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a) Tytul osiggniecia naukowego
»~Natura oddziatywan miedzyczasteczkowych w uktadach o istotnym znaczeniu

biologicznym”

b) Wykaz publikacji stanowiacych osiagni¢cie naukowe, o ktorym mowa w art. 16
ust. 2 ustawy

Odnosniki  do  prac  zostaly oznaczone litera [H]. Dla  wszystkich
12 publikacji stanowigcych osiagnigcie naukowe, podaje wartosci wskaznika Impact
Factor (IF) czasopism. Dane te sa zgodne z Journal Citation Reports i dotycza lat,
w ktérych ukazaty sie prace. Symbolem ,*” oznaczytam wskazanych autoréw do
korespondencji. Prace stanowiace podstawe osiggnigecia naukowego zacytowane byty 107

razy a ich sumaryczny wspolczynnik oddziatywania (IF) wynosi 25,95
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¢) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz

z omdéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Cel naukowy

Celem przeprowadzonych badaf, ktére zostaly podsumowane w w/w pracach byla
charakterystyka komplekséw molekularnych odgrywajacych istotne znaczenie z punktu
widzenia medycyny lub biochemii. Szczegbine miejsce w podjetych badaniach zajmuje
natura oddzialywan determinujgcych strukture i dynamike kwasow nukleinowych.
Ponadto istotne dla mnie zagadnienie stanowi analiza oddziatywan bedacych podstawa
rozpoznawania molekularnego. Ze wzgledu na réznorodnos¢ analizowanych uktadow
i ciagly rozw6j metod chemii obliczeniowej, w cyklu przedstawionych prac podjgtam

réwniez watek dotyczacy analizy poroéwnawczej stosowanych metod obliczeniowych.

Wstep

Na osiggniecie naukowe bedace podstawa ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego
sktada sie cykl 11 prac naukowych i rozdziat w monografli. Prace te zostaly przeze mnie
wybrane sposrod 37 artykuléw naukowych, ktore powstaty na przetomie lat 2007-2017
z moim udzialem, po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych.

Glowny nurt prowadzonych przeze mnie badan dotyczyl natury oddziatywan
migdzyczasteczkowych w  szerokiej grupie zwigzkéw o znaczeniu biologicznym.
Tematyka, ktora sie zajetam stanowi kontynuacje moich wczesnigjszych zainteresowan
rozwijanych w trakcie realizowania pracy doktorskiej. Z tego tez powodu, tuz po
uzyskaniu stopnia doktora, podjgtam watek badawczy dotyczacy charakteru oddziatywan
w kompleksach zasad kwaséw nukleinowych, zaréwno tych natywnych jak i uktadow
zmodyfikowanych dziataniem rodnika hydroksylowego [H1]-[H7], [H9], [H12].

Ze wzgledu na ich roéznorodno$¢ i istotne znaczenie w  biochemii
i medycynie interesujacym dla mnie zagadnieniem staly si¢ réwniez oddziatywania
stabilizujace kompleksy tworzone przez fragmenty biatek, zasady azotowe DNA i RNA
oraz czasteczki zwigzkdw o potencjalnym zastosowaniu w medycynie [praca 3 punktu b)
wykazu innych prac opublikowanych po doktoracie], [H8], [H11]. Jest to szczegblnie
wazne zagadnienie ze wzgledu na znaczenie tego typu oddzialywan miedzy innymi
w regulacji ekspresji genéw, utrzymaniu integralnosci genomu, naprawy uszkodzen oraz
podczas opracowania lekow oddziatujgcych w okreslonym miejscu genomu lub uktadu
enzymatycznego.

W mojej ocenie, interesujagcym watkiem badawczym jest rowniez projektowanie

czy modulowanie wiasciwosci substancji leczniczych w taki sposob aby podniesé ich




aktywno$¢ 1 dostepnos¢ biologiczng. Dlatego tez w ciagu ostatniej dekady dat sig¢
zaobserwowal znaczacy wzrost zainteresowania badaniami  farmaceutycznych
ko-krysztatow. Jednym z pierwszych etapow takiego projektowania jest doktadny opis
oddziatywan miedzyczasteczkowych (ich sity oraz natury) pomigdzy substancjg lecznicza
a molekutami formy wspoitworzacej (ang. co-former). Jedna z prac cyklu habilitacyjnego

wpisuje sie w ten nurt badan [H10].

Natura oddzialywan miedzyczasteczkowych natywnych par zasad kwasow
nukleinowych

Wykonane w ostatnich dwdch dekadach obliczenia ab initio dla izolowanych
kompleksow natywnych zasad kwasow nukleinowych pozwolity ugruntowaé wiedze o
ich strukturze oraz stabilnosci. Przy uzyciu metod chemii kwantowej wyznaczone zostaty
doktadne energie oddzialywania dla par zasad Watsona-Cricka, dla niekanonicznych par
(purynowych oraz pirymidynowych) stabilizowanych wigzaniami wodorowymi oraz dla
uktadow stabilizowanych oddziatywaniami warstwowymi (ang. stacking interactions)
[1-4]. '

Nalezy w tym miejscu nadmieni¢, iz zdecydowana wiekszos¢ badan
przeprowadzona byla jedynie dla pojedynczych struktur wybranych z bazy danych
krystalograficznych, struktur o "usrednionej" geometrii badZz tez struktur
zoptymalizowanych metodami obliczeniowymi chemii kwantowej [5-7]. Poczatkowo
stosunkowo niewiele uwagi poswigcono systematycznej analizie zaleznosci whasciwosci
energetycznych kompleksow zasad kwasow nukleinowych od parametréw opisujacych
ich wzajemne ulozenie w nici DNA [8-9]. Pézniejsze badania pokazaty, iz geometria
kompleksow ma znaczny wplyw miedzy innymi na procesy transportu nosnikow
tadunku w DNA [10].

