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Spis stosowanych skrétéw

8-BrG - 8-bromoguanozyna

8-BrA — 8-bromoadenozyna

A — reszta adenozyny

C — reszta cytydyny

CCD — detektor polprzewodnikowy (ang. charge coupled device)

c.p.m. — zliczenia rozpadéw promieniotwoérczych na minute

DM — dystrofia miotoniczna

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DTT — ditiotreitol

DRPLA — zanik zebatoczerwienny pallidoniskowzgérzowy

FRAXE — bezsyndromowe opéznienie umystowe powiazane z chromosemem X (ang.
non-syndromic X-linked mental retardation)

FXTAS — zesp6t drzenia i ataksji zwiazany z tamliwym chromosomem X (ang. fragile
X-associated tremor atazia syndrome)

FXS — tamliwos¢ chromosomu X

G — reszta guanozyny

HD — choroba Huntingtona

HDL2 — choroba podobna do plasawicy Huntingtona (ang. Huntington disease like 2)

IPTG — izopropylo (-D-tiogalaktopiranozyd

LNA — reszty nukleozydowe o zamknietej konformacji pierscienia cukrowego (ang. locked
nucleic acid)

MALDI-TOF — jonizacja przez resorpcje laserowa w statej matrycy — czas przelotu (ang.
matriz-assisted laser desorption ionization — time of flight)

NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic
resonance spectroscopy)

ORF — otwarta ramka odczytu

rmsd — srednie kwadratowe odchylenie (ang. root-mean-square deviation)

RINA — kwas rybonukleinowy

r.p.m. — obroty na minute
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SBMA — zalezny od chromosomu X rdzeniowo-opuszkowy zanik rdzeniowy (choroba
Kennedy’ego)

SCA — ataksja mozdzkowo-rdzeniowa

SDS — dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE — elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych w
obecnosci SDS

TNR — powtorzenia trojnukleotydowe

TREDs — choroby zwiazane z ekspansja trojnukleotydowych powtérzen (ang. trinucleoti-
ded repeat expansion dieseases)

U — reszta urydyny

UTR — region nieulegajacy translacji (ang. untranslated region)
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Rozdzial 1. Cel pracy doktorskiej

1. Cel pracy doktorskiej

Nadrzednym celem mojej pracy doktorskiej byto okreslenie struktur krystalicznych oligomerdw
RNA o sekwencji sktadajacej sie z powtérzen CNG (N oznacza jeden z czterech nukleotydow).
Sekwencje takie sa zwiazane z patogenezg choréb neurodegeneracyjnych o wspoélnej nazwie
TREDs (choroby zwiazane z ekspansja tréjnukleotydowych powtérzen) (ang. trinucleotide repeat
expansion diseases). Wyr6znia sie ponad 20 takich choréb, ktére sa nieuleczalne i prowadza do
Smierci. Jeden z proponowanych patomechanizméw TREDs zaklada, ze preemRNA zawierajace
wydluzone ciggi powtorzen CNG posiadaja whasciwosci toksyczne. Polegaja one na nadmiernym

wigzaniu czynnikéw biatkowych niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania komorki.

Moim zadaniem byto poznanie struktury przestrzennej czterech rodzajow powtérzen: CAG,
CCG, CGG i CUG. Badane przeze mnie czgsteczki RNA zawieraly 2-3 powtérzenia CNG.
Podyktowane to bylo wydajng synteza chemiczng kroétkich czasteczek RNA oraz wiekszym
prawdopodobienstwem uzyskania krysztatow. Oligomery te tworza dupleksy co stanowi fragment
trzonu struktury typu spinki tworzonej przez ciggi powtorzen CNG w pre-mRNA. Na podstawie

otrzymanych przeze mnie struktur krystalicznych chciatam okreslié¢:

e sposob parowania sie niestandardowych par typu N-N|
e wplyw par typu N-N na globalng strukture RNA,
e oddzialtywania pomiedzy RNA a czasteczkami rozpuszczalnika,

e obliczy¢ powierzchnie potencjatu elektrostatycznego czasteczek RNA.

Powyzsze zatozenia mialy postuzyé¢ do sporzadzenia profilu strukturalnego powtérzen CNG dla

badan biochemicznych oraz do wyjasnienia przyczyny patogennych wtasciwosci tych RNA.

