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4. Omowienie osiggni¢¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pozin. zm.).
Omowienie to winno dotyczy¢é merytorycznego ujecia przedmiotowych osiggniec, jak i w
sposob precyzyjny okreslac indywidualny wktad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane
osiggniecie jest dzielem wspotautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania
dorobku z okresu calej kariery zawodowej.
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Wstep

Gléownym celem prowadzonych przeze mnie badan jest lepsze zrozumienie zdolnosci
czasteczek kwasow nukleinowych — DNA i RNA — do silnego i specyficznego wigzania jonow metali,
jak rowniez potencjatu takich oddzialywan do ksztattowania struktur przestrzennych i aktywnosci tych
biomolekul. W ramach prezentowanego osiagniecia habilitacyjnego wyznaczylem z wysoka
rozdzielczoscia struktury przestrzenne trzech typow czasteczek kwasow nukleinowych oraz
scharakteryzowalem tworzone przez nie miejsca wigzania jonow metali. Do zbadanych przeze mnie

uktadow naleza:

1) Czteroniciowy G-kwadrupleks RNA r(UGGUGGU)4 tworzacy si¢ w nastepstwie
oddzialywan z jonami potasu K* (prace H1 1 H2)

2) Aptamer DNA wigzacy jony z grupy lantanowcoéw po zwiazaniu swojego celu molekularnego
(praca H3)
3) Aktywna katalitycznie struktura przyjmowana przez DNAzym 8-17 po zwigzaniu jonu Zn>*

jako kofaktora (praca H4)



Niniejsza rozprawa podzielona jest na trzy rozdzialy. W pierwszym z nich opisuje
wlasciwosci fizyczne charakteryzujace typowe miejsca wiazania jondw metali tworzone przez
czasteczki kwasow nukleinowych oraz wachlarz metod biologii strukturalnej dostgpnych do ich
eksperymentalnej charakterystyki, koncentrujac si¢ na stosowanych przeze mnie metodach
spektroskopii NMR. Rolg tego rozdzialu jest réwniez umiejscowienie poszczegdlnych prac
eksperymentalnych (H1-H4) w szerszym kontekscie badan oddziatywan czasteczek DNA/RNA z
jonami metali, przed poglebiona dyskusja kazdej z tych prac w Rozdziale 2. Rozdzial 3 stanowi
natomiast podsumowanie podobiefistw oraz réznic pomiedzy wilasciwosciami zbadanych przez mnie
uktadow oraz refleksje, jak wptynely one na wybor stosowanych przeze mnie technik badawczych i w
konsekwencji uzyskane wyniki. Zawiera on rowniez probe syntezy wkladu, jaki uzyskane przeze mnie

wyniki wniosty w rozwoj mojej dyscypliny badawcze;.

Rozdzial 1

Charakterystyka, znaczenie i metody badania oddzialywan kwaséw
nukleinowych z jonami metali

1.1 Wilasciwosci oddzialywan kwaséow nukleinowych z jonami metali oraz ich rola w
ksztaltowaniu struktur tych ukladéw

Jako biopolimery obdarzone znaczacym tadunkiem ujemnym — wynikajacym z obecnosci
reszt fosforanowych w ich strukturach — kwasy nukleinowe w roztworze zawsze otoczone sa chmura
neutralizujacych je jonow dodatnich, czesto prostych, jednoatomowych kationdow metali M™.!
Jednakze wigkszos¢ z tych przeciwjonow oddziatuje z DNA/RNA w sposdb niespecyficzny, jedynie
na zasadzie przyciagania elektrostatycznego i pozostajac w ciaglym ruchu tworzy wokdét biomolekuty
tzw. atmosfere jonowag (ang. ion atmosphere). Juz ten typ oddzialywan ma istotny wplyw na
preferencje konformacyjne kwaséw nukleinowych stabilizujac ich kompaktowe struktury
trojwymiarowe  poprzez ekranowanie odpychania pomiedzy  poszczegdlnymi  grupami
fosforanowymi.>* Mniej liczne, bo odpowiadajace $rednio za okoto 10 % ladunku dodatniego
zobojetniajacego czasteczki RNA,!? a jednak czesto bardziej istotne dla preferencji strukturalnych

czasteczki DNA lub RNA sa jony metali wiazace si¢ specyficznie, a wiec do konkretnych elementow

jej struktury tréjwymiarowej (ang. site-specific binding)N' Oddzialywania takie mogg oznaczaé

NI W opisie osiagnigcia habilitacyjnego sformutowanie ,.specytficzne wigzanie™ stosuj¢ najczesciej jako odpowiednik

wystepujacego w anglojezycznej literaturze okreslenia ,, site-specific binding” oznaczajacego oddziatywanie z konkretnym
elementem struktury tréjwymiarowej DNA lub RNA.

Nie mam wigc w wigkszosci przypadkéw na mysli specyficznosci danego miejsca wigzania dla konkretnego typu
jonu metalu, gdyz taka sytuacja zdarza si¢ w przypadku kwasow nukleinowych relatywnie rzadko, co opisuj¢ w Rozdziale
1.1. W sporadycznych przypadkach dyskusji miejsc wigzania rzeczywiscie specyficznych dla konkretnego typu jonu
uzycie okreslenia ,,specyficzne wigzanie” zostanie zawsze opatrzone odniesieniem do niniejszej notatki.



tworzenie bezposrednich wigzan koordynacyjnych jonu metalu z grupami funkcyjnymi w strukturze
kwasu nukleinowego, jednakze czestotliwo$é wystepowania takich bezposrednich kontaktow jest
zaskakujaco niska. W wigkszosci przypadkow jon metalu pozostaje w znacznym stopniu
hydratowany, dominuja za$ oddzialywania w zewngtrznej strefie koordynacyjnej (oddzialywania
wodorowe koordynujacych jon metalu czgsteczek wody z ligandami DNA/RNA) oraz nadal istotna
role pelni przyciaganie elektrostatyczne. Za ilustracje moze postuzy¢ analiza statystyczna
zaobserwowanych krystalograficznie specyficznych miejsc wigzania jonéw magnezu Mg*" o
preferowanej liczba koordynacyjnej N=6 do czgsteczek RNA.* Sposrod kilkunastu tysiecy
przeanalizowanych miejsc wiazania jedna trzecia nie zawierala zadnych bezposrednich kontaktow
jonu Mg* z grupami funkcyjnymi RNA, ponad potowa jeden lub dwa takie kontakty, a jedynie
ponizej 10% miejsc trzy lub cztery bezposrednie oddzialywania. Sytuacja ta pozostaje w jaskrawym
kontrascie do obrazu obserwowanego dla jonow metali wigzacych sie¢ do enzymdéw biatkowych, dla
ktorych ligandy bialkowe rutynowo wypelniaja wigkszo$¢ lub nawet cala pierwsza strefe
koordynacyjng metalu. Roznica ta przeklada sie tez bezposrednio na nieporownywalnie nizsze stale
wigzania jondw metali osiggane przez czasteczki kwasdéw nukleinowych w poréwnaniu do uktadéw
biatkowych.’ Juz dla jonéw tolerowanych przez komorki w stosunkowo wysokich stezeniach, jak
Ca*", normg dla bialek sa stale dysocjacji (Kq) w zakresie nanomolowym,’ za$ dla jonow ktérych
metabolizm w komorkach jest $cisle regulowany, uktady biatlkowe moga osiggaé state wigzania w
zakresie attomolowym,’ porownywalnym do kompleksow metali z maloczasteczkowymi chelatami
takimi jak EDTA. W kontrascie duza cze$¢ istotnych biologicznie miejsc wigzania jonow Mg** do

RNA wykazuje state dysocjacji w zakresie milimolowym,*!

z mniej licznymi przykladami miejsc dla
ktorych oddzialywanie przesunigte jest w strone mikromolowych wartosci statych dysocjacji (Kq = 10
5-10° M)."? Co wigcej, istniejg przestanki sugerujace, ze wartosci te zblizajg sie juz do fizycznego
limitu stalych wiazania osiggalnych dla oddzialywan kwaséw nukleinowych z dwuwartosciowymi
jonami metali. Mianowicie liczne eksperymenty typu SELEX, poszukujace motywow strukturalnych
kwaséw nukleinowych najbardziej zdolnych do silnego oddzialywania z jonami takimi jak Zn*", Ni*",
Cu?" i Hg?*", znajdowaly zawsze uklady wiazgce dany metal z wartoscig Kq nie lepsza niz 10 M.1313
Obok mniejszych entalpii swobodnych oddziatywan, druga cecha czesto charakteryzujaca miejsca
wigzania jonow metali tworzone przez czasteczki kwasdéw nukleinowych jest ich ograniczona
selektywnos¢ wzgledem typu wigzanego jonu. Wlasciwos¢ ta wynika¢ moze ze wspomnianego
wcezesniej wickszego udzialu oddziatywan elektrostatycznych i wodorowych w stosunku do
bezposredniej koordynacji dla wielu kompleksow DNA/RNA-metal. Dotyczy to réwniez miejsc
wigzania o istotnym znaczeniu strukturalnym i funkcjonalnym. Za przykiad postuzyé tu moga liczne
miejsca specyficznego wigzania metali dwuwartoSciowych obecne w istotnych biologicznie
rybozymach — a wigc czasteczkach RNA zdolnych do katalizowania reakcji wlasnej hydrolizy w $cisle
zdefiniowanych punktach sekwencji. Wypelienie wspomnianych miejsc wigzania przez kationy

metalu jest niezbedne dla przyjecia przez czasteczki rybozymoéow kompaktowych struktur aktywnych



katalitycznie. Mozliwe jest rowniez bezposrednie zaangazowanie zwigzanych jondéw metalu w
katalizowang przez dany rybozym reakcje hydrolizy, choé¢ dla wielu aktywnych katalitycznie RNA nie
osiggnieto jeszcze w tej kwestii konsensusu.>!'%!” W komorkach zywych naturalnym kofaktorem
rybozyméw sg jony magnezu Mg?*, jednak liczne badania tego typu czasteczek in vitro wykazaly, ze
sg one w stanie oddziatywac¢ z calg serig innych jonow dwu- i tréjwartosciowych, takich jak Ca**, Sr**,
Mn*", Co*", Ni**, Zn*', Cd*', Pb*', Co*" czy tez jony lantanowcow Ln®*".1>1® W wielu przypadkach w
obecnosci takich alternatywnych kofaktordw czasteczki rybozyméw zachowuja znaczaca lub niekiedy
nawet poprawiong aktywnos$¢ katalityczng.! Dostepne struktury krystalograficzne pokazujg, ze rozne
jony mogg oddziatywa¢ z tym samym miejscem wigzania przyjmujgc odmienne geometrie wigzania,'
roznigce sie na przyklad iloscig bezposrednich kontaktow RNA-metal, zaleznie od czynnikow takich
jak promien jonowy metalu lub tez jego entalpia dehydratacji. Zdolno$é promowana reakcji hydrolizy
RNA w obecnosci serii réznych kationow metali jest rowniez cecha wielu sposrdod odpowiednikow
rybozyméw zbudowanych z DNA, zwanych DNAzymami. Jednakze w przypadku DNAzyméw
dostepna ilos¢ wysokorozdzielczych informacji strukturalnych jest bardzo ograniczona, gdyz

18-2!

rozwigzano jedynie kilka struktur przestrzennych dla tego typu ukladow.'®2° Nalezy do nich
wyznaczona przeze mnie struktura tréjwymiarowa DNAzymu 8-17 wywotana wigzaniem jonu cynku

Zn*", opisana w pracy H4.

Innym przyktadem ograniczonej selektywnosci tworzonych przez czasteczki kwasow
nukleinowych miejsc wigzania jonéw metali moga by¢ struktury G-kwadrupleksow DNA i RNA. Ich
architektura, opisana bardziej szczegblowo w Rozdziale 2.1, zawiera zawsze centralny kanat,
wewnatrz ktérego jony metali wiaza si¢ poprzez bezposrednia koordynacjg potencjalnie az oSmiu grup
karbonylowych nalezacych do nukleozasad reszt guanozyny. Oddziatywania zachodzace wewnatrz
kanatéw G-kwadrupleksow stanowia rzadki przyktad wigzania jonéw metali zachodzacego z ich pelna
dehydratacja. Pomimo tego dyskutowane miejsca wiazania nie wykazuja si¢ znaczaca selektywnoscia
i sa w stanie przyja¢ szerokie spektrum jonow zaréwno jedno- jak i dwuwartosciowych, takich jak K*,
Na’, Cs*, Ba*", Sr*', czy Pb*".2! W ramach prezentowanego osiggniecia habilitacyjnego — prace H1 i
H2 - rozwigzalem strukture trojwymiarowa czteroniciowego G-kwadrupleksu RNA utworzonego
poprzez wiagzanie jonow K' oraz wykazalem, ze ta sama topologia G-kwadrupleksu tworzy si¢

réwniez, gdy w kanale wigzg si¢ jony Na'.

Pomimo opisywanej dotychczas zazwyczaj niskiej selektywnosci miejsc wigzania jonow
metali tworzonych przez czasteczki kwasow nukleinowych, na przestrzeni lat zidentyfikowano
rowniez seri¢ stosunkowo rzadszych przyktadow oddziatywan charakteryzujacych sie wysoka
selektywnos$cig lub nawet specyficznosciag wzgledem konkretnego typu jonu metalu.N!' Najbardziej
znanymi przyktadami tego typu oddziatywan sg stabilizowane jonami metali pary zasad pirymidyna-
pirymidyna. Niesparowanie tymidyna-tymidyna (T:T) jest zdolne do zwigzania jonu rteci Hg?*

prowadzacego do utworzenia si¢ pary zasad T-Hg-T o stabilnosci porownywalnej do kanonicznych



par Watsona-Cricka.”> Oddziatlywanie to opiera si¢ na bezposredniej koordynacji jonu rteci przez
atomy azotu N3 obu reszt tymidyny. Niesparowanie cytydyna-cytydyna (C:C) jest zdolne do
tworzenia analogicznych oddziatywan, tym razem jednak z jonami srebra Ag™.? Czgsteczki DNA
tworzg roéwniez dos$é szeroki wachlarz miejsc wigzania potencjalnie selektywnych wzgledem jonow
lantanowcoéw Ln®". Wniosek taki mozna wysnué¢ na podstawie identyfikacji serii réznorodnych
sekwencyjnie czasteczek DNAzymow wykazujacych aktywnosé katalityczna jedynie w obecnosci
jondéw Ln*" jako kofaktoréw.?* Tym niemniej czgsteczki te nigdy nie byly glebiej badane strukturalnie,
za$ brak obserwowalnej aktywnosci Katalitycznej w obecnosci jondw metali innych niz Ln** nie jest
dowodem braku oddzialywan. Przyklady odwrotnej sytuacji sa znane w literaturze, jak chocby
wiadomo, ze jony Ln** wigza si¢ do rybozymu hammerhead, aktywowanego zazwyczaj przez
réznorodne jony dwuwartosciowe, jednak tworzacy sie kompleks jest nieaktywny katalitycznie.?
Potwierdzonym przyktadem selektywnego wigzania jonu Ln®" przez DNA jest natomiast odkryty w
2016 roku aptamer wigzacy lantanowce — Ln_aptamer.”® W jego przypadku wigzaniu jonu lantanowca
towarzyszy zmiana calej trzeciorzedowej architektury DNA obserwowana w oryginalnej publikacji za
pomoca metod fluorescencyjnych. Podobnej zmiany strukturalnej nie zaobserwowano miareczkujac
Ln_aptamer szerokim wachlarzem innych jondw metali co pozwolito stwierdzi¢, ze tworzy on miejsce
wigzania rzeczywiscie specyficzne dla jondéw  lantanowcoéw. Jednak  wobec  braku
wysokorozdzielczych informacji strukturalnych niejasne pozostawalo zrodto tej specyficznosci.
Wyjasnienie zrédet selektywnego wigzania lantanowcow przez Ln_aptamer bylo jednym z celow

wyznaczenia przeze mnie wysokorozdzielczej struktury tego ukladu (opisanej w pracy H3).

1.2 Badanie oddzialywan kwaséw nukleinowych z jonami metali metodami biologii
strukturalnej

Dostegpne typy metod wysokorozdzielczych

W celu uzyskania precyzyjnych informacji o potozeniu miejsc wigzania metali w strukturze
DNA/RNA oraz o szczegotach geometrii tych oddziatywan, niezbedne jest wykorzystanie jednej z
wysokorozdzielczych metod badania struktur biomolekul, a wiec krystalografii, kriomikroskopii
elektronowej (cryo-EM) lub spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR). W
przypadku miejsc wigzania o dobrze zdefiniowanej geometrii oddzialywan najbogatszym zroditem
informacji strukturalnych sa zdecydowanie dwie pierwsze z tych metod, z wiodacym udzialem
krystalografii wynikajacym zarowno ze znacznie dluzszego okresu stosowania tej metody, jak i z
zazwyczaj wyzszej rozdzielczosci otrzymywanych struktur, ulatwiajacej precyzyjne modelowanie
polozenia jonéw metali wzgledem biomolekuly. Struktury krystalograficzne o odpowiedniej
rozdzielczo$ci pozwalajg nie tylko na jednoznaczne ustalenie tozsamosci atomow koordynujacych jon
metalu, ale rowniez dostarczaja szczegdtowych informacji o geometrii tworzacego si¢ kompleksu,

dlugosci wiazan metal-ligand itp. Dla hydratowanych jonow koordynowane czasteczki wody réwniez



moga by¢ widoczne w strukturach krystalograficznych, jesli przyjmujg dobrze zdefiniowane pozycje
wzgledem biomolekuty, na przyktad na skutek tworzenia z nig wigzan wodorowych. Do ograniczen
metod krystalograficznych w tym kontekscie nalezy natomiast zaliczy¢é niemozliwos¢ obserwacji
miejsc wigzania o gorzej zdefiniowanej geometrii oddzialywan (réwniez tych silnych i
specyficznych), brak informacji o sile oddzialywan jonu metalu z poszczegdlnymi miejscami
(niezbednej choéby w celu odroznienia silnego mikromolowego miejsca wiazania od licznych miejsc
o milimolowej stalej dysocjacji Kq) oraz potencjalny wplyw upakowania w krysztale zardwno na
strukture czasteczki DNA/RNA jak i na jej oddzialywania z jonami metali. Nie bez znaczenia jest tez
fakt, ze otrzymanie krysztatow bardziej skomplikowanych czasteczek kwasdéw nukleinowych jest

czesto bardzo trudne.