Jedne z najwazniejszych w tym kontekscie prac dotyczacych natury oddziatywan
mi¢dzyczasteczkowych  w  kompleksach zasad kwaséw nukleinowych zostaly
opublikowane przez Toczytowskiego i Cybulskiego [7, 11]. W pracach przeanalizowano
okoto 30 komplekséw, ale parametry opisujace miedzyczasteczkowe geometrie odbiegaty
od tych dostepnych w bazach krystalograficznych. W tym kontekscie nalezy wspomnieé,
ze w roku 2006 Hesselmann przeprowadzit badania fizycznych zrédet oddzialywania
w kompleksach zasad kwaséw nukleinowych, jednakze liczba struktur jakie uwzglednit
byta stosunkowo niewielka, biorgc pod uwage znaczaca swobode konformacyjng w tej
klasie komplekséw. Niezadowalajaca ilo§¢ danych dotyczacych natury oddziatywan

migdzyczasteczkowych dla  komplekséw zasad nukleinowych stanowita jeden




z najwazniejszych impulséw do kontynuacji omawianego watku. W uzupetnieniu tej luki
niezwykle cenna byta dla mnie pomoc dr hab. Roberta Goéry z Politechniki Wroctawskiej,
ktéry jest autorem oprogramowania pozwalajagcego na dekompozycje energii
oddzialywania wyznaczonej metodg Mollera-Plessetta w oparciu o schemat wariacyjno-
perturbacyjny [12-15].

W podejsciu  tym calkowita energic oddzialywania wyznacza  sie
supermolekulamie jako réznicg pomigdzy energia kompleksu a energiami izolowanych
monomerow. Catkowita energi¢ oddziatywania obliczong metodg rachunku zaburzen
Mollera-Plessetta AEY? w dimerze podzieli¢ mozna na nastepujace sktadowe o dobrze

zdefiniowanej interpretacji fizycznej [12-15]:

AEMPZ = AERF & AEZ, 1.
AE"F = AEHE 4+ EJE = £ + 2L+ pEHE 2.
AEGp = €57 + elo) + AE] + AESD3.

Energia ta (AE™?) jest sumg energii Hartree-Focka analizowanego ukladu (AE™F)
warto$ci energii i korelacji kulombowskiej ruchu elektronow (AE%yp). (AE™F) stanowi
sume sktadowych elektrostatycznej (¢'%.;) i wymiennej (¢™..) oraz energii delokalizacji
(AE"4). Sktadowa korelacyjna drugiego rzedu (AE’yp) stanowi sume poprawki
elektrostatycznej (&'?.;,), sktadowej delokalizacyjnej (AE?q) i wymiennej (AE@.)
wyznaczonych w drugim rzedzie rachunku zaburzen oraz energii dyspersyjnej (£°%is).

Ponadto w analizie natury oddziatywan migdzyczasteczkowych wykorzystatam
metod¢ DFT-SAPT (ang. Symmetry-Adapted Perturbation Theory) [16-18], ktora mozna
stosowaé dla molekut oddziatujacych ze soba na $rednich odleglosciach. Rachunek
zaburzen o adaptowanej symetrii w oparciu o opis energii monomeré6w metoda Kohna-
Shama pozwala na nastepujace zdefiniowanie catkowitej energii oddziatywania DFT-

SAPT:

SAPT —DFT _ (1) (1) {2) (2 (2) (2]
£ - Esl + Ee.\' + El‘nd + Esx—md + Ea‘.:‘sp + Eex—disp

W pierwszym rzedzie rachunku zaburzen dla stanu podstawowego molekut otrzymuje sie
energie oddziatywania elektrostatycznego odpowiadajaca oddziatywaniu
kulombowskiemu rozktadéw gestosci fadunku molekul. W drugim rzedzie rachunku
zaburzefi dostajemy sumg energii indukcyjnej i dyspersyjnej. Dodatkowo 'w rachunku
zaburzen o adaptowanej symetrii otrzymujemy czlony typu wymiennego w kazdym

rzedzie rachunku zaburzen.




W pracach [H1]-[H6] przeanalizowatam natur¢ oddziatywan dla nastgpujacych par
U-U [HI1], G-G [H2], C-C [H4], G-A [H6] oraz G-C i A-T [H7] i [H9]. W dalszej cz¢sci
tej sekcji omowione zostang najwazniejsze rezultaty uzyskane w  wyniku
przeprowadzonych badan.

Pierwszym kompleksem szczegoélowo przeze mnie przeanalizowanym byt dimer
uracylu w utozeniu warstwowym, ktéry stanowi uktad modelowy dla oddziatywan zasad
azotowych w czasteczkach kwasow nukleinowych. Pierwsza praca z cyklu
habilitacyjnego [H1] stanowi podsumowanie badann dla tego uktadu i zawiera
systematyczng analize wplywu wzajemnej orientac)i czasteczek w dimerze na wartos¢
catkowitej energii oddziatywania, ale przede wszystkim na jej sktadowe. Obliczenia
zostaly wykonane w funkcji dwdch parametréw strukturalnych warunkujgcych wzajemne
rozmieszczenie poduktadow w kompleksie. Taki wybdr pozwolit w przyblizony sposob
opisa¢ wzajemne ulozenie zasad oddzialujacych ze sobg w warstwach. Parametr twist
okreslat wzajemne skrecenie plaszczyzn zasad wzgledem siebie a rise odpowiadat
odlegtosci pomiedzy oddziatujacymi czasteczkami [Rycina 1].

