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Efektem oddzialtywania promieniowania jonizujacego (pochodzacego z rdznych
zroédel) z komoérkami organizméw zywych, jest migdzy innymi pojawianie si¢ tzw.
elektronow wtornych, zazwyczaj o wzglednie niskiej energii (od 0.1 do 20 eV). Jak wiadomo,
elektrony wtorne moga przyczynia¢ si¢ do powstawania uszkodzen DNA w organizmach
zywych, a wigc zar6wno do pojawiania si¢ pgkni¢¢ jednoniciowych (single-strand break,

SSB), jak i dwuniciowych (double-strand break, DSB).

Wydajnos¢, z jaka elektrony wtorne z zakresu energetycznego 1-20 eV powoduja takie
peknigcia, byla badana eksperymentalnie w ostatnich latach przez grupe Sanche. Jak
wykazano, generowanie pgknigé odbywa si¢ w efektywnos$cia 8x107*i2x107* ,peknigcia na
elektron”, odpowiednio w przypadku SSB i DSB. Stwierdzono réwniez, ze wydajnosci te sa o
okoto 10-100 razy wyzsze niz w przypadku pegkni¢¢ bgdacych efektem oddzialywania z

fotonami o znacznie wyzszych energiach (siggajacych nawet 25 eV).

Wykazano takze, ze elektrony nie musza posiada¢ energii przewyzszajacych potencjat
jonizacji DNA (oszacowany na okoto 7.5 eV) aby wywotywaé jedno- i dwuniciowe

peknigcia.

Wspomniane konkluzje byty przede wszystkim efektem badan wykonanych przez
Sanche 1 wspotpracownikéw, w ramach ktorych suche probki DNA (tzn. zawierajace tylko
tzw. wode¢ strukturalng w ilosci okoto 2.5 molekul H,O na jedna zasadg nukleinowa)
bombardowano wiazka niskoenergetycznych elektrond6w o znanej i dobrze zdefiniowanej

energii kinetycznej. Po wykonaniu naswietlan probki DNA byly sprawdzane pod katem



obecnosci SSB i DSB. Podstawowym wnioskiem z tych eksperymentow bylo, jak juz
wspomniatem, (i) stwierdzenie mozliwosci wywotywania pgkniec przez elektrony o energiach
5-7 eV, czyli mniejszych niz potencjat jonizacji DNA. W szczegolnosci wykazano, ze (ii)
wydajno$ci tworzenia SSB 1 DSB silnie zaleza od energii elektronow (nie obserwowano SSB
dla energii ponizej 1 eV). Ponadto, (iii) podejrzewano, iz jednym z etapoéw powstawania SSB
jest tworzenie stanéw rezonansowych typu core-excited (o wzbudzonym rdzeniu), za czym
miat przemawia¢ wzglednie dlugi czas Zycia tego typu stanow w poréwnaniu ze stanami
shape-resonance oraz ich wysoka energia (odpowiadajaca energii elektronow, dla ktorych

obserwowano wigksze wydajnosci SSB).

Whioski sformutowane podczas tych badan eksperymentalnych sugeruja zatem, iz
pierwszym etapem powstawania SSB jest tworzenie rezonansowych standéw anionowych
(przy czym nadmiarowy elektron zlokalizowany jest na zasadzie nukleinowej, fragmencie
cukrowym badz fosforanie — tego nie stwierdzono), natomiast etap drugi polega na
rozerwaniu wigzania w komponencie cukrowym. W efekcie dochodzi do jednoniciowego
peknigcia a produkty powstate w wyniku tego peknigcia wchodza w reakcje z innymi

fragmentami DNA, co z kolei przyczynia si¢ do powstawania pgkni¢¢ dwuniciowych.