Spektroskopia NMR w kontekscie oddzialywarn DNA/RNA-metal

Sposdb wykorzystania trzeciej z wysokorozdzielczych technik biologii strukturalnej —
spektroskopii NMR, stanowigcej podstawowe narzgdzie w mojej pracy badawczej — w kontekscie
badania miejsc wigzania jondw metali r6zni si¢ znaczaco od wymienionych wczesniej metod. Z jedne;j
strony technika ta nie jest zazwyczaj w stanie dostarczy¢ tak dokladnych informacji o szczegdtach
oddziatywan, gdyz duza cze$¢ istotnych biologicznie jondéw metali nie jest bezposrednio
obserwowalna w widmach NMR (ich jadra atomowe sa nieaktywne magnetycznie, badz tez wykazuja
si¢ bardzo niska czuloscig). Ich obecnos¢ obserwowana jest wiec posrednio, poprzez wplyw jaki
wywiera na parametry NMR innych jader atomowych. Z drugiej jednak strony, spektroskopia NMR

doskonale uzupelnia wymienione wczesniej ograniczenia technik krystalograficznych, dzieki:
1) badaniu komplekséw DNA/RNA-metal bezposrednio w roztworze,

2) wrazliwosci na obecnos¢ oddziatywan, niezaleznie od stopnia ich zdefiniowania w przestrzeni,

3) mozliwosci bezposredniego powiazania obecnosci jonu metalu ze zmianami strukturalnymi
zachodzacymi w biomolekule,

4) mozliwosci oszacowania wartosci Ky dla poszczegdlnych obserwowanych miejsc wigzania.

Mnogos¢ parametrow i technik widmowych NMR dostepnych do badania oddziatywan
kwaséw nukleinowych z jonami metali, na bardzo réznych poziomach szczegotowosci, wymaga w

tym miejscu podsumowania i usystematyzowania.

Wyznaczanie struktur NMR kwasow nukleinowych — metody klasyczne (wiezy NOE i sprzezenia J)

W przypadku ukladéw, dla ktérych same struktury przestrzenne przyjmowane przez
biopolimer tworza si¢ w odpowiedzi na wigzanie jonéw metali — jak ma to miejsce dla wszystkich

czasteczek opisywanych w pracach H1-H4 — kluczowym elementem badania oddziatywan jest



scharakteryzowanie konformacji samego komponentu DNA/RNA w obserwowanym kompleksie.
Wachlarz metod NMR dostepnych do tego celu pokrywa si¢ w duzym stopniu z narzedziami
dostepnymi do badania struktur przestrzennych DNA/RNA w ogéle,?’ choé¢ gdy wigzany metal ma
wlasciwosci paramagnetyczne jego obecno$¢ moze by¢é wykorzystana do uzyskania dodatkowych
informacji strukturalnych.?® Pierwszym etapem analizy strukturalnej metodami NMR jest zawsze
przypisanie sygnaléw obserwowanych w widmach do poszczegdlnych atomdéw w badanej czasteczce,
za pomocg zestawu widm korelacyjnych.”’” W toku tej analizy uzyskujemy tez jednoznaczng
informacj¢ czy badana czasteczka przyjmuje jedng stabilng forme strukturalna w roztworze czy tez jest
w nim obecna réwnowaga konformacyjna pomiedzy szeregiem struktur. W przypadku kompleksow z
metalami mozemy tez juz na wstepnym etapie badan stwierdzi¢ czy oddzialywanie z jonami ma
istotny wplyw na strukture przestrzenng komponentu DNA/RNA. Jesli podczas miareczkowania
wigzanym metalem obserwuje si¢ w widmach 'H-NMR pojawienie si¢ szeregu nowych sygnatéw
rezonansowych w rejonie iminowym, swiadczy to o tworzeniu nowych elementéw struktury
drugorzedowej i/lub o reorganizacji istniejacych juz elementéw w nowa architekture trzeciorzedowsa
(sytuacja taka miata miejsce w pracy H3). Gdy w podobnym eksperymencie obserwujemy natomiast
zanik grupy sygnalow rezonansowych, ktoremu towarzyszy wzrost intensywnosci i czesto wyostrzenie
pozostalych, mozemy wnioskowaé, ze wigzanie metalu wplywa na réwnowage konformacyjna obecna
w czasteczce kwasu nukleinowego stabilizujac jej formy strukturalne zdolne do wigzania jonu metalu
kosztem pozostatych (praca H4). Tego typu eksperymenty pozwalaja juz na wstepnym etapie badan
konformacyjnych potwierdzi¢, ze badana forma strukturalna DNA/RNA rzeczywiscie stanowi

kompleks z konkretnym jonem metalu.

W celu wyznaczenia z wysoka rozdzielczoscia struktury przestrzennej danej formy
DNA/RNA nalezy wyekstrahowa¢ w widm NMR mozliwie jak najszerszy zestaw informacji
bezposrednio przekladalnych na parametry strukturalne, tzw. ,wigzéw strukturalnych NMR”.
Nastepnie zas$, za pomocg symulacji dynamiki molekularnej ograniczonej zestawem wyznaczonych
wiezow, identyfikuje si¢ strukture przestrzenna spetniajacg wszystkie dane eksperymentalne NMR. W
kolejnym etapie weryfikuje si¢ jak dobrze uzyte wigzy definiujg poszczegdlne jej elementy, poprzez
wielokrotne powtarzanie symulacji i analize statystyczng zestawu otrzymanych struktur. Jako$¢
(stopien zdefiniowania) uzyskanej struktury koncowej zalezy bezposrednio od ilosci oraz typow
uzytych wigzéw NMR. Klasycznie najwazniejszym typem wiezow NMR sa wiezy odleglosciowe,
obliczane na podstawie obserwacji Jadrowego Efektu Overhauser’a (ang. ,,Nuclear Overhauser Effect”
— NOE) pomigdzy atomami wodoru. Efekt ten pozwala na poélilosciowe oszacowanie dystanséw
pomiedzy parami jader atomowych znajdujacych sie blizej niz 5-6 A od siebie. Sg to wiec wiezy na
krotkie odleglosci.  Wiezy odlegtosciowe NOE uzupelniane sa zazwyczaj wigzami na katy
dwuscienne, pomigdzy atomami oddalonymi o trzy wigzania chemiczne, obliczanymi na podstawie

wartosci obserwowanych sprzezen skalarnych (,,sprzezen J”). Ten typ wiezow dostarcza lokalnych



informacji np. o konformacjach przyjmowanych przez szkielet fosforanowo-cukrowy czasteczki
DNA/RNA, w tym o sposobie pofaldowania pierscieni cukrowych poszczegdlnych reszt
nukleotydowych. Te dwa typy wiezow strukturalnych pozostaja do dzisiaj najczgsciej uzywanymi
zrédlami informacji w procesie wyznaczania struktur biomolekut metodami NMR, w tym struktur

opisanych w pracach H1, H3 i H4.

Wyznaczanie struktur NMR kwasow nukleinowych — wigzy dalekiego zasiegu (RDC, PCS, PRE)

Z uwagi na lokalny charakter tych klasycznych wigzéw NMR, niektore globalne cechy
bardziej skomplikowanych struktur kwaséw nukleinowych, jak na przyklad doktadne wartosci katow
pomiegdzy poszczegolnymi elementami helikalnymi lub tez stopien zakrzywienia dluzszych helis (ang.
,»helix bending™), sg czesto wyznaczone w strukturach NMR z nizszg doktadno$cia.”” Ograniczenia te
eliminuje wykorzystanie nowszych typow wigz6w NMR, dostarczajacych bardziej globalnych
informacji strukturalnych, jednak z uwagi na trudnosci techniczne zwigzane z ich obserwacja, s3 one
nadal uzywane dla kwaséw nukleinowych jedynie w szczegdlnych przypadkach. Sposréd nich
najczesciej wykorzystywane sa tzw. resztkowe sprzezenia dipolowe (and. ,,residual dipolar couplings”
— RDC) dostarczajace informacji o katach tworzonych przez wektory wyznaczane przez pary atomow
w czasteczee z ukladem odniesienia calej jej struktury przestrzennej.?®*° Pomiar RDC wymaga jednak
czgsciowej orientacji biomolekul wzgledem zewnetrznego pola magnetycznego,’® osigganej
najczgsciej poprzez umieszczenie ich w tzw. mediach orientujacych (zawierajacych na przyktad
czasteczki lipidéw zorganizowane w bicele lub cate nukleokapsydy bakteriofagéw) oraz najczesciej
znakowania DNA/RNA izotopami *C i/lub N w celu uzyskania zadowalajacej czutosci do pomiaru
tych subtelnych efektow. Alternatywna metoda wywotania RDC jest samoorientacja badanej
biomolekuly poprzez wprowadzenie do jej struktury nieparowanych elektrondw o niezerowej
anizotropii tensora podatnosci magnetycznej Ay (ang. ,,magnetic susceptibility tensor anisotropy™).?®
Ogromna zaleta tej metody jest fakt, ze obecnos¢ w czasteczce niesparowanego elektronu umozliwia
rowniez pomiar dwoch innych typow wiezow NMR dalekiego zasiggu dla kazdego atomu obecnego w

czasteczce:

1) przesuniecia dipolowego (ang. ,dipolar shift” lub ,pseudo-contact shift” — PCS), réwniez

wymagajacego Ay # 0 dla niesparowanych elektronéw

2) paramagnetycznego wzmocnienia relaksacji (ang. ,,paramagnetic relaxation enhancements” — PRE),

wymagajacego jedynie obecnosci niesparowanych elektronow, niezaleznie od ich Ay,

Oba te efekty niosg informacje o potozeniu niesparowanego elektronu wzgledem kazdego z
atoméw biomolekuly i sa obserwowane na widmach NMR jako odpowiednio przesunigcia i
poszerzenia odpowiednich sygnalow rezonansowych. Wszystkie te typy wiezow pozwalajg na

znacznie bardziej doktadne i precyzyjne wyznaczanie struktur wigkszych biomolekut, moga tez by¢



uzyte do badania dynamiki tych czasteczek oraz ich oddziatywan intermolekularnych. Efekty te, znane
pod wspolng nazwa “wigzdéw paramagnetycznych”, udowodnity juz swojg niezwykla wartos¢ dla
uktadow biatkowych,?® jednak z powodu trudnosci natury technicznej ich wykorzystanie w badaniach
kwasdéw nukleinowych pozostaje nadal bardzo ograniczone. Niesparowane elektrony o Ay # 0 moga
by¢ wprowadzone do biomolekul jedynie z wykorzystaniem wybranych jondéw metali o
wlasciwosciach paramagnetycznych — takich jak jony lantanowcow Ln** lub niektére jony z bloku d,
jak Co*". Obserwowana warto$¢ Ay zalezy réwniez w kluczowy sposdb od pierwszej strefy
koordynacyjnej jonu metalu w kompleksie z biomolekulg oraz od stopnia zdefiniowania pozycji jonu
metalu w uktadzie odniesienia biomolekuly (miejsce wigzania metalu musi by¢ stabilnie zakotwiczone
w jej strukturze). Dla uktadow biatkowych wiele pracy wlozono w rozwoj bogatego repertuaru metod
wprowadzania takich miejsc wigzania do biomolekuly — tzw. ,,znacznikow paramagnetycznych” (ang.
.paramagnetic tags”).>' Posrod tych znacznikow wiele opartych jest na kowalencyjnym przylaczaniu
do biatka komplekséw odpowiednich jondw podczas gdy inne opierajg sie na takiej mutacji sekwencji
aminokwasow, aby wprowadzi¢ miejsce wigzania bezposrednio do struktury pierwszorzedowej
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uktadu. Niestety, pomimo wysitkow dla kwaséw nukleinowych nie zostaly dotad opracowane
uzyteczne w praktyce odpowiedniki tych metod i dostepne sa tylko znaczniki o Ay rownym 0, oparte
na trwalych rodnikach organicznych i zdolne do wywolywania jedynie efektu PRE.** Istotng
motywacja do podjecia przeze mnie badan nad strukturg aptameru wigzacego lantanowce (praca H3)
bylto ustalenie czy jon metalu w kompleksie z ta czasteczka DNA charakteryzuje sie Ay # 0, co
otwieraloby perspektywe uzycia tego uktadu jako znacznika paramagnetycznego dla kwasow
nukleinowych. Zebrane przeze mnie dane NMR wykazatly, ze istotnie dla tego aptameru mozliwy jest
pomiar pelnego zestawu wigzéw paramagnetycznych. Dlatego tez przy wyznaczaniu struktury tego
ukfadu wykorzystatem obok klasycznych wiezow NOE réwniez bogaty zestaw paramagnetycznych
wiezow PCS. Jak opisuj¢ bardziej szczegotowo w Rozdziale 2.2, pozwolito to na duzo precyzyjniejsze
niz przy uzyciu jedynie klasycznych wiezow, wyznaczenie struktury przestrzennej DNA oraz, co
rzadko spotykane, na dokladne ustalenie pozycji przyjmowanej przez jon lantanowca za pomoca

danych eksperymentalnych NMR.

Charakterystyka miejsc wigzania metalu w strukturach NMR — symulacje MD i pomiar CSP

W badaniach NMR kompleksow kwasow nukleinowych z metalami, wyznaczenie struktury
przestrzennej komponentu DNA/RNA opisanymi wczes$niej metodami nie dostarcza zazwyczaj
bezposrednio zadnych informacji o polozeniu zwigzanego jonu. Dlatego tez do opisania jego
wlasciwosci konieczne jest wspomozenie si¢ albo dodatkowymi eksperymentami NMR albo tez
metodami obliczeniowymi. W drugim z tych podejs¢ przeprowadza si¢ seri¢ symulacji dynamiki
molekularnej korzystajac z wyznaczonej metodami NMR struktury DNA/RNA jako punktu

startowego. W symulacjach tych modeluje si¢ rowniez pozostate sktadniki roztworu — czasteczki



rozpuszczalnika oraz jony dodatnie i ujemne (sa to tzw. ang. ,.explicit solvent molecular dynamic
simulations™). Nastgpnie, poprzez analize uzyskanych trajektorii dynamiki molekularnej, identyfikuje
si¢ miejsca na powierzchni DNA/RNA, w ktorych preferencyjnie lokuja sie jony metali i analizuje si¢
okupancje oraz geometri¢ tych oddziatywan (stopien uporzadkowania jonu w przestrzeni, ilo$¢ i
tozsamos¢ bezposrednich kontaktéw z DNA/RNA itp.). Metodami tego typu postuzylem si¢ w
badaniach oddziatywan G-kwadrulpeksu RNA r(UGGUGGU)4 z jonami potasu K" (prace H1 i H2).
Gléwnym ograniczeniem tego podejscia jest fakt, ze — z uwagi na przyblizony sposéb opisu
wlasciwosci fizycznych komponentow kompleksu — obserwacja konkretnych sposobéw oddziatywan
w symulacjach nie jest gwarancja ich wystepowania w rzeczywistych uktadach. Z tego powodu
mozliwo$é chocby przyblizonej lokalizacji miejsca wigzania metodami eksperymentalnymi NMR jest
bardzo pozadana. Mozliwos¢ taka zapewnia pomiar zaburzen przesunig¢ chemicznych (ang. ,,chemical
shift perturbations” - CSP) atoméw w czasteczce DNA/RNA wywotanych przez wigzany jon metalu
podczas tworzenia kompleksu.>> CSP mierzy si¢ poprzez miareczkowanie jonu metalu do probki
DNA/RNA, przypisanie czestotliwosci rezonansowych w réznych punktach miareczkowania i
nastepnie obliczenie dla kazdego atomu obserwowanej warto$ci zmiany przesunigcia chemicznego.
Zmierzone CSP sa nastepnie mapowane na powierzchni¢ rozwigzanej uprzednio struktury
trojwymiarowej DNA/RNA, co pozwala na identyfikacje skupisk atoméw, ktdrych przesunigcia
chemiczne sa wrazliwe na obecno$¢ metalu. Optymalnie informacje dostepne dzieki pomiarom CSP
moga by¢ wykorzystane w tandemie z opisanymi powyzej badaniami za pomocg metod
obliczeniowych. W takim przypadku CSP moga by¢ uzyte do wstepnej ,,niskorozdzielczej”
identyfikacji miejsca wiazania, za$ symulacje do poglebionej analizy geometrii zachodzacych
oddziatywan.*® Alternatywnie, symulacje dynamiki molekularnej moga by¢ przeprowadzone jako
pierwsze, a nastgpnie CSP zastosowane do weryfikacji, ktére z obserwowanych in silico miejsc
wigzania sg rzeczywiscie obecne w prawdziwym kompleksie.’® Istotnym ograniczeniem metod
opartych na pomiarze zaburzen przesunie¢ chemicznych jest fakt, ze nie wszystkie obserwowane CSP
musza wynika¢ z bezposredniego wplywu koordynowanego jonu metalu na gestos¢ elektronowa
atomow w jego najblizszej okolicy — co bylo cichym zalozeniem przedstawianego wyzej
rozumowania. Zatozenie takie jest prawdziwe tylko w przypadku, gdy tworzenie kompleksu z jonem
metalu nie wptywa znaczaco na strukture samego DNA/RNA. W przeciwnym wypadku znaczna czgs¢
obserwowanych CSP wywotana bedzie przez towarzyszaca wigzaniu zmiane strukturalna, co
uniemozliwi skorelowanie zakresu ich wystepowania z bezposrednim sgsiedztwem miejsca wigzania.
W mojej pracy badawczej koncentruje sie wlasnie na uktadach, ktorych struktury trzeciorzedowe
tworzg si¢ w odpowiedzi na wigzanie jonu metalu, co znaczaco utrudnia wykorzystanie CSP do
badania miejsc oddzialywan. Tym niemniej udato mi si¢ zastosowaé te metode do identyfikacji
miejsca wigzania jonu Zn*" do czgsteczki DNAzymu 8-17, dzigki zastosowaniu wysokich stezefi jonu
Na’, o znacznie nizszym powinowactwie, do wczesniejszego ustrukturyzowania tego uktadu (praca

H4).