Catkowita energia oddziatywania w tym ukladzie zostatla wyznaczona w oparciu
o metode supermolekularng z uwzglednieniem poprawki réwnowazenia bazowego (ang.
counterpoise correction) [19].

Waznym wnioskiem wynikajacym z uzyskanych rezultatéw byto wykazanie, iz
sktadowe miedzyczasteczkowej energii oddziatywania w duzo wiekszym stopniu zalezg
od wzajemnego utozenia zasad niz catkowita energia. Szczegolnie istotna kierunkowosé
oddzialywan zostata zaobserwowana w przypadku sktadowej elektrostatycznej. Zmiana
potozenia monomeréw w kompleksie nie wplywa natomiast znaczaco na wartosé
pozostatych sktadowych stabilizujacych uktad tj. drugorzedowej energii dyspersyjnej

oraz energii zwiazanej z delokalizacja.

Rycina 1. Dimer uracylu. Odcinek CI1-C2
okresla odleglo$¢ pomiedzy pierscieniami

(parametr rise). A2-C2-C1-Al definiuje twist.




Kolejne prace [H2]-[H7] sa proba systematycznego opisu wplywu
geometrii na energetyke kompleksow natywnych zasad kwaséw nukleinowych
w szerokiej i zréznicowanej grupie uktadéw. Analiza obejmowata kompleksy
dwuciatlowe (pary zasada azotowa - zasada azotowa) gléwnie w geometriach
odpowiadajacych  rezultatom  pomiaréw  rentgenograficznych  zaréwno
stabilizowane wigzaniem wodorowym jaki i oddzialywaniami warstwowymi.

Dostepne dane literaturowe wskazuja jednoznacznie, iz B-DNA i inne formy
kwasow nukleinowych wykazujg znaczacg konformacyjng réznorodnosé [20].
Wiasnie ta strukturalna roznorodno$¢ kwasow nukleinowych odgrywa kluczowa
role w przenoszeniu informacji podczas translacji oraz w procesie rozpoznawania
molekularnego. Jednym z celdéw moich badan bylo zbadanie zaleznosci
sktadowych energii oddzialywania miedzyczasteczkowego od wyznaczonych
eksperymentalnie  (metodami  krystalografii  rentgenowskiej)  parametrow
strukturalnych opisujacych wzajemne utozenie zasad w B-DNA [21]. Parametry te
zostaly zaprezentowane na Rycinie 2.

Wspomniane wyzej prace [H2], [H4], [H6], [H7], [HI12] dostarczyty
szczegolowych informacji o energetyce szerokiej grupy komplekséw. W sumie
przebadane zostalo okoto 130 par w ulozeniu warstwowym oraz blisko 100 par

stabilizowanych wigzaniem wodorowym.
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Rycina 2. Parametry strukturalne opisujace wzajemne ulozenie zasad kwasow

nukleinowych w parze Watsona-Cricka i w ulozeniach warstwowych.




W znakomitej wiekszosci analizowanych przypadkow catkowita energia
oddzialywania i jej sktadowe byly wyznaczone w oparciu o metod¢ MP2 i baze
funkcyjna aug-cc-pVDZ. Powszechnie wiadomo, ze metoda MP2 przeszacowuje
dyspersyjna czgs¢ oddziatywan, dlatego tez w wielu wypadkach zastosowano
metody SCS-MP2 oraz CCSD. Dla wybranych ukladéw przeprowadzono
obliczenia stosujac wieksze bazy funkcyjne, ale model, ktory zostal przeze mnie
wybrany dawat jako$ciowo poprawne rezultaty. Ponadto nalezy nadmieni¢, iz w
stosowanej przeze mnie metodzie DFT-SAPT uwzglednione sg juz efekty
relaksacyjne.

Na uwage zastuguje fakt, iz catkowita energia oddzialywania w znacznym
stopniu zalezy od sekwencyjnego potozenia zasad azotowych w badanym dimerze.
Jak juz zostato to wczes$niej potwierdzone przez innych autoréw [1-5] pary zasad
w ulozeniu warstwowym stabilizuje przede wszystkim sktadowa dyspersyjna.
Wyznaczona w pierwszym rzedzie rachunku zaburzen energia elektrostatyczna
odgrywa takze znaczacg role (pary T/A, A/A, A/G i G/A), ale w wigkszoSci
analizowanych przypadkéw jest kompensowana przez energie wymienng
o destabilizujacym charakterze. Nalezy tutaj podkresli¢ szczegdlny wptyw
wzajemnego uwlozenia zasad kwaséw nukleinowych w warstwach na wartos$¢
sktadowej elektrostatycznej. Rycina 3 przedstawia pierwszorzedowa skladowg
elektrostatyczng oraz catkowita energie oddzialywania wyznaczone dla 54
krystalograficznych struktur w kompleksie guanina-adenina. Srednia warto$é
elektrostatycznej sktadowej energii oddziatywania w tej grupie wynosila
-4,7 kcal/mol podczas gdy najwieksza wartos¢ tej energii wynosita az

-14,2 kcal/mol.
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Rycina 3. Catkowita energia oddzialywania i skladowa elektrostatyczna dla 54 struktur

guanina-adenina.




