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Wstep

Ekspozycja  organizméw  zywych na  dzialanie = wysokoenergetycznego
promieniowania moze prowadzi¢ do zmian w ekspresji genowej i/lub transformacji
nowotworowych. W pierwszym przypadku tylko potomkowie narazonej osoby moga
odczuwac¢ skutki takich zmian. Niezaleznie od efektow, jakie wywotuje promieniowanie
jonizujace, jest ono bardzo powszechnie stosowane w medycynie miedzy innymi
w radioterapii, ktora jest jedng z czeSciej stosowanych metod w terapii nowotworowe;j.

Poznanie i opis efektow fizycznych i chemicznych wywotanych dziataniem
wysokoenergetycznego promieniowania na material biologiczny stanowi w dalszym ciagu
wazny problem aktualnych badan. Oddziatywanie promieniowania (np. fotonéw 0 energii
w zakresie MeV) z czgsteczkami nie moze w sposob bezposredni prowadzi¢ do rozerwania
wigzan chemicznych. Podstawowym procesem jest jonizacja i wzbudzenie czasteczek.
W wyniku przekazania energii wzdtuz toru czastki powstaja jony, czasteczki wzbudzone
oraz rodniki. Powszechnie przyjmuje si¢, ze to powstate wtorne produkty (elektrony, jony,

rodniki) sa odpowiedzialne za po6zniejsze reakcje chemiczne. Wsrod tych produktow



elektrony produkowane sa z niezwykle duza wydajnoscia tj. okoto 10%1 MeV
z poczatkowa energiag w zakresie do kilkudziesigciu eV [1]. Elektrony te, zwane wtornymi,
moga powodowac dalsze procesy jonizacji badz tez ulega¢ rozproszeniom nieelastycznym
na czgsteczkach medium, zanim (w czasach rz¢du pikosekund) ulegng solwatacji, tym
samym stajac si¢ chemicznie mato reaktywnymi indywiduami.

Na podstawie eksperymentow przeprowadzonych przez Léona Sanche’a
| wspotpracownikow jednoznacznie wykazano, ze bombardowanie plazmidowego DNA
elektronami o energiach ponizej progu jonizacji makromolekuty (<10 eV) moze
powodowac powstanie pgknie¢ tancucha DNA (zaréwno pojedynczoniciowych (single
strand breaks, SSBs), jak i podwojnoniciowych (double strand breaks, DSBs)) [2]. Co
wigcej, wykazano, ze SSBs moge powstawac¢ W bardzo niskim obszarze energii (0-3 eV)
[3]. Obserwacje te zainicjowaly szereg badan, bowiem do tej pory uwazano, ze tylko
elektrony o energiach powyzej progu jonizacji moga przyczynia¢ si¢ do uszkodzen DNA.
Poniewaz wydajno$¢ peknig¢ nici wykazywata rezonansowy charakter w funkcji energii
elektronéw, sugerowano, ze rezonansowy dysocjacyjny wychwyt elektronéw (dissociative
electron attachment (DEA)) w okreslonych miejscach/komponentach DNA moze stanowié
pierwszy etap procesu prowadzacego do peknigcia nici. Jak zostanie pokazane bardziej
szczegdtowo W Rozdziatach 1 i 2, proces DEA moze w wyniku przytaczenia elektronéow o
energiach zblizonych do 0 eV prowadzi¢ do rozerwania wigzan chemicznych
z zaskakujaco duza efektywnoscia.

Niniejsza praca dotyczy reakcji wywoltywanych przez niskoenergetyczne elektrony
(low energy electrons, LEES) w komponentach DNA. Badanie mechanizméw
prowadzacych do uszkodzen DNA w wyniku przytaczenia elektronow wymaga
przeprowadzenia eksperymentow dla pojedynczych komponentéw makromolekuty
| konsekwentnego przejscia od pojedynczych komponentow do bardziej ztozonych
uktadow. Istotnym problemem jest znalezienie odpowiedzi na pytanie, ktore (i w jakim
stopniu) witasciwosci charakterystyczne dla pojedynczych komponentow zachowane sg
w przypadku bardziej ztozonych uktadow. W zwigzku z tym, prezentowane w pracy
wyniki dotycza pojedynczych komponentéw DNA/RNA, tj. reszta cukrowa i fosforanowa
lub ich odpowiednie analogi [H1-H6]. W kolejnym za$ etapie przedstawione sa wyniki
uzyskane dla nukleotydu 2'-deoksycytydyno-5'-monofosforanu [H7]. Bioragc pod uwage
wczesniejsze  wyniki - doswiadczalne dysocjacyjnego wychwytu elektronu przez
komponenty DNA, mozliwe bedzie zaproponowanie mechanizmu tworzenia SSBs

wywotywanych przez niskoenergetyczne elektrony.



In vivo DNA zwigzane jest z czasteczkami wody i bialek, pojawia si¢ zatem pytanie
dotyczace roli tych zwigzkow w uszkodzeniach DNA. Podczas gdy, rola wody i rodnika
OH, produktu jej radiacyjnego rozktadu, w uszkodzeniach makromolekuly jest znana
i udokumentowane w licznych pracach naukowych i przegladowych [4,5], rola biatek,
W szczegblnosci ich wrazliwos¢ na dziatanie LEEs, jest znacznie stabiej okreslona.
Poniewaz biatka sktadaja si¢ z aminokwaséw, ich wrazliwo$¢ wzgledem LEEs ma
zasadnicze znaczenie w kontekScie uszkodzen materiatu biologicznego wywotanych
promieniowaniem jonizujacym [H8-H12]. Nalezy zauwazy¢, ze uszkodzenia DNA
powodowane przez reaktywne produkty generowane w jego najblizszym otoczeniu (tj.
woda i bialtka) nazywane sa uszkodzeniami posrednimi w przeciwienstwie do
bezposrednich uszkodzen, ktore wynikaja z depozycji energii w DNA.

W radioterapii gtéwnym problemem jest nieselektywna ekspozycja tkanek
nowotworowych na dziatanie promieniowania, w zwigzku z czym uszkodzeniu ulegaja
rowniez zdrowe komorki. Stosowang strategia w celu zminimalizowania skutkow
ubocznych jest wykorzystanie radiouczulaczy lub zastosowanie chemioradioterapii.
Chemioterapia polega na podaniu leku, przykladowo cisplatyny, ktéra po aktywacji wigze
si¢ z DNA tworzac addukty cisplatyna-DNA hamujace replikacje. Laczne stosowanie
cytostatyku i promieniowania moze mie¢ wplyw na proces aktywacji leku
przeciwnowotworowego [H13], dzigki czemu mozliwa jest aplikacja nizszych dawek leku
i bardziej ukierunkowane jego dziatanie. Oczywistym jest, ze warunkiem stosowania
bardziej skutecznych i ukierunkowanych strategii w radioterapii jest zrozumienie
podstawowych proceséw na poziomie molekularnym.

Niniejsza praca obejmuje nastgpujace zagadnienia:

1 Dysocjacyjny wychwyt elektrondw przez komponenty DNA/RNA
1.1  Identyfikacja jonéw fragmentarycznych powstajacych w wyniku wychwytu
elektronu przez czasteczke cukru lub jej analog. Selektywne rozerwanie
wigzania indukowane wychwytem elektronu

1.2 Dysocjacyjny wychwyt elektronow przez reszte fosforanowa: ester

dibutylowy oraz ester trietylowy kwasu fosforowego

1.3 Przekrdj czynny na wychwyt elektronow przez tymine

1.4  Dysocjacyjny wychwyt elektronéw przez nukleotyd (2’-deoksycytydyna-5’-

monofosforan)
2 Dysocjacyjny wychwyt elektrondw przez aminokwasy

2.1 Aminokwasy w formie kanonicznej



2.2  Aminokwasy w formie jonu obojnaczego

3 Oddziatywanie elektronow z cisplatyna

Wychwyt elektronow przez czasteczki. Metoda skrzyzowanych wigzek

Technika skrzyzowanych wigzek elektron-czgsteczka (beam) jest podstawowa
metoda stosowang W badaniach proceséw wychwytu elektronow przez czasteczki w fazie
gazowej. W przypadku oddzialywania niskoenergetycznych elektronow (<12 eV)
Z czasteczkami, istotnym procesem jest jego przytaczenie do czgsteczki i utworzenie
tymczasowego (lub przejsciowego) (transient negative ion, TNI) jonu ujemnego.
Okreslenie tymczasowy i/lub przejsciowy wynika z faktu, ze jon molekularny powstajacy w
procesie wychwytu elektronu jest niestabilny ze wzglgdu na autojonizacje. Jest to zwigzane
z tym, ze energetycznie lezy powyzej czasteczki obojetnej. Aby zatem mogt zostaé
utworzony stabilny jon molekularny, TNI musi ulec stabilizacji, przyktadowo w zderzeniu
z inng czasteczky srodowiska, co jest mozliwe w eksperymentach wysokoci$nieniowych.
Warunkiem istnienia M~ jako termodynamicznie stabilnego tworu jest dodatnia wartos¢
powinowactwa elektronowego czasteczki M. W czasie zycia TNI moze ulec rozpadowi
z utworzeniem jonu fragmentarycznego i jednego lub wiecej fragmentow obojetnych.
Proces ten nazywany jest dysocjacyjnym wychwytem elektronéw (dissociative electron
attachment, DEA). Jest on niezwykle istotny, poniewaz moze prowadzi¢ do fragmentacji
czasteczek w wyniku przytaczenia elektronéw o bardzo niskich energiach (ponizej
odpowiedniej energii wigzania). Jak zostanie szczeg6towo omoéwione w dalszej czgsci tego
rozdzialu, metoda beam dostarcza informacji zarbwno 0 energii rezonansoéw jak i reakcjach
fragmentacji TNI.

Zderzenie elektronu z czgsteczka moze prowadzi¢ do jej jonizacji lub wzbudzenia.
Czas oddziatywania elektronu z czasteczka jest krotki i odpowiada przejsciu elektronu
o danej energii na odcinku réwnym fizycznemu rozmiarowi czasteczki. Dla energii
termicznych (300 K, co odpowiada energii elektronow 26 meV) elektron potrzebuje okoto
1018 s, aby przebyé dystans 3x1072° m (3 A). W okreslonych warunkach (energia i moment
pedu nadmiarowego elektronu) oddziatywanie to moze prowadzi¢ do przylaczenia
elektronu

e+ M- M- Q)

gdzie nadmiarowy elektron przebywa znacznie dtuzej w sgsiedztwie czgsteczki M niz czas
samego zderzenia. W klasycznym ujeciu elektron krazy wokot czasteczki przez pewien

czas 1 moze zostac¢ zlokalizowany na najnizszym wolnym orbitalu molekularnym (LUMO)



czasteczki. Jak wynika z réwnania (1), wychwyt elektronu jest procesem rezonansowym
I reprezentuje przejécie elektronu i czasteczki ze stanu kontinuum (M + e), w ktorym oba
indywidua znajduja si¢ w nieskonczonej odleglosci od siebie, do stanu dyskretnego jonu
czasteczkowego M*". Symbol # oznacza przejsciowy jon ujemny dla odroéznienia pomiedzy
jonem ujemnym w stanie podstawowym (M"). Z tego tez powodu okreslenia przejsciowy
(TNI) i rezonansowy jon ujemny uzywane sg zamiennie. Odmienng sytuacj¢ mamy
w przypadku jonizacji lub wzbudzenia, ktore nie sg procesami rezonansowymi. Innymi
stowy, proces jonizacji lub wzbudzenia mozliwy jest dla kazdej energii elektronéw
powyzej progu energetycznego odpowiedniego procesu, podczas gdy wychwyt elektronéw
mozliwy jest wylacznie dla odpowiednich (okreslonych) energii elektronow.

Jak zostato wczes$niej wspomniane, TNI powstajacy w wyniku wychwytu elektronu
reprezentuje dyskretny stan kwantowy reprezentowany przez czasteczk¢ obojetng
i elektron w nieskonczonej odlegtosci. Stany takie nazywane sg réwniez stanami quasi-
dyskretnymi, poniewaz majg ograniczony czas zycia ze wzgledu na utrate nadmiarowego
elektronu, tj.:

M~ > M + e 2
gdzie es jest oderwanym lub rozproszonym elektronem. Proces (2) nazywany jest
autojonizacjg. Zgodnie z zasadg nieoznaczonosci Heisenberga ograniczony czas zycia TNI
zwigzany jest z niepewnoscig energii i okreslony zalezno$cig

I'~h/t (3)
gdzie h jest stata Plancka a t czasem zycia ze wzglgdu na autojonizacje. Zaleznie od
energii emitowanych elektronéw, proces autojonizacji moze prowadzi¢ do odtworzenia
czasteczki obojetnej albo w stanie podstawowym albo wzbudzonym oscylacyjnie. Caty
proces opisany rownaniami (1) 1 (2) nazywany jest rozpraszaniem rezonansowym.
W sytuacji kiedy energia (¢) emitowanego elektronu odpowiada jego energii poczatkowej
(e(es)) = €(e)) mamy do czynienia z rezonansowym elastycznym rozpraszaniem.
Natomiast wtedy, kiedy &(es’) < €(e”) mamy do czynienia z rezonansowym rozpraszaniem
nieelastycznym. Ten ostatni proces jest w rzeczywistosci bardzo skutecznym sposobem
oscylacyjnego wzbudzania czasteczek. W przypadku procesu bezposredniego rozpraszania
masa elektronu jest zbyt mata, aby doprowadzi¢ do oscylacyjnego wzbudzenia czgsteczki.
W zderzeniach rezonansowych, elektron tymczasowo zajmuje orbital molekularny
(najczesciej o charakterze antywigzacym) przez co wywiera sily na jadro prowadzac do

efektywnego oscylacyjnego wzbudzenia. Nalezy podkresli¢, ze w przypadku czasteczek



wieloatomowych szeroko$¢ rezonansu jest raczej podyktowana przejSciem w obszarze
Francka-Condona a nie ograniczonym czasem zycia TNI.