Charakterystyka miejsc wigzania metalu w strukturach NMR — metody oparte na NOE, PRE i PCS

Pomiar CSP jest metoda umozliwiajaca badanie oddziatywan DNA/RNA z szerokim spektrum
jonow metali, jednak dostarcza jedynie przyblizonych informacji o geometrii miejsca wigzania. W
przypadku niektorych jondw mozliwe jest jednak uzyskanie dodatkowych informacji o wyzszej
rozdzielczo$ci dzigki zastosowaniu efektu NOE lub tez efektow paramagnetycznych — PRE i PCS.
Najistotniejszy jon oddziatujagcy z czgsteczkami RNA in vivo, czyli Mg*, jest niemozliwy do
bezposredniej obserwacji metodami NMR. Juz w latach dziewieédziesiatych zauwazono jednak, ze
inertny kompleks kobaltu (IIT) Co(NHs)¢*" oddziatuje z bardzo podobnymi miejscami na powierzchni
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RNA jak w pelni hydratowany jon magnezu (II) Mg(H>O)s Protony czasteczek NH; w tym
kompleksie sa bezposrednio obserwowalne metodami NMR i mozliwy jest pomiar efektu NOE
pomiedzy nimi, a atomami nalezacymi do czasteczki RNA. Doprowadzilo to do szerokiego
zastosowania Co(NH3)e¢** jako substytutu Mg?" w badaniach geometrii oddziatywan tego jonu z RNA.
W podobny sposéb wykorzystywane byly rowniez jony metali przejsciowych o wilasciwosciach
paramagnetycznych — Mn?" czy Ni?* (w obu przypadkach z Ay = 0) — tym razem wykorzystujac fakt,
ze generujg one w swoim otoczeniu efekt paramagnetycznego wzmocnienia relaksacji (PRE).3¢8
Efekt PRE przekladany byl na informacje strukturalne na dwa sposoby. W niektérych pracach
wykorzystywano go jedynie jakosciowo — tworzac listy atomow na powierzchni RNA dla ktérych byt
on obserwowalny i uzyskujac w konsekwencji informacje podobne do dostarczanych przez CSP.3%%
W innych za$ analizowano ilosciowo sif¢ efektu PRE dla poszczegdlnych atoméw, uzyskujac zestaw
wigzoéw  strukturalnych, podobnych do otrzymywanych za pomoca efektu NOE, jednak
obserwowalnych na znacznie diuzsze odlegtosci.*® To drugie podejscie pozwala w teorii na bardzo
precyzyjne wyznaczanie pozycji przyjmowanych przez jony paramagnetyczne w kompleksach z
DNA/RNA, jednak w praktyce precyzyjna ekstrakcja wartosci efektu PRE z widm moze by¢ trudna,®
za$ ich ilosciowa interpretacja wymaga poczynienia dodatkowych zalozen dotyczacych parametrow
opisujacych obserwowany proces relaksacji.** Podobnych probleméw nie sprawia pomiar i
interpretacja innego typu wiezow paramagnetycznych dalekiego zasiegu — przesunie¢ dipolowych,
PCS. Niestety w tym wypadku wymaganie obecno$ci na zwigzanym jonie metalu niesparowanego
elektronu o Ay # 0 bardzo ograniczylo ilos¢ uktadow DNA/RNA, dla ktérych udato si¢ jak do tej pory
zaobserwowac te efekty. W istocie, w bazie danych PDB zdeponowano dotad jedynie dwie struktury
czasteczek kwasow nukleinowych, do rozwigzania ktorych uzyto wiezéw PCS. Pierwsza z nich jest
struktura dupleksu DNA w kompleksie z antybiotykiem chromomycyng A3, wigzacym si¢ w malej
bruzdzie podwojnej helisy i oddziatlujacym z kolei z paramagnetycznym jonem Co**.*! Druga zas,
rozwigzana przez mnie struktura aptameru wiazacego lantanowce (praca H3). Ten drugi przyktad
stanowi pierwszy uktad, dla ktérego udalo si¢ zmierzy¢ wiezy PCS wywolane bezposrednim
oddziatywaniem kwasu nukleinowego z jonem metalu paramagnetycznego. To odkrycie daje nadzieje

na znacznie szersze wykorzystanie efektow paramagnetycznych w badaniach NMR kwasow



nukleinowych w przysztosci, dzieki mozliwosci przeszczepienia zidentyfikowanego miejsca wigzania

lantanowcow do innych uktadéow DNA/RNA (Rozdzial 3.2).

Oddzialywania DNA/RNA-metal i ich badania metodami NMR — podsumowanie

Kwasy nukleinowe oddzialuja z jonami metali w znaczaco inny sposéb niz uklady biatkowe.
Oddzialywania te charakteryzuja si¢ nie tylko dos¢ niskimi warto$ciami statej wigzania, ale réwniez
czesto ograniczong specyficznoscia — zardbwno rozumiang jako selektywnos$¢ wzgledem konkretnego
jonu metalu (,,metal-specificity”) jak i jako stopien zdefiniowania miejsca oddziatywan w przestrzeni
(,,site-specificity”). Cechy te moga znaczaco utrudnia¢ strukturalng oraz funkcjonalng charakterystyke
zachodzacych oddzialywan metodami eksperymentalnymi. Pomimo tych ograniczen oddzialywania z
jonami metali sg kluczowym czynnikiem ksztattujagcym struktury przestrzenne kwaséw nukleinowych,
a w przypadku ukladow aktywnych katalitycznie — rybozymow i DNAzyméw — rowniez ich
aktywnos$¢. Badania strukturalne kompleksow kwasow nukleinowych z jonami metali metodami NMR
utrudnia dodatkowo niemozliwo$é bezposredniej obserwacji wigkszosci istotnych biologicznie jondw.
Z tego powodu do opisu miejsc ich wigzania wykorzystuje si¢ seri¢ metod opartych na pomiarze
wplywu ich obecnosci na parametry widmowe atomdw nalezacych do DNA/RNA. Badania takie
czesto uzupelnia si¢ réwniez przez zastosowanie metod obliczeniowych. W przypadku struktur
przestrzennych kwaséw nukleinowych, ktorych samo utworzenie jest nastepstwem zwigzania jonu
metalu, pierwszym i czesto najbardziej pracochlonnym etapem badan jest wyznaczenie samej

struktury DNA/RNA.

Rozdzial 2

Struktury kompleksow kwasow nukleinowych z jonami metali wyznaczone
w ramach prezentowanego osiagniecia habilitacyjnego

2.1  Prace H1 i H2 — wyznaczenie struktury przestrzennej G-kwadrupleksu r(UGGUGGU), i
wyjasnienie jej zwigzku z niezwyklg stabilnoscig termiczna tego ukladu.

Zarys budowy i roznorodnosci konformacyjnej czqsteczek G-kwadrupleksow
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G-kwadrupleksy DNA i RNA stanowig istotny biologicznie i w konsekwencji szeroko
badany w ostatnich dziesigcioleciach typ niekanonicznych struktur kwasow nukleinowych. Sg one
rownoczesnie by¢ moze najszerzej znanym przyktadem struktur DNA/RNA tworzacych si¢ dzieki
specyficznemu wigzaniu jonéw metali. Podstawowym elementem budujacym G-kwadrupleksy sa G-
tetrady, tworzace si¢ poprzez odzialywania wodorowe typu Hoogsteen’a pomigdzy czterema
nukleozasadami guanozyny (Rysunek 2.1.1a).* Najprostsze G-kwadrupleksy sktadajg si¢ juz z dwoch

oddziatujacych warstwowo G-tetrad. Jednak nawet te najprostsze struktury nie moga istnie¢ bez



specyficznego zwigzania jonu metalu (Rysunek 2.1.1b).*> Wynika to z faktu, ze oddzialywanie
warstwowe pomigdzy dwiema G-tetradami zbliza do siebie na odleglosé kilku angstremow az osiem
atoméw tlenu (06) grup karbonylowych nukleozasad guanozyny. Kazdy z tych atoméw niesie
czesciowy tadunek ujemny i takie nagromadzenie niezoboje¢tnionego tadunku prowadzitoby do silnego
odpychania elektrostatycznego. Zwiazanie jonu metalu w tzw. centralnym kanale G-kwadrupleksu,
wyznaczanym wiasnie przez wspomniane atomy O6, ekranuje odpychanie pomi¢dzy nimi i dostarcza
w zamian stabilizujgcych strukture oddzialywan z ladunkiem dodatnim jonu. W komoérkach struktury
G-kwadrupleksow stabilizowane sa najczgsciej jednowartosciowymi jonami K*, ktore lokuja sie
pomiedzy G-tetradami bezposrednio koordynujac wszystkie osiem atomow O6 sgsiednich tetrad.®
Kationy o mniejszym promieniu jonowym moga przyjmowaé nieco odmienne pozycje w kanale G-
kwadrupleksu — na przyktad jony Na* lokujg sie cze$ciej blizej plaszczyzny pojedynczej G-tetrady® —
jednak zawsze wigzanie opiera sie na bezposredniej koordynacji do atomow O6 i wymaga catkowitej
dehydratacji wigzanego jonu. Pomimo wystepowania bezposredniej koordynacji DNA/RNA-metal
miejsca wigzania tworzace si¢ w kanalach G-kwadrupleksow charakteryzuja sie dos¢ niska

selektywnoscig i akceptuja szeroka game jondw metali.

Bardzo istotng cecha G-kwadrupleksow jest olbrzymia réznorodnos¢ struktur przestrzennych
tworzonych przez te uklady.** Trzon G-kwadrupleksu — stos oddzialujacych warstwowo G-tetrad —
sklada si¢ z czterech niezaleznych nici DNA/RNA, z ktorych kazda dostarcza po jednej reszcie
guanozyny do poszczegodlnych tetrad. G-kwadrupleksy akceptuja dowolne kombinacje kierunkowosci
tworzacych je nici wzgledem siebie (Rysunek 2.1.1c). Mozemy wiec wyrozni¢ G-kwadrupleksy
rownolegle (zgodna kierunkowos¢ wszystkich nici), hybrydowe (jedna ni¢ biegnie w przeciwnym
kierunku niz pozostale) oraz antyrownolegle (dwie nici o zgodnej kierunkowosci i dwie o przeciwnej).
Dodatkowo, cho¢ w konstrukcji samego trzonu G-kwadrupleksu tworzace go cztery ciagi guanozyn
(G-trakty) stanowia rzeczywiscie niezalezne od siebie nici, w strukturze kowalencyjnej czasteczki
DNA/RNA moga by¢ one polaczone dodatkowymi ciggami niesparowanych reszt nukleotydowych,
tworzacych tzw. petle G-kwadrupleksu. Obok G-kwadruplekséw czteroczasteczkowych, w ktoérych
kazda z czterech nici tworzacych trzon G-kwadrupleksu stanowi rzeczywiscie odrebng ni¢ DNA/RNA,
mamy wiec réwniez do czynienia z G-kwadrupleksami dwu- i jednoczasteczkowymi (Rysunek
2.1.1d). W przypadku tych ostatnich dwdch grup mozemy dodatkowo wyrdznié trzy typy konformacji
regionow tworzacych petle — tzw. petle zewngtrzna, petle boczng i diagonalng (Rysunek 2.1.1e). Te
niezalezne od siebie, liczne stopnie swobody, prowadza do sytuacji, w ktdrej nawet ograniczajac si¢
do G-kwadruplekséw jednoniciowych mozemy wyodrebni¢ az 26 réznych topologii kanonicznych G-
kwadrupleksow.** Ta niezwykla mnogos¢ struktur G-kwadrupleksow sprawia, ze pomimo ponad
trzech dekad intensywnych badan oraz wyznaczenia ponad pigciuset struktur z wysoka
rozdzielczoscia, nadal niemozliwe pozostaje przewidzenie na podstawie znanej sekwencji

oligonukleotydu, w ktorg z licznych struktur G-kwadrupleksow zwinie si¢ on w roztworze.



Cechy szczegolne G-kwadrupleksow RNA i tetrady nieguaninowe

Z pozoru btahym szczegoétem struktur wszystkich topologii G-kwadrupleksow, z wyjatkiem
topologii réwnoleglej, jest obecnos¢ reszt guanozyny przyjmujacych konformacje syn wokot wiazania
glikozydowego.*® Fakt ten ma jednak kluczowe znaczenie dla struktur kwadrupleksow RNA, gdyz dla
tego typu biopolimeru konformacje syn nukleotyddw purynowych sg wysoce niekorzystne
energetycznie. W konsekwencji dla G-kwadrupleksow RNA, niezaleznie od czasteczkowoscli,
eksperymentalnie obserwowana jest prawie wylgcznie topologia réwnolegla.’*% Nie oznacza to
jednak, ze uklady te nie wykazuja si¢ réznorodnosciag konformacyjna. Nukleozasady inne niz
guanozyny nie tworza wystarczajaco stabilnych homo-tetrad, aby mogly staé¢ sie¢ podstawowym
elementem budulcowym struktur czteroniciowych DNA Iub RNA (potencjalnych A-, C- lub U-
kwadrupleksow). Tym niemniej, tetrady tego typu byly obserwowane w serii czasteczek DNA i RNA,
w ktorych stabilny trzon G-kwadrupleksowy odpowiednio zblizyt do siebie cztery kopie odpowiedniej
zasady. Takie A-% C-° T-! oraz U-tetrady® stanowia dodatkowy element budulcowy
charakterystyczny dla G-kwadrupleksow (Rysunek 2.1.1f), dodatkowo zwickszajacy stopien
roznorodnosci strukturalnej tych uktadow oraz niekiedy zapewniajacy im niespodziewane wlasciwosci
fizyczne. Istotnym przykladem G-kwadrupleksu RNA, ktérego wlasciwosci ksztaltowane sa w
znacznym stopniu przez obecno$¢ U-tetrad jest badany przeze mnie (prace H1 i H2)
czteroczasteczkowy kwadrupleks r(UGGUGGU),. Studia nad wlasciwosciami tego uktadu rozpoczety
si¢ w grupie Pani prof. dr hab. Zofii Gdaniec w IChB PAN jeszcze przed moim dotaczeniem do jej
zespolu w styczniu 2017 roku i biora swdj poczatek w badaniach zdolnosci powtorzen
trzynukleotydowych typu AGG, CGG oraz UGG do tworzenia struktur G-kwadrupleksowych.>
Poczatkowe badania metodami NMR, wsparte analiza widm masowych, wykazaty zdolnos¢ czasteczki
rUGGUGGU do tworzenia w obecnosci jonow K' oraz Na* czteroczasteczkowego G-kwadrupleksu
zawierajgcego w swojej strukturze az trzy U-tetrady (Rysunek 2.1.2a).”* Dodatkowo badania za
pomoca metod spektroskopii UV ujawnily bardzo wysoka stabilnos¢ termiczng tego ukladu. Co
ciekawe, w okolicach centralnej oraz 3’-koncowej U-tetrady, zaobserwowano seri¢ niespodziewanych
kontaktow NOE pomiedzy atomami, sugerujagcych wystepowanie w tych rejonach nietypowych
konformacji szkieletu RNA. Natura tych atypowych konformacji oraz ich potencjalny zwiazek ze

stabilno$cia uktadu pozostawaty tajemnica.



Rysunek 2.1.1. Budowa i réznorodno$¢ strukturalna czasteczek G-kwadruplekséw. A) struktura chemiczna G-
tetrady z zaznaczonymi na czerwono atomami tlenu O6 grup karbonylowych, B) schemat budowy trzonu G-
kwadrupleksu z zaznaczeniem zwiazanych jonow metali, C) kierunkowos¢ nici w G-kwadrupleksach, D)
czasteczkowos$¢ G-kwadrupleksow, E) typy petli w G-kwadrupleksach, F) struktury chemiczne tetrad
nieguaninowych.
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Rysunek 2.1.2 Struktura G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)4 A) Struktura drugorzedowa wyznaczona w ref. 53, B)
struktura przestrzenna, C) wigzania wodorowe pomiedzy grupa 2°’OH koncowej urydyny a grupa fosforanowa.
Rysunek zawiera elementy Figury 1 z pracy H1.

wigzanie wodorowe
U7-2'0H do G6-OP2

Wyznaczenie struktury G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)4

Pierwszym zadaniem jakiego podjatlem sie po dotaczeniu do zespotu prof. dr hab. Zofii
Gdaniec bylo wyznaczenie struktury przestrzennej G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)s z wysoka
rozdzielczoscia przy uzyciu danych NMR zmierzonych w obecnosci jondw potasu K*. Poniewaz nie
mialem jeszcze wypracowanych sprawdzonych procedur i schematéw ekstrakcji  wigzow
strukturalnych z widm NMR, prowadzenia obliczen strukturalnych czy tez analizy otrzymanych
struktur, wszystkie te procedury wypracowalem w toku wyznaczania struktury kwadrupleksu
r(UGGUGGU)4. W  obliczeniach strukturalnych postugiwalem si¢ klasycznymi wigzami
odlegtosciowymi NOE oraz na katy dwuscienne. W przypadku obliczen strukturalnych dla kazdego
nowego ukladu nalezy upewni¢ sie, ze stosowany schemat obliczenn zapewnia odpowiednio szeroki
zakres probkowania przestrzeni konformacyjnej badanej biomolekuty oraz ze pozwala na relatywnie
proste pokonywanie barier pomiedzy poszczegélnymi minimami lokalnymi, w celu zapewnienia
szansy na znalezienie minimum globalnego - finalnej struktury NMR. W przypadku G-kwadrupleksu
r(UGGUGGU)4, powazne utrudnienie w obliczeniach strukturalnych stanowil fakt czterokrotnej
degeneracji wszystkich obserwowanych czestotliwosei rezonansowych, spowodowany symetrig
powstajacej struktury. Oznacza to, ze dla kazdego wyekstrahowanego z widm kontaktu NOE
niemozliwe bylo ustalenie czy odpowiada za niego bliskos¢ dwdch atomoéw nalezacych do jednej nici
RNA czy tez kontakt z jedng z pozostatych trzech nici, a moze suma obu czynnikow. Z tego powodu
wszystkie wigzy NOE traktowalem w obliczeniach jako tzw. wiezy niejednoznaczne (ang.
“ambiguous restraints”), ktére moga by¢ spelnione na wiecej niz jeden sposob. Po zmudnej
optymalizacji procesu prowadzenia obliczen zdecydowalem si¢ na dwustopniowag procedure, opisang
ze szczegdtami w pracy H1. W ogdlnym schemacie opierala si¢ ona na pierwotnym znalezieniu
przyblizonej struktury wychodzac z przypadkowej konformacji RNA i stosujac uproszczone pole

sitowe do opisu struktury kowalencyjnej i elektrostatyki uktadu oraz pdézniejszym powtodrzeniu



obliczen uzywajac przyblizonej struktury jako punktu startowego oraz bardziej zaawansowanego pola
sifowego w celu wlasciwego uchwycenia lokalnych szczegotéw geometrii uktadu. Procedura ta
pozwolita na uzyskanie dobrze zdefiniowanej wigzki struktur NMR, ktdéra zdeponowalem w bazie

danych PDB, pod kodem dostepu 6GE1 (Rysunek 2.1.2b).