Rezultaty jakie uzyskatam dla wiekszo$ci analizowanych kompleksow
stabilizowanych oddzialywaniami warstwowymi wykazaty, iz rézne skladowe
energii oddzialywania miedzyczasteczkowego w rdézny sposob zaleza od
parametréw strukturalnych warunkujacych potozenie zasad w dimerze. Parametry
slide, twist 1 rise w znacznym stopniu wplywajg na wartos¢ skladowej
elektrostatycznej. Znaczna  kierunkowos$¢  charakteryzuje  oddzialywania
dyspersyjne w przypadku kiedy zmianom ulegaja parametry filt, rise and shift.

W pracy oznaczonej jako [H7] razem ze wspdtpracownikami z Zaktadu
Chemii Teoretycznej Politechniki Wroctawskiej i Laboratorium Krystalochemii
Uniwersytetu  Warszawskiego  przeprowadzilismy systematyczng analize
anizotropii  sktadowych energii oddzialywania wzgledem parametrow
strukturalnych zaczerpnigtych z bazy danych krystalograficznych. Ponadto, aby
zbada¢ wplyw strukturalnej roznorodnosci par Watsona-Cricka na site wigzan
wodorowych wykonali$my analize topologiczng gestosci elektronowej badanych
komplekséw przy uzyciu metody AIM (ang. Aroms in Molecules) zaproponowanej
przez Badera [22]. Rezultaty moich obliczen pokazaly, ze pierwszorzedowa
energia elektrostatyczna jest najwigkszg co do wartosci bezwzglednej sktadowa
stabilizujacg, ktdéra jest jednak catkowicie kompensowana przez oddziatywania
wymienne. W zwigzku z powyzszym catkowita stabilizacja analizowanych par
Watsona-Cricka pochodzi gtéwnie od sktadowej delokalizacyjnej zwigzanej
z wplywem  wzajemnej polaryzacji gestoSci tadunkéw  monomerdw
i zwigzanego z tym odpychania Pauliego. Na stabilno$¢ analizowanych ukladow
ma wplyw w niewielkim stopniu takze sktadowa dyspersyjna, ktorej znaczenie nie
jest jednak istotne ze wzgledu na efekty korelacyjno-wymienne. W przypadku par
tworzonych przez guaning i cytozyne zaobserwowaliSmy wiekszg anizotropie
sktadowych energii oddziatywania. Najwigkszy wptyw na zmiane wartosci energii
maja parametry zwigzane z przesunigciem zasad, za ktére odpowiadaja parametr
stretch i shear (Rycina 2). Przeprowadzona analiza topologiczna parametréw
wigzafh wodorowych na analizowanej grupie kompleksow wykazata ich czesciowo
kowalencyjny charakter dla matych odlegtosci miedzyczasteczkowych.

Kolejny artykut z cyklu [H9] jest kontynuacja prowadzonych wcze$niej
badan dla wszystkich przeanalizowanych przeze mnie par Watsona - Cricka oraz
dla dimeréw cytozyny w utozeniu warstwowym. W pracy tej przeprowadzong
wezesniej analizg rozszerzyliSmy o wilasciwosci elektrooptyczne indukowane
oddzialywaniami. Jest to pierwsza systematyczna analiza tego typu dla dwéch

odmiennych motywéw strukturalnych komplekséw zasad kwaséw nukleinowych.
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Oddzialujacy uktad umieszczony w jednorodnym zewngtrznym polu
elektrycznym charakteryzuje zalezna od pola energia oddziatywania (AE), ktorg

mozna wyrazié rozwijajac ja w szereg Taylora:
1 1

Jako kolejne pochodne energii oddziatywania wzgledem natezenia przylozonego

pola wyraza sie nadmiarowe statyczne dipolowe wiasciwosci elektryczne:

JAE
= -()
#’l apl. )Fi=0
Z s
AC{r:_(aAE) ;
j 8F; OF, Fi=F;=0
9 AB
My = — (522 ) 8
ﬁuk QF;OF jOFy F=Fj=Fg=0

Ay, opisuje sktadowe wektora indukowanego oddziatywaniami
miedzyczasteczkowymi momentu dipolowego natomiast Aoij i ARk Sa

odpowiednio sktadowymi tensoréw nadmiarowej polaryzowalnosci i pierwszej
hiperpolaryzowalnosci. W metodzie VP-EDS zaimplementowanej przez dr hab.
Roberta Gorg wlasnosci te obliczane sa jako suma odpowiednich pochodnych

sktadowych energii oddziatywania przy uzyciu metody MP2.

(20) (2)

PP — ASVBE  aBfE 4 aEE) + 80 08, .
ApHL BPEgr?
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oddzialywaniem polaryzowalnosci w kompleksach zasad kwaséw nukleinowych.
Zaskakujgce rezultaty otrzymaliémy dla par cytozyny gdzie oddzialywania
elektrostatyczne zmieniaja w znaczacy sposob polaryzowalno$é analizowanych
kompleksow oraz wptywaja na nadmiarowe polaryzowalnosci. Ponadto wielkosé
indukowanej polaryzowalno$ci wzrasta wraz ze wzrostem oddziatywan
dyspersyjnych a maleje ze wzrostem oddzialywan odpychajaco-wymiennych
pomiedzy monomerami. Zgola odmienng zalezno$¢ zaobserwowano dla par
Watsona-Cricka. Oddziatywania elektrostatyczne, indukcyjne i indukcyjno-
wymienne zwigkszaja srednig polaryzowalno$¢é badanych komplekséw podczas