Przejsciowy jon ujemny (TNI) moze rowniez ulega¢ reakcji dysocjacji
z utworzeniem trwatych fragmentéw: obojetnego (R) i obdarzonego tadunkiem ujemnym
(X"), zgodnie z reakcja:

M* > R + X° 4)
Proces (opisany reakcjami 1 i 4) nazywany jest dysocjacyjnym wychwytem elektronow
(DEA). Prog energetyczny (lub entalpia reakcji AHo) tego procesu prowadzacego do
utworzenia wspomnianych trwatych fragmentow (R i X°) opisuje réwnanie:

AHo = D(R-X) — EA(X) (5a)
gdzie D(R-X) jest energig wigzania R-X (lub entalpig wiazania), natomiast EA(X) jest
powinowactwem elektronowym fragmentu X. Entalpia reakcji moze by¢, w sposob
robwnowazny, wyrazona poprzez standardowe ciepta tworzenia (AHy)

AHo = AH#(R) + AH:(X") — AH#(RX) (5b)
gdzie AH(X") = AH¢(X) — EA(X), natomiast RX = M.

Szczegblnie wysokimi wartosciami powinowactwa elektronowego charakteryzuja
si¢ atomy chlorowcow. W przypadku Cl warto$¢ ta wynosi 3.6 eV i przewyzsza warto$é
typowej energii wigzania C-Cl, ktora wynosi okoto 3.0 - 3.4 eV. Oznacza to, ze wychwyt
elektron6w o energii zblizonej do 0 eV moze prowadzic do dekompozycji
chloropochodnych weglowodoréw, z utworzeniem jonu CI~ i odpowiedniego rodnika,
a sam proces wychwytu jest procesem egzotermicznym.

W metodzie beam wigzka elektronow 0 zdefiniowanej ale zmiennej energii
przecina wigzke molekularng w warunkach pojedynczych zderzen. Jony ujemne
powstajace w procesie wychwytu elektronow przyspieszane sa niewielkim polem
elektrycznym do kwadrupolowego spektrometru mas, analizowane i rejestrowane metoda
zliczania pojedynczych impulséw. W warunkach eksperymentalnych elektron przecinajacy
wiazke badanych czasteczek ma znikome szanse na to aby zderzy¢ si¢ z wiecej niz jedna
czasteczka. Podobnie jony ujemne powstajagce w procesie wychwytu elektronow nie
ulegaja zderzeniom z czasteczkami obojetnymi zanim dotra do spektrometru mas. Czas w
jakim jony ujemne docierajg do spektrometru jest rzedu ps. Jesli w tym czasie TNIS ulegng
rozpadowi do jonow fragmentarycznych, odpowiednie jony zostang zarejestrowane.
W przeciwnym razie, kiedy elektron zostanie wyemitowany (autojonizacja) nie

rejestrujemy zadnego sygnatu. TNIs zwykle charakteryzuja si¢ krotkim czasem zycia, albo



ze wzgledu na autojonizacje, albo ze wzgledu na dysocjacje. Bezposrednia dysocjacja
wzdhuz odpychajacej krzywej energii potencjalnej przebiega w czasach rzedu
femtosekund, natomiast reakcje dekompozycji, ktorym towarzyszy przegrupowanie
w obrebie TNI zachodza w skali pikosekundowej. Przedstawiona skala czasowa procesow
wskazuje iz W eksperymencie beam rejestruje si¢ jony fragmentarycznego powstajace
w procesie dysocjacyjnym. Istniejg jednak przypadki, kiedy wychwyt elektronu prowadzi
do utworzenia stabilnego (dlugozyciowego) jonu molekularnego. Przyktadem jest
chociazby SFs, ktory wychwytuje elektrony o energii ~0 eV w procesie niedysocjacyjnym
prowadzgc do utworzenia jonu SFe .

Standardowa procedura pomiaru w metodzie beam polega na przygotowaniu
spektrometru do pomiaru jonu o wybranej masie i rejestracji sygnatu w funkcji energii
elektronow. W wyniku takiego pomiaru otrzymujemy krzywag wydajnosci jonu, ktora
przedstawia wzgledny przekroj czynny na wychwyt dla danej reakcji.

W przypadku czasteczek wieloatomowych (M) mozemy mie¢ zatem do czynienia

Z sytuacja, ktora przedstawiaja ponizsze reakcje:

e +M-o> M 5 R+ X (6a)
- M¥ 5> Ry + Y- (6b)
S M- S5 Rs+Z (6c)

Elektron o okreslonej energii przylaczany jest przez czasteczke prowadzac do
utworzenia TNI, ktéry moze ulega¢ rozpadowi zgodnie z jedng z przyktadowo podanych
reakcji. Rejestrujac wydajnosci jonow dla roznych fragmentéw otrzymujemy krzywe
wydajnosci o zblizonym ksztalcie, bowiem jony te (X7, Y~ i Z) powstaja w wyniku
dekompozycji tego samego TNI. Jednakze mozemy tutaj obserwowaé znaczne rdznice
wzglednych intensywnosci oraz do pewnego stopnia roznice ksztattu krzywych wydajnosci
co wynika z odmiennych mechanizmow dekompozycji TNI. Nalezy podkresli¢, ze
w badaniach metoda beam zazwyczaj wykonuje si¢ pomiary w zakresie energii od wartos$ci
bliskich 0 eV do energii ponizej progu jonizacji (1j. 0-12 eV) identyfikujac tym samym
szereg rezonansow.

Ponizej zostang zaprezentowane wyniki dysocjacyjnego wychwytu elektronow
przez zwiazki istotne z biologicznego punktu widzenia. W wielu przypadkach, takich jak
czasteczki cukrow oraz aminokwasy, proces wychwytu prowadzi do utworzenia

niskoenergetycznych stanéw rezonansowych o energii zblizonej do 0 eV.



1 Dysocjacyjny wychwyt elektronéw przez komponenty DNA/RNA

Jak wspomniano powyzej, Wwysokoenergetyczne promieniowanie generuje
w medium duzg ilos¢ elektronow balistycznych o poczatkowej energii do kilkudziesieciu
eV. Wydaje si¢, ze te balistyczne (wtorne) elektrony odpowiedzialne sg za inicjowanie
reakcji prowadzacych do uszkodzenia materiatu genetycznego.

Efekty oddziatywania niskoenergetycznych elektronéw ze sktadnikami DNA
zostaly oméwione w pracy przegladowej [H1]. Pozycja ta stanowi podsumowanie
wynikow wiasnych 1 literaturowych (zaréwno eksperymentalnych jak i teoretycznych)
uzyskanych dla komponentow DNA w fazie gazowej poczawszy od pojedynczych
sktadnikow budujacych nukleotyd do nukleozydow. Wyniki te zostaly zestawione i
przedyskutowane w kontekscie danych uzyskanych w innych stanach skupienia m.in. w
kroplach helowych oraz w fazie skondensowanej. Ponizej wyniki badan wtasnych zostang

przedstawione w sposob bardziej szczegdtowy.

1.1 Identyfikacja jonow fragmentarycznych powstajacych w wyniku wychwytu
elektronu przez czasteczke cukru lub jej analog. Selektywne rozerwanie
wigzania indukowane wychwytem elektronu
Grupa cukrowa jest centralng czgsécig nukleotydu, ktora wigze dwie sgsiednie reszty

fosforanowe poprzez wigzania C’5-O-P i C’3-O-P. Poza tym, grupa ta taczy si¢ z jedng

z czterech zasad azotowych i tym samym, poprzez tworzenie par zasad, umozliwia

utworzenie dwuniciowej czasteczki DNA. Badanie reakcji wychwytu niskoenergetycznych

elektronow przez grupe cukrowa jest szczegdlnie istotne, bowiem przylaczenie elektronu
moze prowadzi¢ do peknigcia wigzania N-glikozydowego, co z kolei powoduje utrate
zasady azotowej a tym samym destabilizacje¢ szKieletu DNA. Rozerwanie jednego z wigzan
estrowych moze prowadzi¢ do pojedynczoniciowego pekniecia DNA. Podczas gdy
pojedynczoniciowe peknigcia mogg by¢ tatwo naprawione, nieodwracalne utworzenie
podwojnoniciowych peknie¢ moze prowadzi¢ do $mierci komorki lub jej transformacji

W komoérke nowotworowa.

Dysocjacyjny wychwyt elektronéw przez ryboze

Do chwili obecnej opublikowanych jest tylko kilka prac eksperymentalnych na
temat oddziatywania niskoenergetycznych elektronow z izolowanymi czgsteczkami
cukrow, takimi jak deoksyryboza [6], ryboza [H2,7] oraz fruktoza [8,9]. Jak wynika

Z doniesien literaturowych, wszystkie te zwigzki wykazujg zblizong fragmentacje. Dotyczy
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to miedzy innymi utraty jednej lub dwoch czasteczek wody z TNI (transient negative ion)
w wyniku czego powstaja odpowiednie jony fragmentaryczne. Dotychczasowe wyniki
badan uzyskane dla deoksyrybozy i fruktozy nie pozwalajg okresli¢ fragmentu (miejsca)
czgsteczki z ktorego odpowiednie jony sg generowane. Aby okre$lic to miejsce
wykonali$my badania dla rybozy (CsH100s) i trzech izotopowo znaczonych czasteczek,
mianowicie rybozy znaczonej weglem 3C w pozycji C1 (1-*C-ryboza), rybozy znaczonej
weglem 3C w pozycji C5 (5-3C-ryboza) oraz rybozy podstawionej deuterem w pozycji C1
(C,1-D-ryboza). Zanim przedstawione zostang wyniki badan dla tych zwigzkow nalezy
wspomnie¢, ze w fazie gazowe] ryboza wystepuje gldwnie w formie pyranozowej
(szesciocztonowy uktad pier§cieniowy) [10,11].

Dysocjacyjny wychwyt elektronéw przez rybozg i jej izotopowo znaczone analogii
prowadzi do utworzenia licznych jonéw fragmentarycznych w bardzo niskim obszarze
energii elektronow (< 1leV). Kanaly fragmentacji TNI w przypadku rybozy zostaty

zestawione ponizej [H2]:

e + CsH105 — CsH1005* — CsHgO4 + H20 (miz132)  (7)
— CsHgO3™ + 2H20 (m/z114) (8)
— C4Hs03™ + CH20 + H20 (m/z102) (9)
— C4Hs03~ + CH.0 + H.0 + H (m/z101) (10)
— C3HiO2~ + 2CH20 + H20 (m/z 72) (112)
— C3HiO2 + 2CH0+ H:0 + H (m/z 71) (12)
— C2H3O2 + 3CH0 +H (m/z 59) (13)
— HCOO™ + fragmenty obojetne (m/z 45) (14)

gdzie CsH100s* oznacza przejéciowy jon ujemny (TNI). Gléwne reakcje dekompozycji
TNI zwigzane sg z utratg jednej lub dwoch czasteczek wody (Rysunek 1 w pracy [H2]).
Ponadto rejestrowano wiele innych jonoéw fragmentarycznych powstajacych ze znaczaca
wydajnoscig (Rysunki 2 i 3 w pracy [H2]). Utrata czgsteczek wody prawdopodobnie
prowadzi do utworzenia anionéw 0 strukturze cyklicznej, podczas gdy inne fragmenty
powstaja w wyniku rozktadu pierscienia cukrowego. W naszym eksperymencie
rejestrujemy wytacznie jony ujemne. Z tego wzgledu obojetne produkty zaproponowane
w reakcjach 7-14 odpowiadajg najbardziej prawdopodobnym strukturom. Zostaly one
zaproponowane na podstawie wynikow eksperymentu MALDI [12]. Stechiometryczne
przyporzadkowanie struktur jonom fragmentarycznym w niektorych przypadkach jest

jednak niejednoznaczne, przyktadowo fragmentowi o m/z 101 mozna przyporzadkowac
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takze strukture CsHoO, . Jak zostanie pokazane w dalszej czeSci tego paragrafu,
eksperymenty z izotopowo znaczonymi czasteczkami dostarczaja dodatkowych informacji
na temat fragmentacji rybozy. Umozliwiaja przede wszystkim okre$lenie fragmentu
czasteczki, ktory zaangazowany jest w proces fragmentacji.
Utrata czgsteczek wody

