A) brak G-quadrupleksow przy pH kwasnym nie wplywa
na stabilnos$¢ iM. I-motif jest stabilny bez wzgledu na to, czy w komplementarnej nici
bogatej w guaning powstaje Gq, czy tez cze$¢ nici jest w nieuporzadkowanej strukturze.
Jednak przy obojetnym pH obserwujemy dos$¢ =zaskakujacy wynik. Z badan
przedstawionych na wykresie wynika, ze zaburzenie strukturalne nici bogatej w guaning
stabilizuje i-motif w porownaniu z poprzednim przypadkiem obecnos$ci idealnej struktury
G-quadrupleksu. W obecnym uktadzie, praca potrzebna do rozwinigcia i-motifu jest
znacznie wigksza niz praca odpowiadajgca rozwinigciu i-motifu przy idealnej strukturze
iG.
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Rys. 6.7. Praca mierzona podczas wymuszonego rozwijania (A) i-motiféw i (B) G-quadrupleksow,
zaczynajgc od czesciowo rozwinietych struktur iG pokazanych na Rys. 6.2: (A) Ga i Gn, (B) la
i In. Rozwijanie przeprowadzono w taki sam sposob jak na Rys. 6.4, Rys. 6.5, a szare krzywe
pokazujq dla porownania uzyskane wczesniej wyniki.

Rys. 6.8. przedstawia dwie konfiguracje uktadéw, wykonane przy rmsd rownym
5Ai15 A, ktore pomagaja zrozumieé, dlaczego obecnos$é¢ rozwinietego fragmentu Gq
stabilizuje i-motif silniej niz idealna struktura Gq. Jak wida¢ na Rys. 6.8 i-motif jest
w stanie zblizy¢ si¢ do przestrzennie rozciagnigtej struktury utworzonej przez fragment
dupleksu i rozwinigty G-quadrupleks. Wzmacnia to wzajemne interakcje migdzy
atomami tworzacymi iM i tymi nalezgcymi do reszt, ktore utworzyly G-qudrupleks
1 dupleks. Wzajemne oddziatywania mig¢dzy atomami tworzacymi iM 1 Gq sg coraz
silniejsze w miar¢ postepujacego niszczenia i-motifu. Dlatego praca niezbedna do
rozwinigcia i-motifu jest coraz wigksza wraz ze wzrostem rmsd. W pierwotnej postaci

iIG, jak pokazano na Rys. 6.1 i-motif jest przestrzennie dobrze oddzielony od
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G-quadrupleksu 1 dupleksu, dzieki czemu nie ma dodatkowych interakcji, ktore

zwiekszajg stabilnos¢ i-motifu.

rmsd 5A

Rys. 6.8. Wizualizacje symulacji wykonane przy dwoéch wartosciach rmsd 5 i 15 A podczas
wymuszonego rozwijania i-motifu przy pH neutralnym, zainicjowane z czesciowo rozwinigtej
struktury Gn z Rys. 6.2. Fragmenty tworzgce iM sq zaznaczone na czerwono, a fragmenty ktore
wezesniej tworzyly Gq, na niebiesko.

Rozwijanie G-quadrupleksu ze stanu potrozwinigtego (Rys. 6.7 B) wymaga
bardzo podobnej pracy, jak rozwijanie z oryginalnej struktury iG (Rys. 6.5.). Tak wigc,
obecnos¢ i-motifu w niewielkim stopniu wptywa na stabilno$¢ komplementarnego
G-quadrupleksu. Jednak przy obojetnym pH roznica migdzy wykresami pracy widoczna
na Rys. 6.7(B) moze sugerowac pewien niewielki efekt stabilizujacy i-motifu. Niemniej
jednak, kazdy proces rozwijania Gq (pH kwasne lub oboj¢tne) rozpoczynajacy sie¢ od
jakiejkolwiek struktury poczatkowej jest trudny i nie moze zachodzi¢ spontanicznie.
Rozwijanie i-motifu jest zdecydowanie tatwiejsze w pH neutralnym, a obecnosé¢
rozwinigtego i nieuporzadkowanego fragmentu tworzacego G-quadrupleks znacznie

zwieksza stabilno$¢ i-motifu w neutralnym pH.
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i i-motif przy uzyciu dynamiki molekularnej

6.3. Podsumowanie wynikow

Okreslenie pracy niezbednej do rozwiniecia G-quadrupleksu i i-motifu przy
wykorzystaniu  sterowanej dynamiki molekularne] pozwolitlo stwierdzi¢, ze
G-quadrupleksy sa wysoce stabilne, a ich stabilno§¢ wtasciwie nie zalezy od pH, co
posrednio wynika z modyfikacji stanow energetycznych komplementarnego i-motifu.
Natomiast sam proces rozwijania G-quadrupleksu przebiega w zupehie inny sposob
w zaleznosci od pH. Mianowicie przy pH obojetnym degradacja zaczyna si¢ od kwartetu
guaninowego G13-G21-G25-G33, podczas gdy przy pH kwasnym kwartet G15-G19-
G27-G31 ulega zniszczeniu jako pierwszy (Rys. 6.1). Na komplementarne i-motify nie
maja wptywu wymuszone i silne zmiany strukturalne w G-quadrupleksach.

Wartos$¢ pH ma silny wpltyw na stabilno$¢ i-motiféw, okre§lone prace zwigzane
Z wymuszonym rozwini¢ciem iM znacznie si¢ r6znig. W pH kwasnym ilo$¢ pracy jest
porownywalna z pracg potrzebng do rozwinigcia Gq, ale przy neutralnym pH praca jest
znacznie mniejsza, cho¢ nadal niezerowa. Oznacza to, ze rozwijanie iM przy pH
neutralnym jest stosunkowo tatwe, ale nadal niespontaniczne. Tym samym struktura iM,
cho¢ znacznie ostabiona, jest zachowana takze przy pH neutralnym. Efekt ten
przypisywany jest obecnosci komplementarnego Gq. Jak stwierdzono we wcze$niejszych
badaniach, brak komplementarnej nici bogatej w guaning prowadzi do spontanicznego
rozwinigcia iM (Wolski, Nieszporek, i in. 2019). W zaprezentowanych tu badaniach
stabilizujaca rola Gq zostata doktadniej zbadana, prowadzac do wniosku, ze obecnos¢
idealnego Gq jest mniej skuteczna niz jego rozwiniete 1 nieuporzadkowane formy. Dzieje
si¢ tak, poniewaz elementy Gq zblizaja si¢ do iM 1 wzmacniajg interakcje

mig¢dzyatomowe, ktore z kolei utrudniajg rozwijanie iM.

81



Analiza interakcji i-motifu z jednosciennymi nanorurkami weglowymi

7. Analiza interakcji i-motifu z jednosciennymi nanorurkami
weglowymi

W tym rozdziale przedstawiono 1 omoéwiono wyniki  uzyskane
z przeprowadzonych metoda dynamiki molekularnej symulacji ukladéw, zlozonych
z ludzkiego telomerowego DNA w postaci i-motifu  oddzialujacego
z funkcjonalizowanymi nanorurkami weglowymi. W pracy uzyto dwoch form i-motifu,
tak jak w badaniach w poprzednim rozdziale, tj. form¢ nieprotonowang i sprotonowang.
Te i-motify oddziatywaly z dwoma rodzajami nanorurek weglowych, roézniacych sie
glownie chiralnoscig ($rednicg). Dodatkowo nanorurki byly funkcjonalizowane na
koncach grupami aminowymi lub resztami zawierajacymi guaning. Celem pracy byto
zrozumienie zjawisk zachodzacych podczas interakcji tych czastek oraz
przeanalizowanie mechanizmu stabilizacji struktury i-motifu w wyniku oddziatywania
z jednosciennymi nanorurkami weglowymi, ktory zostat zaproponowany przez Chen

i wsp. (Chen i in. 2012).

7.1. Szczegoly dotyczace budowy i symulacji badanych ukladow

Badana struktura i-motifu opiera si¢ na sekwencji d[(CCCTAA) 3 CCCT], ktora
otrzymano z pdb 1EL2, tj. sekwencji opublikowanej przez Phan i wsp. (Phan i Mergny
2002), w ktorej zastgpiono uracyl i 5m-cytozyne odpowiednio tyming i cytozyna.
Powyzsza sekwencja zasad reprezentuje natywny, nieprotonowany iM. Jak juz wczedniej
dyskutowano semiprotonowana struktura iM (iMp) pojawia si¢ przy lekko kwasnym pH.
Protonacji cytozyn dokonano w ten sam sposob jak w opisie 6.1., tj. za pomocg programu
tleap z dotaczonymi plikami modyfikacji do tworzenia protonowanych kwasow
nukleinowych. Struktury przestrzenne iM 1 iMp sa poczatkowo niemal identyczne jak
pokazano na Rys. 7.1.A. Jednak roznig si¢ one znacznie pod wzgledem topologii pola
sitowego 1 warto$ci parametréw ze wzgledu na dodatkowy proton zwigzany z atomem
azotu, jak wida¢ na Rys. 7.1. B, C. Protonowane cytozyny to C1, C2, C3, C19, C20, C21.
Zastosowany rodzaj pola silowego i model czasteczek wody sa takie same jak

w podrozdziale 6.1.
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Rys. 7.1. (A) Schematyczne przedstawienie struktury przestrzennej |-mot|f; (B) parowanie cytozyn
|C|\/| C* w protonowanym i-motif, iMp; (C) parowanie cytozyn C:C w natywnym nieprotonowanym

W przeprowadzonych badaniach rozwazano dwa rodzaje jednosciennych
nanorurek weglowych, réznigce si¢ parametrami chiralnosci, ktore w tym przypadku
wpltywaja glownie na $rednice CNT. Zastosowano nanorurki o chiralnosci (10,0) 1 (20,0),
majace odpowiednio $rednice 7,8 i 15,7 A i ta samg dlugoéé, ktora wynosita 75 A.
Zastosowanie dwoch roznych rozmiaréw nanorurek miato na celu sprawdzenie, w jaki
sposoOb srednica CNTs wptywa na strukture iM zaadsorbowanego na ich powierzchniach
zewngtrznych. CNTs dodatkowo kowalencyjnie sfunkcjonalizowano na ich koncach, aby
sprawdzi¢ jak niektore niespecyficzne (-NH2) lub wysoce specyficzne (-Gu, guanina)
grupy wpltywaja na interakcje ze strukturami iM. W celu sfunkcjonalizowania CNT,
najpierw wygenerowano szablony grup funkcyjnych (Rys. 7.2.) przy uzyciu pierscienia
benzenowego jako najblizszego sasiedztwa atomu wegla w koncoéwcee nanorurki, z ktorg
potaczona jest grupa funkcyjna. W przypadku grup aminowych matrycami byty
w rzeczywistosci czgsteczki aniliny, natomiast w przypadku funkcjonalizacji guaninami
zastosowano sprawdzong juz strategie, polegajaca na karboksylacji 1 pdzniejszej
derywatyzacji za pomocg N’9-(2-aminoetylo) guaniny (Singh i in. 2012). Nastepnie takie
czasteczki matrycy poddano obliczeniom kwantowo-chemicznym w celu wyznaczenia

potencjatu elektrostatycznego, po czym dokonano dopasowania fadunkéw punktowych
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do tych potencjatow elektrostatycznych. Ostatnie dwa kroki zostaly wykonane w sposob
pélautomatyczny przy pomocy internetowego serwisu R.E.D, przeznaczonego do
automatycznego wyznaczania tadunkow RESP, ktory implementuje procedure opisang

przez Dupradeau i wsp. (Dupradeau i in. 2010).
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Rys. 7.2. Schemat zastosowanej funkcjonalizacji koncowek nanorurek weglowych. Czarne kropki
pokazujq atomy wegla CNT, do ktorych dodawane sq grupy funkcyjne. (A) Szablony do
wyznaczania parametrow pola sitowego, zwigzanego z funkcjonalizacjq koncowek CNT grupami
-NHz i -NH;™. (B) Szablony do wyznaczania parametréw pola sitowego dla nanorurek
sfunkcjonalizowanych guaninami. (C) Schemat pokazujqcy potgczenie grup aminowych z CNT
i (D) to samo dla CNT zawierajqcej grupy guaninowe.

Szablony zostaly nastgpnie wykorzystane do wygenerowania plikow topologii
zgodnie z polem sitlowym GAFF (Generalised Amber Force Field). Dokonano tego za
pomoca pakietu AmberTools16 i skryptu AcPyPe (Sousa da Silva i Vranken 2012).
Wewngtrzna struktura CNT zostala opisana przez potencjat AIREBO (Brenner i in.
2002). Pomimo, iz jego reaktywna cze$¢ w rzeczywistosci nie zostata tutaj wykorzystana,
to pola sitowe REBO/AIREBO s3 jednymi z najbardziej zaawansowanych potencjatow
przeznaczonych do opisu wilasciwosci mechanicznych materiatow weglowych.
Kowalencyjng funkcjonalizacje¢ koncowek CNT przy uzyciu przygotowanych szablonow
przeprowadzono poprzez zastgpienie atomoéw wegla pierScienia benzenowego w danym
szablonie atomami z nanorurki weglowej jak to pokazano na Rys. 7.2. C i D. Wtedy
wszystkie atomy wegla (ich wspotrzgdne) z szablondw biorace udziat w wigzaniach,
katach ptaskich oraz torsyjnych stajg si¢ atomami z nanorurki. Nowe wigzania, katy

ptaskie oraz katy torsyjne, sg dodawane do ogolnej topologii tylko wtedy, gdy atom wegla
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z koncowki CNT do ktorej dodawana jest grupa funkcyjna jest czgscia tego komponentu.
Nowe pojawiajace si¢ interakcje 1-4 LJ (oddziatywania 1-4 LJ to oddziatywania atomow
rozdzielonych trzema wigzaniami kowalencyjnymi, tzw. ,trzecie sgsiedztwo’), zostaly
odpowiednio dostosowane tak, aby byly zgodne z zasadami tworzenia pola sitowego
AMBER. Na koniec zsumowano czg¢sciowe tadunki atoméw, tworzace pierscienie
benzenowe w szablonach i ustalono tadunek efektywny na atomie wegla CNT, do ktorego
dodano grupe funkcyjng. Pozostate atomy wegla w CNT byty neutralne pod wzgledem
fadunku.

Liczba grup funkcyjnych dodanych do CNT byta r6zna w zalezno$ci od rozwazanych
warunkow. W przypadku obnizonego pH, tj. gdy i-motif przyjmuje protonowang forme¢
iMp, CNT jest funkcjonalizowana zaréwno grupami -NHz jak i -NHs*, poniewaz
protonowanie grup aminowych jest wysoce prawdopodobne w takich warunkach.
Calkowita liczba grup aminowych zalezy od parametréw chiralno§ci CNT. Do CNT
(10,0) dodano 3 grupy aminowe po kazdej stronie nanorurki (tagcznie 6). Potowa z nich
byla neutralna, a potowa protonowana. W przypadku CNT (20,0) liczba grup byla
podwojona. Przy oboje¢tnym pH, gdy iM jest nieprotonowany, liczba grup funkcyjnych
byla taka sama, ale wszystkie byly w natywnej formie nieprotonowanej. Liczby grup
guaninowych byty takie same jak w przypadku aminowych, jednakze reszty guaninowe
byty takie same bez wzgledu na to, ktore pH byto brane pod uwagg.

Wszystkie obliczenia byly przeprowadzone przy uzyciu programu LAMMPS z 2 fs
krokiem catkowania w zespole izobaryczno-izotermicznym (NPT). Cisnienie
1 temperature kontrolowano przy uzyciu barostatu Nose-Hoovera. Sferyczna granica dla
oddzialywan miedzyatomowych wynosita 12 A. We wszystkich kierunkach zastosowano
periodyczne warunki brzegowe. Rozmiary pudetek symulacyjnych wynosity okoto
100x100x130 A, a liczba czasteczek wody wynosita ok. 40 000. Laczna liczba atoméw
w pudetku symulacyjnym wynosita ok 121 300. Rozpuszczalnik zostat uwzgledniony w
sposOb jawny, stosujac model czasteczki wody TIP3P. W czasie symulacji czasteczki
wody byly traktowane jako sztywne molekuty przy zastosowaniu algorytmu SHAKE.
Etapy obliczen zwigzane z produkcja danych trwaty zwykle co najmniej 45 ns. Ze
wzgledu na duze rozmiary uktadow i zastosowany potencjat AIREBO, ten czas symulacji
byl w rzeczywistosci gorng granica rozsagdnego czasu obliczen. Jednoczesnie ten czas
okazal si¢ wystarczajacy do wykrycia niestabilnosci strukturalnych lub réznic pomig¢dzy

réznymi stanami uktadow.
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7.2. Wyniki obliczen i ich dyskusja

7.2.1. Potozenie i-motifu na powierzchni CNT

Analiza trajektorii uzyskanych z symulacji klasyczng dynamika molekularng
pozwala okresli¢, w jaki sposob iM wigze si¢ z powierzchnig CNT. W kazdym badanym
uktadzie poczatkowa pozycja elementow uktadu byta taka sama, tzn. iM byt umieszczony
posrodku CNT 1 w sasiedztwie powierzchni CNT koncami 3’ 1 5° oraz podstawa All
skierowang w kierunku powierzchni CNT. Takie rozmieszczenie w dalszym opisie
nazywane bedzie ,,dolng” orientacja iM wzgledem powierzchni CNT. Inne mozliwe
orientacje to orientacja ,,gérna”, gdy iM dotyka CNT swoimi podstawami A5 i Al7,
,»waski rowek”, gdy iM wiaze si¢ z CNT swoja strong z wezszym rowkiem, ,,szeroki
rowek”, gdy iM wigze si¢ z CNT strong z szerszym rowkiem. Wymienione orientacje sa

schematycznie pokazane na rysunku 7.3.
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Rys. 7.3. Orientacje i-motifu w odniesieniu do powierzchni nanorurki.

Najpierw poddano analize najbardziej prawdopodobne potozenie iM na CNT bez
uwzgledniania konkretnej okreslonej powyzej orientacji. Pozycje¢ taka zdefiniowano jako

rzut srodka masy iM na 0§ CNT, a nastgpnie okreslono prawdopodobienstwo znalezienia
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danego rzutu w calym czasie symulacji. Rys. 7.4. przedstawia wykresy tych

prawdopodobienstw dla kazdego rozpatrywanego uktadu.
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Rys. 7.4. Pozycje iM na CNT zdefiniowane jako rzut srodka masy iM na os CNT. Kornce CNT sg
oznaczone pionowymi liniami przerywanymi umieszczonymi w odlegtosci +37,5 A, a zero jest
punktem odpowiadajgcym srodkowi CNT. "Wystepowanie" oznacza jak czesto obserwowany byt
Srodek masy iM w danej pozycji na osi CNT. Czes¢ (4) dotyczy sytuacyji z protonowanym iM, czesé
(B) z nieprotonowanym iM. Oznaczenie linii jest nastegpujgce: 104 oznacza CNT (10,0)
sfunkcjonalizowang grupami aminowymi; 10G to CNT (10,0) sfunkcjonalizowana resztami
guaniny, 204 i 20G oznaczajg CNT (20,0) sfunkcjonalizowane odpowiednimi grupami.

Jak wida¢ na Rys. 7.4.(A) protonowany iM jest wysoce ruchliwy na powierzchni
CNT. Wszystkie rozklady sa raczej ptaskie, co oznacza, ze kazda lokalizacja na
powierzchni CNT jest rownie prawdopodobna. Pewnym wyjatkiem jest CNT (10,0)
z protonowanym iM (uktad 10A), dla ktorego mozna zaobserwowac pik po lewej stronie.
Na Rys.7.5. pokazano konfiguracje, odpowiadajgce najwyzszym pikom na powyzszych
wykresach dla protonowanej struktury iM. Wizualna kontrola struktur iM
zaadsorbowanych na powierzchni CNT prowadzi do wniosku, Ze iM nie zmienia swojego
ksztaltu przestrzennego, a grupy funkcyjne zlokalizowane na koncéwkach CNT nie biorg

udzialu w wigzaniu iM z CNT.
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Rys. 7.5. Wizualizacje symulacji wykonane dla uktadéw z protonowanym iM w pozycjach
najbardziej reprezentatywnych, okreslonych za pomocg wykresow z Rys. 7.4. (4).