gdy sktadowa wymienna konsekwentnie jg obniza.
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Oprécz wartosci czysto poznawczej, w wyniku przeprowadzonych badan
udato sie wyciagna¢ kilka istotnych wnioskéw o charakterze metodologicznym.
Najwazniejszy z nich mozna sformufowaé nastgpujaco: cho¢ do opisu energii
oddziatywania komplekséw zasad kwaséw nukleinowych w ulozeniach
warstwowych wymagane sa metody uwzgledniajgce korelacj¢ ruchu elektronéw, to
w przypadku analizy polaryzowalno$ci indukowanych oddziatywaniem jakosciowo
poprawne rezultaty mozna uzyska¢ stosujac metodg Hartree-Focka. Wynik ten cho¢
z pozoru dos¢ zaskakujacy, jest logiczng konsekwencja odmiennych zrédet
stabilizacji i wiasciwosci elektrycznych komplekséw. W zewnetrznym polu
elektrycznym zmienia si¢ rozkiad gestosci tadunku i konsekwentnie najbardziej
zmienia si¢ skfadowa elektrostatyczna a pozostate sktadowe energii oddziatywania

Zmieniajg sie w znacznie mniejszym stopniu.

Natura oddzialywan miedzyczasteczkowych par zasad kwaséw nukleinowych

zmodyfikowanych dzialaniem rodnika hydroksylowego

Pomimo licznych dowoddéw na istnienie bezposredniej korelacji pomigdzy
zmianami mutagennymi a obecnoécia w B-DNA niekanonicznych zasad kwasow
nukleinowych brakuje kompleksowych i systematycznych danych teoretycznych,
ktore pozwolityby okresli¢ zrodta stabilizacji wplywajace na zdolnos¢
zmodyfikowanych analogéw zasad azotowych do tworzenia kompleksow
z zasadami niezmodyfikowanymi wewnagtrz nici DNA. Pochodne te ze wzglgedu na
czestos¢ wystepowania mutacji oraz powazne nastgpstwa biomedyczne zostaty
uznane za markery stosowane do okreslenia stadium chorob o podlozu
wolnorodnikowym [23,24].

Sposroéd grona licznych produktéw wolnorodnikowych uszkodzen DNA
przeanalizowatam zdolno$¢é zmodyfikowanej pochodnej adeniny do tworzenia
kompleksow  stabilizowanych oddziatywaniami warstwowymi. Mutagenny
charakter tej pochodnej zwigzany jest przede wszystkim ze zdolnoscia do
tworzenia innych niz Kkanoniczne (A-T) par zasad. Takie niestandardowe
parowanie moze prowadzi¢ do powstawania mutacji punktowych [25].

Rezultaty uzyskane dla par tworzonych przez zmodyfikowang adening
w uloZzeniu warstwowym razem z cytozyng i guaning w roznym ulozeniu
sekwencyjnym zostaly opublikowane w pracach [H3] i [H5]. Wazng obserwacja
wynikajacg z uzyskanych rezultatéw jest istotne znaczenie sekwencyjnego
potozenia oksydowanej adeniny w dimerze.

W przypadku par tworzonych z guaning tylko w jednym z analizowanych
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przypadkéw (5'-guanina/2-oxoadenina-3') doszlo do zwigkszenia stabilnosci
dimeru w calym zakresie zmiennosci parametréw strukturalnych, przy czym
wzrost ten jest w calosci wywotany zwigkszonym udzialem pierwszorzedowej
sktadowej elektrostatycznej w stabilizacji omawianego kompleksu. Jest to
niewatpliwie zwigzane =z obecnoscia dodatkowego tlenu w  pozycji
2 zmodyfikowanej adeniny, ktéry w tym utoZeniu sekwencyjnym w znacznym
stopniu oddziatuje z pierScieniem sasiadujgcej guaniny w calym zakresie
zmiennos$ci parametrow okreslajacych geometri¢ uktadu.

W przypadku par tworzonych z cytozyna obraz oddzialywan ma bardziej
zlozony charakter. Dla sekwencji zasad 5'-cytozyna/2-oksoadenina-3' niemalze
w calym zakresie zmiennosci wyznaczonych eksperymentalnie parametrow
strukturalnych  modyfikacja wywoluje ostabienie oddzialywan ($rednio
1,5 kcal/mol) a przebieg krzywych przecie¢ powierzchni energii potencjalnej jest
w obu przypadkach identyczny.

W przypadku par 5'-2-oksoadenina/cytozyna-3' zaobserwowatam znaczng
kierunkowo$¢. Przede  wszystkim wartosé energii oddziatywania
miedzyczasteczkowego nie zmienia si¢ po modyfikacji w funkcji parametrow
strukturalnych rise, tilt i slide. W przypadku parametréw twist, roll i shift dochodzi
do przesunigcia minimum i zmiany ksztaltu krzywej energii oddziatywania. Moze
to tlumaczy¢ dlaczego po modyfikacji dochodzi do znacznych odksztalcen
uszkodzonej nici DNA. Na uwage zasluguje rowniez fakt, iz rowniez w tym
wypadku daje sie zaobserwowaé znaczacy wplyw oksydacji na wzrost energii
elektrostatycznej (por. Tabela 1 w pracy [HS]). Wzrost ten jednak nie wptywa na
catkowita energi¢ oddziatywania miedzyczgsteczkowego bowiem oddzialywania
odpychajaco-wymienne znosza przyciaganie elektrostatyczne trwatych momentow

elektrycznych oddziatujacych zasad kwaséw nukleinowych.

Natura oddzialywan miedzyczasteczkowych w innych ukladach o znaczeniu

biologicznym.

