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ABSTRACT

Recent years have witnessed an increase of the interest in the studies of the
interaction of electrons with biologically relevant molecules. This has been mainly
motivated by the seminal work, where it has been demonstrated that low energy
electrons can induce single and double strand breaks in DNA in the energy range
below the level of ionization. Since the damage profile as a function of electron
energy showed pronounced resonances it was proposed that resonant electron
capture could occur at particular molecular components of the DNA as the initial
step towards strand breaks. From a series of experiments on electron attachment
to DNA building blocks (nucleobases, the sugar moiety and the phosphate unit)
became obvious that they effectively capture electrons leading to the formation of
low energy resonances associated with the decomposition of the corresponding
molecule. Recent dissociative electron attachment experiments on an entire gas
phase nucleotide 2’-deoxycytidine-5"-monophosphate give also insight into the
molecular mechanism involved, which comprises both direct electron attachment
to the backbone and transfer of the excess electron from cytosine to the backbone
resulting in single strand breaks. The results further allow an estimate of the relative
contribution of these different mechanisms to single strand breaks.

Keywords: dissociative electron attachment, mass spectrometry, negative ions, bio-
logically relevant molecules

Stowa kluczowe: dysocjacyjny wychwyt elektrondw, spektrometria mas, jony
ujemne, czasteczki o biologicznym znaczeniu
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WPROWADZENIE

Poznanie i opis efektow fizyko-chemicznych wywolywanych dziataniem wyso-
koenergetycznego promieniowania na materi¢ w dalszym ciggu stanowi wazny
problem aktualnych badan. W obecnej dobie promieniowanie to ma niezwykle sze-
rokie zastosowanie w wielu dziedzinach zycia poczawszy od przemystu, w takich
chociazby obszarach jak sterylizacja radiacyjna, modyfikacja wlasciwosci tworzyw,
inicjowanie proceséw polimeryzacji, radiacyjnie indukowana synteza chemiczna,
litografia az do zastosowan medycznych w badaniach diagnostycznych, czy terapii
antynowotworowej. Procesy radiacyjne sg konsekwencja absorpcji energii wyso-
koenergetycznego promieniowania przez materi¢. Mechanizm tego procesu zalezy
od natury promieniowania. W przypadku promieniowania elektromagnetycznego
energia fotonow przekazywana jest atomom i/lub czasteczkom osrodka w trojaki
sposob: za pomoca efektu fotoelektrycznego, zjawiska Comptona oraz zjawiska kre-
acji par elektron-pozyton. W przypadku promieniowania korpuskularnego przeka-
zanie energii nastepuje gléwnie na drodze zderzen elastycznych i nieelastycznych.

Ogoblnym efektem obu rodzajéw promieniowania jest jonizacja i wzbudzenie
czasteczek, stad tez efekty chemiczne przez nie wywotywane pod wzgledem jako-
$ciowym sg podobne. W wyniku przekazania energii wzdluz toru czastki powstajg
jony, czasteczki wzbudzone oraz rodniki. Powszechnie przyjmuje sie, Ze to powstale
wtérne produkty (elektrony, jony, rodniki) sa odpowiedzialne za pdzniejsze reak-
cje chemiczne. Wsrdd tych produktéw elektrony produkowane sg z niezwykle duzg
wydajnoscig, okolo 5 x 10"/1 MeV z poczatkowa energia w zakresie do kilkudzie-
sieciu eV [1]. W wyniku zderzen nieelastycznych z medium elektrony te ulegajg
termalizacji. W trakcie termalizacji w dalszym ciggu moga powodowaé jonizacje
i wzbudzenie czasteczek, a w skali czasowej rzedu pikosekund, osiggajac energie
ponizej progu jonizacji, moga przylaczac sie do czasteczek.