Nasze wstgpne badania majace na celu opracowanie przyblizonego mechanizmu dla
tego procesu, rozpoczg¢liSmy od sprawdzenia wspomnianego schematu reakcji przy uzyciu
wzglednie prostych narzedzi kwantowochemicznych. W szczegélnosci, rozwazaliSmy
mozliwo$ci wywotywania pegknigé jednoniciowych przez elektrony o energii znacznie nizszej
(okoto 1 eV). Wobec tego, naturalnym krokiem byto wzigcie pod uwage niskoenergetycznych
orbitali wirtualnych w obrgbie DNA. Z prac Burrowa wiadomo, ze zasady nukleinowe
(izolowane) tworza anionowe stany rezonansowe, ktorych pozycje moglyby ,,pasowac” do
zakresu niskich energii rozwazanych w eksperymentach wykonywanych przez Sanche i
wspotpracownikow. Wspomniane stany rezonansowe sa jednak stanami typu shape-
resonance, dlatego wtasnie tego typu stany braliSmy pod uwage w naszych obliczeniach.

Wykonane przez nas obliczenia polegaly wigc na skanowaniu profilu energetycznego
anionéw tworzonych przez przytaczenie nadmiarowego elektronu do odpowiednich,
antywigzacych orbitali typu m. Bardziej precyzyjnie — badaliSmy S$ciezke reakcji, ktorej
wspotrzedna byta zgodna z kierunkiem prowadzacym do powstawania SSB.

Oczywiste jest, ze rozmiary DNA sg zbyt duze, aby mozna byto skutecznie bada¢ ten

problem przy uzyciu wysokoskorelowanych metod ab initio chemii kwantowej, czy nawet



metody Hartree-Focka. Z uwagi na to, zdecydowali$my si¢ na wyselekcjonowanie fragmentu
molekularnego, ktéry byltby reprezentatywny z punktu widzenia:

- po pierwsze — mozliwo$ci przytaczenia nadmiarowego elektronu na niskoenergetyczny
orbital wirtualny 7*,

- po drugie — mozliwosci rozerwania wigzania C—O we fragmencie cukrowym.

Tego rodzaju fragmentem struktury DNA jest pojedynczy nukleotyd. W szczego6lnosci,
wybrany przez nas uktad zawierat:

(1) cytozyne — jako zasad¢ nukleinowa, (ii) fragment cukrowy, (iii) grupg fosforanowa
przytaczona do fragmentu cukrowego poprzez wiazanie C—O (rozrywane przy generowaniu

SSB).

Na ponizszym rysunku zaznaczony jest wybrany fragment oraz wspomniane wigzanie C—O.

Zastosowana przez nas nastgpnie strategia obliczeniowa byla nastgpujaca:

(1) miejsca, w ktorych dokonano sztucznego zerwania wigzan (wydzielajac fragment
z pelnej struktury DNA) zostaly terminowane poprzez dodanie atoméw wodoru.
W ten sposob unikngli§my pojawienia si¢ niefizycznych centrow rodnikowych,

ktore nie wystepuja w uktadzie rzeczywistym.



(i)
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)
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ZneutralizowaliSmy natadowana ujemnie grupe fosforanowa poprzez
wprowadzenie dodatkowego jonu H'. Uzasadnieniem takiego postepowania jest
fakt, iz w eksperymentach z grupy Sanche postugiwano si¢ co prawda ,,suchym”
DNA, ale zawierajacym wodg strukturalna. W tego rodzaju prébkach mamy bez
watpienia do czynienia z jonami rOwnowazacymi ujemnie natadowane reszty
fosforanowe.

WykonaliSmy seri¢ obliczen dla ukladu obojetnego (na poziomie RHF) oraz
anionowego (UHF) zmieniajac wartos¢ wspotrzednej reakcji R (dtugos¢ wiazania
C-0) od 1.40 A do 2.20 A (z krokiem 0.05 A). Obliczenia te uwzgledniaty w
kazdym przypadku optymalizacj¢ geometrii przy zamrozonej wartosci
wspotrzednej R. Dhugoéé wiazania 140 A  odpowiadata obszarowi
rownowagowemu, natomiast dtugo$é¢ R=2.20 A wskazuje na obszar, w ktorym
doszto juz do pgknigcia SSB.

Dla mniejszych warto$ci parametru R nadmiarowy elektron w uktadzie
anionowym umieszczany byl na antywiazacym orbitalu n* zlokalizowanym na
zasadzie nukleinowe;.

Obliczenia wykonywalismy niezaleznie (w sensie uzyskiwania niezaleznych
profili energetycznych) dla roznych energii nadmiarowego elektronu, a wigc dla
0.2, 0.3, 0.8, 1.0, 1.3 1 1.5 eV. Za chwilg wyjasni¢ szczegoOly techniczne tych
obliczen.