Mechanizm molekularnego rozpoznawania nie zostal jeszcze do konca wyjasniony.
Wiadomo jednak, iz gléwnym czynnikiem biorgcym udzial w rozpoznawaniu sg
wigzania wodorowe pomiedzy polarnymi grupami faficuchéw bocznych biatek
a zasadami kwasow nukleinowych [26]. Ze wzgledu na zlozonosé¢ numeryczna,
podejmowane w ostatniej dekadzie préby modelowania wlasciwosci bioukfadow
wymagaly stosowania szeregu uproszczen w modelach ich opisu [27]. Z tego tez

powodu niewiele jest w literaturze przedmiotu szczegotowych analiz natury
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oddziatywan kompleksow biorgcych udziat na przyktad w procesach naprawy DNA
czy oddziatywan RNA z biatkami [28].

W ten nurt badan wpisuje si¢ moja kolejna praca [praca 3 punktu b) wykazu
innych prac opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora], w ktérej razem ze
wspotpracownikami z Zakladu Chemii Teoretycznej Politechniki Wroctawskiej
przeanalizowalismy 20  komplekséow  tworzonych przez zasady kwasu
rybonukleinowego i fragmenty tancuchéw bocznych aminokwaséw wchodzacych w
sktad biatek naprawczych i regulatorowych. Publikacja ta nie zostala ujeta w cyklu
habilitacyjnym ze wzgledu na brak oswiadczenia jednego ze wspdtautorow dr Alana
Chenga (o$wiadczenia pozostatych wspotautoréw zostaty zalaczone do wniosku).
Gléwnym celem tej pracy byla przede wszystkim analiza zrédet stabilizacji takich
uktadow. Dodatkowo dr Pawel Lipkowski przeprowadzit analize topologiczng
gestosci elektronowej przy uzyciu metody AIM. Wyniki uzyskane w omawianej pracy
(por. Ryc. 2) jednoznacznie wskazuja na dominujacy udzial skladowe;j
delokalizacyjnej w przypadku kompleksow o charakterze obojetnym co podkresla
znaczng wzajemng polaryzacje oddziatujacych poduktadow. Pozostate pary
zawierajagce dodatnio badz ujemnie natadowane reszty aminokwasowe sa
stabilizowane dzigki sktadowej Heitlera-Londona energii oddziatywania. Réwniez
energia dyspersyjna pomimo nizszych warto$ci ma istotne znaczenie. Uzytecznym
narzedziem w interpretacji wynikéw podziatu energii oddzialywania sg mapy
réznicowe gestosci elektronowej pozwalajace na analize zmian gestosci elektronowej
indukowanych oddziatywaniem. Wielkos¢ ta zdefiniowana jest jako roznica

jednoczgstkowych gestosei elektronowych kompleksu AB i jego sktadowych.

8p = pa5(r} — pa(r) — pp(r) 10.

W przypadku analizowanych ukladéw zmiany gestosci elektronowej po utworzeniu
obojetnych kompleksow maja charakter lokalny i dotycza gtownie obszaréw
zaangazowanych w tworzenie wigzan wodorowych.

Interesujace rezultaty z punktu widzenia mechanizmow molekularnego
rozpoznawania wyzyskatam we wspoipracy z dr. Przemystawem Czeleniem dla
kompleksu  utworzonego  przez  NAD+-zalezng  deacetylaze  (Sir  2)
i karbanikotynoamid dinukleotydu adeniny [H11]. Ze wzgledu na ich biochemiczne
wlasciwosci ta grupa bialek regulatorowych jest uwiklana w szereg procesow
biologicznych takich jak metabolizm DNA czy regulacja i naprawa uszkodzen nici
[29, 30]. Liczne badania sugeruja, ze ich aktywno$¢ moze by¢ modulowana przez

stezenie nikotynamidu w komérce, ktéry oddziatuje wewnatrz hydrofobowej wneki
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deacetylazy dzigki obecnosci czasteczek fenyloalaniny (Rycina 4). Wykonane przez
dr. Przemystawa Czelenia symulacje dynamiki molekularnej wykazaty, iz kazdy
z fragmentéw oddzialujagcego z biatkiem liganda odgrywa znaczaca role

w stabilizacji natywnego kompleksu.

Rycina 4. Graficzna reprezentacja centrum aktywnego kompleksu NAD+-zaleznej deacetylazy

(Sir 2) i karbanikotynoamidu dinukleotydu adeniny.

Najsilniejsze oddziatywania zachodza w przestrzeni utworzonej przez sasiadujace
ze sobg ILE117, ASP118, i ALY16 gdzie dominujace sa wiazania wodorowe.
Oddziatywania hydrofobowe sg natomiast gléownym zrédtem  stabilizacji
w okolicach wystepowania PHE44 i PHE67. Wykonana przeze mnie analiza
sktadowych energii oddziatywania wykazala, ze oddzialywania elektrostatyczne oraz
sktadowa indukcyjna odgrywajg kluczowe znaczenie w stabilizacji tego uktadu.
Istnieja doniesienia, iz materialy weglowe (powierzchnie grafenowe,
funkcjonalizowane nanorurki weglowe) moga zostaé¢ zastosowane jako podstawa do
tworzenia biosensorow i bionanomateriatow, ktére z kolei moga by¢ wykorzystywane
w  procesach  molekularnego  rozpoznawania [31,32].  Ponadto, takie
funkcjonalizowane nanostruktury moga by¢ wykorzystywane jako powierzchnie
umozliwiajace transport peptydow do uktadu immunologicznego organizmu [33].
Dlatego tez postanowitam zaja¢ si¢ zagadnieniem oddziatywan w tego typu uktadach.
Rezultaty moich badan zostaly zaprezentowane w pracy oznaczonej w. cyklu jako