Promieniowanie jonizujgce jest jednym z czynnikéw powodujacych uszko-
dzenia DNA. Uszkodzenia DNA moga by¢ réwniez wywolywane przez wtdrne
elektrony. Rola niskoenergetycznych elektronéw stala sie oczywista po publika-
cji przetomowych wynikéw eksperymentu, w ramach ktérego plazmidowy DNA
bombardowano elektronami o $cisle okreslonej energii (ponizej progu jonizacji
makromolekuty (<10 eV)) w wyniku czego obserwowano powstawanie zaré6wno
pojedynczoniciowych (ang. single strand breaks, SSBs), jak i podwdjnoniciowych
(ang. double strand breaks, DSBs) peknig¢ szkieletu DNA [2]. Wykazano ponadto,
ze SSBs mogg powstawac przy energiach ponizej progu wzbudzenia elektronowego
<3 eV z wydajnoscig o rzad wielkoéci wyzsza od tej obserwowanej w obszarze
energii 5-15 eV [3]. Poniewaz wydajnos¢ peknie¢ miata charakter pikow w funkeji
energii elektronéw sugerowano, ze rezonansowy dysocjacyjny wychwyt elektronow
(ang. dissociative electron attachment, DEA) w okreslonych miejscach/komponen-
tach DNA moze stanowi¢ pierwszy etap procesu prowadzacego do pekniecia nici.
Obserwacje te zainicjowaly szereg badan obejmujacych oddzialywanie niskoener-
getycznych elektrondéw z czgsteczkami budujagcymi DNA [4]. Do tej pory uwazano
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bowiem, ze tylko elektrony o energiach powyzej progu jonizacji moga przyczyniaé
sie do uszkodzen DNA.

DNA, najbardziej istotny sktadnik jader komoérkowych, jest biopolimerem
sktadajacym si¢ z dwoch tancuchow, ktore utozone sg antyrownolegle (tzn. koniec
3’ jednej nici lezy naprzeciw konca 5° drugiej nici) (Rys. 1). Podstawowa jednostka
budujaca DNA jest nukleotyd, ktory zbudowany jest z piecioweglowego cukru deok-
syrybozy polaczonego wigzaniem estrowym z reszta fosforanowa i jedng z czterech
zasad nukleinowych (z grupy puryn: adenina (A) i guanina (G) lub z grupy piry-
midyn: cytozyna (C) i tymina (T)) za pomoca wigzania f-N-glikozydowego. Oba
fancuchy potaczone sa za pomoca wigzan wodorowych wystepujacych pomiedzy
komplementarnymi parami zasad (A—T, C—G) (Rys. 1). DNA otoczone jest przez
biatka i osadzone w wodzie, ktora jest najbardziej obfitym sktadnikiem komorki.
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Rysunek 1. Schemat struktury dwuniciowego DNA
Figure 1. Schematic structure of DNA

Niniejsza praca poswigcona jest zagadnieniom oddzialywania niskoenerge-
tycznych elektrondéw (ang. low energy electrons, LEEs) z czasteczkami o biologicz-
nym znaczeniu, komponentami DNA. Pokazuje, zZe procesy DEA inicjowane przez
elektrony w zasadzie pozbawione energii (=0 eV) moga prowadzi¢ do rozerwania
wigzan chemicznych z zaskakujaco wysoka efektywno$cia.
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1. WYCHWYT ELEKTRONOW PRZEZ KOMPONENTY DNA/RNA

Badania mechanizmdéw prowadzacych do uszkodzenn DNA w wyniku przyla-
czenia elektronéw wymagaja przeprowadzenia eksperymentéw dla pojedynczych
komponentéw makromolekuly i konsekwentnego przejscia do bardziej ztozonych
ukladow. Istotnym problemem jest znalezienie odpowiedzi na pytanie, ktore wta-
$ciwosci charakterystyczne dla pojedynczych czgsteczek zachowane sg w przypadku
bardziej ztozonych uktadéw zwigzanych kowalencyjnie. W zwigzku z tym, w ramach
niniejszej pracy prezentowane sg wyniki badan uzyskane dla pojedynczych czaste-
czek budujagcych DNA/RNA, tj. zasady azotowe, grupa cukrowa i fosforanowa lub
ich analogi. W dalszym etapie przedstawione sa wyniki badan uzyskane dla nukle-
ozydu (tymidyny), fosforanu-5"-rybozy oraz nukleotydu 2’-deoksycytydyno-5’-mo-
nofosforanu (dACMP).

1.1. WYCHWYT ELEKTRONOW PRZEZ ZASADY AZOTOWE

Pierwsze badania oddzialywania niskoenergetycznych elektronéw z kompo-
nentami DNA dotyczyly zasad azotowych [5-7]. Jak wykazano, w obszarze ener-
gii <3 eV najbardziej wydajnym jonem fragmentarycznym jest jon powstajacy
w wyniku utraty atomu wodoru (M - H)™ (M = czasteczka zasady azotowej). Stwier-
dzono ponadto, na podstawie eksperymentéw przeprowadzonych dla tyminy i ura-
cylu, ze w zakresie energii ponizej progu wzbudzenia elektronowego czasteczki
wychwyt elektrondw jest procesem selektywnym, nie tylko ze wzgledu na rodzaj
pekajacego wigzania ale rdwniez pozycje tegoz wigzania (Rys. 2) [8, 9].
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Rysunek 2.  Dysocjacja tyminy w wyniku rezonansowego dysocjacyjnego wychwytu elektronu. Elektron
o energii E = 1,0 eV powoduje rozerwanie wigzania N1-H, natomiast elektron o energii 1,8 eV
indukuje pekniecie wigzania N3—H. Rysunek wykonany w oparciu o wyniki Ptasinskiej i in. [9]

