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(dTw/de) e

ctDNA
DEM
DMG
DMM
FTIR

G

N
Nuzo
NEM
NMG
NMM

QNaDNA

Qmzo

QNa+

0
P 970

0
P 1086/1053

0
P 1222

Roo

warto$¢ pochodnej zaleznoséci temperatury denaturacji DNA w obecnosci
osmolitu od jego stezenia w roztworze wyznaczona dla nieskonczonego
rozcienczenia osmolitu [deg-dm®-mol™]

adenina

cytozyna

DNA pochodzace z grasicy cielecej (ang. calf thymus DNA)

N, N’ - dietylomocznik

N, N - dimetyloglicyna

N, N’ - dimetylomocznik

spektroskopia w zakresie podczerwieni z transformacjg Fouriera (ang.
Fourier Transform Infra Red)

guanina

liczba moli osmolitu zaburzonych przez jeden mol par zasad DNA

liczba moli czgsteczek wody zaburzonej, przypadajaca na jeden mol osmolitu

N - etylomocznik

N - metyloglicyna

N - metylomocznik

entalpia oddzialywania soli sodowej kwasu deoksyrybonukleinowego
(NaDNA) z osmolitem, ekstrapolowana do nieskonczonego rozcienczenia
osmolitu [kJ mol™]

entalpia oddziatywania wody z osmolitem ekstrapolowana do nieskonczonego
rozcienczenia osmolitu [J mol™]

entalpia oddzialywania jonéw sodowych z osmolitem ekstrapolowana do
nieskonczonego rozcieficzenia osmolitu [kJ mol™]

pochodna zalezno$ci procentowej zawartosci struktury zaburzonej DNA przez
osmolit od stezenia tego osmolitu, okreslana dla pasma 970 cm™ DNA,
wyznaczona dla nieskonczonego rozcienczenia osmolitu

pochodna zalezno$ci procentowej zawartosci struktury zaburzonej DNA przez
osmolit od stezenia tego osmolitu, okreslana dla pasm 1086 i 1053 cm™ DNA,
wyznaczona dla nieskonczonego rozcienczenia osmolitu

pochodna zalezno$ci procentowej zawartosci struktury zaburzonej DNA przez
osmolit od stezenia tego osmolitu, okreslana dla pasma 1222 cm” DNA,
wyznaczona dla nieskonczonego rozcienczenia osmolitu

srednia odleglo$¢ miedzyczasteczkowa wody mierzona pomig¢dzy atomami

tlenu [A]
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Roo"

RX—H...Y

EX—H...Y
ARX—H...Y

TBACI

TMG
TMM

ATy,

srednia wazona odleglo$¢ miedzyczasteczkowa wody mierzona pomiedzy
atomami tlenu [A]

dtugoéé wigzania wodorowego pomiedzy parami zasad [A]

érednia dtugo$¢ wigzania wodorowego pomiedzy parami zasad [A]

roznica $rednich dlugosci wigzan wodorowych przy wymianie czasteczki
wody na czgsteczke osmolitu [A]

tymina

chlorek tetrabytyloamoniowy

temperatura denaturacji DNA [°C]

N, N, N - trimetyloglicyna

N, N, N’, N’ - tetrametylomocznik

niepewnosc¢ rozszerzona pomiaru dla poziomu ufnosci rownego 95%

zmiana temperatury denaturacji DNA w obecnosci okreSlonego stgzenia

osmolitu w stosunku do DNA w roztworze wodnym bez udziatu osmolitu [°C]
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Streszczenie

Niniejsza rozprawa doktorska zawiera wyniki badan, ktére dotycza
wplywu matych czasteczek organicznych, jakimi sg osmolity na strukture
1 stabilnos¢ DNA z grasicy cielgcej w roztworze wodnym bez udziatu buforu.
Wykorzystane osmolity z grupy metyloglicyn (glicyna, N-metyloglicyna, N, N-
dimetyloglicyna 1 N,N,N-trimetyloglicyna) oraz alkilowych pochodnych
mocznika (mocznik, N-metylomocznik, N,N’-dimetylomocznik, N,N,N’,N’-
tetrametylomocznik, N-etylomocznik, N,N’-dietylomocznik) zostaly wybrane
ze wzgledu na konieczno$¢ uzupetnienia wiedzy na temat mechanizmu
wywolywanej przez nie destabilizacji DNA. Uktady pozbawione warunkow
buforujacych zastosowano ze wzgledu na duzy wptyw buforéw na stabilnos$¢
temperaturowg 1 termodynamiczng DNA, co utrudnitoby analiz¢ wynikoéw na
poziomie molekularnym.

Czes$¢ eksperymentalna obejmuje wykorzystanie wielu technik. Widma
uzyskane za pomoca spektroskopii FTIR oraz adaptacja chemometrycznej
metody wyznaczania widm zaburzonych w ukladach zawierajagcych DNA,
pozwolity na wyizolowanie widma DNA zaburzonego przez substancje
rozpuszczong oraz widma osmolitu zaburzonego przez DNA w roztworze. Tym
samym mozliwe stalo si¢ okreslenie wzajemnego wplywu DNA 1 osmolitu na
strukture drugiego komponentu ukfadu. Stabilno$¢ temperaturowa DNA
w takim ukfadzie zostala zbadana z wykorzystaniem skaningowej kalorymetrii
roznicowej (DSC), natomiast izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC)
umozliwita wyznaczenie globalnego efektu cieplnego, jaki towarzyszy
interakcji osmolitow z DNA w roztworze wodnym.

Dodatkowych informacji potrzebnych do zbadania natury oddzialywan
DNA-osmolit dostarczyly przeprowadzone obliczenia teoretyczne DFT
uwodnionych oraz poddanych wptywowi wybranych osmolitow par zasad DNA
w fazie gazowej. Uzyskane odleglo$ci migdzyatomowe umozliwity okreslenie
wplywu zastgpienia czasteczek wody oddziatujacych z réznymi grupami
funkcyjnymi zasad przez osmolity na wigzania wodorowe pomigdzy
komplementarnymi parami zasad w DNA.

Analiza wynikow pozwolifa na zidentyfikowanie r6znic w oddzialywaniu
metyloglicyn oraz alkilowych pochodnych mocznika na DNA. Zaproponowano
rowniez hipotezy robocze dotyczace molekularnego mechanizmu destabilizacji
DNA przez te grupy osmolitow w roztworze wodnym pozbawionym substancji
buforujacych.
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Abstract

This work presents results of studies on the effect of small organic
compounds, which are osmolytes, on the structure and stability of the calf
thymus DNA in aqueous solution without buffer. The osmolytes used for
experiments were methyl glycines (glycine, N-methylglycine, N,N-
dimethylglycine and N, N, N-trimethylglycine) and alkyl urea derivatives (urea,
N-methylurea, N,N'-dimethylurea, N,N,N’,N'-tetramethylurea, N-ethylurea,
N,N'-diethylurea). They were selected because of lack of sufficient knowledge
about their mechanism of DNA destabilization. Systems without buffering
conditions were applied due to the large impact of buffers on the thermal and
thermodynamic stability of DNA and that would complicate analysis of the
research results at the molecular level.

A number of techniques were used in the experimental part. Spectra
obtained using FTIR spectroscopy, as well as adaptation of the chemometrical
method of determining affected spectra in systems containing DNA, allowed
for the isolation of DNA affected spectra by a solute and affected spectra of
osmolyte disturbed by the DNA in solution. Thus, it was possible to determine
the mutual impact of DNA and osmolyte on the structure of the second
component of the system. Thermal stability of the DNA was examined using
differential scanning calorimetry (DSC) and isothermal titration calorimetry
(ITC). It allowed to determine the global heat effect that accompanies the
interaction of osmolytes and DNA in aqueous solution.

Additional information necessary to determine the nature of interactions
in DNA-osmolyte systems was provided by the DFT theoretical calculations in
the gas phase of hydrated and influenced by osmolytes DNA base pairs. The
resulting inter-atomic distances allowed to determine the effect of replacing the
water molecules interacting with DNA functional groups by osmolytes on
hydrogen bonding between complementary base pairs in the DNA.

Analysis of the results allowed us to identify differences in the
methylglycines and alkyl urea derivatives impact on the DNA. On this basis a
working hypotheses were also proposed explaining the molecular mechanism of
DNA destabilization by osmolytes in an aqueous solution without buffering
substances.
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Wstep

Kwasy nukleinowe obok biatek, sg najwazniejszymi bioczasteczkami
wystepujacymi  we wszystkich organizmach zywych. Ich funkcjg jest
kodowanie, transmisja oraz ekspresja informacji genetycznej. Innymi stowy,
informacja genetyczna jest przenoszona przez konkretng sekwencje
nukleotydow w czasteczce DNA 1 RNA. Niezwykle istotne jest zatem
zrozumienie, w jaki sposob kwasy nukleinowe funkcjonujg w komorce.

Mozliwo$¢ modyfikacji naturalnej stabilnosci DNA ma ogromne
znaczenie nie tylko w medycynie, ale takze w rolnictwie 1 kryminalistyce.
Odkrycie mechanizmow rzadzacych stabilno$cig DNA ma zatem znaczenie nie
tylko poznawcze. Umiejetno$¢ dostosowania jej do wymaganych warunkow
jest nadal wyzwaniem. Cel ten mozna o0siggna¢ poprzez zastosowanie
zwigzkow bedacych znanymi destabilizatorami DNA, jakimi sg osmolity.

Osmolity to mate czasteczki organiczne, ktore s3 produkowane
w komorkach organizméw zywych w odpowiedzi na niekorzystne warunki
srodowiska. Sg one akumulowane w komorkach, osiggajac wysokie st¢zenia
(do 2 mol'dm®) bez znacznego wplywu na procesy metabolizmu
komorkowego. Istnieje wiele teorii majacych na celu wyjasnienie
stabilizujgcego 1 destabilizujacego wptywu osmolitéw na biatka 1 DNA,
jednakze wcigz nie mozna stwierdzi¢, czy mechanizm tego oddzialywania na
bioczasteczki jest posredni, czy bezposredni.

Wykazane zostalo, ze czasteczki osmolitow zaburzajg przestrzenny uktad
oraz stan energetyczny czasteczek wody i powoduja, ze woda przejawia inne
wiasciwosci fizykochemiczne niz czysty rozpuszczalnik. Woda natomiast
odgrywa bardzo wazng rol¢ w stabilizacji DNA. W zalezno$ci od stopnia
uwodnienia czasteczki DNA zmienia si¢ jej stopien upakowania oraz zmienia
si¢ jej konformacja.

W niniejsze] pracy wykorzystano rdézne uzupetniajace sie¢ techniki
eksperymentalne, co pozwolilo na zaproponowanie niektorych aspektow
molekularnego mechanizmu wpltywu osmolitow, metylopochodnych glicyny
oraz alkilopochodnych mocznika, na struktur¢ i stabilno§¢ DNA w nie
buforowanych roztworach wodnych.

Wykonane w pracy badania maja charakter podstawowy. Poza aspektem
poznawczym, wiedza z zakresu fizykochemii badanych uktadow moze
przyczyni¢ si¢ do rozwoju metod 1 technik wykorzystywanych w roznych
galeziach biotechnologii.
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Czes¢ literaturowa

5.1 Struktura DNA

Czasteczka DNA jest polimerem zbudowanym z nukleotydow, ktore
faczac sie ze sobg w odpowiednie sekwencje. Kazdy nukleotyd sktada si¢
z: grupy fosforanowej, reszty cukrowej — 2’-deoksyrybozy 1 zasady azotowe;.
Zasady s3 w DNA nosnikiem informacji genetycznej natomiast reszty
fosforanowe 1 cukrowe stanowig szkielet DNA. Nukleotydy polaczone sa
migdzy sobg wigzaniem fosfodiestrowym, w ktorym grupa fosforanowa laczy
grupe hydroksylowa przy weglu 3’ deoksyrybozy pierwszego nukleotydu
z grupa hydroksylowa przy weglu 5° deoksyrybozy w kolejnym nukleotydzie
(Rysunek 1). Zwyczajowo sekwencja DNA podawana jest od kofica 5° do 3°, co
jest zgodne z kierunkiem jego syntezy .

koniec5' O

" O——pP——0

koniec 3'

Rysunek 1. Budowa nukleotydu, w tym przypadku adeniny oraz sposob i kierunek
taczenia poszczegdlnych nukleotydow.

W DNA obecne sa dwa typy zasad azotowych: puryny i1 pirymidyny.
Puryny wystgpujace w DNA to: guanina (G) 1 adenina (A), natomiast
pirymidyny tworzace DNA to: cytozyna (C) i tymina (T) (Rysunek 2). Pier§cien
2’-doeksyrybozy nie jest ptaski 1 jego ksztalt determinuje struktur¢ DNA.
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Ponad plaszczyzng pierScienia moze wychodzi¢ wegiel C2° lub C3’, jesli
znajduja si¢ one po tej samej stronie plaszczyzny, co wegiel C5°, to
konformacje takie nazywa si¢ endo, jesli po przeciwnej — egzo. Ponadto zasady
azotowe mogg uktada¢ si¢ na dwa rozne sposoby (Rysunek 2) w stosunku do
pierécienia cukrowego i w zwiazku z tym rozrézniamy ulozenie anty i syn '.
Zwigzki, ktore sa polaczeniem zasady azotowej z cukrem nazywa si¢
nukleozydami. W DNA obecne s3 cztery rodzaje nukleozydow:
deoksyguanozyna (dG), deoksyadenozyna (dA), deoksycytydyna (dC) oraz
deoksytymidyna (dT). Cukier zwigzany jest z zasada wigzaniem N-
glikozydowym utworzonym pomiedzy weglem C1° deoksyrybozy, a weglami
N9 lub N1, odpowiednio w zasadach purowych lub pirymidynowych.

<f) <ﬁ st

adenina guanina cytozyna tymina

N N

o Al

N

konformer syn konformer anty
Rysunek 2. Zasady azotowe w DNA. Puryny: adenina i guanina oraz pirymidyny:
cytozyna i tymina. Orientacja syn i anty wigzania N-glikozydowego
2'deoksyadenozyny.

Sekwencje tancucha DNA, zlozong z nukleotydéw, mozna poréwnaé do
struktury  pierwszorzedowej bialek. Okreslenie  sekwencji  kwasow
nukleinowych pozwala na uzyskanie informacji genetycznej na temat kazdego
organizmu, od bakterii az do czlowieka. Rozne konformacje, jakie moze
przyjac helisa w zalezno$ci od warunkow srodowiska sg kolejnym poziomem
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organizacji struktury DNA, poréwnywalnym ze strukturg drugorzgdowsq biatek
(Rysunek 3). Natomiast przestrzennie upakowana helisa, migdzy innymi w
formie chromosomu, to przyktad porownywalny ze strukturg trzeciorzedowa
biatek.

N

N
- AN
koniec 5 </ | ) Adenina
N “
H H

Rysunek 3. Przykfady organizacji struktury DNA w formie sekwencji nukleotydéw oraz
podwajnej helisy B-DNA (na podstawie ).

James Watson i Francis Crick ° jako pierwsi opisali strukture DNA na
podstawie obrazu dyfrakcji promieni rentgenowskich uzyskanego przez
Rosalind Franklin 1 Maurice’a Wilkinsa. Przedstawiony przez nich model
opisuje DNA jako prawoskretng, antyrownolegla, podwodjnag helisg, tworzong
przez okreslony wzor komplementarnych par zasad. W ich modelu odleglosé¢
miedzy sgsiednimi zasadami w helisie wynosi 3.4 A, a na jeden obrét helisy
przypada 10 par zasad, ktore sg skrgcone wzgledem siebie pod katem 36 stopni.
Srednica helisy wynosi 20 A. Zasady azotowe znajduja si¢ wewnatrz helisy,
a na zewnatrz sg reszty fosforanowe 1 cukrowe.

Podwdjna helisa DNA jest stabilizowana glownie przez oddziatywania
zasada — zasada, ktore dziatajg prostopadle do osi helisy 1 sg stabilizowane
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przez sity dyspersyjne Londona, oddziatywania donorowo - akceptorowe oraz
efekt hydrofobowy '

Dwie nici DNA s3 do siebie komplementarne ze wzgledu na parowanie
si¢ komplementarnych zasad, adenina jest polaczona z tyming dwoma
wigzaniami wodorowymi, natomiast guanina oddzialuje z cytozyng poprzez
trzy wigzania wodorowe (Rysunek 4). Komplementarno§¢ dwoch nici helisy
pozwala na zrozumienie mechanizmu replikacji DNA, co spowodowato
rewolucje w naukach biologicznych.

duza bruzda duza bruzda

mata bruzda mata bruzda

guanina — cytozyna adenina - tymina

Rysunek 4. Prezentacja wigzan wodorowych tgczgcych komplementarne pary zasad
w DNA. Kolorem niebieskim zaznaczono atomy wegla, czerwonym - tlenu,
granatowym — azotu, biatym — wodoru.

Po odkryciu struktury DNA przez Watsona 1 Cricka, okazalo si¢, ze moze
ono przyjmowacé rozne konformacje. Badania odwodnionych widkien DNA
z wykorzystaniem rentgenografii strukturalnej ujawnity, ze istniejg dwie rdzne
struktury, ktore Rosalind Franklin nazwata A- i B-DNA *. Glowna réznica
pomigdzy formg A 1 B jest sposob faldowania pierscienia cukrowego
w nukleotydach. W formie A-DNA obecna jest deoksyryboza w konformacji
C2’-endo, natomiast w B-DNA — C3’-endo. Watson 1 Crick opisali strukture
B-DNA, ktora jest najbardziej stabilna w czasteczkach DNA o mieszanej
sekwencji, w warunkach fizjologicznych. Natomiast forma A jest spotykana
w roztworach DNA o obnizonej aktywnosci wody .

Forma A-DNA, podobnie, jak forma B jest prawoskretng helisg
zbudowang z dwoch nici ulozonych antyrownolegle. W helisie typu A pary
zasad s3 odchylone od polozenia prostopadiego wzgledem osi czasteczki o 19
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stopni. Ponadto A-DNA jest czasteczka krotszag 1 ma wigksza Srednice niz
B-DNA (Tabela 1).

Na powierzchni helisy B-DNA znajdujg si¢ dwie bruzdy o roznej
glebokosci 1 szerokosci, tzw. mata 1 duza bruzda. W formie B duza bruzda jest
szersza 1 ggbsza niz w DNA typu A.

Badania z wykorzystanie rentgenografii strukturalnej odcinka o sekwencji
CGCGCG pozwolity takze na odkrycie struktury lewoskretnej podwojnej helisy
DNA °. Ze wzgledu na specyficzne ulozenie szkieletu DNA w formie litery ,,Z”
nazwano t¢ struktur¢ Z-DNA. Widoczna jest w niej tylko jedna bruzda,
analogiczna do malej bruzdy w B-DNA °. Z-DNA jest forma przejéciowa,
stabilizowang przez superzwinigcia, ktore tworza si¢ podczas odpakowywania
DNA z nukleosoméw 1 w kompleksach z polimerazg RNA. Tworzy si¢ takze
w warunkach bardzo duzego stezenia soli, ktora jest niezbedna do
zminimalizowania  oddziatywan  elektrostatycznych  miedzy  grupami
fosforanowymi w szkielecie, ktore w czasteczce Z-DNA sg blizej siebie niz
w czasteczce typu A 1 B. Istniejg rowniez sekwencje DNA wystepujace czgsto
na poczatku gendw, ktore sprzyjaja powstaniu formy Z .

Tabela 1. Poréwnanie najczesciej spotykanych form DNA, na podstawie !

A-DNA B-DNA Z-DNA
Kierunek skregcenia prawoskretna prawoskretna lewoskretna
Srednica helisy ~26 A ~20 A ~18 A
Liczba par zasad/skret 11 10.5 12
Odleglosc migdzy 2.6 A 3.4 A 3.8 A
sasiednig parg zasad
Skok helisy 28 A 35A 46 A
Odchylenie pary
zasad od potozenia o o o
. 19 1 9

prostopadtego do osi
helisy

. pirymidyny: C2’-
Kisc)?s',f;(:)irer:lliaacjcflllkrowe 0 C3’-endo 2’-endo endo
P & puryny: C3’-endo
Wigzanie .
glikozydowe anty anty anty 1syn
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5.1.1 Oddzialywania stabilizujagce w DNA

Dwa ftancuchy DNA zwinigte w regularng strukture helikalng sa
stabilizowane, dzigki ulozeniu zasad w stosie, jedna nad druga. Wyr6zni¢
mozna dwa rodzaje stabilizujacych oddziatywan zasada — zasada:

e oddzialywania w ptaszczyznie zasad (horyzontalne) — wigzania wodorowe
e oddziatywania prostopadle do plaszczyzny zasad stabilizowane przez sity

10, 11

dyspersyjne Londona , oddziatywania donorowo-akceptorowe oraz efekt

hydrofobowy (asocjacja warstwowa) ' .

Wigzania wodorowe pomigdzy zasadami odgrywaja wazng role
w rozpuszczalnikach niepolarnych, gdzie asocjacja warstwowa jest nieistotna.
Natomiast oddziatywania w plaszczyznie prostopadlej do plaszczyzny zasad
dominuja w wodzie, gdzie wigzania wodorowe s3 tlumione przez
wspblzawodnictwo o miejsca wiazania z czasteczkami wody '*'°.

Sasiadujace ze soba wzdtuz helisy pary zasad przyciagaja si¢ wigzaniami
van der Waalsa. Energia tych wigzan jest stosunkowo niewielka — dla jedne;j
pary atoméw wynosi od 2.0 do 4.2 kJ-mol”. Podwdijna helise tworzy wielka
liczba atoméw przyciggajacych si¢ wigzaniami van der Waalsa, zatem to
wlasnie ten typ wigzan ma zasadnicze znaczenie w utrzymaniu struktury DNA.

Wigzania wodorowe, ktore tworzg si¢ pomigdzy zasadami w DNA s3
typu: N-H----*N 1 N-H-----O, gdzie w obu przypadkach donorem wodoru jest
grupa N-H. Dobrze znane ws$rod nich pary Watsona-Cricka: guanina-cytozyna
oraz adenina tymina, zawierajg odpowiednio trzy oraz dwa normalne wigzania

16 Poza

wodorowe °. Naleza one do wigzan wodorowych o éredniej sile
regularnymi parami Watsona-Cricka, istnieje wiele innych kombinacji par
zasad polaczonych podwojnym wigzaniem wodorowym, ktore sga spotykane
w strukturach krystalicznych kwasow nukleinowych. Biorgc pod uwage
wszystkie mozliwe kombinacje par =zasad polagczonych wigzaniami
wodorowymi, okreslono '’ energi¢ ich wzajemnego oddziatywania, ktora
przyjmuje wartoéci od -4.71 do -26.73 kcal-mol™. Sposréd wszystkich par zasad
najbardziej stabilna jest para GC (-26.73 kcal-mol™). Natomiast para zasad AT
wykazuje $rednia stabilno$é¢ na poziomie -13.14 kcal-mol™. Obliczenia chemii

1819 rozdzielaja calkowita energie oddzialywan poprzez wiazania

kwantowej
wodorowe na sktadowe wynikajace z efektu dyspersji, polaryzacji oraz efekt
elektrostatyczny. Wynika z nich, ze glowna role w wigzaniach wodorowych

odgrywaja oddzialywania elektrostatyczne 1 stanowig ok. 80 % catkowitej
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energil. Roznice energii calkowitej] wigzan wodorowych pomiedzy réznymi
parami zasad wskazuja, ze stabilno$¢ takiego kompleksu nie zalezy od liczby
wigzan wodorowych. Nalezaloby raczej wzig¢ pod wuwage rozklad
wewnetrznego fadunku elektrycznego zasocjowanych zasad .

Kolejnym parametrem charakteryzujacym wigzania wodorowe par zasad
jest geometria takiego kompleksu, czyli dtugo$¢ wigzania wodorowego 1 jego
kat. Analiza tych parametrow pozwala stwierdzi¢, ze wigzania wodorowe

1 r .. . r
7. Wykazano rowniez, ze poszczegodlne zasady

w DNA sa prawie liniowe
w parach AU oraz GC nie lezg w jednej ptaszczyznie. Sa one skrecone w osi
wigzah wodorowych jak fopatki $migta. To skrecenie wynosi ok. 12° w parze
AU i 7° w GC. Porownywalne skrecenia zaobserwowano rowniez w innych
kombinacjach par zasad *'.

Dodatkowo helisa jest stabilizowana przez oddziatywania hydrofobowe.
Asocjacja warstwowa zasad, czyli hydrofobowe oddzialywania pomiedzy nimi,
powodujg zwrdcenie powierzchni o charakterze polarnym w kierunku
srodowiska wodnego.

Badania nad asocjacjg zasad 1 nukleozydéw w roztworze wodnym
z wykorzystaniem technik osmometrycznych '™ ** pozwolily stwierdzié, ze
zasieg oddziatywan pionowych pomiedzy zasadami wykracza poza obszar
dimeru. Proces asocjacji zasad jest odwracalny 1 zachodzi ze stalym przyrostem
warto$ci energii swobodnej na kazdym etapie. To sugeruje, ze dodatek kolejne;j
zasady do poprzedniej lub do catego stosu jest niekooperatywny, kazdy etap
jest niezalezny 1 wykazuje takie same parametry termodynamiczne oraz
kinetyczne ». Warto$é stalej asocjacji uzyskanej dla nukleozydéw purynowych
1 pirymidynowych jest charakterystyczna dla slabych oddzialywan, natomiast
otrzymane dla tych uktadéw entalpie AH oraz entropie AS sg ujemne.

Stabilno$¢ oddziatywan pionowych pomiedzy zasadami zalezy od ich
rodzaju 1 zmienia si¢ w nastepujacej kolejnosci: puryna-puryna > puryna-
pirymidyna > pirymidyna-pirymidyna ***’. Jesli zasady sa ze soba polaczone
w oligo- lub polinukleotydy, oddzialtywania pionowe zachodza pomiedzy
sasiednimi zasadami 1 powodujg powstanie stabilnych, jednoniciowych struktur
helikalnych **.

Efekt hydrofobowy powoduje, ze zasady rozpuszczone w wodzie
wykazuja tendencje do agregowania oraz redukcji powierzchni dostepnej dla
oddziatywan substancja rozpuszczona-rozpuszczalnik, co w ekstremalnych
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warunkach prowadzi do powstania ukladu dwufazowego. Oddziatywania
hydrofobowe nie tlumacza jednak specyficznego oddzialywania pomiedzy
zasadami, ktére przejawia si¢ na przyklad silniejszymi oddzialywaniami
pomigdzy purynami niz pomiedzy pirymidynami. Te wilasciwosci wynikaja
z dzialania sit dyspersyjnych Londona oraz oddziatywan pomiedzy dipolami.

Rozktad tadunku elektrycznego w czasteczkach jest asymetryczny, co jest
spowodowane r6zng budowg pierscieni 1 obecnoscig roznych grup funkcyjnych.
Zatem dipole utworzone w jednej grupie atoméw polaryzuja uktad elektryczny
sasiednich atoméw badz czasteczek. To indukuje rownolegte dipole, ktore sie
przyciagaja. Sity te sa addytywne i niezalezne od temperatury *°. Je$li zasady
posiadajg réwniez trwaly moment dipolowy, dwa efekty elektryczne: sily
dyspersyjne Londona oraz trwale dipole, wspoidzialaja, co prowadzi do
powstania znacznego efektu, bardziej zaznaczonego w zasadach purynowych
niz pirymidynowych.

W zwiagzku z tym, ze pary GC sg bardziej stabilne niz AT, dimery ztozone
z GC s3 energetycznie bardziej korzystne niz te zlozone z par AT 1 réznica ta
osiaga warto$¢ 8 kcal'mol™ na dimer. Istotna jest réwniez kolejnos¢ ulozenia
zasad 1 roznica energetyczna pomigdzy dimerem 5°-CG-3’ a dimerem 5°-GC-3’
wynosi 5 kcal'mol’ na dimer. W obliczeniach tych nie brano pod uwage
oddziatywan hydrofobowych **.

Podziat catkowitej energii stabilizujacej pary zasad na uktady poziome
(wigzania wodorowe) oraz pionowe (ulozenie par zasad w osi helisy) pokazuje,
ze poziome komplementarne wigzania wodorowe s3a zalezne jedynie od
ulozenia par zasad. Pionowe oddziatywania sg natomiast zalezne zar6wno od

e e . .. 1
sposobu ulozenia, jak i sekwencji par zasad '

5.2  Wplyw wody na konformacje i stabilnos¢ DNA

Woda odgrywa kluczowa role w stabilizacji biologicznie aktywne;j
struktury DNA. Oddziatywania migdzy rozpuszczalnikiem
a biomakroczasteczka, jakg jest DNA sg bardzo waznym czynnikiem majacym
wplyw na zmiennos$¢ konformacji kwasow nukleinowych 1 ich funkcje, w tym

oddziatywania z réznymi ligandami *'°

. Szczegblne zainteresowanie budzi
tendencja do zmiany struktury z A-DNA na B-DNA w zaleznosci od
aktywnosci wody '. Zjawisko to po raz pierwszy zaobserwowali Franklin

i Gosling * badajac wlokna DNA, ktore zmienialy konformacje z B na A przy
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wzglednej wilgotnosci 73 — 95 %. Podzniejsze badania przeprowadzone
zuzyciem spektroskopit w podczerwieni 1 UV dowiodly, ze woda jest
niezbedna do utrzymania integralnej struktury DNA, a obnizenie wilgotnosci
prowadzi do zniszczenia whasciwego utozenia miedzy zasadami w helisie *°.
Redukcja aktywnosci wody poprzez zmniejszenie wilgotnosci **7*® badz

41
39 stwarza

dodanie rozpuszczalnika organicznego do roztworu wodnego
warunki, sprzyjajace powstaniu bardziej upakowanej formy A-DNA. Podobny
efekt wywoluje wysokie stezenie soli w roztworze. ktoére obnizajac aktywnos¢
wody, powoduje przejicie z formy B do A *'. Ponadto sklonno$é¢ czasteczek
DNA do tworzenia konformacji A lub B zalezy od jego sekwencji. Ogolnie
méwiac, w warunkach zmniejszonej aktywnosci wody ** lub duzego stezenia
soli w roztworze *, fragmenty DNA bogate w pary GC czesciej wystepuja
w konformacji A niz fragmenty par AT. B-DNA jest konformacja dominujaca
w warunkach naturalnego $rodowiska w komorce, natomiast A-DNA jest
spotykane w kompleksach DNA-biatko ***°.

Pomimo bardzo duzej ilosci danych uzyskanych réznymi metodami
eksperymentalnymi i teoretycznymi na temat hydratacji A i B-DNA %% 4647,
doktadny mechanizm ilosciowy wpltywu srodowiska wodnego na DNA jest
nadal nieznany. Badania teoretyczne dotyczace hydratacji kwasow
nukleinowych stanowig bardzo cenne uzupetienie danych eksperymentalnych,
dostarczajac modele teoretyczne bedace poza zasiggiem eksperymentu. Takim
narzedziem s3 symulacje komputerowe dynamiki molekularnej, ktore
umozliwiajg uzyskanie pelnego obrazu aspektow zaréwno strukturalnych, jak
1 dynamicznych zjawiska rozpuszczania kwaséw nukleinowych na poziomie

48

molekularnym ™. W eksperymencie podobny poziom szczegdlowosci jest

osiagalny poprzez wykorzystanie metod dyfrakcji neutronowej *”

47, 51-56 57-59
7.3 , ale

1 promieniowania rentgenowskiego oraz spektroskopii nmr
czuto$¢ tych metod jest ograniczona tylko do czasteczek wody o stalej
lokalizacji.

Tworzenie przez polinukleotydy struktur drugo- i1 trzeciorzedowych
zwigzane jest z wlasciwym upakowaniem grup atomow. W dwuniciowej helisie
DNA tleny grup fosforanowych sg prawie maksymalnie wyeksponowane na
powierzchni¢ podczas, gdy zasady w 80% upakowane sg do srodka. Inaczej
mowigc 45 % catkowitej powierzchni helisy zajmujg grupy fosforanowe, 20 %

to zasady, a pozostale 35 % cukry ®. Charakter polarny DNA zatem wzrasta,
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gdy jest ono uformowane w struktur¢ dwuniciowej helisy. Wigkszo$¢
powierzchni DNA ma charakter hydrofilowy 1 posiada grupy, ktore sg zar6wno
donorami, jak i akceptorami wigzania wodorowego. Sa one zlokalizowane
w malej 1 duzej bruzdzie oraz wzdhiz polianionowego szkieletu DNA.
W konsekwencji, czasteczki wody silnie asocjuja z DNA 1 tworza warstwe
hydratacyjng, ktéra wykazuje wlasciwosci fizyczne odmienne od wody czyste;.
Zjawisko hydratacji DNA bylo dokfadnie badane z wykorzystaniem wielu
technik eksperymentalnych 1 teoretycznych, pod katem zbadania wlasciwosci
wody w poblizu DNA oraz odnalezienia korelacji pomiedzy jej wlasciwosciami
a sekwencja i konformacja DNA *® # 616 Doprowadzito to do wniosku, ze
woda otaczajaca czasteczke DNA w roztworze jest malo ruchliwa ®*
jednoczesnie jej gestosé jest wicksza niz wody czystej ®°, poniewaz ulozenie
tetraedryczne czasteczek czystej wody jest zastepowane przez bardziej zwarte
struktury, co jest konsekwencja powstawania wigzanh wodorowych z czasteczka
DNA 6367

Najczgsciej badania dotyczace otoczki hydratacyjnej DNA skupiajg si¢ na
okresleniu liczby czasteczek wody, ktoére wykazuja inne wlasciwosci niz woda
czysta. Z badan spektroskopowych, grawimetrycznych i wolumetrycznych
wlokien DNA w obnizonej wilgotnosci probki wynika, ze asocjacji z B-DNA

ulega 25 do 30 czasteczek wody na nukleotyd ¢

, natomiast tylko 10 — 12
czasteczek wody jest niezbednych do stabilizacji formy A-DNA ®* °*. Ponadto
ustalono, ze 5 — 6 czasteczek wody jest permanentnie zwigzanych
z nukleotydem DNA, nawet przy 0 % wzglednej wilgotnosci probki ¢’. Pomiary
relaksacji dielektrycznej czasteczek wody zwigzanych z DNA w mieszaninie
woda — etanol wykazaty, ze co najmniej 10 — 18 czasteczek wody jest
niezbednych do stabilizacji B-DNA, ale tylko 13 — 15 jest zwigzanych z
A-DNA ®. Mniejsza liczba czasteczek wody zwiazanych z A-DNA w stosunku
do B-DNA moze wynika¢ z wigkszej powierzchni hydrofobowej dostgpnej dla
rozpuszczalnika poprzez wyeksponowane pierécienie cukrowe w A-DNA ™.
Z punktu widzenia struktury, efekt ten jest konsekwencja bardziej
upakowanego szkieletu A-DNA. W B-DNA grupy fosforanowe oddziatuja
z czasteczkami wody indywidualnie, natomiast w A-DNA odlegto$¢ pomigdzy
nimi umozliwia tworzenie mostkow wodnych pomigdzy tlenami na sasiednich
grupach fosforanowych. W warunkach zredukowanej wilgotnosci mostki
pomiedzy grupami fosforanowymi prawdopodobnie odgrywaja wazng role
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w stabilizowaniu  struktury A-DNA poprzez czeSciowe kompensowanie
wzrastajacego miedzy nimi odpychania **.