W przypadku rybozy utrata jednej lub dwodch czasteczek wody prowadzi do
powstania jonéw obserwowanych odpowiednio przy m/z 134 i 114. Tak jak si¢
spodziewano, dla izotopowo znaczonych analogéw 1-*C-rybozy i 5-*C-rybozy fragmenty
obserwowane s3 przy m/z 133 i 115 (Rysunek 1 w pracy [H2]). Zaskakujace byto jednak
to, ze jony fragmentaryczne w przypadku deuterowanej rybozy (C,1-D-ryboza) rowniez
rejestrowane byly przy m/z 133 i 115. Oznacza to, ze wigzanie C1-D w C,1-D-rybozie nie
ulega rozerwaniu w reakcji prowadzacej do utraty czgsteczek wody.
Dalsze fragmenty powstajgce w wyniku rozktadu pierscienia cukrowego

Dekompozycja pierScienia cukrowego zwigzana jest przede wszystkim
z utworzeniem nastepujacych jonow fragmentarycznych C4HsO3z™ (m/z 101), C3H4O2™ (m/z
72), CoH3O2~ (m/z 59) oraz HCOO™ (m/z 45). Jednoznaczne przypisanie struktur
powyzszym fragmentom zostato osiggnigte przy uzyciu izotopowo znaczonych czasteczek.
Jak pokazano dla przyktadowych fragmentéw rejestrowanych przy m/z 101 i 102
(Rysunek 2 w pracy [H2]) takie same masy obserwowano w przypadku rybozy oraz
rybozy znaczonej weglem C w pozycji C5 (5-*C-ryboza). Dla kolejnych dwoéch
izotopomerdéw sygnaly przesunigte sg o jedna jednostke masy, tj. do m/z 102 i m/z 103,
odpowiednio. Swiadczy to 0 tym, ze reakcja przebiega wylacznie poprzez oderwanie
jednostek zawierajacych atom wegla w pozycji C5, podczas gdy atomy 3C i D w pozycji
C1 pozostaja w strukturze jonu. Analogiczng sytuacje obserwowano przy nizszych masach,
nalezy tutaj jednak wspomniec¢, ze proces fragmentacji przebiegat z nizszg selektywnoscia.
W oparciu 0 uzyskane wyniki zaproponowano schemat reakcji sekwencyjnej i/lub
rownolegte; dekompozycji przejsciowego jonu ujemnego powstajacego W procesie
wychwytu niskoenergetycznych elektronéw przez ryboze (Schemat 1 w pracy [H2]).

Ryboza ulega dekompozycji takze w obszarze wyzszych energii 5-9.5 eV [H3].
W tym przypadku obserwujemy fragmenty przy m/z 72 i 59 oraz jon OH". Okazuje sig¢, ze
reakcja dekompozycji TNI w tym obszarze energii nie jest tak selektywna jak to miato
miejsce w przypadku niskoenergetycznych TNI (ponizej 1 eV). Taka sytuacja zostata
przedstawiona na Rysunku 3 w pracy [H3], ktory przedstawia krzywe wydajnosci jonow

rejestrowanych przy m/z 59 i 60. Dla rybozy oraz 5-3C-rybozy sygnat pojawia sig
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wylacznie przy m/z 59, podczas gdy dla 1-13C-rybozy i deuterowanej rybozy (C,1-D-
ryboza) intensywnosci obu fragmentow przy m/z 59 i 60 sg porownywalne. Wyniki te
wskazuja na brak wyraznej tendencji do lokalizacji nadmiarowego elektronu na weglu
w pozycji C1 w zakresie wyzszych energii elektrondow.

Mechanizm reakcji dysocjacyjnego wychwytu elektronu

Rezonanse w obszarze energii 0-1 eV. Mechanizmem, ktory zwykle ma miejsce
W procesach wychwytu elektronéw o niskich energiach jest rezonans ksztaltu (shape-
resonance). W procesach tych wychwycony elektron zajmuje najnizszy wolny orbital
molekularny (LUMO) czasteczki, zwykle orbital antywigzacy. Proces ten nie wplywa na
konfiguracje pozostatych elektronéw. W przypadku nasyconych monosacharydow
jedynymi dostepnymi orbitalami sa antywiazace orbitale typu sigma, o*. Energia tych
orbitali jest jednak zbyt wysoka, aby byly one osiggalne przez niskoenergetyczne elektrony
(< 1 eV). Wynika to z danych uzyskanych dla alkoholi i eterow [13]. Stany rezonansowe
typu shape-resonanse w przypadku alkoholi zawierajacych jedng grupe¢ hydroksylowa,
takich jak metanol czy etanol, obserwowane byly przy energiach okoto 3 eV i zostaly
przypisane orbitalom typu c*o.n. Charakteryzuja si¢ jednak niska wydajnoscia. Oczekuje
si¢, ze intensywnos¢ rezonansOw bedzie zwigkszata si¢ wraz z rozmiarami czasteczek ale
przede wszystkim z liczbg grup hydroksylowych. Jednoczesnie powinna obnizaé sig¢
energia rezonansow. Dla cis-1,2-cyklopentanodiolu energia pojawienia si¢ rezonansu jest
w dalszym ciggu zbyt wysoka i wynosi 1.94 eV [13]. Mozemy zatozy¢, ze tendencja
obnizania energii rezonanséw utrzyma si¢ dla monosacharydéw zawierajacych trzy lub
cztery grupy hydroksylowe, tj. dla czasteczek deoksyrybozy i rybozy. Pomimo tego,
energia orbitala 6*o-n moze by¢ wciaz zbyt wysoka, aby byt on osiagnigty przez elektrony
0 energiach bliskich 0 eV.

Innym mozliwym mechanizmem w przypadku tzw. rezonanséw progowych
(powstajacych przy energiach bliskich 0 eV) jest tworzenie oscylacyjnie wzbudzonych
rezonansow Feshbacha (vibrational Feshbach resonances, VFRs), ktore powstaja dzigki
posrednictwu stanéw zwigzanych dipolowo (dipole bound (DB) states). Stany zwigzane
dipolowe powstaja w wyniku oddziatywaniu nadmiarowego elektronu z polarng
czgsteczkyg. Aby jednak polarna wieloatomowa czgsteczka mogla zwigza¢ nadmiarowy
elektron jej moment dipolowy powinien by¢ wigkszy niz 2D [14,15]. Z obliczen
wykonanych dla rybozy w jej formie pyranozowej wynika, ze charakteryzuje si¢ ona
momentem dipolowym wynoszacym 2.15 D ($rednia wazona wartoSci momentow

dipolowych wyznaczonych dla najbardziej stabilnych konformerow) [16]. Wartos¢ ta jest
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wystarczajaco Wysoka, aby mogt by¢ utworzony stan zwigzany dipolowo. Stan DB moze z
kolei sprzgga¢ si¢ ze stanem walencyjnym prowadzac do dysocjacji czasteczki.
W rzeczywisto$ci taki mechanizm zostat przewidziany przez Sommerfelda [17,18] dla
fruktozy przy =zalozeniu, ze bariera dla wewnatrz-czgsteczkowego przeniesienia
nadmiarowego tadunku jest odpowiednio niska.

Rezonanse w obszarze energii 5.0-9.5 eV. W wyzszym zakresie energii, wychwyt
nadmiarowego elektronu zazwyczaj odbywa si¢ zgodnie z tzw. rdzeniowo wzbudzonym
rezonansem ksztaltu (core excited resonance) (tj. tworzenie tzw. rezonansow dwoch
czastek z dwoma elektronami na normalnie pustym orbitalu molekularnym i jednej dziury
na normalnie zajetym orbitalu). W tym procesie elektron przekazuje czgs¢ swojej energii
na wzbudzenie elektronowe czasteczki. Spowolniony elektron zostaje nastepnie
sputapkowany w polu potencjatu pojawiajacym si¢ na skutek wzajemnego przyciggania
elektronu i elektronowo wzbudzonej czasteczki.

Nie mozna tutaj poming¢ ewentualnego udzialu wysokoenergetycznych
rezonansOw ksztaltu. Ostatnie obliczenia teoretyczne dla rybozy w formie pyranozowej
przewiduja bowiem istnienie czterech rezonansow ksztattu w zakresie energii 7.98 - 9.49
eV (Tabela 3, Rysunki 7 i 8 w pracy [H3]). Pozycje tych rezonanséw sg wprawdzie nieco
rézne od obserwowanych eksperymentalnie, jednak ze wzgledu na ich znaczng szeroko$¢
moga z latwosciag tlumaczy¢ wyniki eksperymentalne. Poniewaz w obliczeniach nie
uwzgledniono wzbudzenia elektronowego czasteczki stad tez mozemy przyjaé, ze
w obszarze energii 5.0-9.5 eV mamy do czynienia zarowno z rezonansami ksztattu jak

I rdzeniowo wzbudzonymi rezonansami ksztattu.

Wychwyt elektronow przez tetra-acetyloryboze

Schemat reakcji (7-14) pokazuje, ze ryboza jest bardzo podatna na atak
niskoenergetycznych elektronéw. Dekompozycja przebiega w sposob  selektywny
| zwigzana jest z utratg jednostek zawierajgcych atom wegla C5. Ryboza w fazie gazowej
wystepuje jednak w formie pyranozowej. Tak wiec, w celu petniejszego zrozumienia
zachowania grupy cukrowej w DNA/RNA wykonali§my pomiary dla 1,2,3,5-tetra-O-
acetylo-B-D-rybofuranozy (tetra-acetyloryboza, TAR). Zwiazek ten charakteryzuje si¢
strukturg furanozowa (podobnie jak grupa cukrowa w DNA/RNA), w ktérym zaréwno
grupa fosforanowa jak i zasada azotowa nasladowane sg przez grupy acetylowe. Ponadto

nalezy tutaj podkresli¢, ze zwigzek ten pozbawiony jest grup hydroksylowych, ktore
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zgodnie z wynikami badan elektronowej spektroskopii transmisyjnej moga znaczaco
wplywac na wartos¢ przekroju czynnego na wychwyt elektronu [19].

Dominujagcym jonem fragmentarycznym powstajgcym w procesie wychwytu
elektrondw przez tetra-acetyloryboze jest jon m/z 59, zidentyfikowany jako
zamkni¢topowtokowy jon octanowy. Jon ten obserwowany jest w trzech obszarach
energetycznych (Rysunek 2 w pracy [H4]): przy energii bliskiej 0 eV, w obszarze energii
1-3 eV oraz ze znacznie nizszg wydajnoscig w zakresie 7-10 eV . Bezposrednig drogg jego
powstania jest pekniecie jednego z wigzan C-O w pozycji C1, C2, C3 lub C5.

W przypadku jonéw 0 wyzszych masach sytuacja nie jest tak oczywista.
Najprawdopodobniej powstaja one w wyniku strukturalnego 1 elektronowego
przegrupowania w obrgbie TNI, stad tez przypisanie im jednoznacznych struktur
stechiometrycznych nie jest mozliwe. Jedna grupe stanowia tutaj jony fragmentaryczne
obserwowane przy energii okoto 0 eV z dodatkowymi rezonansami o znacznie nizszych
wydajnosciach w zakresie 7-11 eV. Do grupy tej nalezg jony rejestrowane przy m/z 100,
84 i 70 (Rysunek 3 w pracy [H4]), ktorym przypisano nastgpujace Struktury

stechiometryczne:

e + TAR - TAR* — C4Hs03/CsHsOz (m/z100)  (15)
— C4H4027/CsHgO (m/z 84) (16)
— C4HeO™ (m/z 70) a7

W zasadzie wszystkie z wyzej zaproponowanych struktur moga odpowiadad
anionorodnikom 0 pigciocztonowym pierscieniu. Ksztalt i pozycja rezonanséw
przypominaja te, ktore obserwowano w przypadku rybozy, gdzie dominujgce sygnaty
Zwigzane byty z utratg jednej lub dwoch czasteczek wody.

W zakresie energii 1.0-2.5 eV jony fragmentaryczne obserwowano przy m/z 215,
161, 154, 119 i 113 (Rysunek 4 w pracy [H4]). W obszarze tym obliczenia teoretyczne
przewiduja istnienie trzech rezonanséw odpowiednio przy energii 1.83, 1.86 i 2.03 eV.
Odpowiadajg one rezonansom ksztattu z nadmiarowym elektronem zlokalizowanym na
orbitalu ©* egzo-cyklicznej grupy karboksylowej (Rysunek 5 w pracy [H4]). Poniewaz
w przypadku wczesniej badanych monosacharydow, rybozy i fruktozy, rezonanse w tym
obszarze energii nie byly obserwowane, stad takie ich przyporzadkowanie wydaje si¢ jak
najbardziej uzasadnione.