Figure 2. Dissociation of thymine induced by electron attachment. Electrons at 1,0 eV induce N1-H bond
rupture, while electrons at 1,8 eV cause N3-H bond cleavages. Figure prepared based on the
results of Ptasiniska et al. [9]

Z badan przeprowadzonych dla deuterowanej tyminy przy atomach wegla
wynika, Ze utrata obojetnego atomu H nastepuje wylacznie poprzez rozerwanie
wigzania N-H [8]. Kolejne badania przeprowadzone dla N1-metylowanej tyminy
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oraz N3-metylowanego uracylu pozwolily stwierdzi¢, ze utrata wodoru jest rowniez
selektywna ze wzgledu na pozycje pekajacego wigzania. Okazalo sig, ze elektrony
o energii 1,0 eV powoduja rozerwanie wigzania N1-H, natomiast elektrony o ener-
gii 1,8 eV indukujg pekniecie wigzania N3—H (Rys. 2) [9].

1.1.1. Przekroj czynny na wychwyt elektronéw przez tymine

Zasadnicze znaczenie dla zrozumienia i modelowania uszkodzen wywolanych
promieniowaniem ma znajomos¢ bezwzglednych wartosci przekrojow czynnych na
wychwyt elektronéw, okreslajacych prawdopodobienstwo zajécia procesu. Zgodnie
z zaproponowanym, na podstawie obliczen teoretycznych, mechanizmem transferu
elektronu prowadzacym do powstania uszkodzen pojedynczoniciowych, zasady
azotowe mialy pelni¢ szczegolng role w poczatkowym etapie wychwytu elektronu
[10, 11]. Dla ukladu modelowego, nukleotydu 2’-deoksycytydyno-5’-monofosfo-
ranu (dACMP), stwierdzono iz nadmiarowy elektron wstepnie lokalizowany jest na
zasadzie azotowej, ktora pelni role ,,anteny”. Prowadzi to do utworzenia krétko-
-Zyjacego stanu rezonansowego. W kolejnym etapie elektron migruje poprzez grupe
cukrowa do reszty fosforanowej, czemu towarzyszy rozerwanie wigzania estrowego.

Uzyskanie bezwzglednych wartosci przekrojéw czynnych w eksperymentach
beam (metoda skrzyzowanych wigzek elektron-czgsteczka) w sposdb bezposredni
nie jest fatwe. Wymaga znajomosci gestosci gazu, gestosci elektrondéw w wigzce oraz
prawdopodobienstwa detekcji dla powstajacych jonéw fragmentarycznych. Szeroko
stosowanym podejsciem jest wyznaczanie wzglednych warto$ci przekrojow poprzez
poréwnanie wynikéw uzyskanych dla badanego zwigzku z wynikami uzyskanymi
dla zwigzku referencyjnego.

