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Zasady azotowe nukleotydow to jedno- i dwupierscieniowe zwiazki organiczne o roznorodnych
funkcjach biologicznych. Najlepiej znane sa jako element makromolekut kwaséw nukleinowych,
DNA i RNA, gdzie stanowig element roznicujacy od siebie poszczegolne nukleotydy i jednoczesnie
podstawe mechanizmu kodowania informacji genetycznej wsréd wszystkich zywych organizméw. To
jednak nie koniec funkcji zasad azotowych nukleotydéw. Wchodza one réwniez w sktad biatek, a
konkretnie — centrow aktywnych enzymow, gdzie decyduja o ich funkcji i reaktywnos$ci. Ta ich rola
jest jednym z powodow, dla ktorych zasady azotowe nukleotyddéw sa szeroko badane pod katem bycia
potencjalnymi sktadnikami aktywnymi lekow.

U podstawy wszystkich tych badan lezy doktadne zrozumienie oddziatywan tworzonych przez
zasady azotowe nukleotydow w r6éznych warunkach. Ze wzgledu na swoja budowe, zwiagzki te chetnie
tworza pary, w ktorych dwie molekuly lacza si¢ ze soba za pomoca dwoch (lub wigcej) wigzan
wodorowych réwnoleglych do ich ptaszczyzny. Specyficzno$¢ tworzenia si¢ owych par lezy u
podstaw komplementarnosci nici DNA i zapewnia poprawno$¢ procesu jego replikacji. Jednak oprécz
kanonicznych par zasad zaproponowanych przez Watsona, Cricka i Wilkinsa, i nauczanych juz w
szkole $redniej, istniejg rowniez tak zwane niekanoniczne pary zasad, ktorych szeroki wybor mozna
spotka¢ w RNA. Zwigkszenie liczby mozliwych do stworzenia par jest jednym z czynnikow, dzigki
ktérym RNA pelni tak ré6znorodne funkcje.

W mojej pracy doktorskiej skupiam si¢ na oddzialywaniach sprotonowanych zasad azotowych
nukleotydow w fazie krystalicznej. Wydaje sig¢, Ze jest to waskie zagadnienie, jednak doktadna analiza
owych oddziatywan ujawnia co$ zgota odmiennego. Wiadomo, ze obecno$¢ dodatkowego protonu to
nie tylko zmiana akceptora wigzania wodorowego w jego donor, ale tez zmiana tadunku, a w
konsekwencji — rozktadu gestosci elektronowej, ktora odpowiada za to, jak chetnie dana molekuta

bedzie wchodzi¢ w przerodzne interakcje. W uktadach o znaczeniu biologicznym, gdzie juz niewielka



zmiana wiasciwosci danej molekuly moze prowadzi¢ do destabilizacji catego tancucha kluczowych
dla zycia organizmu reakcji, zagadnienia protonacji nie da si¢ przecenic.

Jedna z metod badania zagadnienia parowania si¢ zasad azotowych nukleotydow moze by¢
analiza czesto$ci formowania si¢ takich par w roznych srodowiskach. Do tej pory roézne grupy
badawcze wykonatly liczne tego typu analizy, podzieli¢ je jednak mozna bylto na dwie grupy — analize
par zasad formowanych przez skrystalizowane molekuty RNA, oraz formowanych w wyniku
symulacji kwantowomechanicznych.

W tym pierwszym przypadku trudno jest o uwzglednienie w analizie lokalizacji protonow. Ze
wzgledu na swoje rozmiary i niezbyt sztywng budowe, makromolekuty stanowig wyzwanie dla metod
analizy strukturalnej, w tym i krystalografii. Jezeli juz struktura krystalicznego RNA zostanie
wyznaczona, lokalizacje protondéw mozna probowaé sie domys$lic. Wystarczy pordéwnaé, gdzie
znajduja sie¢ wodory w neutralnej zasadzie azotowej, a gdzie powinny by¢ jesli dana para ma tworzy¢
wigzania wodorowe narzucone przez geometri¢. Takie podejscie jest jednak niesatysfakcjonujace — raz
ze w ten sposob da sie okres§lic wylacznie lokalizacje protondéw bioracych udziat w wigzaniach
wodorowych, a dwa ze o wiele wigksza warto$¢ maja dane wynikajace bezposrednio z pomiaru, niz
intuicja chemiczna.