Wyniki wskazuja, Ze procesy, ktore inicjowane sa przez niskoenergetyczne

elektrony w grupie cukrowej moga odgrywaé znaczaca role w mechanizmie prowadzacym
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do powstania pojedynczych peknig¢ nici. Wydaje si¢, ze elektrony moga by¢ wigzane
przez sity dyspersyjne TAR, a role odgrywa tutaj zarowno sam pierScien jak i jego
podstawniki. W szczegolnosci fragmenty, ktore sg obserwowane w obszarze energii okoto
0 eV moga by¢ zwigzane z degradacjg pierScienia cukrowego. Niemniej jednak,
najbardziej wydajnym fragmentem jest jon octanowy, ktory powstaje w wyniku
rozerwania pojedynczego wigzania C-O. Rozerwanie wigzania C5-O lub C3-O w DNA
odpowiadatoby SSB. Z drugiej strony, pgkniecie wigzania C1-O prowadzitoby do utraty
zasady. Nalezy podkresli¢ iz wychwyt elektronow przez TAR prowadzi réwniez do
utworzenia rdzeniowo wzbudzonych rezonansoéw, a tym samym moze przyczynia¢ si¢ do

powstania bardziej ztozonych uszkodzen DNA, takich jak DSBS.

1.2 Dysocjacyjny wychwyt elektronéw przez reszte fosforanowg: ester dibutylowy

oraz ester trietylowy kwasu fosforowego

Pierwsze badania eksperymentalne wychwytu niskoenergetycznych elektronow
przez pochodne kwasu fosforowego przeprowadzone w fazie gazowej obejmowaty ester
dibutylowy kwasu fosforowego (dibutylphosphate, DBP) oraz ester trietylowy kwasu
fosforowego (triethylphosphate, TEP). Okazuje si¢, ze oba te zwigzki wychwytujg
elektrony w calym badanym zakresie energii 0-10 eV. Dominujacg reakcja w przypadku
DBP jest wutrata obojetnego atomu wodoru, co prowadzi do utworzenia
zamknietopowtokowego jonu (DBP-H)", ktéry obserwowany jest poprzez
niskoenergetyczny rezonans z maksimum wydajnosci przy 1 eV (Rysunek 2 w pracy
[H5]). Odpowiednia reakcja nie byta obserwowana w przypadku TEP, co wskazuje, ze
utrata wodoru w DBP nastepuje z grupy hydroksylowej. Drugim najbardziej wydajnym
fragmentem w przypadku DBP jest jon OH-, ktory powstaje w wyniku rozerwania
pojedynczego wigzania P-O i pojawia si¢ W bardzo niskim obszarze energii przy okoto 0.2
eV. Jednakze, najbardziej znaczaca reakcja w kontekscie uszkodzenia DNA jest utrata
catej (obojetnej) grupy butylowej. Proces ten prowadzi do utworzenia jonu m/z 153 (DBP-
CsHo)™ 1 obserwowany jest w dwoch obszarach energii pomiedzy 2-4 eV oraz 7-10 eV.
Podobny proces miat miejsce w przypadku TEP i zwigzany byt z utrata rodnika Co2HsO na
skutek peknigcia wigzania P-O (Rysunek 4 w pracy [H5]). W tym przypadku
obserwowano wyltgcznie rezonans w obszarze wyzszych energii (7-9 eV). Obie reakcje,
utrata grupy butylowej oraz rodnika etoksylowego w przypadku DBP i TEP, odpowiednio,

moze odpowiada¢ peknigciu nici w DNA.
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Inng grupe stanowia jony fragmentaryczne, gdzie nadmiarowy tadunek
zlokalizowany jest na fragmencie zawierajacym atom P. W przypadku DBP do tej grupy
jonéw naleza (CsH70)P(O)(OH)2)~, H2POs, POs™ i PO~ (Rysunek 3 w pracy [H5]).
Natomiast w przypadku TEP obserwowano wytacznie HoPOs™ i POs™ (Rysunek 4 w pracy
[H5], wydajnos¢ jonu H2POs™ nie zostata pokazana). Wszystkie te jony powstaja w wyniku

ztozonych reakc;ji a ich powstanie zwiazane jest z dysocjacja wielu wigzan.

1.3 Przekroj czynny na wychwyt elektronéw przez tymine

Znajomo$¢ bezwzglednych wartosci przekrojow czynnych na wychwyt elektronow
ma zasadnicze znaczenie dla zrozumienia i modelowania uszkodzen wywotanych
promieniowaniem. W eksperymencie beam bezwzgledne wartosci przekrojow nie moga
by¢ wyznaczone w sposob bezposredni. Wymagatoby to doktadnej znajomosci gestosci
gazu, gestosci elektronow w wigzce, a co najwazniejsze, prawdopodobienstwa detekcji dla
powstajacych jonow fragmentarycznych. Jedynym zatem sposobem aby uzyskac
szacunkowe wielkosci bezwzglednych wartosci przekrojow czynnych jest poréwnanie
wynikéw uzyskanych dla badanego zwigzku z wynikami uzyskanymi dla zwigzku
referencyjnego, w przypadku ktorego warto$¢ przekroju czynnego jest dobrze znana
(okreslona innymi technikami).

Nalezy tutaj podkresli¢, Ze znajomo$¢ wartosci przekrojow czynnych na
(dysocjacyjny) wychwyt elektronow przez zasady azotowe jest niezwykle istotna.
Szczegodlnie jesli uwzglednimy zaproponowany, na podstawie obliczen teoretycznych,
mechanizm transferu elektronu prowadzacy do powstania uszkodzen pojedynczoniciowych
[20,21]. Dla uktadu modelowego, jakim jest nukleotyd 2'-deoksycytydyna-5'-
monofosforan (dCMP), zaproponowano iz proces ten polega na migracji nadmiarowego
elektronu z zasady azotowej (zasada dziata jak antena, tym samym wigze
niskoenergetyczny elektron tworzac krotko zyjacy rezonans) do reszty fosforanowe;j.
Przeniesieniu elektronu towarzyszy rozerwanie wigzania C-O pomiedzy grupg cukrows
| fosforanowa.

Zasady azotowe, i procesy zachodzace w  wyniku przytaczenia
niskoenergetycznych elektronéw, to najczes$ciej badane komponenty DNA [22,23,24,25].
Jak wykazano wychwyt elektronu przez te zwiazki w zakresie energii ponizej wzbudzenia
elektronowego czasteczki jest procesem selektywnym nie tylko ze wzglgdu na rodzaj
pekajacego wigzania ale roéwniez pozycje tegoz wigzania. W tym obszarze energii

najbardziej wydajnym jonem fragmentarycznym jest jon powstajacy w wyniku utraty
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atomu wodoru (M-H)~ (gdzie M jest czasteczka zasady azotowej). Z badan
przeprowadzonych dla deuterowanej tyminy przy atomach weggla wynika, ze utrata
obojetnego atomu H nastepuje wylgcznie poprzez rozerwanie wigzania N-H [26,27].
Kolejne badania przeprowadzone dla N1-metylowanej tyminy oraz N3-metylowanego
uracylu pozwolity stwierdzié, ze utrata wodoru, jak wspomniano wczesniej, jest rowniez
selektywna ze wzgledu na pozycje pekajacego wigzania. Okazato si¢, ze elektrony
o energii 1.0 eV powodujg rozerwanie wylgcznie wigzania N1-H, natomiast elektrony
o0 energii 1.8 eV indukujg przede wszystkim pekniecie wigzania N3-H [28].

Pomimo ogromnego zainteresowania badaniami oddziatywania
niskoenergetycznych elektrondw z zasadami azotowymi, w chwili obecnej znanych jest
tylko kilka prac, ktore dotycza pomiarow przekroju czynnego na wychwyt elektronow.
Dwa niezalezne eksperymenty przeprowadzone metoda beam dla tyminy podaja warto$ci
przekroju w zakresie 10™° cm? [26,29] dla gtéwnego rezonansu (T-H)~ (gdzie T = tymina)
z maksimum wydajnosci piku przy 1 eV. Wartosci te sa wartoSciami wzglednymi
i otrzymano je poprzez poréwnanie z warto$ciami przekroju czynnego dla innych
zwigzkow takich jak SFe i CCls. Jednoczesnie z eksperymentu elektronowej spektroskopii
transmisyjnej (electron transmission spectroscopy, ETS) otrzymano warto$é 4.7x107° cm?
[30]. Sugerowano, ze duza rozbiezno$¢ (wspotczynnik okoto 2500) pomigdzy wynikami
otrzymanymi metoda beam i ETS wynika z kondensacji odparowywanej probki tyminy.
Aby okresli¢ fizyczne pochodzenie tej rozbieznosci przeprowadzilismy eksperyment dla
tyminy wykorzystujac zmodyfikowana aparature beam (obecnie caty system prozniowy
jest robwnomiernie ogrzewany, coO uniemozliwia, a przynajmniej w duzym stopniu
ogranicza, kondensacj¢ odparowywanej probki).

Jak wspomniano wczesniej, przekrdj czynny dla procesow DEA uzyskuje sig¢
poprzez porOwnanie z Wydajnoscig jonow dla zwiazku referencyjnego o znanym
przekroju. W naszych eksperymentach wykorzystano drugi rezonans CI~ dla CHCls
0 znanej warto$ci przekroju czynnego wynoszacego 5.68x107® cm? przy 0.3 eV [31].
Uniknieto zatem Kalibracji z wykorzystaniem SFe, ktory tworzy jon SFe~ w krytycznym
obszarze energii ~0 eV. Na podstawie wykonanych badan otrzymali$my warto$¢ $rednig
przekroju czynnego dla (T-H)™ przy 1 eV wynoszaca 7.9+4x101 cm? [H6].

Obserwowana réznica (wspotczynnik okoto 170) jest najprawdopodobnigj
spowodowana systematycznym bledem popelnianym w obu eksperymentach.

W szczegodlnosci, moze wynikaé z zachodzacej w niewielkim stopniu kondensacji
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sublimowanej probki w eksperymencie beam, a takze z ograniczonego w eksperymencie
ETS prawdopodobienstwa neutralizacji jondw (T-H)~ (w przeciwienstwie do kationdw T7).
W eksperymencie ETS przekr6j czynny reakcji zwigzanej z utratg atomu H okre§lony
zostal poprzez porownanie wydajnosci rejestrowanych jonow ujemnych (T-H)~
z wydajnoscia kationow uwzgledniajac znang warto§¢ przekroju czynnego procesu
jonizacji tyminy. Podsumowujgc, uwazamy, ze warto$¢ przekroju czynnego reakcji
prowadzacej do powstania (T-H)~ wynoszaca 7.9x10"7 cm? z eksperymentu beam [H6]
stanowi gorng granice, natomiast warto$¢ przekroju 4.7x10™° cm? z eksperymentu ETS

stanowi jego dolna granice.

1.4 Dysocjacyjny wychwyt elektronow przez nukleotyd (2’-deoksycytydyna-5’-

monofosforan)

Jak wspomniano we wstepie, przelomowy eksperyment grupy Sanche’a wykazat,
ze niskoenergetyczne elektrony o energii ponizej progu jonizacji DNA (7.5-10 eV [32])
moga wywotywa¢ zarowno SSB jak i DSB [2,3]. Poniewaz profil uszkodzen w funkcji
energii elektronow wykazywal wyrazne struktury rezonansowe, zaproponowano ze
rezonansowy wychwyt elektronow, ktéry przebiega w poszczegdlnych komponentach
DNA moze by¢ pierwszym Krokiem prowadzacym do peknigcia tancucha DNA.

Zasadnicza kwestia w badaniach bioczgsteczek jest pytanie, w jaki sposob
wlasciwosci oraz zachowanie pojedynczych czasteczek zmieniajg si¢ kiedy zostaja one
wbudowane w bardziej ztozony uklad zwigzany kowalencyjnie. W zwiazku z tym,
przeprowadzitam badania dysocjacyjnego wychwytu elektronu przez nukleotyd 2'-
deoksycytydyno-5'-monofosforan (dACMP), a otrzymane wyniki poréwnatam z uzyskanymi
wczesniej dla pojedynczych komponentéw. Oczekiwatam, ze badania reakcji DEA przez
nukleotyd dostarczg informacji dotyczacych mechanizmu uszkodzen tancucha DNA.
Poniewaz kazdy z komponentow DNA posiada charakterystyczny profil reakcji DEA,
badania zaleznos$ci energetycznych tworzonych jonoéw dostarczaja informacji na temat
reakcji konkurencyjnych, takich jak bezposredni wychwyt elektronéw przez komponenty
tancucha DNA lub przytaczenie elektronu do zasady z nast¢pujacg migracjg nadmiarowego
elektronu do tancucha.