Pomimo duzego zainteresowania badaniami wychwytu elektronow przez zasady
azotowe, znanych jest tylko kilka prac dotyczacych pomiaru przekroju czynnego
na wychwyt elektronéw. Dwa niezalezne eksperymenty przeprowadzone metoda
beam dla tyminy podaja warto$ci przekroju w zakresie 10" cm® [8, 12] dla gtow-
nego piku (T - H)™ (T = tymina) z maksimum wydajnosci przy 1 eV. Sa to wartosci
wzgledne, otrzymane poprzez poréwnanie z warto$ciami przekroju czynnego dla
zwigzkéw referencyjnych SF, i CCl,. Jednoczesnie w ramach eksperymentu elektro-
nowej spektroskopii transmisyjnej (ang. electron transmission spectroscopy, ETS)
uzyskano warto$¢ 4,7 x 107" cm” [13]. Sugerowano, ze duza rozbieznos¢ pomiedzy
wynikami otrzymanymi obiema metodami (beam i ETS) wynika przede wszystkim
z kondensacji odparowywanej probki tyminy. Pézniejsze wyniki uzyskane zostaty
z wykorzystaniem zmodyfikowanej aparatury beam (przy ograniczonej mozliwosci
kondensacji probki). Jako zwigzek referencyjny wykorzystano CHCI, (drugi rezo-
nans CI™ dla ktérego przekréj czynny wynosi 5,68 x 107'° cm’® przy 0,3 eV [14]).
W tym przypadku otrzymana warto$¢ przekroju czynnego dla (T - H) przy 1 eV
wynosi 7,9 + 4 x 10”7 cm® [15].
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Nalezy jednak zauwazy¢, ze wszystkie powyzsze wartosci przekrojow czyn-
nych uzyskane zostaly w podwyzszonych temperaturach (> 423 K). Jak wiadomo,
warto$ci przekrojow procesu DEA moga drastycznie zmienia¢ sie z temperaturg
[16, 17], w zwigzku z tym nie mogg by¢ bezposrednio wykorzystane do modelowa-
nia uszkodzen materialu biologicznego w realnych warunkach. Zatem w dalszym
ciggu istniala potrzeba okreslenia wartosci przekroju w warunkach odpowiada-
jacych biologicznym. Ostatnia praca Kopyry i Abdoula-Carima [18] poswiecona
zostala okresleniu wplywu temperatury na warto$¢ przekroju czynnego na wychwyt
dysocjacyjny przez tyming. Jak zostalo pokazane, bezwzgledne wartosci przekrojow
dla pikéw przy energii elektronéw 1,0 i 1,74 eV (wyznaczone w sposob absolutny
z uwzglednieniem gestosci gazu, gestosci elektrondw w wiazce oraz prawdopodo-
bienstwa detekeji dla powstajacych jonéw fragmentarycznych) zmieniaja si¢ o rzad
wielko$ci w przedziale temperatur 393-443 K (Rys. 3). Na podstawie ekstrapolacji
wynikéw badan do temperatury 313 K wyznaczone zostaly wartosci przekrojow
wynoszace o(T - H)™ (1 eV, 313 K) = 6 x 107 cm’ i o(T - H)™ (1,74 eV, 313 K)
=4x10" cm®[18].
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Rysunek 3. Zalezno$¢ przekroju czynnego na wychwyt elektronu przez tyming prowadzacy do utworzenia
jonu (T - H) w funkcji temperatury (m — energia elektronow 1,0 eV, o — energia elektronow
1,74 eV). Rysunek wykonany w oparciu o wyniki Kopyry i Abdoula-Carima [18]

Figure 3. Absolute cross section for the electron attachment to thymine resulting in the formation of
(T - H) as a function of temperature (m — electron energy of 1,0 eV, o — electron energy of
1,74 eV). Figure prepared based on the results of Kopyra and Abdoul-Carime [18]

1.2. WYCHWYT ELEKTRONOW PRZEZ RYBOZE I TETRA-ACETYLORYBOZE

Grupa cukrowa jest centralna czgscig nukleotydu, ktora wigze dwie sgsiednie
reszty fosforanowe poprzez wigzania estrowe C’5-O-P i C’3-O-P. Ponadto faczy si¢
z jedna z czterech zasad azotowych. Uwzglednienie efektéw indukowanych przez
niskoenergetyczne elektrony w grupie cukrowej, w przypadku modelowania uszko-
dzen DNA wydaje si¢ zatem jak najbardziej uzasadnione.
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Pierwsze prace eksperymentalne poswiecone byly oddzialywaniu niskoener-
getycznych elektronéw z izolowanymi czgsteczkami cukru tj. deoksyryboza [19],
ryboza [20, 21] oraz fruktoza [22]. Jak wynika z doniesien literaturowych, wszystkie
te zwiazki wykazuja zblizong fragmentacje. Dotyczy to migdzy innymi utraty jednej
lub dwoch czasteczek wody z przejsciowego jonu ujemnego (ang. transient negative
ion, TNI) co prowadzi do powstania jonéw (M - nH,0)" (n = 1, 2). Nalezy dodac,
ze procesy te przebiegaja ze znaczacg wydajnoscia, co $wiadczy o szczegdlnej wraz-
liwosci grupy cukrowej wzgledem niskoenergetycznych elektrondw.

Bardzo intensywne badania dysocjacyjnego wychwytu elektronu przeprowa-
dzono dla rybozy (C,H,,0,) i jej trzech izotopomeréw: rybozy znaczonej weglem
13C w pozycji C1 (1-13C-ryboza), rybozy znaczonej weglem 13C w pozycji C5
(5-13C-ryboza) oraz rybozy podstawionej deuterem w pozycji C1 (C,1-D-ryboza).
Na ich podstawie stwierdzono, ze elektronowo indukowana dysocjacja polegajaca
na odszczepieniu fragmentéw obojetnych zawierajgcych atomy wegla przebiega
z duzg selektywnoscia. Reakcja ta przebiega prawie wylacznie poprzez oderwanie
jednostek zawierajacych atom wegla w pozycji C5.