G-kwadrupleks r(UGGUGGU), zawiera motyw strukturalny odwroconej U-tetrady

Wyznaczona struktura wykazala obecnos¢ nietypowych wartosci katow dwusciennych
szkieletu cukrowo-fosforanowego w okolicach centralnej U-tetrady, lecz najbardziej niespodziewana
jej cecha byla konformacja 3’-koncowego rejonu czasteczki. W rozwigzanej strukturze
zaobserwowalem gwaltowny zwrot szkieletu cukrowo-fosforanowego o prawie 180 stopni tuz przed
ostatnig reszta urydyny (Rysunek 2.1.2b). Konformacja ta odwraca kierunkowos¢ (tozsamosé
donoréw i akceptoréw wigzan wodorowych) ostatniej U-tetrady w stosunku do pozostatych tetrad w
G-kwadrupleksie oraz zupelnie zmienia geometri¢ oddzialywan warstwowych 3’-koncowych urydyn z
poprzedzajacymi je resztami guanozyny. Te nietypowa konformacje nazwalem “odwrdécong U-
tetradg™ (ang. “reversed U-tetrad”). Jako najbardziej wyrdzniajacy si¢ element struktury wydata si¢
ona prawdopodobnym zroédlem nietypowo wysokiej stabilnosci badanego ukladu. Wiedziony tym
przypuszczeniem dokonalem kwerendy literaturowej danych dotyczacych G-kwadrupleksow
zakonczonych 3’-koncowag U-tetrada. Ujawnita ona, ze podobne “odwrécone U-tetrady” byly juz
obserwowane w strukturach krystalograficznych, lecz ich wlasciwosci nigdy nie byly szerzej
dyskutowane, by¢ moze uwazano, ze tak nietypowa konformacja peryferyjnej reszty nukleotydowej
moze by¢ jedynie nastgpstwem sil upakowania w krysztale. Natrafitem réwniez na serig¢ artykutéw nie
zawierajacych danych strukturalnych, lecz wskazujacych, ze obecnosé¢ 3’ -koncowej reszty urydyny w

czteroniciowych kwadrupleksach RNA zwigksza ich stabilno$¢ termiczng o nawet 30 °C.%>

Dane te sktonity mnie do glebszej analizy motywu “odwréconej U-tetrady” w poszukiwaniu
konkretnych oddzialywan mogacych tak znaczaco stabilizowaé te¢ konformacje. Pierwszym
kandydatem byto prawdopodobne tworzenie si¢ dodatkowego wiazania wodorowego pomiedzy grupa
2°0OH koncowej urydyny a grupa fosforanowa poprzedzajacej ja guanozyny (G-1), mozliwe dzigki
zawinieciu szkieletu cukrowo-fosforanowego towarzyszacemu tworzeniu si¢ “odwroconej U-tetrady”
(Rysunek 2.1.2c). Zaangazowanie grupy 2°’OH w wigzanie wodorowe sugerowala juz na wczesnym
etapie badan jej wysoka odpornos¢ na wymiang z rozpuszczalnikiem obserwowana w widmach NMR,
jednak dopiero wyznaczenie detali struktury trojwymiarowej pozwolilo zaproponowaé grupe
fosforanowa jako akceptor tego wiazania wodorowego. W poglebiajacej analize wilasciwosci
“odwrdconej U-tetrady” pracy H2 udalo mi si¢ uzyskaé¢ bezposrednie potwierdzenie eksperymentalne
obecnosci tego wigzania wodorowego, dzigki obserwacji sprzezenia skalarnego protonu grupy 2’OH z

atomem fosforu odpowiedniej reszty fosforanowej. Jednakze na etapie zbierania danych do pracy H1



nie dysponowatem jeszcze tg informacjg, dlatego tez stabilne tworzenie tego wigzania wodorowego
oraz potencjalng obecno$¢ innych czynnikéw stabilizujacych “odwrocong U-tetrade”, jak na przyktad
nietypowa struktura hydratacyjna, postanowilem zbada¢ za pomoca symulacji dynamiki molekularnej
(MD) z wykorzystaniem nieciggtego modelu rozpuszczalnika. Ten aspekt badan prowadzilem we
wspolpracy z dr Joannag Sarzynska, ktorej specjalizacja naukowa sa symulacje MD kwaséw
nukleinowych. We wszystkich przeprowadzonych symulacjach, trwajacych tacznie 6 ps, spodziewane
wigzanie wodorowe jest obecne przez praktycznie caly okres symulacji. Analiza uzyskanych
trajektorii ujawnila rdbwniez tworzenie stabilnej struktury hydratacyjnej, jednak w okolicach centralne;j
U-tetrady, nie za$ 3’-koncowej (Rysunek 2.1.3). Zamiast tego zasugerowala istnienie w strukturze
“odwrdconej U-tetrady” dodatkowego miejsca wigzania jonu K, poza centralnym kanatem G-
kwadrupleksu (Rysunek 2.1.3). Jon ten miatby wigza¢ si¢ w bruzdzie G-kwadrupleksu i bezposrednio
koordynowaé az cztery atomy w strukturze RNA. Miejsce to byloby rowniez, wedlug wynikow
symulacji, przynajmniej do pewnego stopnia selektywne, gdyz nie zaobserwowatem jego wypehiania
w trajektorii uzyskanej w obecnosci jonu Na'. Na podstawie tych wynikow, w pracy HI1
zaproponowalem obecnos¢ czterech dodatkowych wiazan wodorowych oraz miejsc wigzania jonu
potasu (po jednym na kazda ni¢ RNA wchodzaca w sktad G-kwadrupleksu) w strukturze “odwrdconej
U-tetrady” jako czynnikow potencjalnie odpowiedzialnych za stabilizujacy wplyw tego elementu
strukturalnego na zawierajace go G-kwadrupleksy.

Rysunek 2.1.3. Pozycje przyjmowane preferencyjnie przez jony K* (fioletowe) oraz atomy tlenu czasteczek wody (zielone)
w symulacjach dynamiki molekularnej G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)4. Rysunek jest kopia Figury 4 z pracy H1.




Obok poglebionej analizy cech “odwroconej U-tetrady”, druga motywacja do
przeprowadzenia symulacji MD G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)4 bylo zbadanie wplywu obecnosci w
jego strukturze az trzech U-tetrad na wigzanie jonéw metalu w centralnym kanale. G-kwadrupleks
sktadajacy sie z siedmiu kolejnych G-tetrad powinien teoretycznie wiazac az 6 kationow K. Jednakze
mniejszy rozmiar U-tetrady powoduje zwezenie centralnego kanatu w jej okolicy, co moze prowadzi¢
do niemozliwosci przyjecia tak wielu jondw przez czasteczke r(UGGUGGU)s. Z powodu
zaangazowania jonéow K* wigzacych si¢ w kanale w sam proces ukladania si¢ struktury G-
kwadrupleksu, charakterystyka tego oddziatywania metodami NMR jest bardzo utrudniona (co
przedyskutuje dalej w Rozdziale 3.1). Trudnoscig w zastosowaniu metod obliczeniowych do tego celu
jest natomiast wysoka inertno$¢ jondw zwigzanych w kanale, co uniemozliwia uzyskanie zbieznosci
symulacji w aspekcie ustalenia ich wlasciwosci rownowagowych. Tym niemniej przeprowadzenie
serii symulacji zawierajacych oryginalnie cztery, pie¢ oraz sze$¢ jonéw K* w kanale pozwolito mi
stwierdzi¢, ze najprawdopodobniejsza sytuacja jest obecno$¢ w kanale G-kwadrupleksu czterech
jonow K*. W pozostatych symulacjach bowiem albo jeden z jonéw byt usuwany z kanatu podczas
dynamiki albo tez obserwowane byly znaczace zaburzenia geometrii wigzan wodorowych w G-
tetradach (Rysunek 2.1.4).

Rysunek 2.1.4. Obserwowane w symulacjach dynamiki molekularnej zachowanie jonow K* w centralnym kanale G-

kwadrupleksu r(UGGUGGU)4. Symulacje przeprowadzone z czterema (A), pigcioma (B) lub szescioma (C) jonami K*
obecnymi oryginalnie w kanale G-kwadrupleksu. Rysunek jest kopia Figury 3 z pracy H1.
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Eksperymentalna ocena Zrodel stabilnosci motywu odwroconej U-tetrady

Temat zwiazku cech strukturalnych motywu “odwroconej U-tetrady” z jego stabilizujacym
wplywem na struktury G-kwadruplekséw podjatem ponownie w pracy H2. W tej pracy przetestowane
eksperymentalnie zostaly przyczynki do efektu stabilizujacego pochodzace od zaproponowanych
- jak réwniez od serii innych potencjalnych czynnikéw, takich jak sprzyjajace oddzialywania
warstwowe czy dopasowanie steryczne. W tym celu do struktury badanego G-kwadrupleksu
wprowadzono seri¢ precyzyjnie dobranych modyfikacji chemicznych, ktoérych zadaniem bylo
selektywne wplywanie na wybrane sposréd wymienionych powyzej czynnikéw. Tak wiec, na
przyktad, poprzez zastgpienie 3’-koncowej reszty (rybo)urydyny jej odpowiednikiem z serii deoxy-
spodziewalismy sie selektywnie usunaé wigzania wodorowe grup 2’0OH do reszt fosforanowych, bez
zaburzania oddziatywan warstwowych czy tez wiazan wodorowych tworzacych sama U-tetrade. Serig
wprowadzonych na 3’-koncu modyfikacji ilustruje (Rysunek 2.1.5). Analiza efektéw wprowadzenia
kazdej z modyfikacji koncentrowala si¢ na dwdch plaszczyznach: strukturalnej (czy obecnos$é danej
modyfikacji wptywa na konformacje 3’°-koncowej czesci G-kwadrupleksu) oraz temodynamicznej (jak
zmienia si¢ stabilno$¢ termiczna zmodyfikowanego ukladu). W ramach czesci strukturalnej mdj wkiad
eksperymentalny koncentrowat si¢ na analizie wlasciwosci wszystkich modyfikowanych oligomerow
metodami NMR. Dokonalem réwniez pomiaru oraz analizy widm dichroizmu kotowego (CD) dla
wszystkich badanych uktadow, w celu sprawdzenia czy motyw “odwrdconej U-tetrady” posiada
charakterystyczny “fingerprint” widmowy w spektroskopii CD. Analiz metodami NMR oraz CD
kazdego z uktadéow dokonalem dwukrotnie - w obecnosci jonéw K* oraz Na' - uzyskujac bardzo
zblizone wyniki. Swiadczylo to o braku wplywu typu wigzanego kationu metalu na wiasciwosci
konformacyjne badanych uktadéw. Rownolegle wspotautorka pracy H2, dr Karolina Zielinska,
dokonata pomiarow temperatur topienia poszczegoélnych ukladéw za pomoca spektroskopii UV.
Zbiorcza analiza uzyskanych wynikow pozwolita wyodrebnié czynniki odpowiedzialne za stabilnos¢
motywu “odwréconej U-tetrady”. Na przyktad, dla modyfikacji deoksyU (M1 na Rysunku 2.1.5)
analiza strukturalna wykazala obecno$¢ niezaburzonej konformacji “odwréconej U-tetrady”, podczas
gdy dane UV ujawnily obnizenie stabilnosci termicznej uktadu o okoto 10 °C. Ten sam efekt byt
obserwowany zaréwno w obecnosci jonow K' jak i Na'. Wprowadzenie modyfikacji deoksyU
selektywnie usuwa ze struktury “odwrdconej U-tetrady” cztery wigzania wodorowe tworzone przez
grupy 2°0OH, dlatego tez obserwowane obnizenie temperatury topnienia ukladu zinterpretowalismy
jako dowdd, ze te oddziatywania wodorowe stanowig istotny czynnik stabilizujacy odwrocong tetrade.
Whiosek ten nie byl z poczatku oczywisty, gdyz atomy tlenu O2’ reszt urydyny stanowia roéwniez
jeden z czterech bezposrednich ligandéw jonu K* w obserwowanym w symulacjach MD miejscu
wigzania w bruzdzie G-kwadrupleksu. Ich usunigcie moze wiec rowniez zaburza¢ interakcje jonu

metalu z tym miejscem. Istotny wplyw tego czynnika zostal jednak wykluczony dzieki obserwacji, ze



destabilizujacy wplyw modyfikacji deoksyU jest niezalezny od tego czy obecny jest jon K* czy tez
Na'. Na podstawie tej obserwacji wyciagnelisSmy wniosek, ze wigzanie jonow K" w bruzdach G-
kwadrupleksu ma znikomy wplyw na jego stabilno$¢ termiczna, wbrew wczesniejszym
przypuszczeniom. Analiza strukturalna pozostalych modyfikowanych oligomeréw wykazata, ze
tworzenie “odwroconej U-tetrady” jest bardzo wrazliwe na obecnos¢ wszelkich czynnikdéw
powodujacych dodatkowe stloczenie steryczne w jej bliskosci oraz, ze potencjalnie drugim istotnym
elementem odpowiedzialnym za jej wysoka stabilno$¢ sg korzystniejsze oddziatywania warstwowe niz
te wystepujace dla konwencjonalnych geometrii oddziatywan sasiednich tetrad. Z teza ta zgodne byly
rowniez wyniki dodatkowych analiz in silico za pomoca metody MM-GBSA. Poréwnywaly one
energetyke G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)4 zawierajgcego natywna “odwrdcong U-tetrade” oraz jego
hipotetycznej konformacji zawierajacej “standardowg” U-tetrade i najwicksze obserwowane rdznice
dotyczyly rzeczywiscie czlonu zwigzanego z oddzialywaniami warstwowymi.

Rysunek 2.1.5. Zestaw modyfikacji chemicznych wprowadzonych do 3’-koficowej reszty nukleotydowej kanale G-

kwadrupleksu r(UGGUGGU)4 w celu zrozumienia Zrédel stabilnosci termicznej motywu ,,odwréconej U-tetrady”.. Rysunek
jest kopia Figury 2 z pracy H2.
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Badania G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)4 i motywu odwroconej U-tetrady — podsumowanie

W pracach H1 i H2 zaproponowatem wyjasnienie niespodziewanie silnego efektu stabilizacji
termicznej czteroczasteczkowych G-kwadrupleksow RNA, zwigzanego z obecnoscig w ich strukturach
3’-koncowej reszty urydyny. Wykazatem, ze uktady takie tworza motyw strukturalny nazwany przeze
mnie “odwrocong U-tetradg” oraz ze istotnymi zrodtami jego stabilnosci sa dodatkowe wigzania

wodorowe tworzone przez grupy 2°-OH oraz korzystna geometria oddziatywan warstwowych



pomiedzy terminalnymi tetradami. W toku badan zasugerowatem tez tworzenie dodatkowego miejsca
wigzanie jonu K" w bruzdzie G-kwadrupleksu, lecz obecnosé¢ tego elementu struktury obserwowatem

jedynie in silico i nie zostala ona dotad potwierdzona eksperymentalnie (Rozdzial 3.1).

2.2 Praca H3 — wyznaczenie struktury przestrzennej aptameru wigzacego lantanowce (LnA) z
wykorzystaniem wiezéw paramagnetycznych PCS

Czgsteczki kwasow nukleinowych wigigce jony lantanowcow a metody paramagnetycznego NMR

Istotnym zrédlem mojego zainteresowania czasteczkami kwaséw nukleinowych zdolnymi do
silnego i specyficznego wigzania jondw metali jest cheé wykorzystania takich ukladéw do
rozszerzenia zdolnosci badawczych biomolekularnej spektroskopii NMR. Jak opisywalem juz w
Rozdziale 1, istotnym ograniczeniem klasycznych wiezow strukturalnych NMR jest ich lokalny
charakter, negatywnie wplywajacy na dokladnos$¢ i precyzje wyznaczania globalnych parametrow
strukturalnych skomplikowanych struktur DNA/RNA.* Rozwigzaniem tego problemu jest
zastosowanie dalekozasiegowych wigzéw NMR — RDC, PCS, PRE - jednak, dostep do nich w
badaniach kwaséw nukleinowych pozostaje ograniczony. Brak w szczegdlnosci metod indukowania
dla tych uktadéw efektu PCS, ktorego obserwacja wymaga sztywnego przytwierdzenia jonu metalu o
wiasciwosciach paramagnetycznych charakteryzujacego sie Ay # 0 do badanej czgsteczki.*?
Najbardziej wartosciowym zrodlem wiezow PCS w uktadach biatkowych sg jony z grupy
lantanowcow, ktore dzieki zblizonym wlasciwosciom chemicznym oddzialuja zazwyczaj wszystkie z
jednym miejscem wigzania, pozwalajac na rejestracje kilku zestawdéw komplementarnych wigzdw
PCS. Z uwagi na dyskutowane w Rozdziale 1 ograniczone powinowactwo kwaséw nukleinowych do
jonow metali oraz czgsto gorzej zdefiniowana geometrie oddziatywan, dla tych biopolimeréw nie
udato si¢ do tej pory zidentyfikowa¢ motywu strukturalnego wigzacego jony lantanowcow, ktory
bytby zdolny do wywotywania silnych efektow PCS, uzytecznych jako wigzy strukturalne. Z tego tez
powodu zainteresowalem si¢ odkrytym w 2016 roku aptamerem DNA wigzacym lantanowce?® z sub-
mikromolowym powinowactwem oraz seria czasteczek DNAzymow aktywnych w obecnosci jondw
lantanowcéw?* i postanowilem zbadaé obecne w nich miejsca oddziatywan. Tematyka ta —
wykorzystanie wigzania jondw lantanowcow przez specyficzne motywy strukturalne DNA do
indukowania efektow paramagnetycznych spektroskopii NMR - nie byla wczesniej realizowana w
jednostce, w ktdrej jestem zatrudniony. Stanowi ona mdj wlasny pomyst badawczy, na ktérego
realizacj¢ zdobylem finansowanie w ramach programu NCN OPUSI9 (grant zatytulowany
“Oligonukleotydy wiazace lantanowce (OWL) jako znaczniki paramagnetyczne w spektroskopii NMR
kwasoéw nukleinowych”). Praca H3 prezentuje wyniki badan nad strukturg aptameru wiazacego
lantanowce oraz geometrig obecnego w nim miejsca oddziatywan. Wykazuje w niej réwniez wysoka

warto$¢ indukowanych w tym uktadzie efektow PCS jako wiezoéw strukturalnych.