Kolejnym elementem wplywajacym na czesto$§¢ formowania si¢ danych par zasad azotowych
nukleotydow w RNA jest polaczenie owych zasad za pomoca tancucha zbudowanego z czasteczek
rybozy potaczonych wigzaniami fosfodiestrowymi. To ogranicza ruch zasad oraz mozliwo$¢ tworzenia
przez nich niektorych typoéw par. Szczegdlnie ,,poszkodowana” jest w tym uktadzie tzw. krawedz
cukrowa (ang. Sugar edge), ktdrg to zasady przytwierdzone sa do rybozy.

Jesli chodzi o obliczenia kwantowomechaniczne, sita rzeczy musza one przyjmowaé pewne
zatozenia 1 uproszczenia, czesto tez nie sg3 w stanie w peini adekwatnie modelowaé wplywu
wszystkich czynnikéw zewnetrznych na formowanie si¢ pary.

W mojej pracy postanowitam wybra¢ trzecig droge, po czesci wolna od ograniczen poprzednich
dwach, jednak wprowadzajgca inne elementy, na ktore trzeba byto zwroci¢ uwage. Opartam swoja
analize czestosci formowania si¢ par zasad azotowych na ich wystgpowaniu w krysztatach matych
molekut organicznych. Wiele tego typu struktur zostalo zdeponowanych w Cambridge Structural
Database (CSD), czyli globalnym repozytorium danych krystalograficznych, zard6wno pochodzacych z
pomiaréw rentgenowskich, jak i neutronowych. Na tyle duzo, ze mozliwym bylo stworzenie
wiarygodnej statystyki par zasad z uwzglednieniem ich protonacji.

Na podstawie otrzymanych cze¢stosci wystgpowania par zasad wida¢, ze pary wystepujace czesto
w krysztalach matych molekut, czesto wystepuja takze w krysztalach RNA — jest to najczesciej
wystepujacy trend, obecny w kazdej z analizowanych przeze mnie zasad azotowych, ktore wystepuja
rowniez w RNA. Na formowanie si¢ pary w duzej mierze wptywa rzecz jasna obecnos¢ podstawnika
blokujacego krawedz cukrowg zasady azotowej — w wigkszos$ci przypadkow wytacza ona t¢ krawedz z

tworzenia wigzan wodorowych, a jesli krawedz wcigz ma mozliwo$¢ tworzenia takich wigzan, to



powstata zawada steryczna skutecznie to utrudnia. Efekt ten szczegdlnie dobrze wida¢ w przypadku
guaniny, ktorej podstawione pochodne wcigz formujg pary za pomocg dwdch wolnych azotow
zdolnych do tworzenia wigzania wodorowego, jednak o wiele mniej chgtnie.

Protonacja okazata si¢ miejscami trudnym do jednoznacznej interpretacji czynnikiem. Jezeli
Zmiana protonacji uniemozliwiata tworzenie pary, to taka para si¢ nie pojawiala — wplyw ten
doskonale byl widoczny na przyktadzie adeniny, ktorej protonacja najtatwiej wystepowata na
krawedzi Watsona-Cricka. Ze wzgledu na to, ze kazda krawedz adeniny zawiera jeden akceptor i
jeden donor protonu, tatwo byto jej tworzy¢ pary, totez gdy krawedz Watsona-Cricka zaczeta sktadac
si¢ wylacznie z dwoch donoréw protonu, jej czgstos¢ formowania par znacznie spadta.

Gdy zmiana protonacji umozliwiata tworzenie si¢ nowej pary, wcale nie bylo oczywistym, ze
taka para na pewno si¢ pojawi. Przyktadem takiego zachowania moze by¢ guanina i cytozyna — obie te
zasady, jesli w sktad pary wchodzitaby jedna czasteczka neutralna i jedna sprotonowana (w
najtatwiejszym do protonacji miejscu), bytyby w stanie stworzy¢ symetryczng pare potaczong trzema
wigzaniami wodorowymi. Ws$rod par tworzonych przez guaning nie ma ani jednego przyktadu takiej
pary, za§ wsrod par tworzonych przez cytozyne, taki uktad jest najczgstszy.