Opisane w powyzszych punktach profile energetyczne wykonali§my dla molekutly
w fazie gazowej oraz w polu rozpuszczalnika (metoda SCRF) o roznej statej

dielektrycznej, tzn. 4.9, 10.4 1 78).

Postgpowanie to doprowadzito do wygenerowania przekroju przez powierzchnig energii

potencjalnej (osobno dla uktadu obojetnego i anionowego). W przypadku anionu przekroj

ten ilustruje potaczenie migdzy anionem n* a ukladem o rozerwanym wiazaniu C-O.

Zanim powiem o wynikach liczbowych chciatbym zwrdci¢ uwage, ze proponowany

przez nas schemat przebiegu tego procesu zaktada migracje nadmiarowego elektronu z

zasady nukleinowej (gdzie elektron jest przylaczany w pierwszym etapie tworzac

krotkozyjacy rezonans) do reszty fosforanowej. Migracji tej towarzyszy rozerwanie

wiazania C—O 1 powstanie jednoniciowego peknigcia. Oczywiscie w procesie tym



powstaje rowniez centrum rodnikowe, ktore moze w dalszym etapie by¢ powodem

powstawania kolejnych uszkodzen w najblizszym sasiedztwie.

Na ponizszych rysunkach prezentuje sytuacje poczatkowa i koncowa. Z lewej strony
wida¢ orbital molekularny n* zasady nukleinowej, na ktérym zlokalizowany jest elektron
po przytaczeniu do nukleotydu. Z prawej strony, natomiast, wida¢ orbital docelowy,

opisujacy nadmiarowy elektron po rozerwaniu wiazania C-O.

Ny

L. A

Dosy¢ wazne jest wyjasnienie dlaczego nie rozwazamy bezposredniego przyltaczenia
nadmiarowego elektronu do antywiazacego orbitala 6* wigzania C-O. Oczywiscie, tego
rodzaju mechanizm jest znany, natomiast nie moze on dotyczy¢ sytuacji, gdy SSB sa
indukowane przez niskoenergetyczne elektrony. Wynika to z faktu, ze energia tych
elektrondw jest za mata, aby orbital 6* wigzania C—O mogt zosta¢ osiagnigty, co jest
spowodowane tym, ze energia ¢* wigzania C—O jest wysoka dla geometrii rtOwnowagowe;j
nukleotydu. Orbital ten jest wigc nieosiagalny dla elektrondw wtdrnych o energiach 0-2
eV, czyli takich, jakie rozwazamy w naszych symulacjach.

Pomimo, iz orbital 6* wigzania C—O nie jest osiagany natychmiast po
przylaczeniu elektronu, uczestniczy on w omawianym procesie transferu elektronu na
etapie pozniejszym, dla wigkszych dtugosci wiazania C-O, gdzie jego energia jest juz

duzo nizsza.

Tak jak wspomnialem, nasze profile energetyczne uzyskiwalismy dla réznych
energii nadmiarowego elektronu w zakresie 0.2—1.5 eV. Fakt, ze tworzony w pierwszym
etapie stan rezonansowy anionu w* jest metastabilny, utrudnia wykonywanie tego rodzaju

obliczen. WykorzystaliSmy t¢ okoliczno$¢, jak 1 brak zupelnos$ci uzywanej bazy



funkcyjnej, jako technik¢ umozliwiajaca nam sterowanie energia nadmiarowych
elektronow (spetniajacych w naszych obliczeniach rolg elektronow wtornych). W
szczegolnosci, wykonywalismy takie skalowanie bazy, aby roznica energetyczna migdzy
obliczanym stanem anionowym a macierzystym ukladem obojetnym byla réwna
symulowanej energii kinetycznej zblizajacego si¢ elektronu. Skalowaniu podlegaty
wyktadniki orbitali o symetriach s i p, ktore wnosza dominujacy wktad do orbitali
antywiazacych n* zlokalizowanych na zasadzie nukleinowej (cytozynie). Po
przeprowadzeniu skalowania bazy (na uzyskanie odpowiedniej energii) dla geometrii
rownowagowej nukleotydu, stosowaliSmy t¢ baze konsekwentnie skanujac dany profil
energetyczny reakcji. Warto rowniez zwroci¢ uwage, iz wybor wartosci energii (a wigc
0.2, 0.3, 0.8 eV, itd.) nie byt przypadkowy lecz odpowiadal eksperymentalnej pozycji
rezonansu okreslonej dla izolowanej cytozyny przez Burrowa i wspdipracownikow.
Doktadniej — wspomniane warto$ci energii charakteryzowaly i uwzgledniaty zaréwno

pozycje tego rezonansu, jak i jego szerokosé.