[H8]. W pracy tej wspdlnie z prof. dr. hab. Wojciechem Bartkowiakiem
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przeanalizowalisSmy  oddziatywania  lafcuchéw  bocznych  pierscieniowych
aminokwaséw (fenyloalaniny, tyrozyny, tryptofanu, histydyny)
z policyklicznymi fragmentami warstw grafenowych. Dostgpne woéwczas dane
literaturowe opisujace tego typu uklady pozwolily przyjaé, ze zrodtem ich stabilizacji
sg gtéwnie oddziatywania elektronow typu m. Istotnie, Zrodet stabilizacji takich
ukladéw nalezy upatrywal w oddziatywaniach zwigzanych z korelacjg ruchu
elektronéw wzajemnie oddziatujgcych ze sobg powierzchni weglowych i pierscienia
aminokwasu aromatycznego. Wartos¢ energii dyspersyjnej w tego typu kompleksach
jest $rednio trzy razy wigksza od wartosci skladowej elektrostatycznej wyznaczonej
w pierwszym rzedzie rachunku zaburzen, ktéra dodatkowo jest kompensowana przez
wzajemne odpychanie molekut. Niewielki udzial w stabilizacji ma energia
indukcyjna. Z uwagi na fakt, iz oddzialywania dyspersyjne odgrywaja kluczowa role
w stabilizacji takich komplekséw postanowilam zweryfikowa¢ uzytecznosé
dostepnych w tamtym czasie funkcjonaléw korelacyjno-wymiennych. Wnioski
z tych badan opisze¢ dalej w osobnej sekcji.

Rownie interesujgca w kontekscie omawianych zagadnien jest w moim
przekonaniu wnikliwa analiza nieaddytywnosci oddzialywan migdzyczgsteczkowych
w krysztalach zwigzkéw stosowanych w medycynie. Zagadnienie to jest jak dotad
stosunkowo mato rozpoznane, wiadomo jednak, ze wiele zbadanych uktadow
wykazuje duza kooperatywnos¢ oddziatywan.

Pojawiajace sie w literaturze przedmiotu wzmianki dotyczace kooperatywnosci badz
nieaddytywnosci oddzialywan w badanych uktadach sg ograniczone zwykle do
analizy catkowitej energii oddzialywania badz ograniczone sg do relatywnie matych
uktadow [34, 35]. Ze wzgledu na wzrost zainteresowania projektowaniem nowych
substancji o okreslonych wiasciwosciach leczniczych i znaczacej dostepnosci
biologicznej przedmiotem moich kolejnych badan staty sie wlasciwosci strukturalne
i energetyczne substancji o potencjalnych zastosowaniach w terapii. Kluczowym
elementem takiego projektowania jest wiedza na temat niekowalencyjnych
oddzialywan miedzyczasteczkowych takiego zwigzku, odpowiedzialnych za
stabilizacj¢ jego krysztalow. Czesto stabilizacja ta pochodzi od silnych wigzan
wodorowych, oddzialywan typu =~ lub oddziatywan elektrostatycznych.
Przedmiotem mojej kolejnej pracy z cyklu habilitacyjnego, oznaczonej jako [H11]
staty si¢ krysztaly nikotynamidu. Znane sg istotne biochemicznie wiasciwosci
nikotynamidu  (prekursor  koenzymdéw  odpowiedzialnych ~ za  procesy
oksydoredukcyjne w watrobie, moézgu i erytrocytach) oraz jego stosowalnosé
w  medycynie (depresja, insulino-zalezna cukrzyca, inhibicja uszkodzen

oksydacyjnych) [36-39]. Ostatnio szczegblng uwage poswieca sie zdolnosci
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nikotynamidu do tworzenia ko-krysztatow ze wzgledu na jego struktur¢ dzigki ktorej
posiada zdolno$¢ do tworzenia syntonow z wieloma aktywnymi sktadnikami
farmaceutycznymi [40].

Zasadniczym elementem moich badan byly obliczenia catkowitej energii
oddzialywania oraz podzial tej energii na skladowe w krysztale nikotynamidu
(Rycina 5 [H11]). Uwzglednione zostaty réwniez wktady wielociatowe. Dodatkowo
dr Tomasz Misiaszek wykonat topologiczng analize gestosci elektronowej. Rezultaty
obliczen DFT-SAPT  wykazaly, ze skladowe: dyspersyjna, indukcyjna
i elektrostatyczna odgrywajg istotng rolg w stabilizacji omawianych kompleksow.
Nalezy jednak nadmieni¢, iz wktad pierwszorzedowej sktadowej elektrostatycznej jest
w wiekszosci badanych komplekséw kompensowany catkowicie przez odpychajaca
sktadowa wymienng zwigzang z odpychaniem Pauliego. Rowniez stabilizujgca
sktadowa indukcyjna byta silnie ttumiona przez efekty indukcyjno-wymienne
i decydujacg role w stabilizacji badanych uktadéw odgrywaly oddzialywania
dyspersyjne. Co ciekawe analiza nieaddytywnosci w krysztale wykazata, iz efekty

wielociatowe sg niemalze catkowicie zaniedbywalne.

Rycina 5. Struktura komplekséw uwzglednianych w obliczeniach podzialu energii

oddziatywania.