Pomiary gestosci 1 sity wyporu widkien DNA o réznej zawartosci par GC
przy 70 % wilgotnosci probki pozwolity wywnioskowaé, ze w hydratowaniu
par AT biora udzial o 2 czasteczki wody wiccej niz par GC "'. Jednakze
zauwazono, ze w tych warunkach pary GC czesciej przyjmujg forme A-DNA,
podczas gdy pary AT pozostaja w konformacji B . Te roznice hydratacji
mozna jednak przypisa¢ glownie zredukowanej aktywnosci wody wokot
A-DNA, a nie zaleznosci stopnia uwodnienia od sekwencji DNA. Z badania
objetosci molowych 1 Scisliwosci wody wokol DNA w roztworze wodnym
w funkcji zawartosci poszczegdlnych zasad w sekwencji DNA wynika, ze
w przeciwienstwie do wynikéw Tunisa i Heartsta °, pary GC sa hydratowane
w wigkszym stopniu niz AT °. Ponadto zaobserwowano, ze sekwencje DNA
typowe dla genomu, czyli zawierajagce zarowno pary AT, jak 1 GC, sg mniej
uwodnione niz sekwencje homopolimerow GC lub AT. Wynika to
prawdopodobnie z efektu kooperatywnosci oddziatywan w regularnych
sekwencjach, ktorego brakuje w sekwencjach mieszanych, 1 ktory komplikuje
wyznaczenie korelacji pomiedzy sekwencja a stopniem hydratacji DNA ™.

Chalikian °° wskazal, ze guanina posiada grupe aminowa potozona
w malym rowku, ktora stanowi dodatkowe miejsce donorowe dla wigzania
wodorowego w stosunku do pary AT, wigc para GC moze zwigza¢ o jedng
czasteczke wody wiecej niz AT.

Badanie zjawiska hydratacji DNA doprowadzity do wniosku, ze woda
otaczajaca czasteczke DNA w roztworze nie jest homogeniczna 1 mozna j3
podzieli¢ na dwie warstwy: pierwsza i druga warstwe hydratacyjna. Feig 7
wykorzystujac dynamike molekularng pokazal, ze gestos¢ wody w pierwszej
warstwie hydratacyjnej w otoczeniu atomoéw tlenu 1 azotu w DNA jest
sze$ciokrotnie wigksza w stosunku do wody czystej, a wokdt atomoéw wegla —
dwukrotnie wigksza. Druga warstwa hydratacyjna jest duzo mniej wyrazna, ale
nadal jej gestos¢ jest o 15 % wigksza niz gestos¢ wody czystej. Zauwazono
roOwniez trzecig warstwe, w ktorej woda zlokalizowana w poblizu atomow tlenu
jest 0 5 % gestsza niz woda czysta. Zgodnie z danymi uzyskanymi z symulacji,
struktura wody w odlegtosci 0.8 — 1.0 nm od powierzchni DNA rézni si¢ od
wody czyste], co zalezy od typu atomu, z ktorym oddzialuje. Najwigksze
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zmiany w strukturze wody mozna zaobserwowa¢ w odleglosci 0.35, 0.39 1 0.5
nm odpowiednio od atomow tlenu, azotu 1 wegla na powierzchni DNA.
Symulacje dynamiki molekularnej pozwolity takze na wyznaczenie liczby
czasteczek wody znajdujacych si¢ w strefie hydratacyjnej B-DNA oraz A-DNA
i wynosza one odpowiednio 29.4 oraz 28.7 na pare zasad DNA "% Dane te sa
zgodne z pomiarami grawimetrycznymi, wolumetrycznymi

i spektroskopowymi ¢7

, z ktorych wynika, ze w strefach hydratacyjnych
B-DNA znajduje si¢ 30 czasteczek wody, ktére roznig si¢ od wody czystej
WyZsza gestoscia 1 utratg tetraedrycznej struktury wigzan wodorowych. Zgodnie
z tymi badaniami stopien uwodnienia A- 1 B-DNA jest bardzo zblizony
iniezalezny od sekwencji. Zauwazy¢ mozna jednak znaczace rdznice,
mianowicie w strukturze A-DNA hydratacja pier§cienia cukrowego wymaga
dwéch wigcej czasteczek wody kosztem grup fosforanowych 1 hydratacji
w duzym rowku w stosunku do B-DNA "%

W pierwsze] warstwie hydratacyjnej, znajduje si¢ 18 — 21 zwigzanych
z DNA czasteczek wody, pozostate ok. 10 czasteczek nie jest w bezposrednim
kontakcie z DNA, ale s3 one zwigzane z czasteczkami, ktore bezposrednio
oddzialuja z DNA 2. Bezposrednio oddziatujace z DNA czasteczki wody
stanowig integralng cze$¢ struktury kwasu nukleinowego 1 ich usunigcie
prowadzi do utraty struktury dwuniciowej. Jest to tzw. ,,wewnetrzna” pierwsza
warstwa hydratacyjna, ktora nie ulega krystalizacji 1 nie tworzy lodu podczas
obnizania temperatury ponizej 0 °C *.

Liczba czasteczek wody zwigzanych bezposrednio z DNA, lepiej niz
liczba wszystkich czasteczek wody w pierwsze] warstwie hydratacyjne;,
odzwierciedla zalezno$¢ stopnia uwodnienia DNA od jego sekwencji
i konformacji. Uzyskana za pomoca symulacji dynamiki molekularnej
roznica pomigdzy A- 1 B-DNA wynosi 1 — 2 czasteczki. Jest to zgodne
z badaniami relaksacji dielektrycznej, z ktorych wynika, ze 18 — 19 czasteczek
silnie oddziatuje z B-DNA, natomiast 13 — 15 z A-DNA ’°. Ponadto
zauwazono, ze sekwencje bogate w pary GC, ktore przyjmuja forme A-DNA
wiazg ok. 18.5 czasteczek wody na pare. B-DNA bogate w pary AT posiada ok.
20 zwiazanych czasteczek wody .

Przy wilgotnos$ci ponizej 60 % czg$ciowo hydratowane sg atomy tlenu
z wigzan fosfodiestrowych 1 furanozy (Os4). Ponadto z uzyskanych na temat
pierwszej warstwy hydratacyjnej danych spektroskopowych * wiadomo, ze
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przy wilgotnosci wzglednej ponizej 65 % hydratacji ulega takze tlen z grup
fosforanowych w DNA, gdzie adsorbuje 5-6 czasteczek wody na jeden
nukleotyd. Przy wilgotnosci wzglednej powyzej 65 % zachodzi hydratacja
funkcjonalnych grup aminowych, iminowych 1 ketonowych zasad, co wigze si¢
z przylaczeniem kolejnych 8-9 czasteczek wody. Pierwsza warstwa
hydratacyjna DNA jest kompletna, czyli zawiera ok. 20 czasteczek wody
wtedy, gdy wilgotnos$¢ wzgledna osigga 80 %.

W warunkach wysokiej aktywnosci wody (mate stezenie soli) wszystkie
funkcjonalne grupy: fosforanowe, zasadowe 1 cukrowe s3 otoczone
monowarstwg hydratacyjng, ktora stabilizuje form¢ B-DNA. W przypadku
dtugich sekwencji AT, ,,grzbiet” ztozony z czasteczek wody przebiega wzdtuz
matej bruzdy 1 dodatkowo stabilizuje taka konformacj¢. Zredukowanie
aktywnosci wody powoduje, ze hydratacja atoméw zasad 1 cukréw ulega
zniszczeniu 1 tylko bardziej polarne grupy fosforanowe sg nadal hydratowane.
Taka zmiana powoduje przejscie B—A. Forma A-DNA jest stabilizowana
przez lancuchy czasteczek wody biegnace pomiedzy przeciwnie potozonymi
atomami tlenu grup fosforanowych i1 laczace duza bruzdg¢. Podniesienie
aktywnosci wody powoduje zwiekszenie hydratacji podwodjnej helisy DNA

i ponowne przejscie A—B 77,

Wykazano "’

ponadto, ze przejscie pomiedzy formami B—A jest
niemozliwe, gdy DNA zawiera mniej niz 30% par GC w swoim skladzie
niezaleznie od stopnia wilgotnosci DNA, ale wzrost zawartosci GC powoduje
wzrost prawdopodobienstwa zmiany konformacji w odpowiednich warunkach,
jak pokazano na Rysunku 5.

Czasteczki wody silnie zwigzane z DNA maja znacznie zredukowang
ruchliwos¢ 1 zajmuja $cisle zdefiniowane miejsca hydratacji w matym i1 duzym
rowku oraz wokoét grup fosforanowych ** °"*°. Od dawna znana jest teoria na
temat obecnoSci ,.grzbietu hydratacji” ztozonego z pojedynczych czasteczek
wody potozonych wzdluz bardzo waskiej matej bruzdy w sekwencji
d(CGCGAATTCGCG), > ®. Pozniejsze badania tego zjawiska w wyzszej
rozdzielczosci *® potwierdzily jego istnienie, ale dodatkowo pojawilo sig
prawdopodobienstwo, ze niektore z obserwowanych czasteczek wody moga
w rzeczywistosci by¢ jonami sodu, ktore zastepujag wode¢. Ponadto podobnie
dobrze zorganizowane miejsca hydratacji wzdluz matej bruzdy zostaty
zlokalizowane w innych sekwencjach ®'. Zidentyfikowano rdwniez
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pentagonalne ulozenie czasteczek wody w duzej bruzdzie A-DNA > * oraz
tzw. ,,stozki hydratacji” z trzema czasteczkami wody utozonymi tetraedrycznie
wokot kazdego z tlendéw grup fosforanowych w B-DNA *°.
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Rysunek 5. Diagram pokazujgcy zmiany konformacji DNA o r6znej zawartosci par GC
w zaleznosci od wilgotnosci wzglednej. Przy wilgotnosci powyzej 95 % istnieje tylko
forma B-DNA, ktéra w zakresie 95-73 % wilgotnosci przechodzi w A-DNA. Ponizej
73 % obserwowana jest tylko forma A, przy czym musi by¢ spetniony dodatkowy
warunek, czyli zawarto$é par GC powyzej 30 %, aby zapobiec denaturacji DNA *°.

Jak wykazaty badania, jony, ktére znajduja si¢ w otoczce hydratacyjnej

DNA nie powoduja jego dehydratacji, jak uwazano wczeéniej .

Jony
w pierwszej warstwie hydratacyjnej DNA nie zastepuja, ale przesuwaja badz
reorientujg czasteczki wody. Ich glowny wpltyw na aktywno$¢ wody polega na

redukeji ruchliwoéci wody, a nie liczby czasteczek wody ™.

Stabilizacja
konformacji A-DNA bogate] w pary GC w roztworach o wysokich stezeniach
soli, obserwowana eksperymentalnie ' jest interpretowana, jako to samo
zjawisko, co preferencia DNA do przyjmowania konformacji A przy
zredukowanej wilgotnoéci i w rozpuszczalnikach organicznych '. Metody
symulacji komputerowych sugeruja jednak, ze efekt jonow wynika
z odmiennego zjawiska, ktore powoduje bardzo specyficzne zmiany struktury

warstwy hydratacyjnej DNA, ktéra faworyzuje konformacje A- lub B-DNA 7.

5.3 Wplyw osmolitéw na stabilno$s¢ DNA

Organizmy zywe przystosowuja si¢ do ekstremalnych warunkow
srodowiska poprzez akumulowanie okreslonych substancji organicznych,
znanych jako osmolity. Duze st¢zenia tych zwigzkéw w komorkach organizmu
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pozwala na utrzymanie na odpowiednio wysokim poziomie ci$nienia
osmotycznego w cytoplazmie 1 wplywa na stabilno$¢ 1 aktywnos¢ czasteczek
biologicznych ***’. Osmolity pochodzenia naturalnego mozna podzieli¢
zasadniczo na trzy grupy zwigzkow: poliole (np. glicerol, mannitol), wolne
aminokwasy 1 ich pochodne (np. tauryna, [-alanina) oraz mocznik
1 metyloaminy (np. TMAO, N,N,N-trimetyloglicyna, N-metyloglicyna). Poliole
wystepuja w komorkach alg, prostych roslin oraz wielu owadow, ktére sa
narazone na dzialanie ekstremalnie niskich temperatur. Aminokwasy 1 ich
pochodne s3 glownie akumulowane w komdrkach halofilnych bakterii,
bezkrggowcoOw morskich oraz S$luzic atlantyckich. TMAO 1 metyloglicyny
natomiast wystepuja w organizmach morskich, ktére akumulujg mocznik, jako
wazny produkt metabolizmu azotu ***°,

Wplyw osmolitéw na kwasy nukleinowe znany jest czgsciowo za sprawg
badan prowadzonych nad czynnikami poprawiajagcymi wydajnos¢ oraz
specyficznosé reakeji PCR *°. Jednakze pomimo tego, ze wplyw osmolitow
na kwasy nukleinowe 1 ich kompleksy z bialkami jest znany 1 ma wiele
zastosowan w badaniach in vitro oraz ma ogromne znaczenie in vivo ° -,
nadal nie wiadomo zbyt duzo o molekularnych podstawach obserwowanych

efektow.

5.3.1 Glicynai jej N-metylopochodne

Zarébwno glicyna, jak 1 jej N-metylowe pochodne w warunkach
neutralnego pH wystepuja w formie jondw obojnaczych. Powoduja one, ze
temperatura termicznego rozpadu dwuniciowego DNA (dsDNA) spada liniowo
wraz ze wzrostem stgzenia N-metylowych pochodnych glicyny w roztworze '
107 Utatwianie przejécia formy dwuniciowej do jednoniciowej DNA wiaze sie
z preferowanym oddziatywaniem i1 akumulacja na powierzchni jednoniciowego
DNA, ktora staje sie dostepna w wyniku denaturacji '® '%°. Zdolnos¢ do
gromadzenia si¢ pochodnych glicyny na powierzchni ssDNA maleje wraz ze
wzrostem liczby grup metylowych zastepujacych protony aminowe
w czasteczce glicyny. Trend ten mozna przypisa¢ zdolnosci glicyny do
tworzenia silnych wigzan wodorowych z zasadami wyeksponowanymi w czasie
denaturacji DNA. Glicyna 1 N-metyloglicyna sa akceptorami i1 donorami wigzan
wodorowych  podczas, gdy NN N-trimetyloglicyna jest tylko ich

11
akceptorem ''°.
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Glicyna, N-metyloglicyna oraz N,N,N-trimetyloglicyna nie wykazuja
preferencji do lokalnej akumulacji wokoét jednoniciowego DNA w stosunku do
pozostale] czeSci roztworu. Jednakze mozna zauwazy¢ taka akumulacje
w otoczeniu ssSDNA w poréwnaniu do dwuniciowego DNA. Ponadto widoczny
jest jej wzrost nastgpujacy wraz ze wzrostem zawartosci par GC w DNA.
Zaleznos$¢ ta zostala zaobserwowana dla wszystkich N-metylowanych glicyn,
co $wiadczy o silniejszym powinowactwie tych osmolitow do par zasad GC ''°.
Ze wzgledu na preferowane oddzialywanie tych osmolitéw z zasadami G oraz
C na powierzchni jednoniciowego DNA, s3 one specyficznymi denaturantami

fragmentéw DNA bogatych whasnie w te pary .

Hong 108

przeprowadzil badania z ktorych wynika, ze dodatek N,N,N-
trimetyloglicyny do roztworu powoduje znaczny wzrost potencjatu
chemicznego (n) znajdujacego si¢ w nim DNA. Oznacza to, ze lokalne stezenie
N,N, N-trimetyloglicyny w sasiedztwie dwuniciowej helisy jest duzo mniejsze
niz w pozostalej czesci roztworu. Taki niejednorodny podziat N,N,N-
trimetyloglicyny zachodzi glownie dlatego, ze zaréwno czasteczki N,N,N-
trimetyloglicyny, jak 1 DNA preferuja oddzialywanie z wodg bardziej niz
miedzy sobg. Poréwnanie tych wynikéw z danymi uzyskanymi na temat

111

oddziatywania N,N,N-trimetyloglicyny z r6znymi biatkami pokazuje, ze

osmolit ten jest wykluczany przede wszystkim z anionowej powierzchni DNA

. 112
tworzonej przez grupy fosforanowe = °.

104
Rees °

jako pierwszy zauwazyt, ze N,N,N-trimetyloglicyna powodujac
obnizenie temperatury denaturacji DNA jest jednoczesnie czynnikiem
izostabilizujgcym, czyli eliminujagcym zalezno$¢ Ty, od zawartosci par guanina-
cytozyna (GC) w DNA nie wpltywajac przy tym na jego wilasciwosci, jako
polielektrolitu. Efekt izostabilizujacy tego osmolitu jest tym wigkszy im
wieksza jest zawarto$¢ par GC w DNA. Ponadto nawet bardzo wysokie stezenie
N,N, N-trimetyloglicyny (5.6 mol-dm™) w roztworze (w obecnosci 5 mM buforu
fosforanowego o pH 7.5) nie zmienia konformacji B-DNA. Barone '*
kontynuowat te badania pokazujac, ze zdolno$¢ do izostabilizacji przez N-
metylowe pochodne glicyny wzrasta wraz ze wzrostem liczby grup metylowych
na atomie azotu. NN, N-trimetyloglicyna wywotuje najwickszy efekt
destabilizacji, natomiast najmniejszy efekt zaobserwowano w przypadku

glicyny. Jest to zgodne z hipoteza, ze czynniki, ktore w wigkszym stopniu
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zwigkszajg charakter hydrofobowy rozpuszczalnika, powoduja wicksza
destabilizacje DNA '°.

Glicyna powoduje liniowy spadek wartosci entalpii przejscia z formy
dwuniciowej do jednoniciowej DNA wraz ze wzrostem jej st¢zenia
w roztworze. Prawdopodobnie mechanizm jej wptywu na stabilno$¢ termiczng
DNA jest zupelie inny od pozostalych osmolitow bedacych jonami
obojnaczymi. Glicyna podobnie, jak mocznik ' konkuruje
o wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe z woda wypierajac  ja
z dostepnych miejsc hydratacji i zmieniajac w ten sposob energie solwatacji '*°.

N,N, N-trimetyloglicyna utrzymuje swoja zdolno$¢ zar6wno do obnizania
T DNA, jak 1 do niwelowania réznicy w temperaturze denaturacji pomiedzy
fragmentami bogatymi w pary GC 1 AT nawet, gdy do roztworu dodana
zostanie kadaweryna *°. Kadaweryna jest poliaming, ktéra w warunkach
naturalnych wystgpuje w postaci dodatnio naladowanej czasteczki ipoprzez
elektrostatyczne oddzialywania z DNA powoduje wzrost jego stabilnosci.
W celu wyjasnienia efektu izostabilizacji mozna poshuzy¢ sie hipotezg

zaproponowana przez Melchiora i von Hippela '

, ktorzy sugerowali, ze
substancje rozpuszczone o charakterze hydrofobowym wykazuja tym silniejsze
powinowactwo do makromolekutl im wigksze jest ich stezenie w roztworze.
Wiele z tych zwiazkow, ktore maja odpowiedni rozmiar, moze ulokowac si¢
w duzej bruzdzie dwuniciowego B-DNA 1 powodowac¢ preferencyjne, stabe
1 niekooperatywne oddzialywania hydrofobowe z grupami metylowymi tyminy
wyeksponowanymi w duzej bruzdzie. To podnosi stabilno$§¢ par AT,
prawdopodobnie poprzez usuni¢cie czgsteczek wody, co powoduje
wzmocnienie wigzan wodorowych pomiedzy zasadami w DNA. Podobne
oddzialywania z parami GC s3 niemozliwe ze wzgledu na brak grup
metylowych. W ten sposob uzyskuje si¢ zmniejszenie rdéznicy pomiedzy
stabilnos$cig par zasad AT 1 GC. Stgzenie osmolitu przy, ktorym zanika roznica
stabilno$ci pomigdzy parami zasad GC 1 AT nazwane zostalo ,st¢zeniem
izostabilizujacym” '** 1%,

Kadaweryna nie wptywa na efekt izostabilizacji wywolywany przez
N,N, N-trimetyloglicyne, co potwierdza hipoteze, ze efekt ten jest wynikiem
wigzania si¢ osmolitu z DNA w duzej bruzdzie. Poliaminy sg ligandami
oddzialujacymi z mala bruzda DNA ') zatem nie wplywaja na wigzanie
osmolitow w duzej bruzdzie. W dsDNA zasady purynowe i pirymidynowe
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ulozone sg wewnatrz struktury makroczasteczki, co w duzej mierze zapobiega
ich kontaktowi z rozpuszczalnikiem. Jednakze w stanie zdenaturowanym sg one
solwatowane w znacznie wigkszym stopniu. W konsekwencji stan
zdenaturowany DNA jest faworyzowany przez kazdy czynnik, ktory powoduje
wzrost hydrofobowosci srodowiska (rozpuszczalnik + osmolit). Mechanizm ten
moze tlumaczy¢ destabilizujacy wpltyw N N,N-trimetyloglicyny na DNA.
Zatem kadaweryna 1 N, N, N-trimetyloglicyna wptywaja na DNA niezaleznie od
siebie, kadaweryna oddzialuje z DNA bezposrednio, natomiast N,N,N-
trimetyloglicyna oddzialuje na DNA poprzez wplyw na wlasciwosci
rozpuszczalnika **,

Entalpia topnienia DNA w obecnosci N,N,N-trimetyloglicyny po
przekroczeniu stezenia 0.75 molkg' roénie i staje sie coraz silniej
endotermiczna wraz z dalszym wzrostem st¢zenia osmolitu, zaréwno
w przypadku fragmentéw DNA zlozonych z p(dAdT), jaki i p(dGdC) ''® 7.
Jednoczes$nie temperatura topnienia p(dGdC) maleje wraz ze wzrostem st¢zenia
N,N, N-trimetyloglicyny w roztworze, podczas gdy stabilno$¢ polinukleotydu
p(dAdT) si¢ nie zmienia. Zmiany entalpii zaobserwowane dla p(dAdT)
wskazuja na to, ze oddzialywania osmolitu z dwuniciowym polinukleotydem sa
kompensowane przez podobne oddziatywania z pojedyncza nicia, co skutkuje
brakiem wptywu N, N, N-trimetyloglicyny na jego temperature denaturacji. Przy
wyzszych stezeniach osmolitu oddziatywania z dupleksem zaczynaja
dominowaé, co powoduje powstanie endotermicznego wkiadu, ktory
podwyzsza entalpi¢ topnienia. W zwigzku z tym, ze wzrost entalpii nie wptywa
na stabilno$¢ polinukleotydu, prawdopodobnie towarzyszy mu wzrost entropii
nastepujacy w wyniku zmiany stezenia N, N, N-trimetyloglicyny.

Wzrost efektu endotermicznego towarzyszacego topnieniu p(dGdC)
wigze si¢ ze spadkiem jego stabilno$ci, ktory nastepuje wraz ze wzrostem
stezenia N,N,N-trimetyloglicyny w roztworze. Takie zachowanie sugeruje, ze
N,N,N-trimetyloglicyna w mniejszym stopniu oddziatuje z parami GC
w dwuniciowym polinukleotydzie, lub tworzy duzo wiecej oddziatywan

z jednoniciowym p(dGdC) ''°.

5.3.2 Mocznik i jego N-alkilowe pochodne

Wplyw pochodnych alkilowych mocznika na DNA nie zostal jeszcze
zbadany. Sam mocznik podobnie jak glicyny powoduje spadek temperatury
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denaturacji kwaséw nukleinowych, ktory nastepuje liniowo wraz ze wzrostem

. . . 114, 118-12
stezenia tego osmolitu w roztworze ''* 15120,

Mocznik jest donorem
1 akceptorem potencjalnych wigzan wodorowych, ale jest jednocze$nie znacznie
mniej polarny niz jony obojnacze N-metylowanych glicyn. Destabilizuje on
DNA % M8 19121 deqnak w przeciwienstwie do bialek, DNA pozostaje
nienaruszone nawet przy stezeniu 6 M mocznika w roztworze wodnym "% 1.

Dodanie mocznika do roztworu prawie wcale nie wplywa na potencjat

chemiczny dwuniciowego DNA '

. Wynika z tego, ze lokalne ste¢zenie
mocznika w otoczeniu DNA jest prawie takie samo, jak w calym roztworze.
Podobnie dzieje si¢ w obecnosci kationdéw sodu i1 potasu oraz anionu
chlorkowego, mocznik nie jest akumulowany ani wykluczany z ich otoczenia
122

Mocznik powoduje powolny liniowy spadek wartosci entalpii procesu
przejscia DNA z formy dwuniciowej do jednoniciowej, ktory nastepuje wraz ze
wzrostem stezenia osmolitu w roztworze. Postawiona zostata w zwigzku z tym
hipoteza '"*, ktora zaklada, ze zalezno$¢ AH i temperatury denaturacji od
stezenia mocznika wynika z jego preferencyjnego oddziatywania z zasadami
DNA, co jest bardziej efektywne, gdy DNA jest w stanie zdenaturowanym.

Jedna z teorii zaktada, ze w przeciwienstwie do pochodnych glicyny
mocznik destabilizuje bardziej pary zasad AT niz GC ''°. Poprzez silniejsze
oddziatywania z adening i tyming osmolit ten konkuruje z wodg o potencjalne
miejsca tworzenia wigzan wodorowych wzdluz DNA, co powoduje wigksza
dehydratacje par AT w stosunku do GC. Chalikian ® postulowal, ze woda jest
silniej zwigzana z fragmentami DNA zlozonymi z par GC w dwuniciowym
DNA. Nordstrom ''° zakladajac, ze podobnie dzieje si¢ w przypadku
jednoniciowego DNA 1 pary AT sg stabiej hydratowane, stwierdzit, ze zjawisko
to tlhumaczy duza akumulacje mocznika w okolicach fragmentéw ssDNA
bogatych w pary AT. To natomiast jest przyczyng wiekszej niestabilnosci
bogatych w pary AT fragmentéw dsDNA w obecnosci mocznika.

Druga teoria przedstawiona przez Babayana ''*

zaklada, ze wplyw
mocznika na temperatur¢ DNA nie zalezy od rodzaju par zasad tworzacych
kwasy nukleinowe. Mocznik uznawany jest za bardzo efektywny, ale
niespecyficzny czynnik denaturujacy kwasy nukleinowe ze wzgledu na

preferowane oddziatywania z polarnymi powierzchniami o charakterze
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aminowym w czasteczkach zasad (guaniny, cytozyny oraz tyminy i uracylu),
ktore staja si¢ dostepne w wyniku denaturacji '*.
Teori¢ t¢ potwierdzaja symulacje z wykorzystaniem dynamiki

molekularnej '*.

Wykazuja one, ze mocznik powoduje utrate wigzan
wodorowych taczacych komplementarne pary zasad w RNA. Jednoczesnie
mocznik nie wykazuje preferencji w oddziatywaniach z konkretnymi zasadami,
a jedynie z grupami aminowymi. Zatem destabilizacja RNA przez mocznik
wynika z tworzenia wielu bezposrednich wigzan wodorowych z zasadami oraz
asocjacji z nimi.

Z dostepnych mi zrédet literaturowych wynika, ze zostalo wykonanych
niewiele badan dotyczacych oddziatywania mocznika z DNA w odréznieniu do

jego wptywu na bialtka.

5.3.3 Oddzialywania poliamin z DNA

Poliaminy to grupa matych alifatycznych zwigzkoéw organicznych, tj.:
spermina, spermidyna, putrescyna 1 kadaweryna, ktére s3 naturalnie
produkowane w komorkach organizmow eukariotycznych
i prokariotycznych '**. Sa to aminy biogenne, ktorych stezenie zmienia sic w
trakcie cyklu komorkowego. Odgrywaja one istotng role w regulacji
komorkowe;j proliferacji, transformacji, r6znicowaniu komorek oraz apoptozie
1tumorogenezie. Biorg rdéwniez udzial w wielu innych procesach
biologicznych, np. replikacji, transkrypcji, translacji, modyfikacjach
potranslacyjnych, stabilizacji blon komorkowych i1 bramkowaniu kanatow
jonowych #7128,

Poliaminy egzogenne 1 ich analogi sg transportowane do komorek, a ich
stezenie w ptynach ustrojowych i tkankach moze znacznie si¢ podwyzszaé, co
jest wyznacznikiem wielu chordb, np. nowotwordw, tuszczycy czy anemii
sierpowatej 12 130,

W fizjologicznych warunkach w komorce grupy aminowe poliamin s3
protonowane, dzigki temu polikationy oddziatuja z ujemnie natadowanymi
czasteczkami, tj.: DNA, RNA, biatkami 1 fosfolipidami 126 Jednakze pomimo
tak duzej roli jaka odgrywaja w procesach komorkowych, ich doktadna funkcja
fizjologiczna in vivo 1 mechanizm ich dziatania w proliferacji komorek ssakow

pozostaje w duzej mierze niewyjasniony.
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Zostalo udowodnione, ze poliaminy stabilizujg DNA podczas
niekorzystnego dziatania temperatury, denaturacji zasadowej, rozkladu
enzymatycznego, dziatania promieniowania oraz interkalacji przez barwniki

131-1
aromatyczne '

Moga réwniez odgrywaé role w utrzymywaniu
komoérkowego DNA w odpowiednim upakowaniu oraz umozliwia¢ upakowanie
DNA w glowkach fagowych '**14°.

Gléwnym celem oddziatywania poliamin ze wzgledu na ich dodatni
fadunek, jak wspomniano wczes$niej, staja si¢ ujemnie naladowane grupy
fosforanowe DNA 1 RNA. Jednakze, pomimo wielu badan 1 obszernej
literatury, nadal nie zostal sprecyzowany model ogdlny zaproponowany przez
Liquori '°, dotyczacy okreslenia pozycji i orientacji, w jakiej poliaminy wigza
sic¢ z DNA. Nie jest réwniez zrozumiale, w jaki sposdb ograniczenia
geometryczne podczas oddzialywan wptywaja na strukturalne i mechaniczne
zachowanie uktadu '*'.

W celu poznania mechanizméw oddziatywania poliamin oraz ich
pochodnych z DNA 1 RNA in vitro przeprowadzono wiele badan
z wykorzystaniem r6znych technik, m.in.: dializy rGwnowagowej, obrazowania
NMR, dichroizmu kotowego, spektroskopii Ramana, spektroskopii FTIR,
krystalografii, skaningowej kalorymetrii roznicowej oraz izotermicznej

kalorymetrii miareczkowej '**°°

. Badania te pokazaly, ze sposrod wielu
roznych rodzajéow oddziatywan bioragcych udziat w interakcji poliamina—DNA,
najsilniejsze sa oddzialywania elektrostatyczne. Ponadto, na podstawie badan
oddziatywania sperminy 1 spermidyny z DNA o ro6znej zawartosci par zasad,
wyciagnieto wniosek, ze zachodzace interakcje sg niezalezne od budowy kwasu
nukleinowego. Jednoczesnie istnieje teoria, ze wigzanie poliamin do DNA nie
wywoluje znaczacych zmian konformacyjnych w jego natywnej strukturze, jest
ono niespecyficzne 1 moze zachodzi¢ bezposrednio lub posrednio przez

5

wiazania wodorowe czasteczek wody '*2. Rezultaty eksperymentow zostaty

potwierdzone przez zastosowanie teorii kondensacji polielektrolitow
i przeciwjondéw 7' z ktorych wynika, ze niespecyficzne elektrostatyczne
oddziatywania pomiedzy grupami fosforanowymi DNA 1 polikationami
utrzymuja kationy w cienkiej skondensowanej warstwie blisko powierzchni
DNA. Z drugiej strony, wyniki badan krystalograficznych wskazuja na to, ze
poliaminy zajmuja tylko Sci$le okreslone miejsca w strukturze A-DNA, Z-DNA

oraz tRNA * %% Wysokie powinowactwo poliamin do form DNA innych niz



Czes¢ literaturowa

B-DNA moze wskazywa¢ na to, ze zaro6wno struktura drugorzedowa, jak
1 sktad par zasad DNA moga determinowac rozpoznanie poliamin.

Mimo, ze istnieje wiele doniesien, natura oddziatywan poliamin z DNA
inastepujace w ich konsekwencji zmiany konformacyjne budza nadal
zainteresowanie 1 sg celem kolejnych poszukiwan.
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Przedstawiony przeglad literaturowy na temat wplywu osmolitow na
DNA stal si¢ podstawg 1 inspiracja do badan zrealizowanych w ramach
niniejszej pracy. Przede wszystkim nalezy zauwazy¢, 1z mimo mnogosci badan
przeprowadzonych w celu poznania roli oraz mechanizméw dzialania
osmolitow na komponenty komoérkowe organizméw zywych, w ktorych
osmolity naturalnie wystepuja, stosunkowo niewiele jest prac poswigconych
uktadom zawierajagcym DNA.

Jedna z grup osmolitow jaka sga metylowe pochodne glicyny jest
stabilizatorem biatek. Zostaly one zaklasyfikowane do tzw. osmolitoéw
kompatybilnych, czyli takich, ktore nie oddziatujg szkodliwie na bioczasteczki
w warunkach fizjologicznych. Pomimo takich wlasciwosci powoduja one
obnizenie stabilnosci termicznej DNA. Niestety, nie istnienie jednoznaczna
1 spdjna teoria, ktora thumaczytaby mechanizm tego zjawiska.