Selektywna dekompozycja pierscienia cukrowego w przypadku rybozy zwia-
zana jest gldwnie z utworzeniem nastepujacych jonéw fragmentarycznych m/z
101 (C,H,O,), m/z 72 (C,H,0,), m/z 59 (C,H,0,) oraz m/z 45 (HCOO") [20]. Jak
wspomniano wczeéniej jednoznaczne przypisanie struktur powyzszym fragmentom
zostalo osiggniete przy uzyciu izotopowo znaczonych czasteczek. Przyktadowe frag-
menty rejestrowane przy m/z 101 i 102 w przypadku rybozy oraz rybozy znaczonej
weglem 13C w pozycji C5 (5-13C-ryboza), w przypadku kolejnych dwdch izoto-
pomeréw rejestrowane byly przy m/z 102 i m/z 103. Swiadczy to o tym, ze reakcja
przebiega poprzez oderwanie fragmentéw zawierajacych atom wegla C5, podczas
gdy atomy 13C i D w pozycji C1 pozostaja w strukturze jonu. Analogiczna sytu-
acje obserwowano przy nizszych masach, przy czym proces fragmentacji przebiegat
z nizsza selektywnoscig. W oparciu o uzyskane wyniki zaproponowano schemat
reakcji dekompozycji TNI powstajacego w procesie wychwytu niskoenergetycznych
elektronéw przez ryboze [20].

Podsumowujac, dekompozycja rybozy przebiega w sposob selektywny i zwia-
zana jest z utratg jednostek zawierajacych atom wegla C5. Jednakze ryboza w fazie
gazowej wystepuje w formie pyranozowej, dlatego tez niezbgdne byto przeprowa-
dzenie dalszych badan dla grupy cukrowej wystepujacej w formie furanozowe;j.
Analogiem grupy cukrowej w DNA/RNA charakteryzujacym si¢ pigciocztonowym
uktadem pierscieniowy jest 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-f-D-rybofuranozy (tetra-acety-
loryboza, TAR). Dodatkowo zwiazek ten pozbawiony jest grup hydroksylowych,
ktore zgodnie z wynikami badan elektronowej spektroskopii transmisyjnej moga
wptywac¢ na warto$¢ przekroju czynnego na wychwyt elektronu [23].

Wychwyt elektrondw przez tetra-acetyloryboze przebiega w trzech obszarach
energetycznych: przy energii bliskiej 0 eV, w obszarze energii 1-3 eV oraz przy wyz-
szych energiach 7-10 eV [24]. Struktury rezonansowe powstaja w wyniku lokaliza-
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cji elektronu na pier$cieniu grupy cukrowej lub na orbitalu 7* egzo-cyklicznej grupy
karboksylowej. Nalezy tutaj podkresli¢, ze zardwno ksztalt jak i pozycje rezonansow
przypominajg te, ktére obserwowano w przypadku rybozy.

Wyniki uzyskane dla rybozy i tetra-acetylorybozy swiadcza o tym, ze reakcje
inicjowane przez niskoenergetyczne elektrony w grupie cukrowej moga odgrywac
znaczacg role w procesie prowadzacym do powstania SSBs. W szczegolnosci frag-
menty, ktore s3 obserwowane w obszarze energii okolo 0 eV moga by¢ zwigzane
z degradacja pierscienia cukrowego. Natomiast rozrywanie wigzania C—O obser-
wowane w przypadku tetra-acetylorybozy, w wyniku czego powstaje jon CH,COO"
(m/z 59), $wiadczy o mozliwosci pekania wigzania estrowego i/lub N-glikozydo-
wego w DNA, co z kolei prowadzi do pekniecia nici lub utraty zasady.

