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Kojarzone zwykle z kanoniczng podwdjng helisa Watsona-Cricka, czgsteczki DNA mogg w rzeczywistosci
przyjmowac wiele réinych struktur przestrzennych, z ktorych niektére majg duze znaczenie dla funkji
biologicznej DNA. Projekt niniejszy koncentruje sie na jednej z tych niekanonicznych form DNA, zwanych G-
kwadrupleksami (G4). Ich zasadniczym elementem strukturalnym jest tzw. G-tetrada, czyli ptaski zestaw
czterech zasad guaninowych utrzymywanych razem przez uktad cyklicznych wigzan wodorowych. Uktadajgc
sie jedna na druga, G-tetrady tworza rdzen G4 z czterema niémi guaninowymi potgczonymi trzema
posredniczacymi petlami o rdinej sekwencji i konformacji. Sekwencje zdolne do tworzenia G-
kwadruplekséw sg szeroko rozpowszechnione w genomach (np. ponad 700 000 sekweencji w ludzkim
genomie). Stwierdzono takze, ze sg one znacznie wzbogacone w regionach regulatorowych, w tym w
obrebie telomerdéw (do 25 % wszystkich G4) i w promotorach gendéw. W zwigzku z tym istnieje coraz wiecej
dowodéw na to, ze G4 sg zaangazowane w regulacje ekspresji gendéw i utrzymanie stabilnosci
chromosomow. Jednoczesnie, ze wzgledu na ich réznorodnosc i plastycznosc strukturalng, segmenty typu
G4 moga by¢ takze wykorzystywane jako wygodne i potencjalnie programowalne elementy budulcowe
w chemii, inzynierii materiatowej i nanotechnologii. Polimorfizm strukturalny G-kwadruplekséw mogacych
przyjmowaé wiele stabilnych stanéw zwinietych (topologii), w zaleznosci od sekwencji i warunkéw
Srodowiskowych (w szczegdlnos$ci rodzaju i stezenia kationdw metali alkalicznych) stwarza zaréwno
mozliwosci, jak i wyzwania dla racjonalnego projektowania. Z jednej strony pozwala na dokonywanie
réoznorodnych wybordw projektowych, ale z drugiej strony wymaga niezawodnego sposobu przewidywania
i kontrolowania struktury G-kwadruplekséw. Niestety, pomimo szeroko zakrojonych badan, ogdlne ramy
teoretyczne pozwalajgce na takie przewidywania w arbitralnych sytuacjach nie zostaty dotad opracowane.

Wobec powyzszego, celem obecnego projektu jest zrozumienie zwigzku miedzy sekwencjq nici
DNA bogatych w guanine a strukturg tworzonych przez nie G-kwadruplekséw, w stopniu pozwalajagcym
na projektowanie G-kwadruplekséw DNA o pozadanej topologii zwinietej. Osiggniecie tego to celu bedzie
wymagato systematycznego przeszukiwania wszystkich mozliwych struktur G4 dla szerokiego zestawu
sekwencji DNA oraz analizy czynnikdw strukturalnych i energetycznych lezgcych u podstaw zréznicowanej
stabilnosci tych struktur. Projekt koncentruje sie na trzech gtéwnych zadaniach badawczych
(wyszczegdlnionych ponizej), ktére zostang zrealizowane przy uzyciu zintegrowanego podejscia tgczacego
wieloskalowe symulacje komputerowe i komplementarne metody eksperymentalne. Aby umozliwi¢ takie
multidyscyplinarne podejscie, kierownik projektu, ktérego badania koncentrujg sie na zastosowaniu metod
obliczeniowych do badania uktadéw biomolekularnych, nawigzat wspétprace z grupg majgca doswiadczenie
w badaniach eksperymentalnych nad G-kwadrupleksami. 1) Okreslenie i walidacja wzglednej stabilnosci
dla szerokiego zestawu bogatych w guanine sekwencji DNA zdolnych do tworzenia G4 z dwoma G-
tetradami. Prostota strukturalna dwu-tetradowych G4 czyni z nich doskonaty uktad modelowy do
przewidywania i wyjasniania stabilnosci za pomocg symulacji komputerowych. Dlatego najpierw
wykorzystamy symulacje, w celu oceny stabilnosci wszystkich teoretycznie mozliwych dwu-tetradowych G4
dla systematycznego zestawu sekwencji DNA. Nastepnie prognozy te zostang zweryfikowane za pomoca
szeregu metod eksperymentalnych, w tym spektroskopii NMR, CD i UV. 2) Szczegétowa analiza czynnikow
strukturalnych i energetycznych lezacych u podstaw wzglednej stabilnosci struktur G4. Aby
zidentyfikowac¢ molekularne podtoze obserwowanych rdéznic stabilnosci, przeanalizujemy obszerne zbiory
danych uzyskane w 1) za pomocg metod statystycznych, uczenia maszynowego i teorii informac;ji.
Zréznicowana stabilno$¢ struktur G4 zostanie nastepnie wyjasniona w kategoriach energetycznych
i entropowych, co pozwoli na zbadanie rownowagi sit lezgcych u podstaw formowania G-kwadruplekséw.
3) Rozszerzenie naszej analizy na troj-tetradowe G4 i przetestowanie opracowanego modelu jako
narzedzia do przewidywania i projektowania struktury G-kwadrupleksow. Aby ocenié i, jesli to konieczne,
rozszerzy¢ zastosowanie naszego podejscia do tréj-tetradowych G4, przetestujemy dwie gtdwne hipotezy
dotyczace relacji pomiedzy stabilnoscig tréj- i dwu-tetradowych G4. Ocenimy wreszcie wartos¢ predykcyjng
naszego modelu poprzez zaprojektowanie i eksperymentalng walidacje zestawu tréj-tetradowych G4.

Zaktadamy, Zze pomysine wykonanie powyzszych badaf zaowocuje stworzeniem modelu
pozwalajgcego na przewidywanie dominujacych topologii G4 na podstawie sekwencji zasad. Dzieki
podejsciu w petni opartemu na strukturze, model ten bedzie takie w stanie wyjasni¢ obserwowang
stabilnos$¢ w kontekscie oddziatywan w obrebie taricucha DNA oraz pomiedzy tym taricuchem a otoczeniem.
Zaréwno wartosc predykcyjna, jak i objasniajgca modelu powinny znacznie utatwi¢ badania strukturalne
nad G-kwadrupleksami. Oczekujemy, ze nasze wyniki bedg szczegdlnie uzyteczne dla nanotechnologii DNA,
poniewaz mozliwo$¢ przewidywania struktur w duzej mierze wyeliminowatoby kosztowne podejscie typu
prob i btedéw, zwykle stosowane przy projektowaniu G4 o wiasciwosciach strukturalnych pozgdanych
w chemii, inzynierii materiatowej i biomedyczne;.