W grupie alkilowych pochodnych mocznika dostepnych jest niewiele
informacji  dotyczacych kwestii ich oddzialywania na bioczgsteczki.
Jednoczes$nie nie udato mi si¢ znalez¢ zadnych danych dotyczacych ich wptywu
na DNA. Znacznie wigksze zainteresowanie budzi dzialanie samego mocznika
zardwno na bialka, jak 1 kwasy nukleinowe. Jest on jednoznacznie uznawany za
osmolit destabilizujgcy DNA ze wzgledu na zdolno$¢ do obnizania jego
temperatury denaturacji.

Uogo6lniajac stan wiedzy w przedstawionym obszarze, wcigz istnieje
zapotrzebowanie na stworzenie spojnej teorii, ktora okreslataby molekularny
mechanizm procesOw zachodzacych w ukladach DNA-woda-osmolit.
Tematyka niniejszej pracy wpisuje si¢ w nurt tak ukierunkowanych
poszukiwan. Stanowig one takze uzupehnienie prac prowadzonych w Katedrze
dotyczacych wptywu wybranych grup osmolitéw na biatko. Na podstawie tych
badan nie ulega watpliwosci fakt, ze obecnos¢ buforu w roztworze modyfikuje
zachowanie si¢ biatka czesto w wyzszym stopniu niz sam osmolit. Nalezalo
zatem oczekiwaé rownie silnego wplywu buforu na zachowanie si¢ DNA
w roztworze. Celem poznania interakcji osmolit-DNA nalezaloby poddaé
badaniom roztwory pozbawione obecnosci buforow. Wedlug mojej wiedzy
brakuje badan na temat DNA w roztworach nie buforowanych. Obecnos¢
buforow jest natomiast w literaturze zupelie ignorowana w dyskusji
oddziatywania z osmolitami.
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Szeroko pojetym celem niniejszej pracy byla proba zaproponowania

niektorych aspektéw molekularnego mechanizmu wptywu osmolitow,
metylopochodnych glicyny oraz alkilopochodnych mocznika, na strukture
1 stabilnos¢ DNA w nie buforowanych roztworach wodnych.

Zakres realizacji poszczego6lnych celow obejmowat:

1. Wykonanie pomiarow oraz przeprowadzenie analizy chemometrycznej
widm FTIR w ukladach DNA-woda-osmolit, celem wuzyskania
informacji na temat zmian strukturalnych w czasteczce DNA
wywolanych obecnoscig osmolitu w roztworze oraz zweryfikowania
sposobu oddziatywania osmolitow z DNA w aspekcie oddzialywan
bezposrednich 1 posrednich.

2. Wykonanie pomiarow kalorymetrycznych DSC celem okreslenia
wplywu osmolitow na stabilno$¢ termiczng DNA w roztworach
wodnych oraz potwierdzenia stusznosci wyboru do badan uktadow nie
buforowanych.

3. Wykonanie pomiaréow kalorymetrycznych ITC, celem okreslenia
globalnego  efektu cieplnego  towarzyszacego  oddzialywaniu
poszczego6lnych osmolitow z DNA oraz komponentow entalpowych,
ktore wspoitworzg ten efekt.

4. Wykonanie obliczen teoretycznych DFT w uktadach DNA-woda oraz
DNA-osmolit, celem okreslenia wptywu wybranych osmolitow na moc
wigzan wodorowych pomigdzy komplementarnymi zasadami DNA,
bedacych jednym z glownych czynnikdéw stabilizujacych strukture
helikalng tej makroczasteczki.
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7.1  Materialy

7.1.1 DNA genomowe

S6l sodowa kwasu deoksyrybonukleinowego (Sigma — Aldrich) —
zakupiony preparat DNA z grasicy cielecej (ctDNA) dostarczony byt w formie
zliofilizowanych wiokien.

7.1.2 Osmolity

Tabela 2. Uproszczone wzory strukturalne badanych osmolitéw.
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Glicyna (99 %, Sigma — Aldrich)

N-metyloglicyna (NMG, 99 %, Sigma — Aldrich)
N,N-dimetyloglicyna (DMG, 98 %, Sigma — Aldrich)
N,N, N-trimetyloglicyna (TMG, 99 %, Sigma — Aldrich)
Mocznik (98 %, Sigma — Aldrich)

N-metylomocznik (NMM, >97 %, Fluka)
N,N’-dimetylomocznik (DMM, 98 %, Sigma — Aldrich)
N,N,N’,N’-tetrametylomocznik (TMM, 99 %, Fluka)
N-etylomocznik (NEM, 98 %, Fluka)
N,N’-dietylomocznik (DEM, 97 %, Sigma — Aldrich)
Spermidyna (=99 %, Sigma — Aldrich)

7.1.3 Odczynniki

Dejonizowana woda (k<0.10 S-cm™)

Chlorek sodu (NaCl, >99 %, POCh)

Chlorek tetrabutyloamoniowy (TBACI, >99 %, Sigma — Aldrich)
Fosforan sodu jednozasadowy monohydrat (NaH,PO4-H,O, >99 %,
Sigma)

Fosforan sodu dwuzasadowy dihydrat (Na,HPO4-2H,0, >98.5 %, Sigma)

7.1.4 Przygotowanie roztworéw do analizy FTIR

Roztwor osmolitu

Tabela 3. Zakres stezen badanych osmolitow.

Osmolit ¢ [mol dm™]
Glicyna 0-2.0
N-metyloglicyna 0-5.5
N, N-dimetyloglicyna 0-5.5
N, N, N-trimetyloglicyna 0-3.5
Mocznik 0-7.0
N-metylomocznik 0-7.0
N,N’-dimetylomocznik 0-5.5
N,N,N’,N -tetrametylomocznik 0-3.0
N-etylomocznik 0-14
N,N’-dietylomocznik 0-14

Spermidyna 0-1.0
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Roztwory osmolitu przygotowywatam w ilosci zaleznej od potrzeb,
bezposrednio przed kazdym eksperymentem. Odwazong ilos¢ wybranej
substancji rozpuszczalam w wodzie dejonizowanej, aby uzyska¢ roztwor
o okreslonym stezeniu. Klarowny roztwér byl kazdorazowo odgazowywany
zuzyciem eksykatora prozniowego i1 mieszadta magnetycznego. Wybrane
osmolity badane byly w zakresie st¢zen przedstawionym w Tabeli 3.

Roztwor DNA w wodzie

Roztwory DNA przygotowywatam wagowo. Odwazong probke DNA
w wodzie dejonizowane] mieszalam za pomoca jalowej koncowki pipety
automatycznej i pozostawialam na 24 h w temperaturze 4 °C w celu
rozpuszczenia DNA. Po uplywie tego czasu roztwdr ponownie mieszatam
1odwirowywatam, aby uzyska¢ jednolity zel, ktéry wykorzystywatam do
pomiarow. Sporzadzatam roztwory o stezeniu 8 % wagowych DNA,
optymalnym do pomiarow.

Roztwor DNA w obecnosci osmolitu

Wodne roztwory DNA w obecnosci osmolitu przygotowywatam
z wykorzystaniem przyrzadzonych wczesniej roztworow wyjsciowych glicyny,
mocznika 1 ich N-alkilowych pochodnych, w przedstawionym w Tabeli 3
zakresie stg¢zen. Roztwor przygotowywatam tak, aby stezenie wagowe DNA
kazdorazowo wynosito 8 %.

7.1.5 Przygotowanie roztworow do badan kalorymetrycznych ITC

Roztwor wyjsciowy osmolitu

Roztwory osmolitéw przygotowywatam w ilosci zaleznej od potrzeb,
bezposrednio przed kazdym eksperymentem. Odwazong ilo$¢ wybranej
substancji rozpuszczalam w wodzie dejonizowanej, aby uzyska¢ roztwor
o okreslonym stezeniu. Stezenie kazdego osmolitu przygotowywalam tak, aby
w eksperymencie po miareczkowaniu uzyska¢ odpowiedni stosunek liczby
czasteczek badanego zwigzku do liczby grup fosforanowych w roztworze DNA.
Proporcje te byty dobrane tak, aby zachowa¢ warunki eksperymentalne z badan
prowadzonych z wykorzystaniem spektroskopii FTIR.
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Roztwor wyjsciowy DNA

Roztwory DNA przygotowywatam przed pomiarem, poprzez
rozpuszczenie odwazonych wczesniej wiokien soli sodowej DNA w wodzie
dejonizowanej. Uzyskang probke DNA mieszalam za pomocg jalowej
koncowki pipety automatycznej i pozostawiatam na 24 h w temperaturze 4 °C
w celu rozpuszczenia DNA. Po uplywie tego czasu roztwdr mieszatam
1 odwirowywatam, aby uzyska¢ jednolita ciecz, ktérg wykorzystywalam do
pomiarow. Sporzadzalam roztwory tak, aby po miareczkowaniu uzyskac
stezenie koncowe DNA rowne 1 mg-ml™.

Roztwory wyjsciowe zwigzkow pomocniczych

Roztwory  zwigzkow  pomocniczych, czyli NaCl 1 TBACI,
przygotowywalam w wodzie dejonizowanej. St¢zenie kazdego z nich
dostosowatam do potrzeb eksperymentu, tak aby liczba czasteczek dane;j
substancji w roztworze odpowiadala liczbie grup fosforanowych DNA
zawartych w badanym roztworze.

7.1.6 Przygotowanie roztworow do badan mikrokalorymetrycznych DSC

Roztwor wyjsciowy osmolitu

Roztwory osmolitow przygotowywatam analogicznie, jak
w eksperymentach kalorymetrycznych ITC.

Roztwor wyjsciowy DNA

Roztwory DNA przygotowywatam przed pomiarem, poprzez
rozpuszczenie odwazonych wczesniej wiokien soli sodowej DNA w wodzie
dejonizowanej. Uzyskang probke DNA mieszalam za pomocag jalowej
koncowki pipety automatycznej i pozostawiatam na 24 h w temperaturze 4 °C
w celu rozpuszczenia DNA. Po uplywie tego czasu roztwdr mieszatam
1 odwirowywatam, aby uzyska¢ jednolita ciecz, ktérg wykorzystywalam do
pomiaréw. Sporzadzalam roztwory o stezeniu DNA réwnym | mgml’,
optymalnym do pomiarow.

Roztwor DNA w obecnosci osmolitu
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Wodne roztwory DNA w obecnosci osmolitu przygotowywalam
z wykorzystaniem przyrzadzonych wczesniej roztwordw wyjsciowych glicyny,
mocznika 1 ich N-alkilowych pochodnych, w przedstawionym w Tabeli 3
zakresie stezen. Roztwor przygotowywalam tak, aby stezenie DNA
kazdorazowo wynosito 1 mg-ml™.

7.2  Aparatura badawcza

Widma FTIR badanych roztworéw mierzytam za pomocg spektrometru
FTIR Nicolet 8700 firmy Thermo Electron Co. We wszystkich pomiarach
zastosowatam jednoodbiciowg przystawke ATR (attenuated total reflection)
wyposazong w diamentowy krysztat. Kazde widmo bylo $rednig z 256 lub 512
skanéw, wykonanych w rozdzielczosci 2 cm™, w zakresie 4500 — 550 cm™.
Spektrometr wraz z przystawka byly przedmuchiwany azotem, aby usunaé
z uktadu par¢ wodng oraz ditlenek wegla. Temperatura w trakcie pomiarow
byta kontrolowana z wykorzystaniem termostatu elektrycznego (Specac Inc.)
i utrzymywana na statym poziomie, 25.0 = 0.1 °C.

Pomiary kalorymetryczne wykonalam z wykorzystaniem izotermicznego
mikrokalorymetru miareczkowego Nano-Isothermal Titration Calorimeter III
firmy Calorimetry Sciences Corp. oraz skaningowego mikrokalorymetru
roznicowego Nano-Differential Scanning Calorimeter III (TA Instruments).

Mikrokalorymetr DSC wyposazony jest w dwie kapilarne celki
pomiarowe o pojemnosci 0.33 ml. W celce referencyjnej kazdorazowo
znajdowat si¢ wodny roztwor osmolitu (lub bufor fosforanowy z dodatkiem
chlorku sodu). W celce reakcyjnej umieszczatam w zaleznosci od potrzeb:
wodny roztwor osmolitu (lub bufor fosforanowy z chlorkiem sodu), przy
pomiarach linii buforowych albo DNA w wodnym roztworze osmolitu (lub
w buforze fosforanowym z chlorkiem sodu), przy wilasciwych pomiarach.
Skanowanie odbywalo si¢ w zakresie temperatur 10 — 100 °C , z szybkoS$cig
1°C'min”', przy stalym ciénieniu 3 atmosfer. Pomiar linii buforowych
obejmowat pi¢¢ cykli skanowania (na jeden cykl sklada si¢ rownowazenie
1200 s, grzanie od 10 do 100 °C, ponowne rownowazenie 600 s i chfodzenie do
10 °C), natomiast pomiar wlasciwy, dwa pelne cykle skanowania. Dane
kalorymetryczne = przekazywane do  komputera  zsynchronizowanego
z mikrokalorymetrem s3 przedstawiane w skali mocy grzania w funkcji
temperatury.
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Kalorymetr ITC skfada si¢ z dwdch celek o pojemnosci 1 ml kazda. Sa to
celki: reakcyjna, w ktorej umieszczalam roztwor badanej substancji oraz celka
odniesienia, gdzie znajdowala si¢ woda. Ponadto w pomiarach wykorzystywana
byta precyzyjna biureta o pojemnosci 250 pul przy pomocy, ktorej
miareczkowany byt roztwor osmolitu. Objetos$¢ jednej porcji titranta wynosita
10 pl. Dozowanie rozpoczynato si¢ kazdorazowo po 2000 s rOwnowazenia.
Pomiary wykonywane byly przy stalej temperaturze 25 °C. Poszczegdlne porcje
roztworu osmolitu byly automatycznie dozowane co 300 s. Mieszanina
reakcyjna byla przez caly czas trwania eksperymentu mieszana z predkoscia
250 obr./min za pomocg wyprofilowanej koncowki biurety. W czasie trwania
eksperymentu w celce odniesienia utrzymywana byta stala temperatura.
Natomiast w celce pomiarowej, w zalezno$ci od efektu termicznego reakcji,
temperatura spadata (reakcja endotermiczna) lub podnosita si¢ (reakcja
egzotermiczna) w stosunku do celki referencyjnej. W wyniku tego dodatkowy
element kontrolny kompensowal roznice temperatur pomiedzy celkami
dostarczajac lub odprowadzajac z celki pomiarowej ciepto odpowiadajace

. . 164-1
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Moc uzyta do osiggnigcia tego stanu byla
monitorowana 1 zapisywana w funkcji czasu przez komputer zsynchronizowany
z mikrokalorymetrem.

Wszystkie probki przygotowywatam wagowo z wykorzystaniem wagi
analitycznej, z doktadnoscia do 107 g.

Odczyn pH wszystkich roztworéw kontrolowalam za pomocg pH-metru

firmy Schott, wyposazonego w mikroelektrode szklang.

7.3  Specjalistyczne oprogramowanie komputerowe

Do rejestracji 1 wstepnej obrobki widm FTIR wykorzystatam program
OMNIC 7.3 firmy Thermo Electron Corp.. Analiz¢ widm przeprowadzitam
zuzyciem programu Grams/Al 8.0 (Thermo Electron Corp.) oraz programu
Yanusz (autorstwa Pierre Laudet), pracujacego pod kontrolg pakietu Grams/Al
Srodowisko obliczeniowe MATLAB 7.1 (MathWorks) zostalo wykorzystane do
przeprowadzenia analizy chemometrycznej danych widmowych z uzyciem
skryptow autorstwa Piotra Bruzdziaka.

Do rejestracji 1 obrobki danych kalorymetrycznych wykorzystane zostaty
programy Nano DSC Run 4.0 oraz NanoAnalyze 2.1 firmy TA Instruments.
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Cze$¢ analizy danych kalorymetrycznych zostata przeprowadzona w ramach
programu Grams/Al 8.0.

Dane wejSciowe do obliczen DFT oraz wizualizacjg wynikow
przygotowalam z uzyciem pakietu HyperChem 8.0. Obliczenia wykonatam przy
uzyciu standardowego pakietu Gaussian 03. Byly one prowadzone na
komputerach Centrum Informatycznego Trojmiejskiej Akademickiej Sieci
Komputerowej w ramach klasterow Holk 1 Galera.

7.4  Metodyka pomiarowa widm FTIR

7.4.1 Wprowadzenie

Spektroskopia w podczerwieni pozwala na uzyskanie wielu réznych
informacji na temat DNA. Umozliwia, na przyklad, okreslenie geometrii
czasteczki  kwasu  deoksyrybonukleinowego  poprzez = wykorzystanie
charakterystycznych dla danej konformacji DNA pasm markerowych, ktore
okreslane sa przez konkretna liczbe falowa i intensywnoséé absorpcji. Sledzenie
pasm przypisanych do danej struktury DNA pozwala na badanie wywotanych
réoznymi czynnikami zewngtrznymi zmian konformacji helisy DNA pomiedzy
formami A, B, C 1 Z oraz okreSlenie zawartosci danej struktury w badanej
prébee na podstawie intensywnosci absorpcji charakterystycznych pasm '™ 17>,
Spektroskopia IR umozliwia rowniez badanie form jedn-, dwu- oraz
trzyniciowych DNA, przemian jakie zachodza pomigdzy wymienionymi
strukturami i czynnikow, ktore je determinujg ' 77

Technika spektroskopii IR pozwala obserwowaé¢ zmiany jakie zachodza
w kwasach nukleinowych pod wptywem oddzialywania z r6znymi zwigzkami,

1 . . . .
8 czy czasteczkami organicznymi ', Analize

na przyktad jonami metali
miejsc oddzialywan oraz stopnia zmiany struktury DNA ulatwia metoda widm
roznicowych.

Metoda widm FTIR umozliwia takze badanie oddzialywania DNA
z rozpuszczalnikiem. Duza czg$¢ publikacji w tym zakresie stanowig prace
poswiecone zmianom zachodzacym w widmie DNA w funkcji wilgotnosci

probki ®%. Interesujaca jest réwniez mozliwo$¢é obserwowania zmian
wywotlanych dehydratacja DNA, co zbadal m. in. Tsuboi '*. Scharakteryzowat

on te zmiany 1 udowodnil, ze czgSciowo sg one podobne do zmian, ktore
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zachodza w widmie DNA w roztworze podczas termicznej denaturaci,
dziatania deoksyrybonukleazy lub formamidu.

7.4.2 Widmo DNA w podczerwieni

Widmo DNA w podczerwieni pozwala na uzyskanie wielu informacji na
temat jego struktury. W widmie takim mozna wyr6zni¢ dwa giowne obszary
absorpcji. Pierwszy obszar znajduje sic w zakresie czestosci 1300-950 cm’™
1 zlokalizowane s3 w nim pasma charakterystyczne dla grup fosforanowych
w DNA. Zakres pasm charakterystycznych gtownie dla wigzan karbonylowych
zasad nukleinowych odpowiada przedziatowi 1800-1500 cm™.

W badaniach analizie poddatam zakres 1270-900 cm”, w ktérym
obserwujemy pasma powstajace w wyniku drgan cukier — grupa fosforanowa
oraz drgan reszt cukrowych. Pozostaty zakres widma DNA w wodzie zwyklej
zostal pominigty ze wzgledu na zbyt duzag w tym obszarze absorpcje grup
karbonylowych badanych osmolitow. Wybrany zakres zostat podzielony na trzy
czesci, z ktorych kazda analizowana jest osobno 1 w kazdej z nich zawarte sg
charakterystyczne pasma DNA (Rysunek 6).
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Rysunek 6. Widmo FTIR ctDNA z uwzglednieniem trzech analizowanych zakreséw.

Pierwszy badany obszar 1275-1155 cm’ zawiera pasmo 1222 cm’
odpowiadajace antysymetrycznym drganiom rozciggajacym grup PO, ktore

jest takze glownym markerem formy B-DNA '*!. Kolejny badany obszar 1155-
J g y y
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990 cm™ obejmuje dwa wazne pasma DNA. Pasmo 1086 cm™ zwiazane jest

z symetrycznymi drganiami rozciagajacymi grupy PO, w szkielecie DNA '*"

82 natomiast pasmo 1053 cm’ zwiazane jest z wystepowaniem drgaf
rozciagajacych wiazan C-O reszt deoksyrybozy '*2. Ostatni z analizowanych
zakresow 990-945 cm™ zawiera jedno istotne pasmo, charakterystyczne dla
formy B-DNA, singlet przy 970 cm”, ktory pojawia sic jako wynik drgan

rozciagajacych wigzan C-C w szkielecie DNA '*.

7.4.3 Wstepne opracowanie widm

Przed wlasciwg analiza widm trzeba podda¢ je wstepnej obrobce. Po
pierwsze nalezy wyeliminowaé wplyw pary wodnej. Nieusunig¢cie udzialu
absorpcji pary wodnej w widmie DNA moze powodowa powstawanie
sztucznych pasm, widocznych zwlaszcza po zwigkszeniu rozdzielczo$ci widma
za pomocg dekonwolucji lub drugiej pochodnej. Podobne skutki moga pojawic¢
sig, gdy pasma absorpcji pary wodnej zostang odjete od widma DNA
niedoktadnie. Wptyw widma pary wodnej zmniejsza si¢ przeptukujac aparat
pomiarowy azotem. Wykonywatam takze rejestracj¢ widma pary wodnej przed
wlasciwym pomiarem probki, aby umozliwi¢ pdzniejsza korekcje (odjecie) na
podstawie wizualnej oceny wyniku odejmowania.

Kolejng modyfikacja, jakiej poddawalam widma jest wygtadzanie, ktore
pozwala w pewnym stopniu usung¢ szumy. Wygladzanie wybranych widm
przeprowadzitam korzystajac z algorytmu Savitzky-Golay z szerokoscig
wygladzania 9 — 13 cm™ przy zastosowaniu wielomianu trzeciego stopnia.

7.4.4 Usuniecie widma wody

Przed analiza widm niezbedne jest usunig¢cie udziatlu absorpcji wody
zarOwno z widm uzyskanych dla roztworow wodnych osmolitow oraz DNA,
jak 1 widm roztworéw wodnych DNA z osmolitami. Woda zwykta stosowana
jako rozpuszczalnik pozwala na doktadng analize widm DNA w zakresie 1250
— 800 cm” poniewaz w tym obszarze absorpcja wody wyrazona jest jako
krzywa, ktora nie ma wptywu na widmo DNA przy dalszej analizie (Rysunek
7). Odjecie widma wody zwyktej od widma DNA z osmolitem w Srodowisku
wodnym pozwala wigc uzyska¢ wyizolowane pasma charakterystyczne dla
absorpcji DNA w zakresie grup fosforanowych wraz z pasmami badanych
osmolitow w danym obszarze. Po usunigciu wplywu rozpuszczalnika z widm
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roztworow wodnych osmolitow lub DNA uzyskujemy wyizolowane widma
powyzszych sktadnikow w roztworze wodnym.
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Rysunek 7. Wyizolowane widmo wody (linia czerwona) w zakresie analizowanych
pasm DNA (linia czarna).

7.4.5 Opracowanie widm IR pod katem analizy prowadzacej do

wyznaczenia ,,widm zaburzonych”

Widmo zaburzone DNA obecnoscig osmolitu w roztworze

wodnym

W celu uzyskania wyizolowanego widma DNA zaburzonego przez
osmolit nalezalo uzyska¢ nastepujace serie stezeniowe widm oraz ich roéznice
(znak ,prim” zostal uzyty do oznaczenia wszystkich serii widm
wykorzystanych do wyznaczenia widma zaburzonego DNA, natomiast znak
,bis” do oznaczenia serii widm, ktore postuzyly do wyizolowania widm
zaburzonych osmolitéw obecnoscig DNA w roztworze):

W’bNA-osmolitiizo — Seria stezeniowa widm DNA (stale stgezenie) w obecnosci
osmolitu (zmienne stezenie) w roztworze wodnym. Uzyskane widma s3
sumg udziatbw widmowych wielu indywiduéw: widma DNA
niezaburzonego 1 zaburzonego przez osmolit, widma substancji
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rozpuszczonej niezaburzonej 1 zaburzonej przez DNA, widma wody
objetosciowej, wody zaburzonej przez osmolit i wody zaburzonej przez
DNA.

Wosmolitizo — seria stezeniowa widm osmolitu w roztworze wodnym.
Otrzymane w ten sposob widma sg sumg udziatdw widmowych: osmolitu,
wody objetosciowe] 1 wody zaburzonej przez substancj¢ rozpuszczong.

W moliiizo — seria stezeniowa interpolowanych widm osmolitu w roztworze

wodnym.

W_’i%om — seria ste¢zeniowa interpolowanych widm osmolitu, pozbawionych
udziatu wody objetosciowe;.

W’a0 — widmo wody objetosciowej (wody czystej).

W’pna2o — seria widm DNA w obecno$ci osmolitu o zmiennym st¢zeniu w
roztworze wodnym, na ktorg skladaja si¢ udzialy widm DNA
niezaburzonego 1 zaburzonego przez substancj¢ rozpuszczong oraz widm
wody objetosciowej 1 wody zaburzonej przez DNA. Seria ta pozbawiona
jest udzialu widmowego osmolitu oraz wody zaburzonej przez te
substancje.

W’pna — seria wyizolowanych widm DNA, na ktora skladajg sie udziaty
widmowe jedynie DNA niezaburzonego i zaburzonego przez osmolit.

Przeprowadzona przeze mnie analiza danych widmowych roztworow
wodnych DNA w obecnosci osmolitu (W’ pNa-osmolit-i20), Wymagata doktadnego
usuniecia z otrzymanych widm pasm charakterystycznych dla osmolitu oraz
pasm wody w badanym zakresie. W tym celu zmierzytam widma substancji
rozpuszczone] w roztworze wodnym (W’ osmolit-i20). Przygotowanie wszystkich
roztworow metodg wagowa umozliwito mi dokonanie obliczen stezen badanego
osmolitu w roztworze wodnym, jak réwniez w roztworze z DNA. Dalej
umozliwilo to interpolacje widm osmolitu w roztworze wodnym do
odpowiednich stezen. Zgodnie z RoOw. 1 uzyskane widma interpolowane
(W’iosmom) byly odejmowane ze wspdtczynnikiem 1 od odpowiadajacych im
widm DNA w obecnos$ci osmolitu. Podczas tych operacji zatozytam, ze kontur
widma osmolitu zaburzonego przez DNA pokrywa si¢ z konturem widma
osmolitu niezaburzonego. Zgodno$¢ tego zalozenia potwierdzily pdzniejsze
eksperymenty majace na celu wyizolowanie widm osmolitéw zaburzonych
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przez DNA. Przyjetam réwniez, ze widma zawierajace udzial osmolitu nie
zawieraja juz udziatu wody zaburzonej przez osmolit.

! _ ! _ i
w DNA—-H,0 — w DNA—-osmolit—H,0 w osmolit

(Réw. 1)

W uzyskanej w wyniku tych operacji serii widm pozostaje jeszcze udziat
wody objetosciowe] oraz wody zaburzonej przez DNA, ktére nalezy usunac.
W tym celu przyjetam przyblizenie, iz ksztalt widma wody zaburzonej przez
DNA jest wystarczajaco zblizony do ksztaltu widma wody objetosciowej, aby
oba te indywidua zostaly usunigte w procesie odejmowania widma wody
objetosciowej. Wspolczynnik odejmowania dobierany byt na podstawie oceny
wizualnej, tak, aby w badanym zakresie nie powstawaly ujemne obszary
absorpcji.

Ostatnim etapem przygotowywania widm do analizy bylo poddanie
wyizolowanych widm DNA zaburzonego normalizacji, ktéra polegata na
sprowadzeniu poszczegdlnych analizowanych pasm do pola powierzchni
rownego 1. Zabieg ten przeprowadzono w wybranym zakresie analizowanych
widm w celu uzyskania ujednoliconych pasm charakterystycznych dla DNA.
Sposob izolacji widma DNA w obecnosci osmolitu zostal przedstawiony
schematycznie na Rysunku 8. Normalizacja widm byta konieczna ze wzgledu
na roznice stezen badanych indywiduow w ramach jednej serii pomiarowe;.
Pozwolilo to na dokladng analize r6znic w ksztalcie 1 potozeniu pasm, bedacych
skutkiem interakcji DNA z osmolitem.
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Dowolna skala absorbancji
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Rysunek 8. llustracja metody izolowania widm DNA w roztworach o zmiennym
stezeniu glicyny. A — seria widm wodnego roztworu osmolitu (W’osmoit-H20); B — seria
widm DNA w wodnym roztworze osmolitu (W’pnaosmoiit-H20), CZerwong ramka
zaznaczone sg analizowane pasma DNA; C - widma osmolitu z Rysunku A
interpolowane do stezen z Rysunku B (W ssmoiitheo); D — widma osmolitu z Rysunku C
pozbawione udziatu wody (W’esmoit); E — seria widm DNA pozbawionych udziatu
osmolitu (W’pna); F — wyizolowane widma DNA znormalizowane wedtug powierzchni
pasma odpowiadajgcego antysymetrycznym drganiom rozciggajgcym grup PO,
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Widmo zaburzone osmolitu obecnoscia DNA w roztworze
wodnym

W celu uzyskania wyizolowanego widma osmolitu zaburzonego przez
DNA nalezato uzyska¢ nastepujace serie stgzeniowe widm oraz ich réznice:

W ssmolit-DNA-H20 — Seria stezeniowa widm osmolitu (state stezenie) w obecnosci
DNA (zmienne stgzenie) w roztworze wodnym. Uzyskane widma sg sumg
udziatéw widmowych wielu indywiduéw: widma osmolitu niezaburzonego
1 zaburzonego przez DNA, widma DNA niezaburzonego i zaburzonego
przez osmolit, widma wody objetosciowe], wody zaburzonej przez osmolit
1 wody zaburzonej przez DNA.

W”pna-20 — seria stezeniowa widm DNA w roztworze wodnym. Otrzymane
wten sposob widma s3 sumg udzialdbw widmowych: DNA, wody
objetosciowej 1 wody zaburzonej przez DNA.

Wlbnadizo — seria stezeniowa interpolowanych widm DNA w roztworze
wodnym.

Wlbna — seria stezeniowa interpolowanych widm DNA pozbawionych udziatu
wody.

Wm0 — widmo wody objetosciowej (wody czystej).

W ssmolit-i20 — seria widm osmolitu w obecnosci DNA w roztworze wodnym, na
ktora sktadaja si¢ udzialy widm osmolitu niezaburzonego i zaburzonego
przez DNA oraz widm wody objgtosciowej 1 wody zaburzonej przez
osmolit. Seria ta pozbawiona jest udzialu widmowego DNA oraz wody
zaburzonej przez DNA.

W osmolit — seria wyizolowanych widm osmolitu, na ktérg sktadajg si¢ udziaty
widmowe jedynie osmolitu niezaburzonego 1 zaburzonego przez DNA.

Analogicznie, jak w przedstawionej juz procedurze otrzymywania widm
zaburzonych DNA obecno$cig osmolitu, do uzyskania wyizolowanych widm
osmolitu zaburzonego przez DNA, konieczne jest usuni¢cie z tych widm pasm
absorpcji samego DNA oraz wody. Zmierzone widma DNA w roztworze
wodnym (W”pna-m20) zostaty interpolowane do warto$ci rzeczywistych stezen
DNA w roztworach z osmolitem. Podczas odejmowania uzyskanych widm
interpolowanych od serii widm osmolitu w obecnosci DNA w roztworze
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wodnym, usunigty zostat udziat widmowy DNA niezaburzonego. Do korekcji
widm ze wzgledu na obecno§¢ DNA zaburzonego przez osmolit postuzyly
wyizolowane we wczesniejszym eksperymencie widma W’pya. W uzyskanych
w ten sposob widmach (W”osmolit-iz0) udziat wody objetosciowej oraz wody
zaburzonej przez substancj¢ rozpuszczong zostal usunig¢ty podczas
odejmowania widma wody objetosciowe;].

7.4.6 Chemometryczna metoda wyznaczania widm zaburzonych

Badania nad skuteczng metodg uzyskiwania wlasciwych widm
zaburzonych na podstawie analizy danych spektralnych byly od dawna
prowadzone 1 rozwijane w zespole Stangreta. Jego prace skupiajg si¢ miedzy
innymi na poszukiwaniu widm wody zaburzonej przez szereg substancji
rozpuszczonych oraz wyznaczeniu parametru N, okreslajagcego liczbe
czasteczek zaburzonych, rowng liczbie moli czasteczek wody zaburzonej przez

. .. | 184
jeden mol substancji rozpuszczonej '* 4.

Metoda uzyskiwania widm
zaburzonych zostala w tym samym zespole zautomatyzowana poprzez
wykorzystanie algorytméw chemometrycznych opartych na analizie serii widm
roztworéw. Zostalo to dokfadnie opisane w publikacji '* oraz zastosowane,
rowniez z moim udzialem, w analizie ukladow zawierajacych DNA '®¢.
W niniejszej pracy zastosowalam t¢ metode do otrzymania widm DNA
zaburzonego przez wybrane osmolity oraz do wyznaczenia liczby czasteczek
osmolitu zaburzonego przez obecno$s¢ DNA w roztworze.

Metoda widm ro6znicowych zaproponowana przez Stangreta moze byc¢
wykorzystywana do analizy roznych uktadow, jesli tylko mozliwe jest
wyodrebnienie udzialu zaburzonego (affected, a) 1 niezaburzonego (bulk, b)
badanego sktadnika w obecnosci substancji rozpuszczonej w roztworze:

EC=E&g Cqt &y Cyp

(Réw. 2)

gdzie ¢, &, €, oznaczaja odpowiednio, widmo roztworu badanego sktadnika,
widmo jego czesci zaburzonej oraz niezaburzonej, natomiast ¢ = ¢, + ¢, wyraza
catkowite stezenie badanej substanciji w roztworze (mol-dm™).
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Przeksztalcajac rOwnanie mozemy wyznaczy¢ widmo czynnika zaburzonego
W roztworze:

c
g,=—(—¢g) + ¢
Ca

(Row. 3)
Zaktadajac, ze ¢ = 1/MV, natomiast ¢, = Nm/V, uzyskujemy roOwnanie 3
W postaci:
1
Eq = NMm(E — &) + &

(Réw. 4)

gdzie m oznacza molalnos¢ roztworu substancji rozpuszczonej (molkg™); M —
mas¢ molowa badanego skladnika (kg'mol'); ¥ — objeto$é roztworu
zawierajacego m moli substancji rozpuszczonej 1 jeden kilogram czynnika
badanego; N — liczbe czasteczek zaburzonych, réwng liczbie moli czgsteczek
badanego czynnika zaburzonych przez jeden mol substancji rozpuszczone;.
Przedstawione powyzej rownanie 4 jest najlepiej spelione, gdy m — 0

1 sprowadza si¢ do postaci:
1 /0

co = 07 () g+

(Réw. 5)

Pochodna z powyzszego rdéwnania, w warunkach nieskonczonego
rozcienczenia substancji rozpuszczonej, jest uzyskiwana poprzez aproksymacje
¢ wzgledem m, dla kazdej liczby falowej w calej serii widm danego uktadu,
mierzonych dla r6znych molalno$ci substancji rozpuszczonej. Rownanie 5
zawiera dwie niewiadome: ¢, oraz wartos¢ N, w zwigzku z tym poznajac jedng
z nich jednoczes$nie poznajemy takze drugg.