Inne zachowanie obserwuje si¢ w przypadku nieprotonowanego iM. Na Rys. 7.4.
(B) wida¢ bardzo ostry pik dla uktadu 10G i mniej ostry, ale nadal dobrze rozdzielony dla
przypadku 20G. Pozostate uktady nie ujawniajg pikow, ale rozktady pozycji iM $wiadcza,
ze nieprotonowany iM jest zdecydowanie mniej ruchliwy na powierzchni CNT. Rys. 7.6.
przedstawia najbardziej reprezentatywne konfiguracje uzyskane z calych przebiegdéw

symulacji, przeprowadzonych w ciggu 45 ns dla uktadow z nieprotonowanym iM.
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Rys. 7.6. Wizualizacje symulacji wykonane dla uktadow z nieprotonowanym iM W najbardziej
reprezentatywnych pozycjach, okresionych na podstawie danych z Rys. 7.4 (B). Uklad 10G jest
przedstawiony w powigkszeniu, aby lepiej pokazacé w jaki sposob iM wigze si¢ z CNT.
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W przypadku nieprotonowanego iM mozemy zaobserwowac, ze struktura iM
ulega znacznemu pogorszeniu po interakcji z CNT. Waskie nanorurki (10,0) wydaja si¢
bardziej skuteczne w niszczeniu struktury iM. W uktadzie 10A iM probuje owing¢ CNT,
chociaz proces ten nie zostat sfinalizowany w dostgpnym czasie symulacji. Finalizacja
tego procesu wymagataby znacznie wigcej czasu w standardowych obliczeniach bez
stosowania bias'u. W przypadku ukladu 10G, iM zostal unieruchomiony na koncéwce
CNT, probujac dostac si¢ koncem 3’ do wnetrza CNT. Adenina A12 stanowigca fragment
iM oddziatuje réwniez z grupa funkcyjna nanorurki, jednak ta interakcja nie jest
specyficzna, poniewaz nie powstaje tutaj wigzanie wodorowe.

Szersze CNTs (20,0) sa mniej skuteczne w pogarszaniu symetrii iM. W uktadzie
20A iM jest raczej nienaruszony i swobodnie migruje po powierzchni CNT.
W przypadku 20G struktura iM jest nadal niezdeformowana, ale tutaj nastapito pewne
unieruchomienie iM z powodu interakcji z grupa funkcyjng CNT. Jednak ta interakcja
nadal nie jest specyficzna, poniewaz zachodzi gtownie migdzy czesciami Szkieletu
fosforanowego reszt A5 i A6 a grupg funkcyjng — guaning.

Kolejng informacja, ktéra wywnioskowano z analizy trajektorii MD, jest
wzajemne utozenie iM i CNT. W tym celu przeanalizowano wszystkie klatki symulacyjne
I sklasyfikowano chwilowe orientacje iM zaadsorbowanego na powierzchni CNT na
cztery kategorie, ktore zostaty juz zdefiniowane powyzej jako orientacja dolna, gorna,
waskiego 1 szerokiego rowka (Rys. 7.5). Struktura iM we wszystkich badanych uktadach
byta poczatkowo umieszczana w poblizu powierzchni CNT w tej samej orientacji tj.
dolnej, a po okresie rownowagowania iM przyjmowat swoje preferowane utozenie
wzgledem CNT. Struktury iM nie zmienialy juz swojego ulozenia do konca trwania
symulacji. Podczas przebiegu symulacji obserwowano tylko niewielkie odchylenia od
preferowanych pozycji. Tabela 7.1. pokazuje jakie orientacje iM wzgledem CNT
zaobserwowano dla analizowanych uktadow.

Tabela 7.1. Obserwowane wzajemne utozenie iM i CNT

uklad 10A 10G 20A 20G
protonowany iM szeroki dot waski rowek dot
rowek
nieprotonowany iM | waski rowek - szeroki waski rowek
(zawijanie) rowek

Jak wida¢ w Tabeli 7.1, protonowany iMp spedza caty czas w trzech z czterech

mozliwych orientacji. Najbardziej dominuje orientacja dolna, ale moze to by¢ zwigzane
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z poczatkowa orientacja startowg. Wymaga to bardziej szczegdétowej analizy,
obejmujacej symulacje sterowang MD i oszacowanie energii wigzania w rozwazanych
orientacjach. W przeprowadzonych symulacjach, iMp zachowuje nienaruszong strukture
przestrzenng i nie zmienia swojej orientacji w poszczegolnych uktadach w zastosowanym
czasie symulacji. Nie mozna jednak stwierdzié¢, ze sa to orientacje odpowiadajace
najnizszej energii. Orientacje te pojawity si¢ spontanicznie i prawdopodobnie istnieja
bariery energetyczne, zwigzane z przechodzeniem z jednej orientacji do drugie;.
Nieprotonowany iM wykazuje bardziej zlozone zachowanie. W szczegolnosci
interakcja z CNT (10,0) prowadzi do nieokreslonej orientacji w przypadku uktadu 10G
lub rozerwania iM w uktadzie 10A. W ukladzie 10A, iM spedzil troche czasu w orientacji
waskiego rowka, ale ostatecznie iM zaczat owija¢ CNT, co wigzalo si¢ ze zniszczeniem
symetrycznej struktury iM. W ukladzie 10G, iM zostal unieruchomiony przy koncowce
nanorurki, dlatego jego orientacja wzglgdem powierzchni CNT jest nieokreslona.
Nanorurki o chiralnosci (20,0) sa mniej destrukcyjne dla iM, poniewaz analizowane
struktury DNA byly mniej zniszczone i spedzaly caly czas symulacji w orientacji

szerokiego lub waskiego rowka.

7.2.2. Analiza zmian struktury i-motifu podczas adsorpcji na powierzchni nanorurki
weglowwej w analizowanych uktadach

Adsorpcja iM na powierzchni nanorurki wplywa rowniez na jego strukture
wewnetrzng, ale zakres zmian zalezy glownie od stanu protonacji iM. Rys. 7.7.
przedstawia zmiang wartosci rmsd w funkcji czasu dla wszystkich badanych uktadéw.
Wykresy rmsd wyznaczono dla wszystkich atomow, tworzacych iM porownujac ich
polozenie do struktury wyj$ciowej, stanowigcej stan odniesienia. Stanami odniesienia
byty stany z zerowego kroku czasowego symulacji.

Jak wida¢ protonowany iMp nie zmienia swojej wewngtrznej struktury po
adsorpcji na powierzchni CNT. Na podstawie wykresow z Rys 7.7 (A) wydaje sig, ze
srednica nanorurki oraz grupa funkcyjna nie maja wyptywu na struktur¢ iMp.

Wystepujace niewielkie zmiany pomiedzy analizowanymi uktadami sg nieznaczace.
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Rys. 7.7 Wykresy pierwiastka Sredniego kwadratowego przemieszczenia atomow (rmsd) w funkcji
czasu, wyznaczone dla iM w rozpatrywanych uktadach. (A) protonowany iMp i (B)
nieprotonowany iM.

Z kolei struktura nieprotonowana iM jest silnie uzalezniona od adsorpcji na
powierzchni CNT. Rys. 7.7. (B) pokazuje, ze rmsd znacznie wzrasta w czasie, CO
$wiadczy o degradacji tych struktur. Srednica nanorurek wydaje si¢ byé¢ czynnikiem
bezposrednio wplywajacym na tempo degradacji. Zastosowanie wezszych nanorurek
prowadzi do intensywniejszych zmian strukturalnych w poréwnaniu do szerszych CNTs.
W podrozdziale 7.2.1. rzeczywiscie zauwazono, ze iM zaczal rozwijaé si¢ 1 zawijac
wokol CNT w przypadku uktadu 10A, a w uktadzie 10G szybko wyszedl poza CNT
1 kontynuowal degradacj¢ podobnie jak izolowany iM. Juz z wcze$niejszych badan
wiadomo, ze nieprotonowany iM spontanicznie rozwija si¢ do struktury spinki do
wlosow. Z drugiej strony w przedstawionych w literaturze badaniach stwierdzono, ze
jedno$cienne nanorurki weglowe sa w stanie selektywnie stabilizowaé ludzka

telomerowg struktur¢ iM przy neutralnym pH (Peng i in. 2009; Shammas 2011).
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Przedstawione wyniki sugeruja jednakze, ze waskie jednoscienne nanorurki
przys$pieszaja proces degradacji iM.

Chen i wsp. (Chen i in. 2012) zaobserwowali istotng stabilizacj¢ iM tylko
w obecnosci karboksylowanych CNTs 1 jedynie staby efekt stabilizacji przy uzyciu
CNTs, funkcjonalizowanych grupami aminowymi. Dlatego prawdopodobne jest, ze
obecno$¢ grup karboksylowych (lub innych zdolnych do uwalniania protondéw) jest
czynnikiem decydujacym, a oddziatywanie karboksylowanej CNT z nieprotonowanym
iM prowadzi najpierw do przej$cia nieprotonowanego iM do jego protonowanej formy
iMp, a to z kolei prowadzi do tworzenia trzeciego wigzania wodorowego miedzy
cytozynami i stabilizacji struktury iM. Prawdopodobng hipoteza jest wigc, ze
obserwowana w tych pracach stabilizujaca rola karboksylowanych CNTs moze wynikaé
z lokalnego obnizenia pH i1 pdzniejszego przejécia nieprotonowanego iM do jego formy
protonowanej, ktora jest wysoce stabilna. Na Rys. 7.7. (B) wida¢, ze szersze nanorurki
(20,0) wptywaja na strukture iM w mniejszym stopniu niz waskie, tak wigc $rednica
nanorurki ma istotny wptyw na interakcje z iM.

Dodatkowe wazne informacje dla analizy stabilnosci struktury iM, pochodza
z oceny odleglos$ci migdzy atomami, ktore mogg tworzy¢ wigzania wodorowe. Atomy te
sa zdefiniowane na Rys. 7.1. B, C, a cytozyny biorace udzial w tworzeniu wigzan
wodorowych zaznaczono na Rys. 7.1. A. W przypadku struktury iMp moze powstac
maksymalnie 18 wigzan wodorowych, podczas gdy w przypadku iM maksymalna ilo$§¢
wigzan wodorowych wynosi 12. Wystepowanie wigzan w analizowanych uktadach
pokazano na Rys. 7.8. Reprezentowane sg jako odlegtosci migdzy atomami tworzacymi
wigzania wodorowe, a doktadniej jako prawdopodobienstwo wystgpienia danej
odlegtoéci. Odleglo$é okoto 3 A lub mniej jest wskaznikiem wigzan wodorowych,
podczas gdy wigksze odlegtosci oznaczajg brak wigzan wodorowych miedzy atomami,

ktore moglyby je utworzy¢.
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Rys. 7.8. Histogramy odlegtosci miedzy atomami zdolnymi do tworzenia wigzan wodorowych, jak
pokazano na Rys. 7.1. (A) protonowany iMp (B) nieprotonowany iM.

Jak wida¢ na powyzszych wykresach, na stabilno$¢ protonowanego iMp
oddziatywanie z nanorurkami nie ma wptywu. Pojedynczy i bardzo ostry pik przy 2,8 A
oznacza, ze iMp zachowuje wszystkie swoje wigzania wodorowe podczas interakcji
z nanorurky. Wstawka na Rys. 7.8. (A) potwierdza, ze tylko w przypadku uktadu 20A
wystgpily bardzo mate przemieszczenia. Zupelnie inny obraz jest obserwowany dla
nieprotonowanego iM na Rys. 7.8. (B). W tym przypadku wigzania wodorowe
W rzeczywistosci nie istnieja, tylko bardzo maty utamek odlegtosci zostat sklasyfikowany
jako mniejszy niz 3 A. Zatem iM w tym przypadku nie jest utrzymywany przez wigzania
wodorowe 1 nie mozna tego przypisa¢ wyltacznie oddzialywaniu z nanorurkami. Dzieje
si¢ tak, poniewaz nieprotonowany iM spontanicznie traci wigzania wodorowe, chociaz
jego struktura przestrzenna jest z grubsza zachowana. W pracy Wolski i wsp. (Wolski,
Nieszporek, i in. 2019) okreslono srednie odleglosci migdzy atomami tworzacymi

wigzania wodorowe, a otrzymane wyniki byty podobne do przedstawionych powyzej, tj.
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wickszo$¢ odleglosci miescita sie w zakresie od 5 do 10 A. Zatem nanorurki weglowe nie
zmieniaja w duzym stopniu przestrzennej struktury iM, ale mozemy stwierdzi¢, ze waskie
nanorurki utatwiajg rozwijanie iM i prowadza do pojawienia si¢ wigkszych odlegtosci niz

szersze (20,0) nanorurki.

7.2.3. Interakcje iM z CNT

Jak juz wczesniej pokazano na Rys. 7.5. 1 7.6, i-motify adsorbujg si¢ na
powierzchniach nanorurek w rozwazanych warunkach. Jednak sita adsorpcji rozni si¢
w zalezno$ci od uktadu, dlatego wymaga to wnikliwszej analizy. W Tabeli 7.2 zebrano
$rednie energie interakcji miedzy iM a CNT. Jednocze$nie przydatna jest analiza liczby
bliskich kontaktéw miedzy atomami, tworzacymi iM 1 atomami tworzgcymi nanorurki
weglowe. Kontakt okreslono poprzez analize odleglo$ci miedzy parg atoméw. Gdy
odlegtoéé ta byla mniejsza niz 3.5 A przyjmowano, Ze atomy te s3 w kontakcie. Wyniki

tej analizy przedstawiono na Rys. 7.9.
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Rys. 7.9. Liczba bliskich kontaktow wyznaczonych pomiedzy atomami tworzgcymi iM i atomami
wegla tworzgcymi CNT. (A) uktady z iMp, (B) uktady z iM.
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Tabela 7.2. Srednie energie oddziatywan miedzy iM a CNT, okreslone na podstawie
ostatnich 24 ns symulacji *

Uklad 10A 10G 20A 20G

Protonowany catkowita -172 -283 -122 -306
iMp

CNT -159 -254 -116 -302

Nieprotonowany | catkowita -442 -235 -207 -240
iM

l CNT 442 76 -206 165

* Energie dzielg si¢ na dwie kategorie: ,,catkowita” to ogélna energia oddzialywan par migdzy
iM, a cala sfunkcjonalizowang CNT; ,,CNT” oznacza energi¢ interakcji par migdzy iM i tylko
atomami wegla tworzacymi CNT. Wszystkie energie podane sa w kJ mol™ i zawieraja energie
Lennarda-Jonesa i energie oddziatywan elektrostatycznych.

Analizujagc wartosci energii interakcji zebrane w Tabeli 7.2., widaé, ze sila
adsorpcji zmienia si¢ znaczaco w zaleznos$ci od rozpatrywanego uktadu, a energie te
dobrze koreluja z liczbg bliskich kontaktow (Rys. 7.9.). Najsilniejsza adsorpcja wystepuje
w przypadku uktadu 10A, w ktérym nieprotonowany iM rozpoczat owijanie CNT, co
wida¢ na Rys. 7.9.B w postaci rosnacej liczby bliskich kontaktow w czasie. Pozostate
uklady sg bardziej statyczne, a liczba bliskich kontaktow szybko osigga pewna statg
warto$¢ 1 pozostaje prawie bez zmian do konca obliczen. Jednak nadal istniejg znaczace
réznice w energiach interakcji. Niektore z nich s3 tatwe do uzasadnienia, poprzez
wizualng analiz¢ otrzymanych trajektorii, ale inne sa wynikiem mniej oczywistych
efektow. Na przyktad duze réznice migdzy energiami oddziatywan, wyznaczonych dla
catych sfunkcjonalizowanych CNTs i1 tylko dla CNTs bez grup funkcyjnych dla iM
w uktadach 10G i 20G, wynikaja z konfiguracji przestrzennych i-motifu wzmacniajacych
kontakty z grupami funkcyjnymi. W niektorych przypadkach roéznice te sg bardzo mate
(20G-iMp i 20A-iM), co oznacza, ze i-motif rzadko odwiedzat strefy koncowe CNT.

Pomijajac uktad 10A+iM, w ktorym nastgpuje owijanie nanorurki, najsilniejsza
adsorpcja wystgpuje w protonowanych uktadach iMp 20G 1 10G. W tych przypadkach
zgodnie z Tabelg 7.1. iMp przyjmuje pozycje dolng i dlatego takie ustawienie wydaje si¢
by¢ najbardziej preferowane energetycznie. Inne pozycje okreslone w Tabeli 7.1.
zapewniaja mniej kontaktow i przez to slabsza energi¢ interakcji. Jednak i-motify
pozostaja w tych orientacjach, poniewaz przej$cie do orientacji dolnej wiaze si¢
z pokonaniem barier energetycznych.

Generalnie protonowany iMp wykazuje silniejszg adsorpcjg¢ na powierzchni CNT
niz nieprotonowany (z wyjatkiem uktadu 10A). Jest to nieco nieoczekiwane, poniewaz
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nieprotonowany iM jest bardziej elastyczny i powinien lepiej pasowa¢ do powierzchni
CNT, a zatem zwigkszac¢ liczbe bliskich kontaktow i energi¢ interakcji. Jednak wynik jest
inny, a uzasadnienie tej obserwacji mozna opiera¢ na réznicach w gestosci atomowe;j
uktadow iMp 1 iM. Protonowany iMp jest ciasng i sztywng strukturg, a co za tym idzie
jego gestos¢ atomowa jest wyzsza niz gestos¢ nieprotonowanego iM, ktory jest bardziej
luzng strukturg. Dlatego iMp tworzy wigcej kontaktow z atomami w strukturze CNT, co

zwigksza jego energi¢ interakcji z CNT.
7.2.4. Wymuszone odrywanie iM od powierzchni CNT

W celu dokladniejszego przebadania stabilno$ci adsorpcji iM na powierzchni
CNT, podjeto proby pomiaru profili energii swobodnej zwigzanych z wymuszonym
odtgczaniem iM od powierzchni CNT. Tego typu obliczenia sa bardzo wymagajace nawet
w przypadku prostych ukladow o niewielkiej liczbie atomow. W przypadku
rozpatrywanych uktadéw, obejmujacych nanorurki weglowe, reaktywny potencjat
AIREBO 1 transfer duzych grup atomow, okreslenie energii swobodnej jest prawie
niemozliwe. Jesli jednak oprzemy si¢ na wcze$niej juz stosowanym mniej dokladnym
podejsciu, bazujacym na ograniczonej liczbie trajektorii wzietych do usrednienia,
mozemy uzyskac potencjat sredniej sity przy zastosowaniu rozsadne;j iskali czasowej. Po
wstepnym wyborze dostepnych metod i wariantow wyboru wspoétrzednych reakcji,
ostatecznie przyj¢to nastepujacy schemat.

Odrywanie i-motifu przeprowadzano przy pomocy sterowanej dynamiki
molekularnej, smd (Fiorin, Klein, i Hénin 2013). Zdefiniowano odlegto$¢ miedzy
srodkami masy iM a nanorurki. Odleglo$¢ ta rosta liniowo w czasie, tj. ze stalg
predkoscia, dzigki zastosowaniu zaprogramowanej zewngtrznej harmonicznej sily,
dziatajace; miedzy tymi $rodkami mas. Mierzac $rednie sity dziatajace na $rodki mas
1 probujac skompensowaé przytozong site zewnetrzng, mozna okresli¢ prace (W),
wykonane podczas przejscia, przez calkowanie sit i przemieszczen. Wedtug stosowanej
juz zalezno$ci Jarzynskiego 1 powigzanej z nig nierowno$ci AF < W, energia swobodna
jest nie wigksza niz $rednia praca wykonana na uktadzie podczas przej$cia ze stanu

rownowagi poczatkowej do stanu koncowego.
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Dobre oszacowanie prawdziwej wartosci energii swobodnej A F jest $rednig
wykladnicza zgodnie z réwnaniem 4.6. Zbieznos$¢ energii swobodnej wyznaczona ta
metoda nie jest jednak zadowalajaca ze wzgledu na usrednienie wyktadnicze. Dlatego dla
uzyskania A F z dobrg doktadnos$cig potrzebne sg tysigce niezaleznych trajektorii. Jest to
mozliwe w przypadku prostych uktadow z przejsciami kilku atoméw, ale w przypadku
analizowanych tutaj ukladéw jest to niemozliwe. Zamiast tego uzyto tylko trzech
niezaleznych trajektorii, a otrzymany wynik nazwano potencjalem $redniej sity, pmf.
Wielko$¢ ta jest, zgodnie z twierdzeniem Jarzynskiego, nie mniejsza niz rzeczywista

energia swobodna, czyli reprezentuje gorng granic¢ zmiany energii swobodne;.
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Rys. 7.10. Potencjaly Sredniej sity wyznaczone podczas wymuszonego odrywania iM od
powierzchni CNT, uzyskane za pomocq sterowanej dynamiki molekularnej, smd. (4) uktady z iMp
(Rys. 7.5.), (B) uktady z nieprotonowanym iM (Rys. 7.6.).