1.3. DYSOCJACYJNY WYCHWYT ELEKTRONOW PRZEZ RESZTE FOSFORANOWA:
ESTER DIBUTYLOWY ORAZ ESTER TRIETYLOWY KWASU FOSFOROWEGO

Badania wychwytu niskoenergetycznych elektrondéw przez pochodne kwasu
fosforowego przeprowadzone w fazie gazowej dotyczyly estru dibutylowego kwasu
fosforowego (ang. dibutylphosphate, DBP) oraz estru trietylowego kwasu fosforo-
wego (ang. triethylphosphate, TEP). Oba te zwigzki wychwytuja elektrony w zakresie
energii 0—10 eV. Dominujgcg reakcja w przypadku DBP jest utrata obojetnego atomu
wodoru, co prowadzi do utworzenia zamknietopowlokowego jonu (DBP - H),
ktéry obserwowany jest poprzez rezonans z maksimum wydajnosci przy 1 eV [25].
Analogiczny proces nie byt obserwowany w przypadku TEP, co $wiadczy o tym iz
utrata wodoru w DBP nastepuje z grupy hydroksylowe;j. Jednak, najbardziej istotng
reakcja w kontekscie uszkodzen DNA jest utrata grupy butylowej. Proces ten prowa-
dzi do utworzenia jonu (DBP - C,H,)", ktéry pojawia si¢ w dwdch obszarach ener-
gii pomiedzy 2-4 eV i 7-10 eV. Podobny proces obserwowano w przypadku TEP
w obszarze energii 7-9 eV, ktéry zwigzany byl z utrata rodnika C,H.O w wyniku
pekniecia wiazania P-O [25]. Obie reakcje, utrata grupy butylowej w DBP oraz
rodnika etoksylowego w TEP, w sytuacji gdy grupa fosforanowa wbudowana jest
w strukture DNA bedg prowadzily do peknigcia nici DNA.

Inng grupe, wspolng dla obu estrow, stanowia jony fragmentaryczne obserwo-
wane przy energiach elektronéw zblizonych do 0 eV [25], w przypadku ktérych nad-
miarowy elektron zlokalizowany jest na fragmencie zawierajagcym atom P. W przy-
padku DBP do tej grupy jonéw nalezg (C,H,O)P(O)(OH),)’, H,PO,, PO, i PO".
Natomiast dla TEP obserwowano wylacznie H,PO; i PO,. Utworzenie tych jonéw
zwigzane jest z dysocjacja wielu wigzan, co z pewnoscig prowadzitoby do zerwania
nici DNA.
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1.4 DYSOCJACYJNY WYCHWYT ELEKTRONOW PRZEZ WIEKSZE FRAGMENTY DNA

1.4.1. Wychwyt elektronéw przez tymidyne

Tymidyna, nukleozyd skladajacy sie z tyminy (T) i deoksyrybozy (dR) efek-
tywnie wychwytuje niskoenergetyczne elektrony (<3 eV) w procesie dysocjacyjnym,
ktéry uwidacznia si¢ poprzez pekanie wigzania N-glikozydowego [26]. W wyniku
tego procesu powstajg dwa komplementarne jony fragmentaryczne (T - H)™ oraz
(dR - OH)". Obserwacje te zostaly potwierdzone przez grupe z Innsbrucka, ktéra
wykonata eksperyment dla tymidyny w szerszym zakresie energii 0-12 eV [27]. Na
podstawie uzyskanych wynikéw sugerowano, ze przeniesienie elektronu z tyminy
do grupy cukrowej oraz z grupy cukrowej do tyminy nie przebiega. Elektron pozo-
staje zwigzany na fragmencie, na ktérym byt pierwotnie zlokalizowany.

1.4.2. Wychwyt elektronow przez fosforan-5’-rybozy

Badania proceséw wychwytu elektronéw przez fragment szkieletu DNA/RNA
sktadajacego si¢ z grupy fosforanowej i cukrowej, fosforan-5’-rybozy, przeprowa-
dzone zostaly metodg LIAD (ang. Laser-Induced Acoustic Desorption) [28]. Metoda
ta umozliwia przeniesienie do fazy gazowej czgsteczek, ktore w innym przypadku
ulegaja termicznej dekompozycji [29]. Zgodnie z wynikami tych badan fosforan-
-5’-rybozy przylacza elektrony o energii =0 eV, co prowadzi do zerwania wigzania
pomiedzy grupa fosforanowsa i cukrowa. Proces wychwytu prowadzi zaréwno do
peknigcia wigzania C-O jak i P-O i utworzenia odpowiednio H,PO, lub C.H,O,
[28]. Na podstawie przedstawionych wynikéw autorzy pracy sugerowali, ze pek-
niecia nici DNA spowodowane przylgczeniem niskoenergetycznych elektronow
powstaja w wyniku bezposredniego przylaczenia elektronéw do szkieletu cukrowo-
-fosforanowego DNA.