Moim drugim celem bylto opracowanie metody stabilizacji struktur spinkowych RNA w
warunkach krystalizacji, czyli wysokiego stezenia oligomeru oraz soli. W roztworze istnieja dwie
formy oligomeru: spinka i dupleks, ktore moga przechodzi¢ jedna w druga. To, ktéra forma
dominuje zalezy od warunkéw w jakich czagsteczki RNA sie znajdujg. Jezeli jest to wysokie
stezenie soli lub wysokie stezenie oligomeru preferencyjnie tworzy sie dupleks. W efekcie powoduje

to, ze wykrystalizowanie struktury spinki RNA jest bardzo trudne.
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Rozdzial 1. Cel pracy doktorskiej

Stabilne struktury spinkowe zamierzalam otrzymaé z wykorzystaniem specjalnego tacznika,
spinajacego konce trzonu spinki za pomoca wigzania kowalencyjnego. W zwiazku z tym

opracowywanie tej metodologii polegato na:

e przetestowaniu tacznikéw, ktére moga by¢ uzyte do tego celu,
e uzyskaniu najwydajniejszego sposobu kowalencyjnego zamkniecia czgsteczki RNA,

e opracowaniu skutecznej i wydajnej metody oczyszczania uzyskanego produktu.

13



Rozdzial 2. Wstep

2. Wstep

2.1. Wystepowanie powtérzen tréojnukleotydowych w genomie

Sekwencje mikrosatelitarne sg krotkimi powtarzajacymi sie motywami DNA o dtugosci od 1 do
6 par zasad, obecnymi w genomach wszystkich organizméw (1, 2). Cechuja si¢ wysoka zmiennoscia
osobnicza dotyczaca zarowno sktadu nukleotydowego jak i dtugosci sekwencji. To zréznicowanie
jest tak duze, ze nie ma dwoch osob posiadajacych identyczng kombinacje alleli mikrosatelitarnych.
Istotnym faktem jest réwniez to, ze uktad tych powtorzen jest dziedziczony czesciowo od matki
a czesciowo od ojca. Z tego powodu sg one dobrymi markerami wykorzystywanymi m.in. w

mapowaniu genetycznym czy genetyce populacji (2-4).

Specyficzng klasa sekwencji mikrosatelitarnych sa powtérzenia tréjnukleotydowe (TNR) (ang.
trinucleotide repeats). W ludzkim genomie znajduje sie ich okoto 32000, z czego 1030 wystepuje w
egzonach (egzon rozumiany jest jako cze$¢ 5, 3° UTR (ang. untranslated region) lub otwartej ramki
odezytu—ORF) (7). 60% TNR obecnych w egzonach zlokalizowanych jest w otwartych ramkach
odezytu a pozostate 40% w regionach niekodujacych 5’ i 3° (UTR). Powtoérzenia tréjnukleotydowe
sg tolerowane w sekwencjach kodujacych bardziej niz powtérzenia dwu- lub czteronukleotydowe,
poniewaz ich zmienna liczba nie zmienia ramki odczytu (8). Niemniej, nie wszystkie mozliwe
triplety sa réwnocennie reprezentowane w egzonach (7). Najczesciej wystepuja powtdrzenia typu
CNG (gdzie N oznacza jeden z czterech nukleotydéw): CGG — 365 przypadkéw (ang. occurrences)
i CAG — 301 przypadkéw, przy czym CGG i CAG reprezentujg réwniez drugg orientacje nici
DNA, czyli odpowiednio powtérzenia CCG i CTG (Rysunek 1). Przy uwzglednieniu orientacji
egzonu, czyli tego jakie powtorzenia ulegaja ekspresji, obliczony czynnik reprezentacji dla kazdego
powtérzenia CNG wynosi: CGG 17,9 x, CCG 11,0 x, CAG 104 x i CUG 7,2 x (Rysunek 1)
(im wartosé czynnika reprezentacji jest wieksza tym czesciej powtorzenie wystepuje w sekwencji
egzonéw). Dodatnie wartosci oznaczaja, ze powtérzenia CNG sa nadreprezentowane w egzonach w
stosunku do ich wystepowania w genomie, co sugeruje, ze ich obecnos¢ w sekwencjach egzonow nie
jest przypadkowa. Oznacza to, ze musiaty by¢ one poddane pozytywnej selekcji podczas ewolucji.
Co wiecej wydaje sie, ze lokalizacja danego typu powtérzenia w mRNA (regiony niekodujace
lub otwarte ramki odczytu) jest réwniez okreslona. CAG i CUG wystepuja najczesciej w ORF
(~80%) natomiast CCG i CGG w regionach 5’'UTR (powyzej 50%). Sugeruje to, ze by¢ moze