Rys. 7.10. pokazuje profile pmf wyznaczone metodg smd dla kazdego badanego
uktadu. Sg to zawsze krzywe w ksztalcie liter S typowe dla przejs$¢ z pojedyncza bariera
energetyczng. Jak wynika z analizy trajektorii, bariery te sa zwigzane z oderwaniem si¢

iM od koncéwek CNT. Poczatkowe ptaskie odcinki pmf, odpowiadajace ok. zeru energii,
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sa zwigzane z ruchami iM na powierzchniach CNT w kierunku jednego z jej koncow.
Oznacza to, ze bezposrednia desorpcja iM z CNT w kierunku prostopadtym do osi CNT
jest niekorzystna energetycznie. Zaobserwowano to we wszystkich badanych
przypadkach.

Poczatkowe plaskie sekcje pmf’é6w zaczynaja si¢ w roéznych odleglosciach,
poniewaz poczatkowe konfiguracje dla réznych ukladow odpowiadaly réznym
odlegtosciom miedzy srodkami mas iM 1 CNT. Oznacza to, ze iM potrzebowat wigcej lub
mniej czasu, aby dotrze¢ do brzegu CNT, gdzie pmf zaczat wzrastac. Te rosngce odcinki
krzywych pmf odpowiadaja odrywaniu iM od koncéwek CNT, za nimi nastgpuja dtugie
ptaskie odcinki, ktore sg zwigzane z ruchem iM w wodzie. Proces ten jest zilustrowany

graficzne na Rys. 7.11 dla uktadow 10A i 20A z nieprotonowanymi iM.

Rys. 7.11. Graficzne przedstawienie wymuszonego odrywania iM od powierzchni CNT. Gorna
sekwencja przedstawia konfiguracje poczqtkowq, srodkowg i koncowq dla ukiadu 104
z nieprotonowanym iM. Dolna czes¢ przedstawia te samq sekwencje dla ukiadu 204
zZ nieprotonowanym iM.

Wybrano te uktady, poniewaz ujawniaty znaczne deformacje struktur iM
zachodzace jednoczesnie z oderwaniem si¢ od powierzchni CNT. Pozostate uktady nie
wykazywaty wewnetrznej degradacji struktury iM. Potwierdzaja to wykresy rmsd

wyznaczone dla wymuszonych oderwan iM od powierzchni CNT pokazane na Rys. 7.12.
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Rys. 7.12. Rmsd wyznaczone dla wymuszonego odrywania i-motifu od powierzchni CNT.
(4) Uktady z protonowanym iMp, (B) uktady z nieprotonowanym iM.

Wartosci rmsd na Rys. 7.12 zostaly przygotowane przy uzyciu jako struktur
odniesienia konfiguracji z poprzednich obliczen dynamika molekularng. Odpowiadaja
one konfiguracjom na Rys. 7.5 1 7.6. Rosnaca warto$¢ rmsd podczas odrywania si¢ iM
jest miarg deformacji wewnetrznej struktury iM, bedacej wynikiem desorpcji calej
struktury z powierzchni CNT. Potencjaly sredniej sily sg dobrymi deskryptorami
stabilnosci termodynamicznej adsorpcji iM na powierzchniach CNT. Najmniej stabilne
sa uklady 10A i 20A, w ktorych protonowany iMp (Rys. 7.10.) ujawnia bariery
energetyczne okoto 85 i 60 kJ mol™ przeciwko desorpcji. Wartoéci te dobrze koreluja
z wczesnie] analizowanymi §rednimi energiami oddziatywan, ale sg nizsze (ich wartos$ci
bezwzgledne). Prawdziwe swobodne energie s3 jeszcze mniejsze, poniewaz Wyznaczone
pmf’y reprezentuja ich gorne granice. Ogoélny wniosek jest taki, ze w tych uktadach

desorpcja iMp moze zachodzi¢ spontanicznie na skutek wahan temperatury. Konfiguracje
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wezszego 1 szerszego rowka obserwowane dla tych uktadow nalezy sklasyfikowac jako
tymczasowe, by¢ moze dhugotrwale, lecz niestabilne, poniewaz moga one przechodzi¢
w konfiguracje dolne, ktoére z kolei sg wysoce stabilne termodynamicznie. Wniosek ten
wynika z analizy §rednich energii oddziatywan w Tabeli 7.2. Energie dla uktadow 10G
1 20G pochodza glownie z interakcji z powierzchnig CNT, a wyktad grup funkcyjnych
jest niewielki. Ponadto uktady 10G i 20G znajduja si¢ w konfiguracji dolnej. Zatem
przejscia od wezszego 1 szerszego rowka do orientacji dolnej powinny by¢ bardziej
prawdopodobne niz trwata desorpcja i-motiféow od CNT. Proces ten wymaga jednak
znacznie dluzszego czasu niz jest dostgpny w standardowych symulacjach dynamika
molekularng, ale w makroskopowej skali czasu moze by¢ dos¢ szybki. Tak wigc
w przypadku protonowanego iMp nalezy w granicach makroskopowej skali czasu
spodziewa¢ si¢ iMp, zaadsorbowanego na powierzchni CNT w orientacji dolnej,
a adsorpcja powinna by¢ stabilna, poniewaz pmf przewidujg bariery energetyczne dla
desorpcji rzedu 200-240 kJ mol™.

Nieprotonowane iM wykazuja do$¢ wysokie wartosci pmf’ow, jak pokazano na
Rys. 7.10 B. Oczywiscie ukiad 10A jest do$¢ charakterystyczny, poniewaz w tym
przypadku rozwijanie okazalo si¢ tatwiejsze niz oderwanie. Jak wida¢ na Rys. 7.11. iM
z uktadu 10A jest rozplatany i nadal czg¢sciowo zwigzany z powierzchniag CNT. Jego
pierwotna struktura zostata utracona (Rys. 12.B), a caly proces wymaga ogromnej ilo$ci
energii (ponad 260 kJmol™?). Poniewaz w tym przypadku iM owingt CNT, do pewnego
stopnia mozna wnioskowac, ze desorpcja takiego rozwinig¢tego iM jest termodynamicznie
zablokowana. Taki efekt jest prawdopodobnie zwigzany z malg $rednica (10,0)
nanorurek. Na podstawie tych obserwacji oczekuje sie, ze nanorurki (10,0) beda silnie
oddziatywac¢ z iM i tworzy¢ formy termodynamicznie zablokowane.

Pozostate uktady, zawierajace nieprotonowany iM (10G, 20A 1 20G), wykazuja
dos¢ podobne wartosci barier energetycznych przeciwko desorpcji, tj. 95-130 kJ mol™.
Wsrdd nich uktad 20G ulega znacznym odksztalceniom podczas procesu desorpcji, ale
w tym przypadku odiaczenie si¢ powiodlo, chociaz wewnetrzna struktura iM zostata
w pewnym stopniu zniszczona (Rys. 7.12.B). Pozostale uktady zachowuja swoje
poczatkowe struktury w stanie nienaruszonym podczas desorpcji, poniewaz wzrost rmsd
jest spowodowany jedynie odksztalceniami wynikajgcymi z fluktuacji termicznych.
Pmf’y dobrze koreluja ze $rednimi energiami interakcji w Tabeli 7.2. Co ciekawe,
konfiguracje wezszego 1 szerszego rowka wydaja si¢ by¢ do$¢ stabilne termodynamicznie

w przypadku iMs nieprotonowanych, w przeciwienstwie do iMs protonowanych dla
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ktérych uktady te byty uktadami o najnizszej energii. Sugeruje to, ze zmiany pH moga
prowadzi¢ do odwracalnych zmian w uktadzie iM 1 CNT, jednak ta hipoteza wymaga

weryfikacji eksperymentalnej.

7.3. Podsumowanie wynikow

Analiza interakcji krétkich sekwencji i-motifu z nanorurkami weglowymi
prowadzi do kilku waznych wnioskéw. Wykazano, ze nieprotonowany iM lub jego
protonowany odpowiednik iMp adsorbuja si¢ na powierzchni nanorurek weglowych.
Obecnos¢ grup funkcyjnych, zlokalizowanych na wierzchotkach CNT miata raczej
minimalny wptyw na lokalizacje lub site adsorpcji. Wyjatkiem byt uktad 10A, w ktérym
nieprotonowany iM zeslizgnat si¢ z powierzchni CNT, przymocowat si¢ bezposrednio do
koncowki i zostal unieruchomiony w tej pozycji. W innych uktadach iM mogt swobodnie
migrowa¢ po powierzchni CNT, chociaz jego preferowana orientacja w kierunku CNT
zmieniata si¢ w zaleznosci od uktadu.

Stwierdzono, ze protonowany iMp jest stabilng i sztywna strukturg z wszystkimi
wigzaniami wodorowymi utrzymywanymi réwniez w stanie zaadsorbowanym. Jego
energia adsorpcji byla wysoka lub mata w zaleznosci od orientacji wzgledem CNT.
Stwierdzono, ze orientacja dolna jest bardzo stabilna, tym samym orientacje o slabszej
energii adsorpcji (waski i szeroki rowek) nalezy uznaé za czasowe i spontanicznie
przechodzace w dolna w dhluzszej skali czasowej. Srednica lub funkcjonalizacja
koncowek CNT miata rowniez minimalny wplyw na zachowanie iMp na powierzchni
CNT.

Nieprotonowany iM okazat si¢ trudniejszy w analizie, a jego zachowanie podczas
interakcji z CNT nie da si¢ tatwo sklasyfikowa¢. Mozna jednak z calg pewnoscig
stwierdzi¢, ze $rednica nanorurki ma tu bardzo istotny wptyw. Waskie nanorurki
prowadzily do szybkiej degradacji struktury przestrzennej iM, podczas gdy szersza (20,0)
byta mniej efektywna pod tym wzgledem. W przypadku waskich (10,0) nanorurek
zaobserwowano albo proby owinigcia CNT przez iM, albo po prostu znaczny wzrost rmsd
po adsorpcji iM. Jednak w kazdym przypadku struktura iM ulegta znacznej degradacji
1 po adsorpcji nie przetrwato zadne wigzanie wodorowe. Zdecydowanie nie
zaobserwowano stabilizacji ani poprawy struktur przestrzennych iM w wyniku interakcji
z funkcjonalizowanymi CNT. Rola grup funkcyjnych wszczepionych w strukture CNT
nie byla zbyt oczywista; w rzeczywistosci zwigkszyto to energi¢ interakcji par, ale te

oddziatywania nie byty specyficzne.
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Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze adsorpcja
nieprotonowanego iM jest do$¢ silna przy barierach energetycznych rzedu 95-130
kJ mol™ lub nawet wigcej. Niektore uktady byty tak silnie zaadsorbowane, ze wymuszone
oderwanie iM w sterowanych symulacjach doprowadzito do ich catkowitego zniszczenia
przed desorpcja (uktad 10A, w ktérym iM zaczgto owija¢ CNT). Jednak w wigkszoS$ci
przypadkéw desorpcje byly udane. Chociaz jednoczesna degradacja struktur
przestrzennych iM byta ewidentna.

Stwierdzono zatem, ze jednoscienne CNTs nie mogg bezposrednio stabilizowaé
struktur nieprotonowanego iM z powodu prostych oddzialywan fizycznych,
wynikajacych ze specyficznego ksztattu CNTSs. Zaobserwowano raczej odwrotny efekt:
waskie CNTs okazaty si¢ bardziej skuteczne w degradacji iM. W literaturze donoszono,
ze stabilizacja iM w fizjologicznym pH, bedaca wynikiem interakcji z karboksylowanymi
jednosciennymi CNTs, obejmuje bardziej ztozone zjawisko. Jednym z nich moze by¢
transfer protonéow z grupy karboksylowej do cytozyny, prowadzacy do powstania
poOlprotonowanej pary C:C*. W efekcie otrzymujemy wtedy protonowang forme¢ iMp,
ktora rzeczywiscie jest strukturg wysoce stabilng, rowniez w stanie zaadsorbowanym.
Poniewaz bezposrednia analiza wspomnianego transferu protonow jest niemozliwa
w klasycznych symulacjach dynamika molekularng, te spostrzezenia opierano na
wnioskach posrednich, ptynacych z analizy ukladéw bez grup karboksylowych. Bardziej
szczegotowe wnioski dotyczace tego mechanizmu beda przedstawione w kolejnych

rozdziatach.

102



Badanie dynamikq molekularnq oddziatywan pomiedzy nanorurkq weglowq a fragmentem DNA
zawierajqcym G-quadrupleks i i-motif

8. Badanie dynamika molekularng oddzialywan pomiedzy
nanorurka weglowa a fragmentem DNA zawierajacym
G-quadrupleks i i-motif

Celem badan przedstawionych w tym rozdziale jest analiza przypadku bardziej
istotnego z biologicznego punktu widzenia, tj. przypadku, w ktorym iM tworzy si¢
w dupleksie telomerowego DNA. W takim przypadku komplementarna ni¢ bogata
w guaning moze zwing¢ sie w strukture Gq, poniewaz niezbedne jony Na™ sg obecne
w roztworze. Poddano wigec wnikliwej analizie teoretycznej telomerowy fragment DNA,
sktadajacy sie z 45 nukleotydow w jednej nici, podobnie jak w rodziale 6.1. W $rodku
tego dsDNA utworzono dwie niekanoniczne formy: iM i1 Gq, a ta zlozona struktura
nazwana iG zostata poddana interakcji z dwoma rodzajami CNT o chiralnosci (10,0)
1(20,0). CNTs na koncach sfunkcjonalizowano grupami guaninowymi lub pozostawiono
bez funkcjonalizacji. Funkcjonalizacji karboksylowej nie zastosowano, aby najpierw
zrozumie¢ w jaki sposob obecno$¢ nanorurki, bez mozliwych proceséw przenoszenia
protondéw, oddziatuje z iG. Analizowane w tej czeSci uklady okazaly si¢ szczegdlnie
trudne z obliczeniowego punktu widzenia, poniewaz standardowa dynamika molekularna
prowadzita do formowaniu stanow zablokowanych 1 dalekich od optymalnych
termodynamicznie. Z drugiej strony zastosowanie metod rozszerzonego probkowania
prowadzito do niszczenia delikatnych fragmentow iM 1 Gq. W tym celu nalezato wigc

wypracowac specjalng procedure, ktora zostata opisana ponize;j.

8.1. Szczegdly dotyczace budowy i symulacji badanych ukladéw

Zastosowana w analizowanych badaniach metodyka opiera si¢ na symulacjach
dynamikg molekularng uktadow modelowych, sktadajacych si¢ z funkcjonalizowanych
nanorurek weglowych fCNTs oraz telomerowego fragmentu DNA z ugrupowaniem iG,
w ktorym obecne sg niekanoniczne formy Gq i iM. Zaréwno fCNTs jak i iG byly juz
opisywane w tej pracy, ale do tej pory byty analizowane osobno. W zwigzku z tym duza
cze$¢ zastosowanej tutaj metodologii, w tym generowanie topologii pudetek
symulacyjnych i1 pol sitowych jest juz opisana w tej pracy. Opis dotyczacy budowy
sfunkcjonalizowanych nanorurek weglowych ze wszystkimi szczegotami technicznymi
znajduje si¢ w podrozdziale 7.1. Jednak w ponizszych badaniach skupiono si¢ tylko na

CNTs funkcjonalizowanych guaning o dwoch chiralnosciach (10,0) i (20,0). Z kolei
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analizowany tutaj telomerowy fragment DNA w postaci ugrupowania iG jest taki sam,
jak opisany w podrozdziale 6.1. Tak jak we wczesniejszych badaniach wygenerowano
dwie wersje iG, odpowiadajaca pH kwasnemu i obojetnemu.

Biorac pod uwagg, ze w badaniach rozwazano dwa rodzaje iG, roznigce si¢ stanem
protonowania cytozyn oraz dwa rodzaje nanorurek roznigcych si¢ chiralnoscig, mamy do
czynienia z czterema roznymi uktadami: al0, a20, n10 i n20. Sg to odpowiednio:
protonowany iM z nanorurka (10,0), protonowany iM =z nanorurka (20,0),
nieprotonowany iM z nanorurka (10,0) oraz nieprotonowany iM z nanorurka (20,0).

Pudetka symulacyjne zawieraty rowniez odpowiednig ilo$¢ jonow Na* i Cl"w celu
skompensowania tadunku szkieletow fosforanowych i1 nasladowania sity jonowej
roztworu 0,145 mol L. Liczba czastek wody wynosita okoto 32 600 czasteczek, a wiec
pudta symulacyjne zawieraly lacznie okolo 102 000 atoméw, Obliczenia tak jak
w poprzednich przypadkach przeprowadzono przy uzyciu pakietu LAMMPS w zespole
statystycznym NPT z kontrolg ci$nienia 1 temperatury za pomocg barostatu

Nosé-Hoovera.

8.2. Wyniki obliczen i ich dyskusja

8.2.1. Metodyka obliczen rigid-body replica exchange

Jak wspomniano standardowa dynamika molekularna zastosowana do analizy
tego typu ukladow prowadzita do wuzyskiwania stanow zablokowanych. Zatem
konfiguracje otrzymane z takich obliczenh moga by¢ dalekie od tych termodynamicznie
optymalnych. Dlatego w przedstawionych badaniach prébowano kilku podej$¢ w celu
przetamania lokalnych barier energetycznych i przy$pieszenia probkowania calej
przestrzeni konfiguracyjnej. Pierwsze podejscie zakladato nagrzewanie uktadow do
wysokich lub nawet bardzo wysokich temperatur. Jednakze szybko okazato sig, ze f{CNT
i iG wciaz wykazuja powolny ruch i stosowanie wysokich temperatur, ktore wptywaja
gléwnie na ich wewnetrzne stopnie swobody, nie jest pozadane, poniewaz ugrupowanie
IG jest dos¢ delikatne i podgrzanie go do temperatur znacznie wyzszych niz temperatura
pokojowa prowadzi do jego zniszczenia.

Innym podejsciem zastosowanym w celu znalezienia optymalnej konfiguracji
byta metoda wymiany replik (Roxbury, Jagota, i Mittal 2013). Formalnie podejscie to ma
takie same ograniczenia, jak bezposrednie ogrzewanie, poniewaz obejmuje szereg replik

uktadow pracujacych w coraz wyzszych temperaturach z mozliwosciag zamiany
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temperatury miedzy replikami. Pojawila si¢ jednak jeszcze inna trudno$é. Stwierdzono,
ze odstepy temperatur migdzy kolejnymi replikami muszg by¢ dos¢ mate (ok. 3-4 K),
poniewaz w przeciwnym razie zamiany replik nie beda zachodzi¢ ze wzgledu na bardzo
male prawdopodobienstwo generowane przez duze rdéznice energii potencjalnej replik.
Zatem osiagni¢cie temperatur, prowadzacych do skutecznych przejs¢ pomigdzy
replikami wymagatoby zastosowania wielu replik, a tym samym ogromnych zasobow
obliczeniowych.

W pierwszym kroku przeprowadzono standardowe réwnowagowanie uktadu
w konfiguracji poczatkowej pokazanej na Rys. 8.1.(A). Jest to konfiguracja, w ktorej
utozono fCNT 11G réwnolegle do siebie z zastosowaniem pewnego dystansu migdzy tymi
dwoma strukturami tak, aby unikna¢ ich wzajemnego naktadania si¢. Stan z konfiguracji
poczatkowej po pewnym czasie przeksztalcil si¢ w stan pokazany na Rys. 8.1.(B).
Obliczenia kontynuowano przez 40 ns, monitorujac w tym czasie energi¢ oddziatywania
migdzy fCNT 1 iG, Ecic. Energi¢ t¢ pokazano na Rys. 8.1.(C) w funkcji czasu. Nalezy
zauwazy¢, ze stan na Rys. 8.1.(B) okazat si¢ bardzo stabilny, cho¢ jak wida¢ gotym okiem

prawdopodobnie daleki od stanu termodynamicznie optymalnego.
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Rys. 8.1. (A) Poczgtkowa konfiguracja uktadu ztozonego z (10,0) fCNT i protonowanego iG. (B)
koncowa konfiguracja uzyskana po 40 ns standardowych symulacji w zespole NPT. Niebieskie
czesci to struktury G-quadrupleks, a czerwone to i-motif. (C) Energie interakcji par miedzy fCNT
i iG w funkcji czasu. (D) Schematyczny diagram przedstawiajqcy strukture i sekwencje kwasow
nukleinowych w strukturze iG.
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Jak wida¢ Ecic szybko spada z wartosci poczatkowej ~0 do nowej, bardziej
ujemnej wartoéci -250 kJ mol™, co odpowiada spontanicznie osiggnictemu blizszemu
kontaktowi miedzy fCNT i iG. Ecic niewiele zmienia si¢ do konca obliczen w tym etapie
1 jedynie oscyluje wokot wartosci $redniej. Konfiguracja przestrzenna f{CNT 11G réwniez
niewiele si¢ zmienia i jest podobna do tej pokazanej na Rys. 8.1. (B). Oznacza to, ze uktad
zostal zablokowany energetycznie, a dalsza kontynuacja standardowych symulacji nie
doprowadzitaby do zmiany tego stanu. Wniosek jest taki, ze nie mamy tu stanu
optymalnego termodynamicznie i nie ma szans na ucieczke z tego stanu do innego przy
uzyciu standardowej dynamiki.