Wyniki — profile energetyczne

Uzyskane przez nas profile energetyczne (dla roznych wartosci energii oraz dla réznych

stalych dielektrycznych) sa pokazane na ponizszym rysunku:
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Na rysunkach pokazano réwniez profile energetyczne odpowiednich (macierzystych)
uktadéw obojetnych w celu zilustrowania rejonow stabilnosci elektronowej opisywanych

anionow.

Jak wida¢, w nieobecnosci efektow rozpuszczalnikowych (e=1.0) zerwanie wigzania C—O
wymaga pokonania bariery kinetycznej o wysokosci 8-16 kcal/mol (w zaleznos$ci od
energii elektronéw) ale caly proces jest egzotermiczny we wszystkich przypadkach, co
jest niewatpliwie efektem duzego powinowactwa do nadmiarowego elektronu
wykazywanego przez fragment fosforanowy. Mozna rowniez zauwazy¢, ze tylko w
nieobecnosci rozpuszczalnika mamy do czynienia z metastabilnym stanem anionowym —
we wszystkich pozostalych przypadkach natomiast,

badane aniony sa stabilne

elektronowo w catym zakresie badanych dtugosci R.

Sformutowanie dalszych wnioskdéw jest prostsze po zebraniu tych samych wynikéw w

tabeli:



Energia elektronow| 0.2 0.3 0.8 1.0 1.3 1.5
(eV)

bariera (faza gazowa) 15.6 15.1 12.10 11.25 9.00 8.38
bariera (chloroform) 18.3 18.5 13.10 10.47 10.2 7.95
bariera (dichloroetan) 19.0 19.8 13.70 10.51 10.5 8.38
bariera (woda) 28.1 21.8 11.30 9.50 5.30 5.10
R dla bariery (faza gazowa) 1.95 1.95 1.875 1.85 1.80 1.80
R dla bariery (chloroform) 1.95 1.95 1.85 1.85 1.80 1.80
R dla bariery (dichloroetan) 1.95 1.95 1.85 1.80 1.80 1.80
R dla bariery (woda) 2.05 2.10 1.90 1.80 1.75 1.75

Analizujac dane zawarte w powyzszej tabeli mozna sformutowac nastgpujace wnioski:

(1) bariery kinetyczne wystepuja dla podobnych wartosci R (dlugos¢ wiazania C-O),
czyli w rejonie R=1.75-2.10 A, przy czym bariery wystepuja dla nieco krétszych
odlegtosci C—O w sytuacjach, gdy energia elektronow wzrasta ;

(i1))  biorac pod uwage wszystkie rozpuszczalniki, wysoko$ci barier zawieraja si¢ w
przedziale 5-28 kcal/mol, przy czym wysoko$¢ bariery maleje wraz ze wzrostem
energii elektronow, co wiaze si¢ posrednio z tym, ze dla wyzszych wartosci
energii mamy niejako wigcej energii zgromadzone] w ukladzie anionowym, co
niewatpliwie utatwia pokonanie bariery kinetycznej;

(iii)  dla mniejszych warto$ci energii elektronow bariera zazwyczaj zwigksza si¢ wraz
ze wzrostem stalej dielektrycznej, natomiast dla wigkszych energii elektronéw

obserwowana jest tendencja odwrotna.