Badania teoretyczne zainicjowane wynikami grupy Sanche’a przewiduja rozne
scenariusze uszkodzen DNA wywotanych przez niskoenergetyczne elektrony. Zgodnie
z wynikami grupy z Utah [20,21], ktora badata fragment DNA sktadajacy si¢ z cytozyny,

cukru i grupy fosforanowej, wychwyt elektronu nastepuje na orbital n° zasady. Elektron
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migruje nastepnie do orbitala ¢~ wigzania C-O, co prowadzi do jego rozerwania.
Stwierdzono na tej podstawie, ze zasada azotowa moze by¢ specyficzng ‘anteng’, ktora
wychwytuje elektrony o energii okoto 1 eV, co ostatecznie prowadzi do powstania SSB
w obszarze energii ponizej wzbudzenia elektronowego. Dalsze obliczenia tej grupy
wskazuja, ze przylaczenie elektronu o energii 2-3 eV moze nastgpowac bezposrednio do
komponentow tancucha DNA [33]. W tym przypadku elektron lokalizowany bylby
bezposrednio na reszcie fosforanowej indukujac SSB poprzez rozerwanie wigzania C-O
w pozycji 3> lub 5’ i utworzenia anionorodnika zlokalizowanego na atomie fosforu.
Z Kkolei, obliczenia Li i wspotpracownikow [34] przewiduja, ze elektrony o energii bliskiej
0 eV mogag by¢ przytaczane do tancucha DNA co takze prowadzi do pegknigcia nici.
Rozerwanie wigzania C-O wymaga jednak pokonania bariery energetycznej wynoszacej
okoto 0.43 eV. Innym mechanizmem prowadzacym do rozerwania wigzania C-O
pomiedzy reszta fosforanowa 1 cukrowa zaproponowanym przez Dabkowska
I wspotpracownikow [35] jest przeniesienie protonu z grupy cukrowej do cytozyny, czemu
towarzyszy przytaczenie elektronu preferencyjnie do atomu wegla w pozycji C6 zasady
azotowej. W tym przypadku bariera energetyczna dla przeniesienia protonu wynosi 0.16-
0.22 eV, podczas gdy rozerwanie wigzania pomie¢dzy grupg Cukrowg i fosforanowg
przebiega bez bariery energetyczne;j.

W tym kontek$cie nalezy zauwazy¢, ze badania eksperymentalne tymidyny
przeprowadzone w fazie gazowej wykazaly zdolno$¢ niskoenergetycznych elektronéw
(<3eV) do rozkltadu tego zwigzku do grupy cukrowej i zasady [36]. Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzono, ze przeniesienie elektronu z tyminy do grupy cukrowej
oraz z grupy cukrowej do tyminy nie jest mozliwe. Zaproponowany, ze nadmiarowy
tadunek jest lokalizowany bezpo$rednio na jednej z tych grup prowadzac do rozerwania
wigzania N-glikozydowego. Obserwacje te zostaly pozniej potwierdzone przez grupg
z Innsbrucka, ktoéra wykonata eksperyment dla tymidyny w szerszym zakresie energii O -
12 eV [37]. Poniewaz, jak przyznaja autorzy wspomnianych prac, wyniki pochodza
z czeSciowo roztozonej probki tymidyny nalezy je traktowac z pewna dozg ostroznosci.

Do badan procesoéw wychwytu elektronu przez fragment tancucha DNA/RNA
sktadajacy si¢ z reszty fosforanowej i cukrowej, tj. rybozo-5’-fosforan (RP), wykorzystano
w ostatnim czasie technike LIAD (Laser-Induced Acoustic Desorption) [38]. Technika ta
umozliwia przeniesienie do fazy gazowej bioczasteczek, ktore w innym przypadku ulegaja
termicznej degradacji [39]. Zgodnie z wynikami tych badan RP przytacza elektrony

o energii bliskiej 0 eV, co prowadzi do rozszczepienia wigzania pomig¢dzy reszty
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fosforanowa i cukrows. Proces wychwytu moze prowadzi¢ zarowno do peknigcia wigzania
C-O jak i P-O i utworzenia odpowiednio jonéw H2PO4 i CsHoOs™ [38]. W zwigzku z tym
sugerowano, ze pekniegcia nici DNA spowodowane przytgczeniem niskoenergetycznych
elektronow powstaja w wyniku bezposredniego przylaczenia elektronow do komponentoéw
fancucha DNA.

Pomimo licznych badan podjetych w celu okreslenia mechanizmu uszkodzen DNA
indukowanych elektronami dostepne wyniki nadal nie sg spojne. W celu okreslenia
mechanizmu  uszkodzen  pojedynczoniciowych  nukleotyd  2'-deoksycytydyny-5'-
monofosforanu (dACMP) zostat zbadany w fazie gazowej metoda beam. Biorgc pod uwage
wczesniejsze wyniki otrzymane dla pojedynczych komponentéw DNA, wyniki uzyskane
dla dCMP dowodza, ze zarowno bezposrednie przylaczenie elektronu do tancucha jak
i transfer nadmiarowego elektronu z cytozyny do tancucha moze przyczyniaé¢ si¢ do
powstania SSBs [H7].

Dysocjacyjny wychwyt elektronu przez 2'-deoksycytydyno-5-monofosforan
prowadzi do powstawania jonow fragmentarycznych, ktore obserwowane sg W dwoch
obszarach energii, ponizej 2 eV oraz powyzej 5 eV. W tym ostatnim zakresie energii
szereg wyraznych rezonanséw zaobserwowano przy m/z 16 i 1, ktére moga by¢ przypisane
odpowiednio do O/NHz2™ i H™ (Rysunek 2 w pracy [H7]). W obszarze niskich energii
zarejestrowano trzy kolejne fragmenty przy m/z 110, 95 i 45. Fragmentom o m/z 95, 110
zostaty przypisane struktury PO4~ i (C-H)™ (gdzie C = cytozyna), odpowiednio (Rysunek 1
w pracy [H7]), natomiast fragmentowi m/z 45 struktura HCOO™ (Rysunek 2 w pracy
[H7]). Poniewaz jon HCOO™ obserwowany byt jedynie w przypadku DEA przez takie
zwigzki jak ryboza, tetra-acetyloryboza i fruktoza [H2,H4,40], mozna zatem przyjaé, ze
jon ten powstaje w wyniku lokalizacji elektronu na reszcie cukrowej dCMP co prowadzi
do pozniejszej dekompozycji nukleotydu. Proces ten zwigzany bylby z degradacja
pierscienia jednostki cukrowej, a co za tym idzie z rozerwaniem wigzan pomiedzy grupg
cukrowg i fosforanowa oraz pomiedzy grupg cukrowg i zasadg azotows.

Utworzenie jonu PO4 zwigzane jest z peknigciem wigzania O-C lgczacego reszte
fosforanowa i1 grupe cukrowa, ktoremu towarzyszy utrata czasteczki wodoru. Gtowny
rezonans obserwowany jest przy energii progowej (= 0 eV), kolejny pik o znacznie nizszej
wydajno$ci widoczny jest przy energii okoto 1 eV. Tak wigc na krzywa wydajnos$ci jonu
sktadajg si¢ dwa naktadajgce sie¢ rezonanse widoczne przy energii okoto 0 i 1 eV. Kolejny
fragment m/z 110 zostat zidentyfikowany jako jon zamknigtopowtokowy (C-H)~, ktory

powstaje w wyniku rozerwania wigzania N-glikozydowego. Wydajnos¢ jonu
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obserwowanego ponizej 2 eV jest niewielka, ale wyraznie powtarzalna w kolejnych

eksperymentach.

Na podstawie profilu reakcji dysocjacyjnego wychwytu elektronéw przez dCMP,
uwzgledniajgc poprzednie wyniki dla pojedynczych komponentéw nukleotydu, mozna
dojs¢ do nastgpujacych  wnioskow  dotyczacych  mechanizmu  powstawania
pojedynczoniciowych peknig¢ DNA:

1) Tworzenie jonu PO4 odzwierciedla powstawanie SSB. Glowny rezonans
obserwowany przy ~ 0 eV najprawdopodobniej powstaje w wyniku bezposredniej
lokalizacji elektronu na reszcie fosforanowej.

2) Rezonans o niskiej wydajnosci przy =1 eV w przypadku jonu PO4~ wskazuje na to, ze
elektron poczatkowo lokalizowany jest na zasadzie azotowej a nastgpnie migruje do
tancucha DNA powodujac peknigcie wigzania pomigdzy reszta fosforanowa i grupa
cukrowa.

3) Tworzenie jonu HCOO™ wskazuje na to, ze elektron moze by¢ roéwniez przytaczony do
grupy cukrowej prowadzac do uszkodzenia centralnej czesci nukleotydu.

Wyniki uzyskane dla dCMP pozwolily stwierdzi¢ udzial dwoéch mechanizméw
W powstawaniu peknie¢ pojedynczoniciowych, mianowicie mechanizmu polegajacego na
bezposrednim przytaczeniu elektronu do tancucha DNA jak i mechanizmu opartego na
transferze elektronu z zasady do tancucha. Nalezy jednak podkresli¢, ze mechanizm
polegajacy na bezposrednim przylaczeniu elektronu do tancucha DNA jest mechanizmem
dominujagcym. W tym miejscu nalezy wspomnie¢, ze w przypadku eksperymentu dla
samoorganizujagcych si¢ warstw oligonukleotydow zaobserwowano, Ze guanina
szczegolnie efektywnie wychwytuje niskoenergetyczne elektrony [41]. Tak wiec nie
mozna wykluczy¢, ze w przypadku zmiany zasady azotowej odpowiednie udziaty
powyzszych mechanizmow ulegng zmianie.

Przedstawione w tym rozdziale wyniki stanowia pierwsze doniesienia $wiadczace
otym, ze zaréwno przylaczenie elektronu do zasady azotowej z pozniejszym
przeniesieniem do tancucha jak i bezposredni wychwyt elektronu przez grupe cukrowsa

i fosforanowa mogg prowadzi¢ do uszkodzen DNA.

2 Dysocjacyjny wychwyt elektronow przez aminokwasy
W rzeczywistych uktadach DNA komoérkowe otoczone jest czasteczkami
sgsiadujgcymi takimi jak woda czy aminokwasy. Obecno$¢ tych czasteczek ma zasadniczy

wplyw na powstawanie uszkodzen w wyniku dziatania promieniowania jonizujacego.
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Czasteczki te ulegaja radiolizie a powstajace reaktywne produkty posrednie moga
wywotywac uszkodzenia DNA (uszkodzenia posrednie). Uwaza sig, ze uszkodzenia
wywotane dziataniem promieniowania (zaktadajgc mata gestos¢ jonizacji) tylko w jednej
trzeciej wynikajg z bezposredniego uszkodzenia nici, podczas gdy dwie trzecie uszkodzen
powstaje w sposOb posredni [42], ze znaczagcym udzialem rodnikow OH powstajacych
w wyniku radiolizy wody.

Badania aminokwasow, podstawowych jednostek budulcowych peptydow, i ich
agregatoOw sg niezwykle istotne. Agregaty zbudowane sg z reszt aminokwasowych
potaczonych wigzaniami peptydowymi i tym samym moga by¢ traktowane jako uktady
modelowe do badania oddziatywania elektronow z biatkami. Niektore biatka (np. biatka
histonowe) interkalowane sa wewnatrz rowkow DNA dzigki czemu mogg bezposrednio
oddziatywaé¢ z zasadami. Fragmentacja aminokwasow moze prowadzi¢ do utworzenia
wtornych reaktywnych rodnikoéw, ktore w dalszej kolejnosci moga reagowac
z komponentami kwasoéw nukleinowych i ostatecznie prowadzi¢ do uszkodzen DNA. Stad
tez badania te sa niezwykle istotne, w szczegolnosci z radiobiologicznego punktu
widzenia. Zrozumienie dzialania promieniowania, ale przede wszystkim wptywu
niskoenergetycznych elektronéw na uszkodzenia genomu, wymaga zatem informacji na

temat uszkodzen aminokwasow.

2.1  Aminokwasy w formie kanonicznej

In vivo aminokwasy wystepuja w formie jonu obojnaczego. Przeniesione do fazy
gazowej tracag wilasnosci jonu obojnaczego i wystepuja przede wszystkim w postaci
kanonicznej [43,44]. W literaturze mozna znalez¢ liczne doniesienia naukowe na temat
oddziatywania aminokwasow w formie kanonicznej z niskoenergetycznymi elektronami.
Stwierdzono miedzy innymi, ze ws$rdd licznych jonow fragmentarycznych najbardziej
wydajnym jest ten, ktory powstaje w wyniku oderwania obojetnego atomu wodoru (M-H)~
(gdzie M = aminokwas) [45,46,47]. Maksimum piku dla gtbwnego rezonansu znajduje si¢
miedzy 1.2-1.3 eV. Oderwanie obojetnego atomu H moze nastepowaé w réoznym miejscu,
np. z grupy aminowej, grupy metylowej lub metylenowej albo z grupy karboksylowej.
Badania przeprowadzone dla kwasu mrowkowego i1 jego deuterowanych analogow
wskazuja, ze nastepuje ona w grupie karboksylowej [48]. Obserwacje te zostaty ostatnio
potwierdzone obliczeniami teoretycznymi wykonanymi dla aminokwasow alifatycznych,
tj. walina [49] i (izo)leucyna [50]. Krzywa wydajnosci jonu (M-H)~ w przypadku prostych
aminokwasow (np. glicyny, alaniny, waliny i (izo)leucyny) ma charakterystyczny stromy
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poczatek, podczas gdy prawe rami¢ krzywej wykazuje wyrazne struktury [51]. Istnienie
piku podstawowego 1 nastgpujacych po nim struktur guzkowatych mozna wyjasni¢
konkurencjg pomigdzy dysocjacyjnym wychwytem elektronow i wzbudzeniem drgan
wigzania OH w czgsteczce obojetnej [51]. Obliczenia wykonane metodg macierzows (R-
matrix) [52,53] sugeruja, ze wychwyt elektronow nastgpuje na orbital o*(O-H)
z nastgpujaca dekompozycja TNI wzdhuz odpychajacej krzywej potencjatu. Obliczenia te
opisujg utrate atomu H dla szeregu kwasdéw organicznych. Z drugiej jednak strony nie
mozna catkowicie wykluczy¢ proponowanego przez Vasil'eva i wspotpracownikoéw dla
glicyny i jej estrow oscylacyjnego rezonansu Feshbacha powstajacego za posrednictwem
stanu zwigzanego dipolowo [54].