sg one funkcjonalnymi elementami genetycznymi, ktérych polimorfizm moze manifestowaé sie
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2.2. Patogenne powtdrzenia typu CNG zwigzane z chorobami TREDs

roznymi obserwowanymi fenotypami. Teza ta wymaga jednak dalszego potwierdzenia, gdyz zakres

informacji na ten temat pozostaje nadal stosunkowo ubogi.
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Rysunek 1. Czestotliwo$é wystepowania powtdrzeri TNR w genomie ludzkim (7). W panelu A
zestawiono catkowitq liczbe danego powtorzenia, zidentyfikowang w genomie oraz w egzonach bez
uwzglednienia orientacyi nici DNA. Rozklad czynnikéw reprezentacji w egzonach: pozytywne wartosci
oznaczaje nadreprezentacje natomiast negatywne niedoreprezentowanie danego powtérzenia (B).
Wskaznik reprezentacji obliczony przy uwzglednieniu orientacji nici DNA dla poszczegdlnych powtdrzen,
TNR (C). Litery Q, H odnoszq sie od tego rodzaju TNR, dla ktérych RNA tworzq struktury spinki
(H) lub kwadrupleksu (Q).

Mimo ograniczonej ilosci badan nad funkcja powtorzen CNG, sa one obiektem licznych
eksperymentéw z innego powodu. Mianowicie, sekwencje te moga ulega¢ patogennej ekspansji
(nadmierne zwielokrotnienie liczby powtérzen) prowadzac do rozwoju ludzkich nieuleczalnych
choréb neurodegeneracyjnych znanych pod wspélna nazwa TREDs (ang. trinucleotide repeat

expansion dieseases) (9).

2.2. Patogenne powtoérzenia typu CNG zwigzane z chorobami TREDs

Jak sama nazwa wskazuje, wickszo$¢ choréb TREDs wywotywana jest ekspansja powtorzen
trojnukleotydowych CNG i GCN. Oprocz nich do tej samej grupy, ze wzgledu na przyczyne

choroby, zalicza sie réwniez powtdrzenia cztero-, piecio- a nawet dziesiecionukleotydowe (10).
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2.2. Patogenne powtdrzenia typu CNG zwigzane z chorobami TREDs

Kazda z tych choréb zwigzana jest z jednym rodzajem powtérzenia znajdujacym sie w konkret-
nym genie. Obecnie znanych jest ponad 20 réznych choréb neurodegeneracyjnych. Wszystkie
powtorzenia zlokalizowane sa w obrebie sekwencji gendow a zatem mogag wystepowaé w regionach
promotorowych, 5" i 3" UTR, skonczywszy na intronach oraz egzonach (Rysunek 2). W zwiazku
z tym, ze moje badania dotyczg powtérzen CNG dalszy opis literatury zawezony bedzie do tego
rodzaju TNR.

BPES
DRPLA CCD

HD CCHS

SBMA HFG

SCAT HPES

SCA3 155X
FRAXA SCA6 MRGH DM
FRAXE SCAT OPMD HDL2

EPMI FXTAS SCA1R2 SCA17 FRDA bmM2 SCA10 SPD SCA8
Polyglutamine Palyalanine

(C,GC,GCa), (CGE), (CAG), (CAG), (GAA), (CCTE), (ATTCT), (GCN), (€16,
;i , 1

| Fa kY
\/ /

Rysunek 2. Lokalizacja patogennych powtdorzen w genie oraz ich powigzanie z dang chorobg
TREDs (10). BPES, zespol zwezenia szpary powiekowej, opadania powieki i odwréconej zmarszczki
nakgtnej; CCD, dysplazja obojczykowo-czaszkowa; CCHS, pierwotna hipowentylacja pecherzykowa —
klgtwa Ondyny; DM, dystrofia miotoniczna; DRPLA, zanik zebatoczerwienny pallidoniskowzgdrzowy;
EPM1, postepujgca padaczka miokloniczna typu 1; FRAXA, lamliwosé chromosomu X; FRAXE,
bezsyndromowe opézZnienie umystowe powigzane z chromosemem X; FXTAS, zespdl drienia i ataksji
zwigzany z tamliwym chromosomem X; HD, choroba Huntingtona; HDL2, choroba podobna do
plgsawicy Huntingtona; HFG, zespotl dlon-stopa-narzqdy plciowe; HPES, holoprozencefalia 5; ISSX,
niemowlece drgawki sprzezone z chromosomem X; MRGH, uposledzenie umystowe z izolowanym
niedoborem hormonu wzrostu; OPMD, dystrofia oczno-gardtowa; SBMA, zaleiny od chromosomu X
rdzeniowo-opuszkowy zanik rdzeniowy (choroba Kennedy’ego); SCA, ataksja mdzdzikowo-rdzeniowa;
SPD, synpolidaktylia.