Wyniki — szybkos¢ powstawania SSB

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna tez dokona¢ oszacowania szybkosci z jaka
moze dochodzi¢ do pokonania bariery i generowania pojedynczych pgknig¢ (SSB). W tym
celu wystarczy rozwazy¢ drgania wiazania C—-O, w przypadku ktérego wibracje zachodza
z szybkoscia okoto 3x10" s™'. Jezeli pomnozymy te wiclko$é przez prawdopodobienstwo

okreslajace mozliwo$¢ pokonania odpowiedniej bariery kinetycznej wskutek rozciagania



wiazania C—O (dla temperatury 298 K) uzyskamy nastgpujace szybko$ci powstawania

SSB:

Wysokos¢ bariery

Szybkos¢ tworzenia SSB

5.1 kcal/mol

5.3x10° s (dla E=1.5 eV)

7.95 kcal/mol
10.2 kcal/mol
15.1 kcal/mol
19.8 kcal/mol
28.1 kcal/mol

4.2x10"s™
9.3x10° s™!
2.3x10%s™!
8.0x107% s™!
6.3x10" 5!

Jak pokazg za chwilg, szybkos$ci te sa mniejsze niz szybkos$¢, z jaka elektron odbywa
podréz z zasady nukleinowej do grupy fosforanowej, a wigc to wtasnie te szybkosci beda
determinowa¢ szybko$¢ powstawania SSB (oczywiscie wniosek ten dotyczy wylacznie

sytuacji i warunkow, w ktoérych proponowany mechanizm jest realizowany).

Warto w tym miejscu zauwazy¢, ze czas zycia stanu rezonansowego n* dla izolowanej
cytozyny wynosi okoto 107 s (wobec braku solwatacji). Jednoczesnie widaé, ze dla
niesolwatowanych nukleotydow, jedynie dla energii 1.5 eV szybko$¢ tworzenia SSB ma
szanse by¢ nie blizej niz trzy rzedy wielkosci od szybkosci odrywania elektronu od stanu
rezonansowego. Nie nalezy si¢ zatem dziwi¢, ze dla energii 1.5 eV (lub nizszych) nie

obserwowano powstawania SSB w eksperymentach Sanche i wspotpracownikow.

W przypadku ukladéw solwatowanych, anion jest zawsze stabilny elektronowe, wobec
tego kwestii konkurencyjnosci proceséw autooderwania elektronu 1 generowania SSB nie

trzeba rozwazac.

Dla statych dielektrycznych wynoszacych okoto 4, ktéore moga by¢ reprezentatywne dla
natywnego DNA, szybko$¢ powstawania SSB jest okre§lona w zakresie 10°-10" s (dla

elektronow z zakresu 0.2—1.5 eV).




Wyniki — szybkos$¢ transferu elektronu

Jak juz wspominatem, dla kazdej wartosci rozwazanego parametru R (dtugo$¢ wiazania
C—0O) mamy do czynienia z dwoma stanami anionowymi, ktéore musimy rozwazy¢ w celu
dokonania petniejszego opisu badanego procesu. Pierwszy z tych dwoch standw
diabatycznych to stan n*, w ktérym elektron zlokalizowany jest na antywiazacym orbitalu
n w rejonie zasady nukleinowej, natomiast drugi stan diabatyczny jest stanem c* a
nadmiarowy elektron opisywany jest antywiazacym orbitalem ¢ wigzania C-O.

Stan o* ma wysoka energi¢ w rejonie rownowagowej dlugosci wiazania C—O a nastgpnie
jego energia maleje, natomiast w przypadku stanu ©* obserwujemy tendencje odwrotna,

co zostato pokazane na rysunku:
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Oczywiscie dla duzych warto$ci parametru R, uktad ewoluuje do anionu fosforanowego
oraz do obojgtnego rodnika i to wlasnie tworzenie anionu fosforanowego stanowi
najwigksza ,,site sprawcza” w procesie rozrywania wiazania C—O. Warto wspomnie¢, iz
grupa fosforanowa posiada wysokie powinowactwo do nadmiarowego elektronu (powyzej

4 eV), co z punktu widzenia elektronu zlokalizowanego na zasadzie nukleinowej jest
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perspektywa glebokiej studni potencjatu, ktéra moze by¢ osiagnigta po pokonaniu bariery

kinetycznej zwiazanej z rozerwaniem wigzania C-O.