Konieczne bylo zatem zaprojektowanie dedykowanej procedury, ktéra bytaby
w stanie skutecznie probkowac przestrzen konfiguracyjng przy rozsadnym
zaangazowaniu zasobow obliczeniowych. Ta specjalnie zaprojektowana metodyka,
nazwana wymiang replik w dynamice ciata sztywnego, (z ang. rigid body replica
exchange, tbREM), obejmuje kilka krokow, ktore zostang ponizej przedstawione na
przyktadzie analizowanego wyzej uktadu.

Punktem startowym jest ostatnia klatka ze standardowych symulacji (Rys.
8.1.(B)) i wykorzystanie jej jako poczatkowej konfiguracji w kolejnych krokach gdzie:

(1) Najpierw przeniesiono uktad do niejawnego modelu rozpuszczalnika. W tym
celu usunigto wszystkie czasteczki wody z uktadu, ale pozostawiono jony soli
fizjologicznej. Sumowanie oddziatywan elektrostatycznych wykonano przy uzyciu
potencjalu  Yukawy, wykorzystujac promien Debye’a i1 stala dielektryczng wody.

W zwigzku z tym elektrostatyczng czg¢$¢ pola sitowego obliczono za pomoca:

exp (—«r) [8.1]

gdzie Ee jest energig oddziatywania elektrostatycznego miedzy tadunkami punktowymi

q:q;

&r

Eg =

Qi i g, € jest stalg dielektryczng wody, k jest dlugoscig promienia Debye’a w elektrolicie
o sile jonowej 0,145 mol L%, a r jest odlegtosciag miedzy tadunkami punktowymi.

Dodatkowo przeskalowano wszystkie parametry energii Lennarda-Jonesa, zwykle
oznaczane jako ¢ ij, o ten sam wspolczynnik 0,1-0,2 w celu zredukowania wysokosci
barier energii potencjalnej. Dzieki temu zastosowany zakres temperatur 300-600 K jest
wystarczajacy do efektywnego przeskoku uktadu z dowolnej lokalnej studni energii
potencjalnej do innej, dzigki czemu mozliwe byto wykonanie dobrego probkowania catej

przestrzeni konfiguracyjnej za pomoca prostej wymiany replik.
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(1)) Nastepnie zastgpiono klasyczng dynamike punktéw materialnych na
dynamike ciat sztywnych. f{CNT i 1G sg wowczas traktowane jako dwa oddzielne, ale
oddziatujace ze soba ciata sztywne. Jednakze jony soli nadal podlegaly dynamice
punktéw materialnych. Na tym etapie obliczenia byty prowadzone w zespole NVT.

(ii1) Przeprowadzono symulacje wymiany replik w uktadzie z ciatami sztywnymi
reprezentujgcymi fCNT 1 1G 1 w przyblizeniu rozpuszczalnika niejawnego. Symulacje
przeprowadzono na czterech replikach odpowiadajacych temperaturom 300, 400, 500
1 600 K, a wspotczynnik skalowania dla ejj zostat tak dobrany, aby zmiana temperatur
w rbREM zachodzita z rozsgdng czestotliwo$cig. Rys. 8.2. przedstawia typowe wyniki
uzyskane z symulacji ciata sztywnego tbREM. Krzywe oznaczone jako 300, 400, 500 lub
600 pokazuja energi¢ Ecic uzyskana w danej replice. Zazwyczaj nie odpowiadajg one
temperaturom replik, poniewaz temperatury migruja mi¢dzy replikami.
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i 400 _
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Rys. 8.2. Zaleznosé¢ energii oddziatywania miedzy fCNT i iG, Ecic W symulacjach wymiany replik
ciala sztywnego. Ecic nie jest rowne energii z Rys. 8.1. (C), wynika to z przeskalowania ei
o wspotczynnik 0,1, a takze z przeniesienia do modelu rozpuszczalnika niejawnego. Kazda krzywa
pokazuje energie uzyskang w danej replice od 300 do 600. Strzatka pokazuje punkt, w ktorym
interakcja miedzy fCNT i iG jest najsilniejsza. Konfiguracja odpowiadajgca temu punktowi jest
nastepnie uzywana jako konfiguracja poczgtkowa w obliczeniach prowadzonych w jawnym
rozpuszczalniku.
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Punkt oznaczony strzatka na Rys. 8.2. odpowiada najsilniejszej energii
odziatywania pomiedzy sztywng fCNT i sztywnym iG, obserwowanym w symulacjach
rbREM, a przestrzenny uktad fCNT 1 1G, odpowiadajacy temu punktowi jest konfiguracja
0 najnizszej energii. Poniewaz przestrzen konfiguracyjna w rbREM jest bardzo wydajnie
probkowana, mozna przyjaé, ze punkt ten reprezentuje najglebsze minimum energii
potencjalnej uktadu, ktérg w rzeczywistosci rzadza oddziatywania Ecic.

(iv) Konfiguracja o najnizszej energii jest nastepnie wykorzystywana jako punkt
startu w obliczeniach w jawnym rozpuszczalniku. Oznacza to, ze do ukladu ponownie
wprowadzono odpowiednig ilo$¢ czasteczek wody, przywrdocono sumowanie Ewalda
oddziatywan elektrostatycznych, do opisu wewngtrznych stopni swobody CNT uzyto
potencjalu AIREBO, a na koniec przywrocono pierwotne warto$ci parametrow g jj.
Nastepnie przeprowadzono standardowe obliczenia w zespole NPT przez 4 ns, co
doprowadzito uktad do jeszcze korzystniejszej energetycznie konfiguracji ze wzgledu na
przywrdcenie elastycznosci f{CNT 11G. W ten sposob poglebiono lokalng studni¢ energii
potencjalnej uktadu.

Nastegpnie kroki (i)-(iv) powtdérzono kilka razy, az konfiguracje znalezione
w kolejnych przebiegach tbREM byly takie same lub bardzo podobne. W przypadku
przedstawionego uktadu wystarczyly 3 kolejne powtorzenia rtbREM. Rys. 8.3. pokazuje,
jak zmienia si¢ energia Ecic podczas kazdego cyklu po etapie rbREM oraz konfiguracje
znalezione na koncu kazdego cyklu. Nalezy zauwazy¢, ze skala czasowa na Rys. 8.3. nie
jest ciagla. Jest ona podzielona na kilka odcinkow, odpowiadajacym normalnym
przebiegom petnej dynamiki molekularnej obejmujacej wszystkie atomy, ale przerywane;j
okresami tbREM. Kazdy etap rbREM byl wykonywany pomigdzy odcinkami czasowymi

oznaczonymi krétkimi strzatkami.
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Rys. 8.3. Zmiany energii Ecic po kolejnych obliczeniach wymiany replik ciata sztywnego
(rbREM). Wizualizacje (A — C) przedstawiajg konfiguracje uktadu znalezione w punktach
czasowych, odpowiadajgcych koncowi kazdej krétkiej strzatki.

Jak wida¢ na Rys. 8.3., energia Ecic zmienia si¢ w do§¢ niemonotoniczny sposob,
jednak z wyrazng tendencja do uzyskiwania coraz nizszych warto$ci, co jest
spowodowane coraz silniejszym przycigganiem pomiedzy fCNT i iG. Energie na Rys.
8.3. warto porownac z warto$ciami z Rys. 8.1. Wyraznie widaé, ze po pierwszym okresie
rbREM energia Ecic gwattowanie spadta z okoto -200kJ mol™ do okoto -500 kJ mol™,
a przestrzenne ulozenie elementéw fCNT i iG wzgledem siebie uleglo catkowite;
zmianie. Oznacza to, ze konfiguracja przestrzenna na Rys. 8.1., uzyskana z dos¢ dtugich
symulacji klasyczng dynamika molekularng jest zdecydowanie losowa. Wigzanie iG
przez jego dupleksowy koniec ze $ciang boczng fCNT (Rys. 8.1.B) jest dos¢ dziwne
1 raczej dalekie od réwnowagi termodynamicznej. Zastosowanie rbREM szybko
doprowadzito do bardziej rozsadnej konfiguracji z f{CNT wstawiong miedzy Gq 1 iM

w polaczeniu miedzy dupleksem, a strukturami niekanonicznymi. Jednoczes$nie jony sodu
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uwiezione w strukturach Gq zostaly utracone, poniewaz podczas rbREM temperatury
osiggaty 600 K. Zatem bez usztywnienia struktur, Gq i iM nie przetrwatyby normalnych
obliczen REM.

Kolejne dwa etapy rbREM nie zmienily zasadniczo konfiguracji uzyskanej po
pierwszej wymianie replik rbREM, chociaz energia Ecic spadta do -900 kJ mol? po
ostatniej rbREM. Wzrosta ona jednak do okoto -500 kJ mol™* w klasycznych symulacjach,
ale ten efekt jest zwigzany z fluktuacja energii. Dalsza kontynuacja klasycznych
symulacji doprowadzita ostatecznie do stabilizacji energii Ecic. Mozna zatem przyjac, ze
struktury otrzymane po 3 etapach rbREM, po ktorych nastapity ok. 10 ns standardowe

symulacje, reprezentuja konfiguracje optymalne termodynamicznie.
8.2.2. Optymalne konfiguracje uktadow fCNT z iG

Powyzsze podejscie zastosowano do pozostatych trzech uktadéw analizowanych
w tej czesci pracy. Rys. 8.4. przedstawia uzyskane geometrie po rbREM, ktore
odpowiadaja punktowi czasowemu, oznaczonemu przez koniec dlugiej strzatki na Rys.
8.3. Na podstawie tych geometrii mozna wyciagnaé¢ kilka ogodlnych wnioskéw
dotyczacych zachowania iG 1 f{CNT. Mianowicie iG zawsze przyjmuje ksztalt litery V
z Gq11M umieszczonymi na ostrzu ksztattu tej litery. Uktady ,,a” tworza bardziej otwarte
struktury 1G w ksztalcie litery V, podczas gdy uktady ,,n” tworza bardziej zwarte, ale
jednoczesnie bardziej znieksztalcone ksztalty V. Nanorurki weglowe sa zwykle
umieszczone pomie¢dzy ramionami ksztaltdow V 1 wydaje si¢, ze struktury iG preferuja
lokalizacje¢ blisko koncowek CNTs. Dodatkowo na tym samym rysunku umieszczono
wykresy przedstawiajace zmiany strukturalne elementéw badanego uktadu, iloSciowo
zilustrowane jako wykresy rmsd, ktore zostaly przygotowane w oparciu o ostatnie 8 ns

symulacji 1 konfiguracj¢ z Rys. 8.1.A uzyte jako stany odniesienia.
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Rys. 8.4. Wizualizacje wyznaczonych optymalnych konfiguracji uktadow fCNT i iG oraz wykresy
rmsd, wyznaczone na podstawie ostatnich 8 ns symulacji dla iM, Gqg, samej CNT i guaninowych
grup funkcyjnych (Gu). G-quadrupleksy zaznaczone sq kolorem niebieskim, a i-motify
czerwonym.

NaRys. 8.5. przedstawione zostaty zmiany energii Ecic W funkcji czasu symulacji.
Na tym samym rysunku pokazano tez zmiany potozenia rzutu $§rodkéw masy Gq 1 iM
(wzietych razem) na o$ nanorurki. Znaczenie parametru p jest nastepujace, p=0 0znacza,
ze $rodek masy Gq 11M znajduje si¢ na srodku f{CNT, a jego zmiana w kierunku ujemnych
lub dodatnich warto$ci oznacza, ze G porusza si¢ odpowiednio w lewo lub prawo. Zatem
analiza p w funkcji czasu daje wyobrazenie o mobilnosci iG w odniesieniu do fCNT.
Mozna stwierdzi¢, ze w uktadach ,a” ugrupowanie iG jest raczej statyczne
w stosunku do osi nanorurki (rzut parametru p jest prawie niezmienny). W uktadach ,,n”
G jest w stanie porusza¢ si¢ po powierzchni f{CNT, chociaz nadal woli przebywac blizej

koncowki nanorurki. Dodatkowo widzimy, ze $rednia energia interakcji < Ecic.> jest

wieksza (jej warto$¢ bezwzgledna) w uktadach ,,n”.
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Rys. 8.5. Energie interakcji migdzy iG i fCNT, Ecic w funkcji czasu oraz rzut srodka masy Gq
i iM (wzigtych razem) na os CNT.

Przygladajac si¢ blizej kazdemu uktadowi mozna stwierdzi¢, ze w przypadku
uktadu al0 struktura iG jest prawie statyczna i nie porusza si¢ po powierzchni fCNT.
Widac¢, ze rzut srodka masy Gq i1 iM pozostaje praktycznie niezmienny, a struktury te sa
dos¢ daleko od krancow fCNT, chociaz czg¢$¢ dupleksowa iG znajduje si¢ blisko kranca
fCNT. Jednoczesnie energia Ecic zmienia si¢ znaczaco w czasie. Oznacza to, ze albo
niekanoniczne cze¢sci iG nie przyczyniaja si¢ znaczaco do energii Ecig, albo Gq i iM
otaczaja nanorurke bez istotnej zmiany polozenia ich $rodka masy, ale z istotnymi
zmianami zwigzanymi z liczbg bliskich kontaktow z powierzchnia CNT. Drugie
wyjasnienie jest bardziej prawdopodobne, poniewaz na Rys. 8.4. widzimy, ze iM
przylega do powierzchni CNT, wigc jego wktad w energi¢ Ecic nie moze by¢ pomijalny,
a Gq jest w rzeczywisto$ci dos¢ daleko od CNT. Tabela 8.1. potwierdza te obserwacje,
ze najwazniejszy wktad w energie pochodzi z interakcji z cz¢écia dupleksowa. Wida¢ na
Rys. 8.4., ze fCNT wiaze si¢ z szerokim rowkiem dupleksu, a iM 1 dupleks tworzg okragly
tunel, w ktérym lokalizuje si¢ fCNT. Unieruchomienie iG jest najprawdopodobniej
spowodowane interakcja z grupa funkcyjna w postaci guaniny przytaczonej do koncowki
CNT. Blizsza analiza tej czesci uktadu pozwala stwierdzi¢, ze jedna z guanin z grup
funkcyjnych tworzy wigzanie wodorowe z adening z dupleksu. To wigzanie nie jest

bardzo silne, poniewaz odleglo$¢ migdzy atomami, tworzagcymi wigzanie wodorowe
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wynosi 3,1 A. Wydaje sie jednak, ze to wystarcza do unieruchomienia iG, poniewaz nie

ma innych specyficznych interakcji z koncowka CNT.

Tabela 8.1. Energie oddziatywan pomigdzy fCNT a iG, czeScig Gq oraz czgscig iM
wyznaczona na podstawie 4 ns symulacji. Energia wyrazona jest w kJ mol™.

Element alo a20 n10 n20
ukladu
iG -833 -653 -959 -844
Gq 0 -241 -109 -347
iM -38 -151 -327 -182

Drugi uktad z protonowanym iM, a20 wykazuje podobng wiasciwos¢ jak alo,
czyli iG jest prawie statyczny na powierzchni CNT. Jednak znajduje si¢ po przeciwne;j
stronie CNT, a $rodek masy Gq i iM jest znacznie blizej konica CNT niz w przypadku
uktadu al0. Obserwowane fluktuacje energii Ecic rowniez nalezy przypisa¢ zjawisku
owijania nanorurki przez Gq i iM, poniewaz struktury te nie poruszaja si¢ wzdtuz CNT.
Energia interakcji przedstawiona w Tabeli 8.1., pochodzaca od Gq i iM, stanowi ponad
polowe catkowitej energii oddziatywania z iG, a gtéwnym skladnikiem jest w tym
przypadku oddziatywanie z Gq.

Jak wida¢ szeroka nanorurka (20,0) znajduje si¢ w polaczeniu migdzy dupleksem
a Gq i iM i probuje dopasowaé si¢ do szerokiego rowka dupleksu. Jednak w tym
przypadku, ze wzgledu na wielko§¢ CNT, powierzchnia styku nanorurki z iG jest
mniejsza niz w przypadku ukladu alO. Blizsza analiza odleglosci migdzy atomami
nalezacymi do fCNT 11G prowadzi do wniosku, Ze unieruchomienie iG wobec przesunigé
po powierzchni CNT wynika z pojawienia si¢ dwoch wigzan wodorowych miedzy grupa
funkcyjng a 1G. Doktadnie te wigzania wodorowe pojawiajg si¢ miedzy atomami azotu z
-NH i -NH2 w atomach guaniny i tlenu, nalezacych do szkieletu fosforanowego reszty 69
adeniny. To residuum nalezy do iM, a zatem 1M prawdopodobnie odgrywa wazng role
w immobilizacji iG, chociaz jego udziat w catkowitej energii oddziatywania wynosi tylko
Y catkowitej energii Ecic.

Uktad z nieprotonowanym iM i1 fCNT (10,0), tj. n10, wykazuje jakoSciowo
odmienne zachowanie, poniewaz w tym przypadku srodek masy Gq 1iM (rzut, p) porusza
si¢ od krawedzi CNT w kierunku jej §rodka i ponownie zbliza si¢ do koncoéwki fCNT.
Ruchy te skorelowane sg ze zmianami energii Ecic, jak wida¢ na Rys. 8.5. Energia ta jest
najwyzsza (jej warto$¢ bezwzgledna) wsréd badanych uktadéw, a jej duza wartosé

wynika z duzej liczby bliskich kontaktow fCNT z 1G. Szczeg6lnie wkiad iM jest bardzo
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duzy, jak wida¢ w Tabeli 8.1., ale wazng role odgrywa rowniez interakcja z dupleksem.
Patrzac na konfiguracje geometryczng, utworzong przez fCNT 1 1G na Rys. 8.4., mozna
stwierdzié, ze fCNT zostata faktycznie owinigta przez iG. Mozna réwniez zauwazy¢, ze
jedno rami¢ dupleksu iG znajduje si¢ na powierzchni fCNT, a iM wraz z szerokim
rowkiem drugiego ramienia uformowat tunel, w ktory idealnie wpasowuje si¢ nanorurka.

Ostateczna konfiguracja pokazana na Rys. 8.4. odpowiada najsilniejszej interakcji
IG | fCNT. Wykryto tutaj istnienie trzech wigzan wodorowych migdzy iG a grupa
funkcyjng fCNT. Jedno z wigzan wodorowych powstaje migdzy guaning -NH a tlenem
ze szkieletu fosforanowego, pozostale dwa wigzania wodorowe tworza si¢ mig¢dzy
atomem azotu z reszt adeniny 62 a atomami O i N z grupy funkcyjnej guaniny. Wydaje
si¢, ze te wigzania wodorowe sg odpowiedzialne za spadek Ecic pod koniec obliczen
(pomiedzy 21 a 24 ns) na Rys. 8.5. Podobny rodzaj i liczb¢ wigzan wodorowych
pomiedzy iG 1 fCNT zaobserwowano roéwniez w poczatkowym etapie obliczen
przedstawionych na Rys. 8.5. (miedzy 0 a 5 ns), ale struktura iM byta mniej otwarta niz
w koncowej fazie. Te wigzania wodorowe oczywiscie zniknely, gdy $rodek masy Gq
1 1M przesunat si¢ w kierunku §rodkowej czg¢$ci nanorurki. Dlatego mozna stwierdzié, ze
pojawienie si¢ tych wigzan nie jest wystarczajace, aby unieruchomi¢ iG na koncowce
fCNT. Wydawalo si¢ to jednak wystarczajace w przypadku uktadéw z protonowanym
IM, dlatego tez zjawisko to wymaga dalszej analizy.