1.4.3. Wychwyt elektronéw przez nukleotyd dCMP

Jak zostalo wczesniej pokazane, pojedyncze komponenty DNA (zasady azo-
towe, grupa cukrowa oraz fosforanowa) efektywnie oddziatywuja z niskoenerge-
tycznymi elektronami, co prowadzi do powstania licznych jonéw fragmentarycz-
nych. Niektdre reakcje fragmentacji moga odzwierciedla¢ proces pekania nici DNA.
Zasadniczg kwestig jest jednak to, w jaki sposob wilasciwosci oraz zachowanie poje-
dynczych czgsteczek zmieniajg sie kiedy zostaja one wbudowane w bardziej ztozony
uklad zwigzany kowalencyjnie. Pomimo licznych badan podjetych w celu okreslenia
mechanizmu uszkodzenn DNA indukowanych elektronami dostepne wyniki nadal
nie sg spojne. Stad tez niezbedne bylo przeprowadzenie badan wychwytu elektronu
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przez monomer DNA, ktory w swojej strukturze zawiera wszystkie wczesniej oma-
wiane komponenty. Badaniom metodg beam poddano nukleotyd 2’-deoksycyty-
dyny-5"-monofosforanu (dCMP). Wychwyt elektronéw przez dCMP prowadzi do
powstania jonéw fragmentarycznych, ktére obserwowane sa w dwoch obszarach
energii, ponizej 2 eV oraz powyzej 5 eV [30]. W zakresie energii <5 eV szereg struk-
tur rezonansowych obserwowano przy m/z 16 i 1, ktére przypisano odpowiednio
do O/NH, i H". W obszarze energii <2 eV zarejestrowano kolejne jony fragmenta-
ryczne przy m/z 110, 95145 (Rys. 4). Fragmentom o m/z 95 i 110 zostaty przypisane
struktury PO, oraz (C - H)” (C = cytozyna), natomiast fragmentowi m/z 45 struk-
tura HCOO'. Ze wzgledu na to, ze jon HCOO™ obserwowany byl wylacznie w przy-
padku DEA przez ryboze, tetra-acetyloryboze i fruktoze [20, 24, 22], stwierdzono
iz powstaje on w wyniku lokalizacji elektronu na grupie cukrowej. Proces ten zwig-
zany jest z degradacja piercienia grupy cukrowej, a co za tym idzie, z rozerwaniem
zaréwno wigzania estrowego jak i N-glikozydowego.

40/

PO4'
301 95 amu
20]
10
NH, ok M Mo hopsscturhinA s
ﬁ 0 1 2 3 A
N 10, (C-Hy
|
,go 110 amu

o N

1l
Ho—lID—o o
OH
H H

Wydajnos¢ jonu/ s

oH 0 1 2 3 4
204 HCOO
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101
04
0 1 2 3 4
Energia elektronu / eV

Rysunek 4. Wydajnosci jonéw PO,’, (C - H)" i HCOO™ powstajacych w wyniku dysocjacyjnego wychwytu
elektronu przez dCMP. Rysunek wykonany w oparciu o wyniki Kopyry [30]

Figure 4. Ion yield of the fragments PO, (C - H)” i HCOO™ generated from dissociative electron attach-
ment to dCMP. Figure prepared based on the results of Kopyra [30]

Powstanie jonu PO, mozliwe jest w wyniku pekniecia wigzania O—-C lacza-
cego grupe fosforanowsa i cukrows, czemu towarzyszy utrata obojetnej czasteczki
wodoru. Dominujgca struktura rezonansowa obserwowana jest przy energii =0 eV,
kolejny pik o znacznie nizszej wydajnosci widoczny jest przy energii okoto 1 eV
(Rys. 4). Fragment o m/z 110 zostal zidentyfikowany jako zamkni¢topowlokowy jon
(C - H)', ktéry powstaje w wyniku rozerwania wigzania N-glikozydowego. Wydaj-
no$¢ jonu (C - H) jest niewielka, ale powtarzalna w kolejnych eksperymentach.



ODDZIALYWANIE ELEKTRONOW Z CZASTECZKAMI O BIOLOGICZNYM ZNACZENIU 905

Poniewaz kazdy z komponentéw DNA posiada charakterystyczny profil reak-
cji DEA, rejestrujac wydajnosci jondw w funkeji energii elektrondw mozliwe jest
uzyskanie informacji dotyczacych pierwotnej lokalizacji elektronu. Stad tez, porow-
nujac wyniki uzyskane dla dCMP z poprzednimi otrzymanymi dla pojedynczych
czasteczek budujgcych nukleotyd, mozna bylo stwierdzi¢, ze jon PO, przy =0 eV
powstaje w wyniku bezposredniej lokalizacji elektronu na reszcie fosforanowe;j.
Natomiast rezonans przy ~1 eV w przypadku tegoz jonu powstaje w wyniku wstep-
nej lokalizacji elektronu na zasadzie azotowej, ktory nastepnie migruje do fancucha
DNA powodujac pekniecie wigzania pomiedzy resztg fosforanowg i grupg cukrows.