W rejonie R=1.9 A, energia stanu o* staje si¢ w przyblizeniu réwna energii stanu 7*. W
tym obszarze dochodzi do ,,zabronionego przecigcia” (avoided crossing), unikania si¢
stanow w wyniku czego pojawiaja si¢ dwa stany adiabatyczne, w przypadku ktorych

region wzajemnego unikania si¢ pokazany jest na ponizszych rysunkach:
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Jak widaé, dla kazdej z energii mamy nieco inna sytuacje ale w kazdym przypadku
mozemy oszacowacé ,,odstep energetyczny” migdzy krzywymi w miejscu, w ktorym

zblizaja si¢ one do siebie najbardziej. Umozliwia to oszacowanie szybko$ci, z ktora

nadmiarowy elektron, zlokalizowany poczatkowo na orbitalu ©* cytozyny, przemieszcza

sie na orbital 6* wiazania C—O.

Odczytane z wykresOw warto$ci energii mieszcza si¢ w zakresie od 0.01 do 0.24 eV i

odpowiadaja szybkosciom od 2x10'* do 6x10"* s,

Obliczone szybkosci transferu wskazuja, ze nadmiarowy elektron moze w rzeczywistosci
dosy¢ szybko przemieszcza¢ si¢ z zasady nukleinowej na fosforan. W szczegdlnosci,
warto zauwazy¢, ze uzyskane w ten sposob szybkosci sa duzo wigksze niz predkosé
pokonywania barier kinetycznych (na drodze do rozerwania wigzania C—O). W zwiazku z

tym, predko§¢ generowania SSB (na drodze analizowanego mechanizmu) bedzie

zdeterminowana predko$cia pokonywania bariery kinetycznei, a nie szybko$cia transferu

elektronu w obrebie nukleotydu.

Analogiczne obliczenia wykonaliSmy réwniez dla nukleotydu, w ktéorym rolg zasady
nukleinowej petni tymina. Uzyskali§my zblizone wyniki, co nie stanowi zaskoczenia gdyz
tymina jest podobna do cytozyny nie tylko w sensie strukturalnym, ale réwniez z punktu
widzenia mozliwos$ci tworzenia standw rezonansowych (pozycje anionowych rezonansoOw

cytozyny i tyminy naleza do najnizszych sposrod wszystkich zasad nukleinowych).
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Zebrane dla wspomnianego uktadu wyniki zaprezentowane sa w ponizszej tabeli:

Bariera Energia elektronu

(kcal/mol) 0.25 eV 0.30 eV 0.45 eV 1.00 eV
Bariera dla 13.01 12.85 10.46 8.26
Fazy gazowej

Bariera dla 16.65 15.10 14.19 10.34
=49

Bariera dla 18.40 16.78 14.49 10.85
e=10.4

Bariera dla 24.53 19.00 15.10 6.71
e=78.0

Mozna tatwo zauwazy¢, ze wysokos$ci barier zawieraja si¢ w zakresie 8-13 kcal/mol (dla
fazy gazowej), przy czym wysokos¢ 8.26 kcal/mol odpowiada energii elektrondw rownej

1.0 eV.

Podobnie jak dla uktadu zawierajacego cytozyne, tylko w fazie gazowej mamy do
czynienia z metastabilnym stanem anionowym, natomiast nawet stabe pole

rozpuszczalnika stabilizuje tworzony anion.

Podobnie jak w przypadku nukleotydu zawierajacego cytozyng, czynnikiem
determinujacym szybko$¢ powstawania SSB jest tutaj wysoko$¢ bariery kinetycznej i

konkurencyjnos¢ tego procesu z autoodrywaniem elektronu.

Efekty n-stacking

Kolejnym krokiem na drodze do uwzglednienia wplywu wigkszej liczby czynnikow
zewngtrznych na proponowany przez nas mechanizm generowania SSB w strukturze
DNA, bylo wzigcie pod uwage efektu zwiazanego z obecnoscia innych nukleotydow. W
tym celu wykonaliSmy obliczenia dla fragmentu pojedynczej nici DNA, sktadajacego sig z

trzech nukleotydow (patrz ponizszy rysunek):
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Wybrana do badan struktura pochodzita z banku danych DNA i odpowiadata fragmentowi
nici ztozonemu z trzech nukleotydow, z ktorych kazdy zawieral cytozyng (petniaca rolg
zasady nukleinowej). Warto wspomnieé, ze sekwencja CCC stanowi wazny biologicznie

kodon odpowiedzialny za kodowanie jednego z naturalnych aminokwasow — proliny.