W celu przeanalizowania (ewentualnych) zmian zachowania bardziej ztozonych
uktadow w stosunku do prostych aminokwasow (tj. glicyna, alanina) wykonano badania
dysocjacyjnego wychwytu elektronu przez N-metyloglicyng, N-metyloalaning [H8], N-
acetyloglicyne [H9] i L-alanylo-glicyne¢ [H10].

Okazuje si¢, ze gtdéwny kanat reakcji DEA (tworzenie zamknigtopowlokowego jonu
(M-H)") obserwowany jest rowniez w przypadku badanych zwigzkow. Podczas gdy, dla N-
metyloglicyny i N-metyloalaniny maksimum piku pojawia si¢ w tym samym przedziale
energii (Rysunek 2 w pracy [H8]) jak dla glicyny i alaniny, dla N-acetyloglicyny (Rysunek
2 w pracy [H9]) i alanylo-glicyny (Rysunek 2 w pracy [H10]) obserwujemy przesunigcie
batochromowe maksimum rezonansu (M-H)~ do energii 1.1 eV. Podobne zmiany
obserwowano dla dipeptydow dialaniny [55], glicylo-glicyny, glicylo-alaniny i alanylo-
alaniny [56]. To, ze polozenie rezonansé6w zmienia si¢ wraz z wielkoScig czgsteczki,
najprawdopodobniej zwigzane jest ze wzrostem powinowactwa elektronowego rodnika
(M-H) tak aby reakcja DEA byta z termodynamicznego punktu widzenia mozliwa. Nalezy
tutaj doda¢, ze dla czasteczek zawierajacych wigzanie peptydowe (N-acetyloglicyny
i alanylo-glicyny) obserwujemy dodatkowy rezonans w obrgbie krzywej wydajnosci jonu
(M-H)". Struktura ta pojawia si¢ po stronie nizszych energii (przy okoto 0.8 eV) wzgledem
glownego piku. Wedtug ostatnich obliczen wykonanych dla alanylo-alaniny oderwanie
atomu H z grupy amidowej moze rowniez wnosi¢ wktad do wydajnosci jonu (M-H)~
ponizej 1 eV [55]. Mozemy zatem przyjaé, ze powstanie jonu (M-H)™ przy 0.8 i 1.1 eV jest
spowodowane rozerwaniem odpowiednio wigzania N-H lub O-H.

Kolejne obserwowane jony fragmentaryczne powstaja albo w wyniku peknigcia
pojedynczego wiagzania albo wymagaja rozerwania wielu wigzan i przegrupowania w TNI.

W dalszej czesci, niektore z tych fragmentow zostang omowione w sposob szczegdlowy.
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Cechg wspolng dla wszystkich badanych aminokwasow jest tworzenie jonow
w wyniku rozerwanie wigzania N-C,. W kazdym przypadku piki rezonansowe pojawiaja
si¢ w obszarze energii 1.7-2 eV, a wiec jak wynika z badan elektronowej spektroskopii
transmisyjnej przy energii charakterystycznej dla normalnie nieobsadzonego orbitala ©*
grupy karboksylowej [57]. W zwigzku z tym zaproponowano, ze jony te powstaja
w wyniku lokalizacji nadmiarowego tadunku na grupie karboksylowej, prowadzacego do
utworzenia jonéw C-terminalnych. Zostalo to rowniez potwierdzone przez Sobczyk
i wspotpracownikow [58] w obliczeniach pionowych energii wychwytu (vertical
attachment energies, VAESs) dla orbitali ©* i o*. Jak zostalo pokazane, elektrony o energii
okoto 2.5 eV moga w sposob posredni przyczynia¢ si¢ do rozerwania wigzania N-C,.
W pierwszym etapie elektron zlokalizowany jest na orbitalu ©* grupy karboksylowej,
w kolejnym etapie nast¢puje wydluzenie wigzania N-C, i ostatecznie jego peknigcie.
W przypadku N-metyloglicyny i N-metyloalaniny (Rysunek 3 w pracy [H8])
obserwowalismy tworzenie jonéw wytacznie w wyniku peknigcia wigzania N-C,, podczas
gdy dla N-acetyloglicyny (Rysunek 3 w pracy [H9]) i alanylo-glicyny (Rysunek 3 w pracy
[H10]) temu procesowi towarzyszyto przeniesienie atomu H, w wyniku czego powstawaty
obojetne czgsteczki odpowiednio CH3C(O)NH2 i NH2CH(CH3)C(O)NH2. W przypadku
alanylo-glicyny  obserwowali$my roéwniez tworzenie jonu komplementarnego
(NH2CH(CH3)C(O)NH)~ najprawdopodobniej w wyniku lokalizacji elektronu na grupie
amidowej.

Jonem fragmentarycznym, ktory obserwowany jest wylacznie w przypadku N-
acetyloglicyny i alanylo-glicyny jest jon powstajacy w wyniku utraty obojetnej czasteczki
wody. Utworzenie jonu (M-H20)~ wymaga rozerwania wielu wigzan stad tez w przypadku
N-acetyloglicyny obserwowany jest jako staby rezonans przy energii nieco ponizej 2 eV
(Rysunek 3 w pracy [H9]). Natomiast w przypadku alanylo-glicyny jon ten jest jednym
z najbardziej intensywnych rezonanséw widocznym przy energii okoto 2 eV
z dodatkowym stabym rezonansem przy energii okoto 0 oraz 6 eV (Rysunek 5 w pracy
[H10]).

Dla dipeptydu alanylo-glicyny obserwujemy rowniez bezposrednie rozerwanie
wigzania peptydowego C-N w wyniku czego powstaje jon NH.CH(CH3)CO™ (CsHsNO™,
m/z 72). Jon ten widoczny jest poprzez trzy rezonanse przy energii ~ 0, 1.2 i 5.3 eV
(Rysunek 3 w pracy [H10]). Ostatnie wyniki dla glicylo-alaniny i alanylo-alaniny [56]

sugerujg jednak, ze przy m/z 72 obserwowane sg dwa jony izobaryczne, mianowicie
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C3HsNO™ i C3H402~. W eksperymentach tych jon C3HsNO™, w przypadku obu dipeptydow,
obserwowany byt w zakresie energii 1-2 eV i 5-6 eV, co zgodne jest z naszymi
obserwacjami eksperymentalnymi. Natomiast jon CzHiO2  obserwowano glownie
w zakresie energii 1-2 eV. Na podstawie naszych wynikow eksperymentalnych nie mozna
wykluczy¢ tworzenia jonu CsHiO2, jednakze proces ten wymaga przegrupowania
w obrebie TNI (tj. migracji grupy metylowej) dlatego tez jego tworzenie jest mniej
prawdopodobne.

Badania procesu wychwytu niskoenergetycznych elektronéow (0-12 eV)
przeprowadzone zostaty rowniez dla metioniny. Fragmentacja aminokwasu zawierajacego
siarke jest bardzo bogata i przebiega w calym badanym zakresie energii [H11]. Tak jak
poprzednio, dominujagcym jonem jest jon powstajacy w wyniku oderwania oboj¢tnego
atomu H z czasteczki macierzystej (M-H)~ (Rysunek 2 w pracy [H11]), ktory powstaje
w wyniku rozerwania wigzania O-H w grupie karboksylowej. Kolejny jon
(CH(NH2)COOH)™ powstaje w wyniku peknigcia wigzania Co-Cg z jednoczesng
lokalizacja nadmiarowego elektronu na grupie karboksylowej. Krzywa wydajno$ci jonu
charakteryzuje si¢ dwiema dominujgcymi strukturami przy energii okoto 5 i 7 eV
(Rysunek 2 w pracy [H11]). Rezonanse te obserwowane sa powyzej progu
termodynamicznego (3.2 €V) oszacowanego dla tworzenia jonu w wyniku
bezposredniego rozerwania wigzania C-C. Na tej podstawie mozemy stwierdzi¢, ze
intensywno$¢ jonu (CH(NH2)COOH)™ powyze] 4 eV rzeczywiScie zwigzana jest
Z peknigciem pojedynczego wigzania C-C, a struktury przypisane sa rdzeniowo
wzbudzonym rezonansom. Pik rezonansowy o niskiej wydajnosci obserwowany ponizej
2 eV musi natomiast powstawa¢ w wyniku bardziej ztozonych proceséw, np. rozerwanie
wigzania C-C z jednoczesng migracja wodoru, w wyniku czego powstaje jon
CH2(NH2)COO™. Powinowactwo elektronowe fragmentu CH2(NH2)COO jest wysokie
(3.66 eV [45]) stad tez proces mozliwy jest ponizej 1 eV. Alternatywnym procesem dla
lokalizacji nadmiarowego elektronu jest tworzenie zamkni¢topowlokowego jonu
tiometylowego CHsS™ (Rysunek 2 w pracy [H11]) obserwowanego przy energii 2.5, 5 oraz
8 eV. Jon powstaje w wyniku peknigcia pojedynczego wigzania Cy-S, co zgodnie z danymi
termodynamicznymi (energia dysocjacji wigzania C-S wynosi okoto 2.4 eV [59], natomiast
powinowactwo elektronowe CHsS wynosi 1.87 eV [60]) mozliwe jest juz przy energii
okoto 0.5eV.
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Ponadto, DEA przez metioning prowadzi do utworzenia dwoch par jonow
komplementarnych (Rysunek 3 w pracy [H11]). Pierwsza par¢ obserwowano przy m/z 132
i 17 1 przypisano im odpowiednie struktury (M-OH)™ i OH". Nalezy tutaj wspomnie¢, ze
jon m/z 132 moze w zasadzie zosta¢ utworzony w wyniku utraty czgsteczki NHa.
Z obliczen kwantowo-mechanicznych przeprowadzonych dla waliny wynika jednak, ze
przy energii 1-2 eV mozliwe jest jedynie utworzenie jonu (M-OH)~. Kolejna para jonow
komplementarnych zarejestrowana zostata przy m/z 133 i 16. W tym przypadku sytuacja
jest bardziej skomplikowana, tak wigc fragmentowi rejestrowanemu przy m/z 133 moze
zosta¢ przypisana albo struktura (M-O)~ albo (M-NH2)~, natomiast fragmentowi o0 m/z 16
albo O™ albo NHz". Jon (M-NH2)™ moze powsta¢ w wyniku peknigcia wigzania N-C, CO
rzeczywiscie obserwowano w przypadku N-metyloglicyny i N-metyloalaniny [H8] oraz
waliny [61]. Podczas gdy dla N-metylopochodnych aminokwasow oraz waliny reakcja ta
byta jednym z bardziej intensywnych procesow, w przypadku metioniny jest to proces
charakteryzujacy si¢ bardzo niskg wydajnoscig. Bardzo efektywnym kanatem reakcji
w przypadku metioniny jest natomiast tworzenie jonu (CsNOHs)™ (Rysunek 4 w pracy
[H11]). Jon ten widoczny jest juz przy energii zblizonej do 0 eV, dlatego reakcji
najprawdopodobniej towarzyszy utworzenie stabilnych obojetnych czasteczek, np. wody
I CH3SH.

2.2  Aminokwasy w formie jonu obojnaczego

Jak wspomniano wcze$niej, W przeciwienstwie do formy kanonicznej wystepujace;j
w fazie gazowej, aminokwasy zaréwno w roztworach wodnych i w fazie skondensowanej
wystepuja w postaci jondw obojnaczych NH3*-CHR-COO™ [62]. Aby zbada¢ zachowanie
aminokwasow wystepujacych w formie zwitterjonowej w procesach oddziatywania
z niskoenergetycznymi elektronami wybrali§my N,N,N-trimetyloglicyne (glicyna-betaina,
(CH3)sN*CH,COO") [H12]. Glicyna-betaina jest biologicznie wazng czasteczka
syntetyzowang W tkankach zwierzgcych. Sadzimy, ze moze ona stuzy¢ jako uktad
modelowy do badania proceséw chemicznych indukowanych przez LEEs.

Okazuje si¢, ze fragmentacja glicyny-betainy przebiega w ograniczonym zakresie
energii ponizej 2 eV (Rysunek 2 w pracy [H12]). Jest to zachowanie odmienne
w porownaniu do obserwowanego eksperymentalnie jak i przewidywanego teoretycznie
dla aminokwasow wystepujacych w formie kanonicznej [45,63]. Jednak obliczenia

Baccarelli i wspotpracownikow [64] wykonane dla glicyny wystepujacej w formie jonu
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obojnaczego rzeczywiscie wskazujg na obecno$¢ Kilku przejsciowych jonéw ujemnych
(TNI) w obszarze niskich energii.