Przyktadowy zestaw probnych widm zaburzonych dla r6znych wartosci N
zostal przedstawiony na Rysunku 9. Ze wzrostem warto$ci parametru N, widmo
zaburzone staje si¢ bardziej podobne do widma czystego czynnika. Dzieje si¢
tak, poniewaz udzial widma zaburzonego maleje ze wzrostem N, a udziat
czystego czynnika staje si¢ bardziej istotny.

Klasyczna metoda otrzymywania widma zaburzonego polega na
znalezieniu spos$rod serii widm wyznaczonych z roOwnania 5, na podstawie
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analizy ich ksztattu, tego widma, ktére w catym rozpatrywanym regionie nie
posiada pasm ujemnych, jego ksztalt ma sens fizyczny i1 nie zawiera w sobie
udziatu formy niezaburzonej. Metoda ta jest niestety czasochfonna i pozwala na
przeanalizowanie jedynie niewielkiej liczby testowych widm zaburzonych.
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Rysunek 9. Przyktadowy zestaw prébnych widm zaburzonych N,N,N-trimetyloglicyny
dla wybranych wartosci parametru N. Kolorem czerwonym zostato zaznaczone widmo

niezaburzone N,N,N-trimetyloglicyny.

Procedura otrzymywania ksztattu widma zaburzonego i odpowiadajace;]
mu wartosci parametru N zostala zautomatyzowana przez Bruzdziaka poprzez

1 . .
% i wykorzystana przeze mnie do

zastosowanie metody chemometryczne;j
wyznaczenia liczby czasteczek osmolitu zaburzonych w roztworze przez DNA.
Metoda ta opiera si¢ na wykorzystaniu roOwnania 5 do wyznaczenia dla dane;j
substancji rozpuszczonej serii probnych widm zaburzonych, z ktoérych tylko
jedno odpowiada poszukiwanej wartosci parametru N. Udzial indywiduum
niezaburzonego w tych probnych widmach zmienia si¢ od zera (dla wartosci N
rownych lub nizszych od wartosci poszukiwanej) do prawie 100 % (dla duzych
warto$ci N). Podobnie, jak w metodzie klasycznej poszukuje si¢ wartosci
parametru N, ktory odpowiada widmu zaburzonemu (g,), nieposiadajacemu

udzialu widma formy niezaburzonej i pasm ujemnych. Bruzdziak zaproponowat
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metode chemometryczng polegajaca na powtarzajacej si¢ cyklicznie analizie
matych podzestawoéw widm testowych, okreslanych jako ,,0kna”, co pozwala
znalez¢ prawdziwag warto$¢ parametru N. Jest to warto$¢ znajdujgca si¢ na
granicy pomiedzy podzestawem probnych widm zaburzonych, ktore nie
zawieraja jeszcze udziatu formy niezaburzonej, a podzestawem w ktorym si¢
ona pojawia. W celu zwigkszenia dokfadnosci wyznaczenia parametru N,
analiz¢ takg powtarza si¢ cyklicznie dla coraz wezszych zakresoOw serii
probnych widm zaburzonych (szerokosci ,,okien”).

Wybrane z serii probnych widm zaburzonych widma w danym
podzestawie sg poroOwnywane z widmem niezaburzonej substancji badane;j.
Podobienstwo tych czynnikow do widma niezaburzonego okresla si¢ za
pomoca parametru y°, a sume dwoch najnizszych uzyskanych parametrow x>
nazwano sumarycznym parametrem > (Xy°).

Parametr N

7.98=

8.9+

9.9

|

5 21

szerokos$é ,,okna”

Rysunek 10. Przyktadowa mapa parametru 2;(2 dla N,N,N-trimetyloglicyny zaburzonej
przez obecne w roztworze DNA. Bialy region oznacza mate podobienstwo
wyizolowanych czynnikbw do widma N,N,N-trimetyloglicyny; pozostate kolory
oznaczajg wysokie podobienstwo przynajmniej jednego z wyizolowanych czynnikéw do
widma N,N,N—trimetyloglicyny. Czerwong strzatkg zaznaczone jest miejsce na osi,
gdzie wyznaczony zostat parametr N.
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Skok wartosci parametru Xy’ zwiazany jest z wlasciwa wartoscia
parametru N 1 co si¢ z tym wigze rOwniez z poszukiwanym widmem osmolitu
zaburzonego przez obecno$¢ DNA w roztworze. Wyniki opisanej analizy
chemometrycznej przedstawiane sa w postaci mapy parametru Xy, na ktorej
granica pomi¢dzy regionami oznaczajagcymi male 1 duze podobienstwo
wyznacza warto$¢ parametru N. Granica ta wyznaczona jest przez ostre
przej$cie pomiedzy roznymi kolorami na mapie w miejscu wskazujagcym na osi
poszukiwang warto$¢ N, jak to zostalo przedstawione na przykladowej mapie
dla jednego z badanych uktadow (Rysunek 10).

Analogiczna metoda zostata przeze mnie wykorzystana do wyznaczenia
widm DNA zaburzonego przez osmolity w roztworze. Substancja rozpuszczona
oddziatuje w roztworze wodnym na bioczasteczke posrednio lub bezposrednio.
W wyniku tego oddzialywania badane DNA wystepuje w roztworze rowniez
w dwoch stanach: zaburzonym (a) i1 niezaburzonym (b). Korzystajac z prawa
addytywnosci absorpcji mozemy zapisa¢ widmo takiego uktadu (4), jako:

A= Aaxa + Abxb

(Réw. 6)

gdzie A, 1 A» oznaczaja widma poszczegdlnych indywidudow, a x, 1 x; ich
udziaty molowe w catkowitym widmie. Prawo addytywno$ci mozna
zastosowa¢ tylko wtedy, gdy objetos¢ wilasna obu rozwazanych form
biomakroczasteczki jest taka sama, co powinno by¢ spetnione gdy rdznice
w ich strukturze sg niewielkie. Po odpowiednim przeksztalceniu réwnania 6
uzyskujemy wzor, ktory pozwala wyznaczy¢ widmo formy zaburzonej (4,):

1
Ay =—(A—-A4,)+ A,
xa

(Réw. 7)

Rownanie 7 zawiera dwie niewiadome: widmo formy zaburzonej, 4, oraz
warto$¢ parametru //x,. Poznajac jedna z tych niewiadomych, réwnoczesnie
poznajemy 1 druga. Wykorzystujac analogiczng do powyzszej metode
chemometryczng, na podstawie rOwnania 7, wyznacza si¢ seri¢ testowych widm
zaburzonych (4,) dla kolejnych wartosci parametru //x,, ktéry jest wigkszy lub
rowny 1.
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W rozpatrywanym w tej pracy przypadku wyizolowane z serii testowych
widm zaburzonych widma czystych czynnikow sg porownywane z widmem
DNA niezaburzonego uzyskanym z pomiaru DNA w roztworze wodnym bez
udziatlu osmolitu. Przykladowe mapy parametru Xy’ zwiazanego z wlasciwa
warto$cig parametru //x, oraz z procentowa zawartoscig struktury DNA
zaburzonej przez osmolit, zostaly przedstawione na przyktadowym zestawieniu
dla jednego z badanych ukladow DNA — woda — N,N N-trimetyloglicyna
(Rysunek 11).

Stezenie V,N N—trimetyloglicyny [mol~dm_3]
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Rysunek 11. Przyktadowe mapy parametru sz dla DNA zaburzonego przez N,N,N-
trimetyloglicyne obecng w roztworze (stezenia N,N,N-trimetyloglicyny podane powyzej
kazdej z map). Bialy region oznacza mate podobienstwo wyizolowanych czynnikéw do
widma DNA; pola szare to obszar ,pusty”; pozostate kolory oznaczajg wysokie
podobienstwo przynajmniej jednego z wyizolowanych czynnikéw do widma DNA.
Czerwonymi strzatkami zaznaczone sg miejsca na osiach, gdzie wyznaczony zostat
parametr 1/x, (lub procent zaburzenia struktury DNA przez osmolit).

7.5 Metodyka pomiarow kalorymetrycznych ITC

Typowy eksperyment ITC polega na miareczkowaniu roztworem titranta
zawartym w strzykawce, znajdujacy si¢ w celce pomiarowej roztwor analitu
w stalej temperaturze 1 pod stalym ciSnieniem atmosferycznym. Cieplo
uwalniane lub pobierane podczas reakcji jest mierzone w funkcji czasu.
W wyniku pomiaru uzyskuje sie przedstawiajacy zalezno$é mocy [pcal's”] od
czasu [min] termogram, ktory sklada si¢ z serii pikdw, a pole powierzchni
kazdego z nich reprezentuje efekt cieplny przemiany (AH) zwigzany
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zdodaniem matej ilosci titranta do celki pomiarowej. Wartos$¢
zaabsorbowanego lub wydzielonego ciepla, czyli powierzchnia piku jest
proporcjonalna do liczby moli titranta.

Kalorymetr ITC w trakcie miareczkowania mierzy globalny efekt cieplny,
ktory towarzyszy mieszaniu roztworéOw dwoch reagentdow: titranta 1 analitu, na
ktory sklada si¢ kilka réznych procesoOw. Poza zmiang entalpii zwigzang ze
»Zrywaniem” starych 1 ,,powstawaniem” nowych wigzan, na ogdlny efekt
wplywa takze zmiana entalpii mieszania roztwordw, ktora zalezy od rdznicy
wich pH, stezeniach 1 temperaturach oraz zmiana entalpii rozcienczania
badanych roztworéw. W zwigzku z powyzszym cieplo badanych przeze mnie
reakcji zostalo oszacowane na podstawie szeregu eksperymentow
miareczkowania, ktore miaty na celu uwzglednienie tych procesow
sktadowych:

1. miareczkowanie roztworu DNA wybranym roztworem osmolitu,

2. miareczkowanie roztworu DNA wodg (poprawka na efekt rozcienczania
roztworu DNA)

3. miareczkowanie wody roztworem osmolitu (poprawka na efekt
rozcienczania roztworu osmolitu),

4. miareczkowanie wody wodg (poprawka wynikajgca z réznic temperatur
pomigdzy titrantem 1 roztworem w celce),

5. miareczkowanie roztworu NaCl roztworem osmolitu,

6. miareczkowanie roztworu NaCl woda (poprawka na efekt
rozcienczania),

7. miareczkowanie roztworu TBA'CI roztworem osmolitu,

8. miareczkowanie roztworéw TBA'Cl" woda (poprawka na efekt

rozcienczania).

7.5.1 Wstepne opracowanie termogramow

Dane kalorymetryczne przedstawiane sa bezposrednio na termogramach,
ktore sa zaleznoécia mocy [pJs'] od czasu [s]. Jest to seria pikow
odpowiadajacych kolejnym etapom miareczkowania. Pole kazdego piku jest
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automatycznie integrowane przy pomocy specjalistycznego programu

NanoAnalyze 2.1 1 podawane w postaci ciepta reakcji, Q [uJ].

W celu uzyskania efektu cieplnego wynikajacego z oddziatywania DNA

z poszczegdlnymi osmolitami nalezalo uzyska¢ ciepla czastkowe reakcji

miareczkowania:

1.

QpNa-osmolit — cleplo miareczkowania roztworu DNA roztworem
osmolitu, w ktorego sktad wchodza rowniez efekty roznicy temperatur
roztworéw, rozcienczania oraz oddzialywania osmolitu z jonami Na'
obecnymi w roztworze DNA;

Qpna-m2o — ciepto miareczkowania roztworu DNA woda, ktore wynika
z efektu rozcienczania;

Qm20-0smolit — cieplo miareczkowania wody roztworem osmolitu, ktore
wynika z efektu rozcienczania;

Qmo-mo — ciepto miareczkowania wody wodg, wynikajace z efektu
réznicy temperatur pomiedzy roztworem znajdujacym si¢ w biurecie
1roztworem w celce reakcyjne;j;

QNacl-osmolit — ciepto miareczkowania roztworu NaCl roztworem osmolitu,
w ktorego sktad wchodzg rowniez efekty rdéznicy temperatur roztwordw
1 rozcienczania;

Qnaci-m2o — clepto miareczkowania roztworu NaCl woda, ktére wynika
z efektu rozcienczania;

QrBACl-osmolit - cleplo miareczkowania roztworu TBA'CI roztworem
osmolitu, w ktorego sktad wchodza rowniez efekty roznicy temperatur
roztworOw 1rozcienczania;

QrBacimo - ciepto miareczkowania roztworu TBA'CI woda, ktore

wynika z efektu rozcienczania;

Dla kazdego z badanych osmolitow zostaly wykonane eksperymenty,

a ich przyktadowe termogramy sg przedstawione na Rysunku 12A-D. Powstaty

one w wyniku miareczkowania roztworow DNA, NaCl, TBACI oraz wody

roztworem danego osmolitu. Kilkukrotnie zostat wykonany takze eksperyment
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miareczkowania woda — woda (Rysunek 12H), ale ze wzgledu na powtarzalne
wyniki, zardéwno wewnatrz serii dla jednego osmolitu, jak 1 pomiedzy
poszczegdlnymi seriami, warto$§¢ poprawki na roznice temperatur pomi¢dzy
celka pomiarowg 1 biureta, zostata ujednolicona 1 wykorzystana do wszystkich
obliczeh. We wszystkich etapach analizy korekcja ta zaznaczana jest przez
dodanie znaku ,,prim” do symbolu ciepta (Q’). Zaprezentowany na Rysunku
12H termogram, ktory jest efektem miareczkowania wody woda, przedstawia
efekt egzotermiczny, co moze wynika¢ stad, ze celka pomiarowa byla
stabilizowana w temperaturze 25°C podczas pomiaru, natomiast temperatura
titranta umieszczonego w Dbiurecie byla wyzsza, zatem po kazdym
miareczkowaniu nastgpowato niewielkie podwyzszenie temperatury w celce
reakcyjnej, co musiato zosta¢ zrekompensowane.

Poza wilasciwymi seriami pomiarowymi zostaly wykonane takze
eksperymenty miareczkowania roztworow DNA, NaCl 1 TBACIL, woda
(Rysunek 12E-G), ktore pozwolily na oszacowanie poprawki wynikajacej
z rozcienczania roztwordw znajdujacych si¢ w celce pomiarowej. Jak widac, ze
wzgledu na nieznaczng zmiane objetosci roztworu w celce pomiarowej podczas
miareczkowania, obserwujemy niewielki efekt egzotermiczny, ktory wynika
gldwnie z roznic temperatur roztworow analitu 1 titranta. Wartosci tych
poprawek rowniez postuzyly do korekcji efektow cieplnych we wszystkich
seriach pomiarowych dla ré6znych substancji rozpuszczonych.

W zwiazku ze zblizonymi warto$ciami pH w badanych roztworach (5.5 —
6.5) efekt cieplny reakcji protonowania zostat w tych rozwazaniach pominigty.

W wyniku odpowiednich szacunkéw uzyskiwane sg wartosci ciepta
wymienianego na skutek oddzialywania réznych indywiduow w roztworze,
czyli zmiana entalpii, ktora jest z tymi oddziatywaniami zwigzana. W celu
uproszczenia dyskusji warto$¢ tych ciepet bedzie przeze mnie nazywana
skrétowo entalpig oddziatywania.

W pierwszym etapie oszacowana zostaje entalpia oddzialywania soli
sodowej DNA z osmolitem w roztworze wodnym (Q):

Q1 = Qpna-osmotit — (Q'Hy0-o0smotit + Quy,0-m,0 + Q' pNa-H,0)

(Réw. 8)
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Rysunek 12. Przyktadowe termogramy uzyskane technikg izotermicznej kalorymetrii
réznicowej powstate w wyniku miareczkowania: A — roztworu DNA — roztworem
mocznika, B — roztworu NaCl - roztworem mocznika, C — roztworu TBACI — roztworem
mocznika, D - H,O — roztworem mocznika, E — roztworu DNA - H,O, F — roztworu NaCl
- H,0, G — roztworu TBACI - H,O, H — H,O-H,0.
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W tym celu wykonany zostal kazdorazowo zestaw eksperymentow
pozwalajacy na uwzglednienie faktu, ze na ogdlny efekt cieplny towarzyszacy
oddzialywaniom pomiedzy DNA 1 substancjg rozpuszczong (Rysunek 12A)
wplyw ma takze efekt towarzyszacy rozcienczaniu roztworu osmolitu (Rysunek
12D) 1 jest to, jak widaé, glowny skladnik obserwowanego procesu.
W przedstawionym przyktadzie (Rysunek 12D) jest to reakcja endotermiczna.
Nalezy wzig¢ pod uwage takze poprawki zwigzane z rozcienczaniem roztworu
DNA (Rysunek 12E) 1 r6znicg temperatur w celkach (Rysunek 12H).

W drugim etapie okreslona zostala wartos¢ entalpii oddziatywania
chlorku sodu z wybranym osmolitem w roztworze wodnym (Q>):

QZ = QNaCl—osmolit - (Q,Hzo—osmolit + QHZO—HZO + Q,NaCl—Hzo)

(Réw. 9)

Wykonatam w zwigzku z tym seri¢ pomiarow, z ktorych przyktadowy
termogram przedstawiony jest na Rysunku 12B. Oszacowanie entalpii
oddzialywania NaCl z mocznikiem, zgodnie z roéwnaniem 9, wymagato
uwzglednienia efektu zwigzanego z rozcienczaniem roztworu mocznika
(Rysunek 12D) oraz pozostatych poprawek: na roéznice temperatur pomigdzy
roztworami w celce 1 biurecie (Rysunek 12H) i rozcieficzanie roztworu chlorku
sodu (Rysunek 12F).

W kazdym eksperymencie, w ktorym wykorzystywane jest DNA,
w roztworze obecne s3 rowniez jony Na'. Konieczne jest w zwigzku z tym
uwzglednienie ich oddziatywania z osmolitami. Jednakze eksperymenty,
w ktorych wykorzystywany jest chlorek sodu, pozwalaja okresli¢ entalpie
oddziatywania osmolitow, zaréwno z jonami Na', jak i CI.. Dlatego konieczne
jest okreslenie oddziatywania samych jonéw CI' z osmolitami, aby mozliwe
bylo uwzglednienie tego efektu cieplnego w dalszych obliczeniach. W tym celu
wykorzystany do badan zostal chlorek tetrabutyloamoniowy (TBA'CI).
Zalozono, ze efekt cieplny uzyskany po zmiareczkowaniu roztworu wodnego
TBA'CI roztworem osmolitu bedzie wynikat z oddzialywania jonow CI
z osmolitem. Kation TBA" posiada na tyle duzy promien jonowy, a tym samym
matg gestos¢ tadunku, ze mozna si¢ bylo spodziewac¢ pomijalnie matego efektu
cieplnego oddziatywania osmolitu z tym jonem. Dlatego warto$¢ entalpii
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oddzialywania jonéw CI” z wybranym osmolitem (Q3) obliczono postugujac sie
rOwnaniem:

Q3 = QTBACl—osmolit - (Q,Hzo—osmolit + QHZO—HZO + Q,TBACZ—HZO)

(Réw. 10)

Wykonanie serii termograméw, umozliwilo uwzglednienie w ogdlnym
efekcie oddzialywania TBA'Cl z mocznikiem (Rysunek 12C), efektow
rozcienczania roztworéw mocznika (Rysunek 12D) i TBA'CI” (Rysunek 12G)
oraz poprawki na roznic¢ temperatur (Rysunek 12H).

Dzigki powyzszym zalozeniom mozliwe jest oszacowanie entalpii
oddziatywania jonéw Na' z poszczegdlnymi osmolitami w roztworze wodnym
(Qu):

Qs = Q2 — Q3

(Réw. 11)

W celu ujednolicenia  wynikdw  otrzymanych  bezposrednio
z eksperymentu, wartosci odpowiednich ciepet (Q) przeliczone sg na liczbe
moli danego osmolitu w nastrzyku.

Podczas analizy oddziatywania jonéw Na' z osmolitami zastosowatam
odpowiednie przeliczenia i wartosci ciepla Q podatam dla 1 mola jonow Na'
oddziatujacego z poszczegdlnymi osmolitami. Oszacowane wartos$ci ciepla
podawatam w zaleznoS$ci od stosunku stezen osmolitu 1 sodu. Najwazniejszymi
analizowanymi wielkosciami sg efekty cieplne towarzyszace oddzialtywaniu
badanych osmolitéw z DNA. Analizowane ciepto przedstawilam w przeliczeniu
na 1 mol par zasad badanego kwasu nukleinowego w zalezno$ci od stosunku
stezen osmolitu 1 par zasad DNA.

Korekcja na objetos¢ odbywata si¢ przy zalozeniu addytywnosci objetosci
roztworu w celce 1 roztworu miareczkujacego 1 miata na celu uniezaleznienie
si¢ od stopnia rozcienczenia analitu w roztworze miareczkowanym, co
zapewnia wlasciwg odleglto$¢ miedzyczasteczkowa osmolit — DNA, adekwatng
do stosunku molowego nosmoli/NpNA, Niezalezng od objetosci caltkowitej
roztworu. W tym celu, uzyskany stosunek molowy jest mnozony przez stosunek
objetosci koncowej 1 poczatkowej roztworu w celce. Ostateczny efekt cieplny
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oddziatywania DNA — osmolit wcigz bedzie jednak zalezat od stgzenia DNA
w celce kalorymetru.

W koncowym etapie wszystkie uzyskane wartosci entalpii w funkcji
stosunkow molowych ekstrapolowane byly do ich zerowej wartosci, czyli do
warunkOw  nieskonczonego  rozcienczenia  substancji  rozpuszczonej
W roztworze.

7.6  Metodyka pomiarow kalorymetrycznych DSC

Kalorymetria DSC jest metoda, ktora pozwala okresli¢ stabilnos¢
biomolekut w zaleznosci od warunkéw srodowiskowych, takich jak pH, sila
jonowa roztworu, czy obecnos¢ w roztworze rOznych substancji
rozpuszczonych.

W podstawowym eksperymencie DSC, energia jest w sposob ciagly
dostarczana do celki pomiarowej (zawierajacej roztwor z badanym zwigzkiem)
oraz do celki referencyjnej (zawierajacej ten sam roztwor bez badanego
zwigzku). Temperatura obu celek rosnie tak samo w funkcji czasu. Roznica
w energii, ktorg trzeba dostarczy¢ do celki pomiarowej, zeby utrzymac taka
samg temperature, jak w celce referencyjnej, jest rownowazna wartosci ciepta
zaabsorbowanego badz uwolnionego przez biomolekule w badanym roztworze,
odpowiednio, podczas procesu endo- lub egzotermicznego. Parametry
termodynamiczne, ktore mozna uzyska¢ w takim eksperymencie sg wrazliwe na
zmiany w strukturze bioczasteczek. Jakakolwiek zmiana ich konformacji
uwidacznia si¢ jako zmiana ksztattu lub potozenia profilu denaturacji na
termogramie. Ma to wigc wplyw na warto$¢ temperatury denaturacji, czyli
temperatury, w ktorej 50 % struktury biomolekuty ma forme¢ natywna,
a pozostala cze$¢ jest zdenaturowana. Zmniejszenie wartosci temperatury
denaturacji, w wyniku zmiany warunkow S$rodowiskowych, $§wiadczy
o zmniejszonej stabilnosci badanej czgsteczki.

7.6.1 Wstepne opracowanie danych kalorymetrycznych

Dane kalorymetryczne przedstawiane sa bezposrednio na termogramach,
jako zalezno$¢ mocy grzania [pJ-s'] od temperatury [°C] z wykorzystaniem
specjalistycznego programu NanoAnalyze 2.1, stanowigcego oprogramowanie
zintegrowane z kalorymetrem DSC.
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Kalorymetria DSC zostata przeze mnie wykorzystana do wyznaczenia
temperatury denaturacji DNA w obecnos$ci roznych substancji rozpuszczonych
w roztworze wodnym. Dla kazdej z badanych substancji wykonywatam
pomiary linii buforowych oraz wilasciwych termograméw z DNA obecnym
w roztworze. Stgzenie DNA bylo stale we wszystkich pomiarach 1 wynosilo
1 mg-ml”, natomiast substancje rozpuszczone badane byly przy dwoch
stezeniach: jednostkowym umozliwiajagcym poréwnanie wszystkich badanych
Zwigzkow 1 maksymalnym mozliwym stezeniu wynikajacym
z rozpuszczalnosci danej substancji w wodzie.

Pierwszym krokiem w przygotowaniu danych kalorymetrycznych do
analizy bylo dobranie odpowiedniej linii buforowej i odjecie jej od wlasciwego
termogramu, zawierajacego profil denaturacji DNA. Linie buforowe mierzone
byly przy obu celkach wypehlionych roztworem niezawierajacym DNA,
w identycznych warunkach (opisanych w rozdziale 7.2.), jak w przypadku
roztworu substancji rozpuszczonej, zawierajace] DNA. Bylo to konieczne ze
wzgledu na niewielkie réznice pomigdzy celka pomiarowa 1 referencyjng, ktore
powoduja, ze linia bazowa jest lekko zakrzywiona 1 przesuni¢ta wzgledem zera.
Wykonanie tej korekty jest mozliwe przy wuzyciu oryginalnego
oprogramowania.

Po odjeciu linii buforowej uzyskujemy termogram przedstawiajacy profil
denaturacji DNA, poprzedzony przez lini¢ bazowa formy natywnej DNA,
natomiast po denaturacji uzyskiwana jest linia bazowa odpowiadajaca formie
zdenaturowanej DNA. Obecnos¢ obu wymienionych linii bazowych umozliwia
wyznaczenie tzw. chemicznej linii bazowej. Chemiczna linia bazowa powinna
mie¢ przebieg sigmoidalny 1 ptynnie przechodzi¢ od poczatkowej do koncowej
linii bazowej (Rysunek 13). Sposdb wyznaczenia tej linii w pewnym stopniu
wplywa na okre$lenie warto$ci interesujgcej mnie temperatury denaturacji
DNA. W wigkszosci przypadkow mozliwe bylo przyblizenie linii bazowych
funkcjami liniowymi lub kwadratowymi. W przypadku wystgpowania po
denaturacji procesOw egzotermicznych, konieczne byto przyblizenie linii
bazowej funkcja wielomianowg. Prawidlowe wyznaczenie 1 odjecie chemicznej
linii bazowej umozliwiato dalszg analiz¢ termogramow.

Kolejny etap polegal na wyznaczeniu $redniej temperatury denaturacji
DNA mierzonej jako potozenie srodka ciezkosci pola powierzchni zawartego
pod krzywa termogramu. Wyznaczenie wartosci odcigtej tego punktu zostato
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wykonane z wykorzystaniem programu Grams/AI 8.0. W tym samym
programie termogramy zostaly dodatkowo poddane normalizacji do
jednostkowego pola powierzchni, co umozliwito lepsze porownywanie ksztattu
1 przesuni¢¢ profilu denaturacji zarowno wewnatrz serii stezeniowych, jak
1 pomiedzy poszczegdlnymi seriami.
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Rysunek 13. Wstepna analiza danych kalorymetrycznych. Linig ciggta oznaczona jest
eksperymentalna krzywa zawierajgca linie bazowg przed i po denaturacji oraz profil
denaturacji DNA; linig przerywang zaznaczona jest dopasowana chemiczna linia
bazowa.

7.7 Metodyka obliczen

Optymalizacje geometrii struktur osmolitow 1 niehydratowanych oraz
hydratowanych par zasad wykonalam w ramach teorii funkcjonatu gestosci
(DFT) przy uzyciu hybrydowego funkcjonatu korelacyjno-wymiennego B3LYP
187 188 " Obliczenia wykonalam korzystajac ze standardowej bazy typu People’a
6-31G(d) "™ . W celu wyznaczenia momentéw dipolowych osmolitow,
struktury zoptymalizowane w fazie gazowej wykorzystalam jako dane
wejsciowe do  optymalizacji czasteczek z  zastosowaniem modelu

polaryzowalnego kontinuum rozpuszczalnika (PCM) 1%,
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Na wstepie tego rozdzialu nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze wszystkie
badania opisane w niniejszej pracy zostaly przeprowadzone w $rodowisku
wodnym, a nie buforowym. Z biochemicznego punku widzenia jest to
niezgodne z warunkami panujagcymi w cytoplazmie i1 plynach ustrojowych,
gdyz srodowisko wodne nie zapewnia stalosci pH. Jednakze badana przeze
mnie bioczasteczka, DNA, sama posiada wilasciwosci buforujace
1w analizowanych, r6znymi technikami, probkach udato si¢ uzyskaé wartos¢
pH przygotowanych roztworéw wraz z r6znymi substancjami rozpuszczonymi
na poziomie 6.0 + 0.5. Jest to wartos¢ zblizona do warunkow fizjologicznych,
wiec podczas analizy poszczegdlnych wynikow nie bylo konieczne
uwzglednianie wptywu zmian pH na stabilnos$¢ i strukturg DNA.

Najwazniejszym powodem decydujagcym o zastosowaniu roztworéw
wodnych bez dodatku buforu, byl fakt iz kazdy dodatkowy sktadnik
w przypadku badanych uktadow wptywalby na wyniki 1 komplikowat ich
analiz¢. Zatem rezygnacja z buforu miata istotne zalety z fizykochemicznego
punku widzenia.

W moim wyborze upewnily mnie wykonane dodatkowo pomiary
kalorymetryczne DSC, w ktorych sprawdzitam wptyw obecno$ci w roztworze
buforu fosforanowego 1 chlorku sodu na stabilno§¢ DNA (Rysunek 14).
Wykonalam dwa eksperymenty, w ktorych zastosowalam bufor fosforanowy
opH 6.5 1 stosunkowo matym stezeniu 5 mM. Probki réznily si¢ natomiast
stezeniem chlorku sodu: w pierwszej stezenie to wynosito 100 mM, natomiast
w drugiej 500 mM. Okazato si¢, ze obecno$¢ zaréwno jonow fosforanowych,
jak 1 sodowych w istotny sposob wplywa na temperatur¢ denaturacji oraz
ksztalt profilu denaturacji DNA.

Srednia temperatura denaturacji DNA w roztworze wodnym wyniosta
51.0 °C, dodatek buforu fosforanowego oraz 100 mM chlorku sodu
spowodowal przesuniecie tej warto$ci do 75.8 °C oraz zmiane ksztaltu profilu
denaturacji. Podniesienie stezenia chlorku sodu w buforze fosforanowym,
zgodnie z przewidywaniami, spowodowalo przesuniecie profilu denaturacji
w kierunku wyzszych temperatur, do tego stopnia, ze nie jest on widoczny
w cato$ci w zakresie temperaturowym, ktory byt przeze mnie zastosowany
w badaniach kalorymetrycznych. Maksimum gléwnego piku pojawilo sie
w temperaturze 93.6 °C, co wskazuje na znaczne podwyzszenie temperatury
denaturacji DNA.



Czes¢ eksperymentalna — wyniki badan i ich dyskusja

Analizujac profil denaturacji DNA w buforze mozna zauwazy¢ wyraznie
zaznaczone rozszczepienie termogramow na skladowe. W przypadku DNA
w roztworze wodnym profil ten jest bardziej zwarty. Fragmenty DNA bogate
w pary GC sg stabilniejsze niz te bogate w pary AT, stad rozszczepienie
termograméw DNA w buforze na skladowe jest spowodowane rdéznicami
w temperaturze denaturacji poszczegdlnych odcinkow DNA.
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Rysunek 14. Termogramy zawierajgce profil denaturacji DNA w czystej wodzie (linia
czerwona), w buforze fosforanowym o stezenie 5 mM z NaCl o stezeniu 100 mM (linia
czarna ciggta) oraz w buforze fosforanowym o stezeniu 5 mM z 500 mM NaCl (linia
czarna przerywana).

8.1 Analiza danych kalorymetrycznych

Termogramy otrzymane z wykorzystaniem kalorymetrii DSC pozwolity
na wyznaczenie temperatury denaturacji DNA (T,,) w obecnosci osmolitow.
Pozostate parametry termodynamiczne charakteryzujace denaturacje DNA
zostaly pominigte ze wzgledu na skomplikowane 1 niestandardowe,
w wiekszosci przypadkoéw, profile termogramow, co generowalo duze i trudne
do oszacowania bledy. Stosunkowo wigkszym bigdem, w pordéwnaniu do
pozostalych osmolitbw, obarczone s3a temperatury denaturacji DNA
w obecnosci  N-metyloglicyny, N, N,N’,N -tetrametylomocznika 1 N,N™-—
dietylomocznika. Ma to zwigzek z dodatkowymi efektami egzotermicznymi,
ktore wystgpity bezposrednio po denaturacji, przez co zakldcity przebieg linii
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bazowej formy zdenaturowanej DNA 1 znacznie utrudnily wyznaczenie
1 odjecie prawidlowej chemicznej linii bazowej. Efekty te sa prawdopodobnie
spowodowane agregacja zdenaturowanej formy DNA. Temperatura denaturacji
zostala wyznaczona na podstawie termogramoéw zgromadzonych na Rysunkach
54, 55 oraz 56 w rozdziale 13. Porownania 1 analizy ksztaltow profili
denaturacji dokonalam natomiast opierajac si¢ na znormalizowanych
termogramach zamieszczonych w ponizszych podrozdziatach.