Dla takiej struktury badali§my omawiany wczesniej mechanizm przeniesienia elektronu,
przy czym, zgodnie z naszym zatozeniem a priori, rozwazaliémy zachodzacy proces dla
»Srodkowego” nukleotydu, natomiast dwa sasiadujace uktady peinity rolg ,,otoczenia”. W
ten sposob, znajac wyniki dla izolowanego nukleotydu (rowniez zawierajacego cytozyng),
mozna, na drodze pordwnania, okresli¢ wpltyw bezposredniego sasiedztwa
»zestakowanych” zasad nukleinowych na szybko$¢ reakcji prowadzacej do zerwania

wigzania C-O.

W zwiazku z tym, ze badany fragment jest w tym przypadku znacznie wigkszy,
zastosowaliSmy podejscie, w ramach ktorego: caty uklad zostatl arbitralnie podzielony na
dwie strefy: do jednej z nich - ,,0 niskim priorytecie” — zaliczyli§my dwa nukleotydy

(gorny i dolny) — dla atomow z tej strefy wykonywalismy obliczenia metoda HF w bazie
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4-31G, natomiast dla atomow strefy drugiej (,,0 wysokim priorytecie”), obejmujacej
srodkowy nukleotyd, rowniez metoda HF ale w bazie 6-311+G*. Podziat na strefy jest

zilustrowany na pokazanym wcze$niej rysunku.

W przypadku kodonu CCC wykonali$my, jak dotad, obliczenia tylko dla fazy gazowe;.
Optymalizacja geometrii, ktéra przeprowadzaliSmy dla wszystkich zamrozonych wartosci
parametru R, byla wykonywana z wigzami. Mianowicie, optymalizacji podlegaty
wspotrzedne wewnetrzne poszczegdlnych nukleotydow, natomiast wzajemna orientacja

(utozenie w przestrzeni) fragmentdéw nukleotydowych pozostawato zachowane.

Obliczenia wykonywaliSmy dla sze$ciu r6znych wartosci energii nadmiarowego elektronu
(od 0.3 do 2.0 eV). Profile energetyczne, analogiczne do prezentowanych wczesniej ale w

otoczeniu dwoch sasiadujacych nukleotydow, zaprezentowane sa na ponizszym rysunku:
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Jak wynika z tych rysunkow, wysokos¢ bariery kinetycznej zawiera si¢ w przedziale 11-
25 kcal/mol, przy czym najnizsza bariera odpowiada energii elektronow réwnej 2.0 eV i
systematycznie ro$nie wraz ze spadkiem energii elektronéw, poprzez 15 kcal/mol dla 1.5

eV, 18 kcal/mol dla 1.0 eV, az do 25 kcal/mol dla 0.3 eV.

Poréwnanie wysokosci uzyskanych w ten sposob barier z wynikami otrzymanymi
uprzednio dla izolowanego nukleotydu (réwniez w fazie gazowej) prowadzi do wniosku,

1z efekty m-stacking powoduja zwiekszenie wysokosci barier o okoto 8 kcal/mol. A zatem,

w obecnosci sasiadujacych nukleotydow bedziemy mieli do czynienia z redukcja

szybkosci tworzenia SSB na drodze rozwazanego mechanizmu.

Transfer elektronu z fragmentu cytozynowego na grupge fosforanowa (odpowiednie
orbitale sa pokazane na ponizszym rysunku) jest rowniez dla badanego kodonu znacznie
szybszy niz osiaganie bariery kinetycznej, wobec czego proces ten nie jest etapem

determinujacym predkos¢ powstawania SSB.