Jak wykazano w poprzednim paragrafie, w przypadku aminokwasow w formie
kanonicznej najbardziej intensywnym kanatem reakcji jest tworzenie jonu (M-H)~
w wyniku oderwania atomu H z grupy karboksylowej. Dla glicyny-betainy reakcja ta nie
powinna przebiegaé, poniewaz brak jest atomu H w grupie karboksylowej. Mimo braku
tego atomu obserwujemy tworzenie jonu (M-H)™ juz przy energii progowej (Rysunek 2
wpracy [H12]). Warto tutaj wspomnie¢, ze Baccarelli i wspotpracownicy [64]
przewidzieli tworzenie jonu (M-H)™ dla glicyny w formie zwitterjonowej juz przy energii
progowej, zatem znacznie ponizej energii rezonansOw obserwowanych dla aminokwaséw
w formie kanonicznej. W przypadku glicyny-betainy utrata atomu H moze przebiegac albo
z pozycji Co albo z jednej z trzech grup metylowych. W obszarze niskich energii TNI
powstaje zwykle zgodnie z mechanizmem okre§lonym jako rezonans ksztattu,
w przypadku ktorego nadmiarowy elektron lokalizowany jest na najnizszym wolnym
orbitalu molekularnym. Poza klasycznymi stanami zwigzanymi walencyjnie, w przypadku
czasteczek 0 dostatecznie wysokiej wartosci momentu dipolowego moga powstawac
aniony zwigzane dipolowo (DB). Ogoélnie rzecz biorgc, stany DB sa stanami
niedysocjacyjnymi. W pewnych sytuacjach, moga jednak sprzgga¢ si¢ ze stanami
walencyjnymi. Dochodzi wowczas do dysocjacji TNI [17] (vide supra). W przypadku
glicyny-betainy obliczony moment dipolowy wynosi 11.5 D [65]. Jest zatem wystarczajgco
wysoki aby stan DB posredniczyt w procesie dysocjacji czasteczki.

Obserwowano takze jony fragmentaryczne przy m/z 102, 86, 77, 75 i 58 (Rysunek
2 w pracy [H12]), ktére prawdopodobnie powstaja w wyniku rekombinacji nadmiarowego
elektronu i dodatnio natadowanej grupy aminowej ((CHs3)sN*-R; R = CH,COO).
Fragmentom rejestrowanym przy m/z 102 i 58 mogg by¢ jednoznacznie przypisane
struktury (CH3)2NCH>COO™ i CH,COOQO™. Powstaja one w wyniku utraty grupy metylowej
lub obojetnej czasteczki trimetyloaminy. Jony rejestrowane przy m/z 86, 77 i 75 tworzg si¢
w wyniku bardziej ztozonych reakcji i wymagaja przegrupowania w obrgbie TNI. Jonom
tym zostaty przypisane struktury CHsNCHCOO™, H:NCH2CH(OH); i (HsN*CH.COO")"
/H2NCH2COOH™. Ich powstanie prawdopodobnie zwigzane jest z utworzeniem obojetnych
odpowiednikow CoHe+H, CsHs i CsHs (Tabela 1 w pracy [H12]). Szczegodlnie
interesujgcym jest jon m/z 75, ktdoremu, jak pokazano powyzej, przypisano strukture jonu

molekularnego glicyny. Na podstawie wynikéw eksperymentalnych nie jesteSmy jednak
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w stanie okresli¢ czy jon ten wystepuje w postaci kanonicznej czy tez zachowuje strukture

zwitterjonow3.

3 Oddzialywanie elektrondéw z cisplatyng

Cis-diaminadichloroplatyna(ll), potocznie nazywana cisplatyna, jest zwiazkiem
koordynacyjnym (Pt(NHz)2Cl2) nalezagcym do grupy lekow alkilujacych stosowanych
w chemioterapii. Jej toksyczno$¢ zwigzana jest ze zdolno$cig tworzenia mostkow miedzy
dwoma fancuchami DNA lub wigzan w obrebie pojedynczej nici, W wyniku czego zostaje
zahamowana replikacja. Dominujagcym kompleksem jest jednak ten, ktory powstaje
w wyniku przylaczenia cisplatyny przy dwoch sgsiadujacych czasteczkach guaniny [66].
W ostatnim czasie wykazano, ze potaczenie leku z radioterapig zwicksza przezywalnos¢
pacjentow z chorobg nowotworowa w porownaniu do tych, ktorzy poddawani byli
wylacznie radioterapii [67]. Najwickszy efekt osiggano w przypadku jednoczesnego
stosowania chemio- i radioterapii. Efekt ten zostal przypisany niezidentyfikowanemu
synergistycznemu oddziatywaniu migdzy lekiem i promieniowaniem, ktoérego mechanizm
nie zostal dotychczas wyjasniony. W czasie napromieniowania, wtorne elektrony
produkowane sa z duza wydajnoscig i z tego wzgledu zasugerowano, ze moga one
skutecznie uczestniczy¢ w procesie aktywacji leku w chemioradioterapii. Eksperymenty
przeprowadzonone przez Sanche i wspotpracownikow dla czystych probek DNA oraz
zwigzanych z cisplatyng, ktore bombardowane byly wigzka elektronow o zmiennej ale
zdefiniowanej energii, wykazaly iz liczba pgknie¢ nici wzrasta w obecnosci cisplatyny
[68]. Na tej podstawie zasugerowano, ze tworzenie TNIs w wyniku przylagczenia
elektronéw bedzie odgrywato kluczowa role w efekcie wzmocnienia dziatania leku w
polaczeniu z radioterapia.

Aby zdefiniowa¢ role, jaka odgrywaja niskoenergetyczne elektrony w procesie
aktywacji cisplatyny w chemioradioterapii, wykonaliémy badania oddziatywania
elektrondow z tym zwigzkiem w fazie gazowej [H13]. W ramach eksperymentu
stwierdziliSmy istnienie TNIs w obszarze bardzo niskich energii, ktore rozpadaja si¢ w
wyniku utraty obojetnego atomu Cl lub w wyniku utworzenia jonu CI-, prowadzac tym
samym do powstawania komplementarnych jonow fragmentarycznych (Rysunek 2 w pracy
[H13]). Oba fragmenty powstaja w wyniku pekniecia pojedynczego wigzania P-Cl. Na
szczegdlng uwage zastuguje jednak fakt, ze proces wychwytu niskoenergetycznego
elektronu powoduje utrate jednoczes$nie obu atomow Cl, co prowadzi do powstania dwdch

kolejnych komplementarnych jonéw, mianowicie (Pt(NHs)2)~ i Cl2~ (Rysunek 3 w pracy
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[H13]). Nasze obserwacje znalazly potwierdzenie w pracy teoretycznej opublikowane;j
przez grupe Gianturco [69]. Sugerujemy, ze jon (Pt(NHz)2)” moze by¢ traktowany jako
reaktywny produkt posredni w procesie tworzenia adduktow cisplatyna-DNA. Chociaz
fakt, ze przylaczenie pojedynczego elektronu do cisplatyny moze powodowaé utrate
dwoch atomoéw Cl jest niezwykle istotny sam w sobie, wyniki naszego eksperymentu
pokazuja, ze wychwyt elektronu badz jego transfer moze by¢ uwazany za bezposrednig
droge prowadzacg do powstania adduktow cisplatyna-DNA.

Podsumowanie

Przedstawione w pracy wyniki $§wiadcza o tym, ze zwigzki o biologicznym
znaczeniu, takie jak komponenty DNA/RNA a takze aminokwasy i dipeptydy
charakteryzuja si¢ niskoenergetycznymi rezonansami. W niektorych przypadkach (tj.
czasteczki cukru, reszta fosforanowa) rezonanse obserwowane s3 juz przy energiach
progowych (=0 eV). Jest to zjawisko zaskakujace, bowiem niskoenergetyczne rezonanse
obserwowane byly dotychczas wylacznie w przypadku dysocjacyjnego wychwytu
elektrondéw przez halogenopochodne weglowodoréow organicznych i zwigzane byly
z utworzeniem jonoéw halogenowych. W przypadku zwigzkéw organicznych, takich jak
liniowe lub cykliczne weglowodory lub alkohole (np. metanol) obserwowane rezonanse
wystepuja przy wyzszych energiach, tj. blisko poziomu wzbudzenia elektronowego
czasteczki lub powyzej [70,71].

To iz komponenty DNA oraz aminokwasy wykazuja niskoenergetyczne rezonanse
w procesie DEA, ma bardzo wazne znaczenie dla ogdlnego opisu uszkodzen
wywotywanych przez promieniowanie jonizujgce. Jak juz zostalo wspomniane we wstepie
(i) wtorne elektrony o energii do kilkudziesieciu eV powstaja z bardzo wysoka
wydajnoscig w procesie oddziatywania wysokoenergetycznych kwantow promieniowania
(np. fotony o energii w zakresie MeV) z materiatem biologicznym oraz (ii)
bombardowanie plazmidowego DNA wigzka niskoenergetycznych elektronow powoduje
peknigcia nici DNA.

Mechanizm odpowiedzialny za uszkodzenia nici DNA nie byt dotychczas poznany.
Sugerowano, ze pierwszym etapem moze by¢ proces przylaczenia elektronu prowadzacy
do utworzenia TNI. Na podstawie wynikow uzyskanych w ramach niniejszej pracy
zaproponowatam schemat uszkodzen DNA przez niskoenergetyczne elektrony.

Wyniki eksperymentalne procesu wychwytu elektrondw przez szeScio-

I piecioczlonowe czasteczki cukrow $wiadcza o wysokiej wrazliwosci tych zwigzkow
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wzgledem niskoenergetycznych elektronow juz w zakresie energii bliskich 0 eV. Wychwyt
elektronéw jest procesem bardzo zlozonym i prowadzi do utraty jednej lub kilku
obojetnych czasteczek H20 i H.CO. Badania z uzyciem izotopowo znaczonych czasteczek
rybozy wskazaty na niezwykla selektywnos$¢ tego procesu, ktory przebiega poprzez utrate
jednostek zawierajacych atom wegla C5, podczas gdy nadmiarowy tadunek lokalizowany
jest w pozycji C1.

Do okreslenia zachowania reszt cukrowych w DNA wykorzystali$my jako zwigzek
modelowy tetra-acetyloryboz¢ (TAR). Podobnie jak grupa cukrowa w DNA zwigzek ten
charakteryzuje si¢ strukturg pi¢ciocztonowa. Uwazam ponadto iz polarne grupy acetylowi
moga ze wzgledu na podobng warto§¢ powinowactwa elektronowego we wlasciwy sposéob
odzwierciedla¢ zachowanie reszt fosforanowych i zasad azotowych. Reakcje DEA
w przypadku TAR mozna jednoznacznie przypisa¢ rezonansom (TNI) charakterystycznym
dla poszczegélnych fragmentéw czasteczki. TNI powstajacy przy energii bliskiej 0 eV
rozpada si¢ prowadzac do utworzenia licznych jonéw fragmentarycznych, ktore powstaja
w wyniku destrukcji pierécienia. Proces ten moze by¢ utozsamiany z peknigciem nici
DNA.

Pochodne kwasu fosforowego takie jak estry dibutylowy (DBP) oraz trietylowy
(TEP) mogg by¢ traktowane jako analogi odzwierciedlajace zachowanie grupy
fosforanowej w DNA. Oba estry wychwytuja elektrony w szerokim zakresie energii od
okoto 0 do 10 eV. Najistotniejsza reakcja w kontekscie uszkodzen DNA jest peknigcie
wigzania C-O lub P-O oraz utrata jednostek zawierajacych atom fosforu. Reakcje te moga
by¢ utozsamiane zZ bezposrednim rozerwaniem tancucha DNA.

Wyniki eksperymentalne, ktore uzyskatam dla analogow grupy fosforanowej
I czasteczek cukrow wskazuja na to, ze bezposrednie przylaczenie elektronéw do
komponentow tancucha DNA moze prowadzi¢ do peknigcia nici. Inny, posredni
mechanizm uszkodzen zostat przewidziany w obliczeniach teoretycznych. W mechanizmie
tym niskoenergetyczny elektron przytaczany jest do zasady azotowej, ktora okreslana jest
mianem ‘anteny’. W nastepnym etapie elektron migruje do grupy fosforanowej powodujac
pekniecie nici DNA.

Przeprowadzitam réwniez pionierski  eksperyment dla nukleotydu 2'-
deoxycytydyno-5'-monofosforanu (dCMP) w fazie gazowej. Na podstawie uzyskanych
wynikéw okreslitam wzgledne udzialy proponowanych mechanizméow w uszkodzeniach
DNA (bezposrednie przytaczenie elektronu do tancucha DNA lub wychwyt elektronu
przez zasade azotowa i jego migracja do grupy fosforanowej). Interpretacja wynikow
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otrzymanych dla dCMP opiera si¢ na tym, ze w przypadku proceséw dysocjacyjnego
wychwytu elektronéw profil krzywej wydajnosci jonow niesie informacje dotyczace
pierwotnego procesu lokalizacji elektronow.