Uktad n20 rowniez ujawnia pewng korelacje¢ miedzy polozeniem Gq 1 iM na
fCNT, a energig oddziatywania Ecic. Jak wida¢ na Rys. 8.5. iG przesunelo si¢ z jedne;j
strony nanorurki na druga w ciagu pierwszych 15 ns i zostalo unieruchomione.
Towarzyszy temu spadek energii oddzialywania, ale wigzanie jest nieco stabsze niz
w przypadku waskiej nanorurki n10. W tym przypadku wazna cze$¢ interakcji pochodzi
z oddziatywania z Gq. Ponownie guaninowa grupa funkcyjna z fCNT bierze udziat
w tworzeniu wigzan wodorowych z iG. W koncowej konfiguracji uktadu n20 pokazane;j
na Rys. 8.4. wykryto obecnos¢ dwoch wigzan wodorowych. Jedno z nich powstaje
mi¢dzy NH2 z grupy funkcyjnej guaniny a tlenem, nalezagcym do grupy fosforanowe;j
polaczonej z reszta cytozyny 58 wchodzacg w sklad iM. Drugie wigzanie wodorowe
tworzy si¢ miedzy atomem tlenu z grupy cukru potaczonej z reszta adeniny 57.

Wykresy rmsd z Rys. 6.4 pokazuja, jak struktury wewnetrzne iM, Gq, CNT i grup
funkcyjnych zmieniaja si¢ w czasie 1 w odniesieniu do ich stanow poczatkowych.
Wykresy te sg przydatne do zilustrowania roli protonowania cytozyn i chiralnosci
nanorurek w degradacji struktur DNA. Zauwazono, ze protonowanie cytozyn prowadzi
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do stabilnych iM z rmsd nie wigkszym niz 3 A, ale deprotonacja destabilizuje iM i ich
rmsd roé$nie do okoto 8 A. Efekt jest taki sam bez wzgledu na chiralno$é nanorurek.
G-quadrupleksy sg stabilne i raczej niewrazliwe na stan protonacji cytozyn. Zauwazono
tu jednak pewien destabilizujacy wplyw szerokiej (20,0) nanorurki na struktur¢ Gq. Rmsd
Gq oddziatlujacych z CNT (20,0) sg nieco wyzsze niz w przypadku CNT (10,0) i1 rosng
powyzej 3 A. Rdzenie nanorurek sa praktycznie statyczne i zachowuja si¢ jak ciata
sztywne, poniewaz rmsd jest tylko nieznacznie wigksze od zera. Z drugiej strony, grupy
funkcyjne CNTs catkowicie zmienily swoje poczatkowe struktury. Przeniosly si¢ na
$ciany boczne nanorurek, co doprowadzito do duzych wartosci rmsd ok. 10 A dla tych
grup.

Jak przedstawiono na Rys. 8.5. 1 omowiono powyzej, iG adsorbuje si¢ na f{CNTs
raczej statycznie we wszystkich badanych przypadkach. Oznacza to, ze w kazdym
ukladzie istniejg pewne istotne obszary lub miejsca interakcji, ktére w przewazajacym
stopniu przyczyniajg si¢ do catkowitej energii interakcji. Te miejsca interakcji mozna
wykry¢ patrzac na warto$ci przedstawione w Tabeli 8.1., tj. kombinacje par energii
interakcji, dajacych najwyzsze energie (ich warto$ci bezwzgledne). Rys. 8.6. przedstawia
graficzng reprezentacje tych kluczowych miejsc interakcji. Jak wida¢ w Tabeli 8.1., uktad
al0 generuje wigkszo$¢ energii interakcji przez dupleksowa cze$¢ iG z niewielkim
udziatem iM. Rys. 8.6. pokazuje ten fragment iG i f{CNT po to, by wyeksponowac detale
strukturalne tej konfiguracji. W uktadzie a20 zasadniczym fragmentem interakcji jest Gq.
G-quadrupleks zasadniczo zachowuje swdj ,.koszykowy” ksztatt, ale w przypadku uktadu
a20 ksztalt ten jest nieco zdeformowany, jak pokazano na wykresach rmsd z Rys. 8.4.
W uktadzie n10 najsilniejsze oddzialywanie pochodzi od iM, ale jednoczes$nie ksztalt
przestrzenny iM jest silnie zdeformowany, jak wida¢ na Rys. 8.6. W uktadzie n20,
adsorpcja Gq na S$ciance bocznej fCNT generuje najsilniejsze oddziatywanie,

a ,.koszykowy” ksztalt Gq jest dobrze zachowany po adsorpcji.

115



Badanie dynamikq molekularnq oddziatywarn pomiedzy nanorurkq weglowq a fragmentem DNA
zawierajqcym G-quadrupleks i i-motif

Rys. 8.6. Szczegolowe wizualizacje najwazniejszych miejsc interakcji  wystepujgcych
w rozwazanych uktadach.

Wigzania wodorowe utworzone miedzy guaninowymi grupami funkcyjnymi
z fCNT i iG w miejscach blisko koncoOw fCNT nie sg typowymi wigzaniami Watsona-
Cricka czy Hoogsteena. Zwykle tworza si¢ miedzy atomami tlenu ze szkieletow
fosforanowych lub cukréw. Co wiecej, zwykle katy migdzy atomami sg wigksze niz
typowa warto$¢ dla wigzania wodorowego, tj. 20°. Jednakze w kazdym uktadzie
ostateczna i prawdopodobnie najbardziej optymalna konfiguracja ma miejsce, gdy
centrum iG (jego obszar Gq i iM) zbliza si¢ do konca fCNT. Wydaje si¢, ze gldowna
przyczyna takich konfiguracji jest obecno$¢ grup funkcyjnych guaniny na koncéwkach
fCNT. Dlatego w kolejnej czg$ci badan ponownie przeanalizowano wszystkie uktady, ale

z usunigtymi grupami funkcyjnymi guaniny.
8.2.3. Analiza konfiguracji fCNT i iG po usunigciu grup funkcyjnych

Rys. 8.7. przedstawia wizualizacje uktadow w taki sam sposob jak na Rys. 8.4.
Wizualne poréwnanie konfiguracji pokazanych na Rys. 8.4. i Rys. 8.7. dla kazdego
przypadku pokazuje, ze struktury iG nie zmienity si¢ silnie podczas przeprowadzonych
25 ns symulacji. Wartosci rmsd obliczono dla wszystkich atomow tworzacych iG, a ich
blizsza weryfikacja, oparta na analizie udzialu kazdego residuum w catkowitej wartosci

rmsd, doprowadzita do wniosku, ze dominujace sktadniki pochodza z przemieszczen
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reszt koncowych. Innymi stowy, gléwna sktadowa rmsd w kazdym analizowanym
przypadku pochodzi ze zmian potozenia cze$ci dupleksowych, zlokalizowanych na
koncach iG. Co ciekawe, nieco wigcksze odksztatcenie iG obserwuje si¢ w przypadku
protonowanych iM, czyli ukladéw al0 i a20, gdzie rmsd oscyluje wokot 5 A. W tych
dwoch przypadkach zaobserwowano rowniez pewne odchylenia od poczatkowych
pozycji czgsci iM. Zupetnie nieistotne zmiany w strukturze iG po usunigciu guaninowych
grup funkcyjnych z fCNT obserwuje si¢ dla uktadéw z nieprotonowanym iM, tj. n10
i n20. Rmsd w tych przypadkach wynosi ok. 3 A, wiec nie sg to wiecej niz fluktuacje

termiczne.

Rys. 8.7. Wizualizacje uktadow po usunieciu guaninowych grup funkcyjnych z fCNT oraz wykresy
rmsd czesci iG obliczone dla kolejnych 25 ns symulacji. Konfiguracjami referencyjnymi do
obliczenia rmsd byly struktury z Rys. 8.4.

Rys. 8.8. przedstawia analogiczne wyniki jak Rys. 8.5. dla ukladow bez
guaninowych grup funkcyjnych. Uderzajaca r6znica miedzy Rys. 8.5. a Rys. 8.8. polega
na tym, ze rzut p zmienia si¢ silnie podczas trwania symulacji w przypadku Rys. 8.8.
Oznacza to, ze 1G porusza si¢ swobodnie po powierzchni CNT. Energia oddziatywania
jest jednak prawie stata, co oznacza, ze nie zalezy znaczaco od potozenia iG wzgledem
osi CNT. Jest jednak wyjatek, tj. uktad n10, w ktorym energia oddziatywania znacznie
stabnie, gdy iG zbliza si¢ do konca CNT. Potwierdza to jednak wniosek, ze brak
guaninowych grup funkcyjnych powoduje, ze 1G jest wysoce mobilne na powierzchni
CNT. Oczywiscie, gdyby 1G bylo polaczone z wigkszym fragmentem DNA, to woéwczas
moéwiliby$Smy o swobodnym poruszaniu si¢ CNT wzgledem fragementu DNA. Jest to
bardzo wazna obserwacja, poniewaz mozemy wykorzysta¢ funkcjonalizacj¢ guaning,
w celu kontrolowania interakcji nanorurek weglowych z sekwencjami DNA

zawierajacymi 1G. Wbudowanie reszt guaninowych do koncowek CNT prowadzi do
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fCNT, ktoéra moze precyzyjnie atakowaé czesci DNA, zawierajace Gq 1 iM swoja
koncowka. Brak reszt guaninowych sprawia, ze CNT jest niespecyficzna 1 oddziatluje
z obszarem Gq+iM $ciang boczng. Obserwacja ta moze by¢ przydatna w projektowaniu

inteligentnych no$nikow ukierunkowanych na te czesci DNA.
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Rys.8.8. Energia oddziatywania miedzy iG i CNT dla uktadow bez guaninowych grup
funkcyjnych, Ecic W funkcji czasu i rzut srodka masy Gq i iM (wzietych razem) na os CNT, p.

Obserwowana silna roznica w  zachowaniu fCNT 1 CNT bez
sfunkcjonalizowanych koncowek jest dos¢ nieoczekiwana, poniewaz jak juz omowiono
powyzej, obecno$¢ guaniny prowadzi do powstania tylko jednego lub dwoch wigzan
wodorowych z 1G. Oczywiscie pojawiaja si¢ rowniez dodatkowe oddzialywania
Leonarda-Jonesa migdzy bardziej oddalonymi atomami, ale zwykle sa one do$¢ stabe.
Ostabienie $redniej energii oddziatywania < Ecic > po usuni¢ciu grup funkcyjnych
wynosi od 3 do 11 %, wiec sg to raczej niewielkie zmiany. Nie zaobserwowano réwniez
splatania reszty guaninowe;j i fragmentow iG, wigc efekt ten réwniez trudno wythumaczy¢
wiekszg trudnos$cig we wzajemnym rozplataniu si¢ obu obiektéw (efektem entropowym).
Niemniej jednak obserwacja jest bardzo jasna: grupy funkcyjne guaniny prowadza do

przytaczenia koncéwek fCNT do polaczenia miedzy Gq i iM oraz dupleksem DNA.
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8.2.4. Stabilnosé i-motifu, stanowigcego fragment ugrupowania iG podczas
oddzialywania 7 fCNT

Bardzo wazng obserwacja doswiadczalng, zwigzang z oddziatywaniem iM z f{CNT
jest stabilizacja struktury iM przy neutralnym pH za pomoca jedno$ciennych nanorurek
weglowych (Chen i in. 2012; Li i in. 2006). Efekt ten zostal juz omoéwiony w tej pracy
W rozdziale 7 oraz opisany w publikacji Wolski i wsp., dotyczacej interakcji wolnego
fragmentu iM z fCNT (Wolski, Wojton, i in. 2019). Jednak zachowanie iM moze
znaczaco si¢ r6zni¢ w przypadku iG, gdzie iM jest czeécig wickszej struktury. Dlatego
ponownie zastosowano symulacje sterowang dynamika molekularng w celu wyznaczenia
prac, niezb¢dnych do rozwinigcia iM w kontrolowany sposob. Podejscie obliczeniowe
bylo dos¢ podobne do stosowanego wczesniej przypadku iM, bedacego czgscig struktury
iG, ale bez obecnosci f{CNT (rozdziat 6) (Panczyk, Wojton, i Wolski 2019). Zastosowano
sterowang dynamike molekularng, smd i zalezno$¢ Jarzynskiego, w celu oszacowania
energii swobodnej zwigzanej z procesem rozwijania iM.

Podobnie jak poprzednio jako zmienng kolektywng zastosowano rmsd, atomow
tworzacych wigzania wodorowe w strukturze iM. Schematyczne przedstawienie tych
wigzan wodorowych mozna zobaczy¢ na Rys. 6.1. Stany odniesienia do obliczenia rmsd
byly stanami koncowymi z obliczen standardowa dynamika z Rys. 8.4. Zostaly one
wzigte bezposrednio tylko w przypadku uktadéw z iMp, tj. al0 i a20. Wynika to z faktu,
ze podczas obliczen struktury iMp w ukladach al0 1 a20 byty nienaruszone. Inaczej byto
w przypadku ukladow nl0 1 n20, gdzie iM stale si¢ pogarszat od samego poczatku
obliczen. Struktury pokazane na Rys. 8.4. przeszly juz okoto 100 ns na réznych etapach
obliczen, a zatem iMs w uktadzie n10 1 n20 sg juz znacznie zdeformowane. Dlatego
obliczenie prac zwigzanych z rozwijaniem si¢ iM w sterowanych symulacjach
prowadzitoby do wynikow, ktorych interpretacja bytaby trudna. Zamiast tego w badanym
przypadku zastosowano procedurg, ktora nasladuje zmiang pH z kwasnego na obojetne,
tj. odpowiadajaca sytuacji, gdy sztywna i wysoce uporzadkowana struktura iM,
powstajaca w kwasnym pH, przechodzi do oboje¢tnego pH i szybko traci protony z pot-
protonowanych cytozyn. Proces ten technicznie odpowiada zastgpieniu struktury
atomowej ukladow nl0 1 n20 wspolrzgdnymi atomoéw, pobranymi odpowiednio
z uktadow alO i1 a20. Wszystkie inne parametry, w tym topologia pola sitowego sa
zachowane. W ten sposob mozna §ledzi¢ zmiany w nieprotonowanym iM podczas

rozwijania, wychodzac od nienaruszonych struktur iM.
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Rys. 8.9. przedstawia wyniki uzyskane przy uzyciu sterowanej dynamiki
molekularnej. Sg to wartosci prac wykonanych podczas rozwijania iM, a takze liczba

wigzan wodorowych miedzy parami C:C* w iM przy danej warto$ci rmsd.
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Rys. 8.9. Prace wyznaczone podczas wymuszonego rozwijania iM, stanowigcego czesé
ugrupowania iG w symulacjach sterowanej dynamiki molekularnej. Zielone krzywe pokazujq, jak
zmienia sig¢ liczba wigzan wodorowych wraz z rmsd.

Patrzac na krzywe wartosci pracy w funkcji rmsd dla uktadow al0 i1 a20
(protonowany iM) trudno stwierdzi¢, czy wielko$¢ nanorurki ma istotne znaczenie. Obie
krzywe maja mniej wigcej ten sam ksztatt, a pewne roéznice migdzy nimi nalezy przypisac
réoznym poczatkowym konfiguracjom. Nalezy zauwazy¢, ze w obliczeniach smd prace
mierzone wzgledem zmiennej kolektywnej réznig si¢ rowniez dla bardzo podobnych
konfiguracji poczatkowych. Dlatego, aby uzyska¢ bardziej powtarzalne wyniki, takie jak
potencjat Sredniej sity (energii swobodnej), konieczne jest wyktadnicze usrednienie tych
krzywych (Park i Schulten 2004). Jednak w tym przypadku usrednienie byloby
nieefektywne ze wzgledu na wysokie koszty obliczen pojedynczej krzywej. Tak wigc
mozna stwierdzi¢, ze rozmiar nanorurki ma raczej minimalny wplyw na stabilno$¢
protonowanego iM. Ponadto obecnos¢ lub brak nanorurki weglowej ma rowniez raczej
nieistotny wplyw na stabilno$¢ iMp. Ten wniosek mozna wyciggna¢ poroéwnujac wyniki
na Rys. 8.9. z analogicznymi wynikami dla uktadu iG bez obecnosci nanorurki (Rys. 6.6).

Jak wida¢ ksztatty krzywych sa zblizone, a takze maksymalne wartosci prac niezbgdnych
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do uzyskania 25 A rmsd mieszcza si¢ w przedziale 1200-1800 kJ mol™. Zatem w kazdym
z tych przypadkow protonowany iM jest wysoce stabilny.

Mechanizm rozwijania uktadu al0 i a20 wydaje si¢ by¢ za to zalezny od rozmiaru
nanorurki. Mozna zauwazy¢, ze w al0 poczatkowa liczba wigzan wodorowych jest réwna
wartoSci teoretycznej, tj. 18. Spada ona kolejno w grupach po 3, poniewaz w parach C:C*
zawsze mamy trzy rézne wigzania wodorowe. W przypadku waskich nanorurek do
zerwania wszystkich wigzan wodorowych jest potrzebna duza warto$¢ rmsd okoto 24 A.
Uktad a20 wykazuje jako$ciowo odmienne zachowanie, poniewaz mozemy zauwazy¢, ze
na poczatku wymuszonego rozwijania, 3 wigzania wodorowe juz nie istniejg. Efekt ten
nalezy przypisa¢ destrukcyjnemu wplywowi nanorurki (20,0) na strukturg
protonowanego iM. Wzrokowa kontrola tego uktadu pozwala stwierdzié, ze nanorurka
(20,0) jest w stanie zniszczy¢ dolng czes¢ iM w miejscu, w ktorym laczy sie
z kanonicznymi cze$ciami nici bogatej w cytozyne. W ukladzie a20 wigzania wodorowe
zrywaja sie szybciej niz w przypadku al0. Jednak praca niezbedna do rozerwania ich
wszystkich jest nieco wigeksza niz w przypadku waskiej nanorurki.

Zachowanie ukladow nl0 i n20 czyli przypadkéw, w ktorych struktura iG
powstata przy kwasnym pH 1 jest przenoszona do pH obojetnego, rdzni si¢ znacznie od
przypadkéw alO i a20. Praca wykonana podczas rozwijania iM w tych ukladach jest
ujemna do wartoéci ok. 10 A rmsd. Fizycznie oznacza to, ze proces jest spontaniczny,
a obecno$¢ dodatkowego potencjatu w ramach smd ogranicza ten proces. Zatem zmiana
pH z kwasnego na oboj¢tne, co wigze si¢ ze zmiang protonacji cytozyn, prowadzi do
bardzo szybkiej i spontanicznej utraty symetrii iM. Jak wida¢ na Rys. 8.9., prawie
wszystkie wigzania wodorowe ulegty szybkiemu zniszczeniu w zakresie 0-10 A rmsd.
Oznacza to, ze pary Hoogsteena C:C* stajg si¢ niestabilne po usunieciu jednego z trzech
wigzan wodorowych. Wowczas wzrost rmsd zwigzany jest ze zmiang utozenia C:C od
samego poczatku. W przeciwienstwie do uktadow al0 i a20, w ktorych pary C:C* byty
utrzymywane az do wartoéci rmsd 18-24 A,

Wptyw §rednicy nanorurki, czyli roznicy miedzy uktadem n10 1 n20 jest raczej
niewielki, podobnie jak w przypadku al0 i a20. W obu rozpatrywanych przypadkach
obliczona praca przyjmuje dodatnig warto$¢ dopiero przy rmsd wigkszym niz ~ 10 A, co
oznacza, ze w tym miejscu proces rozwijania iM staje si¢ wolniejszy od predkosci
przemieszczania si¢ punktu, do ktorego zaczepiono potencjal harmoniczny. Jednak
roznica w stabilno$ci uktadow z protonowanym i nieprotonowanym iM jest wyrazna.
Sprotonowany iM potrzebuje duzo energii, aby wyprowadzi¢ atomy z poczatkowe]
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symetrii, ale nieprotonowany iM rozwija si¢ samoistnie. Jednak to spontaniczne
pogorszenie w pewnym momencie staje si¢ powolne lub nawet zatrzymuje si¢ i wymaga
zewnetrznej, dodatkowej sily, aby postgpowac dalej. Podobny wniosek wyciggnigto
w przypadku iM bedacego czescig iG, ale bez obecnosci nanorurek weglowych (Wolski,
Nieszporek, i in. 2019). W tych przypadkach rmsd dla nieprotonowanego iM nieznacznie
wzrosto, ale po pewnym czasie osiggneto poziom plateau. Oznacza to, ze poczatkowa
struktura nieprotonowanego iM zostata ostabiona, ale jej catkowite pogorszenie si¢
zostato zatrzymane z powodu obecnosci Gq lub po prostu bogatej w guaning nici
komplementarnej. Z kolei wiadomo, ze nieprotonowany iM rozwija si¢ samoistnie
w strukture spinki do wlosow lub losowe struktury. We wczesniejszych badaniach
zaobserwowano rowniez, ze obecno$¢ nanorurek weglowych faktycznie przys$piesza
pogorszenie struktury iM (Wolski, Wojton, i in. 2019). Obecne wyniki potwierdzaja
wniosek, Ze rozwijanie nieprotonowanego iM jest w pewnym momencie utrudnione,
poniewaz rmsd na Rys. 8.7. catej struktury iG jest w przyblizeniu staly w rozpatrywanych
okresach czasu. Tak wiec, nieprotonowany iM szybko traci wigzania wodorowe migdzy
parami C:C, osigga bardzo luzng i otwartg forme i pozostaje w niej przez dlugi czas lub
nawet na state. Ta statyczna forma iM nie moze by¢ jednak nazywana regularnym
i-motifem, poniewaz jego symetria jest daleka od idealnej, poczatkowej symetrii
z szeScioma parami Hoogsteena C:C*. Niemniej jednak, ze wzgledu na obecno$é
komplementarnych nici bogatych w guanine, koncowych fragmentoéw nici bogatych
w cytozyng 1 wreszcie nanorurek weglowych, ta forma iM staje si¢ z czasem bardzo

statyczna.