W przypadku kalorymetrii ITC, przebieg uzyskanych termogramow
wskazuje na brak bezposrednich oddziatywah DNA z badanymi osmolitami.
Powierzchnia pikéw, po dodaniu kolejnych porcji roztworu zawierajacego
osmolit, zmienia si¢ w nieznacznym stopniu lub jest stata, co wyklucza
tworzenie kompleksOw 1 inne bezposrednie oddziatywania. Wyjatkiem jest
spermidyna, ktéra zostala zbadana, dla poréwnania, jako zwigzek
o udokumentowanym, bezposrednim oddziatywaniu z dwuniciowym DNA ',
Ze wzgledu na nietypowy przebieg termograméw ITC, =zostaly one
wykorzystane tylko do wyznaczenia wartosci globalnych efektow cieplnych
towarzyszacych oddzialywaniu osmolitéw z wodg, z jonami sodu oraz z DNA.

8.1.1 Glicynai jej N-metylowe pochodne
8.1.1.1 Kalorymetria DSC

Zaréwno glicyna, jak 1 jej N-metylowe pochodne powoduja obnizenie
temperatury denaturacji DNA (T, Tabela 4). Zatem w zakresie badanych
stezen zmniejszajg jego stabilno$¢. Wyjatkiem jest N,N,N-trimetyloglicyna,
ktora przy najwyzszym badanym st¢zeniu podnosi warto$¢ Ty, jednakze jest to
znikomy efekt, ktory moze wynika¢ ze wspomnianego powyzej btedu przy
odejmowaniu linii bazowej. W przypadku N—metyloglicyny wzrost jej stezenia
w roztworze powoduje stopniowe (liniowe) zmniejszanie stabilno$ci DNA.
W pozostalych przypadkach (glicyny, N N-dimetyloglicyny 1 N,N,N-—
trimetyloglicyny), z pominigciem spermidyny, obserwujemy wyraznie
nieliniowy przebieg zalezno$ci temperatury denaturacji od stezenia osmolitu
(Rysunek 15). Wskazuje on na zwigkszanie si¢ stabilnosci DNA przy wyzszych
stezeniach osmolitu wzgledem stezen nizszych. Obserwacja ta moze
przemawia¢ za pojawieniem si¢ stabilizujgcych oddziatywan osmolit-DNA
przy wyzszych stezeniach.
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Tabela 4. Parametry temperaturowe charakteryzujgce zmiane temperatury denaturacji
DNA w obecnosci osmolitéw.

c* T AT (dT/dc)’ e’
mol dm” e °C °C-dm’-mol’
DNA 0 50,99 0,00 0,00
Gli 0,012 45,37 -5,62 50270
i _
ey 0,025 16,56 4,43 ’
0,012 49,29 -1,70
N- 0,030 46,71 -4,28
. -180,50
metyloglicyna 0,049 45,38 -5,61
0,066 42,13 -8,86
_ 0,012 47,22 -3,77
. NN . -339,01
dimetyloglicyna 0,063 44,50 -6,49
_ 0,012 49,51 -1,48
. N’N’N. -151,33
trimetyloglicyna 0,042 51,69 +0,70

a — stezenie osmolitow

b — temperatura denaturacji DNA

¢ — zmiana temperatury denaturacji DNA w obecnosci okreslonego st¢zenia osmolitu w stosunku do
czystego DNA

d — wartos$¢ pochodnej zalezno$ci temperatury denaturacji DNA w obecno$ci osmolitu od jego stgzenia
w roztworze, wyznaczona dla nieskonczonego rozcieficzenia osmolitu

Na potrzeby dalszej analizy wprowadzitam parametr (dTy/dc)’c—o, ktory
jest pochodng z funkcji wyznaczonej dla zaleznosci temperatury denaturacji
DNA w obecnosci osmolitu od st¢zenia tego osmolitu. Pochodna wyznaczona
jest dla roztworu osmolitu nieskonczenie rozcienczonego. Zaleznosci
temperatury denaturacji DNA od stezenia osmolitu majg charakter nieliniowy,
dlatego konieczne bylo zastosowanie, w wigkszosci przypadkow, funkcji
wielomianowych.

Najwigksze obnizenie temperatury denaturacji DNA w stosunku do
czystego DNA w roztworze (AT, Tabela 4) mozna zaobserwowac
w przypadku maksymalnego uzytego stezenia N-metyloglicyny, natomiast
najmniejszy efekt wywotuje N, N, N-trimetyloglicyna. Zmiany temperatury w jej
obecnosci s3 nieznaczne 1 najwolniejsze. Najszybciej natomiast DNA traci
stabilno$¢ w wyniku dodania do roztworu glicyny.
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Glicyna 1 jej N—metylowe pochodne wykazuja brak monotonicznego
wplywu liczby grup metylowych w czasteczce na temperatur¢ denaturacji
DNA.
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Rysunek 15. Temperatura denaturacji DNA w obecnosci osmolitbw w roztworze
wodnym. Punkty przyblizone zostaty funkcjami wielomianowymi drugiego stopnia oraz
funkcjami liniowymi, ktére postuzyty do wyznaczenia pochodnych dla nieskonczonego
rozcienczenia osmolitu w roztworze.

Analizujac termogramy uzyskane dla glicyn po odjeciu chemicznej linii
bazowe] (Rysunek 16) mozna zauwazy¢, ze najmniejsza zmiana profilu
denaturacji, w stosunku do czystego DNA, nastgpita w wyniku obecnosci
w roztworze glicyny. Zaobserwowa¢ mozna tutaj wyrazne przesunigcie
maksimum w kierunku nizszych wartosci temperatury, ale sam ksztalt
termogramu nie ulegt znaczacej zmianie. Oznacza to, ze glicyna obniza ogdlnie
stabilnos¢ DNA, nie wplywajac jednoczesnie na wzgledng stabilnos¢
wystepujacych w DNA sekwencji. W przypadku jedno- 1 dwupodstawione;j
glicyny wida¢ natomiast wyrazng zmiang¢ profilu denaturacji. Dla N N-
dimetyloglicyny 1 niskich stezen N-metyloglicyny nast¢puje wyostrzenie
1ujednolicenie profilu, co wynika ze zniwelowania roznic w trwalosci
fragmentow DNA bogatych w pary AT 1 GC. Profil denaturacji DNA
w obecnosci N, N, N-trimetyloglicyny jest wyraznie znieksztalcony przez efekt
egzotermiczny, ktory miat miejsce pod koniec procesu denaturacji. Moze on
oznacza¢, ze powstale w wyniku denaturacji jednoniciowe DNA uleglo
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Rysunek 16. Znormalizowane termogramy DSC przedstawiajgce denaturacje DNA
w obecnosci osmolitéw: A — glicyny, B — N-metyloglicyny, C — N,N—dimetyloglicyny, D
— N,N,N—trimetyloglicyny.. Numerami oznaczono wzrastajgce stezenie osmolitu. Linig
czerwong zaznaczony jest termogram denaturacji DNA w roztworze wodnym bez
osmolitu.

8.1.1.2 Kalorymetria ITC

ITC wartosci
oddziatywania osmolitow z sola sodowa DNA, jonami sodu i woda na

Uzyskane z wykorzystaniem kalorymetrii entalpii
poszczegbdlnych etapach miareczkowania, ekstrapolowatam do nieskonczonego
rozcienczenia tych osmolitow w roztworze. Otrzymane wyniki zamieScitam
w Tabeli 5.

Z zaleznosci przedstawionej na Rysunku 17 wynika, Zze dodawaniu
glicyny 1 N-metyloglicyny do roztworu wodnego soli sodowej DNA
niewielki  efekt  endotermiczny. N,N-

towarzyszy Oddziatywanie
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dimetyloglicyny 1 N,N,N-trimetyloglicyny z DNA jest natomiast procesem
egzotermicznym o niewielkiej wartosci.

Tabela 5. Efekty cieplne charakteryzujgce oddziatywanie osmolitéw z czgsteczkami
wody, jonami sodowymi z solg sodowg DNA.

Qnapna” Uos’ Qnat’ Uos® Quzo’ Uos’
kJ/mol kJ/mol J/mol
Glicyna 525 0,58 -2,89 0,85 43,87 2,30
N
metyloglicyn 8,30 0,61 -2,01 0,46 29 41 1,86
a
N,N-
dimetyloglicy -0,70 0,30 -1,58 0,41 3,46 1,17
na
N,N,N—
trimetyloglic -2,90 0,37 013 0,30 -1,00 1,35
yna

a — warto$¢ entalpii oddzialywania soli sodowej kwasu deoksyrybonukleinowego (NaDNA)

z osmolitem ekstrapolowana do nieskonczonego rozcieficzenia osmolitu

b — niepewnos¢ rozszerzona pomiaru dla poziomu ufnos$ci rownego 95%

¢ - warto$¢ entalpii oddziatywania jonéw sodowych z osmolitem ekstrapolowana do nieskoficzonego
rozcienczenia osmolitu

d - warto$¢ entalpii oddzialywania wody z osmolitem ekstrapolowana do nieskonczonego
rozcienczenia osmolitu

Wyznaczony globalny efekt entalpowy towarzyszacy oddziatywaniu
osmolitu z DNA skfada si¢ z wielu czastkowych efektow towarzyszacych: (a)
efektu przynajmniej czgSciowego burzenia sfery hydratacyjnej osmolitu oraz
sfery hydratacyjnej soli sodowej DNA (efekt endotermiczny), (b) efektu
oddziatywan elektrostatycznych, kontaktow molekularnych 1 ewentualnych
oddziatywan specyficznych miedzy osmolitem 1 NaDNA  (efekt
egzotermiczny), (c) efektu rekonstrukcji hydratacji oddzialujacego ukladu
czasteczek (efekt egzotermczny) oraz (d) efektu zmiany energii wewnetrzne;
NaDNA spowodowanego oddzialywaniem, na skutek zmiany struktury DNA,
zmiany energii wigzan wodorowych miedzy komplementarnymi zasadami,
zmiany energii oddziatywan typu =w-m pomiedzy zasadami, efektu
energetycznego towarzyszacego ewentualnemu przemieszczeniu jonu Na'
w sferze solwatacyjnej grupy fosforanowej DNA.
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Rysunek 17. Zalezno$¢ entalpii oddziatywania soli sodowej DNA z glicyng i jej N-
metylopochodnymi od stosunku stezeh osmolitu i par zasad DNA w roztworze. Punkty

zostaty przyblizone prostymi, ktére postuzyty do ekstrapolowania otrzymanych
zaleznosci do nieskonczenie niskiego stezenia osmolitu.

Analizie poddane zostalo réwniez oddziatywanie jonow Na' z osmolitami
(Rysunek 18). Okreslenie entalpii tego procesu jest konieczne ze wzglgdu na
obecnos¢ jondéw sodowych w roztworach zawierajagcych DNA.
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Rysunek 18. Zalezno$¢ entalpii oddziatywania jonéw sodowych z glicyng i jej N—
metylowymi pochodnymi od stosunku stezen osmolitu i jondw sodowych w roztworze.
Punkty zostaty przyblizone prostymi, ktére postuzyty do ekstrapolowania otrzymanych
zaleznosci do nieskonczenie niskiego stezenia osmolitu.
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Zauwazy¢ mozna, ze proces oddziatywania jonow sodowych z glicyng,
N—metyloglicyng 1 N,N—dimetyloglicyng jest stabo egzotermiczny. Wystepuje
tutaj pewnego rodzaju prawidlowos¢, a mianowicie zwigkszanie liczby
podstawnikow metylowych w pochodnych glicyny powoduje zmniejszenie
egzotermicznego efektu oddziatywania z badanymi kationami. Ponadto dla N—
metyloglicyny 1 N N-dimetyloglicyny efekt ten mozna uznaé¢ za staly
1 niezalezny od stezenia osmolitu w badanej mieszaninie. Natomiast, dodawanie
glicyny i N,N,N-trimetyloglicyny do roztworu zawierajacego jony Na'
powoduje niewielki wzrost egzotermicznego efektu oddziatywania tych
komponentow w srodowisku wodnym.

Z powyzszych zalezno$ci mozna wywnioskowaé, ze oddziatywania
jondéw sodowych z woda s3 nieco slabsze niz powstajagce oddzialywania
pomigdzy tymi kationami a osmolitami. Jednakze efekt ten zmniejsza si¢ wraz
ze wzrostem liczby grup -CH; w badanych zwigzkach 1 dla N,N,N-
trimetyloglicyny obserwujemy wlasciwie zniesienie obu tych oddzialywan.
Dzieje si¢ tak wbrew oczekiwanemu wzrostowi zasadowos$ci pochodnych
glicyny ze wzrostem liczby grup metylowych '*°. Zatem, rosnaca zawada
przestrzenna grup metylowych przy koordynacji do jonéw Na' jawi sie jako
czynnik determinujagcy obserwowang prawidlowos¢ lub/i istotna roznica
w energii hydratacji glicyn w zalezno$ci od liczby podstawnikow metylowych.

Z obserwacji zaleznosci entalpii rozcienczania poszczegolnych osmolitow
w funkcji ich stgzenia (Rysunek 19) mozna zauwazy¢, ze rozcienczanie
zarOwno glicyny, N-metyloglicyny, jak i N,N—dimetyloglicyny jest procesem
endotermicznym. W przypadku glicyny jest to efekt najwigkszy,
a rozcienczanie N,N—dimetyloglicyny wywotuje bardzo maty efekt cieplny.
N,N, N—trimetyloglicyna, jako jedyna generuje minimalny efekt egzotermiczny.

Miareczkujac  wode roztworem osmolitu zastepujemy niektore
oddziatywania woda — woda wody czystej nowymi oddziatywaniami woda
osmolit, oraz oddziatywaniami woda — woda zaburzona przez osmolit
w roztworze. Na podstawie badan hydratacji glicyn przeprowadzonych
w naszej Katedrze '°°, nalezaloby sie spodziewaé efektéw egzotermicznych we
wszystkich przypadkach osmolitow.
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Rysunek 19. Zaleznos¢ entalpii rozcienczania roztworu glicyny i jej N-metylowych
pochodnych od stezenia osmolitow. Punkty zostaty przyblizone prostymi, ktore
postuzyly do ekstrapolowania otrzymanych zaleznosci do nieskonczenie niskiego
stezenia osmolitu.

Celem przeprowadzenia dyskusji ciepet rozcienczania osmolitow
w aspekcie oddzialywan osmolit-woda nalezaloby uwzgledni¢ subtelne
przesunigcie rownowagi kwasowo-zasadowe] w roztworze na skutek
rozcienczania 1 zwigzany z tym efekt energetyczny. Wstepne uwzglednienie
tego efektu nie tltumaczy jednak wciaz tego, ze jest on endotermiczny. Wydaje
si¢, ze konieczne byloby jeszcze uwzglednienie efektu zmniejszania si¢
liczebno$ci czasteczek wody biorgcych udziat w hydratacji  substancji
rozpuszczone] ze wzrostem jej stezenia. Efekt taki jest powszechnie
obserwowany jako wynik naktadania si¢ sfer solwatacyjnych ze wzrostem
stezenia '*°. Nalezaloby zatem wzia¢ pod uwage efekt energetyczny
towarzyszacy wzrostowi liczebnos$ci czgsteczek wody w sferze hydratacyjne;j
substancji rozpuszczonej przy rozcienczaniu roztworu (efekt endotermiczny).
Odpowiednie badania wykraczaja jednak poza zakres zaplanowany w ramach
niniejszej pracy.
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8.1.2 Mocznik i jego N-alkilowe pochodne
8.1.2.1 Kalorymetria DSC
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Rysunek 20. Temperatura denaturacji DNA w obecnosci osmolitow w roztworze
wodnym. Punkty przyblizone zostaty funkcjami wielomianowymi drugiego stopnia oraz
funkcjami liniowymi, ktére postuzyty do wyznaczenia pochodnych dla nieskorczonego
rozcienczenia osmolitu w roztworze.

Mocznik 1 jego N-alkilowe pochodne, podobnie jak glicyny, obnizaja
temperature denaturacji DNA (Tabela 6), czyli majg destabilizujagcy wptyw na
jego trwato$¢ w roztworze. Zauwazy¢ mozna roéwniez, ze w przypadku
wszystkich osmolitéw z tej grupy nawet kilkukrotne zwigkszenie ich stezenia
w roztworze nie powoduje znaczacych zmian temperatury denaturacji. Zatem
mechanizm oddzialywania tych osmolitow na DNA jest stabo zalezny od ich
stezenia. Podobny nieliniowy przebieg zalezno$ci temperatury denaturacji DNA
od stezenia osmolitu (Rysunek 20), jak w przypadku glicyn, moze by¢
thumaczony analogicznie, jak juz przedstawiono w rozdziale 8.1.1.1, jako
pojawienie si¢ stabilizujagcych oddziatywan osmolit-DNA przy wyzszych
stezeniach osmolitu.

Na podstawie analizy uzyskanych pochodnych dla nieskonczenie duzego
rozcienczenia osmolitu w roztworze (Tabela 6) wida¢, ze najwigkszy wptyw na
wartos¢ temperatury denaturacji DNA maj3: N-metylomocznik 1 N-
etylomocznik. Efekt ten zmniejsza si¢ w wyniku dodawania kolejnych
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podstawnikow, w wyniku czego najmniejszy wpltyw na stabilnos¢ DNA ma
N,N,N’,N —tetrametylomocznik.

Tabela 6. Parametry temperaturowe charakteryzujgce zmiane temperatury denaturacji
DNA w obecnosci osmolitéw.

c* T AT, (dTw/de) cmo®
mol-dm™ °C °C °C-dm?*-mol’
DNA 0 50,99 0,00 0,00
12 2 -

Mocznik 0,0 43,25 2,74 -245,22
0,083 48,63 -2,36

Nometv] " 0,013 45,29 -5,7 474.96

—m Moczni -
cviomes 0,080 46,01 -4,98 :

0,015 45,62 -5,37

N,N’—dimetyl ik -39805
rmetylomoczit 0,067 45,61 -5,38

PN — 11 1 -1

N.NN’N . 0,0 495 ,48 141,39
tetrametylomocznik 0,039 47,10 -3,89

Neetvl " 0,012 46,93 -4,06 176.80

— moczni -476,

chylomoe 0,017 47,20 23,79
) ) 0,012 47,47 -3,52

N,N’—dietylomocznik -286,75
0,017 45,91 -5,08

a — stezenie osmolitow

b — temperatura denaturacji DNA

¢ — zmiana temperatury denaturacji DNA w obecno$ci okre$lonego st¢zenia osmolitu w stosunku do
czystego DNA

d — warto$¢ pochodnej zalezno$ci temperatury denaturacji DNA w obecno$ci osmolitu od jego st¢zenia
w roztworze, wyznaczona dla nieskonczonego rozcieficzenia osmolitu

Obserwacje te prowadza do wniosku, ze wplyw mocznika 1 jego N—
alkilowych pochodnych na DNA zalezy od liczby i1 rodzaju podstawnikdéw
w czasteczce mocznika. Podstawienie jednego protonu aminowego przez grupe
metylowg lub etylowa wywoluje najwigkszy efekt. Zastgpienie kolejnego
protonu na sgsiedniej grupie aminowej ten wplyw zmniejsza, podobnie, jak
zwigkszenie wymiardw podstawnika z metylowego na etylowy. Usunigcie
wszystkich atomow wodoru 1 zastgpienie ich grupami metylowymi powoduje,
ze N,N,N’,N’—tetrametylomocznik ma mniejszy wplyw na temperaturg
denaturacji DNA niz sam mocznik.
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Rysunek 21. Znormalizowane termogramy DSC przedstawiajgce denaturacje DNA w
obecnosci osmolitow: A — mocznika, B - N-metylomocznika, C - N,N-
dimetylomocznika, D — N,N,N’,N—etrametylomocznika, E — N—etylomocznika, F —
N,N—dietylomocznika.. Numerami oznaczono wzrastajgce stezenie osmolitu. Linig
czerwong zaznaczony jest termogram denaturacji DNA w roztworze wodnym bez
osmolitu.

Analizujac ksztalt termograméw odpowiadajacych roztworom DNA
z osmolitami (Rysunek 21), zauwazy¢ mozna wyrazne przesunigcie maksimum
pikdbw w kierunku nizszych wartosci temperatury. Jednocze$nie profil
denaturacji DNA w obecno$ci osmolitow jest bardzo zblizony do profilu
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denaturacji czystego DNA w roztworze wodnym. Od tej reguly odbiegaja
N,N,N’,N —tetrametylomocznik 1 N,N’—dietylomocznik, ale w ich przypadku
wystepuja wyrazne dodatkowe efekty termiczne, ktore pojawiajg si¢
bezposrednio po denaturacji modyfikujac ksztalt termogramow. Zatem
moczniki obnizajg temperature denaturacji DNA nie wptywajac jednoczesnie
na zalezno$¢ stabilnosci DNA od jego sekwencji.

8.1.2.2 Kalorymetria ITC

W Tabeli 7 zamieszczone sg wartosci entalpii oddziatywania osmolitow
zsola sodowa DNA, jonami sodu 1 woda, ktore zostaly uzyskane
z wykorzystaniem izotermicznej kalorymetrii miareczkowe;.

Tabela 7. Efekty cieplne charakteryzujgce oddziatywanie osmolitéw z czgsteczkami
wody, jonami sodowymi z solg sodowg DNA.

3 3 T 3
Qnapna’ Uoys Qnat’ Uoys Q2o Uoys

kJ/mol kJ/mol J/mol

Mocznik 2,12 0216 2,51 0,389 127,99 2,77

N-metylomocznik -2,69 0,317 -2,65 0,630 32,07 2,16

) NN ) -4,06 0,506 -3,02 0,446 0,62 2,26
dimetylomocznik

NNNN= 1,85 0493 | -889 0972 | -3723 225
tetrametylomocznik

N-etylomocznik -2,35 0312 -3,21 0,920 -9.68 3,23

) NAN- ) -1,22 0,308 -5,62 1,07 -57.85 507

dietylomocznik

a — warto$¢ entalpii oddzialywania soli sodowej kwasu deoksyrybonukleinowego (NaDNA)
z osmolitem ekstrapolowana do nieskonczonego rozcieficzenia osmolitu

b — niepewnos¢ rozszerzona pomiaru dla poziomu ufnos$ci rownego 95%

¢ - warto$¢ entalpii oddziatywania jonéw sodowych z osmolitem ekstrapolowana do nieskonczonego
rozcienczenia osmolitu

d - warto$¢ entalpii oddzialywania wody z osmolitem ekstrapolowana do nieskonczonego
rozcienczenia osmolitu

Entalpia oddziatywania soli sodowej DNA z mocznikami przedstawitam
w przeliczeniu na 1 mol badanego osmolitu w zalezno$ci od stosunku stezen
osmolitu oraz par zasad DNA (Rysunek 22).

Mocznik oraz jego jedno- 1 dwupodstawione pochodne dodane do
roztworu wodnego soli sodowej DNA wywohuja niewielki efekt egzotermiczny.
Jednoczesnie niska warto$¢ tych efektéw energetycznych wskazuje na brak
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bezposrednich oddziatywan mocznika 1 jego pochodnych z DNA. Wyjatek
wtej grupie badanych zwigzkéw stanowi N,N,N’,N —tetrametylomocznik,

ktorego oddziatywanie z DNA jest procesem endotermicznym o niewielkiej
wartosci.

o Mocznik © NMM DMM ¢ TMM < NEM DEM

Qpapna [kd/mol osmolitu]

'
o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Cosmolit! CpzDNA

Rysunek 22. Zalezno$¢ entalpii oddziatywania soli sodowej DNA z mocznikiem i jego
N-alkilowymi pochodnymi od stosunku stezen osmolitu i par zasad DNA w roztworze.

Punkty zostaty przyblizone prostymi, ktére postuzyty do ekstrapolowania otrzymanych
zaleznosci do nieskonczenie niskiego stezenia osmolitu.

Jak wida¢ na Rysunku 23, proces oddziatywania jondéw sodowych
z kazdym z badanych osmolitéw jest egzotermiczny. Mozna na podstawie tego
wyniku wywnioskowa¢, ze dla wszystkich badanych ukladow oddziatywania
jondéw sodowych z wodg sg stabsze niz powstajace oddziatywania pomigdzy
tymi kationami a osmolitami. Zwigkszanie wartos$ci tego efektu nastepuje
w kolejnosci: mocznik < N—-metylomocznik < N,N’—dimetylomocznik < N-
etylomocznik < N, N’-dietylomocznik < N,N,N’,N —tetrametylomocznik. Szereg
wskazuje na wystgpowanie zaleznosci oddziatywania tych zwigzkow z jonami
sodu od liczby 1 dlugosci podstawnikow w czasteczce mocznika. Zwiekszanie
liczby 1 rozmiaru podstawnikow powoduje zwigkszanie zasadowego charakteru

tlenu karbonylowego w czasteczce mocznika, z ktérym jony sodu
oddziatuja '*°.
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Rysunek 23. Zaleznos¢ entalpii oddziatywania jonéw sodowych z mocznikiem i jego
N-alkilowymi pochodnymi od stosunku stezen osmolitu i jonéw sodowych w roztworze.

Punkty zostaty przyblizone prostymi, ktére postuzyty do ekstrapolowania otrzymanych
zaleznosci do nieskonczenie niskiego stezenia osmolitu.
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Rysunek 24. Zaleznos$¢ entalpii rozcienczania roztworu mocznika i jego N-alkilowych
pochodnych od stezenia osmolitéw w roztworze. Punkty zostaty przyblizone prostymi,

ktoére postuzyty do ekstrapolowania otrzymanych zaleznosci do nieskonczenie niskiego
stezenia osmolitu.
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Z obserwacji zaleznos$ci ciepla rozcienczania poszczegdlnych osmolitow
od ich stezenia w badanym roztworze (Rysunek 24) mozna zauwazy¢, ze
rozcienczanie zaro6wno mocznika, N-metylomocznika, jak 1 N,N’-
dimetylomocznika jest procesem endotermicznym. Najwigksza warto$¢ osigga
efekt towarzyszacy rozcienczaniu mocznika, natomiast dla NN'—
dimetylomocznika jest on zblizona do zera.

Rozcienczanie N—etylomocznika, N,N’-dietylomocznika oraz N,N,N’,N—
tetrametylomocznika wywoluje efekt egzotermiczny, przy czym dla N,N,N’,N -
tetrametylomocznika obserwujemy efekt o duzej wartosci, ktory maleje
w wyniku dodawania tego zwigzku do roztworu. W pozostatych przypadkach
osmolitow z tej grupy rozcienczanie wywotuje efekt cieplny utrzymujacy si¢ na
stalym poziomie niezaleznie od ich stezenia w roztworze.

Whnioskowanie na podstawie wyznaczonych warto$ci ciepet rozcienczania
na temat energii oddzialywania mocznikow z woda jest zawodne w zwigzku
z koniecznos$cig uwzglednienia, rowniez w tym przypadku, przesuniec
rownowagi kwasowo — zasadowej w roztworze oraz zmiang liczebnosci
czasteczek wody w sferze hydratacyjnej na skutek rozcienczania.

8.1.3 Spermidyna

Spermidyna, obok sperminy i putrescyny, nalezy do poliamin najczgsciej
spotykanych w komodrkach ssakow. Sg to mate czasteczki polikationéw, ktore
biorg udziat w wielu waznych procesach biologicznych, takich jak regulacja
ekspresji gendw oraz aktywnosci enzymow, aktywacja syntezy DNA, czy

proliferacja i réznicowanie komoérek 2% 197202

. Z mojego punktu widzenia
najbardziej interesujaca funkcja poliamin jest ochrona DNA przez
roznorodnymi czynnikami zewnetrznymi, poprzez bezposrednie oddzialtywanie
z kwasami nukleinowymi '** '*°. Jednoznaczny mechanizm tego oddziatywania
nie zostatl jeszcze rozstrzygnigty 1 istnieje wiele hipotez na ten temat.

Jedno z najwcze$niejszych odkry¢, dotyczacych wpltywu poliamin na
DNA, dokonanych przez Tabora '*, dotyczy stabilizacji dwuniciowego DNA
poprzez podwyzszenie jego temperatury denaturacji nawet o 40 °C,
w obecnos$ci dodatku buforu 1 soli w roztworze, w stosunku do takiego samego
roztworu bez poliamin. Na podstawie tych obserwacji postulowano, ze
mechanizm tego efektu oparty jest zarowno na oddzialywaniach
elektrostatycznych pomiedzy protonowanymi grupami aminowymi poliamin,
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115, 203

aujemnie naladowanymi grupami fosforanowymi , jak rowniez na

bezposrednich oddziatywaniach poliamin z zasadami DNA 2% 2%,

Tabela 8. Parametry temperaturowe charakteryzujgce zmiane temperatury denaturacji
DNA w obecnosci spermidyny.

c* T AT, (dT/dc)’ e’
mol dm™ °C °C °C-dm’ -mol’
DNA 0 50,99 0 0
Spermidyna 0,011 64,70 +13,71 1246

a — stezenie osmolitow

b — temperatura denaturacji DNA

¢ — zmiana temperatury denaturacji DNA w obecnosci okreslonego stgzenia osmolitu w stosunku do
czystego DNA

d — warto$¢ pochodnej zaleznos$ci temperatury denaturacji DNA w obecno$ci osmolitu od jego stezenia
w roztworze, wyznaczona dla nieskonczonego rozcieficzenia osmolitu

Spermidyna zostala uzyta przeze mnie, jako zwigzek o potwierdzonym
bezposrednim oddzialywaniu z kwasami nukleinowymi. Wyniki uzyskane
z wykorzystaniem tej poliaminy miaty potwierdzi¢ badz wykluczy¢ ewentualng
teze o bezposrednim oddzialywaniu badanych przeze mnie osmolitow z DNA.
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Rysunek 25. Znormalizowany termogram DSC przedstawiajgce denaturacje DNA w
obecnosci spermidyny — linia czarna. Linig czerwong zaznaczony jest termogram
denaturacji DNA w roztworze wodnym bez spermidyny.
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Jak wynika na podstawie parametrow temperaturowych uzyskanych
z wykorzystaniem kalorymetrii DSC (Tabela 8), obecno$¢ spermidyny
w roztworze z DNA podnosi jego temperature denaturacji o prawie 14 °C.
Roéznica w stosunku do przedstawionych powyzej danych literaturowych
wynika prawdopodobnie z faktu, ze w przypadku moich badan analizie
poddany zostal roztwér wodny nie buforowy. W odrdznieniu od pozostatych
badanych przeze mnie zwigzkow, czyli glicyny, mocznika 1 ich pochodnych,
spermidyna wyraznie stabilizuje DNA, co wida¢ réwniez na Rysunkach 15 1 20.

Na termogramie DSC (Rysunek 25), poza przesunieciem maksimum piku
w kierunku wyzszych wartosci temperatury, wida¢ rdwniez wyrazne zwezenie
profilu denaturacji przy zachowaniu zlozonosci jego konturu. Mozna stad
wywnioskowaé, ze spermidyna wzmacnia struktur¢ DNA 1 nie powoduje
uniezaleznienia jego temperatury denaturacji od sekwencji zasad. Za zdolnos¢
do silnego podwyzszania temperatury denaturacji DNA odpowiedzialne sa
bezposrednie oddzialywania dodatnio naladowanej czasteczki spermidyny
z dwuniciowych fancuchem DNA.

Uzyskane z wykorzystaniem kalorymetrii ITC dane zostaly zamieszczone
w Materiatach uzupetiajacych (Rozdziat 13). Potwierdzaja one, ze mechanizm
oddziatywania DNA ze spermidyng znaczaco rdézni si¢ od obserwowanego
w przypadku pozostatych zwigzkow.
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8.2  Analiza danych widmowych FTIR

8.2.1 Zmiany widmowe DNA w funkcji stezenia osmolitow
8.2.1.1 Glicyna i jej N-metylopochodne

Na wstepie chcialam zaznaczy¢, ze od tego momentu na rysunkach
prezentujacych zaleznosci miedzy réznymi wielkosciami charakterystyki zmian
strukturalnych i oddzialywan w badanych uktadach przedstawiono liniowe linie
regresji, badZz nieliniowe reprezentacje uzyskanych zalezno$ci. Sugerowane
zalezno$ci nieliniowe maja na celu przede wszystkim, utatwienie sposobu
prowadzenia dyskusji w aspekcie interpretacji wynikow. Maja one znaczenie
pomocnicze 1 nie pretendujg do petienia roli ,,korelacji” miedzy odpowiednimi
wielkosciami.

Przesunigcie pasma 1222 cm” zalezy wyraznie od liczby grup
metylowych w czasteczce osmolitu. Jak wida¢ na Rysunku 26, pasmo bedace
gldbwnym markerem formy B-DNA nie zmienia swojego polozenia pod
wpltywem glicyny w badanym zakresie stezen, natomiast zwigkszanie stezenia
N—metyloglicyny w roztworze wodnym DNA powoduje przesunigcie tego
pasma o 3 cm’', N,N-dimetyloglicyny o 5 cm™, a N,N,N~trimetyloglicyny az
08 cm” w kierunku wyzszych liczb falowych. Nalezy zaznaczy¢, ze tak duze
przesunigcie pasma pod wpltywem N,N,N-trimetyloglicyny nast¢puje przy
stezeniu 3.5 mol-dm® tego osmolitu podczas, gdy w przypadku N—
metyloglicyny 1 N,N—-dimetyloglicyny, nawet wyzsze stezenie nie powoduje
wigkszego przesunigcia. Intensywno$¢ pasma zmienia si¢ podobnie dla
wszystkich osmolitow. Poczatkowo wysoko$¢ pasma zwigksza sie¢ powoli,
osigga punkt maksymalny 1 zaczyna male¢. W przypadku N-metyloglicyny
1 N,N,N—trimetyloglicyny udato si¢ wuzyskaé stezenie, powyzej ktérego
intensywnos$¢ pasma zaczyna ponownie rosng¢. Na przykladzie zaleznosci
intensywnos$ci pasma od stezenia osmolitu widaé, ze mechanizm wptywu glicyn
na DNA jest zlozony i1 podzielony na etapy, ktorych przebieg zalezy od stezenia
osmolitu.
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Rysunek 26. Seria widm DNA w zakresie pasma 1222 cm™ w obecnosci osmolitow
(0.0 mol-dm™ stezenie — linia czerwona, pozostate stezenia — linia czarna). Widma dia
glicyny (A), N-metyloglicyny (B), N,N-dimetyloglicyny (C) i N,N,N—trimet}/loglicyny (D).
We wstawkach znajdujg sie zalezno$ci wysokosci pasma 1222 cm™ od stezenia
osmolitu.