Analiza przydatno$ci wybranych metod chemii kwantowej w analizie

struktury i stabilnosci czasteczek o znaczeniu biologicznym

Ze wzgledu na réznorodnos¢ analizowanych przeze mnie uktadéw i ciagly
rozwdj metod chemii obliczeniowej, w cyklu przedstawionych prac podjelam rowniez
watek dotyczacy analizy poréwnawczej stosowanych metod obliczeniowych.

Z uwagi na fakt, iz oddzialywania dyspersyjne odgrywaja kluczowa role
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w stabilizacji badanych przeze mnie komplekséw molekularnych jednym z celow
moich badan stala sie weryfikacja uzytecznosci dostepnych funkcjonatow
korelacyjno-wymiennych. Problem ten zostal szerzej ujety we wspomnianej juz
wczesniej pracy oznaczonej jako [H8].

Rezultaty uzyskane dla blisko 100 réznych konformacji kompleksow
taficuchéw bocznych pierscieniowych aminokwaséw z policyklicznymi fragmentami
warstw grafenowych wykazuja, iz najmniejszy sredni btad energii oddzialywania
w stosunku do referencyjnej metody SCS-MP2 daje funkcjonal M06. Najlepsza
zgodno$¢ z dostepnymi danymi referencyjnymi uzyskaliSmy natomiast dla
funkcjonatu B97-D. Dla tych uktadéw zaobserwowalismy znaczaca korelacje
pomiedzy silg oddziatywan a rozmiarem oddziatujacej z aminokwasem powierzchni
weglowej. Nalezy tutaj nadmienié, iz w pracy przeanalizowano rozne warianty
rozszerzenia atomowej bazy funkcyjnej o funkcje dyfuzyjne (rozmyte). Funkcje te jak
wiadomo sa niezwykle istotne w celu poprawnego opisu oddzialywan
miedzyczasteczkowych, aczkolwiek w duzych uktadach moga prowadzié¢ do
liniowych zalezno$ci, a w konsekwencji do trudnosci w uzbieznianiu obliczen metoda
pola samouzgodnionego. Przeprowadzone przeze mnie obliczenia pokazaty, ze
zasadne jest przypisywanie funkcji dyfuzyjnych tylko w obszarze wzajemnego
nakladania sie oddziatujacych ze soba molekut. Pozwala to na uniknigcie problemow
ze zbiezno$cig przez usuniecie niepozadanych liniowych zaleznosct i pozwala na
bardzo doktadne odtworzenie wartosci energii oddziatywania przy jednoczesnej

znacznej redukcji czasu obliczen.

Opis pozostalych osiaggni¢¢ naukowych nie wchodzacych w sklad rozprawy
habilitacyjnej

W 2010 roku rozpoczetam wspdtprace naukowa z pracownikami Katedry i Zaktadu
Chemii Nieorganicznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu i zajetam si¢
zagadnieniami zwigzanymi z opisem ukladéw bionieorganicznych. Szczegoélnie
ciekawym i trudnym zagadnieniem jest prawidtowy opis kompleksow zawierajgcych
metale przejsciowe ze wzgledu na fakt, iz w literaturze przedmiotu niewiele jest
wyczerpujacych danych teoretycznych na ten temat.

Przedmiotem badan byla charakterystyka wiasciwosci koordynacyjnych
zwiazkdw peptydowych i ich oddziatywania z metalami (okoto 15 r6znych uktadow).
Rezultaty moich badafi zostaty zaprezentowane w pracach 6, 9-13, 15-17, 20
podanych w punkcie b) dorobku nie wchodzacego w skiad osiggniecia naukowego
opublikowanego po doktoracie. W pracach tych przeprowadzitam szczegdtows

analiz¢ konformacyjna dla kompleksow zwiazkéw peptydowych z miedzig i cynkiem
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w $rodowisku wodnym przy uzyciu dostepnych funkcjonaléow korelacyjno-
wymiennych miedzy innymi: M05, M06, M06-2X i M06-HF oraz w oparciu o metody
potempiryczne. Wyznaczytam parametry geometryczne analizowanych ukladow
i okreslitam sposdb wigzania metalu na réznych stopniach uprotonowania kompleksu.

Ponadto dla czeg$ci analizowanych zwigzkéw wykonatam pomiary
spektroskopii fluorescencyjnej (prace 9 i 12), oceniajac wplyw wigzania metalu na
intensywno$¢ fluorescencji oraz jej wygaszanie na skutek zmiany stgzenia jonow.

Dzieki wspotpracy z dr. Tomaszem Jankiem rozpoczetam badania wlasciwosci
strukturalnych naturalnych zwiazkéw powierzchniowo aktywnych produkowanych
przez szczepy bakteryjne. W oparciu o pdétempiryczng metode PM6 wykonatam
analize konformacyjna pseudofaktyny II. Okreslitam sposob wiazania metali
dwuwarto$ciowych takich jak miedz, wapn, cynk i magnez (praca oznaczona jako 19
w punkcie b) dorobku nie wchodzacego w skiad osiggnigcia naukowego
opublikowanego po doktoracie). Jest to szczegdlnie interesujace ze wzgledu
potwierdzona zdolnos¢ wielu zwigzkéw lipopeptydowych (polimyksyna B,
daptomycyna) do wigzania jonéw metali i wspomagania ich transportu przez biony
biologiczne oraz przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe i przeciwgrzybicze wlasciwosci
tego typu potaczen chelatowych [41,42]. Badania bedg kontynuowane w ramach
programu polsko-portugalskiej wymiany osobowe;.
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