Kolejnym zagadnieniem jest wptyw dodatkowego protonu, ktory nie bierze udziatu w formacji
wigzan wodorowych. W mojej analizie udato mi si¢ znalez¢ przypadki, w ktorych dodatkowe protony
(a w konsekwencji — jednoimienny tadunek oddziatujacych czasteczek) nie miaty zadnego wptywu na
formowanie si¢ par, ani nawet na dlugo$¢ wigzan wodorowych. Byty jednak rowniez przypadki, kiedy
specyficzna kombinacja obecnosci lub braku podstawnika, wraz z niebioragcymi udziatu w formowaniu
wigzan wodorowych protonami, niemal catkowicie determinowata, jakie pary zostang utworzone.
Mimo, ze zaden z tych elementéw nie bral bezposredniego udzialu w formowaniu si¢ pary,
powodowana przez nie zmiana gestosci elektronowej molekuty byta na tyle duza, by istotnie wptynac
na jej oddzialywania.

Analiza czesto$ci wystepowania par pozwolita wyznaczy¢ ogolne trendy wspolne dla wszystkich
zasad azotowych, jednak cho¢ maja one podobny schemat budowy, szczegdly ktdrymi si¢ rdznig sa
wystarczajace, by kazda z nich miata zestaw unikalnych przypadkéw wymagajacych osobnego
komentarza.

W dalszej czgéci pracy skupilam si¢ na omowieniu serii pomiaréw rentgenograficznych w
roznych temperaturach struktur zawierajacych sprotonowana hipoksantyne — jedna z rzadziej
spotykanych zasad azotowych nukleotydow. Rozwiazatam i przeanalizowalam trzy struktury, ktorym
nadatam nastepujace skroty: Hx1 LT - niskotemperaturowa, zblizniaczona struktura jednowodnego
azotanu hipoksanyny (CsHsN,O" NO; H,O, P2;/n), Hx1 HT - wysokotemperaturowa, struktura
jednowodnego azotanu hipoksanyny (CsHsN,O" NOs;~ H,O, Pmnb), Hx2 — struktura tréjwodnego
azotanu hipoksantyny (CsHsN,O" 2NO; 2H,0 H3;0", P2,/n).

Hx1 ma wyrazna strukture warstwowa, w ktorej jeden kation hipoksantyny otoczony jest przez

trzy aniony azotanowe oraz trzy czasteczki wody. Kazdy z aniondéw jest zwrocony w kierunku



sprotonowanego azotu hipoksantyny w taki sposdb, by stworzy¢ z nim dwa niecO niesymetryczne
wigzania wodorowe. Gesta sie¢ wigzan wodorowych oraz przycigganie elektrostatyczne pomigdzy
przeciwnie natadowanymi jonami mocno wigza warstwe 1 sprawiaja, Ze mimo zmiany temperatury
wszelkie zmiany geometrii w obrgbie warstwy sa bardzo niewielkie.

Hx2 ma bardzo podobng struktur¢ — rowniez zbudowana jest z warstw hipoksantyny, azotanu i
wody o niemal identycznej geometrii, jak Hx1, ale na dwie takie warstwy przypada trzecia warstwa,
ktorej Hx1 nie posiada. Jest ona zbudowana z drugiego anionu azotanowego, czasteczki wody oraz
jonu oksoniowego — te dwie ostatnie molekuty tworzg tak zwany kation Zundela (HsO,").