Wyznaczenie struktury LnA 7 wykorzystaniem wiezow paramagnetycznych

Przed rozpoczeciem dyskusji uzyskanych wynikéw istotne jest zaznaczenie, ze prawie
wszystkie znane czasteczki aptameréw oraz DNAzymoéw identyfikowane sa tzw. metoda SELEX
(skrét od ang. “Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment”),”’ znang réwniez jako
selekcja in vitro (ang. “in vitro selection™).”® Metoda ta pozwala na wyselekcjonowanie, z szerokiej
puli czasteczek DNA lub RNA o przypadkowych sekwencjach nukleotydéw, motywow
sekwencyjnych oddziatujacych z wybranym celem molekularnym. Nie dostarcza ona jednak
bezposrednio zadnych informacji o strukturze przyjmowanej przez zidentyfikowane aptamery czy tez
o geometrii, a nawet polozeniu miejsca oddziatywan. Wstepnych, przyblizonych danych moze
dostarczy¢ analiza zmiennosci sekwencyjnej wyselekcjonowanych czasteczek DNA/RNA, jednak
poznanie struktury przestrzennej aptameru i geometrii jego kompleksu z wigzanym celem
molekularnym wymaga badan za pomoca jednej z wysokorozdzielczych metod biologii strukturalne;j.
Rysunek 2.2.1. Struktura drugorzedowa aptameru wigzacego jony lantanowcow. A) konstrukt stworzony w oryginalnej
publikacji —,,L.n_aptamer™?%, B) zachowawczo$¢ reszt nukleotydowych pomiedzy wariantami aptameru otrzymanymi metoda
SELEX, C) konstrukt zoptymalizowany do badan NMR — ,LnA”. Oznaczenia koloréw reszt: fioletowe — region staly w

eksperymencie SELEX, zielone — region zmienny eksperymencie SELEX, szare — region dodane po eksperymencie SELEX.
Rysunek zawiera elementy Figury 1 z pracy H3.
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W przypadku aptameru wigzacego lantanowce, wstgpna analiza wybranych metoda SELEX
sekwencji, przeprowadzona przez autoréw tego eksperymentu, pozwolita stworzy¢ konstrukt aptameru
o dlugosci 45 jednostek nukleotydowych (nt) oraz zaproponowac dla niego strukture drugorzedowa
przedstawiong na Rysunku 2.2.1a.%6 Wysoka zachowawczos¢ niektorych reszt w rejonie petli faczacej
elementy helikalne (Rysunek 2.2.1b) pozwolita wskaza¢ ten rejon struktury, jako potencjalne miejsce
wigzania jonu metalu, lecz bez sugerowania zadnych szczegotow zachodzacych oddziatywan. Przed
rozpoczeciem glebszych badan strukturalnych tego uktadu metodami NMR zdecydowatem si¢ na

probe dalszej optymalizacji sekwencji aptameru, majaca na celu uzyskanie znacznie skroconego jego



wariantu ulatwiajacego analize NMR. Zaprojektowalem seri¢ krotszych wariantéw aptameru i dla
kazdego z nich ocenilem zdolno$¢ oddzialywania z jonami lantanowcéw za pomoca metod
spektroskopii UV i CD. Bylo to mozliwe dzieki temu, ze wigzanie lantanowca wywotluje silne zmiany
zarowno struktury jak i stabilnosci termicznej czasteczki aptameru, obserwowalne za pomoca
wymienionych technik. Tym sposobem udato mi si¢ uzyskac konstrukt oznaczony odtad skrétem LnA

o dlugosci 28 nt (Rysunek 2.2.1¢) i niezaburzonej stalej wiazania jonu lantanowca (Kq = 0.3 pM).

Rysunek 2.2.2. Rejony protonéw iminowych i aromatycznych widma "H NMR czgsteczki LnA. A) pod nicobecnosé¢ jonu
lantanowca oraz w obecnosci 1 ekwiwalenta: B) Lu’t, C) Eu*’, D) Yb**, E)Ce’* F)Tm3*. Rysunek jest kopig Figury 2 z pracy

H3.
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Juz wstepna analiza widm 'H NMR tego ukladu wykazala tworzenie szeregu nowych par
zasad w odpowiedzi na obecnos¢ jonu diamagnetycznego lantanowca — lutetu Lu**(Rysunek 2.2.2a vs
b). Miareczkowanie LnA serig innych — paramagnetycznych — lantanowcéw pozwolito na
zaobserwowanie silnych przesunie¢ sygnaléow w stosunku do probki diamagnetycznej, ktore po
przypisaniu widm mozna przetozy¢ na wigzy strukturalne PCS (Rysunek 2.2.2b-f). Juz przypisanie
czestotliwosei rezonansowych protonow iminowych pozwolilo na identyfikacje jednego z nowych
elementow strukturalnych tworzacych si¢ po zwigzaniu jonu metalu. Mianowicie obserwacja pary
zasad typu wobble pomiedzy resztami G17 i T23 oraz dodatkowej pary zasad GC sasiadujgcej z nig w
przestrzeni wykazata ustrukturyzowanie si¢ znacznej czesci rejonu petli w trzeci, krétki element
helikalny (Helisa 3, rys. Rysunek 2.2.3a). W celu wyznaczenia wzajemnej orientacji trzech elementéw
helikalnych w przestrzeni, a wiec struktury trzeciorzedowej aptameru, dokonatem petnego przypisania

czestotliwosci rezonansowych, wyznaczytem wigzy strukturalne NOE i PCS i wykonatem symulacje



dynamiki molekularnej ograniczonej tymi wiezami. W pierwszym etapie wyznaczylem wstepnie
strukture trojwymiarowa uzywajac jedynie wigzow klasycznych (NOE i na katy dwuscienne).
Nastepnie zas wykorzystalem uzyskana strukture do przyblizonego wyznaczenia pozycji jonu metalu
za pomoca danych PCS. W drugim etapie udoktadnialem juz strukture catego kompleksu uzywajac
zarowno wiezow klasycznych jak i PCS, wrazliwych na polozenie kazdego z atomoéw w czasteczce
DNA w ukladzie odniesienia jonu metalu. W celu przeprowadzenia symulacji ograniczonych wiezami
PCS musialem réwniez dokonaé edycji kodu zroédlowego programu AMBER18 w celu wlasciwego
opisu tych efektow w symulacjach. Wykonane obliczenia pozwolity mi wyznaczy¢ strukture LnA w
kompleksie z jonami lantanowcow (Rysunek 2.2.3b), ktorg zdeponowalem w bazie PDB pod kodem
dostepu 7QB3.

Rysunek 2.2.3. Struktura aptameru LnA indukowana wiazaniem jonéw lantanowcow. A) Rzeczywista struktura
drugorzedowa, B) struktura przestrzenna, C) miejsce wiazania jonu lantanowca. Na panelu C zielone linie ilustruja

bezposrednie kontakty DNA-metal, za§ czarne odleglosci DNA-metal odpowiednie dla oddzialywan w zewnetrznej sferze
koordynacyjnej. Rysunek stanowi kompilacje elementéw Figur 3, 4 i 5 z pracy H3.
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Cechy struktury trzeciorzedowej LnA i miejsca wigzania jonow lantanowcow

LnA przyjmuje sztywng strukture trzeciorzedowa utworzong poprzez oddzialywanie
wspotosiowe Helis 1 i 3 (Rysunek 2.2.3b). Helisa 2 zakotwicza si¢ natomiast w przyblizeniu pod

katem prostym do pozostalych. Taka aranzacja elementéw helikalnych prowadzi do “zakleszczenia”



fragmentu szkieletu fosforanowego (zazwyczaj skierowanego w strong roztworu) pomiedzy helisami 2
i 3. Co istotne, w zdeponowanej w PDB strukturze obecny jest rowniez zwigzany jon lantanowca,
gdyz jego pozycja zostala bezposrednio wyznaczona eksperymentalnie za pomoca wiezow PCS. Jon
lantanowca oddzialuje bezposrednio z trzema grupami nalezacymi do czasteczki DNA — atomem O2
niesparowanej reszty cytydyny C16 lokujacej sic w malej bruzdzie helisy 2 oraz dwoma grupami
fosforanowymi nalezacymi do “zakleszczonego” fragmentu szkieletu (Rysunek 2.2.3c). Za utworzenie
kieszeni zawierajacej te trzy grupy w odpowiedniej bliskosci odpowiedzialna jest aranzacja
trzeciorzedowa uktadu. Obserwacja trzech bezposrednich oddzialywan koordynacyjnych DNA-metal
sugeruje, ze zwigzany jon pozostaje czeSciowo hydratowany gdyz jony lantanowcoéw przyjmuja
zazwyczaj liczby koordynacyjne z zakresu 7-9. W celu zbadania czy koordynujace zwigzany jon
czasteczki wody tworza dodatkowe oddzialywania z DNA wykonalem i przeanalizowalem serie
symulacji dynamiki z nieciagglym modelem rozpuszczalnika. Zasugerowaly one istnienie
skomplikowanej sieci wigzan wodorowych pomigdzy czasteczkami wody w pierwszej sferze
koordynacyjnej lantanowca, a atomami elektroujemnymi nalezacymi do czasteczki DNA.
Uwzgledniajac te obserwowane w symulacjach oddziatywania, az dziewie¢ atomow nalezacych do
DNA wydaje si¢ zaangazowanych w wigzanie jonu lantanowca — trzy poprzez bezposrednig
koordynacje oraz sze$¢ przez wigzania wodorowe — co oznacza, ze mamy do czynienia z miejscem

wigzania o wysokiej ztozonosci.

Charakterystyka strukturalna miejsca wigzania jondw metali, specyficznego dla jonow
lantanowcow™! jest istotna z punktu widzenia badan nad zrodtami specyficznosci w oddziatywaniach
DNA-metal. Jednak samo poznanie detali strukturalnych danego miejsca oddzialywan stanowi jedynie
punkt wyjscia do proby wyjasnienia, w jaki sposob determinuja one jego wlasciwosci fizyczne — w
tym wypadku selektywnosé. W przypadku miejsca wigzania jonéw lantanowcow obecnego w
aptamerze LnA, bezposrednie oddziatywania z jonem metalu tworzg dwie grupy fosforanowe oraz
grupa karbonylowa nalezaca do reszty cytydyny. Grupy fosforanowe, z uwagi na niesiony przez nie
fadunek ujemny, nalezg do najbardziej pospolitych ligandéw jonow metali oddziatujacych z
czasteczkami kwasow nukleinowych.* Z drugiej strony cytozyna jest jedyng wolng nukleozasada, do
ktorej wigzg sie jony lantanowcow.” Dlatego tez w pracy H3 sugeruje, ze za obserwowang
specyficznoscia oddzialywan moze sta¢ wlasnie obecnos¢ nukleozasady reszty cytydyny jako jednego

z trzech bezposrednich ligandéw wigzanego jonu metalu.

Wplyw wiezow PCS na dokladnosé i precyzje wyznaczenia struktury LnA

Obecnos¢ stosunkowo sztywnej i asymetrycznej pierwszej sfery koordynacyjnej metalu jest
odpowiedzialna za niezerowa wartos¢ anizotropii podatnosci magnetycznej Ay ulokowanych na nim

niesparowanych elektronéw i w konsekwencji mozliwos¢ obserwacji efektu PCS. Obserwowane



efekty okazaly si¢ jednoznacznie interpretowalne w funkcji parametréow strukturalnych, co wykazata
doskonata zgodno$¢ zamierzonych eksperymentalnie efektow z przewidzianymi na podstawie

struktury (za pomoca réwnania 1 z pracy H3).

Oznacza to, ze jon lantanowca zwigzany do aptameru LnA stanowi doskonale zrodto wiezow
dalekozasiegowych PCS. Ich wartos¢ w badaniach strukturalnych wykazalem w pracy H3 poprzez
poréwnanie struktur LnA wyznaczonych z wykorzystaniem tych wi¢zéw oraz bez nich (Rysunek
2.2.4). Wiazka strukturalna NMR otrzymana z wykorzystaniem wiezow PCS byla znacznie lepiej
zdefiniowana w przestrzeni. Duzo lepiej wyznaczone byly przede wszystkim globalne cechy struktury,
takie jak wartos¢ kata tworzonego przez Helisg 2 z pozostalymi elementami helikalnymi.
Zidentyfikowanie miejsca wigzania jonow lantanowcow do DNA pozwalajacego na obserwacje
wysokiej jakosci wiezow PCS otwiera droge do szerszego zastosowania efektow paramagnetycznych
w spektroskopii NMR kwasow nukleinowych. Pozwalalaby na to izolacja z LnA minimalnego
motywu niezbednego do wigzania jonu metalu a nastepnie jego “przeszczepianie” do innych ukladow

DNA/RNA co zaproponowatem w pracy H3 i przedyskutuje szerzej w Rozdziale 3.2.

Rysunek 2.2.4. Wplyw wigzow strukturalnych PCS na precyzj¢ wyznaczenia struktury przestrzennej aptameru LnA. Wigzka
struktur NMR wyznaczona za pomoca A) jedynie klasycznych wiezéw NOE i ze sprzezen skalarnych, B) wigezdw
klasycznych oraz wigzow PCS. Rysunek zawiera elementy Figury 8 z pracy H3.

RMSD wigzki = 1.51 A RMSD wigzki = 0.70 A

kat pomiedzy helisami = 99° + 11° ¢ kat pomiedzy helisami = 113° + 2°

Badania strukturalne aptameru LnA — podsumowanie

Praca H3 prezentuje strukture przestrzenng aptameru wiazacego jony lantanowcow,
wyznaczong metodami NMR. Cechami wyrézniajgcymi uzyskane w tej pracy wyniki na tle typowych
badan strukturalnych NMR sa doktadne wyznaczenie pozycji przyjmowanej przez oddzialujacy z
DNA jon metalu oraz rzadko spotykana zbieznos$¢ uzyskanej wigzki struktur ($rednie RMSD
pomiedzy strukturami to 0.7 A). Bylo to mozliwe dzigki zastosowaniu dalekozasiggowych efektow
paramagnetycznego NMR — wigzéw strukturalnych PCS. Struktura LnA jest pierwsza zdeponowang

w PDB strukturg DNA, w ktérej bezposrednie oddzialywanie pomigdzy jonem lantanowca, a



czasteczka kwasu nukleinowego pozwolito na obserwacje silnych efektow PCS. Odkrycie uktadu o
takich wlasciwosciach otwiera droge do szerszego zastosowania wigzéw paramagnetycznego NMR w

badaniach DNA/RNA (Rozdziat 3.2).

2.3 Praca H4 — wyznaczenie struktury przestrzennej DNAzymu 8-17 w kompleksie z jonem
Zn*" i zaproponowanie nowego modelu relacji struktura-funkcja dla tego ukladu

Dotychczasowy stan wiedzy o strukturach przestrzennych czgsteczek DNAzymow

Waznym typem czasteczek kwasow nukleinowych, w ktérych zwiazane jony metali moga
petnié nie tylko role strukturalng, lecz réwniez bezposrednio wspomagaé funkcje pelnione przez te
uktady sa czasteczki RNA i DNA o wlasciwosciach katalitycznych, odpowiednio rybozymy i
DNAzymy. Zdecydowanie najistotniejszym typem reakcji chemicznej katalizowanej przez oba te typy
uktadow jest hydroliza RNA, tym niemniej enzymy RNA i DNA r6znig si¢ znaczaco pod wzgledem
zarébwno pochodzenia jak i stopnia, w jakim udalo si¢ do tej pory scharakteryzowac podstawy
strukturalne ich dziatania. O ile najwazniejsze typy rybozymdw hydrolizujacych RNA zostaly
pierwotnie odkryte w genomach szerokiego spektrum organizméw zywych, o tyle obecnosé
DNAzyméw w przyrodzie nadal nie zostala potwierdzona.®® Wszystkie znane tego typu uklady zostaly
otrzymane syntetycznie w procesie tzw. selekcji in vitro opisanej juz w punkcie 2.2. Pomimo
nieobecnosci w przyrodzie DNAzymy maja seri¢ przewag nad rybozymami w zastosowaniach
biotechnologicznych, jak cho¢by znaczaco wyzsza trwato$é, w tym w warunkach komérkowych czy
nizsze koszty produkcji.’! Juz od ich odkrycia w latach dziewigédziesiatych, najwigksze nadzieje
budzi zastosowanie DNAzymoéw jako srodkow terapeutycznych, zdolnych do modulacji pozioméw
wybranych mRNA w organizmach zywych.%? Jednak takie zastosowanie DNAzymow pozostaje jak do
tej pory nadzieja niespetniong. Wynika to w duzej czesci z ich ograniczonej aktywnosci w warunkach
komoérkowych, ubogich w dwuwartosciowe jony metali, stanowiace niezbedne kofaktory wiekszosci
DNAzymow.% Proby projektowania nowych wariantow DNAzymoéw, aktywnych w obecnosci
nizszych stezen jonow metali, ogranicza z kolei brak informacji dotyczacych mechanizméw dziatania
tych ukfadéw. Cho¢ proby krystalizacji czasteczek DNAzymdéw byly podejmowane od lat
dziewieédziesiatych, jednak dopiero w roku 2016 ukazala si¢ pierwsza publikacja prezentujaca
strukture przestrzenng DNAzymu okreslanego symbolem 9DBI1, katalizujacego reakcje ligacji RNA.'®
Rok po6zniej opublikowano struktury krystalograficzne DNAzymu 8-17 w obecnosci jonéw Pb?* oraz
w formie apo, a wiec pozbawionej kofaktora.!” Struktury te dostarczyly pierwszych
wysokorozdzielczych informacji dotyczacych mechanistycznych podstaw dziatania czgsteczek
DNAzymoéw. Ujawnity rowniez nieprzewidziang wczesniej ztozonos¢ strukturalng tych uktadow.
Pokazaly mianowicie, ze liczne rejony sekwencji zbadanych DNAzymdéw uwazane uprzednio za
jednoniciowe tworza w rzeczywistosci stabilne elementy struktury drugo- i trzeciorzgdowej, oparte na

niekanonicznych parach zasad oraz elementach typu pseudowezta.