8.3. Podsumowanie wynikéw

Przedstawione w powyzszym rozdziale wyniki dotycza dwoch odrebnych, ale
w rzeczywistosci powigzanych, waznych problemow zwigzanych z interakcjg nanorurek
weglowych z fragmentami DNA, zawierajagcymi niekanoniczne struktury DNA. Pierwszy
problem dotyczy strony czysto obliczeniowej i zostat wykryty podczas prob wyznaczenia
optymalnych termodynamicznie konfiguracji f{CNT 1 1G. Okazato si¢, ze te optymalne
konfiguracje sg nieosiggalne w standardowych symulacjach dynamika molekularng jak
réwniez przy zastosowaniu réznych dodatkowych metod probkowania rozszerzonego,
ktére powinny pomdc w pokonaniu barier energetycznych. Metody te okazaly sig¢
nieskuteczne ze wzgledu na fakt, ze niszczg kruche struktury niekanonicznych form iM
1 Gq.
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Dlatego zaproponowano procedure obliczeniowa, ktora pozwala na efektywne
probkowanie przestrzeni konfiguracyjnej dwoch (lub wigcej) ztozonych elementow
uktadu, a jednocze$nie nie wptywa na ich delikatng struktur¢ wewnetrzng. Mozna to
osiggnaé poprzez (i) przeniesienie zasadniczych elementow uktadu do prostego,
niejawnego modelu rozpuszczalnika, (ii) przeskalowanie krajobrazu energii potencjalnej
tak, aby bariery energetyczne mogly zosta¢ pokonane przez zastosowany czynnik
termiczny, (iii) przeksztalcenie zasadniczych elementéw ukladu w bryly sztywne
1 przeprowadzenia obliczen zgodnie z dynamika ciata sztywnego, (iv) zastosowanie
czynnikow przyspieszajacych probkowanie przestrzeni konfiguracyjnej uktadu, takich
jak zwigkszenie temperatury symulacji i przeprowadzenie symulacji wymiany replik.
Takie podej$cie pozwala szybko uzyska¢ struktury, ktore sa znacznie blizsze
konfiguracjom termodynamicznie optymalnym niz te, otrzymane z bardzo dtugich
obliczen standardowg dynamika molekularna.

Stosujac powyzsza procedurg, przeanalizowno konfiguracje iG i nanorurek
sfunkcjonalizowanych guaning. W wyniku przeprowadzonych obliczen mozna
stwierdzi¢, ze preferowane konfiguracje tych struktur zachodza, gdy fCNT znajduje si¢
w polaczeniu Gq, iM 1 dupleksu DNA oraz gdy iG zostaje unieruchomione na
powierzchni nanorurki. Brak grup funkcyjnych guaniny na koncowkach nanorurek
prowadzi do swobodnego ruchu iG po powierzchni CNT. Prowadzi to do ogolnego
whniosku, ze obecnos¢ grup funkcyjnych guanin sprzyja konfiguracjom z koncowkami
nanorurek blisko struktur Gq i iM. To z kolei oznacza, ze taki rodzaj funkcjonalizacji
CNT sprawia, ze nanorurki s3 w stanie selektywnie atakowac swojg koncowka czesci
DNA zawierajace Gq i iM. Brak funkcjonalizacji grupami guaninowymi prowadzi do
niespecyficznego ulozenia tych elementow uktadu.

W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono stabilizujacego wptywu CNT na
strukturg iM w obojetnym pH, bedacego efektem fizycznego oddziatywania migdzy tymi
dwoma uktadami. Stwierdzono jednak, ze pogorszenie iM przy neutralnym pH jest
w pewnym momencie utrudnione ze wzgledu na obecno$¢ albo bogatych w guaning nici
komplementarnych lub struktury Gq albo nanorurek weglowych. Struktura przestrzenna
iM pogarsza si¢ szybko i spontanicznie, az do momentu utraty wszystkich wigzan
wodorowych w parach C:C Hoogsteena. Nastgpnie struktura ta staje si¢ statyczna, ale nie
mozna jej nazwac i-motifem, poniewaz jej charakterystyczne czynniki w postaci par
Hoogsteena nie istniejg. Zatem obserwowana w literaturze stabilizacja iM przez
karboksylowane CNT jest najprawdopodobniej spowodowana przeniesieniem protonéw
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z grup karboksylowych z funkcjonalizowanej CNT i tworzeniem pot-protonowanych
cytozyn. Nastepnie kompleks iM-CNT staje si¢ wysoce stabilny dzigki rownowadze
kwasowo-zasadowej migdzy karboksylowang CNT a nieprotonowanymi Cytozynami.
Jest bardzo prawdopodobne, ze karboksylowana nanorurka réwniez preferencyjnie
atakuje cz¢s¢ DNA, zawierajacg Gg+iM (lub tylko fragmenty DNA bogate w cytozyng)
swoimi koncowkami. Dlatego taki czynnik chemiczny jak transfer protonow jest wysoce
mozliwy, gdy protonowana reszta karboksylowa zbliza si¢ do nieprotonowanej cytozyny.

Wtedy bardzo prawdopodobna jest stabilizacja, a nawet inicjacja formowania si¢ iM.
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9. Analiza procesu protonacji telomerowych fragmentow DNA
przez karboksylowane nanorurki weglowe

Jak juz wiekrotnie omawiano, w czg$ci telomerowej DNA, zbudowanej z wysoce
powtarzalnych sekwencji par zasad, mogg tworzy¢ si¢ niekanoniczne struktury
G-quadrupleksu i i-motifu. Jednakze, aby w nici bogatej w cytozyne utworzyla si¢
struktura i-motifu, musza pojawic si¢ pary zasad cytozyna:cytozyna protonowana, C:C".
Zatem kluczowym czynnikiem koniecznym do formowania si¢ tej niekanonicznej
struktury iM jest protonowanie triad cytozynowych. W powyzej opisanych badaniach
stwierdzono, ze obserwowana w literaturze indukcja tworzenia iM w wyniku interakcji
z karboksylowanymi jednosciennymi CNT (Li i in. 2006) nie jest bezposrednio zwigzana
ze szczegblng geometrig nanorurek weglowych. Jest zatem wysoce prawdopodobne, ze
efekt ten jest zwigzany ze zwigkszona zdolno$cig do protonowania triad cytozyny przez
kwasowe grupy karboksylowe nanorurek. Motywacja do wykonania ponizej opisanych
badan byla wigc potrzeba fundamentalnego zrozumienia proceséw molekularnych,
odpowiedzialnych za stabilizacj¢ iM w wyniku oddziatywania z karboksylowanymi
nanorurkami  weglowymi. W  badaniach tych skupiono si¢ na analizie
prawdopodobiefistwa przeniesienia protondow z grup karboksylowych do cytozyn
w obrebie nici bogatych w cytozyng w telomerowym dupleksie DNA. Za pomoca
dynamiki molekularnej przeanalizowano geometryczny dostep grup karboksylowych do
miejsca wystepowania trzech sasiadujacych ze soba cytozyn w obregbie bogatej
w cytozyne nici dupleksu oraz wykonano kwantowo-chemiczng analiz¢ reakcji
przeniesienia protonu w wybranych, najbardziej optymalnych konfiguracjach
geometrycznych.

9.1. Szczegodly dotyczace budowy i symulacji badanych ukladow
9.1.1. Nanorurki weglowe

W badaniach zastosowano dwa rodzaje nanorurek weglowych: typu zygzak
0 indeksach chiralnych typu (n,0) oraz nanorurki fotelowe o indeksach chiralnych typu
(n,n). Oba typy nanorurek byly funkcjonalizowane grupami karboksylowymi,

zlokalizowanymi albo na $ciankach bocznych nanorurek, albo na ich koncéwkach.

W zaleznosci od lokalizacji grup funkcyjnych, generowanie topologii pola sitowego byto
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rozne. W przypadku funkcjonalizacji koncowek zaczeto od czasteczki wzorcowej, ktorg
byl kwas benzoesowy. Rys. 9.1. pokazuje schematyczne reprezentacje obu typow
nanorurek funkcjonalizowanych na koncéwce z wyraznie widocznymi fragmentami

kwasu benzoesowego w strukturach.
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Rys. 9.1. Schematyczne przedstawienie nanorurek zygzakowatych (A) i fotelowych (B)
z sfunkcjonalizowang koncéwkq. Triady grup karboksylowych oznaczone cyframi (1), (2)i (3)
reprezentujq mozliwe kombinacje tych grup, wykorzystywanych do dokowania do triad cytozyny
w dupleksie DNA. Liczba (2) oznacza, ze podjeto prébe dokowania przy uzyciu bezposrednio
sgsiadujgcych grup COOH, (2) oznacza, ze co druga grupa jest uzywana do dokowania, a (3)
oznacza, ze triada sktada si¢ z dwoch sqsiednich grup, a trzecia pochodzi z najblizszego
sgsiedztwa. (C) Czgsteczki wzorcowe dla grup karboksylowych na Sciance bocznej i na
wierzchotku stosowane do wyznaczenia tadunkow czgstkowych i topologii sktadowych pola sit,
ktore majq by¢ wszczepione do nanorurki.
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Czasteczka kwasu benzoesowego zostala wykorzystana do wyznaczenia
fadunkéw punktowych na poszczegédlnych atomach przy uzyciu omawianej juz
procedury RESP (Vanquelef i in. 2011), a ich wartosci przedstawione s3 na
Rys. 9.1. C. Topologia pola sitowego z wszytg grupa -COOH zostata wygenerowana przy
uzyciu skryptu AcPyPe, (Sousa da Silva i Vranken 2012) podobnie jak w rozdziale 7.1.
Grupy karboksylowe rozmieszczono na obwodzie nanorurki wedlug schematu
przedstawionego na Rys. 9.1. W zaleznos$ci od chiralnosci CNT struktura atomowa
koncowki nanorurki r6zni si¢, co prowadzi do odmiennego rozmieszczenia grup COOH.
Dodatkowo przyjeto, ze grupy karboksylowe moga przytaczaé si¢ do krawedzi nanorurki
z r6zng czestoscig - prowadzac do roznych gestosci grup COOH na obwodzie CNT.
Rozne sekwencje utozenia grup COOH s3 oznaczone na Rys. 9.1 symbolami (1) - kazdy
wegiel obsadzony grupg COOH, (2) - co drugi wegiel obsadzony grupa COOH oraz (3) -
dwa kolejne i co drugi wegiel obsadzony grupg COOH. W ten sposob uzyskano trzy rézne
geometrie grup COOH uzyte w dalszym kroku do ataku na triady cytozyn w obrebie
dupleksu DNA.

Funkcjonalizacj¢ $cian bocznych CNT przeprowadzono wedlug tej samej
procedury. Jednak w tym przypadku czasteczkg szablonem byl fragment, zbudowany
z trzech sgsiednich pierscieni benzenowych z grupg COOH potaczong z centralnym
atomem wegla, jak pokazano na Rys. 9.1.C (po lewej stronie). Przy funkcjonalizacji
przyjeto, ze gestos¢ grup karboksylowych na §cianach bocznych wynosi 2% catkowitej
liczby atomow wegla w nanorurce.

Badane uktady dzielg si¢ na funkcjonalizowane na koncowce 1 funkcjonalizowane
na S$cianie bocznej. Uklady funkcjonalizowane na koncdéwce miaty nastepujace
chiralnosci: (5,0), (7,0), (10,0), (15,0), (3.3), (4.4), (6,6), (7,7) 1 (9,9). Kazda
z wymienionych chiralno$ci byta testowana przy uzyciu omawianych trzech réznych
sekwencji ulozenia grup karboksylowych w koncéwce nanorurki. Znaczenie etykiet (1),
(2) i (3 wyjasniono w opisie Rys. 9.1.

Nazwy badanych uktadow sktadajg si¢ z trzech liczb, pierwsze dwie w nawiasach
oznaczaja chiralno$¢ nanorurki, a trzecia oznacza sekwencje grup karboksylowych
uzytych do dokowania. Na przyktad uktad (5,0)1 oznacza CNT z chiralnoscig (5,0)
i sekwencja (1) zdefiniowang na Rys. 9.1.

Uktady funkcjonalizowane na §cianach bocznych sktadaja si¢ z nanorurek o takich
samych chiralno$ciach jak powyzej plus dwie dodatkowe (20,0) 1 (11,11). Poniewaz

w tym przypadku do dokowania uzywano tylko jednej grupy karboksylowe;j
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(zlokalizowanej mniej wigcej w $rodku nanorurki), liczba réznych uktadéw wynosi
12x3=36, gdyz proby dokowania odbywaty si¢ dla kazdej z trzech cytozyn w triadzie.
Nazwy tych ukladow ustalono za pomoca indekséw chiralnych i cyfry 1,2 lub 3, ktéra
oznacza cytozyne, do ktorej nastepuje proba dokowania. Na przykitad nazwa (5,0)2
oznacza nanorurke (5,0) przyciagang do cytozyny w $rodku triady. Cyfry 1 1 3 oznaczaja
odpowiednio cytozyng¢ na lewo (1) lub na prawo (3) od cytozyny srodkowej. Tak wigc ta
sama nazwa uktadu dla nanorurek funkcjonalizowanych na koncéwce i Sciance bocznej

oznacza inng sytuacje fizyczna.
9.1.2. Helisa Watsona-Cricka

Proby dokowania przeprowadzono przy uzyciu standardowej struktury dupleksu
DNA. Architektur¢ molekularng tej struktury wygenerowano za pomocg programu
fd helix.c dostepnego na stronie internetowej grupy Davida A. Case. Prawoskregtna
podwdjna helisa B-DNA zostala wygenerowana przy wuzyciu sekwencji
(TTAGGG):(CCCTAA) powtodrzonej pieé¢ razy, Powstaty dupleks sktadat si¢ z 60 zasad
azotowych. Struktura ta jest pokazana na Rys.9.2 A. Sekwencja trzech sasiednich cytozyn
w $rodku dupleksu Watsona-Cricka (WC), zostala wybrana jako kieszen do dokowania
nanorurki funkcjonalizowanej COOH (Rys.9.2 B.). Atomy azotu, do ktérych protony
moga by¢ potencjalnie przytaczone w pH kwasnym oznaczono kolorem niebieskim na
koncach r6zowo-niebieskich pateczek. Jak wida¢, te atomy azotu sg dostepne od strony
szerokiego rowka dupleksu. Rys. 9.2 C przedstawia przyktad dokowania dla nanorurki ze
sfunkcjonalizowang koncoéwka typu (3,3)3. Strzatki na Rys. 9.2 C. pokazujg pary atomow

OH:--N, pomi¢dzy ktorymi moze zachodzi¢ transfer protonow.
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Rys. 9.2. (A) Schematyczne przedstawienie calej struktury dupleksu WC zastosowanej
w badaniu. (B) Powigkszony przekroj dupleksu WC z sekwencjq trzech cytozyn, ktore sq podatne
na protonacje. (C) Przyktad wyniku dokowania dla uktadu (3,3)3. Zaznaczone strzatkami, zolte
przerywane linie, oznaczajq pary wodor-azot, pomiedzy ktorymi rozwazany jest transfer protonu.

9.1.3. Szczegoly obliczeniowe dotyczgce dynamiki molekularnej

Wszystkie obliczenia prezentowane w tym rozdziale przeprowadzono przy uzyciu
pakietu obliczeniowego LAMMPS. Rozmiary pudetek symulacyjnych wynosity okoto
100A x 100A x 100A, a catkowita ilo§¢ atoméw wynosita 80 000-100 000 w zaleznosci
od danego uktadu. Liczba czgstek wody wynosita 26 000 — 30 000, a algorytm SHAKE

byt uzywany do usztywniania czasteczek wody. Uktady zawieraty rowniez odpowiednie
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iloéci jonéw Na' i CI°, aby skompensowac¢ tadunek szkieletu fosforanowego i wytworzy¢
site jonowg roztworu 0,15 mol L. Obliczenia przeprowadzono w zespole NPT z krokiem
catkowania 2 fs, a odlegtos¢ odcigcia dla oddziatywan mig¢dzyatomowych wynosita
12A. Periodyczne warunki brzegowe zastosowano we wszystkich kierunkach,
a oddziatywania elektrostatyczne sumowano stosujac metode pppm (ang. Particle—
Particle—Particle-Mesh), bedaca modyfikacja algorytmu sumowania Ewalda. Cisnienie
1 temperaturg kontrolowano za pomocg barostatu Nose-Hoover’a.

Poczatkowo dupleks DNA 1 funkcjonalizowana nanorurka weglowa zostaty
umieszczone w pewnej odlegtosci (wigkszej niz zakres oddziatywania) oraz zostaty
poddane relaksacji i réwnowagowaniu w wodzie. W trakcie réwnowagowania oba
zwiazki byly unieruchomione w swoich poczatkowych pozycjach. Dupleks DNA byt
traktowany jako cialo sztywne zardwno na etapie rOwnowagowania, jak 1 podczas
proceséw dokowania. Okazalo si¢ to konieczne, poniewaz w przeciwnym razie podczas
zderzenia nanorurki z dupleksem DNA, obszar zderzenia DNA byt silnie deformowany
pod wptywem pedu nanorurki. Oczywiscie prowadzitloby to do uzyskania sztucznie
dobrych dopasowan grup karboksylowych i1 atoméw azotu na bardzo krotkich
odlegtosciach miedzy nimi i co za tym idzie zafalszowania obrazu geometrycznego.
Dlatego sztywna struktura dupleksu DNA prawidtowo przedstawia geometryczny dostep
sfunkcjonalizowanej nanorurki do wewnetrznej sekwencji triad cytozyny. Ponadto dane
literaturowe sugeruja, ze dsDNA jest rzeczywiscie stosunkowo sztywna struktura, gdy
wezmie si¢ pod uwage jego interakcje z jednosciennymi CNTSs (Santosh i in. 2012).

Procesy dokowania przeprowadzano zgodnie 2z nastgpujaca procedura.
W przypadku nanorurek z funkcjonalng koncoéwka, do kazdego atomu wodoru
nalezacego do danego zestawu (1), (2) lub (3) uktadu grup karboksylowych byta
dotagczona sprezyna. Drugie konce sprezyn zostaly przymocowane do punktéw
poruszajacych si¢ w kierunku trzech atomow azotu nalezacych do reszt cytozyny, jak
pokazano na Rys. 9.2.B. Punkty te poruszaty si¢ ze stalymi predko$ciami tak dobranymi,
aby poruszajace si¢ punkty mogly osiggna¢ cel w ciggu 2 ns. State sitowe dla sprezyn
byly dobrane tak, aby znalez¢ optymalng sitg¢ prowadzaca do skutecznego przeciagnigcia
nanorurki 1 jednocze$nie minimalnego zaburzenia naturalnego ruchu obiektow
zwiazanego z potencjatami migdzyatomowymi. Warto$¢ tej stalej wynosita 0,8 eV A2,
Podczas przeciggania CNT w kierunku triad cytozyny monitorowano prac¢ zwigzang

z sitami, przeciwko ktérym postepowat ruch. Monitorowano rowniez odleglosci migdzy
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wodorami z grup COOH i azotami w obrgbie pierScieni cytozyny, w rezultacie
skonstruowano wykresy pracy w funkcji odleglosci dla kazdej pary H-N.