Dodatek poszczegdlnych osmolitow powoduje stopniowe zmniejszanie
intensywnosci kolejnego rozwazanego pasma przy 1086 cm™ wraz ze wzrostem
stezenia osmolitu (Rysunek 27). W tym przypadku glicyna wywotuje niewielki
efekt, w przypadku N-metyloglicyny obnizenie intensywnos$ci pasma jest duzo
bardziej widoczne. N, N-dimetyloglicyna oraz N, N, N-trimetyloglicyna juz przy
najnizszym stezeniu powoduja znaczne obnizenie intensywnosci pasma 1086
cm” wzgledem czystego DNA w wodzie, a w miare wzrostu stezenia, podobnie
jak w przypadku pozostalych osmolitow, nastgpuje stopniowe zmniejszenie
jego intensywnosci.

Pasmu 1086 cm’ towarzyszy pasmo przy 1053 cm’ (Rysunek 27).
Intensywno$¢ tego pasma zmniejsza si¢ w wyniku zwickszania stezenia
poszczegbdlnych osmolitéw 1 tylko N-metyloglicyna odbiega od tego trendu.
W przypadku N,N,N — trimetyloglicyny nastepuje niewielki przesuni¢cie pasma
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w kierunku wyzszych liczb falowych. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze te dwa
pasma z rozwazanego zakresu, pomimo zauwazalnych zmian, s3 w porOwnaniu
z pozostatymi rozpatrywanymi pasmami, mato wrazliwe na wptyw osmolitow.
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Rysunek 27. Seria widm DNA w zakresie pasm 1086 i 1053 cm™ w obecnosci
osmolitéw (0.0 mol-dm™ stezenie — linia czerwona, pozostate stezenia — linia czarna).
Widma dla glicyny (A), N-metyloglicyny (B), N,N-dimetyloglicyny (C) i N,N,N-
trimetyloglicyny (D). We wstawkach znajdujg sie zaleznosci wysokosci pasma 1086
cm™ (gdra) i 1053 cm™ (dot) od stezenia osmolitu.

Zwigkszanie stezenia glicyny w roztworze powoduje niewielkie
przesunigcie kolejnego pasma przy 970 cm’ w kierunku nizszych liczb
falowych oraz zmniejszenie jego intensywnosci 1 poszerzenie. Podobne efekty,
ale znacznie silniej zaznaczone, maja miejsce przy zwigkszaniu stezenia N—
metyloglicyny, N,N—dimetyloglicyny oraz N,N,N-trimetyloglicyny (Rysunek
28). Na uwage zastuguje fakt, ze najwigksze zmiany zauwazamy w przypadku
N,N—dimetyloglicyny.

Pasma w widmie DNA sg silniejsze 1 w¢zsze przy niskich stezeniach
osmolitu, co oznacza, ze struktura DNA jest wtedy bardziej uporzadkowana ™.
Mozna stad wnioskowaé, Ze zmniejszenie intensywnosci oraz poszerzenie

rozpatrywanych pasm zwigzane jest z postepujaca, w wyniku zwigkszania
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stezenia osmolitow, dehydratacja DNA. Podczas dehydratacji oprocz
poszerzenia pasm zachodza takze zmiany w ich polozeniu. Falk ®* wykazat, ze
podczas zwiekszania wilgotnosci probki DNA zachodzi przesunigcie pasma
1240 + 1.5 cm™ do 1220 cm™. Podobnie dzieje sie w przypadku pozostatych
rozpatrywanych pasm. Hydratacja powoduje przesuniecie pasma 1089 + 1 cm’
do 1086 + 1 cm™, a pasmo przy 1066 + 2 cm™ do 1052 + 1 cm™. Jedynie pasmo
962 + 2 cm’' przesuwa sic w wyniku zwigkszania wilgotnosci probki
w kierunku wyzszych liczb falowych do 970 + 1 em™.
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Rysunek 28. Seria widm DNA w zakresie pasma 970 cm™ w obecnosci osmolitow (0.0
mol-dm™ stezenie — linia czerwona, pozostate stezenia — linia czarna). Widma dla
glicyny (A), N-metyloglicyny (B), N,N—dimetyloglicyny (C) i N,N,N—trimet%/Ioincyny (D).
We wstawkach znajdujg sie zaleznosci wysokosci pasma 970 cm™ od stezenia
osmolitu.

Przesunigcia wymienionych pasm w przeciwnych kierunkach, niz opisane
powyzej, s3 zatem spowodowane dehydratacjag badanej probki DNA, co
potwierdza tezg, ze dodatek osmolitow do roztworu wodnego DNA powoduje
jego stopniowe odwodnienie. Proces ten jest zalezny od rodzaju uzytego
osmolitu oraz jego stgzenia w roztworze. W przypadku pasm: 1222 cm’,
1086 cm™ i 1053 cm™”, najmniejsze zmiany powoduje glicyna, a najwieksze
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N,N,N—trimetyloglicyna. Zalezy to od liczby grup metylowych obecnych
w czasteczce osmolitu. Im jest ich wigcej, tym wigksze zmiany zauwazamy
w polozeniu 1 ksztalcie poszczegdlnych pasm, Swiadczace o poglebiajacej sie
dehydratacji DNA. Tsuboi '** donosi, ze od stopnia uwodnienia probki DNA
zalezy jego konformacja. Forma A-DNA wystepuje w przewadze przy
wilgotnos$ci probki powyzej 75% natomiast powyzej 92% przewaza forma B-
DNA. Zatem mozna wnioskowac¢, ze odwodnienie probki powoduje stopniowe
przechodzenie formy B-DNA do formy A. Taka zmiana konformacji
potwierdza réowniez zachowanie pasma przy 970 cm’, jako pasma
charakterystycznego dla formy B-DNA, zwigzanego z drganiami wigzan C-C
w szkielecie DNA. Przesunigcie tego pasma w kierunku nizszych liczb
falowych oznacza rozluznienie struktury szkieletu DNA, czyli powstanie formy
A-DNA. Na uwage zastuguje fakt, ze w przypadku tego pasma najwicksze
zmiany zauwazamy dla N, N-dimetyloglicyny.

8.2.1.2 Mocznik i jego N—alkilowe pochodne

Ksztalt widma DNA niezaburzonego bez obecnosci osmolitu,
przedstawionego dla wszystkich osmolitow, r6zni si¢ w zaleznosci od uzytego
osmolitu ze wzgledu na oddzielny proces wstgpnego opracowania widm, ale
jest on spojny wewnatrz serii dla okre§lonego osmolitu. Zachowanie pasma
1222 em™ zalezy od rodzaju podstawnika w czasteczce mocznika (Rysunek
29). Dla podstawnikow metylowych zauwazy¢ mozna wyrazne poszerzenie
pasma oraz przesuni¢cie jego maksimum w kierunku wyzszych liczb falowych.
Dla mocznika jest to przesuniccie o 5 cm”, dla N-metylomocznika o 6 cm’
przy takim samym st¢zeniu, w obecnosci N, N '—dimetylomocznika przesuwa si¢
0 6 cm! i N,N,N’ N -tetrametylomocznika powoduje przesuniccie o 4 cm’
w stosunku do pasma DNA zmierzonego w czystej wodzie. Dodatkowo
obserwujemy wyrazne zmniejszenie intensywno$ci pasma 1222 cm’ dla
metylowych pochodnych mocznika, przy czym w przypadku N-
metylomocznika 1 N,N—dimetylomocznika obserwujemy wyrazng zmiang
mechanizmu oddziatywania z DNA po przekroczeniu okre§lonego stezenia.

Pochodne etylowe mocznika powodujg natomiast wzrost intensywnosci
pasma 1222 cm™. Efekt ten jest szczegélnie wyrazny w przypadku N,N—
dietylomocznika. Ponadto ma miejsce nieznaczne przesuni¢cie tego pasma
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w kierunku wyzszych liczb falowych. W przeciwienstwie do pochodnych
metylowych, nie obserwujemy tutaj poszerzenia konturu pasma.
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Rysunek 29. Seria widm DNA w zakresie pasma 1222 cm™ w obecnosci osmolitow
(0.0 mol-dm™ stezenie — linia czerwona, pozostate stezenia — linia czarna). Widma dia
mocznika (A), N-metylomocznika (B), N,N—-dimetylomocznika (C) i N,N,N,N-
tetrametylomocznika (D), N—etylomocznika (E), N,N—dietylomocznika (F). We
wstawkach znajdujg sie zaleznosci wysokosci pasma 1222 cm™ od stezenia osmolitu.

Obserwacja zaleznosci wysokos$ci pasma od stezenia osmolitu pozwala
zauwazyC, ze proces oddzialywania mocznikow z DNA przebiega etapowo
1zalezy od stgezenia osmolitu oraz rodzaju podstawnika alkilowego
W czasteczce mocznika.
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Rysunek 30. Seria widm DNA w zakresie pasm 1086 i 1053 cm™ w obecnosci
osmolitéw (0.0 mol-dm™ stezenie — linia czerwona, pozostate stezenia — linia czarna).
Widma dla mocznika (A), N—-metylomocznika (B), N,N-dimetylomocznika (C) i
N,N,N’,N'-tetrametylomocznika (D), N—etylomocznika (E), N,N—dietylomocznika (F).
We wstawkach znajdujg sie zaleznosci wysokosci pasma 1086 cm” (g6ra) i 1053 cm”
(dot) od stezenia osmolitu.

Dodatek mocznika oraz jego pochodnych do roztworu wodnego DNA
powoduje nieduze zmniejszenie intensywnosci pasma przy 1086 cm’,
odpowiadajacego drganiom symetrycznym grup PO, w szkielecie DNA
(Rysunek 30). Pasmu przy 1086 cm™ towarzyszy pasmo polozone przy 1053
cm’. Jego zmiany wywolane przez analizowane osmolity sa réwniez
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niewielkie. Zatem mozna stwierdzi¢, ze obszar ten jest malo wrazliwy na
obecnos¢ w roztworze mocznika 1 jego pochodnych.
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Rysunek 31. Seria widm DNA w zakresie pasma 970 cm™ w obecnosci osmolitow (0.0
mol-dm™ stezenie — linia czerwona, pozostate stezenia — linia czarna). Widma dla
mocznika (A), N-metylomocznika (B), N,N—-dimetylomocznika (C) i N,N,N,N-
tetrametylomocznika (D), N—etylomocznika (E), N,N—dietylomocznika (F). We
wstawkach znajdujg sie zaleznosci wysokosci pasma 970 cm™ od stezenia osmolitu.

W przypadku ostatniego analizowanego pasma przy 970 cm™ (Rysunek
31) obserwujemy, wywolane przez wszystkie osmolity, przesunigcie
w kierunku mniejszych liczb falowych. Najwieksze przesuniecie wywoftat
dodatek N,N’-dimetylomocznika do roztworu wodnego DNA, natomiast
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najmniejsze zmiany tego rodzaju obserwujemy dla etylowych pochodnych
mocznika. Ponadto zauwazy¢ mozna, ze N,N,N’,N —tertrametylomocznik
zachowuje si¢ podobnie, jak mocznik 1 oba te zwigzki powoduja spadek
intensywnosci pasma, a po przekroczeniu okreslonego st¢zenia, jej wzrost.
W obecnosci pozostatych pochodnych mocznika nastepuje poczatkowy wzrost
intensywnosci, a po przekroczeniu okre§lonego stezenia, spadek.

Zmniejszenie intensywnos$ci poszczegdlnych pasm oraz ich poszerzenie
wywolane obecnoscig osmolitow zwigzane jest z dehydratacjg badanego DNA,
postepujaca w miare zwigkszania stezenia osmolitow. Dehydratacja DNA
wywoluje rozluznienie jego struktury i stopniowe przeksztatcenie formy B-
DNA w kierunku formy A-DNA, a w skrajnym przypadku denaturacj¢ tej
makroczasteczki.

Analizujagc wplyw wszystkich badanych pochodnych mocznika oraz
samego mocznika mozna stwierdzi¢, ze najwigksze zmiany wywoluje N,N -
dimetylomocznik. Etylowe pochodne mocznika powoduja odmienne
zachowanie analizowanego pasma przy 1222cm™.

8.2.2 Analiza chemometryczna wplywu osmolitow na widmo zaburzonego
DNA

8.2.2.1 Glicyna i jej N-metylopochodne

Otrzymano serie wyizolowanych 1 znormalizowanych widm DNA
w obecnosci: glicyny 1 jej metylopochodnych w zakresie wystgpowania pasm:
1222, 1086, 1053 i 970 cm™ przedstawione odpowiednio na Rysunkach 33, 35,
37.

Uzyskano rowniez, w okreslonym zakresie wartosci parametru //x,, serie
probnych widm DNA zaburzonego przez wybrane osmolity, z ktorych jedynie
kilka zostato przedstawionych na Rysunku 32A-L. Zwykle jednakze otrzymuje
si¢ 1 analizuje kilkaset probnych widm zaburzonych dla kazdego
rozpatrywanego przypadku, aby uzyska¢ dobra rozdzielczo§¢ map parametru
>y’

Sposdéb wyznaczenia wlasciwego parametru //x, zostal przedstawiony
w rozdziale 7.4.6. Okreslenie wartosci //x, pozwala odnalez¢ wlasciwe widmo
zaburzone DNA w obecnosci osmolitu. Dla wszystkich widm zaburzonych
przez glicyng¢ 1 jej N-metylowe pochodne o roznych stezeniach zostaly
przeprowadzone analogiczne analizy. Z kazdej z map mozna odczytac
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wilasciwy parametr [/x, odpowiadajacy okreSlonemu stezeniu osmolitu.
Mozliwe jest dzigki temu uzyskanie dla kazdego badanego st¢zenia wiasciwego
widma zaburzonego DNA.
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Rysunek 32. Niezaburzone widma DNA (czerwona linia) oraz serie probnych widm
zaburzonych (czarna linia) dla stezenia 0.5 mol-dm™ kazdego z osmolitow: glicyna (A-
C), N-metyloglicyna (D-F), N,N-dimetyloglicyna (G-1) i N,N,N-trimetyloglicyna (J-L).
Przedstawione jest kazde z rozpatrywanych pasm w trzech zakresach: 1270 - 1150
cm™ (A, D, G, J), 1150-990 cm™ (B, E, H, K), 990-945 cm™ (C, F, I, L)

Ksztatt wszystkich uzyskanych widm zaburzonych DNA r6zni si¢ dla
kazdego z trzech badanych regionow w zaleznosci od uzytego osmolitu, jak
1rowniez od jego stezenia. Nalezy zatem przypuszczaé, ze w obregbie jednego
badanego ukfadu mechanizm oddziatywania osmolitu na DNA jest $cisle
zwigzany ze stezeniem danego zwigzku w roztworze.
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Widmo DNA w zakresie pasma przy 1222 cm™!

W dyskusji wptywu osmolitow na DNA trzeba wyraznie rozrdézni¢
kwestie stopnia zmiany parametréw pasma oscylacyjnego oraz kwestie udziatu
zaburzenia (wyrazonego w %) w calej makroczasteczce. W aspekcie
interpretacji oddzialywan mig¢dzyczasteczkowych, stopien zaburzenia struktury
jest parametrem wazniejszym. Wskazuje on na bezposrednie, czesto
specyficzne oddziatywanie. Wysoki udziat zaburzenia moze by¢ natomiast
skutkiem oddzialywan posrednich, badz zwyczajnym efektem zmiany otoczenia
molekularnego czasteczki zaburzone;.
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Rysunek 33. Widmo DNA w zakresie pasma 1222 cm™ bez udziatu osmolitu (linia
czerwona), widmo DNA w obecnosci osmolitu (linia przerywana) i widmo zaburzone
DNA (linia czarna) przy A - 2.0 mol-dm™ glicyny, B - 5.5 mol-dm™ N-metyloglicyny, C -
5.0 mol-dm™ N,N—dimetyloglicyny i D - 3.5 mol-dm™ N, N, N-trimetyloglicyny.

Pasmo przy ok. 1222 cm™ jest charakterystyczne dla dwuniciowej formy
B-DNA (Rysunek 33). Z serii uzyskanych dla tego obszaru widm zaburzonych
mozna zauwazy¢, ze ich potozenie 1 ksztalt zaleza od wystepujacego w ukladzie
osmolitu.
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W przypadku glicyny widmo zaburzone przesunigte jest w strong
nizszych liczb falowych 1 ma wyzsza intensywno$¢ niz widmo DNA bez
udzialu glicyny (Rysunek 33A, linia czarna). Zwigkszanie stezenia osmolitu
powoduje wzrost zawartosci procentowej formy zaburzonej DNA, ktéra dla
najwyzszego stezenia osigga 12.5 % (Tabela 16, Rysunek 34A - wstawka).

W przypadku N-metyloglicyny obserwujemy przesuni¢cie pasma DNA
zaburzonego w kierunku wyzszych licz falowych (Rysunek 33B). Ponadto
widmo zaburzone DNA dla N-metyloglicyny wraz ze wzrostem st¢zenia
zwigkszajag swoja intensywno$¢ 1 poszerza si¢. Ostateczna zawartos$¢
procentowa formy zaburzonej dla najwyzszego badanego stezenia tego
osmolitu wynosi 40% (Tabela 16).
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Rysunek 34. Parametr 1/x, wyznaczony dla pasma 1222 cm™ DNA w obecnosci:
glicyny (A), N—metyloglicyny (B), N,N—dimetyloglicyny (C), N,N,N—trimetyloglicyny (D).
We wstawkach znajduje sie procentowe zaburzenie struktury DNA w obserwowanym
zakresie w obecnosci odpowiednich osmolitéw.

Zawartos$¢ procentowa formy zaburzonej DNA dla N,N-dimetyloglicyny
ro$nie liniowo do stezenia 3.5 mol-dm™, a potem gwaltownie wzrasta osiagajac
warto$¢ 99 % przy najwyzszym stezeniu osmolitu (Tabela 16, Rysunek 34 C).
Na Rysunku 33C widoczne jest, ze widmo formy zaburzonej DNA pokrywa si¢
prawie calkowicie z widmem DNA w obecnosci N N-dimetyloglicyny
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o najwyzszym z badanych stezen. Oznacza to, ze prawie cala forma badanego
DNA zostala zaburzona przez obecnag w roztworze N, N-dimetyloglicyne.
Ponadto, podobnie jak w przypadku N-metyloglicyny obserwujemy
przesuni¢cie pasma formy zaburzonej w kierunku wyzszych liczb falowych.

N,N, N—trimetyloglicyna powoduje takze stopniowy wzrost intensywnosci
1 przesuwanie widma zaburzonego DNA w kierunku wyzszych liczb falowych.
Jednakze w przypadku tego osmolitu obserwujemy najwieksze przesunigcie
pasma az do ok. 1232 cm™, przy maksymalnym stezeniu osmolitu (Rysunek
33D). Zawartos¢ procentowa formy zaburzonej DNA osigga maksymalng
warto$¢ 80%. Przebieg jej zaleznosci od stezenia jest zlozony 1 wskazuje, ze
N,N, N—trimetyloglicyna powoduje najszybsze zmiany struktury w tym zakresie
widma sposrod rozpatrywanych osmolitow. Po osiagnieciu stezenia 2 mol-dm™
ilo§¢ struktury zaburzonej gwaltownie wzrasta, a od 2.5 mol-dm™ dalszy wzrost
stezenia osmolitu nie powoduje juz znacznych zmian (Tabela 16, Rysunek
34D).

Podsumowanie

Pasmo przy ok. 1222 cm” zwiazane jest z asymetrycznymi drganiami
rozciggajagcymi grup fosforanowych w DNA. Jego przesunigcie w kierunku
wyzszych liczb falowych jest skutkiem zmniejszenia aktywnosci wody
w probce, a co za tym idzie, zmniejszenia oddziatywan wody z grupami
fosforanowymi i cze$ciowym przejsciem z formy B do A-DNA *. Na
podstawie wyizolowanych pasm DNA zaburzonego wnioskowa¢ mozna, ze
najwigksze zaburzenie struktury DNA w obrgbie grup fosforanowych wywotuje
N,N,N — trimetyloglicyna, ktéora nawet przy niskich st¢zeniach powoduje
szybko postepujagce zmiany. Analizujagc zmiany wartosci parametru //x, oraz
procentowe] zawartosci struktury zaburzonego DNA, zauwazy¢ mozna dwa
wyrazne etapy oddzialywania DNA z osmolitami zalezne od ich stezenia.

W  przypadku N,N,N-trimetyloglicyny obserwujemy najwicksze
przesunigcie pasma formy zaburzonej, ktore zwigzane jest z przeksztalceniem
B-DNA w A-DNA. Maksimum pasma zaburzonego osigga polozenie
1232 cm™, ktore jest zblizone do wartoéci, przy ktorej wystepuje pasmo bedace

markerem formy A-DNA '*

. Mozna zatem stwierdzi¢, ze sposrod badanych
osmolitdéw, N,N,N-trimetyloglicyna jest czynnikiem, ktory w najwyzszym

stopniu  powoduje zmian¢ konformacji DNA. Najmniej rozlegly wpltyw
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(procentowy udziat zaburzenia) na grupy fosforanowe DNA majg N-
metyloglicyna 1 glicyna. Glicyna wyr6znia si¢ sposrod pozostalych osmolitow
tej grupy wyjatkowym przesuni¢ciem pasma zaburzonego w kierunku nizszych
liczb falowych. Moze to oznacza¢ silniejsze oddzialywania DNA z woda
w obecnosci glicyny lub bezposrednie tworzenie wigzania wodorowego miedzy
grupg aminowg glicyny 1 grupg fosforanowa DNA.

Widmo DNA w zakresie pasm 1086 i 1054 cm™’
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Rysunek 35. Widmo DNA w zakresie pasm 1086 i 1053 cm™ bez udziatu osmolitu
(linia czerwona), widmo DNA w obecnosci osmolitu (linia przerywana) i widmo
zaburzone DNA (linia czarna) przy A - 1.5 mol-dm™ glicyny, B - 4.5 mol-dm™ N-
metyloglicyny , C - 5.5 mol-dm™ N,N—dimetyloglicyny i D - 3.5 mol-dm™® N,N,N-
trimetyloglicyny.

Drugi z badanych obszarow widma DNA obejmuje dwa pasma: 1086
11053 cm™, pojawiajace si¢ odpowiednio w wyniku symetrycznych drgan
rozciggajagcych grup fosforanowych w szkielecie DNA oraz drgan
rozciaggajacych wigzan C-O reszt deoksyrybozy.

Widma zaburzone uzyskane dla badanych st¢zen glicyny sg w catym
zakresie bardzo zblizone do widma DNA bez obecnosci glicyny (Rysunek
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35A).

intensywnos$ci widma zaburzonego 1 poszerzenie poszczegdlnych pasm.

Wplyw tego zwigzku powoduje jedynie nieznaczne obnizenie

Zawarto$¢ procentowa formy zaburzonej rosnie liniowo wraz ze wzrostem
stezenia 1 osiaga warto§¢ maksymalna 32.6 % dla stezenia 1.5 mol-dm™
(Tabela 16, Rysunek 36A — wstawka). Przy wyzszym stezeniu glicyny nie ma
juz mozliwoSci wyznaczenia widma zaburzonego z wykorzystaniem mapy
parametru Zy°.
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Rysunek 36. Parametr 1/x, wyznaczony w zakresie pasm 1086 i 1054 cm™ DNA
w obecnosci: glicyny (A), N-metyloglicyny (B), N,N—dimetyloglicyny (C), N,N,N-
trimetyloglicyny (D). We wstawkach znajduje sie procentowe zaburzenie struktury DNA
w obserwowanym zakresie w obecnosci odpowiednich osmolitéw.

W tym obszarze widmo zaburzone DNA uzyskane dla najwyzszego
mozliwego stezenia N-metyloglicyny, czyli 5.0 mol-dm™, wykazuje jedynie
nizsza intensywnos$¢ 1 poszerzenie skladowych pasm wzgledem widma
czystego DNA bez udzialu osmolitu (Rysunek 35B). Maksymalna wartos$¢
procentowego zaburzenia struktury DNA w tym uktadzie wynosi 28.6 %.
Zaburzenie ros$nie stopniowo wraz ze wzrostem stg¢zenia osmolitu powodujac
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bardzo powolne zmiany struktury DNA do stezenia 4 mol-dm™, powyzej
zmiany sg szybsze (Tabela 16, Rysunek 36B).

Uzyskane widma zaburzone dla N,N-dimetyloglicyny rowniez wykazuja
duze podobienstwo do widma czystego DNA bez udzialu osmolitu (Rysunek
35C). N,N—dimetyloglicyna takze w tym zakresie widma wywotuje rozlegle
zaburzenie struktury DNA, osiggajac warto$¢ 64.1 % dla najwyzszego
uzyskanego stezenia (Tabela 16, Rysunek 36C).

Zawarto$¢ procentowa zaburzonej struktury DNA w obecnosci N, N, N-
trimetyloglicyny ro$nie dwuetapowo ze wzrostem st¢zenia osmolitu 1 osigga
maksymalng warto$¢ 12.5 %, przy czym nachylenie linii obrazujacej te
zalezno$¢ jest male, co wskazuje na powolne zmiany w obserwowanej
strukturze DNA pod wpltywem zwickszania stezenia osmolitu. Sama zmiana
struktury jest natomiast najwigksza sposrod pozostatych osmolitow w tej grupie
— kontur pasma zaburzonego jest najbardziej zmieniony wzgledem czystego
DNA. Uzyskany wynik wskazuje zatem, ze oddzialywanie N,N,N-
trimetyloglicyny z DNA ma charakter bardziej bezposredni.

Podsumowanie

W rozpatrywanym zakresie wystepuja pasma zwigzane z dwoma roznymi
strukturami DNA. Nalezy zatem wziag¢ pod uwage, ze zaburzenia widoczne
w uzyskanych widmach moga mie¢ rézne pochodzenie. Sposrod badanych
osmolitow najwigkszy wptyw na DNA w tym zakresie widma ma N,N,N-
trimetyloglicyna oraz N-metyloglicyna, przy czym N,N,N-trimetyloglicyna
najbardziej zmienia struktur¢ formy zaburzonej DNA, co widoczne jest na
widmach (Rysunek 35D).

Podobnie, jak w poprzednim badanym zakresie widma 1 tutaj
obserwujemy dwustopniowy przebieg zaleznosci parametru [/x, oraz
procentowe] zawartosci formy zaburzonej DNA od stezenia osmolitu. Brak
takiego przebiegu w przypadku glicyny moze wynika¢ ze zbyt malego zakresu
stezenia osmolitu.



Czes¢ eksperymentalna — wyniki badan i ich dyskusja

Widmo DNA w zakresie pasma 970 cm™!

Pasmo przy 970 cm’, podobnic jak pasmo 1222 cm’, jest
charakterystyczne dla formy B-DNA.
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Rysunek 37. Widmo DNA w zakresie pasma 970 cm™ bez udziatu osmolitu (linia
czerwona), widmo DNA w obecnosci osmolitu (linia przerywana) i widmo zaburzone
DNA (linia czarna) przy A - 2.0 mol-dm™ glicyny, B - 5.5 mol-dm™ N-metyloglicyny, C -
5.0 mol-dm™ N,N—dimetyloglicyny i D - 3.5 mol-dm N, N, N-trimetyloglicyny.

Kazdy z rozpatrywanych osmolitow powoduje w tym zakresie
przesunigcie pasma zaburzonego DNA w kierunku nizszych liczb falowych
(Rysunek 37). Obserwujemy réwniez nieznaczne zmniejszenie intensywnosci
pasma wywolane wplywem kazdego z osmolitow, a w przypadku glicyny
dodatkowo pasmo to ulega znacznemu poszerzeniu (Rysunek 37A). Kontur
pasma DNA zaburzonego przez glicyn¢ najbardziej sposrdéd osmolitow w tej
grupie odbiega od konturu DNA niezaburzonego — co $wiadczy o najsilniejsze;]
zmianie struktury. Analiza wartos$ci procentowego zaburzenia struktury DNA
pokazuje, ze glicyna jest zwigzkiem, ktory powoduje najmniejszy procent
zaburzenia (27 %) dla najwyzszego z badanych stezen glicyny oraz najmniejsza



Czes¢ eksperymentalna — wyniki badan i ich dyskusja

warto$¢ nachylenia linii obrazujacej zalezno$¢ procentowego zaburzenia
struktury DNA od stezenia osmolitu (Tabela 16, Rysunek 38A).

N—metyloglicyna wywoluje w tym zakresie widma wyrazne zmiany
(Tabela 16, Rysunek 37B). Warto$¢ procentowego zaburzenia struktury DNA
przez ten osmolit ro$nie prawie linlowo wraz ze wzrostem jego st¢zenia,
osiggajac maksymalng wartos¢ 62.5 %.
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Rysunek 38. Parametr 1/x, wyznaczony w zakresie pasma 970 cm” DNA w
obecnosci: glicyny (A), N—metyloglicyny (B), N,N—dimetyloglicyny (C), N,N,N-
trimetyloglicyny (D). We wstawkach znajduje sie procentowe zaburzenie struktury DNA
obserwowane w zakresie pasma 970 cm™ w obecnosci odpowiednich osmolitow.

N,N-dimetyloglicyna powoduje najwigksze procentowe zaburzenie w tym
zakresie widma. Pasmo DNA w obecnosci tego osmolitu jest przesunigte w
kierunku nizszych liczb falowych 1 pokrywa si¢ prawie catkowicie
z zaburzonym widmem DNA uzyskanym dla najwyzszego stezenia N,N—
dimetyloglicyny (Rysunek 37C). Oznacza to, ze prawie cala struktura DNA
zostata zaburzona, co potwierdza warto$¢ procentowej zawartosci struktury
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zaburzonej, ktéra osigga 97.1 % dla najwyzszego z badanych st¢zen osmolitu
(Tabela 16, Rysunek 38C).

Ostatni z rozpatrywanych osmolitow, N, N, N-trimetyloglicyna, wywotuje
podobne zmiany w widmach zaburzonych DNA w tym regionie, jak N,N—
dimetyloglicyna. Dla najwyzszego stezenia tego osmolitu uzyskujemy 51.3 %
zaburzonej struktury badanego DNA.

Podsumowanie

Przesunigcie rozpatrywanego pasma 970 cm” w kierunku nizszych liczb
falowych, zmniejszenie intensywno$ci 1 poszerzenie zwigzane s3, jak juz
wspomniano wczesniej, z rozluznieniem struktury DNA. Kazdy z badanych
osmolitbw powoduje w tym regionie dos¢ duze zaburzenie struktury,
najwicksze jest ono w przypadku glicyny. Podobnie, jak w poprzednich
zakresach, obserwujemy tutaj dwuetapowy przebieg wpltywu osmolitow na
DNA.

8.2.2.2 Mocznik i jego N—alkilowe pochodne

Widmo DNA w zakresie pasma 1222cm”’

W przypadku mocznika zaobserwowa¢ mozna przesunigcie w kierunku
wyzszych wartosci liczb falowych pasma zaburzonego DNA (Rysunek 39A).
Zauwazalne jest rowniez poszerzenie pasma. Analizujgc zmiang zawartosci
procentowe] formy zaburzonej DNA ze wzrostem ste¢zenia mocznika mozna
zauwazy¢, wystepujacy rowniez w przypadku glicyn, dwuetapowy przebieg tej
zaleznos$ci. Ponadto w porownaniu do pochodnych mocznika, sam mocznik
wywoluje bardzo powolne zmiany struktury DNA, ktore osiagaja 15.4 %
struktury zaburzonej przy maksymalnym st¢zeniu tego osmolitu (Rysunek 40A,
Tabela 17).

N—-metylomocznik natomiast (Rysunku 39B) spowodowal duze
zaburzenie procentowe struktury DNA, co wida¢ na podstawie prawie
catkowitego pokrycia konturu widma DNA =zaburzonego przez osmolit
z wyizolowanym widmem formy zaburzonej DNA. Ma to odzwierciedlenie
w procentowej zawarto$ci formy zaburzonej DNA, ktéra osigga wartos¢
powyzej 70 % dla maksymalnego stezenia tego osmolitu w roztworze (Rysunek
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40B, Tabela 17). Ponadto obserwujemy obnizenie intensywnos$ci oraz
przesunigcie pasma 1222 cm™ w kierunku wyzszych wartosci liczb falowych.
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Rysunek 39. Widmo DNA w zakresie pasma 1222 cm” bez udziatu osmolitu (linia
czerwona), widmo DNA w obecnosci osmolitu (linia przerywana) i widmo zaburzone
DNA (linia czarna) J)rzy 7.0 mol-dm™ mocznika (A), 6.0 mol-dm™ N-metylomocznika
(B), 3.5 mol-dm™ N,N-dimetylomocznika (C), 2.0 mol-dm® NNN.N -
tetrametylomocznika (D), 1.4 mol-dm™ N-etylomocznika (E) i 1.0 mol-dm™ N,N-
dietylomocznika (F).

Poczatkowe nachylenie zalezno$ci zawartosci procentowej struktury
zaburzonej od stezenia N,N'-dimetylomocznika (Rysunek 40C) wskazuje, ze
zmiany w DNA wywotane tym osmolitem zachodza znacznie szybciej niz pod
wpltywem dwoch poprzednich zwigzkéw. Pasmo zaburzone DNA obserwowane
w tym zakresie jest przesunig¢te w kierunku wyzszych liczb falowych (Rysunek
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39C). Zauwazy¢ mozna takze obnizenie ich intensywnosci oraz pojawienie si¢
nowego pasma ok. 1170 cm”. Maksymalna zawarto$¢ procentowa formy
zaburzonej DNA, 62.5 %, zostala osiggnigta dla roztworu o st¢zeniu 3.5
mol-dm™ osmolitu (Tabela 17). N,N'-dimetylomocznik powoduje najwicksza
w tej grupie osmolitow zmian¢ parametréw pasma zaburzonego DNA.
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Rysunek 40. Parametr 1/x, wyznaczony w zakresie pasma 1222 cm” DNA
w obecnosci: mocznika (A), N-metylomocznika (B), N,N-dimetylomocznika (C),
N,N,N’,N'-tetrametylomocznika (D), N-etylomocznika (E) i N,N-dietylomocznika
(F).We wstawkach znajduje sie procentowe zaburzenie struktury DNA
w obserwowanym zakresie w obecnosci odpowiednich osmolitow.
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Dodatek N,N,N’,N —tetrametylomocznika do roztworu DNA spowodowat
przesunigcie pasma 1222 cm” w kierunku wyzszych liczb falowych oraz
obnizenie jego intensywno$ci (Rysunek 39D). Osmolit ten powoduje
najwigksze w rozpatrywanym zakresie zaburzenie procentowe struktury DNA.
W poréwnaniu do pozostatych metylowych pochodnych mocznika, zmiany
w strukturze DNA  zachodzg najszybciej w  obecnosci NN,N’ ,N™—
tetrametylomocznika (Rysunek 40D, Tabela 17). Sa one takze istotne pod
wzgledem zmiany parametrow pasma zaburzonego.