Korzystajac z wyznaczonych barier kinetycznych mozemy okresli¢ odpowiadajace im
szybko$ci generowania SSB (dla réznych energii elektronu), ktére zostaly zebrane w

tabeli:
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Energia

elektronéw (.3 0.9 1.00 1.3 1.5 2.0
(eV)
Bariera
25 20 18 16 15 11
(kcal/mol)
SSB rate

1.0x107°  6.0x1072 6.4x10"  1.9x10'  2.7x10>°  0.8x10°

Poniewaz szybko$¢ autoodrywania elektronu od rozwazanego stanu rezonansowego

wynosi okoto 10" s

, natomiast szybko$¢ migracji elektronu na sasiednia zasadg
nukleinowa (proces ten nie byt rozwazany w naszych pracach) wynosi 10'* s, wida¢, ze
predkosci tworzenia SSB zgodnie z proponowanym przez nas mechanizmem sa o okoto

(co najmniej) 8 rzedow mniejsze. Wobec tego nalezy stwierdzi¢, ze tego rodzaju droga

powstawania peknie¢ jednoniciowych w kodonie CCC jest matlo prawdopodobna dla

elektronéw o energiach mniejszych lub réwnych 2 eV, chyba, ze problem niestabilnos$ci

powstajacego W  pierwszym etapie stanu w* zostanie wyeliminowany poprzez

zastosowanie polarnego, stabilizujacego srodowiska.

Podsumowanie

Zgodnie z postulowanym mechanizmem przewidujemy nastepujaca sekwencj¢ zdarzen:

(1) Elektron posiadajacy energi¢ kinetyczna w zakresie 0.2-1.5 eV przylacza si¢ do
antywiazacego orbitala n* zlokalizowanego na zasadzie nukleinowej (elektron nie
moze by¢ przylaczony do orbitala 6* wigzania C-O ze wzgledu na jego wysoka
energi¢ odpowiadajaca geometrii rtownowagowej nukleotydu);

(i)  Wobec braku stabilizujacego otoczenia (solwatacja) utworzony rezonans moze
ulegaé procesowi autooderwania elektronu (w ciagu okoto 107" s);

(iii)  Alternatywnie, uklad anionowy z elektronem przylaczonym na orbital n* moze
ulec geometrycznej reorganizacji (rowniez pod wplywem otoczenia) i uzyskac
stabilno$¢ elektronowa (jak stwierdziliSmy, juz niezbyt silne pole rozpuszczalnika

umozliwia stabilizacjg rozwazanego stanu anionowego);
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(iv)

™)

Podczas drgan wiazania C—O w anionie istnieje pewne (aczkolwiek niewielkie)
prawdopodobienstwo osiagnigcia krytycznej dlugos$ci wiazania, dla ktorej stany
anionowe m* 1 o* wykazuja bardzo zblizona energi¢. Bariery kinetyczne, ktore
musza by¢ pokonane na drodze do osiagnigcia takiej sytuacji zawieraja sig¢ w
zakresie 5-28 kcal/mol a ich wysokos¢ silnie zalezy od polarno$ci srodowiska oraz
od energii elektronéw wtérnych;

Po osiagnigciu bariery, zlokalizowany poczatkowo na zasadzie nukleinowej
elektron szybko si¢ przemieszcza i powstaje stabilny elektronowe anion
[(HO),PO-O] oraz odpowiedni obojetny uktad rodnikowy. Szybko$¢ migracji
elektronu jest znacznie wigksza niz szybko$¢ osiagania bariery, stad etap ten
praktycznie nie wplywa na wydajnos¢ generowania SSB zgodnie z tym

mechanizmem.

Uwagi koncowe

(1)

(ii)

Omawiana przez nas droga powstawania SSB w strukturze DNA dotyczy sytuacji,
w ktorej grupy fosforanowe (w sasiedztwie zasady nukleinowej przylaczajacej
nadmiarowy elektron) beda zneutralizowane odpowiednimi kationami, a wigc nie
beda nos$nikami nadmiarowego ladunku ujemnego (taka sytuacja dotyczyta
niewatpliwie eksperymentéw wykonywanych przez Sanche i wspotpracownikow).
Nie sugerujemy, iz proponowany mechanizm jest realizowany w przypadku
wigkszos$ci powstajacych SSB w DNA. Uwazamy jednak, ze moze on stanowic¢
jedna z drég, na ktérych realizowane sa tego rodzaju uszkodzenia, a takze
przyczynia si¢ do wyjasnienia wynikow eksperymentalnych dotyczacych
bombardowania suchych probek DNA wiazka elektronow w niskim zakresie

energii.
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