[ PFromoter |

U zdrowych osobnikéw trakty CNG sa krotkie, stabilne a ich dlugo$¢ nie ulega zmianie.
Dodatkowo, powtérzenia czesto rozdzielone sa sekwencjami ,przerywnikowymi” (ang. interrup-
tions) (Tabela 1) (11), ktére prawdopodobnie petnia funkcje stabilizujaca (12-14). W rodzinach
dotknietych TREDs, powtdrzenia trojnukleotydowe sa dtuzsze i niestabilne zaréwno w komorkach
somatycznych jak i rozrodezych (15). Oznacza to, ze CNG maja tendencje do ulegania wydtuzaniu
podczas zycia chorego. Diugos¢ traktéw zmienia si¢ dynamiczne, co objawia si¢ rézna liczba
powtorzen zaréwno pomiedzy chorymi osobnikami jak i w obrebie tkanek tego samego organizmu.
W efekcie taka osoba z czasem moze staé sie swego rodzaju mozaika komorek zawierajacych
rozng dtugo$é powtoérzen CNG. Niestabilnos¢ powtorzen w komorkach piciowych wiaze sie z
dziedziczeniem wydtuzonych ciagéw. Zauwazono, ze im dluzsze trakty sa przekazywane, tym
symptomy chorobotwoércze staja sie ciezsze i ujawniaja sie we wezesniejszym wieku. Fenomen ten

nazwano antycypacja.
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2.2. Patogenne powtdrzenia typu CNG zwigzane z chorobami TREDs

Tabela 1. Zestawienie choréb zwigzanych z powtdrzeniami CNG (11).

Rodzaj i Normalna Patogenna
Choroba Gen powtoé- Sekwen.CJe liczba Premutacja liczba
. przerywnikowe L, L,
rzenia powtorzen powtorzen
SBMA AR CAG - 9-36 brak 40-55
HD HTT CAG - 10-34 29-35 > 35
DRPLA ATN1 CAG - 7-25 brak 49-88
SCA1 ATXN1 CAG CAT 6-39 brak 39-81
SCA2 ATXN2 CAG CAA 13-33 brak > 34
SCA3 ATXN3 CAG CGG, GCC 13-44 brak > 55
SCA6 CACNA1A CAG CAG,CAA 4-18 brak 20-29
SCA7 ATXN7T CAG - 4-35 brak 37-306
SCA17 TBP CAG ? 25-42 brak 47-63
DM1 DMPK CUG CGG,CTC 5-37 34-90 > 50-3000
CCG, TTG,
SCAS8 ATXNS8 CUG CTT, CTA, 2 > 130 45-109 > 110
CCA, GTC
SCA12 PPP2R2B CAG - 745 brak 55-78
HDL2 JPH3 CcuG ? 6-27 brak 51-b7
DM2 ZNF9 CCuG TCTG, GCTG 104-176 brak 75-11000
FXS FMR1 CGG AGG 5-54 55-200 230-2000
FXTAS FMR1 CGG AGG 5-54 brak 55-200
FRAXE FMR2 CCG ? 4-39 (31-61) 200-900

Mechanizm przejscia ze stabilnej do niestabilnej liczby powtorzen nie zostal jeszcze doktadnie
poznany. Sugeruje sie, ze moze mie¢ to zwiazek z utrzymaniem sekwencji przerywnikowych.
7 kolei, gdy sa juz obecne dynamiczne trakty, to ich wydtuzanie moze odbywaé sie podczas
replikacji, naprawy DNA lub rekombinacji (10, 15). Co ciekawe, podczas tych proceséw mozne

zaj$¢ réwniez zjawisko kontrakcji czyli skrécenia liczby powtorzen.