Motywacja do badan NMR DNAzymu 8-17

Odkrycia te zainspirowaly mnie do podjecia proby badania struktur przestrzennych
DNAzymoéow metodami NMR. Gdy w roku 2018 rozpoczynalem badania w tej tematyce nie bylo
jeszcze w literaturze przykladéw struktur czasteczek DNAzymdw rozwigzanych metodami NMR. Nie
bylo rowniez oczywiste czy badania takie sa wykonalne z uwagi na dos$¢ znaczne rozmiary nawet
najmniejszych tego typu ukfadéw, rzedu 60-70 nt. Z tego powodu, opierajac sie migdzy innymi na
doswiadczeniach zdobytych podczas badania aptameru LnA (praca H3), zaproponowalem metode
optymalizacji sekwencji czasteczek DNAzymdéw do badan NMR. Pozwolila mi ona stworzy¢
konstrukt DNAzymu 8-17 o diugosci jedynie 35 nt oraz niezaburzonej aktywnosci katalitycznej.
Dzigki innowacyjnemu charakterowi proponowanych badan, na ich kontynuacje udato mi si¢ uzyskaé
finansowanie w konkursie NCN SONATA 14 (grant zatytulowany “Badania strukturalne DNAzymow
8-17 i I-R2 metodami NMR”). W ramach tego projektu planowalem rozwigzanie struktury
przestrzennej skroconego konstruktu DNAzymu 8-17 w obecnoscei jondw Zn?*. Zagadnienie to bylto
bardzo istotne pomimo tego, ze znane byly juz wowczas struktury krystalograficzne tego DNAzymu w
formie apo oraz w obecno$ci jonow otowiu Pb**.!” Ponad 20 lat intensywnych badan tego uktadu
wskazywalo bowiem, ze az dwie rozne jego struktury s aktywne Kkatalitycznie.®* Jedna z nich,
identyczna z forma apo, miataby by¢ wykorzystywana przez DNAzym 8-17 w obecnosci jonéw Pb*
jako kofaktora (Rysunek 2.3.1a). Natomiast uwazano, ze obecnos$¢ pozostalych kofaktoréw tego
ukfadu, jak Zn?** czy tez istotny w kontekscie komorkowym Mg?*, wywotuje w nim globalng zmiang
konformacyjng w kierunku drugiej, bardziej kompaktowej struktury aktywnej (Rysunek 2.3.1a).
Model ten zostal zaproponowany na podstawie badan technikami o nizszej rozdzielczo$ci, takimi jak

spektroskopia CD% oraz metody FRET.%-¢7

Ta niezwykta wlasciwos¢ DNAzymu 8-17 oznaczata, ze
dostepne struktury krystalograficzne nie dostarczaja informacji o konformacji aktywnej tego ukfadu,
istotnej dla warunkéw komodrkowych, gdyz “kompaktowa” struktura indukowana przez m. in. jony
Mg*" pozostawala nieznana. Praca H4 prezentuje znaczaca wiekszos¢ wynikow uzyskanych przeze
mnie dla DNAzymu 8-17 w trakcie realizacji projektu SONATA 14. Informacje uzyskiwane w toku
prowadzonych badan prowadzily do stawiania nowych pytan, a w konsekwencji do rozszerzenia
badan nad DNAzymem 8-17 znaczaco poza zakres planowany oryginalnie w projekcie. Oprdcz
planowanego wyznaczenia wysokorozdzielczej struktury przestrzennej tego uktadu w obecnosci
jondéw Zn*', przeprowadzitem rowniez jego badania metodami NMR w obecnosci serii innych
kofaktorow: Pb**, Mg?" oraz Na*. Dodatkowo uklad zostal ponownie przebadany za pomocg innych
stosowanych juz wczesniej w literaturze metod. Wspodlna analiza wszystkich tych wynikéw pozwolita
mi na zaproponowanie nowego modelu oddzialywan DNAzymu 8-17 z jonami metali. Z tego powodu
zdecydowalem si¢ na publikacje ich w formie jednego artykulu w czasopismie o wysokiej
rozpoznawalnosci (praca H4), cho¢ ich objetos$¢ i waga bylyby wystarczajace do stworzenia calej serii

publikacji.



Rysunek 2.3.1. Modele opisujace wplyw jonéw metali na struktur¢ i aktywno$¢ DNAzymu 8-17. A) model przyjety na
podstawie wezesniejszych badan, B) model zaproponowany w pracy H4. Rysunek stanowi kompilacje elementéw Figur 11 8
z pracy H4.

A : B //;(;;ﬁ(eu?i{u}@;;\
forma apo (otwarta)

. \\ strukturalne” o = o
\ " miejsce Y Hatally
! N Wiazania viiazania /
f .
: * 0/7,,\ ___ Stan ulozo™_ m@.\\‘\
> il

9apo (migszanin@ 5 9

Pb Zn Mg”, .. Pbg’“’“”
S S nleupomam
i )

<Pb*)> :
forma aktywna 1 forma aktywna 2
(otwarta) (kompaktowa)

NS

katalityczne przeciecie RNA

Wyznaczenie struktury DNAzymu 8-17 w obecnosci jonéw Zn’" metodami NMR

Podstawa badan prezentowanych w pracy H4 jest wariant sekwencyjny DNAzymu 8-17
zoptymalizowany do badan strukturalnych metodami NMR. Za przeprowadzona optymalizacja stoi
obserwacja, ze struktura przestrzenna domeny Kkatalitycznej DNAzymu (czerwona i rézowa na
Rysunku 2.3.2a) powinna by¢ niezalezna od sekwencji ramion wigzacych przecinang przez ten ukfad
ni¢ RNA (zielone na Rysunku 2.3.2a). Dlatego tez na wstepnym etapie badan podjatem sie
poszukiwan wariantow sekwencyjnych DNAzymu o skroconych ramionach wigzacych substrat RNA,
jednak nadal zdolnych do ilosciowego jego wigzania w warunkach NMR. Zmniejszenie wzajemnego
powinowactwa nici DNAzymowej i substratowej, spowodowane ograniczeniem liczby tworzacych si¢
pomiedzy nimi par zasad, kompensowa¢ miato znaczace zwigkszenie udziatu par GC w rejonie ramion
DNAzymu. Gdy okazalo sig, ze ten prosty zabieg nie zapewnia wystarczajacej sklonnosci skroconych
nici do hybrydyzacji w strukturg aktywna, zdecydowalem si¢ na polgczenie obu nici w jeden konstrukt
za pomocag stabilnej petli trojnukleotydowej (Rysunek 2.3.2b). Jednoniciowy charakter uzyskanego
konstruktu znaczaco zmniejszal wartos¢ kary entropowej towarzyszacej tworzeniu przez niego

spodziewanej struktury, jednak w potgczeniu z bardzo wysoka zawartoscia par GC stwarzat tez ryzyko



tworzenia si¢ calej serii alternatywnych struktur przestrzennych opartych na konkurencyjnych
parowaniach zasad. Z tego powodu zaprojektowatem calg seri¢ konstruktéw DNAzymu 8-17 opartych
na opisanym schemacie. Positkowalem si¢ przy tym programem UnaFold,®® pozwalajagcym na szybka
ocene in silico sktonnosci danego konstruktu do przyjmowania klasycznej struktury drugorzedowej
DNAzymu 8-17, jak réwniez struktur alternatywnych. Seria najbardziej obiecujacych konstruktéw
zostala nastepnie zsyntetyzowana i ich wlasciwos$ci konformacyjne w obecnosci jondw Zn*" wstepnie
scharakteryzowane za pomocg spektroskopii NMR. Do dalszych badan wybralem konstrukt
przyjmujacy w obecnosci Zn?* tylko jedng forme spektralng i dodatkowo charakteryzujacy sie
najwyzsza stabilnoscia termiczng przyjmowanej struktury, oznaczany odtad jako “8-17 short”

(Rysunek 2.3.2b).

Rysunek 2.3.2. Struktura drugorzgdowa DNAzymu 8-17. A) typowy konstrukt B) konstrukt zoptymalizowany do badan
NMR - ,8-17 short”. Domena katalityczna DNAzymu oznaczona kolorem czerwonym/rézowym za§ ramiona wigzace
substrat RNA kolorem zielonym. Rysunek zawiera elementy Figury 1 z pracy H4.
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Nawet dla otrzymanego konstruktu o dlugosci 35 nt wykonalnos¢ przypisania czestotliwosci
rezonansowych bez znakowania izotopowego nie byla oczywista, ze wzgledu na duze stloczenie
widmowe. Dzigki wspomnianej, wzglednie wysokiej stabilnosci termicznej “8-17_short”, mozliwa
byla jednak rejestracja zestawow widm 2D NMR w szerokim zakresie temperatur, ktéra pozwolila na
jednoznaczne przypisanie sygnaldow nawet tych protondw, ktérych czestotliwosei rezonansowe
nakladaty sie¢ w czgsci z badanych warunkdw. Zebrany zestaw wigzow strukturalnych NMR okazat si¢
wystarczajacy do jednoznacznego zdefiniowania struktury przestrzennej “8-17 short” w obecnosci

jondéw Zn?* (Rysunek 2.3.3a), ktorg zdeponowatem w bazie PDB, pod kodem dostepu 8ORS.



Rysunek 2.3.3. Struktura przestrzenna DNAzymu 8-17. A) Struktura ,,8-17_short” wyznaczona w obecnosci jonéw Zn?** B)
poréwnanie struktur wyznaczonych w obecnosci Zn?* i Pb?*. Rysunek zawiera elementy Figur 3 i 4 z pracy H4.
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Badania NMR DNAzymu 8-17 w obecnosci innych jonow metali

Rozwigzana struktura przestrzenna DNAzymu 8-17 w obecnosci jondw Zn** stata sie zrodtem
calej serii nowych pytan badawczych, gdyz wbrew wspomnianemu konsensusowi literaturowemu®
okazala si¢ ona praktycznie identyczna, z wyznaczona wczesniej metodami krystalograficznymi,
strukturg przyjmowana przez ten uklad w obecnosci jonow Pb** (pod wzgledem konformacji domeny
katalitycznej; Rysunek 2.3.3b). W celu wyjasnienia tego niespodziewanego rezultatu zdecydowatem
si¢ zbada¢ DNAzym 8-17 w obecnosci jonow Mg?* i Na', ktére tak jak cynk wywolywaé miaty
postulowang wczesniej “kompaktowa” forme DNAzymu oraz w obecnosci jonow olowiu Pb?*,
Miareczkowanie “8-17 short™ roztworami jondéw Mg?', Na' oraz Pb*>" pozwolilo na obserwacje dla
kazdego z nich przejscia uktadu od serii kilku wspotistniejacych form strukturalnych w nieobecnosci
metalu do jednej dobrze zdefiniowanej struktury. Analiza widm NMR dla kazdego z tych warunkéw
pozwolita mi wykaza¢, ze za kazdym razem miareczkowanie jonem metalu prowadzi do utworzenia
si¢ tej samej struktury przestrzennej, jakg otrzymatem w obecnosci jonu Zn*". Wyniki te pokazaly, ze
jony Pb*" réwniez indukuja zmiany strukturalne prowadzace do przyjecia przez ten uklad
kompaktowej struktury. Otwarte pozostaly jednak pytania, dlaczego we wczesniejszych badaniach
metodami niskorozdzielczymi nie zaobserwowano tego efektu oraz dlaczego rozwigzana wczesniej
struktura krystalograficzna formy apo rowniez ujawnila t¢ samg architekture trzeciorzedowa, ktéra w
eksperymentach NMR indukowaly dopiero jony metali. Analizujac ponownie dostepne dane
literaturowe dotyczace oddzialywan DNAzymu 8-17 z jonami metali, zauwazylem razacg niezgodnosé
pomigdzy wartosciami statych dysocjacji (Kq) otrzymywanych metodami opartymi na obserwacji
zmian strukturalnych indukowanych przez wigzanie metalu (takimi jak spektroskopia CD lub pomiary

FRET),%%" a tymi wyznaczonymi z pomiaréw aktywnosci katalitycznej DNAzymu w funkcji stezenia



tych jonow.®“® Obserwacja ta sugerowala, ze za faldowanie oraz aktywacje DNAzymu 8-17
odpowiadaja dwa rozne miejsca wigzania jonéw metali réznigce si¢ znaczaco powinowactwem do
nich. W celu weryfikacji tej hipotezy konieczne okazato si¢ wyznaczenie statych wigzania wszystkich
badanych jonéw metali do “8-17 short” dwiema metodami: jedna oparta na obserwacji zmian
strukturalnych oraz druga na pomiarach aktywnosci. Te same pomiary zdecydowalem si¢ powtorzyé
rowniez dla klasycznego konstruktu DNAzymu 8-17, aby wyeliminowa¢ podejrzenie, ze uzyskane
wyniki moga by¢ artefaktami skrocenia ramion DNAzymu. Scharakteryzowanie szybkosci ciecia
RNA przez dwa konstrukty DNAzymu 8-17 w szerokim spektrum stezen Zn**, Pb** i Mg?" oraz
wykonanie miareczkowan tymi jonami monitorowanych za pomoca spektroskopii CD i NMR
wymagalo poteznego nakladu pracy laboratoryjnej. Byla to praca przede wszystkim zatrudnionych w
mojej grupie magistrantki Julii Wieruszewskiej oraz doktorantki Aleksandry Pawlowicz. Uzyskane
wyniki potwierdzily przypuszczenia oparte na kwerendzie wartosci literaturowych: dla obu
konstruktow stale wigzania Zn?* oraz Mg?" szacowane na podstawie obserwacji zmian strukturalnych
byly kilka rzedéw wielkosci lepsze niz te wynikajace z pomiardw aktywnosci katalityczne;.
Sugerowalo to, ze dla obu tych jonow strukturyzacja DNAzymu 8-17 zachodzi calkowicie juz w
obecnosci duzo nizszych stezen kofaktorow, niz te wymagane do wywolania aktywnosci katalityczne;j.
W konsekwencji w warunkach, w ktoérych uktad ten jest aktywny, a wigc takich wykorzystywanych w
wigkszosci badan, DNAzym 8-17 istnieje praktycznie wylacznie w ustrukturyzowanej “kompaktowe;j”
formie. Z drugiej strony dla jonow Pb** stale wigzania wyznaczone obiema uzytymi metodami okazaty
sie by¢ duzo blizsze - zgodne co do rzedu wielkosci. Oznacza to, ze dla tego kofaktora wysoka
aktywnos¢ katalityczna jest obserwowana juz w stezeniach metalu, w ktorych forma “kompaktowa”

DNAzymu wspétistnieje jeszcze z innymi, nieaktywnymi, jego konformacjami.

Zaproponowanie nowego modelu oddzialywan DNAzymu 8-17 7 jonami metali

Opisane obserwacje stanowia podstawe nowego, zaproponowanego przeze mnie w pracy H4,
modelu oddziatywan DNAzymu 8-17 z jonami metali. Zamiast postulowanych wczesniej dwdch
struktur aktywnych DNAzymu (Rysunek 2.3.1a), zaklada on istnienie tylko jednej takiej struktury
(wyznaczonej uprzednio krystalograficznie i ponownie w pracy H4 metodami NMR). Obecnos¢
wigkszosci kofaktorow — jak Zn?*" czy Mg?" — w stezeniach niezbednych do wywolania obserwowalnej
aktywnosci DNAzymu prowadzi do przyjecia przez cala populacje czasteczek DNAzymu tej aktywnej
konformacji (Rysunek 2.3.1b — prawa strona), natomiast jon Pb** jest w stanie indukowa¢ znaczaca
aktywnos¢ Kkatalityczna juz w stezeniach nie wplywajacych jeszcze znaczaco na réwnowage
konformacyjng ukladu — poprzez wiazanie si¢ do obecnej frakcji formy aktywnej DNAzymu (Rysunek
2.3.1b — lewa strona). Roznica ta przeklada si¢ na makroskopowo odmienny obraz czasteczek DNA w
obecnosci Pb** w stosunku do pozostatych kofaktorow. Podstawg tych réznic jest istnienie w

strukturze aktywnej DNAzymu dwoch réznych miejsc wigzania jonow metali oznaczonych przeze



mnie odpowiednio jako miejsca “strukturalne” i “katalityczne” oraz réznic w powinowactwie
poszczegdlnych jonéw metali do tych miejsc. W modelu tym forma apo DNAzymu jest mieszaning
roéznych jego form strukturalnych (Rysunek 2.3.1b — goérny panel), zawierajaca w sobie rowniez pewna
frakcje ustrukturyzowanej formy aktywnej (wynikajaca chocby z obecnosci w roztworze
jednowartosciowych jonéw metali zobojetniajacych ujemny tadunek DNA). Obraz taki pozwala
rowniez wytlumaczy¢ obserwacje wlasciwie ulozonej formy DNAzymu w strukturze
krystalograficznej, otrzymanej bez obecnosci jondw dwuwartosciowych jako wynik jej selekcji

konformacyjnej z roztworu przez sie¢ krystaliczna.

Identyfikacja istotnego strukturalnie miejsca wigzania Zn** do DNAzymu 8-17

Niezaleznie od eksperymentéw wykonywanych w obecnosci jonéw Pb*, Mg?" oraz Na®,
kontynuowalem rowniez badania oddziatywan konstruktu “8-17 short” z jonami Zn*' metodami
NMR. Celem tych badan bylo zaproponowanie geometrii oddzialywan dla postulowanego
“strukturalnego” oraz “katalitycznego” miejsca wigzania Zn**. Z powodu, ze Zn>" jest jonem o
wlasciwosciach diamagnetycznych, jedynym dostepnym sposobem lokalizacji jego miejsc wigzania
byl pomiar zaburzen przesuni¢¢ chemicznych (CSP) atoméw DNA. Jak jednak zaznaczylem juz
wczesniej (Rozdzial 1.2), jej zastosowanie dla uktadéw, w ktérych wiazaniu jonu metalu towarzyszy
zmiana strukturalna w czasteczce DNA jest bardzo utrudnione, gdyz niemozliwe jest odréznienie CSP
wywotanych bezposrednia bliskoscia jonu metalu od tych indukowanych przez sama zmiang w
strukturze DNA. Dla DNAzymu 8-17 udalo mi si¢ jednak znalez¢ sposdb obejscia tego ograniczenia
dzieki wykazaniu, ze jony Na* indukuja t¢ samg strukture DNA jak jony Zn?', jednak wiaza si¢ z
rzedy wielkosci gorsza stala wigzania, przez co moga by¢ przez nie tatwo wyparte bez zaburzania
struktury. Do lokalizacji miejsc wiazania jonéw Zn** do DNAzymu 8-17 zastosowalem wiec metode
CSP, poprzez uprzednie wysycenie przejscia strukturalnego za pomoca jonow Na', a nastepnie
miareczkowanie Zn*" do juz ustrukturyzowanego DNAzymu. Wykonane eksperymenty pozwolity na
zlokalizowanie “strukturalnego” miejsca wigzania jonéw Zn*" w okolicach pary zasad G-T obecnej na
obrzezach domeny katalitycznej DNAzymu. Miejsce to zidentyfikowatem jako “strukturalne™ dzieki
obserwacji charakterystycznej, wysokiej statej wigzania. Niestety, zlokalizowanie w ten sam sposob
miejsca “katalitycznego” okazalo si¢ niemozliwe, gdyz jego stata wigzania jest na tyle niska (K4 > 107
M; na podstawie pomiaréw aktywnosci katalitycznej), ze rownolegle z nim zaczela wypetniac sie cata
seria innych, stabych miejsc wigzania. W zwigzku z tym, na dalszych etapach miareczkowania Zn?*",
niezerowe CSP rejestrowalam juz nawet w wielu odleglych rejonach struktury DNAzymu, w tym w

ramionach wiazacych substrat RNA, co znaczaco utrudnialo ich interpretacje.