Struktura Hx1 wykazala przejscie fazowe w niskiej temperaturze potaczone z blizniaczeniem sig.
Procz tego, krysztaly Hx1 LT charakteryzuje negatywny wspotczynnik rozszerzalno$ci termicznej.
Oba te zjawiska maja swe zrodlo w subtelnych zmianach geometrii struktury, ktore pojawiaja si¢ wraz
z temperatura. Jak to wczesniej bylo powiedziane, warstwy Hx1 sa do$¢ sztywne i nie wykazuja zbyt
duzych zmian z temperaturg. Jednak miedzy soba warstwy potaczone sa jedynie oddziatywaniami
elektrostatycznymi. Na uwage zastuguje fakt, ze przyciagajace oddziatywania elektrostatyczne miedzy
kationem hipoksantyny a anionem azotanowym wystepuja skosnie miedzy warstwami, zas
najsilniejsze oddziatywania odpychajace pomigdzy anionami azotanowymi — prostopadle migdzy
warstwami. Taki uklad sprawia, ze sztywne warstwy struktury tatwo si¢ $lizgaja, prowadzac do
stopniowej zmiany parametrow komorki elementarnej i geometrii catego krysztatu.

W mojej pracy podjelam sie analizy owych zmieniajacych si¢ oddziatywan, opartej na analize
geometrii kazdej ze struktur oraz obliczeniach energii elektrostatycznej a takze calkowitej energii
obecnych w strukturze dimeréw. Do otrzymania tych wynikéw uzylam geometrii z trzech zrédet —
wyznaczone] za pomocg modelu niezaleznych atoméw (ang. Independent Atom Model, [AM),
udoktadnionej w oparciu o bank asferycznych atomow (ang. Multipolar Atom Types from Theory and
Statistical clustering, MATTS), oraz zoptymalizowanej metodami kwantowomechanicznymi. Kazda z
tych geometrii ma swoje elementy charakterystyczne, a poréwnanie ré6znic mi¢dzy nimi pozwolito mi
wyciagna¢ wnioski na temat struktury.

Kazda z geometrii data podobne wyniki jesli chodzi o r6znice w energii dimeréw niepotaczonych
wigzaniami wodorowymi. Energie te, zarowno elektrostatyczne jak i catkowite, zmienialy si¢
stopniowo wraz z temperaturg, bedac w Scislej zaleznosci ze zmianami odleglosci $Srodkéw masy
tworzacych je molekutl. Jednak gdy przychodzilo do analizy zmian energii dimeréw formowanych
przez molekuly potaczone wiazaniem wodorowym, wyraznie byto wida¢, jak duzy wptyw na energig
ma lokalizacja wodoréw. W IAM wodory sa umieszczone zazwyczaj zbyt blisko molekuty, dla
odmiany bank asferycznych atoméw wydtuza wigzania do dtugosci porownywalnych ze $rednimi
warto$ciami otrzymywanymi z pomiarOw neutronowych, za§ optymalizacja geometrii wycigga je
automatycznie do dlugosci otrzymanych z pomiaréw neutronowych w temperaturze 0 K. Réznice w

energiach oddziatywan wyznaczonych na podstawie geometrii z tych trzech zrddel sg jasnym



dowodem na to, jak waznym elementem analizy strukturalnej jest poprawne wyznaczenie lokalizacji
protonow i jak duzy wptyw moze to mie¢ na wynik koncowy.

Interesujacym bylo przyjrzenie si¢, jak $cisle powigzane sa ze soba zmiany struktury (a w
konsekwencji  energii dimeréw) z Dbardziej makroskopowymi zjawiskami w krysztale.
Przemieszczajace si¢ warstwy krysztatu przyczynialy si¢ do powstania negatywnego wspotczynnika
rozszerzalnosci termicznej i prostopadltego do niego, zwickszonego pozytywnego wspotczynnika
rozszerzalnos$ci termicznej. Ich wektory skierowane sg po skosie wzgledem ptaszczyzn. Procz tego
blizniaczenie krysztatu, ktory dzielil si¢ niemalze na pol, a zblizniaczona czg$¢ byta odwrdocona
wzgledem pierwotnej o 180°. Wszystkie te elementy przeciwdzialaly rozpadowi krysztalu w wyniku
zbyt duzych naprgzen powodowanych przemieszczajacymi si¢ warstwami.

Podsumowujac, w mojej rozprawie doktorskiej przyjrzatam si¢ oddziatywaniom zasad azotowych
nukleotydow, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich sprotonowanej formy, uzywajac do tego metod

krystalografii rentgenowskiej oraz obliczen kwantowomechanicznych.