Przedstawione powyzej wyniki dysocjacyjnego wychwytu elektronu przez
dCMP stanowig pierwsze doniesienia §wiadczace o tym, ze zaréwno przylaczenie
elektronu do zasady azotowej z pdzniejszym przeniesieniem do fancucha, jak i bez-
posredni wychwyt elektronu przez grupe cukrowy i fosforanowa moga prowadzi¢
do uszkodzen DNA [30]. Analiza danych pozwolila stwierdzi¢, ze w przypadku
dCMP okoto 60% SSBs powstaje w wyniku bezpos$redniej lokalizacji elektronéw na
reszcie fosforanowej, 25% w wyniku bezposredniej lokalizacji elektronéw na grupie
cukrowej oraz 15% na skutek przylaczenia elektronéw do cytozyny z nastepujaca
migracja elektronu do tanicucha DNA.

1.5. SENSYBILIZATORY DNA

W radioterapii, metodzie nieselektywnej, podatnos$¢ komoérek nowotworowych
na promieniowanie jonizujgce moze by¢ zwiekszona poprzez synchroniczne zasto-
sowanie chemoterapeutykow, ktore specyficznie uwrazliwiajg komorki nowotwo-
rowe. Wazng grupe radio-sensybilizatoréw stanowig tzw. antymetabolity, zwigzki
cechujace sie¢ duzym podobienstwem strukturalnym do naturalnie wystepujacych
metabolitow. Wykazujg one zdolno$¢ do zaburzania przebiegu okreslonego szlaku
metabolicznego wewnatrz komorki poprzez wyparcie metabolitu. Do tej grupy
zwigzkow nalezg miedzy innymi halogenopochodne zasad azotowych i nukleozy-
dow.

Obecny stan wiedzy pozwala stwierdzi¢, ze halogenopochodne zasad azo-
towych (5-fluro-, 5-bromo- oraz 5-jodouracyl) wbudowane w DNA wywoluja
efekt radiouwrazliwiania, ktory zwigzany jest ze wzrostem przekroju czynnego na
wychwyt elektronow [31, 32].

Fakt, ze grupa cukrowa ulega efektywnej dekompozycji pod wplywem LEEs
rodzi pytanie, czy ona réwniez moze zosta¢ selektywnie uwrazliwiona na dziata-
nie promieniowania przykladowo poprzez wprowadzenie atomu halogenu. Wyniki
badan uzyskane dla 22’-difluorocytydyny (leku powszechnie stosowanego w che-
mioterapii) $wiadcza o takiej mozliwosci [33]. Okazuje si¢, Ze obecnos¢ atomow
fluoru podstawionych w grupie cukrowej rowniez zwigksza przekrdj czynny na
wychwyt elektronéw. To z kolei znajduje odzwierciedlenie w wyzszej intensywnosci
jonow fragmentarycznych powstajacych przy energii progowej =0 eV.
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Uszkodzenia materialu genetycznego wywolane dzialaniem promieniowania
jonizujacego w znaczacym stopniu spowodowane sg dzialaniem wtérnych elek-
tronéw powstajacych wzdluz toru jonizacji. Elektrony te odgrywaja wazna role
w zlozonej sekwenciji reakcji prowadzacych do pekniecia nici DNA. Przedstawione
w niniejszej pracy wyniki badan §wiadczg o tym, ze wszystkie komponenty budujace
DNA (zasady azotowe, grupa cukrowa i fosforanowa) rezonansowo, dysocjacyjnie
wychwytujg elektrony juz w obszarze energii ponizej progu wzbudzenia elektrono-
wego (<3 eV). Z badan przeprowadzonych dla nukleotydu dCMP wynika, ze wiek-
szo§¢ peknie¢ nici DNA powstaje na skutek bezposredniego przylaczenia elektro-
néw do szkieletu cukrowo-fosforanowego DNA. SSBs tylko w niewielkim stopniu
powstaja w wyniku przytaczenia elektronu do zasady, z nastepujacg migracja tegoz
elektronu do szkieletu DNA.

Obecny stan wiedzy na temat mechanizmoéw prowadzacych do powstania SSBs
umozliwia glebsze zrozumienie mechanizméw dzialania radio-sensybilizatorow
DNA, co stanowi podstawe do opracowania bardziej ukierunkowanych strategii
w leczeniu choréb nowotworowych.
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