Porownujac dwie pochodne etylowe mocznika mozna zauwazy¢, ze N—
etylomocznik ma mniejszy wplyw na DNA, co wida¢ na podstawie profilu
wyizolowanej formy zaburzonej, ktory jest bardzo zblizony do widma czystego
DNA (Rysunek 39E). Jednakze zmiana procentowe] zawartosci formy
zaburzonej DNA w zalezno$ci od stezenia tego osmolitu zachodzi
z porownywalng szybkoscia, jak w przypadku N,N,N’, N —tetrametylomocznika
(Rysunek 40E) 1 osigga maksymalng warto$¢ 45.4 % juz przy stgzeniu
1.4 mol-dm™ (Tabela 17).

N,N’—dietylomocznik spowodowal, poza nieznacznym przesuni¢ciem
pasma w kierunku wyzszych liczb falowych, wyrazne zwigkszenie jego
intensywnosci (Rysunek 39F). Sposréd wszystkich rozpatrywanych osmolitéw
N,N’—dietylomocznik powoduje w tym zakresie najszybsze zmiany struktury
DNA 1 zawartos$¢ formy zaburzonej DNA osigga warto$¢ 50 % juz dla st¢zenia
1.0 mol-dm™ (Rysunek 40F, Tabela 17).

Podsumowanie

W przypadku wszystkich analizowanych tutaj mocznikdéw zauwazy¢
mozna wywolane ich obecnoscig w roztworze, przesuniecie pasma 1222 cm’
w kierunku wyzszych liczb falowych. Jest to skutkiem odwodnienia préobki
1 czgSciowego przejScia DNA z formy B w kierunku formy A. Ponadto analiza
zalezno$ci zawarto$ci procentowej formy zaburzonej DNA od st¢zenia
pokazuje, ze szybko$¢ przemian w strukturze DNA jest zwigzana z liczba
podstawnikéw w pochodnych mocznika obecnych w roztworze. Najwolniejsze
zmiany obserwujemy w przypadku mocznika, znaczny wzrost szybkosci
powoduje podstawienie jednego atomu wodoru aminowego podstawnikiem
metylowym lub etylowym, natomiast najszybciej zmienia si¢ struktura DNA
pod wpltywem N,N,N’,N’—tetrametylomocznika 1 N,N’—dietylomocznika
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Obserwujac zaleznosci przedstawione na Rysunku 40, zauwazy¢ mozna
rowniez, ze struktura DNA pod wptywem mocznikow zmienia si¢ etapowo, co
widoczne bylo rowniez w przypadku glicyn.

Mocznik wykazuje najmniej rozlegly wptyw na grupy fosforanowe z calej
grupy badanych zwigzkéw. Zastgpienie aminowych atoméw wodoru
podstawnikami metylowymi powoduje znaczny wzrost wptywu na strukture
DNA, obserwowanego jako przesunig¢cie i1 obnizenie intensywno$ci pasma
DNA zaburzonego. Efekt ten jest najsilniej zaznaczony w przypadku N,N—
dimetylomocznika. Najwigksze, 100 % zaburzenie struktury DNA wywotat
natomiast N,N,N’,N —tetrametylomocznik. Etylowe pochodne mocznika
rowniez silnie zaburzajg struktur¢ DNA, ale mechanizm ich wptywu na grupy
fosforanowe moze by¢ inny poniewaz wzrost intensywnosci analizowanego
pasma moglaby przemawia¢ za wzmacnianiem oddziatywan DNA z woda,
szczegbdlnie widocznym w przypadku N, N '—dimetylomocznika.

Widmo DNA w zakresie pasm przy 1086 i 1053 cm™!

Widma zaburzone uzyskane dla badanych stezen mocznika 1 jego
pochodnych maja kontur zblizony do widma DNA niezaburzonego w tym
zakresie. Roznice pojawiaja sie gléwnie w obszarze pasma 1086 cm™ i we
wszystkich  przypadkach sa zwigzane glownie 2z obnizeniem jego
intensywnosci.

Tak, jak w poprzednim rozpatrywanym zakresie, najmniejszy wptyw na
grupy fosforanowe 1 C-O reszt deoksyrybozy, wykazuje mocznik (Rysunek
41A). Zawarto$¢ procentowa struktury zaburzonej przy najwyzszym stezeniu
tego osmolitu wynosi 28.6 % 1 zmiany te zachodza bardzo wolno w miarg
zwigkszania stezenia mocznika (Rysunek 42A, Tabela 17).
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Rysunek 41. Widmo DNA w zakresie pasm 1086 i 1053 cm™ (linia czerwona), widmo
DNA w obecnosci osmolitu (linia przerywana) i widmo zaburzone DNA (linia czarnag
przy 7.0 mol-dm™ mocznika (A), 7.0 mol-dm™ N-metylomocznika (B), 5.0 mol-dm’
N,N’-dimetylomocznika (C), 3.0 mol-dm™ N,N,N’, “tetrametylomocznika (D), 1.4
mol-dm N-etylomocznika (E)i 1.2 mol-dm N,N—dietylomocznika (F).

Dodanie podstawnika metylowego zwigksza wplyw osmolitu na DNA,
powodujac, ze jakkolwiek stopien zmiany struktury jest podobny to stopien
zaburzenia struktury kwasu deoksyrybonukleinowego wzrasta do ponad 50 %
(Rysunek 42B, Tabela 17).

Podobny wptyw na DNA obserwujemy takze w przypadku N,N™—
dimetylomocznika (Rysunek 41C 1 42C, Tabela 17). Szybko$¢ zmian
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zachodzacych w DNA pod wplywem tego osmolitu jest rowniez poréwnywalna
z poprzednim.
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Rysunek 42. Parametr 1/x, wyznaczony w zakresie pasm 1086 i 1053 cm™ DNA
w obecnosci: mocznika (A), N-metylomocznika (B), N,N-dimetylomocznika (C),
N,N,N’,N'-tetrametylomocznika (D), N-etylomocznika (E) i N,N—-dietylomocznika
(F).We wstawkach znajduje sie procentowe zaburzenie struktury DNA
w obserwowanym zakresie w obecnosci odpowiednich osmolitow.

N,N,N’,N —tetrametylomocznik pomimo niskiego stezenia uzytego do
badan (w porownaniu do pozostatych metylowych pochodnych) wywotat
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w tym zakresie najwigksze zmiany w DNA. W efekcie uzyskano 66.7 %
zaburzonej struktury kwasu deoksyrybonukleinowego. Rowniez szybkos$¢
zachodzenia tych zmian w wyniku zwigkszania stezenia osmolitu byta
najwigksza sposrod wszystkich metylowych pochodnych mocznika (Rysunek
41D 142D, Tabela 17).

Pochodne etylowe mocznika, mimo, ze zostaly uzyte w stosunkowo
niskich stezeniach w roztworze DNA, powoduja rozleglos¢ zaburzenia jego
struktury w wigkszym stopniu niz pozostale osmolity z tej grupy. Dla stezenia
1.4 mol-dm™ N-etylomocznika procentowa zawarto$¢ struktury zaburzonej
DNA osigga wartos¢ 41.7 %, czyli zblizong do tej, ktora zostala osiggnigta dla
N,N’—dimetylomocznika. Jednakze ze wzgledu na rdznice¢ maksymalnych
uzytych stezen tych osmolitow, dla pochodnej etylowej wartos¢ ta zostata
osiggnieta znacznie szybciej niz dla pochodnej metylowej (Rysunek 41E 1 42E,
Tabela 17).

Najbardziej rozleglty wptyw na DNA w tym zakresie wykazuje N,N’—
dietylomocznik, ktory przy stezeniu 1.2 mol-dm™ zaburza 62 % struktury
badanego DNA (Rysunek 41F 142F, Tabela 17).

Podsumowanie

Analiza porownawcza widm DNA w wodzie 1 widm zaburzonych DNA
uzyskanych w wyniku dodania do roztworu mocznika lub jego pochodnych,
pokazuje, ze w rozpatrywanym zakresie moczniki wywohujg niewielkie zmiany
parametrow pasm DNA zaburzonego. W niewielkim stopniu wptywaja zatem
na symetryczne drgania rozciggajace grup fosforanowych w szkielecie DNA
oraz drgania rozciggajace wigzan C-O reszt deoksyrybozy. Najmniejszy wplyw
na DNA wywoluje mocznik. Podstawienie aminowego atomu wodoru
podstawnikiem metylowym Ilub etylowym wielokrotnie zwigksza szybkos$¢
zmian w DNA zachodzacych w wyniku zwigkszania stezenia osmolitow.
Najwigkszy wptyw na DNA w tym obszarze ma N, N '—dietylomocznik.

Widmo DNA w zakresie pasma przy 970 cm™’

W obszarze tym znajduje si¢ kolejne pasmo, ktore jest charakterystyczne
dla formy B-DNA. Wszystkie rozpatrywane tutaj osmolity powoduja
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przesunigcie tego pasma w kierunku nizszych wartosci liczb falowych
(Rysunek 43).
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Rysunek 43. Widmo DNA w zakresie pasma 970 cm™ bez udziatu osmolitu (linia
czerwona), widmo DNA w obecnosci osmolitu (linia przerywana) i widmo zaburzone
DNA (linia czarna) przy 7.0 mol-dm™ mocznika (A), 7.0 mol-dm™ N-metylomocznika
(B), 5.5 mol-dm® N,N-dimetylomocznika (C), 2.5 mol-dm® N,NN N-
tetrametylomocznika (D), 1.0 mol-dm™ N-etylomocznika (E) i 1.4 mol-dm™ N,N-
dietylomocznika (F).

Mocznik poza przesunigciem powoduje takze wyrazne poszerzenie pasma
(Rysunek 43A). Przy najwickszym uzytym stezeniu 7 mol-dm™ obserwujemy
40 % formy zaburzonej DNA. Na tej podstawie otrzymujemy najmniejsze
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nachylenie zalezno$ci procentowej zawarto$ci formy zaburzonej DNA od
stezenia osmolitu sposrod wszystkich osmolitow w tej grupie (Rysunek 44A,
Tabela 17). Towarzyszaca temu zaburzeniu zmiana parametrow pasma
zaburzonego jest natomiast najwigksza w tej grupie osmolitow — oddziatywanie
mocznika z DNA powoduje w jego strukturze bardzo powazne zmiany.
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Rysunek 44. Parametr 1/x, wyznaczony dla pasma 970 cm” DNA w obecnosci:
mocznika (A), N-metylomocznika (B), N,N-dimetylomocznika (C), N,N,N,N-
tetrametylomocznika (D), N-etylomocznika (E) i N,N—dietylomocznika (F).We
wstawkach znajduje sie procentowe zaburzenie struktury DNA w obserwowanym
zakresie w obecnosci odpowiednich osmolitéw.
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N-metylomocznik przy takim samym stezeniu wywotluje znacznie
wieksze procentowe zaburzenie DNA. Szybko$¢ zmian zachodzacych w DNA
pod jego wplywem jest najwicksza w grupie metylowych pochodnych
mocznika (Rysunek 43B 144B, Tabela 17).

Analiza wartos$ci procentowego zaburzenia struktury DNA pokazuje, ze
N,N’'—dimetylomocznik wykazuje najmniejszg warto§¢ nachylenia prostej
obrazujacej zalezno$¢ procentowego zaburzenia struktury DNA od stezenia
osmolitu w$rod metylowych pochodnych mocznika (Tabela 17, Rysunek 44C).
Stopien zmiany parametréw pasma zaburzonego jest natomiast pordéwnywalny
z efektem wywotanym przez mocznik.

Ze zgromadzonych danych (Tabela 17, Rysunek 44D) wynika, ze wartos¢
procentowego zaburzenia struktury DNA przez N,N,N’,N —tetrametylomocznik
ros$nie wraz ze wzrostem jego stezenia, osiggajac maksymalng wartos¢ 50 %.

Pochodne etylowe mocznika powoduja najszybciej postgpujace
zaburzenie w tym zakresie. Juz przy stezeniu 1 mol-dm™ N-etylomocznik
zaburza 31.3 % struktury DNA (Rysunek 44E, Tabela 17).

Ostatni z rozpatrywanych osmolitow, N,N '—dietylomocznik, wywotuje
podobne zmiany w widmach zaburzonych DNA w tym regionie, jak N—
etylomocznik. Dla najwyzszego st¢zenia tego osmolitu uzyskujemy 41.7 %
zaburzonej struktury badanego DNA (Rysunek 44F, Tabela 17).

Podsumowanie

Zarébwno mocznik, jak 1 jego pochodne powoduja przesunigcie pasma
przy 970 cm” w kierunku nizszych liczb falowych. Poszerzenie tego pasma
zwigzane z rozluznieniem struktury jest wyraznie widoczne w przypadku
mocznika. Ponadto mocznik oraz N, N’-dimetylomocznik wywotujg najbardziej
rozleglte zaburzenie tego obszaru zwigzanego z drganiami wigzan C-C
w szkielecie DNA

8.2.3 Analiza widm osmolitow zaburzonych przez DNA

Otrzymatam, w okreslonym zakresie wartosci parametru N, serie kilkuset
probnych widm kazdego z osmolitow zaburzonego przez DNA, aby uzyskac
dobra rozdzielczo$¢ map parametru Xy (Rozdziat 7.4.6).
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Rysunek 45. Zestawienie widma osmolitu w wodzie (linia czarna) z widmem osmolitu
zaburzonego przez DNA (linia czerwona) dla glicyny (A), N-metyloglicyny (B), N,N-
dimetyloglicyny (C) oraz N,N,N—trimetyloglicyny (D).

Sposdéb wyznaczenia wlasciwego parametru N zostat przedstawiony
w rozdziale 7.4.6. Wyznaczenie wartosci N pozwala odnalez¢ wlasciwe widmo
zaburzone osmolitu w obecnosci DNA (Rysunek 45 1 46). Z kazdej z map
mozna odczyta¢ wlasciwy parametr N.

Analiza nie zostal objety zakres widma 4000 — 2500 cm™ odpowiadajacy
drganiom rozciggajacym C-H 1 N-H osmolitow. Pokrywa si¢ on z zakresem
drgan rozciagajacych wody 1 w zwigzku z tym bardzo intensywne pasma wody
nalezaloby z tego zakresu wyeliminowaé. Biorgc pod uwage udziat wody
zaburzonej obecnoscig osmolitu i DNA, nie mozna tego zabiegu przeprowadzi¢
na tyle ilosciowo, aby moc we wlasciwy sposob wyznaczy¢ widmo zaburzone
osmolitu przez DNA w tym zakresie widma.

Uzyskane widma zaburzone osmolitow, zarowno w grupie glicyn, jak
1 mocznikéw, wykazujg bardzo duze podobienstwo do widm odpowiednich
osmolitdw w wodzie czystej (Rysunek 45 146). Widzimy zatem brak w widmie
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zaburzonym jakichkolwiek przesunie¢ wzgledem widma niezaburzonego.
Wynika to najprawdopodobniej z braku bezposrednich, specyficznych
oddziatywan osmolitow z DNA.

Tabela 9. Wartosci parametru N uzyskanego metodg chemometryczng dla badanych
osmolitéw zaburzonych w roztworze przez DNA.

Osmolit N*
Glicyna 2,9
N-metyloglicyna 7,5
N,N-dimetyloglicyna 3,5
N,N, N-trimetyloglicyna 6,4
Mocznik 1,0
N-metylomocznik 1,2
N,N’—dimetylomocznik 1,7
N,N,N’,N —tetrametylomocznik 6,4
N-etylomocznik 2,2
N,N’—dietylomocznik 4,9

a — liczba czasteczek zaburzonych osmolitu, rowna liczbie moli
osmolitu zaburzonych przez jeden nukleotyd

W  przypadku glicyn (Tabela 9) warto$¢ parametru N ros$nie
w nastepujacej kolejnosci: glicyna < N N-dimetyloglicyna < N,N,N-
trimetyloglicyna < N-metyloglicyna. Zauwazy¢ mozna, Zze w najmniejszej
liczbie zaburzona przez DNA jest glicyna. Zastgpowanie aminowych atomow
wodoru podstawnikami metylowymi powoduje, ze wzrasta liczba czgsteczek
osmolitu zaburzonego przez DNA. Z trendu tego wylamuje si¢ N-
metyloglicyna, ktora wydaje si¢ mie¢ wilasciwosci zblizone do czasteczki
N,N,N-trimetyloglicyny, w ktorej wszystkie aminowe wodory zostaty
podstawione grupami metylowymi.

Wsréd mocznikow parametr N zmienia si¢ nastepujaco: mocznik < N—
metylomocznik < N, N'—dimetylomocznik < N-etylomocznik < NN™—
dietylomocznik < N,N,N’,N —tetrametylomocznik. W najmniejszej liczbie przez
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DNA w roztworze wodnym zaburzane sga czgsteczki mocznika. Oslabianie
charakteru kwasowego, ktore nastepuje w wyniku dodawania kolejnych
podstawnikow do czasteczki mocznika powoduje, ze wigcej moli osmolitu jest
zaburzanych przez obecnos¢ DNA w roztworze.

Najwazniejszg obserwacja wynikajaca z wyznaczenia widm zaburzonych
osmolitbw obecnoscia DNA w roztworze jest brak bezposrednich
specyficznych oddziatywan tych osmolitow z makroczasteczka.
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Rysunek 46. Zestawienie widma osmolitu w wodzie (linia czarna) z widmem osmolitu
zaburzonego przez DNA (linia czerwona) dla mocznika (A), N-metylomocznika (B),
N,N’—dimetylomocznika (C), N,N,N’,N'—tetrametylomocznika (D), N—etylomocznika (E)
oraz N,N'—dietylomocznika (F).
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8.3  Analiza wynikow obliczen teoretycznych DFT

Struktury wszystkich badanych osmolitow zostaly zoptymalizowane
z wykorzystaniem obliczen wykonanych w ramach teorii funkcjonalu gestosci
(DFT). Struktury wstgpnie optymalizowane byly w fazie gazowej. Uzyskane
w ten sposob struktury stanowily dane wejsciowe do dalszej optymalizacji
geometrii czasteczek z zastosowaniem modelu polaryzowalnego kontinuum
rozpuszczalnika (PCM). Otrzymane w ten sposob struktury postuzylty do
wyznaczenia warto$ci momentow dipolowych poszczegdlnych czasteczek
osmolitéw (Tabela 10). Na ogét oddzialywania dipol — dipol w roztworach sg
znacznie slabsze niz wigzania wodorowe. Jednakze okazalo si¢, ze wartosci
uzyskanych momentow dipolowych wykazuja interesujace korelacje
z otrzymanymi danymi, dotyczacymi oddzialywania osmolitow z DNA.
Whnioski dotyczace tych zalezno$ci zostang przedstawione w kolejnym
rozdziale.
Tabela 10. Wartosci momentéw dipolowych uzyskanych w wyniku obliczen

teoretycznych optymalnej geometrii czgsteczek badanych osmolitbw w $Srodowisku
wodnym.

Osmolit Moment dipolowy [D]
Glicyna 14,1
N-metyloglicyna 15,1
N, N—dimetyloglicyna 14,8
N, N, N-trimetyloglicyna 15,4
Mocznik 6,1
N-metylomocznik 6,3
N,N’—dimetylomocznik 6,2
N,N,N’,N —tetrametylomocznik 5,2
N—etylomocznik 6,3
N,N’—dietylomocznik 6,1

N,N’—dietylomocznik 6,1
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Na uwage¢ zastuguja wysokie wartosci momentéw dipolowych, uzyskane
dla glicyn. Wynikaja one z faktu, iz zwigzki te w roztworze wodnym wystepuja
w formie jonéw obojnaczych, co powoduje, ze tadunki elektrostatyczne w ich
czasteczkach sg bardzo wyrazne rozdzielone.

Obliczenia teoretyczne dla czasteczek izolowanych w fazie gazowej
postuzyly mi takze do uzyskania zoptymalizowanych struktur par zasad
tworzacych helise DNA, ze szczegdlnym uwzglednieniem dlugosci wigzan
wodorowych, ktore tworzg si¢ pomiedzy komplementarnymi parami: adenina —
tymina oraz guanina - cytozyna.

Obliczenia DFT pozwolity mi okresli¢ teoretyczny wptyw osmolitow na
wigzania wodorowe pomiedzy poszczegdlnymi parami zasad oraz zmiany
w trwalosci tych wigzan zachodzace w wyniku wymiany czasteczki wody na
czasteczke osmolitu. W tym celu wybratam po jednym przedstawicielu z kazde;j
badanej grupy osmolitéw: N,N,N-trimetyloglicyne (TMG) oraz mocznik. Ze
wzgledu na duzy rozmiar optymalizowanych struktur zostaly one
zaprezentowane w rozdziale Materialy uzupetniajace, jako Rysunki 60-63.

Tabela 11. Diugosci wigzan wodorowych tworzgcych pare zasad guanina — cytozyna
w czagsteczce DNA oraz parametry dla tych samych wigzan zaburzonych przez
czgsteczki wody. Podkres$lone zostaty diugosci wigzan wodorowych bezposrednio
zaburzonych przez osmolit.

Ry_py v ,
- R
(G-C6=06- - (G-N2H,- - X-H.Y
H,N4-C) (G-NIH- -N3-C) 02=C2-C)
GC 2.81803 2.95725 2.92818 2.90112
GC-N4H, - - - H,0
(2.96250) 2.85234 2.95348 2.91260 2.90614
CG-N2H, - - - H,0
(2.90443) 2.82468 2.96589 2.94078 2.90105
CG-C6=06 - - -
H,O 2.84186 2.95443 2.90198 2.89942
(2.98336)
GC-C2=02 - - -
H,O 2.81012 2.97396 2.95003 2.91137
(2.86196)

a — dtugoéé wigzania wodorowego pomiedzy parami zasad [A]
b — $rednia dhugo$é wigzania wodorowego pomiedzy parami zasad [A]
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Na wstepie nalezy zauwazy¢, na podstawie danych zestawionych
w Tabeli 11 oraz 13, ze czasteczki wody znajdujace si¢ w sgsiedztwie grup
bedacych donorami lub akceptorami wigzania wodorowego, rdéznie wptywaja
na poszczegdlne wigzania wodorowe pomiedzy komplementarnymi parami
zasad. Celem pokazania globalnego efektu postuzylam si¢ $rednig dlugoscia
wigzan wodorowych pomiedzy zasadami.

Tabela 12. Diugosci wigzan wodorowych tworzgcych pare zasad guanina — cytozyna
w czasteczce DNA oraz parametry dla tych samych wigzan zaburzonych przez
wybrane osmolity. Podkreslone zostaty diugosci wigzan wodorowych bezposrednio
zaburzonych przez osmolit.

Rx_y_y" ol .
(G-C6=06-- | (GNIH-- | (GN2H,- - | Rx-n.y | DRx-n.y
H,N4-C) N3-C) | 02=C2-C)
GC 2.81803 295725 | 292818 | 2.90112 0
GC-N4H,- -
T™MG 2.90266 294442 | 2.85984 | 2.90231 | 0.00383
(2.78765)
CG-N2H,- -
T™MG 2.81789 297596 | 2.97226 | 2.92204 | -0.02099
(2.86528)
CG-C6=06-
“mocznik 2.83286 295231 | 2.89724 | 2.89414 | 0.00529
(2.95319)
CG-N2H,- -
mocznik 2.81986 296936 | 295935 | 291619 | -0.01515
(2.92731)
GC-C2=02-
“mocznik 2.80229 298994 | 299733 | 2.92985 | -0.01848
(3.04554)

a — dtugoéé wigzania wodorowego pomiedzy parami zasad [A]

b — $rednia dhugo$é wigzania wodorowego pomiedzy parami zasad [A]

¢ — roznica $rednich dlugosci wigzan wodorowych przy wymianie czasteczki wody na czasteczke
osmolitu [A]

Migdzy guaning 1 cytozyng tworza si¢ trzy wigzania wodorowe, ktore
wedlug wykonanych obliczen majg dlugosci odpowiednio: 2,81803 (X),
2,95725 (Y), 2.92818 (Z) A (Tabela 11). Wymiana czasteczki wody na N, N, N-
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trimetyloglicyne, ktora tworzy wigzanie wodorowe z aminowym (N4) wodorem
cytozyny powoduje, srednie wzmocnienie wigzan wodorowych miedzy guaning
1 cytozyna, mierzone jako rdznica $rednich dlugosci wigzan wodorowych
pomigdzy zasadami w obecno$ci wody 1 w obecnosci osmolitu (wartosci
ARy_y y w Tabeli 12). Podobny efekt wzmocnienia oddziatywan miedzy
parami GC obserwuje si¢ jeszcze w przypadku oddziatywania mocznika
z grupg karbonylowg (O6) guaniny. We  wszystkich pozostatych
rozpatrywanych przypadkach bezposredniego oddzialywania osmolitow
z grupami funkcyjnymi par GC obserwuje si¢ ostabienie oddziatywan miedzy
zasadami. Najsilniejsze oslabienie oddzialywan pomiedzy zasadami powoduje
N,N,N-trimetyloglicyna tworzac wigzanie wodorowe z grupga aminowg (N2)
guaniny. W przypadku mocznika wigzanie wodorowe z tlenem karbonylowym
(02) cytozyny w najwigkszym stopniu destabilizuje parg guanina-cytozyna.

Tabela 13. Dtugosci wigzan wodorowych tworzgcych pare zasad adenina — tymina
w czgsteczce DNA oraz parametry dla tych samych wigzan zaburzonych przez

czgsteczke wody. Podkreslone zostaty dtugosci wigzan wodorowych bezposrednio
zaburzonych przez osmolit.

RX—H...Ya . b
RX—H...Y
(A-N6Hy- -04=C4-T) |  (A-NI--H-N3-T)
AT 2.94786 2.88043 2.91415
TA-N6H,- -H,0
(2.91002) 2.98388 2.88127 2.93258
AT-C4=04- - H,0

(2.88373) 2.97285 2.87102 2.92194

a — dtugoéé¢ wigzania wodorowego pomiedzy parami zasad [A]
b — $rednia dhugo$é wigzania wodorowego pomiedzy parami zasad [A]

Para: adenina — tymina jest polagczona przez dwa wigzania wodorowe
(Tabela 13): pomiedzy wodorem aminowym (N6) adeniny a tlenem
karbonylowym (O4) cytozyny o wyznaczonej dlugosci 2.94786 A (X) oraz
pomigdzy azotem (N1) adeniny a wodorem aminowym (N3) tyminy o dlugosci
2.88043 (Y). N,N,N—trimetyloglicyna (Tabela 14) zastepujac czasteczke wody
oddziatujacg z aminowym (N6) atomem wodoru w czgsteczce adeniny,
powoduje bardzo silne ostabienie Sredniego oddziatywania miedzy parami AT.
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Mniejszy efekt ostabienia obserwujemy w przypadku oddzialywania mocznika
z atomem O4 grupy karbonylowej tyminy. Jedyny przypadek wzmocnienia
sredniego oddzialywania miedzy parami AT powoduje mocznik oddzialujacy
z grupa aminowg (N6) adeniny.

Tabela 14. Diugosci wigzan wodorowych tworzgcych pare zasad adenina — tymina
w czgsteczce DNA oraz parametry dla tych samych wigzan zaburzonych przez

wybrane osmolity. Podkreslone zostaty diugosci wigzan wodorowych bezposrednio
zaburzonych przez osmolit.

Ry_n. y"
—_ b —_— c
Rx_ny.y ARx_y.y
(A-NH, - - - O=C-T) | (AN - - - H-N-T)
AT 2.94786 2.88043 2.91415 0
TA-N6H, - - -
™G 3.15464 2.85213 3.00339 -0.07081
(2.84294)
AT-C4=04 - -
- mocznik 2.98580 2.86448 2.92514 -0.00321
(3.02532)
TA-N6H, - - -
mocznik 2.96998 2.88577 2.92788 0.00470
(3.10372)

a — dtugoéé wigzania wodorowego pomiedzy parami zasad [A]

b — $rednia dhugo$é wigzania wodorowego pomiedzy parami zasad [A]

¢ — roznica $rednich dlugosci wigzan wodorowych przy wymianie czasteczki wody na czasteczke
osmolitu [A]

N,N, N-trimetyloglicyna powodujac dehydratacje zasad pirymidynowych
powoduje silng globalng destabilizacj¢ tworzonych przez nie wigzan
wodorowych z komplementarnymi zasadami. Jednocze$nie tworzy znacznie
silniejsze wigzania wodorowe z grupami funkcyjnymi wszystkich zasad niz
woda. Wyniki te sugerujg antykooperatywnos$¢ wigzania wodorowego migdzy
pirymidyng a  osmolitem oraz wigzan wodorowych  pomiedzy
komplementarnymi zasadami DNA. Dehydratacja cytozyny przez N,N,N-
trimetyloglicyne powoduje natomiast bardzo stabe wzmocnienie jej
oddzialywania z guaning.
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Mocznik natomiast generalnie tworzy znacznie slabsze wigzania
wodorowe z grupami funkcyjnymi zasad DNA niz woda. Wyjatkiem jest tlen
karbonylowy (0O6) guaniny, gdzie mocznik tworzy z DNA nieznacznie
silniejsze wigzanie wodorowe niz czgsteczka wody. Wymiana wody na
mocznik w tym polozeniu powoduje globalny efekt niewielkiego wzmocnienia
wigzan wodorowych pomiedzy zasadami GC, taki sam efekt jest wynikiem
oddziatywania mocznika z adening. W pozostatych przypadkach dehydratacja
DNA przez mocznik powoduje jego destabilizacjg.
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Zarébwno glicyny, jak 1 moczniki powoduja obnizenie temperatury
denaturacji DNA. Jak wida¢ na Rysunku 47, DNA w obecnosci glicyn
w roztworze jest tym silniej destabilizowane, im stabsze jest oddzialywanie
tych osmolitow z kwasem nukleinowym (bardziej dodatnia jest warto$¢ entalpii
oddziatywania). Najstabiej oddzialujacym z DNA zwigzkiem jest glicyna i ona
powoduje najwigksze obnizenie temperatury denaturacji. Zastgpowanie
kolejnych  wodoré6w  aminowych  grupami  metylowymi  wzmacnia
oddzialywanie osmolitow z DNA, jednoczesnie zmniejszajac rdznice
temperatury denaturacji DNA w obecno$ci osmolitu w stosunku do czystego
DNA (wyjatkiem jest N—metyloglicyna).
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Rysunek 47. Zalezno$¢ entalpii oddziatywania soli sodowej DNA z osmolitami od
parametru (dT./dc)’c_o.
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W przypadku mocznikdw obserwujemy zalezno$¢ odwrotng, im silniej
oddziatujg one z DNA (bardziej ujemna entalpia oddziatywania), tym bardziej
destabilizujg t¢ makroczasteczke, obnizajac jej temperatur¢ denaturacji.
Najsilniej temperature denaturacji DNA obnizaja pochodne mocznika z jednym
atomem wodoru aminowego zastgpionym podstawnikiem alkilowym. Dodanie
kolejnych podstawnikow ostabia ten efekt. Podobny efekt wywoluje
zwigkszenie dlugosci podstawnika.
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Rysunek 48. Zalezno$¢ entalpii oddziatywania soli sodowej DNA z osmolitami od
entalpii oddziatywania tych osmolitéw z jonami sodu.

Z zaleznosci entalpii oddziatywania soli sodowej DNA z osmolitami od
ciepta ich oddziatywania z samym jonem sodu (Rysunek 48), zaréwno dla
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glicyn, jak 1 mocznikow, wida¢, ze oslabieniu oddziatywania tych osmolitow
z sodem towarzyszy wzmocnienie oddziatywania z DNA. Wlasciwe jest zatem
stwierdzenie (pomijajac 1 tym razem N-metyloglicyne), ze osmolity slabiej
oddziatujace z jonami sodu majg silniejszy wpltyw na so6l sodowa DNA.
Z obserwacji tej wynika, ze oddziatywanie osmolitu z jonem sodowym nie
determinuje jego oddzialywania z sola sodowag DNA. Temperatura denaturacji
DNA ma zwigzek z momentem dipolowym osmolitdw obu typow.
W przypadku metylopochodnych glicyny zalezno$¢ przedstawiona na Rysunku
49 ma nachylenie przeciwnego znaku niz w przypadku alkilowych pochodnych

mOCZnika.
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Rysunek 49. Korelacja pomiedzy wartosciami momentéw dipolowych osmolitow
a parametrem (dT,/dc)’c_o.
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Zatem ws$rod mocznikow zauwazy¢ mozna, 1z zwigkszaniu wartosci
momentu dipolowego osmolitu towarzyszy obnizanie temperatury denaturacji
(Rysunek 49) oraz silniejsze oddziatywania z DNA. Glicyny natomiast przy
duzej wartosci momentu dipolowego rowniez silniej oddziatujg z DNA, ale
jego destabilizacja jest stabsza (Rysunek 47 149).

Tabela 15. Parametry rozktadu odlegtosci tlen—tlen na podstawie .

Zwiazek Nuzo ¢ Roi; " ROZ,W )

woda objetosciowa 0 2.84340.003 2.843+0.003
glicyna 11.04£0.5 2.831+0.003 2.841+0.003
N-metyloglicyna 5.0£0.5 2.813+0.003 2.840+0.003
N, N-dimetyloglicyna 4.8+0.5 2.826+0.003 2.84240.003
N, N, N-trimetyloglicyna 4.0+£0.5 2.828+0.003 2.84240.003
mocznik 5.0£0.5 2.838+0.003 2.843+0.003
N-metylomocznik 1.8£0.5 2.821+0.003 2.842+0.003
N,N’-dimetylomocznik 2.7+0.5 2.823+0.003 2.842+0.003
N,N,N’,N -tetrametylomocznik 6.2+0.5 2.833+0.003 2.842+0.003
N—-etylomocznik 2.4+0.5 2.828+0.003 2.842+0.003
N, N-dietylomocznik 3.2+0.5 2.823+0.003 2.842+0.003

a — liczba moli czasteczek wody zaburzonych przez jeden mol osmolitu

b — $rednia odlegto$¢ migdzyczasteczkowa wody zaburzonej mierzona pomigdzy atomami

tlenu

¢ — Srednia wazona odlegto$¢ mi¢dzyczasteczkowa wody w roztworze mierzona pomi¢dzy

atomami tlenu
d —na podstawie '

Prowadzone w naszej Katedrze badania nad hydratacjg osmolitow,
pozwolity na sformulowanie wniosku, iz obie grupy badanych przeze mnie
zwigzkow powoduja wzmocnienie struktury otaczajacej je wody. Woda
w otoczeniu tych osmolitéw tworzy wigcej wigzan wodorowych niz w czystej
wodzie. Ponadto zwigksza si¢ populacja mocniejszych wigzan wodorowych,
charakteryzowanych przez funkcje rozkladu odleglosci tlen—tlen czgsteczek
wody zaburzonych przez glicyny 1 moczniki. Funkcje te postuzyly do
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wyznaczenia odleglosci $redniej tlen—tlen, Roo, pomigdzy czasteczkami wody

(Tabela 15). Wykorzystujac wyznaczone przez dr Anete Panuszko '*° wartosci

liczb moli czasteczek wody zaburzonej przez jeden mol osmolitu (Nz20, Tabela

15), wyznaczytam $redniag wazong odleglos¢ tlen—tlen, Roo", w roztworze

wodnym 1 molalnym o wiasciwosciach roztworu doskonale rozciefczonego.