W przypadku CNTSs funkcjonalizowanych na $cianach bocznych, sprezyny byty
umieszczone pomigdzy wodorem z grupy karboksylowej, zlokalizowanej gdzies$
w Srodkowej cze$ci nanorurki, a punktem przesuwajacym si¢ w kierunku jednej z cytozyn
w dupleksie WC. Ta sama procedura obliczeniowa zostala zastosowana do pomiaru pracy
zwigzanej z przecigganiem CNT. W tym przypadku, jak wspomniano, uzyto tylko jedne;j
pary H-N, poniewaz zalozono, ze protonowanie moze by¢ w tym przypadku
sekwencyjne. Oznacza to, ze cytozyny moga by¢ protonowane jedna po drugiej podczas
slizgania si¢ CNT w szerokim rowku dupleksu. Wiele grup karboksylowych ze $ciany
bocznej moze wigc niezaleznie zbliza¢ si¢ do triad cytozyn. W przeciwienstwie do tego,
funkcjonalizacja na wierzchotku wymaga jednoczesnego uderzenia grup karboksylowych

w triady cytozyn, aby nastgpito ich skuteczne sprotonowanie.
9.1.4. Szczegdoly dotyczgce obliczen kwantowo-chemicznych

Gléwnym celem obliczen kwantowo-chemicznych  bylo sprawdzenie czy
przeniesienie protonu z grupy karboksylowej do azotu z pierScienia cytozyny jest
mozliwe w kilku konkretnych przypadkach. Takie obliczenia kwantowo-chemiczne
przeprowadzono tylko dla dwoch wybranych uktadow, roznigcych si¢ zasadniczo
lokalizacja grup COOH, tj. na $cianie bocznej lub na kofcu nanorurki. Wspotrzedne
atomowe obu uktadow zaczerpni¢to z wynikoOw symulacji dynamiki molekularne;j.
Dodatkowo do obliczen na poziomie kwantowym wybierano tylko ich najwazniejsze
fragmenty ze wzgledu na rozmiar 1 ilo§¢ atomow w uktadach.

Uproszczone struktury wybrane do obliczen kwantowo-chemicznych zawieraty
odpowiednio 572 1 545 atoméw dla obu uktadow. Dla tak duzych uktadéw wykonanie
obliczen ab initio lub DFT energii 1 jej gradientu, niezbednych do optymalizacji
geometrii, byloby bardzo czasochionne. Dlatego uklady te opisano za pomoca
mieszanego zbioru baz funkcyjnych: doktadniejszego dla najwazniejszej czes$ci uktadu
1 mniej doktadnego na pozostatych atomach. Te dwa zestawy baz funkcyjnych zostaly
wybrane jako 6-31g-dp i STO-2g (Francl i in. 1982). Baza funkcyjna 6-31g-dp zostata
uzyta dla zespotu atomdéw nalezacych do ,,centrum aktywnego” danego uktadu, natomiast
STO-2g dla pozostatych atomoéw. Centrum aktywne powinno jednak zawiera¢ mozliwe

wszystkie istotne atomy tak aby wtasciwie odwzorowac Sciezke reakcji. Jednoczesnie
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liczba tych atomow powinna by¢ mozliwie niewielka. Dlatego w przypadku nanorurki
funkcjonalizowanej na $ciance bocznej, wybrano jako rozsadny kompromis mig¢dzy
doktadnoscia, a wydajnoscia obliczeniowa, wszystkie atomy w odlegltosci 5 A albo od
atomu wodoru (z grupy COOH), albo od atomu azotu (w obrebie pier§cienia cytozyny),
oba biorace udziat w rozwazanej reakcji przeniesienia protonu. W rezultacie catkowita
liczba atoméw w centrum aktywnym wyniosta 75.

W przypadku nanorurki funkcjonalizowanej na koncéwce, zawierajacej trzy
grupy karboksylowe, centrum aktywne musi zawiera¢ wszystkie te grupy wraz z trzema
odpowiednimi pier§cieniami cytozyny. Stosujac te sama koncepcje wybierania atomow
do miejsca aktywnego, uzyskano obszar zawierajacy 133 atomy. Atomy te znajdowaty
sie w odlegltoéci mniejszej niz 5 A od ktéregokolwiek z atoméw wodordéw i azotu,
bioracych udziat w reakcjach przeniesienia protonow.

Analiza energetyczna $ciezki reakcji wymaga wyznaczenia wartosci energii
uktadu w conajmniej trzech punktach powierzchni energii potencjalnej (PES): struktura
poczatkowa (minimum lokalne), struktura koncowa (minimum lokalne) i taczacy je stan
przejSciowy (punkt siodtowy). W tym celu zastosowano metode, opierajaca si¢ na
zastosowaniu sily zewnetrznej, ktéra wypycha wodér (z grupy karboksylowej)
w Kierunku azotu (w pierScieniu cytozyny). Jest to tzw. metoda wymuszonej
optymalizacji geometrii (EGO) (Wolinski i Baker 2010). W metodzie EGO wykonywana
jest standardowa optymalizacja geometrii, ale z dodatkowymi sitami zewnetrznymi
dzialajacymi na wybrane atomy. Metoda ta zostata ostatnio z powodzeniem zastosowana
do badania reakcji przeniesienia protondw w czasteczce 2-metylofuranu (Brzyska i
Wolinski 2020). Tak wigc, w kazdej parze ,,grupa karboksylowa - piersciefi cytozynowy”,
w ktorej ma zachodzi¢ reakcja przeniesienia protonu, przylozono do wybranego wodoru
site zewnetrzng rzedu 0,050-0,100 au (1 au = 82 400 pN), popychajacg go w kierunku
danego azotu. Podczas optymalizacji geometrii wodor przemieszceza si¢ wzdhuz Sciezki
o najnizszej energii na PES, od grupy karboksylowej w kierunku azotu w pierscieniu
cytozyny. W kazdym cyklu optymalizacji zmienia si¢ struktura i energia uktadu, co wida¢
na tzw. wykresie historii optymalizacji geometrii (wykres EGO). Taki wykres pokazuje
barier¢ energetyczna, ktorg trzeba pokonac sitami zewnetrznymi, aby przesuna¢ uktad od
struktury poczatkowej do koncowej. Obecnos¢ takiej bariery energetycznej na wykresie
EGO wskazuje na trwalg zmiane strukturalng uktadu molekularnego. Nalezy jednak
pamietac, ze kazda konstrukcja z wykresu EGO reprezentuje strukture naprezong z uwagi

na istnienie sit zewnetrznych. Takg naprezong strukture nalezy nastepnie zrzutowac¢ na
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zwykly PES, tj. dokona¢ optymalizacji geometrii bez zadnych sil zewngtrznych. Kazda
struktura z wykresu EGO przed maksimum energii po relaksacji powrdci do struktury
poczatkowej, podczas gdy struktury za barierg energetyczng przejda do nowego
lokalnego minimum, w analizowanym przypadku do koncowego produktu, zwigzanego
z reakcja przeniesienia protonu. Struktura, ktéra odpowiada maksimum energii na
wykresie EGO, stanowi zwykle dobry punkt wyjscia do poszukiwan stanu przejsciowego.

Wszystkie obliczenia przedstawione w niniejszym rozdziale zostaty wykonane na
poziomie DFT, z potencjalem wymienno-korelacyjnym B3LYP, przy uzyciu zestawu baz
funkcyjnych 6-31g-dp/STO-2g. Obliczenia te zostalty wykonane przy uzyciu programow
PQS i PQSViewer (Baker i in. 2009). Wybor funkcjonatu B3LYP podyktowany byt jego
wczesniejszym zastosowaniem w badaniach wlasciwosci CNT (Matsuda, Tahir-Kheli, i
Goddard 2010) oraz telomerowych fragmentow DNA, w tym ich niekanonicznych form
(Jissy i Datta 2014).

9.2. Wyniki obliczen i ich dyskusja

9.2.1. Rezultaty dokowania otrzymane przy uyciu dynamiki molekularnej

Wyniki dokowania nanorurek, funkcjonalizowanych grupami
karboksylowanymi, do kieszeni triady cytozyny, zebrano i przedstawiono w Tabeli 9.1.
Wymagana byta duza liczba (36) ukladow, poniewaz poczatkowo trudno bylto
przewidzie¢, jak wrazliwe sa wyniki na uktad grup karboksylowych lub chiralno$¢
nanorurek.

W tej tabeli przedstawiono minimalne odlegtosci znalezione migdzy wodorami
z grup karboksylowych i azotami z aromatycznych pierScieni cytozyny. Wyznaczenie
tych odleglosci oparto na analizie wynikdw symulacji smd. Rys. 9.3.A przedstawia
przyktadowy wykres pracy w funkcji odleglosci, uzyskany dla nanorurki z funkcjonalng
koncowka, tj. dla uktadu (3,3)3. Podobne wykresy uzyskano réwniez dla nanorurek
z funkcjonalng Sciang boczng, chociaz w takich przypadkach kazdy azot w triadzie

cytozyny byl testowany w osobnej symulacji.
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Tabela 9.1. Wyniki dokowania nanorurek z grupami karboksylowymi: wartosci
minimalnych odlegtosci i wykonanych prac, zarejestrowanych podczas przeciggania
nanorurek w kierunku atomow azotu w obrgbie triad cytozyny.

Minimalna odleglo$¢
pomiedzy wodorem a

Praca zwigzana
Z przyciaganiem, eV

azotem, A
na koncowce na koncowce
Nr | Nazwa | Srednica 1 2 3 Sciana 1 2 3 Sciana
ukladu | CNT, A boczna boczna
1 (5.0)1 4.2 3.87 | 3.21 | 3.36 | 3.38 25103 | 1.8 0.4
2 (5.0)2 3.17 1.0
3 (5.0)3 3.58 | 3.65 | 345 | 3.17 1.7 | 16 | 1.6 0.3
4 (7.0)1 5.8 433 | 348 | 3.36 | 3.34 33| 07 | 23 0.7
5 (7.02 445 | 394 | 4.16 | 3.37 34 | 25| 21 1.0
6 (7.0)3 416 | 3.50 | 3.57 | 3.32 1.7 | 09 | 0.7 0.2
7 | (10.0)1 7.9 437 | 3.73 | 358 | 3.72 57 | 05 | 3.2 2.6
8 | (10.0)2 477 | 3.61 | 4.37 | 3.43 45 | 0.3 | 35 1.6
9 | (10.0)3 416 | 3.82 | 4.65 | 3.33 42 114 |19 2.3
10 | (12.0)1 9.4 423 | 3.79 | 3.62 | 3.25 41 | 27 | 04 1.9
11 | (12.0)2 400 | 412 | 3.96 | 3.25 40 | 1.0 | 3.3 1.3
12 | (12.0)3 415 | 402 | 443 | 3.13 30|29 | 24 0.4
13 | (15.0)1 11.6 395 | 373|325 | 3.64 1.7 | 1.3 | 0.6 2.8
14 | (15.0)2 423 | 341|392 | 351 6.2 | 0.7 | 2.7 2.0
15 | (15.0)3 450 | 3.72 | 352 | 3.58 47 1 0.1 ] 0.9 1.3
16 | (20.0)1 15.7 3.40 2.2
17 | (20.0)2 3.53 1.9
18 | (20.0)3 3.74 2.0
19| (3.3)1 4.4 3.79 | 3.26 | 3.38 | 3.30 25 110 | 11 1.4
20 | (3.3)2 3.92 | 406 | 3.65 | 3.30 27 | 34 |19 0.8
21 | (3.3)3 355 | 323|350 3.55 25107 | 0.8 1.4
22 | (4.4)1 5.8 460 | 3.38 | 3.53 | 3.42 31 (15| 18 0.3
23 | (4.4)2 3.76 | 3.35 | 3.43 | 3.27 22 129 |18 1.1
24 | (4.4)3 406 | 3.31 | 350 | 3.24 411 13| 0.9 0.8
25| (6.6)1 8.1 425 | 324 | 418 | 3.38 31| 12 | 3.6 0.4
26 | (6.6)2 464 | 352 | 430 | 3.43 45 | 25 | 5.7 1.0
27 | (6.6)3 552 | 403 | 3.79 | 3.35 42 | 54 | 21 1.0
28 | (7.7)1 9.8 416 | 437 | 358 | 3.72 41 | 48 | -05 15
29 | (71.7)2 418 | 359 | 3.76 | 3.44 36 | 14 | 31 15
30| (7.7)3 359 | 387 | 359 | 3.62 32 | 17 | 31 1.2
31| (9.9)1 12.6 456 | 3.78 | 3.40 | 3.68 55| 16 | -0.1 2.1
32| (9.9)2 494 | 404 | 480 | 3.40 36 | 28 | 3.0 1.6
33| (9.9)3 423 | 430 | 443 | 3.26 43 | 37 | 24 1.9
34 | (11111 15.3 3.74 3.5
35 | (11.11)2 3.59 2.1
36 | (11.11)3 3.66 5.0
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Idea okreslenia najlepszego mozliwego dostgpu grup karboksylowych do kieszeni
cytozynowej polega na jednoczesnej analizie minimalnych dystansow pomiedzy
atomami wodoru i1 azotu jak rowniez minimalnej pracy temu towarzyszacej. Podczas
przeciggania, prace obliczone dla kazdej pary H-N sg stosunkowo niewielkie na
odlegtoéciach wigkszych niz okoto 6 A. Jednak zaczynaja one gwattownie rosnaé, gdy
atom wodoru napotyka przeszkody steryczne, poniewaz sita z ktorg nastgpuje ruch musi
by¢ wtedy zwigkszona. W pewnym momencie ruch atomu wodoru jest catkowicie
zablokowany, poniewaz przeszkod sterycznych nie da si¢ juz pokona¢ i obserwujemy
,»skoki” na wykresach z Rys. 9.1A. Odlegtosci, odpowiadajace tym skokom, uwaza si¢
za najblizsze mozliwe przy danej kombinacji chiralno$ci nanorurek i sekwencji grup
karboksylowych. Wartosci prac, od ktorych zaczynaja si¢ skoki, sg rOwniez interesujaca
informacja, poniewaz informujg o tym, jak "latwo" mozna uzyska¢ dang konfiguracje.

Rys. 9.3B. przedstawia wyniki z Tabeli 9.1. w tatwiejszej do analizy formie
graficznej. Dla CNT funkcjonalizowanych na koncach przedstawiono jedynie najwigksza
warto$¢ odlegto$ci znaleziong w danej triadzie. Jest to wystarczajace do podjgcia decyzji
co do uzytecznosci danego uktadu, gdyz najtrudniejszy element decyduje o uzytecznos$ci
catego zespotu elementow. Zaktadamy tutaj, ze im mniejsza odleglo$¢ na jaka moga
zblizy¢ si¢ atomy H i N, tym bardziej prawdopodobny jest transfer protonu, a pomys$lne
protonowanie ma miejsce tylko wtedy, gdy trzy cytozyny sa sprotonowane jednoczesnie.
W przypadku nanorurki z funkcjonalizowang $ciang boczng mamy jedna parg
minimalnych wartosci odlegtosci 1 pracy, gdyz w takim przypadku protonacja

poszczegbdlnych cytozyn w triadzie zachodzi niezaleznie.
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Rys. 9.3. (4) Przykiadowy wykres pracy w funkcji odlegtosci dla uktadu (3,3)3, wykorzystanego
do okreslenia minimalnych odleglosci miedzy H-N przedstawionymi w Tabeli 9.1. Krzyzyk na
kazdym wykresie pokazuje punkt, w ktorym praca zaczyna gwattownie rosngé — wspotrzedne tego
punktu to wartosci odlegtosci i pracy z Tabeli 9.1. Czerwona strzatka wskazuje kierunek
przeciggania. (B) Minimalne odleglosci z Tabeli 9.1; dla nanorurek z funkcjonalizowang
koncowkq do wykreslenia wybrano jedynie maksymalng odlegtos¢, znaleziong w zestawie trzech
par.

Analiza danych z Tabeli 9.1. 1 wykresu 9.3B. prowadzi do kilku interesujacych
wnioskow. Mianowicie widzimy, ze sekwencja grup karboksylowych (1), (2) lub (3) ma
pewien wptyw na najlepszy mozliwy dostep tych grup do triad cytozyny. Jednak efekt
ten jest mniejszy niz mozna by oczekiwaé, poniewaz prawie wszystkie wartosci
minimalnych odleglo$ci mieszczg sic w zakresie 3-5 A. Podobnie chiralnoéé i $rednica
nanorurek maja jedynie umiarkowany wplyw 1 wydaje si¢, ze nanorurki
funkcjonalizowane na koncach o posérednich $rednicach 8-9 A s3 najmniej skuteczne.
Wydaje sie, ze nanorurki funkcjonalizowane na $ciankach bocznych sg ogdlnie bardziej
skuteczne niz te z funkcyjna koncoéwka, a roznice migdzy réznymi nanorurkami sg jeszcze

mniej wyrazne.
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Ogdlng tendencja, poparta gtdwnie wyznaczonymi wartosciami prac jest to, ze
waskie nanorurki majg tatwiejszy dostep do cytozyny w dupleksie DNA niz szersze.
Funkcjonalizacja $ciany bocznej jest réwniez bardziej efektywna z punktu widzenia
dostgpu grup karboksylowych do cytozyn. Moze to wspiera¢ eksperymentalne
obserwacje Chen’a i wsp. (Chen i in. 2012), ktérzy odkryli r6zne efekty interakcji
jednosciennych 1 wielo$ciennych nanorurek z telomerowymi sekwencjami DNA.
Zdecydowanie waznym czynnikiem, odpowiedzialnym za aktywno$¢ nanorurek
jednosciennych i1 brak aktywno$ci nanorurek wielosciennych, jest srednica nanorurki.
Maksymalne $rednice badanych nanorurek ograniczaja si¢ do nanorurek (20,0) typu
zygzak lub (11,11) o strukturze fotelowej, ktére maja $rednice okolo 15 A. W obu
przypadkach uzyskano do$§¢ mate wartosci minimalnych odleglo$ci migdzy grupa
karboksylowa a cytozynami, ale jednocze$nie naktad pracy potrzebny do osiggnigcia tych
stanow jest duzy. Wspomniane mate odlegtosci uzyskano kosztem pewnej deformacji
scian bocznych nanorurki w sgsiedztwie grupy karboksylowej. Efekt ten powinien
znikng¢ dla znacznie szerszych i twardszych wielosciennych nanorurek, co powinno
prowadzi¢ do znacznego wzrostu minimalnych odleglo$ci jak i1 prac zwigzanych z ich
osiagnieciem.

Ogolny wniosek ptynacy z prob dokowania przy pomocy dynamiki molekularnej
jest taki, ze bez wzgledu na sekwencj¢ grup karboksylowych na koncowce nanorurki lub
chiralno$é/érednice nanorurki (do ok. 15 A), grupy karboksylowe s3 w stanie uzyskaé
dostep do cytozyny, przez szeroki rowek z mniej wigcej taka samg skutecznos$cia.
Kolejnym pytaniem jest zatem, czy w tej konfiguracji moze wystgpi¢ bezposrednie
przeniesienie protonu, prowadzace do protonowanych cytozyn 1 zjonizowanej
karboksylowanej nanorurki.

Analiza kwantowo-chemiczna wszystkich przypadkow, przedstawionych
w Tabeli 9.1., bytaby niezwykle czasochtonna. Dlatego skupiono si¢ tylko na dwoch
uktadach: 20 1 21, odpowiadajacych nanorurkom (3,3) o strukturze fotelowej, ktore
zostaly wybrane ze wzgledu na najlepsze cechy zobrazowane danymi dokowania w
Tabeli 9.1. Uktady te zapewniaja bliski kontakt wodoréw z grup karboksylowych i azotu
z cytozyny. Co wiecej, w tych dwoch przypadkach koszt energii zwigzany z dotarciem
do tych bliskich kontaktow byt najnizszy w poréwnaniu z innymi przypadkami. Tak wigc
w uktadzie nr. 20 skupiono si¢ na nanorurce z funkcjonalng $ciang boczna, podczas gdy
w uktadzie 21 wzigto pod uwage nanorurke sfunkcjonalizowang na koncach. Uktad 21,

jak pokazano na Rys. 9.3B, reprezentuje wprost najlepsza mozliwg konfiguracja grup
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karboksylowych w triadzie cytozyn. Z kolei uktad 20 reprezentuje z grubsza podobny
dostep grupy karboksylowej do triady cytozyny jak inne uktady, ale wybrano go ze
wzgledu na mate rozmiary nanorurki i takg sama chiralnos¢ jak w uktadzie 21.