Podsumowanie wynikow badan DNAzymu 8-17 metodami NMR

Praca H4 oprocz prezentacji struktury DNAzymu 8-17 indukowanej obecno$cig jondw Zn?",
proponuje rowniez catkowicie nowa interpretacje sposobu, w jaki oddzialywania z jonami
dwuwartosciowymi ksztaltuja preferencje konformacyjne tego ukladu. Zaproponowany model
pozwala na reinterpretacje uzyskanych na przestrzeni ponad 20 lat wynikdéw badan tego uktadu,
wskazujac, ze do ich wyjasnienia wystarczajace jest istnienie tylko jednej struktury aktywnej
katalitycznie. W ten sposob praca H4 dostarcza roéwniez pierwszych danych strukturalnych
potrzebnych do zrozumienia dzialania DNAzymu 8-17 w obecnosci jonow Mg?*, najistotniejszych w

kontekscie wykorzystania tego uktadu w warunkach komoérkowych.

Rozdzial 3

Analiza poréwnawcza wynikow uzyskanych dla trzech zbadanych ukladéow
oraz proba syntezy ich wkladu w rozwdj dyscypliny badawczej

3.1 Krytyczna analiza metodologiczna prezentowanych badan

Podsumowanie metod uzytych do charakterystyki strukturalnej miejsc wigzania jonéw metali

Cel badan NMR we wszystkich prezentowanych w Rozdziale 2 pracach byl ten sam —
wyznaczenie niekanonicznej struktury przestrzennej DNA/RNA indukowanej jonami metali oraz
identyfikacja i charakterystyka geometrii miejsca oddziatywan. Jednak w praktyce dla kazdego z
badanych ukfadow — G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)s, aptameru LnA oraz DNAzymu §8-17 —
wykorzystatem inny wycinek sposrdd opisanego w Rozdziale 1.2 wachlarza metod NMR dostepnych
do badania tego typu uktadow, co przetozylo sie w szczegdlnosci na bardzo rézng dokladnosé z jaka
udato mi si¢ scharakteryzowa¢ pozycje jonéw metali obecnych w ich strukturach. W pierwszej czgsci
obecnego rozdziatu cheiatbym przyjrzeé sie¢ ponownie kazdej z trzech badanych czasteczek, poréwnac
zestawy metod, ktore wykorzystatem w ich badaniach oraz dokona¢ krytycznej oceny w jakim stopniu
dodatkowe, nie zawarte w publikowanych pracach, eksperymenty moglyby poprawié stopien

zrozumienia oddzialywan DNA/RNA-metal dla kazdego z nich.

Krotkie podsumowanie informacji dotyczacych polozenia miejsc wigzania jonow metali

uzyskanych dla kazdego z badanych ukladéw przedstawia si¢ nastepujaco:

1) W przypadku G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)s4, cho¢ sama jego strukture przestrzenng
udato mi si¢ wyznaczy¢ metodami NMR z dobra doktadnoscia, to jednak wszystkie informacje
dotyczace polozenia oddzialujacych z nig jonéw K* uzyskatem juz za pomoca metod dynamiki

molekularnej. Oznacza to, ze wyznaczone potozenia jondw potasu w kanale kwadrupleksu oraz nawet



sama obecnos¢ dodatkowych miejsc jego wigzania w bruzdach G-kwadrupleksu moga potencjalnie
stanowi¢ jedynie artefakty uzytych metod obliczeniowych. Aby zmniejszy¢ szanse zaistnienia takiej
ewentualno$ci, symulacje dynamiki molekularnej G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)s powtarzatem
kilkukrotnie wykorzystujac seri¢ réznych zestawow parametrow pola sitowego (praca H1), jednak
eksperymentalne potwierdzenie obserwowanych w symulacjach geometrii oddzialywan stanowiloby

duzo bardziej przekonujacy argument.

2) Rozwigzana w pracy H3 struktura kompleksu aptameru LnA z jonem lantanowca stanowi
przyklad wyznaczenia pozycji zwigzanego jonu metalu z rzadka, w kontekscie spektroskopii NMR,
precyzja (RMSD polozenia jonu metalu pomiedzy dwudziestoma konformerami zdeponowanymi w
PDB to jedynie 0.11 A). Bylo to mozliwe dzigki zastosowaniu kilkuset daleko-zasiegowych wiezow
PCS, z ktorych kazdy nidst informacje o polozeniu jonu metalu wzgledem jednego z atomow
nalezacych do czasteczki DNA. W przypadku tego uktadu dalsze udokladnianie pozycji jonu metalu

trudno uzna¢ za konieczne.

3) Wyniki uzyskane w pracy H4 dotyczace oddzialywan DNAzymu 8-17 z jonami Zn>*
stanowig do$¢ typowy przyktad informacji, jakich spektroskopia NMR moze dostarczy¢ w przypadku
oddzialywan z jonami o wlasciwosciach diamagnetycznych. Dla tego ukladu, wykorzystujac dane
CSP, udalo mi si¢ zidentyfikowac zestaw reszt nukleotydowych najprawdopodobniej zaangazowanych
w tworzenie miejsca wigzania jonu Zn?*. Jednakze ustalenie dokladnej pozycji zajmowanej przez jon
metalu lub tez zidentyfikowanie konkretnych grup funkcyjnych tworzacych z nim bezposrednie
oddziatlywania lezy poza zakresem mozliwosci tej metody. Dlatego tez o szczegdlach oddzialywan
musiatem w pracy H4 spekulowaé na podstawie typowych trendéow dotyczacych koordynacji jondw

metali przez ligandy DNA, znanych z danych literaturowych.

Czy w przypadku ukladéw, dla ktérych doktadne potozenie miejsc wigzania jonéw metali
pozostaje niepewne, mozliwe byto uzyskanie doktadniejszych informacji? Jesli tak to, dlaczego tego

nie uczynitem?

Metody uzupetniajgce — symulacje dynamiki molekularnej

Symulacje dynamiki molekularnej stosowatem jako jedna z metod badania pierwszych dwadch
sposrdd dyskutowanych ukladéw, jednak nie zrobitem tego w pracy H4 opisujacej oddzialywania
DNAzymu 8-17 z jonami Zn*". Moze to by¢ szczegdlnie zastanawiajgce biorgc pod uwage, ze dla tego
uktadu udalo mi si¢ zmierzy¢ zestaw danych CSP, ktére optymalnie jest uzupetni¢ symulacjami, w
celu opisania szczegotow geometrii zachodzacych oddziatywan. Podczas zbierania materialow do
pracy H4 podjatlem prob¢ wykorzystania tej metody, nie przyniosta ona jednak jednoznacznych
rezultatdéw. Wykonalem seri¢ symulacji dynamiki molekularnej, w ktérych jon cynku byt umieszczany

albo w okolicach przewidywanego miejsca wigzania albo tez w przypadkowej pozycji w bliskosci



DNA. W kazdej jednak niezaleznej symulacji §ledzony jon zatrzymywal si¢ w pierwszym glebszym
minimum lokalnym jakie napotykal (zazwyczaj w pierwszej geometrii, w ktorej oddzialywal w
pierwszej sferze z dowolng grupg nalezaca do DNA) i pozostawal tam, az do konca obliczen. Oznacza
to, ze osiggalne w symulacjach skale czasowe byly rzedy wielkosci za krétkie do uzyskania ich
zbieznosci pod wzgledem preferowanych pozycji jonu metalu. Rozwigzanie tego problemu
wymagaloby zastosowania bardziej zaawansowanych metod symulacji, pozwalajacych na poprawione
probkowanie przestrzeni konformacyjnej (ang. ,,enhanced sampling”) przez jon metalu. Wykonanie
podobnej analizy mogloby jednak stanowi¢ temat osobnej publikacji, jak miato to miejsce w
przypadku oddziatywan jonéw Pb?* z dostepng wezesniej strukturg krystalograficzng tego uktadu.”
Dlatego tez zdecydowalem si¢ pozostawié¢ ten temat grupom badawczym specjalizujacym sie w

metodach obliczeniowych i zaniecha¢ uzycia symulacji w pracy H4.

Metody uzupetniajgce — pomiar zaburzen przesunie¢c¢ chemicznych (CSP)

Pomiar CSP zastosowalem natomiast tylko w przypadku pracy H4, cho¢ eksperyment taki
moéglby teoretycznie stanowi¢ doskonaly sposéb uzyskania eksperymentalnego potwierdzenia
obecnosci dodatkowych miejsc wiazania jonéw K™ w bruzdach G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)4. Na
etapie przygotowywania prac H1 i H2 nie zdecydowalem si¢ jednak na probg wykonania podobnych
pomiarow co wynikalo z faktu, ze wszystkie badane probki zawieraly juz w sobie
kilkudziesigciokrotny nadmiar molowy tych jonéw wzgledem RNA - 50 mM KCl, wykorzystywany
standardowo w badaniach G-kwadrupleksow, w celu wymuszania ilosciowego tworzenia si¢ ich
struktur. Oznacza to, ze nawet jesli miejsca wigzania K™ w bruzdach sa stabe (ze stalymi dysocjacji w
zakresie milimolowym) to i tak beda one w znaczacym stopniu wypetnione juz na poczatku dalszego
miareczkowania. Dalszy dodatek KCI mogltby wige nie prowadzi¢ do obserwacji CSP niezaleznie od
tego czy miejsca te rzeczywiscie istniejg czy tez nie. Obnizenie stgzenia KClI na etapie przygotowania

probki interferowatoby z kolei z tworzeniem G-kwadrupleksu.

Metody uzupelniajqce — miedzyczgsteczkowe NOE

W potwierdzeniu geometrii miejsc wigzania w kanale G-kwadrupleksu potencjalnie pomac
moglyby dodatkowe eksperymenty oparte na pomiarach miedzyczasteczkowego efektu NOE, ktérych
nie stosowalem w zadnych z prezentowanych w tej rozprawie prac. Wymagalyby one uzycia jonow
amonowych NH4', jako zamiennikow dla jonow K*, podczas tworzeniu struktury G-kwadrupleksu.
Pozycje tych jonéw w centralnym kanale moglyby by¢ bezposrednio $ledzone eksperymentalnie za
pomocg wiezéw NOE,”7? podobnie jak opisatem w Rozdziale 1 dla jonéw Co(NH3)e*". Tego rodzaju
pomiary musialyby by¢ jednak dodatkowo poprzedzone ponownymi badaniami strukturalnymi w celu

sprawdzenia czy jony NH4" indukujg te samg strukture G-kwadrupleksu co K* i Na* (co wydaje sie



prawdopodobne na podstawie wstepnych pomiarow NMR).>* Innym ograniczeniem tej metody bylby
jednak fakt, ze geometrie oddzialywan jonéw NH;" i K" w kanalach nawet identycznych G-
kwadruplekséw moga by¢ rozne, wiec nawet doktadne umiejscowienie jonéw amonowych w kanale

nie daje gwarancji, ze uzyskane wyniki beda przekladalne na istotne biologicznie jony K.

W teorii podobny eksperyment moglby by¢ rowniez wykonany dla DNAzymu 8-17 stosujac
jon Co(NH;)s*", stanowigcy substytut w pelni hydratowanego jonu Mg, W tym przypadku istotng
niewiadoma pozostaje jednak pytanie na ile jony oddziatujace zazwyczaj z DNAzymem §-17
rzeczywiscie pozostaja hydratowane. Jesli wigzanie tych kofaktoréw przebiega z czesciowa ich
dehydratacja, wowczas geometria oddziatywan zaobserwowana dla Co(NHs)s** moglaby nie stanowié¢

dobrego przyblizenia dla kompleksow metali, rzeczywiscie istotnych dla aktywnosci tego uktadu.

Metody uzupetniajgce — efekty paramagnetyczne

Ciekawa kwestia pozostaje potencjal zastosowania efektow paramagnetycznych, PRE i PCS,
w badaniach oddzialywan G-kwadrupleksu r(UGGUGGU)4 oraz DNAzymu 8-17 z jonami metali.
Cho¢ istniejg przyklady literaturowe wigzania si¢ jondw lantanowcow zaréwno w bruzdach,” jak i w
centralnym kanale wybranych G-kwadrupleksow,”* jednak obecnos¢ takich oddzialywan dla
r(UGGUGGU), nie byta badana. Ponadto, podobnie jak dla opisanych powyzej eksperymentéw z
uzyciem NH4', znaczacym ograniczeniem przydatnosci uzyskanych danych bylaby niemozliwos¢
weryfikacji na ile obserwowane geometrie oddzialywan sa rzeczywiscie podobne do tych

przyjmowanych przez jony K*.

Bardziej obiecujaca wydawata si¢ natomiast perspektywa wykorzystania efektow
paramagnetycznych w badaniach DNAzymu 8-17. Jednym ze znanych kofaktorow tego uktadu sa
jonu kobaltu Co**,%* zdolne do wywotywania silnych przesunie¢ paramagnetycznych, gdy wigzg sie
one do biomolekuly z dobrze zdefiniowang geometria pierwszej sfery koordynacyjnej. Potwierdzone
jest rdwniez wigzanie jondw lantanowcow do tego DNAzymu.” Dzialajg one jednak jako inhibitory
jego aktywnosci, nie jest wiec jasne czy oddziatuja z nim w ten sam sposob jak pozostate jony. Tym
niemniej, w ramach badan poprzedzajacych przygotowanie pracy H4, przeprowadzilem analiz¢ NMR
oddziatywafi DNAzymu 8-17 zaréwno z Co*', jak i z kilkoma jonami nalezacymi do grupy
lantanowcow. We wszystkich przypadkach jedynym efektem jaki obserwowalem bylo jedynie
poszerzenie sygnalow (efekt PRE). Brak obserwowalnych przesuni¢é¢ paramagnetycznych (PCS)
oznaczal, ze jony te oddziatujac z DNAzymem 8-17 charakteryzuja si¢ Ay bliskim 0, a wigc nie
przyjmuja stabilnej geometrii oddziatywan i/lub pozostaja w znaczgcym stopniu hydratowane.
Obserwowane poszerzenia sygnatéw byly najbardziej istotne dla reszt nukleotydowych tworzacych

domene katalityczng DNAzymu, co samo w sobie stanowilo potwierdzenie preferencyjnych

oddzialywan jonéw paramagnetycznych z ta czescig czasteczki. IloSciowy pomiar obserwowanych



PRE dla probek nieznakowanych izotopowo jest jednak trudny,* co sprawito, ze nie bylem w stanie
wykorzysta¢ tych efektow jako wiezdéw strukturalnych. Ponowna synteza czasteczki DNAzymu
catkowicie znakowanej izotopami *C i N pozwolitaby prawdopodobnie na wyznaczenie dla niej
wiezéw PRE z widm korelacyjnych typu HSQC, jednakze nie zdecydowalem si¢ na to z uwagi na

ogromne koszty takiej syntezy.

Poszerzenia paramagnetyczne, potencjalnie przekladalne na wigzy PRE obserwowalem
rowniez, obok efektow PCS, dla czasteczki aptameru LnA, badanej w pracy H3. Rowniez w tej
publikacji nie interpretowatem ich jednak w sposéb ilosciowy (jako wiezy strukturalne), gdyz znowu
dysponowalem jedynie nieznakowanymi izotopowo probkami. W tym wypadku jednak uzycie tych
dodatkowych wigzéw nie bylo konieczne, gdyz pozycja zwigzanego jonu metalu byla juz

zdefiniowana z doskonala doktadnos$cia za pomoca wigzéw PCS.

Podsumowanie poréwnawczej analizy metodologicznej

Dostepnos¢ szerokiego repertuaru metod NMR wrazliwych na oddzialywania badane;j
biomolekuly z jonami metali, pozostawia w przypadku kazdego badanego ukladu pole do planowania
dodatkowych eksperymentéw mogacych potencjalnie poprawi¢ jako$¢ opisu tych oddziatywan.
Jednakze, jak pokazuja przytoczone przyklady, praktyczna wykonalnos¢ tych dodatkowych pomiardw,
jak rowniez rzeczywista przydatnos¢ dostarczonych przez nie wynikdw, sa czegsto niemozliwe do
jednoznacznej oceny a priori. W badaniach, jakie prowadzitem w ramach prac H1-H4, wyboru
uzytych metod dokonywatem zawsze kierujac si¢ specyficznymi wlasciwosciami fizycznymi kazdej z
badanych czasteczek, determinujgcymi prawdopodobienstwo powodzenia danego typu eksperymentu.
Nie oznacza to jednak, ze publikowane w tych pracach wyniki wyczerpuja pelen zakres informacji

mozliwy do uzyskania metodami NMR dla kazdego z uktadow.

3.2  Wklad uzyskanych wynikéw w rozwadj dyscypliny badawczej

Badane przeze mnie uklady nalezg do dwoch typow istotnych biologicznie niekanonicznych
architektur kwaséw nukleinowych: G-kwadrupleksow oraz tzw. ang. “multiple way junctions”, a wiec

struktur zawierajacych centralng petle, do ktorej przytaczone sa elementy helikalne.

G-kwadrupleksy staly si¢ w ostatnich dekadach najszerzej badanym typem niekanonicznych
struktur kwasow nukleinowych, z uwagi zarowno na liczne role, jakie uktady te pelniag w organizmach
zywych,® jak i ze wzgledu na ich niezwyklg réznorodnosé¢ strukturalng, ktora sprawia, ze nawet
pomimo wyznaczenia setek wysokorozdzielczych struktur G-kwadruplekséw nadal odkrywane sa
nowe typy architektur tych ukladéw. Takim nowo odkrytym elementem strukturalnym jest na

przyktad motyw “odwrdconej U-tetrady”, ktérego identyfikacje oraz charakterystyke opisuja prace H1



i H2. Element ten jest blokiem budulcowym dostepnym wylacznie dla G-kwadruplekséw RNA, co
czyni go dos¢ wyjatkowym w kontekscie calego pejzazu roznorodnosci konformacyjnej G-
kwadrupleksow, gdyz znanych jest wiele motywdw strukturalnych obserwowanych jedynie dla G-
kwadrupleksow DNA,*#® lecz sytuacje odwrotne sa rzadkoscig (Rozdzial 2.1). Z drugiej strony
motyw ten moze tworzy¢ si¢ jedynie w strukturach G-kwadruplekséw czteroczasteczkowych, ktorych
istotno$¢ w kontekscie biologicznym jest nadal niejasna. Dlatego tez, poza ciekawostka strukturalna,
widze w nim raczej element potencjalnie istotny w kontekscie nanotechnologii kwaséw nukleinowych,
dziedziny zajmujacej si¢ projektowaniem uktadéw opartych na czasteczkach DNA/RNA, ktore dzieki
wlasciwie dobranym szczegdtom swoich preferencji strukturalnych sa w stanie wykonywac okreslone
zadania. Motyw “odwrdconej U-tetrady”, z uwagi na wywolywana przez niego silng stabilizacje
architektury czteroczasteczkowego G-kwadrupleksu RNA, moze byé uzyty na przyklad do
promowania samoasocjacji czterech nici RNA w odpowiedzi na bodziec w postaci wzrostu stezenia
jonow K lub Na® w roztworze. Indukowanie jego tworzenia potencjalnie wymagaloby jedynie
umieszczenia sekwencji GGU na 3’-koncu docelowego RNA, gdyz jest to minimalny motyw
sekwencyjny wspolny dla wszystkich uktadéw, dla ktérych obserwowano do tej pory obecnosé

“odwrdconej U-tetrady”.