Z wymogu zachowania statej dtugosci wigzan wodorowych wody wynika, ze:
(ng + np)RGy = ngRGo +nyREo

(Row. 12)

gdzie Roo® 1 Roo” oznaczaja odleglosci tlen—tlen pomiedzy czasteczkami
wody, odpowiednio zaburzonej przez osmolit (a) oraz niezaburzonej (b), a n, 1
np to liczba moli wody odpowiednio zaburzonej 1 niezaburzonej. Dzielac
rownanie 12 przez (n,+n,) otrzymujemy:

w _ pa a b b
00 = Roox® + Rppx

(Réw. 13)

gdzie x* 1 x” to ulamki molowe odpowiednio wody zaburzonej i niezaburzonej
w roztworze. Udzial wody zaburzonej przez osmolit wyrazitam wykorzystujac
z liczby moli czasteczek wody zaburzonych przez jeden mol osmolitu (Ng20).
Srednia wazona odleglo$¢ tlen—tlen uwzglednia udzial czasteczek zaburzonych
wody w calej populacji czasteczek wody w roztworze. Wszystkie badane
osmolity powoduja, ze srednia odleglos¢ tlen—tlen wody w ich obecnos$ci, ma
warto$¢ mniejsza niz w przypadku wody objetosciowe;.

Zaleznos¢ pomiedzy srednig wazong odlegloscia tlen—tlen a parametrem
charakteryzujagcym wplyw osmolitbw na temperatur¢ denaturacji DNA,
wskazuje na odmienne zachowanie glicyn 1 mocznikéw (Rysunek 50).

Glicyna powodujac najsilniejsze wzmocnienie wigzan wodorowych
wody, najsilniej w grupie obniza temperatur¢ denaturacji DNA, jednoczesnie
najstabiej z nim oddzialujgc (Rysunek 47). Kolejne podstawniki metylowe
w czasteczce glicyny, zblizajg struktur¢ wody zaburzonej do struktury wody
objetosciowej, co koresponduje z mniejszg destabilizacjag DNA 1 silniejszym
oddziatywaniem z ta makroczasteczkg. Podobnie, jak we wczesniejszych
korelacjach, rowniez tutaj z trendu wytamuje si¢ N—metyloglicyna. W grupie
pochodnych mocznika z trendu wytamuje si¢ natomiast sam mocznik.
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Rysunek 50. Zaleznos¢ pomiedzy $rednig wazong odlegtoscig tlen — tlen, Roo”
a parametrem (dT./dc)’c_o.

Wsrod mocznikéw najsilniejszy wplyw na temperature denaturacji DNA
maja monopodstawione pochodne. Znaczne obnizenie temperatury denaturacji
wigze si¢ z silnym oddziatywaniem z czasteczka DNA (Rysunek 47)
1 wiekszymi srednimi odleglosciami tlen — tlen (Rysunek 50).

Opisywana w rozdziale 8.2.2 zalezno$¢ procentowej zawartosci struktury
zaburzonej DNA przez osmolit od st¢zenia tego osmolitu, okreslona dla
poszczegbdlnych pasm oscylacyjnych DNA, postuzyla mi do wyznaczenia
pochodnej tej =zaleznosci dla nieskonczonego rozcienczenia kazdego
z osmolitow, P°. Korelacja tej warto$ci ze $rednimi wazonymi odleglo$ciami
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tlen—tlen dla glicyn, pozwala na przeanalizowanie wptywu stopnia
ustrukturyzowania wody przez osmolity na pasma oscylacyjne DNA,
$wiadczace o jego strukturze (Rysunek 51).
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Rysunek 51. Zaleznos¢ parametru P° dla pasm 1222, 1086/1053 i 970 cm™ DNA od
Sredniej wazonej odlegtosci tlen—tlen w roztworach w obecnosci pochodnych glicyny.
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Rysunek 52. Zaleznos¢ parametru P° dla pasm 1222, 1086/1053 i 970 cm™ DNA od
sredniej wazonej odlegtoscig tlen—tlen w roztworach w obecnosci pochodnych
mocznika.

Sposréd glicyn, osmolity, ktére stabiej oddziatujg z woda, powoduja
silniejsze zaburzenie w obrgbie pasm 1222 i 970 cm”, bedacych markerami
formy B-DNA. Jak wcze$niej zostalo wspomniane, DNA w wyniku
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oddzialywania z osmolitami zmienia swoja strukture z formy B na forme A—
DNA. Efekt ten jest szczeg6lnie widoczny w przypadku glicyn. Pasmo
1086/1053 cm”, czule takze na bezposrednie oddziatywanie z grupa
fosforanowa *°°, moze wskazywaé na wiazanie wodorowe glicyny z grupa
fosforanowag DNA. Wniosek ten moze ewentualnie dotyczy¢ takze N,N-
dimetyloglicyny.

Moczniki najsilniej wzmacniajagce wigzania wodorowe w wodzie,
powodujg rowniez najwigksze zaburzenie struktury DNA (Rysunek 52), ale
w niewielkim stopniu wptywaja na jego temperaturg denaturacji (Rysunek 50).
Jest to widoczne na podstawie pasm oscylacyjnych DNA, ktore reprezentuja
stan grup fosforanowych w widmie DNA. Mocznik, w otoczeniu ktérego woda
ma struktur¢ najbardziej zblizong do czystej wody, powoduje jednoczesnie
minimalne zaburzenie w zakresie grup fosforanowych. Zastepowanie
w czasteczce mocznika atomOéw wodoru podstawnikami, powoduje ze sfera
hydratacyjna osmolitu staje si¢ silniejsza, a DNA w roztworze ulega
dehydratacji, przez co ulega silniejszemu zaburzeniu.

Uogdlnienie obserwacji

Glicyny sa silniejszymi donorami wigzania wodorowego niz akceptorami
tego wigzania. Oba centra tworzenia wigzania wodorowego s3 silniejsze
wzgledem tych, ktorymi dysponujg czasteczki wody. Moczniki s3 natomiast
silniejszymi akceptorami wigzania wodorowego niz donorami tego wigzania.
Moczniki sg stabszym donorem wigzania wodorowego niz woda, lecz nieco
silniejszym niz woda akceptorem tego wigzania. Stwierdzenia te wynikaja
z obliczeh DFT hydratacji obu grup osmolitow oraz analizy widm HDO
zaburzonej obecno$cia osmolitow w roztworze wodnym '*°.

Wartos$¢ pH badanych roztworéw oscyluje w granicach 5.5 — 6.0, co
sprawia, ze pochodne glicyny wystepuja w tych warunkach jako jony
obojnacze. Fakt ten skutkuje ponad dwukrotnie wyzszym momentem
dipolowym tych czasteczek wzgledem czasteczek badanych pochodnych
mocznika. Dodatni biegun dipola glicyn pokrywa si¢ z lokalizacja grupy
aminowej, bedacej dodatkowo silnym donorem wigzania wodorowego
(z wyjatkiem N, N,N-trimetyloglicyny). Okolicznosci te sprawiaja, ze glicyny
moga oddziatywa¢ z grupami fosforanowymi DNA sposobem dipol-dipol.
Najlepsza tego ilustracja jest zalezno$¢, na ktérej dodatkowo naniesiono punkt
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dla spermidyny, stabilizatora DNA oddziatujagcego z grupami fosforanowymi
(Rysunek 53). Im silniejsze jest oddzialywanie glicyn z DNA, tym mniejsza
destabilizacja tej makroczasteczki. Im wigcej jest protondw aminowych, tym
wicksza destabilizacja w grupie glicyn oraz bardziej dodatnia entalpia
oddziatywania z DNA (wyjatkiem jest N—metyloglicyna). Wydaje sie, ze
tworzenie wigzan wodorowych przez glicyny z grupa fosforanowa DNA
wymaga odsuni¢cia jonu sodowego z otoczenia grupy fosforanowej, co jest
niekorzystne dla stabilnosci DNA 1 wymaga nakladu energii. Zatem czysto
elektrostatyczne oddzialywanie momentu dipolowego glicyn z grupg
fosforanowg jest prawdopodobnie bardziej korzystne.
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Rysunek 53. Rozszerzenie zaleznosci entalpii oddziatywania soli sodowej DNA
z osmolitami od parametru (dT/dc);_o 0 spermidyne.

N-metyloglicyna zachowuje si¢ tak, jakby miala mniej wodoréw
aminowych niz N N-dimetyloglicyna 1 byla podobna do NN,N-
trimetyloglicyny. N-metyloglicyna charakteryzuje si¢ szczegdlnie silng sfera
hydratacyjng w grupie pochodnych glicyny (Rop). Strefa hydratacyjna tej
czasteczki wykazuje najwigksza S$rednig energie wigzan wodorowych
otaczajacej wody. Badania przeprowadzone w naszej Katedrze **7 wskazuja, ze
ugrupowanie aminowe typu —N(CH3)H charakteryzuje si¢ szczegolnie trwalg
sfera hydratacyjna, wykazujaca wilasciwos¢ wzmacniania struktury wody.
Obserwacja ta oparta jest na wynikach badan widmowych FTIR
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metylopochodnych mocznikow a takze amidow '*°.

Jeszcze bardziej
nieoczekiwana jest obserwacja, ze podstawienie drugiego atomu wodoru przez
grupe metylowa redukuje ten efekt. Zgodnie z postawiong hipoteza w tym
zakresie, struktura pseudoklatratowa (wneka w strukturze wilasne; wody)
zawierajaca grupg metylowa mieSci w swoim wnetrzu takze sgsiadujacy atom
wodoru, a omawiane ugrupowanie szczegOlnie stabilizuje te strukture
klatratowa (wneke w strukturze wody). Obecnie prowadzone s3 w Katedrze
badania teoretyczne, majace na celu weryfikacje tej hipotezy. Wydaje sie
wielce prawdopodobne, ze podobnego typu efekt moze tlumaczy¢ takze
szczegblng trwalo$¢ strefy hydratacyjnej N-metyloglicyny wzgledem
pozostalych metylowych pochodnych glicyny, a tym samym lamanie wielu
z przedstawionych w tej pracy zaleznos$ci.

Oddzialywanie mocznikdéw z grupami fosforanowymi DNA mogloby by¢
tylko bardzo stabe, ze wzgledu na znacznie nizszy niz w przypadku glicyn
moment dipolowy oraz slabe zdolnosci donorowe wigzania wodorowego.
Odmienne zachowanie si¢ mocznikow wzgledem glicyn w stosunku do DNA
praktycznie wyklucza takg mozliwos¢. Uogodlniajac uzyskane wyniki mozna
uzna¢, ze wptyw mocznikéw polega na dehydratacji DNA. Dehydratacja DNA
skutkuje zaburzeniem struktury tej makroczasteczki. Powyzszy wniosek
potwierdza zalezno$¢ przedstawiona na Rysunku 52, pokazujagcym wartoSci
zaburzenia pasm DNA przy 1222, 1086/1053 cm” odzwierciedlajace
zaburzenie pasma drgan rozciggajacych grupy fosforanowe;.

W tym miejscy trzeba odr6zni¢ dyskusje wynikow w aspekcie przemian
strukturalnych DNA oraz tych w aspekcie stabilnos$ci tej makroczasteczki.

W przypadku glicyn zdolno$¢ oddziatywania z grupami fosforanowymi
DNA sprzyja stabilizacji. Zdolno$¢ ta wynika z bardzo wysokiego momentu
dipolowego pochodnych glicyny i oddziatywan typu dipol — dipol z grupami
fosforanowymi. Mozliwo$¢ tworzenia bezposredniego wigzania wodorowego
glicyn z grupami fosforanowymi juz nie sprzyja stabilnosci temperaturowej
DNA. Utworzenie wigzania wodorowego prawdopodobnie wigze si¢
z odsunigciem jonu Na' ze sfery solwatacyjnej grupy fosforanowej DNA, co
wymaga dodatkowego nakladu energii (Rysunek 47) i1 jest niekorzystne dla
stabilnosci DNA.

W przypadku pochodnych mocznika wigksza liczba grup alkilowych oraz
ich wielko$¢ sprzyja stabilizacji DNA (Rysunek 47) — w mniejszym stopniu
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obniza temperatur¢ denaturacji. Wydaje si¢, ze obecno$¢ tych grup
w czasteczce osmolitu sprzyja asocjacji do niepolarnych fragmentdéw struktury
DNA. Tego typu oddziatywanie mogloby by¢ korzystne 1 wplywac
stabilizujgco na makroczasteczke. T¢ ogolng tendencje tamie mocznik, ktory
charakteryzuje si¢ zdolnoscig jednoczesnego oddziatywania z obiema
komplementarnymi zasadami DNA poprzez grupe aminowa (pozbawiong
zawady przestrzennej) oraz grupg karboksylowg (struktury DFT przedstawione
w Materiatach uzupetniajacych). W przypadku pochodnych mocznika, grupy
alkilowe w grupie aminowej osmolitu moga asocjowa¢ z grupami cukrowymi
DNA oraz z grupg metylowa tyminy w przypadku oddziatywania z parg AT
DNA. Oddziatywanie tego typu moze by¢ korzystne energetycznie, lecz niesie
pewien koszt entropowy. Wniosek dotyczacy asocjacji 1 wynikajacej stad
stabilizacji DNA moze by¢ traktowany jako hipoteza robocza do dalszych
badan w tym zakresie, gldwnie metodami symulacji komputerowe;.

Efekt dehydratacji wywierany przez moczniki obniza stabilno$¢ DNA,
a przede wszystkim sprzyja zmianom struktury tej makroczasteczki (Rysunek
52).

Bioragc pod uwage ogolnie krotsze wartosci Roo" w przypadku glicyn
wzgledem mocznikoéw (Tabela 15), glicyny ogolnie wykazujg silniejsza sfere
hydratacyjng niz moczniki, przez co silniej obnizajg aktywnos$¢ wody. Zatem
glicyny powinny charakteryzowa¢ si¢ nawet silniejsza zdolnoscig do
dehydratacji niz moczniki. Zlozenie obu efektow, stabilizacji przez
oddziatywania typu dipol-dipol z grupami fosforanowymi oraz efektu
dehydratacji, skutkuje obnizeniem trwatosci DNA.

Pewne modyfikacje zachowan osmolitow obu grup od wyzej
sugerowanych zachowan, uzasadniajagcych rozrzut punktow wigkszy niz
wynikajacy z bledow eksperymentalnych, moga wynika¢ z ewentualnych
oddzialywan osmolitow z zasadami aminowymi. Jak wynika z obliczen DFT
przeprowadzonych w pracy, oddzialywania takie mogg zarowno destabilizowac
podwdjng helisg¢ DNA, ja 1 ja stabilizowaé. Analiza widm osmolitow
zaburzonych obecno$cia DNA w roztworze nie wskazuje jednak na obecnos¢
bezposrednich specyficznych oddziatywan. Ogolnie osmolity mogg wplywacé
w r6zny sposob na zachowanie si¢ DNA w roztworze. Obecnos$¢ wzajemnie
kompensujacych si¢ wptywdéw bardzo utrudnia interpretacje zjawisk w tym
skomplikowanym ukladzie.
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Sugerowany w konkluzjach pracy wptyw badanych osmolitow na zmiany
struktury 1 stabilnosci DNA jest, wedlug mojej wiedzy, pierwsza proba
zglebienia zagadnienia na podstawie badan uktadow pozbawionych udzialu
buforow. Jak wynika z przeprowadzonych w pracy prob, udziat substancji
buforujacych radykalnie wplywa na stabilno$¢ 1 zmiany strukturalne DNA,
nieporéwnywalnie silniej niz czynig to osmolity badane w tej pracy. Uzyskane
dotad wnioski pomimo, zZe liczne, sg wcigz bardzo fragmentaryczne. Poznanie
w bardziej satysfakcjonujagcym stopniu molekularnego wptywu osmolitéw na
DNA wymaga dalszych poglgbionych badan zaréwno eksperymentalnych, jak
1 teoretycznych ze szczegdlnym uwzglednieniem symulacji komputerowych.
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W niniejszej pracy doktorskiej zbadany 1 oméwiony zostal wptyw dwdéch
grup osmolitow na strukture i stabilno§¢ DNA w roztworach wodnych. Dane
strukturalne otrzymano =z wykorzystaniem spektroskopii FTIR oraz
chemometryczne] analizy uzyskanych widm. W celu scharakteryzowania
wplywu osmolitow na stabilno$¢ termiczng DNA zastosowano kalorymetrie
DSC, natomiast efekty entalpowe oddzialywania osmolitow z DNA oraz
towarzyszacych temu procesOw, uzyskano za pomocg kalorymetrii ITC.
Uzupehienie tych wynikow stanowily obliczenia teoretyczne DFT w uktadach
DNA-woda oraz DNA-osmolit.

Uzyskane dane kalorymetryczne pozwolilty na potwierdzenie stusznosci
pomini¢cia buforu w badanych ukladach. Pokazaly one bardzo duzy wptyw
buforu na stabilno$¢ termiczng DNA, znacznie silniejszy niz efekt dziatania
samych osmolitéw. Koniecznos¢ uwzglednienia tego zjawiska znacznie
utrudniataby interpretacj¢ uzyskanych wynikdw na poziomie molekularnym
w przypadku tak ztozonego uktadu.

Badania kalorymetryczne potwierdzity takze destabilizujacy wplyw
osmolitdbw na DNA, ujawniajac jednoczesnie roéznice w mechanizmie tego
procesu wywotane przez metyloglicyny oraz alkilowe pochodne mocznika.
W grupie glicyn zauwazy¢ mozna, ze silniejsze oddziatywanie z DNA
powoduje jego stabilizacje termiczng wzgledem pochodnych stabiej
oddzialujacych. Natomiast moczniki, ktore silnie oddzialujag na DNA powoduja
jednoczesnie silniejsze obnizenie jego temperatury denaturacii.

Na  podstawie  danych  spektroskopowych  oraz  uzyskanych,
z wykorzystaniem analizy chemometrycznej, widm zaburzonych osmolitow
udalo mi si¢ wykaza¢ brak bezposrednich, specyficznych oddziatywan tych
zwigzkow z makroczasteczkg. Widma zaburzone DNA wskazuja natomiast, ze
mimo odmiennego dziatania glicyn 1 mocznikbw na DNA, obie te grupy
zwigzkow zaburzaja strukture kwasow nukleinowych.

Optymalizacja struktur osmolitow metoda obliczen teoretycznych DFT
w rozpuszczalniku wodnym, w ramach modelu polaryzowalnego kontinuum
(PCM), pozwolita na wyznaczenie ich momentéw dipolowych. W obu grupach
osmolitbw zaobserwowano, ze wigksza wartos¢ momentu dipolowego
odpowiada silniejszym oddziatywaniom z DNA. Glicyny w $rodowisku o pH
zblizonym do neutralnego wystepuja jako jony obojnacze, co warunkuje ich
bardzo wysoki moment dipolowy, ponad dwukrotnie wigkszy niz w przypadku
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mocznikow. Okolicznosci te wskazuja, ze glicyny moga oddziatywaé z grupami
fosforanowymi DNA sposobem dipol-dipol od strony grupy aminowe;.

Uzyskane dane eksperymentalne porownalam z otrzymanymi w zespole
profesora Stangreta wynikami dotyczacymi wptywu badanych osmolitow na
strukture wody. Korelacja $redniej wazonej odleglosci tlen-tlen czasteczek
wody w roztworze z parametrem charakteryzujacym ich wplyw na temperature
denaturacji DNA ujawnila odmienne zachowanie obu grup osmolitéw wobec
kwasow nukleinowych. Glicyny powodujace silne wzmocnienie wigzan
wodorowych wody jednocze$nie silnie obnizajg stabilno$¢ termiczng DNA,
natomiast najwigksze obnizenie temperatury denaturacji zaobserwowac¢ mozna
wsrdéd mocznikdw, ktore najstabiej modytikujg strukture wody.

W  S$wietle otrzymanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze wplyw
mocznikow na DNA polega na jego dehydratacji, co powoduje zaburzenie
struktury oraz obnizenie stabilnosci tej bioczasteczki. Jednoczesnie obserwuje
sie, ze zwigkszanie liczby grup alkilowych w czasteczce mocznika sprzyja
stabilizacji DNA, co wskazuje, ze grupy te moga asocjowac¢ z niepolarnymi
fragmentami DNA.

Glicyny wptywajac na grupy fosforanowe DNA poprzez oddziatywania
typu dipol-dipol powodujg jego stabilizacj¢. Jednocze$nie osmolity te wykazuja
silng sfer¢ hydratacyjng obnizajac aktywno$¢ wody, co skutkuje dehydratacja
1 znaczng zmiang struktury DNA. ZloZzenie obu efektow prowadzi do obnizenia
temperatury denaturacji tej bioczasteczki.

Celem przedstawienia poglebionej teorii wptywu osmolitbw na DNA
w roztworze wodnym wymagane s3 dalsze eksperymentalne 1 teoretyczne
badania.
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13.1 Dane kalorymetryczne DSC uzyskane dla ukladow DNA-
woda-osmolit

Moc grzania [pJ/s]

Moc grzania [pJ/s]

20 30 40 50 60 70 20 30 40 50 60 70 80
Temperatura [°C]

Rysunek 54. Termogramy DSC bez normalizacji przedstawiajgce denaturacje DNA
w obecnosci osmolitéw: A — glicyny, B — N-metyloglicyny, C — N,N—dimetyloglicyny, D
— N,N,N-trimetyloglicyny. Numerami oznaczono wzrastajgce stezenie osmolitu. Linig
czerwong zaznaczony jest termogram denaturacji DNA w roztworze wodnym bez
osmolitu.
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Moc grzania [uJ/s]

Moc grzania [ud/s]

Moc grzania [uJ/s]

S+t 7T

20 30 40 50 60 70 20 30 40 50 60 70 80

Temperatura [°C]

Rysunek 55. Termogramy DSC bez normalizacji przedstawiajgce denaturacje DNA
w obecnosci osmolitbw: A — mocznika, B — N-metylomocznika, C — N,N’-
dimetylomocznika, D — N,N,N’,N’—tetrametylomocznika, E — N—etylomocznika, F —
N,N’—dietylomocznika. Numerami oznaczono wzrastajgce stezenie osmolitu. Linig
czerwong zaznaczony jest termogram denaturacji DNA w roztworze wodnym bez
osmolitu.
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Moc grzania [uJ/s]

16

14 -
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30

50 60 70 80
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Rysunek 56. Termogram DSC bez normalizacji przedstawiajgce denaturacje DNA

w obecnosci spermidyny — linia czarna. Linig czerwong zaznaczony jest termogram
denaturacji DNA w roztworze wodnym bez osmolitu.

13.2 Dane kalorymetryczne ITC uzyskane dla ukladu DNA-woda-

spermidyna

Qo [kJ/mol osmolitu]

25

20
151

10 1

-5

-104

-15

0,0

1,0 1,5 2,0 2,5

Cosmoli CpzDNA

Rysunek 57. Zaleznos$¢ entalpii oddziatywania soli sodowej DNA ze spermidyng od
stosunku molowego osmolitu i par zasad DNA w roztworze.

Przebieg zaleznosci entalpii oddzialtywania soli sodowej DNA ze
spermidyng od stosunku molowego osmolitu i par zasad DNA w roztworze
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(Rysunek 57) znacznie odbiega od tych obserwowanych dla glicyny, mocznika
1ich pochodnych. Wida¢ tutaj wyrazng zaleznos¢ efektu od stezenia osmolitu.
Przebieg zaleznosci entalpii oddziatywania spermidyny z jonami sodowymi od
ich stosunku molowego (Rysunek 58) jest ztozony 1 wskazuje na zupehie inny
mechanizm oddziatywania badanego kationu z poliaming. Prace majace na celu
poglebienie rozumienia zachowania si¢ spermidyny w roztworach
(z uwzglednieniem ustalajacych si¢ rownowag kwasowo — zasadowych) beda
w Katedrze kontynuowane.

> > P
-10 - > P> >

154 >
-20 -
-25

-30 -

Qy," [kJ/mol osmolitu]

-35 >

-40 — T T T T T T T T T T T T T 1

+
Cosmolit/CNa

Rysunek 58. Zalezno$¢ entalpii oddziatywania jonéw sodowych ze spermidyng od
stosunku molowego osmolitu i jonéw sodowych w roztworze.
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500
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Rysunek 59. Zaleznos¢ ciepta rozcienczania roztworu spermidyny od liczby jej
czgsteczek w roztworze.
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13.3 Dane analizy chemometrycznej widm DNA zaburzonego
obecnos$cia osmolitow w roztworze
Tabela 16. Parametr 1/x, oraz procentowa zawarto$¢ struktury zaburzonej DNA

w obecnosci glicyny i jej metylowych pochodnych. Wartosci podano dla wszystkich
rozpatrywanych pasm DNA.

Osmolit . Pasma ctDNli .
¢ [mol dm”] 970 cm 1053/1086 cm 1222 cm
1/x, % 1/x, % 1/x, %
1 2 3 4 5 6 7
Glicyna
0,5 31,0 3,2 7,8 12,8 32,0 3,1
1,0 20,0 5,0 4,6 21,7 11,0 9,1
1,5 15,0 6,7 3,1 32,6 10,0 10,0
2,0 3,7 27,0 - - 8,0 12,5
N-metyloglicyna
0,5 25,0 4,0 63,0 1,6 47,0 2,1
1,0 12,0 8,3 31,0 3,2 34,0 2,9
1,5 8,0 12,5 22,0 4,5 23,0 4,3
2,0 55 18,2 17,0 5,9 18,0 5,6
2,5 4,6 21,7 14,0 7,1 11,0 9,1
3,0 3,6 27,8 12,0 8,3 8,5 11,8
3,5 3,1 32,3 12,0 8,3 6,5 15,4
4,0 2,6 38,5 9,0 11,1 4,8 20,8
4,5 2,3 43,5 7,0 14,3 3,8 26,3
5,0 2,1 47,6 3,5 28,6 3,7 27,0
5,5 1,6 62,5 - - 2,5 40,0
N, N-dimetyloglicyna
0,5 11,0 9,1 17,0 5,9 19,0 53
1,0 58 17,2 82 12,2 10,5 9,5
1,5 3,8 26,3 5.4 18,5 82 12,2
2,0 3,1 32,3 3,8 26,3 6,8 14,7
2,5 2,6 38,5 2,7 37,7 5,9 16,9
3,0 2,3 43,5 2,5 40,0 5,0 20,0
3,5 1,4 71,4 2,1 48,5 4,3 23,3
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1 2 3 4 5 6 7
4,0 1,3 75,8 2,4 41,7 2,1 48,8
4,5 1,1 89,3 2,0 51,0 11 93,5
5,0 1,0 97,1 1,7 60,2 1,0 99,0
5,5 0,0 - 1,6 64,1 - -

N, N, N-trimetyloglicyna
0,5 13,2 7,6 44,0 2,3 11,0 9,1

1,0 7,0 14,3 24,0 4,2 4,5 22,2
1,5 3,6 27,8 18,0 5,6 35 28,6
2,0 3,1 32,3 13,0 7,7 2,4 41,7
2,5 2,8 35,7 12,0 83 1,3 76,9
3,0 2,0 51,3 11,0 9,1 1,3 80,0
3,5 2,0 51,3 8,0 12,5 1,3 80,0

Tabela 17. Parametr 1/x, oraz procentowa zawartos¢ struktury zaburzonej DNA
w obecnosci mocznika i jego alkilowych pochodnych. Wartosci podano dla wszystkich
rozpatrywanych pasm DNA.

Osmolit . Pasma ctDNA_] .
¢ [mol dm”| 970 cm 1053/1086 cm 1222 cm

1/x, % 1/x, % 1/x, %

1 2 3 4 5 6 7

Mocznik

0,5 33,5 3,0 24,5 4,1 38,0 2,6
1,0 17,5 5,7 13,5 7,4 22,0 45
1,5 11,5 87 95 10,5 15,0 6,7
2,0 11,5 87 85 11,8 12,5 8,0
2,5 9,0 11,1 7,5 13,3 11,5 87
3,0 45 22,2 45 22,2 11,5 8,7
3,5 4,0 25,0 45 22,2 11,5 87
4,0 4,0 25,0 35 28,6 12,5 8,0
4,5 4,0 25,0 35 28,6 11,5 8,7
5,0 4,0 25,0 35 28,6 10,5 95
5,5 35 28,6 3,0 33,3 9,0 11,1
6,0 4,0 25,0 45 22,2 8,0 12,5
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1 2 3 4 5 6 7
6,5 2,5 40,0 3,5 28,6 7,5 13,3
7,0 2,5 40,0 3,5 28,6 6,5 15,4

N-metylomocznik

0,5 12,0 8,3 14,5 6,9 7,5 13,3
1,0 6,0 16,7 7,0 14,3 4,0 25,0
1,5 55 18,2 5,0 20,0 3,0 33,3
2,0 3,5 28,6 3,5 28,6 2,6 38,5
2,5 2,5 40,0 3,0 33,3 2,2 45,5
3,0 2,0 50,0 2,5 40,0 2,2 45,5
3,5 15 66,7 2,0 50,0 2,2 45,5
4,0 1,8 55,6 2,0 50,0 1,8 55,6
4,5 1,8 55,6 2,0 50,0 1,4 71,4
5,0 1,8 55,6 2,0 50,0 1,4 71,4
5,5 1,6 62,5 2,0 50,0 1,6 62,5
6,0 1,6 62,5 2,0 50,0 1,4 71,4
6,5 1,6 62,5 2,5 40,0 - -

7,0 1,6 62,5 3,0 33,3 - -

N,N’—dimetylomocznik

0,5 31,0 3,2 13,5 7,4 55 18,2
1,0 14,0 7,1 7,0 14,3 2,8 35,7
1,5 8,0 12,5 5,0 20,0 2,0 50,0
2,0 7,5 13,3 4,5 22,2 2,1 47,6
2,5 55 18,2 4,0 25,0 2,0 50,0
3,0 5,4 18,5 2,6 38,5 2,3 43,5
3,5 4,6 21,7 2,8 35,7 1,6 62,5
4,0 3,4 29,4 1,6 62,5 - -

4,5 3,0 33,3 1,8 55,6 - -

5,0 3,0 33,3 2,2 45,5 - -

5,5 2,2 45,5 - - - -
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Tabela 17. Cigg dalszy

1 2 3 4 5 6 7
N,N,N’,N°—tetrametylomocznik
0,5 20,5 4,9 7,5 13,3 2,3 43,5
1,0 10,5 95 4,9 20,4 15 66,7
1,5 7,5 13,3 3,4 29,4 1,4 71,4
2,0 4,6 21,7 2,8 35,7 1,0 100,0
2,5 2,0 50,0 2,0 50,0 - -
3,0 - - 15 66,7 - -
N-etylomocznik
0,2 14,0 7,1 15 6,7 10,5 95
0,4 95 10,5 8,0 12,5 55 18,2
0,6 6,0 16,7 6,0 16,7 4,6 21,7
0,8 4,0 25,0 6,0 16,7 42 23,8
1,0 32 31,3 4,8 20,8 3,6 27,8
1,2 - - 4,6 21,7 3,0 33,3
1,4 - - 2,4 41,7 2,2 45,4
N,N’-dietylomocznik

0,2 7,5 13,3 10,5 95 6,0 16,7
0,4 6,0 16,7 55 18,2 3,6 27,8
0,6 3,8 26,3 35 28,6 3,4 29,4
0,8 3,8 26,3 3,4 29,4 2,8 35,7
1,0 4,6 21,7 1,6 62,5 2,0 50,0
1,2 3,6 27,8 1,6 62,5 - -
1,4 2,4 41,7 - - - -

b
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13.4 Zoptymalizowane struktury par zasad DNA w obecnosci wody
i osmolitow
Rysunek 60. Zoptymalizowane struktury par zasad: guaniny i cytozyny oraz struktury

GC zaburzone przez N,N,N-trimetyloglicyne i mocznik. Kolorem niebieskim
zaznaczone sg atomy wegla, granatowym — azot, biatym — wodér, czerwonym — tlen.

G=C
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CG-N2H; - - - TMG

CG-C6=06 - - - mocznik
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CG-N2H; - - - mocznik

GC-C2=02 - - - mocznik
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Rysunek 61. Zoptymalizowane struktury par zasad: adeniny i tyminy oraz struktury AT
zaburzone przez N,N,N-trimetyloglicyne i mocznik. Kolorem niebieskim zaznaczone sg
atomy wegla, granatowym — azot, biatym — wodor, czerwonym — tlen.

TA-N6H; - - - TMG
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AT-C4=04 - - - mocznik

TA-N6H; - - - mocznik
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Rysunek 62. Zoptymalizowane struktury par zasad GC zaburzone przez czgsteczki
wody. Kolorem niebieskim zaznaczone sg atomy wegla, granatowym — azot, biatym —
wodor, czerwonym — tlen.

GC-N4H; - - - H,O

¢

CG-N2H; - - - H,O
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CG-C6=06 - - - H,0

¢

GC-C2=02 - -- H,0
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Rysunek 63. Zoptymalizowane struktury par zasad AT zaburzone przez czgsteczki
wody. Kolorem niebieskim zaznaczone sg atomy wegla, granatowym — azot, biatym —
wodor, czerwonym — tlen.

TA-N6H: - - - H,O

5

AT-C4=04 - - - H,0