Te dwa uktady poddano dodatkowym obliczeniom dynamiki molekularne;j
z nieznacznie zmodyfikowanymi warunkami brzegowymi. Dupleksu DNA nie
traktowano juz jako bryle sztywna, ale kazdy atom byl utrzymywany blisko swojego
poczatkowego potozenia dzigki przytozeniu zewnetrznych sit sprezystych przy uzyciu
potencjatu harmonicznego o stalej sitowej 0,01 eV A2. Zastosowanie tego potencjatu
pozwala na pewien ruch i relaksacj¢ atomdéw, ale zapewnia utrzymanie nienaruszonego
dupleksu DNA podczas interakcji z CNT. W celu zachowania odleglos$ci migdzy grupami
COOH nanorurki a cytozynami zastosowano dodatkowy potencjat harmoniczny mig¢dzy
atomami H-N. Symulacje przeprowadzono przy liniowo malejacej temperaturze od 310
do 10 K, aby uzyska¢ rozluznienie struktury, z geometriami zblizonymi do stanow
podstawowych. Uzyskane struktury zostaly nastgpnie wykorzystane do przygotowania

plikow wyjsciowych do obliczen metodami chemii kwantowe;.
9.2.2. Kwantowo-chemiczna analiza reakcji przenoszenia protonow

Uktady w Tabeli 9.1. r6znig si¢ gtéwnie chiralnoscia CNT. Parametr ten ma
wyptyw na wilasciwosci chemiczne CNT, co objawia si¢ gldwnie warto$cig przerwy
energetyczne] pasma wzbronionego i1 moze wpltywa¢ na reaktywno$¢ nanorurek.
Nanorurki o matej $rednicy sa bardziej reaktywne niz szersze, zatem wykonujac
obliczenia kwantowe dla uktadéow z waskimi nanorurkami (3,3) uzyskamy uklady
o potencjalnie najwyzszej reaktywnosci sposrod zestawionych w table 9.1.

Poniewaz rozwazane uklady sa zbyt duze do obliczen metodami chemii
kwantowej, nalezalo wybra¢ tylko najwazniejsze ich cze$ci czyli dyskutowane juz
wczesniej centra aktywne. Zatem do obliczen wzigto tylko 14 residuéw z dupleksu
odpowiadajacych 14 segmentom fosforanowo-cukrowym, z ktérych 7 byto bogatych
w C, podczas gdy pozostate 7 bylo komplementarnymi fragmentami bogatymi w G.
CNTs zostaly rowniez skrocone do 60 najblizszych atomow wegla, w przypadku uktadu
21 z sfunkcjonalizowang koncoéwka i do 100 najblizszych atomow wegla, w przypadku
uktadu 20 z funkcyjnymi $cianami bocznymi. Z uktadéw usuni¢to wod¢ i jony,
a wszystkie przerwane wigzania w DNA i CNT zostaly nasycone atomami wodoru. Brak
czasteczek wody, w postaci modelu jawnego, w uktadzie mozna postrzegaé jako zbyt

daleko idace uproszczenie, jednakze zamiarem badan bylo sprawdzenie, czy mozliwy jest
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bezposredni transfer protonu z karboksylowanej nanorurki do cytozyny. Protonowanie
cytozyn w kwasnym pH jest dobrze znanym faktem do$wiadczalnym, dlatego mozliwe
jest rowniez, ze grupy karboksylowe czg¢sciowo dysocjuja i stuzg jako zrédto protonow,
ktore posrednio protonuja cytozyny w iM. Zatem bezposredni transfer protonow jest
kolejna Sciezka 1 wyjasnia specyficzng role CNTs w stabilizacji iM. Z drugiej strony,
jawne uwzglednienie czasteczek wody jest technicznie niemozliwe z punktu widzenia
czasu obliczen.

W przeprowadzonych badaniach rozwazono najpierw reakcje przeniesienia
protonu dla CNT z sfunkcjonalizowang $ciang boczng (3,3), tj. ukltad numer 20.
Zasadnicze wyniki dotyczace mechanizmu reakcji podsumowano na Rys. 9.4, natomiast
Rys. 9.5. przedstawia konfiguracje najwazniejszych stanow uktadu w trakcie reakcji.
W uktadzie nr 20 rozwazany jest transport jednego protonu. Jest to zatem koncepcyjnie
do$¢ jasny proces, ktorego kolejne etapy sa przedstawione jako stany s1-s4 na Rys. 9.4.
Stan sl jest stanem poczatkowym, uzyskanym w wyniku optymalizacji geometrii,
wykorzystujac jako stan wyjsciowy stan, pobrany bezposrednio z obliczen MD. Jego
graficzng reprezentacje pokazano na Rys. 9.5. Warto wspomnie¢, ze stan s1 nie rozni si¢
zbytnio od jego poczatkowej konfiguracji, bedacej stanem z konca obliczen MD; warto$¢
pierwiastka ze $redniego kwadratowego odchylenia (RMSD) migdzy nimi
wyniosta 0,39 A.
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Rys. 9.4. Wykres EGO dla reakcji przeniesienia protonu w przypadku nanorurki (3,3)

z funkcjonalng Sciang boczng. Znaczenie stanow sl-s4 i TS wyjasniono w tekscie.
(1 eV = 96,5 kJ mol = 39 kT w temperaturze pokojowej).
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Rys. 9.5. Konfiguracje najwazniejszych stanow uktadu nr. 20, tj. nanorurka z sfunkcjonalizowang
Sciang boczng, podczas reakcji przeniesienia protonu. Kolorem czerwonym zaznaczono
fragmenty ukladu, bezposrednio biorgce udzial w reakcji, kule czerwone reprezentujq pare
wodor-azot, pomiedzy ktorymi zachodzi reakcja, a liczby oznaczajg odlegtosci miedzy nimi
wyrazone w angstremach.

Obliczenia EGO rozpoczgto od stanu sl 1 w kolejnych cyklach optymalizacji
z sitg zewnetrzng 0,075 au uktad ewoluowat do stanu s2. Jak wida¢ na wykresie EGO,
stan s2 jest stanem maksymalnej energii odpowiadajacej znacznemu przemieszczeniu
wodoru z poczatkowej pozycji, ale nadal do$¢ daleko od produktu reakcji, czyli
protonowanego azotu w pierScieniu cytozyny. Kontynuacja przebiegu EGO
doprowadzita ostatecznie do pierwszego minimum energii (s3), ktore jest bardzo bliskie
pozadanemu produktowi reakcji przeniesienia protonu.

Oba stany na wykresie EGO, odpowiadajace maksimum energii (S2) i minimum
energii (s3), reprezentuja struktury naprgzone, spowodowane obecno$cig sit

zewngtrznych. Stanowig bardzo dobry punkt wyjécia do poszukiwania stanu
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przejsciowego i geometrii koncowego produktu przeniesienia protonéw. W kolejnym
kroku nalezy je ponownie zoptymalizowa¢ bez przyktadania sit zewngtrznych. Zatem
ponowna optymalizacja stanu s3 doprowadzita do koncowego produktu przeniesienia
protonoéw s4, natomiast ponowna optymalizacja s2 doprowadzita do uzyskania geometrii
stanu przej$ciowego TS dla reakcji s1— s4.

Strukture stanu s4 pokazano na Rys. 9.5. W zwigzku z tym uzyskano stabilng
protonowang cytozyne z odlegltoscia miedzy N i H réwna 1,0 A w czasteczce DNA
1 zdeprotonowang grupe karboksylowg w nanorurce weglowej. Jak wida¢ na Rys. 9.4,
stany s1 i s4 (substrat i produkt) oddziela bariera o energii 1,31 eV (126 kJ mol™), a to
oznacza, ze reakcja jest endotermiczna i wymaga dostarczenia znacznej ilo$ci energii.

Na Rys. 9.5. pokazano rowniez strukture¢ stanu przejsciowego TS. Energia TS
w stosunku do s1 wynosi 1,70 eV (162 kJ mol™?). Oznacza to, ze jest bardzo mato
prawdopodobne, aby ta reakcja mogta zachodzi¢ w warunkach normalnych. Tunelowanie
kwantowo-chemiczne (Castro i Karney 2020), ktore jest dodatkowa $ciezkg reakcji dla
lekkich atomoéw, takich jak proton, wydaje si¢ rowniez nie dziala¢ co jest
prawdopodobnie zwigzane z duza odlegloécia (3,3 A w stanie s1), jaka mialby przebyé
proton.
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Rys. 9.6. Wykresy EGO dla trzech reakcji przeniesienia protonu w przypadku nanorurek
z sfunkcjonalizowanq koncowkq (3,3). Znaczenie stanow tl, t2, t3 i t4 wyjasniono w tekscie
(1 eV =96,5 kJ mol = 39 kT w temperaturze pokojowej).

W drugim uktadzie (nr. 21) obliczenia kwantowo-chemiczne mialy odpowiedzie¢
na pytanie, czy mozliwe jest jednoczesne przeniesienie trzech protonéw z trzech grup

karboksylowych, zlokalizowanych na koncowce nanorurki do odpowiadajacych im
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trzech cytozyn. W tym przypadku mamy wigc do czynienia z problemem trzech
rownolegtych reakcji, ktére w zasadzie mogg by¢ przynajmniej czesciowo sprzgzone. Do
modelowania tego procesu wykorzystano rowniez metode EGO z sitami zewnetrznymi,

przytozonymi jednoczes$nie do trzech wodoroéw karboksylowych. Otrzymane wyniki

podsumowano na Rys. 9.6. i Rys. 9.7.

tl

e

Rys. 9.7. Konfiguracje najwazniejszych stanow uktadu nr. 21, t. z nanorurkg
z sfunkcjonalizowang koncowkq, podczas reakcji przeniesienia protonu. Kolor czerwony, zielony
i Niebieski wyrdzniajq fragmenty ukiadu, ktére bezposrednio biorq udzial w reakcji; rézne kolory
stuzqg do rozroznienia poszczegolnych par wodor-azot (kulki), a liczby oznaczajq odleglosci
miedzy nimi w angstremach. Zétta petla pokazuje obszar, w ktérym nastgpita reprotonacja grup

karboksylowych.
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Podobnie jak poprzednio, strukturg startowg byt stan, uzyskany z klasycznych
symulacji MD, ktéry nastgpnie poddano standardowej optymalizacji geometrii.
Otrzymana struktura tl, pokazana na Rys. 9.7, rézni si¢ tylko nieznacznie od
poczatkowego stanu MD (RMSD miedzy nimi wynosi 0,5 A) i jest punktem wyjécia do
obliczen EGO. Wyniki obliczen EGO przedstawiono na Rys. 9.6. Podczas wymuszonego
transferu wodoréw w kierunku azotu uzyskano maksimum energii w cyklu 33, a punkt
ten odpowiada strukturze t2 pokazanej na Rys. 9.7. Tuz po tym punkcie energia
monotonicznie spada do minimum t3 w cyklu 72. W tym momencie mozemy zobaczy¢
trzy protonowane cytozyny w odleglosci N-H okoto 1,0 A i trzy zjonizowane reszty
karboksylowe, co jest oczekiwanym produktem reakcji na Rys. 9.7. Jak omdéwiono
w podrozdziale 9.1.4., ta napr¢zona struktura t3 powinna by¢ nast¢pnie rozluzniona, tj.
ponownie zoptymalizowana z wytgczonymi sitami zewng¢trznymi, aby uzyska¢ lokalne
minimum energii na PES, odpowiadajace koncowe;j stabilnej strukturze. Po tym etapie
uzyskano koncowy stan t4 pokazany na Rys. 9.7.

Na Rys. 9.7. wida¢, ze stan t3 nie przetrwal po usunigciu sit zewnetrznych, a jego
rozluzniona struktura t4 nie jest juz pozadanym produktem przenieSienia protonoéw.
Czerwona para H-N na Rys. 9.7. ulegla rozktadowi, a atom wodoru powrocit do swojej
grupy karboksylowej w odleglosci 2,0 A miedzy nimi. Co wiecej, niebieska para H-N
zachowata swoje wigzanie z cytozyna, ale jeden wodor z sasiedniej grupy aminowej,
potaczony z pierScieniem cytozyny, odlaczyt si¢ i ponownie sprotonowal grupe
karboksylowg (szara kulka w zotte] petli na Rys. 9.7.). Zatem koncowy stan t4 dla
niebieskich atoméw nadal reprezentuje nieprotonowang cytozyne z tautomerycznym
przegrupowaniem atomoéw wodoru. Dlatego jednoczesne przeniesienie trzech protonow
do trzech pierscieni cytozyny nie powiodto si¢. Stalo si¢ tak gldwnie z powodu atomu
wodoru z czerwonej pary H-N, ktory powrocit do swojej macierzystej grupy
karboksylowej. Pozostale dwa wodory (niebieski i1 zielony) zostaly pomyslnie
przeniesione, ale stan koncowy t4 nie reprezentuje oczekiwanej triady protonowanych
cytozyn. Z tego powodu stan t4 nie moze spontanicznie zwing¢ si¢ w i-motif, poniewaz
nie moze on wytworzy¢ niezbednych wigzan wodorowych (do wygenerowania trzech par
Hoogsteena).

Ogolny wniosek dotyczacy reakcji przeniesienia protonu z nanorurki
z funkcjonalizowang koncoéwka do triad cytozyny jest nastepujacy: ta reakcja nie moze

zachodzi¢ spontanicznie w normalnych warunkach.
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nanorurki weglowe

9.3. Podsumowanie wynikéow

Karboksylowane jedno$cienne nanorurki weglowe sa w stanie selektywnie
indukowac i stabilizowa¢ ludzki telomeryczny i-motif (Li i in. 2006). Ponadto hamuja
aktywnos$¢ telomerazy, co moze wigzac si¢ z selektywng stabilizacjg i-motifu, a nastepnie
indukujg tworzenie G-quadruplekséw réwniez przy pH obojetnym (Chen i in. 2012).
Badania opisane w niniejszej pracy koncentrowaly si¢ na jednym z mozliwych
mechanizméw tego zjawiska, jakim jest bezposredni transfer protonéw z grup
karboksylowych do triad cytozyn, w obrebie telomerowego fragmentu dsDNA.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze bezposrednia reakcja przeniesienia protonu
czy to z nanorurki z sfunkcjonalizowang $ciang boczng, czy z nanorurki
z sfunkcjonalizowang koncowka jest bardzo mato prawdopodobne. Pozornie tatwy dostep
grup karboksylowych do kieszeni cytozynowej, stwierdzony w symulacjach dynamiki
molekularnej, nie zapewnia bezposredniego protonowania cytozyn. Obecnos¢ wody
wydaje si¢ by¢ konieczna albo jako nosnik protonéw, albo jako katalizator, ktory
umozliwia przenoszenie protondw w roztworze wodnym. Rolg karboksylowanych
nanorurek weglowych jest prawdopodobnie bycie zrodtem protondw, ktore za pomoca
katalitycznego dziatania wody posrednio protonuja cytozyny. Niestety uwzglednienie
czasteczek wody w postaci modelu jawnego w obliczeniach QM dla tego typu uktadow
jest niemozliwe 1 nie mozna potwierdzi¢ tej hipotezy obliczeniowo. Z drugiej strony
proces ten zachodzi, poniewaz byl obserwowany eksperymentalnie, a badania
zaprezentowane w powyzszym rozdziale dostarczaja dowodow na to, ze mechanizm
bezposredniego przenoszenia protonéw jest w tym przypadku raczej mato

prawdopodobny.
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10. Podsumowanie

Przedstawiona praca skupia si¢ na badaniach teoretycznych, opartych na
symulacjach metoda dynamiki molekularnej oraz czg$ciowo na obliczeniach kwantowo-
chemicznych, uktadéw ztozonych z fragmentow DNA, zawierajacych niekanoniczne
formy w postaci struktur i-motifu i G-quadrupleksu oraz jednos$ciennych nanorurek
weglowych. Obliczenia MD zostaly oparte na modelu all-atom i jawnej obecno$ci
rozpuszczalnika. W przeprowadzonych badaniach zastosowano klasyczne pole sitowe
Amber, a do opisu nanorurek weglowych zastosowano reaktywny potencjal AIREBO,
ktory jest najbardziej realistycznym polem sitowym dla materialdow weglowych.
Zastosowanie metod dynamiki molekularnej pozwolito na obserwowanie zjawisk, ktore
dla tego typu uktadoéw sa trudno mierzalne eksperymentalnie. Najwazniejsze wyniki
streszczono ponize;j.

1. Wyznaczenie prac niezbednych do rozwinigcia badanych  struktur
niekanonicznych DNA oraz pierwsza analiza ich wzajemnego wplywu na siebie
pozwolito stwierdzi¢, ze struktura Gq jest strukturg wysoce stabilng, niezaleznie
od uzytego podczas badan pH oraz obecnosci iM. Z kolei na stabilnos¢
komplementarnej struktury iM duzy wptyw maja nie tylko wartosci pH, ale takze
obecnos¢ struktury Gq. W pH kwasnym praca potrzebna do rozwinigcia struktury
1M jest porownywalna z pracg zmierzong podczas rozwijania Gq, z kolei w pH
neutralnym praca ta jest znacznie mniejsza, ale nadal niezerowa. Oznacza to, ze
iM w tych warunkach mimo niewielkiej stabilnosci, nadal nie rozwija si¢
spontanicznie, dzigki obecnosci komplementarnego Gq. Dodatkowo stwierdzono,
ze na efekt ten wigkszy wplyw ma nieuporzadkowana, czgsciowo rozwinigta
struktura Gq niz jego nienaruszona forma (rozdziat 6).

2. Analiza interakcji krotkiego fragmentu DNA w postaci iM z nanorurkami
weglowymi pozwolita odkry¢, ze zar6wno protonowana jak i nieprotonowana
forma iM adsorbuje si¢ na powierzchni CNT. Adsorpcja ta nie jest jednak
w zadnym stopniu specyficzna i iM swobodnie porusza si¢ po powierzchni
nanorurki, przy czym w wigkszosci badanych uktadéw iM uktadat si¢ w stosunku
do powierzchni CNT orientacja dolng. Adsorpcja jak 1 $rednica czy
funkcjonalizacja koncowek CNT nie wptynelty w zadnym stopniu na protonowang

forme iM. Z kolei podczas badan adsorpcji nieprotonowanego iM na powierzchni
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CNT stwierdzono, ze waskie nanorurki szybciej i w wigkszym stopniu
przyczyniaja si¢ do degradacji struktury iM niz szersze CNT. Nie zaobserwowano
stabilizacji struktury przestrzennej iM w wyniku interakcji z nanorurkg (rozdziat
7)

. Zaproponowano dedykowang procedure obliczeniowa, umozliwiajaca efektywne
probkowanie przestrzeni konfiguracyjnej dwéch ztozonych ciat, tj. nanorurki
i fragmentu DNA, zawierajacego struktury iM i Gq przy jednoczesnym braku
destrukcyjnego wptywu tej metody na delikatne struktury wewngtrzne tych form
DNA. Stosujac powyzsza metode odkryto, ze obecno$¢ guaninowych grup
funkcyjnych CNT sprzyja konfiguracjom z koncowkami nanorurek blisko
struktur Gq 1 iM, co moze zosta¢ w przyszto§ci wykorzystane do dostarczania
substancji aktywnych w te obszary DNA. Dodatkowo w badaniach nie
stwierdzono stabilizujgcego wptywu CNT na strukture iM, stanowigcego element
wickszej struktury DNA, tj. iG w obojetnym pH, bedacego efektem fizycznego
oddzialywania migedzy tymi dwoma strukturami (rozdziat 8)

. Na podstawie dostepnych informacji literaturowych, sugerujacych mozliwos¢
stabilizacji struktury iM w pH obojetnym w wyniku interakcji z nanorurkami
sfunkcjonalizowanymi grupami karboksylowanymi, przebadano mozliwos¢
bezposredniego transferu protonéw z grup funkcyjnych CNT do triad cytozyn,
w obrebie telomerowego fragmentu DNA. Wykonane badania pozwolily
stwierdzi¢, ze bezposrednia reakcja przeniesienia protonu czy to z nanorurki
z sfunkcjonalizowang $ciang boczna, czy z nanorurki z sfunkcjonalizowang
koncowka jest bardzo mato prawdopodobne. Wspomniana w literaturze rola
karboksylowanych nanorurek weglowych w stabilizacji iM jest prawdopodobnie
zwigzana ze zrodlem protonow, ktore za pomoca katalitycznego dzialania wody

posrednio protonujg cytozyny (rozdziat 9).

Otrzymane wyniki maja duze znaczenie w poszerzeniu wiedzy o wilasciwosciach

niekanonicznych form DNA oraz ich interakcji z nanorurkami weglowymi. Potencjanie

wiedza ta moze przynies$¢ korzysci dla rozwoju dyscypliny badawczej dotyczacej badan

fundamentalnych, projektowania, a nawet wdrazania do badan in vitro/in vivo uktadow

no$nikow lekéw antynowotworowych.
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