Pozostate dwa uklady, cho¢ oba dzielg architektury typu “multiple way junction”, pod
wzgledem wkladu, jaki poznanie ich struktur wnioslo w rozwdj praktykowanej przeze mnie
dyscypliny badawczej nalezy rozpatrywac osobno. Przeprowadzone przeze mnie badania wplywu
jonow dwuwartosciowych na strukture DNAzymu 8-17 pozwolily na reinterpretacje wynikow
uzyskanych w ciggu ponad 20 lat badaf strukturalnych tego uktadu® i potencjalnie utorowaly droge
do glebszego zrozumienia mechanizmu jego dzialania w obecnosci biologicznie istotnego kofaktora
Mg*, a by¢ moze nawet do racjonalnego projektowania jego wariantow bardziej aktywnych w
warunkach komodrkowych. Wykazanie, ze DNAzym 8-17 tworzy tylko jedna strukture aktywna,
niezaleznie od typu obecnego kofaktora, uporzadkowalo obecne do tej pory w literaturze informacje
strukturalne dotyczace tego ukladu oraz pokazalo, ze zardwno struktura NMR wyznaczona w
obecnosci Zn** jak i dostepna wczesniej struktura krystalograficzna zawierajaca zwigzany jon Pb?*
moga by¢ bezposrednio wykorzystane jako punkty wyjscia do zrozumienia mechanizmu dziatania
tego ukladu rowniez w obecnosci innych jonéw metali - jak biologicznie istotny Mg?*. Wage
zaprezentowanych w pracy H4 wynikow dobrze ilustruje fakt, ze stala si¢ ona tematem osobnego
komentarza opublikowanego na famach Nature Communications’ i w niecaty rok od ukazania si¢ byla
juz cytowana ponad dziesieciokrotnie. Duzg niewiadoma pozostaje nadal geometria istotnego
katalitycznie miejsca wigzania jonow Zn*" czy Mg?*. Jednakze zakladajac, ze nie jest ona bardzo
odlegla od tej obserwowanej w krysztale oraz w symulacjach dla Pb*,’® dostepne obecnie dane
strukturalne sa wystarczajace do podjecia badan majacych na celu poprawe zdolnosci DNAzymu 8-17

do wigzania jonéw magnezu poprzez racjonalne — oparte na informacjach strukturalnych —



wprowadzanie modyfikowanych chemicznie jednostek nukleotydowych do jego sekwencji. Badania
tego typu sa obecnie prowadzone w kierowanej przeze mnie grupie badawczej jako bezposrednia

kontynuacja opisanych w pracy H4 badan strukturalnych.

Opublikowane wyniki maja tez duze znaczenie w kontekscie wiedzy dotyczacej preferencji
strukturalnych czasteczek DNAzyméw w ogdle, gdyz poznane struktury tego typu uktadow pozostaja
nadal bardzo nieliczne. Poza strukturami krystalograficznymi DNAzyméw 9DB1'® i 8-17," oraz
opisang w pracy H4 strukturg NMR tego uktadu, w miedzyczasie pojawita si¢ w literaturze tylko jedna
dodatkowa wysokorozdzielcza struktura czasteczki DNAzymu — wyznaczona metodami NMR
struktura przestrzenna DNAzymu 10-23.%° Juz ta bardzo ograniczona seria struktur przestrzennych
zmienita diametralnie nasze postrzeganie tego typu uktadoéw. Przed rokiem 2016 (gdy wyznaczona
zostala pierwsza struktura przestrzenna tego typu czasteczki) bezskuteczne proby poznania struktur
trojwymiarowych DNAzymoéw doprowadzily do pojawienia si¢ w literaturze przekonania, ze
czasteczki te prawdopodobnie nie przyjmuja dobrze zdefiniowanych struktur przestrzennych, a nawet,
ze obecnos¢ dhuzszych fragmentow jednoniciowych moze by¢ kluczowa dla mechanizméw ich
dziatania.®® Dostepny obecnie zestaw struktur przestrzennych diametralnie odmienil ten paradygmat,
gdyz wszystkie sposrod nich ujawnily skomplikowane, sztywne architektury trzeciorzedowe. Czy
mozliwe jest jednak, Zze ten nowy obraz jest rownie niepelny? Potencjalne czasteczki DNAzymow
nieprzyjmujace sztywnych struktur trzeciorzgdowych beda naturalnie trudniej poddawaly sig
badaniom metodami biologii strukturalnej, gdyz ta wlasciwos¢ z jednej strony uniemozliwiata bedzie
ich krystalizacje, z drugiej zas do jej obserwacji w roztworze niezbedne sg wigzy strukturalne NMR
dalekiego zasiegu, trudno dostgpne dla czasteczek DNA/RNA. Problem ten dotyczy tak naprawde
wszystkich struktur DNA i RNA opartych na elementach typu “multiple way junction”. Elementy tego
typu stanowig podstawowy blok budulcowy struktur drugorzedowych przyjmowanych przez
najistotniejsze biologicznie, ztozone czasteczki RNA, takie jak mRNA, IncRNA (ang. “long non-
coding RNA™) czy tez genomowe RNA patogendw wirusowych.””®! Brak metod eksperymentalnych
do szybkiej oceny, ktére sposrod obecnych “multiple way junctions” pozostaja konformacyjnie
labilne, ktore zas tworza sztywne elementy strukturalne oraz jak te preferencje zalezg od warunkow
zewngetrznych (obecno$é biatek, jondw metali itp.) pozostaje w moim odczuciu jedng z istotniejszych

barier w przewidywaniu struktur trzeciorzedowych skomplikowanych czasteczek RNA.

W tym kontekscie bardzo istotny, cho¢ jeszcze niezrealizowany, jest potencjal wynikow
uzyskanych przeze mnie w ramach pracy H3. Identyfikacja elementu strukturalnego DNA, zdolnego
do indukowania w widmach NMR przesuni¢¢ paramagnetycznych, przektadanych na wysokiej jakosci
dalekozasiegowe wigzy strukturalne PCS, otwiera mozliwosci wykorzystania tych wartosciowych
efektow w badaniach strukturalnych szerokiego spektrum innych uktadow DNA oraz RNA. Podstawa
takich badan bylaby, jak zaproponowatem juz w pracy H3, izolacja z rozwigzanej struktury aptameru

LnA miejsca wigzania jonu lantanowca i nastepnie jego “przeszczepianie” do innych czgsteczek DNA



lub RNA, ktorych wlasciwosci konformacyjne chcieliby$Smy zbadaé¢. Operacja taka pozwalalaby na
pomiar dalekozasiegowych wiezow PCS dla szerokiego spektrum ukladow DNA/RNA, ktore w
normalnych warunkach nie oddzialuja z jonami lantanowcow, co znaczgco ulatwiloby badania

strukturalne tych uktadow metodami biomolekularnego NMR.

Rysunek 3.2.1. Schemat mechanizmu ,,przeszczepiania” znacznika paramagnetycznego opartego na aptamerze LnA do
innych czasteczek DNA w miejsce petli apikalnych obecnych w ich strukturach. Przerywanymi ramkami oznaczylem
fragmenty struktury LnA potencjalnie mozliwe do pominigcia w tym procesie. Rysunek stanowi zmodyfikowana wersje
Figury 9 z pracy H3.
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Wyznaczone w pracy H3 cechy miejsca wigzania obecnego w aptamerze LnA czynia je
najbardziej wlasciwym do “przeszczepiania” w miejsce petli apikalnych obecnych oryginalnie w
docelowej czasteczce DNA, co ilustruje Rysunek 3.2.1. Oznacza to, ze do uktadéw, dla ktérych mozna
potencjalnie wprowadzi¢ znaczniki paramagnetyczne oparte na architekturze LnA naleza dyskutowane
przed momentem czasteczki DNAzymow, jak réwniez biologicznie istotne czasteczki RNA o
strukturach typu “multiple way junction”. Nalezy podkresli¢, ze zmierzone dla takich uktadow wigzy
PCS niostyby kluczowe informacje o ich preferencjach konformacyjnych, niezaleznie od tego czy
badana czgsteczka przyjmuje sztywna strukturge czy tez nie. Bowiem w przypadku obecnosci
zmiennosci konformacyjnej w uktadzie, efekty PCS — w odréznieniu od wiasciwosci widmowych
opartych na relaksacji jadrowej takich jak NOE czy PRE — ulegaja prostemu usrednieniu po zestawie
konformacji przyjmowanych przez biomolekule.?> Pozwala to na ich wykorzystanie do
jednoznacznego wykazania czy obecne w czasteczce elementy strukturalne tworza jedng sztywna
architekture trzeciorzedows czy tez poruszaja si¢ wzgledem siebie i w jakim stopniu, jak wykazano
juz wielokrotnie dla uktadow biatkowych.®* Zastosowanie wigzow PCS pozwoliloby wiec znaczaco
rozszerzy¢ mozliwosci badan strukturalnych NMR dla tak skomplikowanych czasteczek DNA i RNA.
Pilotazowe badania tego typu prowadzone sg obecnie w moim zespole. Réwnolegle prowadze réwniez
badania strukturalne serii innych czasteczek DNA, dla ktorych wczesniejsze dane literaturowe

wykazaly zdolnos¢ do silnego oddzialywania z jonami lantanowcoéw, lecz nieznane pozostaja



polozenie i geometria miejsc tych oddziatywan. Celem tych badan jest znalezienie uktadow zdolnych
do wywolywania silnych efektow PCS, potencjalnie o strukturach znaczaco innych od LnA.
Pozwolitoby to na stworzenie biblioteki znacznikow paramagnetycznych mozliwych do

wprowadzenia do jeszcze wigkszej liczby docelowych czgsteczek DNA i RNA.

Podsumowujac, wykonane przeze mnie badania pozwolity na identyfikacje nowego elementu
strukturalnego G-kwadrupleksow RNA, poznanie budowy miejsca oddzialywan jonow lantanowcow z
DNA, charakteryzujacego si¢ rzadko spotykang sila i selektywnoscia oddzialywan oraz na
dostarczenie kluczowych informacji strukturalnych niezbednych do dalszych badan mechanistycznych
DNAzymu 8-17. Wniosly wiec one, w moim odczuciu, zauwazalny wklad w poznanie wlasciwosci
struktur kwaséw nukleinowych indukowanych wigzaniem jondw metali. Ponadto, dzigki wykazaniu,
ze jony lantanowcdw zwigzane do LnA wywoluja silne efekty PCS w widmach NMR moje badania
otwierajg droge do szerszego zastosowania efektow paramagnetycznych w biologii strukturalnej

kwasow nukleinowych.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscig naukowg albo artystyczng
realizowang w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnosci zagranicznej.

Na przestrzeni dotychczasowej kariery naukowej prowadzilem badania w jednej krajowej
instytucji badawczej - Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN - oraz w trzech instytucjach

zagranicznych - Uniwersytecie we Florencji (Wlochy), Synchrotronie SOLEIL (Francja) oraz



Uniwersytecie w Lejdzie (Holandia). Ponizej przedstawiam krotkie podsumowanie tematyki i

wynikow dziatalnosci w poszczegdlnych instytucjach:

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN (zatrudnienie 2017-)

Moja dziatalno$¢ naukowa w IChB PAN koncentruje si¢ na badaniach struktury, funkcji i
oddzialywan kwasow nukleinowych za pomoca spektroskopii NMR oraz szeregu pomocniczych
technik biofizycznych. Prowadzone przeze mnie badania dotykaja szerokiego spektrum zagadnien i
typow struktur DNA i RNA. Na przestrzeni lat zajmowalem si¢ badaniem m. in. czynnikdw
determinujgcych stabilnos¢ G-kwadrupleksow RNA, wplywu modyfikowanych jednostek
nukleotydowych na struktury dupleksow i spinek RNA oraz oddzialywan malych czasteczek z
dupleksami DNA. W ostatnim czasie najistotniejszymi tematami przewodnimi mojej dziatalnosci jest
poszukiwanie i charakterystyka strukturalna motywoéw strukturalnych DNA  zdolnych do
specyficznego wigzania jondw lantanowcdw oraz wysokorozdzielcze badania strukturalne czasteczek
DNAzymow majace na celu zrozumienie mechanizmdéw ich dziatania. Efektem mojej pracy
badawczej w IChB PAN jest 15 publikacji naukowych (pozycje 8-22 na liscie publikacji w punkcie 1.4

wykazu osiggniec).

Uniwersytet we Florencji (zatrudnienie 2013-2016)

Podczas pracy na Uniwersytecie we Florencji moja dzialalnos¢ naukowa zwigzana byla z
tematyka wykorzystania efektow paramagnetycznych w badaniach struktury i dynamiki biomolekul za
pomoca spektroskopii NMR. Najwazniejszym osiaggnieciem z tego okresu pracy i podstawa mojej
pracy doktorskiej bylo rozwiniecie metody pozwalajacej na czesciowa rekonstrukcje zbioru
konformacji przyjmowanych przez wiclodomenowe polimery biologiczne, na podstawie zmierzonych
dla nich usrednionych przez ruch danych NMR. Metoda ta zostala zastosowana m.in. do ustalenia
preferowanych konformacji biatka dwudomenowego kalmoduliny oraz elementu HIV1 TAR RNA o
strukturze tzw. “two-way junction”, jak réwniez do zidentyfikowania stanéw przejsciowych o bardzo
niskiej populacji, w kompleksie biatko-biatko. Efektem tego etapu mojej pracy naukowej jest 6
publikacji naukowych (pozycje 2-7 na liscie publikacji w punkcie 1.4 wykazu osiagniec) oraz jeden

rozdziat w ksigzce.

Synchrotron SOLEIL (staz magisterski 2013)

Podczas stazu magisterskiego w Synchrotronie SOLEIL moja praca badawcza zwigzana byta z
proba eksperymentalnej obserwacji tzw. rotacyjnego efektu Dopplera w widmach spektroskopii
fotoelektronéw. Efektem tych badan jest jedna publikacja naukowa (pozycja 1 na liscie publikacji w
punkcie 1.4 wykazu osiagni¢c¢). Moim najwazniejszym wktadem w te prace bylo opracowanie metody
dekonwolucji widm fotoelektronéw czasteczki HCI na pasma pochodzace od poszczegdlnych standw

rotacyjnych.



Uniwersytet w Lejdzie (dwa staze 2014 i 2016, w sumie ponad 6 miesiecy)

Mo¢j pobyt na Uniwersytecie w Lejdzie odbywat sie¢ w ramach stazéw zaplanowanych w
programie studiow doktorskich i zwigzany byt z zastosowaniem rozwijanej przeze mnie metody
analizy danych paramagnetycznego NMR do zidentyfikowania serii konformacji o niskiej populacji
(ang. minor states) w kompleksie biatko-biatko. Efektem tych badan jest jedna publikacja naukowa

(pozycja 6 na liscie publikacji w punkcie 1.4 wykazu osiagni¢c).

6.  Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych
nauke lub sztuke.

Prowadzenie wykladow i zajeé ze studentami:

Stanowiska, na ktorych bylem zatrudniony na przestrzeni dotychczasowej kariery naukowe;j
nie przewidywaly prowadzenia dzialalnosci dydaktycznej w ramach obowiazkéw stuzbowych. Tym
niemniej z wlasnej inicjatywy na przestrzeni lat angazowalem si¢ w organizacje i prowadzenie zajec
dydaktycznych zwiazanych z tematyka spektroskopii NMR. Zajecia te odbywaly si¢ zardwno w

ramach cykli nauczania poznanskich uczelni i instytutow badawczych (punkty 1-3 ponizej) jak

1) Politechnika Poznanska, wyklady i zajecia laboratoryjne ze spektroskopii NMR na
kierunku Inzynieria Farmaceutyczna w ramach przedmiotu ,,Metody spektroskopowe
produktow naturalnych” w latach akademickich 2019/2020, 2020/2021, 2021/2022,
2022/2023

2) Uniwersytet im. Adama Mickiewicza - Centrum NanoBioMedyczne, wyklad i ¢wiczenia
ze spektroskopii NMR dla uczestnikow ,.Srodowiskowych interdyscyplinarnych studiéw
doktoranckich w zakresie nanotechnologii” (POWR.03.02.00-00-1032/16), w latach
akademickich 2018/2019 1 2019/2020

3) Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, wykiady ,,Modern Methods of NMR Spectroscopy”
dla shichaczy Srodowiskowego Studium Doktoranckiego ICHB PAN / Poznanskiej
Szkoty Doktorskiej Instytutow Polskiej Akademii Nauk; w latach akademickich
2020/2021 12024/2025

4) ,,AMPERE Nuclear Magnetic Resonance Summer School” (organizowana przez Centrum
NanoBioMedyczne UAM), warsztaty pod tytulem: “Two-dimensional NMR spectroscopy
— an introduction”, edycje: 2018, 2019, 2022

5) Instytut Chemii Bioorganicznej PAN (Zakltad Biomolekularnego NMR), warsztaty
wJednodniowa szkola 2D NMR”, wspotorganizacja i prowadzenie wykladu oraz ¢wiczen
praktycznych, 24-26.04.2019 (trzy edycje)



Opieka naukowa nad magistrantami i doktorantami:

Julia Wieruszewska, promotor pracy magisterskiej (obecnie w recenzjach):
,»Wyznaczenie struktury przestrzennej DNAzymu 8-17 w celu zrozumienia jego
mechanizmu dzialania”, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat
Fizyki

mgr Aleksandra Pawlowicz, opieka naukowa nad doktorantem jako promotor
pomocniczy, 2021-

mgr Ewa Potomska, opieka naukowa nad doktorantem jako promotor pomocniczy, 2022-

mgr Mikotaj Podlewski, opieka naukowa nad doktorantem jako promotor pomocniczy,
2022-

Wymieniona trojka doktorantéw zostala zatrudniona w calosci ze Srodkéw pozyskanych

przeze mnie z NCN w ramach konkurséw OPUS19 i OPUS22.
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