Wychwyt elektronu przez dCMP prowadzi mi¢dzy innymi do utworzenia jonow
PO4 i HCOO", ktére obserwowane sg przy energii bliskiej 0 eV. Wynik ten wskazuje, ze
wychwyt nastgpuje bezposrednio, odpowiednio, na grupie fosforanowej lub cukrowe;.
Krzywa wydajnosci jonu PO4~ charakteryzuje si¢ dodatkowym rezonansem przy energii
1 eV, ktory najprawdopodobniej powstaje w wyniku przylaczenia elektronu do zasady
Z nastepujacg migracja tegoz elektronu do tancucha. Proces ten prowadzi do powstania
jonu POs i do pojedynczoniciowego peknigcia. Wyniki te sugeruja, ze wigkszos¢ SSB
powstaje W wyniku bezposredniego przytaczenia elektronéw do tancucha, podczas gdy
tylko okoto 15% zwiagzanych jest z migracjg elektronu z zasady azotowej do reszty
fosforanowej.

Powyzsze wyniki dotycza bezposredniego mechanizmu uszkodzen DNA (co
oznacza reakcje niskoenergetycznych elektronow z DNA), nie nalezy jednak zapominaé
o wptywie czasteczek pozostajacych w sasiedztwie DNA na proces uszkodzen
radiacyjnych. Otaczajace czasteczki mogg zarowno chroni¢ DNA, jak tez poprzez
wytworzenie reaktywnych produktow posrednich powodowaé¢ uszkodzenia DNA
(uszkodzenia posrednie). Zgodnie z moimi obserwacjami, aminokwasy wykazuja
niskoenergetyczne rezonanse w zakresie energii 1.2-1.5 eV. Dominujacy kanat reakcji
zwigzany jest z utrata obojetnego atomu H z grupy karboksylowej. Oznacza to, ze
otaczajgce czasteczki biatka mogg byC¢ znacznie bardziej wrazliwe na atak
niskoenergetycznych elektrondw niz otaczajace czasteczki wody. Woda bowiem
charakteryzuje si¢ rezonansami wylgcznie powyzej 6 eV (rezonanse Feshbacha)
prowadzac do utworzenia OH i OH™ [72,73].

Wychwyt elektronow przez cisplatyng, lek przeciwnowotworowy, prowadzi do
utworzenia rezonanséw (TNI) przy energii bliskiej 0 eV, powigzanych z oderwaniem
dwoch atoméw Cl. Swiadczy to o tym, ze cisplatyna moze by¢ aktywowana przez
niskoenergetyczne elektrony na etapie tworzenia adduktow cisplatyna-DNA powodujacych
zahamowanie replikacji. Zatem chemioradioterapia polegajaca na jednoczesnym
stosowaniu cisplatyny i radioterapii znajduje naukowe uzasadnienie i wydaje si¢ by¢
obiecujacg metoda W terapii nowotworowej.

Oprécz ogdlnego problemu dotyczacego uszkodzen radiacyjnych i radioterapii

prezentowane wyniki dotycza bardziej fundamentalnych problemow, mianowicie w jaki
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sposob zmienia si¢ zachowanie i wlasnosci ukladéw przy przej$ciu od pojedynczych

czasteczek do bardziej ztozonych agregatow.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych:

Dziatalno§¢ naukowo-badawcza rozpoczelam w Katedrze Chemii Fizycznej
Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego w Siedlcach (6wczesna Wyzsza Szkota
Rolniczo-Pedagogiczna w Siedlcach, WSRP) w roku 1995, gdzie wykonatam pracg
magisterska na temat ,,Oddzialywanie elektrondw termicznych w fazie gazowej: uktady
zawierajace CF3Cl, CH:F2, CHF3”. Byla to praca eksperymentalna i dotyczyta
oddzialywania elektronéw termicznych z halogenopochodnymi metanu. W pracy
okreslitam mechanizm 1 wyznaczytlam state szybkosci reakcji wychwytu elektronow
w uktadach dwusktadnikowych dwutlenek wegla-halogenopochodna metany odpowiednio
CH2F2, CHF3 oraz CCIFs.

W roku 1995 zostatam zatrudniona w WSRP (obecnie UPH) na etacie asystenta
w Katedrze Chemii Fizycznej. Prace doktorska wykonatam pod kierunkiem prof.
I. Szamrej-Forys$. Dotyczyta ona zagadnienia wplywu struktury czasteczki na mechanizm
I kinetyke procesu wychwytu elektronu. W ramach pracy przeprowadzitam badania
strukturalnie podobnych czasteczek, roznigcych si¢ liczba 1 polozeniem atomow

halogené6w. Moim celem bylo okreslenie mechanizmu i zbadanie kinetyki procesu
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wychwytu elektronow termicznych przez szereg halogenopochodnych weglowodorow
nasyconych oraz powigzanie otrzymanych wynikow ze strukturg czasteczki.

W ramach pracy udoskonalona zostata technika pomiarowa poprzez modyfikacje
stosowane] metody obtoku elektronowego (przede wszystkim uktadu rejestrujacego).
Opracowanie i przetestowanie zmodyfikowanej techniki pomiarowej stanowito istotng
cze$¢ mojej pracy doktorskiej.

W efekcie mojej pracy udoskonalona zostalta metodyka pomiaru szybkosci
wychwytu elektronu w impulsowej komorze jonizacyjnej. Zmierzone zostaty state
szybkosci procesu wychwytu elektronow termicznych przez szereg halogenopochodnych
etanu i propanu. Nalezy podkresli¢, iz pochodne propanu zbadane zostaty po raz pierwszy.
Zaproponowana zostata empiryczna zaleznos¢ stalej szybkosci wychwytu elektronow od
polaryzowalnosci atoméw halogendow biorgcych udziat w procesie wychwytu, oacentr.
Stwierdzono rowniez, ze wzrost polaryzowalnosci czasteczki powoduje obnizenie energii
aktywacji procesu wychwytu. Wykazano, ze zmiana dtugosci (pgkajacego) wigzania
W czasteczce spowodowana przytaczeniem nadmiarowego elektronu jest tym mniejsza, im
wigksze jest dcentr.

W dalszym etapie mojej pracy naukowej badania dotyczyly wptywu temperatury na
efektywno$¢ procesu wychwytu elektronu. Aby mozliwe bylo prowadzenie pomiardéw
w warunkach kontrolowanych (przede wszystkim precyzyjny pomiar temperatury oraz
wzmocnienie rejestrowanego sygnatu) niezbedna byta kolejna modyfikacja metodyki
pomiarowej. Wiazato si¢ to zar6wno z wymiang komory reakcyjnej jak rowniez zmiang
sposobu generacji obtoku elektronowego. W nowym aparacie do generacji obtoku
elektronow wykorzystano laser Nd:YAG dzigki czemu intensywnos$¢ rejestrowanego
sygnatu wzrosta okoto tysigckrotnie. Obecnie mozliwe jest wyznaczanie statych szybkosci
z duzo wigksza precyzja. Jednoczes$nie dzigki duzo wyzszej intensywnosci rejestrowanego
sygnalu czas pomiaru zostal znaczaco skrocony w zwigzku z czym mozliwe jest
wykonanie calej serii pomiarow temperaturowych w ciagu jednego dnia co réwniez
wptywa na jakos¢ wynikdéw eksperymentalnych.

Wykorzystujac zmodyfikowang aparature zmierzono zaleznosci statych szybkosci
reakcji wychwytu w funkcji temperatury dla szeregu halogenopochodnych weglowodorow
nasyconych oraz perfluoroeteréw oraz wyznaczono energie aktywacji procesu (IJMS 2007;
IJIMS 2008; IIMS 2010; CPL 2012). W efekcie, po raz pierwszy zaproponowano zalezno$¢

stalej szybkosci reakcji wychwytu elektronu od energii aktywacji, ktora zostata
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szczegOtowo przedyskutowana w pracach opublikowanych w IJMS 2007, IJMS 2010 oraz
JCP 2011.

Rownolegle w ramach wspotpracy z prof. E. Illenbergerem z Freie Universitat
Berlin prowadzitam badania metoda komplementarng (beam) umozliwiajaca okreslenie
produktow procesu wychwytu w obszarze niskich energii elektronow (<12 eV). Wynikiem
tej wspOlpracy bylo opublikowanie szeregu prac dotyczacych miedzy innymi fragmentacji
acetamidu i jego pochodnych (PCCP 2008), halogenopochodnych kwaséw organicznych
(IMS 2009; JCP 2010; JCP 2011) oraz fluoropochodnych etenu i etynu (ZPCh 2011).
Nalezy tutaj nadmieni¢ iz realizacja prac stanowigcych cykl habilitacyjny cze$ciowo
mozliwa byla dzigki nawigzanej przeze mnie wspdlpracy z prof. E. Illenbergerem.

Od 2009 roku dysponuje w moim laboratorium aparatem do prowadzenia badan
produktow wychwytu elektronow metoda beam. Dzigki temu mogltam kontynuowac
rozpocze¢te ~w  Berlinie  badania  dotyczace  oddziatywania  bioczasteczek
Z niskoenergetycznymi elektronami. Przeprowadzilam miedzy innymi badania dla szeregu
aminokwasow tj. N-metyloglicyna, N-metyloalanina (CPL 2012), L-alanyloglicyna (CPL
2012), metionina (PCCP 2012), asparagina, kwas asparaginowy (praca w przygotowaniu)
oraz N,N,N-trimetyloglicyna (JCP 2010). Po raz pierwszy zbadalam oddzialywanie
elektrondw z nukleotydem dCMP w fazie gazowej co pozwolito na okreslenie wzglednych
udziatéw proponowanych mechanizmoéw w uszkodzeniach DNA (PCCP 2012).

Kontynuacja powyzszej tematyki s3a badania przeprowadzone dla szeregu
nukleozydoéw 2’-deoxycytydyny, 2’-deoxy-5-fluorocytydyny oraz 2°,2’-difluorocytydyny.
Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdziliSmy, Zze podstawienie fluoru albo w grupie
cukrowej albo zasadzie azotowej ma wplyw nie tylko na wydajnos¢ okreslonych $ciezek
fragmentacji ale przede wszystkim na wydajno$¢ okreslonych rezonansowych stanow
anionowych powstajacych w wyniku przytgczeniem nadmiarowego elektronu (RSC Adv.,
2014). Nukleozyd uracylu badatam natomiast w ramach wspotpracy z grupg prof.
P. Limao-Vieira z Universidade Nova de Lisboa w Lizbonie. Badania wykonane zostaly
metodg beam polegajacg, w tym przypadku, na zderzeniu atomow potasu o energii
z zakresu 30-100 eV z czasteczkami urydyny. W wyniku zderzenia nastepuje przeniesienie
elektronu z potasy do badanej czasteczki i utworzenie TNI. Glownymi obserwowanymi
jonami fragmentarycznymi byty (M-H)", OCN~, OH™ oraz O~ (D. Almeida, F. Ferreira da
Silva, J. Kopyra, G. Garcia and P. Limao-Vieira, “Anion formation in gas-phase

potassium-uridine collisions”, praca wystana do 1JMS). Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
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zarOwno w eksperymencie polegajacym na bezposrednim zderzeniu elektronu z czgsteczka
jak 1 przeniesieniu elektronu z atomu potasu do czgsteczki, proces tworzenia jonow
fragmentarycznych zwiazany jest z peknigciem wigzania N-glikozydowego.

Kolejny projekt dotyczy dysocjacyjnego wychwytu elektronu przez metylowe
pochodne tiouracylu wystepujace albo w formie keto albo enol (jedna praca w druku,
kolejne dwie prace w przygotowaniu). Dzi¢ki nawigzanej wspotpracy z grupg prof.
P. Skurskiego z Uniwersytetu Gdanskiego mozliwe bylo nie tylko okreslenie $ciezek
fragmentacji ~ 5-metylo-2-tiouracylu  ale  roéwniez, na  podstawie  obliczen
kwantowochemicznych, zaproponowanie mechanizmy tworzenia rezonansowych stanow
anionowych w obszarze energii < 3 eV (J. Kopyra, S. Freza, H. Abdoul-Carime,
M. Marchaj, P. Skurski, “Dissociative electron attachment to gas phase thiothymine:
experimental and theoretical approach”, PCCP, DOI:10.1039/C3CP54966F).

Inny projekt obejmowal badania proceséw wychwytu elektrondw przez
perfluoropochodne weglowodoréow zaré6wno o strukturze tancuchowej jak i cyklicznej
(IIMS 2012). Okazalo si¢, ze badane zwiazki ulegaja fragmentacji przede wszystkim
W obszarze energii < 4 eV w wyniku czego powstaja zamknigtopowlokowe jony ujemne
0 og6lnym wzorze sumarycznym CnFan+1-. Projekt ten realizowany byt we wspotpracy z dr
S. Karolczakiem z MITR w Lodzi (eksperyment przeprowadzony w moim laboratorium).
Ponadto w ramach wspotpracy z dr S. Karolczakiem oraz dr hab. M. Wolszczakiem
prowadzone s3 badania procesOw przylaczania (swobodnego lub solwatowanego)
elektronu przez mocznik i jego pochodne metodag beam (moje laboratorium) w fazie
gazowej oraz metodg radiolizy impulsowej (MITR, Lodz) w fazie cieklej (projekt

trwajacy).

~ i
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