TREDs zostaly odkryte okoto 20 lat temu (16). Woéwczas po raz pierwszy powiagzano
zwielokrotniong liczbe powtorzen mikrosatelitarnych z objawami chorobotwérczymi. Sg to ciezkie,
nieuleczalne choroby, ujawniajace si¢ zazwyczaj w wieku dojrzalym, kiedy powtdrzenia osiagna
odpowiedni prog liczbowy (Tabela 1). Obraz kliniczny jest szeroki i charakterystyczny dla danej
choroby. Przykladowo w dystrofii miotonicznej typu 1 (DM1) wystepuja nie tylko zaburzenia
motoryczno-ruchowe lecz rowniez m.in. za¢ma, zaburzenia pracy serca czy uktadu pokarmowego.
Poczatkowo objawy sa niezauwazalne lecz stopniowo pogtebiaja sie prowadzac w rezultacie do
$mierci (10, 17).

Najwigksza liczba choréb TREDs zwiazana jest z ekspansja powtorzen CAG (9). Naleza
do nich: choroba Huntingtona (HD), zalezny od chromosomu X rdzeniowo-opuszkowy zanik

rdzeniowy (choroba Kennedy’ego) (SBMA), zanik zebatoczerwienny pallidoniskowzgérzowy
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2.2. Patogenne powtdrzenia typu CNG zwigzane z chorobami TREDs

(DRPLA) oraz kilka ataksji moézdzkowo-rdzeniowych réznego typu (SCA). Powtérzenia CAG,
oprocz jednego wyjatku, wystepuja w regionach kodujacych specyficznych genéw (Rysunek 2).
Oznacza to, ze dlugie trakty przepisywane sa na sekwencje biatka. W tym przypadku jest
to glutamina. Powstajace biatko posiada wydtuzony trakt poliglutaminowy i z tego powodu
choroby te nazywane sa réwniez chorobami poliglutaminowymi (ang. poly-Q lub polyglutamine
diseases). Wyjatkiem, w ktérym powtérzenia CAG znajduja sie w regionie 5’'UTR, jest gen
PPP2R2B kodujacy podjednostke regulatorowa fosfatazy 2A w moézgu. Zwiazany jest z ataksja
mozdzkowo-rdzeniows typu 12 (SCA12).

Powtoérzenia CGG zwiazane sa z genem FMR1 (ang. fragile X mental retardation) lezacym
na chromosomie X. Znajduja si¢ w regionie niekodujacym 5" mRNA. Ich lokalizacja wydaje si¢
by¢ spodziewana ze wzgledu na fakt, iz sekwencje bogate w CpG wystepuja czesto w regionach
promotorowych. Na tej podstawie sugeruje sie, ze powtdrzenia CGG uczestnicza w regulacji
ekspresji genow (7, 16). Interesujacy jest fakt, ze trakty te zwiazane sa z kilkoma réznymi
fenotypami (18). Typowo, liczba tréjek CGG w genie FMR1 wynosi 5-54 (18, 19). Gdy liczba
powtdrzen wzrasta do 45-54, woéwezas zaliczaja sie one do podklasy nazywanej ,szarg strefa” (ang.
grey zone), gdzie istnieje wieksze prawdopodobienstwo dalszej ekspansji (18, 20). Trakty CGG o
dhugosci 55-200 powtdrzen sg premutacjami, ktore u starszych mezczyzn powoduja progresywna
chorobe neurodegeneracyjna FXTAS (ang. fragile X-associated tremor ataxia syndrome) (21, 22).
U kobiet bedacych nosicielkami premutacji moze doj$¢ do rozwoju niewydolnosci jajnikéw (23).
Wiecej niz 200 powtérzen CGG jest pelna mutacja, ktora wywotuje tamliwo$é chromosomu X

(FXS) (24). Jest to najczestszy dziedziczny syndrom opdznienia umystowego u mezczyzn.

Powtérzenia CCG wystepuja w genie FMR2, ktéory znajduje si¢ okoto 6000 par zasad od
genu FMR1 i powiazane sa z chorobg FRAXE czyli bezsyndromowym opo6znieniem umystowym
powiazanym z chromosomem X (ang. non-syndromic X-linked mental retardation) (9). Syndrom
ten ujawnia sie gdy osobnik posiada wigcej niz 200 powtérzen CCG (pelna mutacja) (25). Niektore
objawy kliniczne sa wspdlne z tamliwoscig chromosomu X (FXS), np. niewydolnosé¢ jajnikéw, czy
problemy z méwieniem. W obu przypadkach chorzy wykazuja opdznienie umystowe aczkolwiek

dla syndromu FRAXE przyjmuje to tagodniejsza forme (9).

Jak dotad nie stwierdzono fenotypu neurodegeneracyjnego dla CCG o dtugosci premutacyjnej
(60-200), ale powtdrzenia te wprowadzone do genomu muszki owocowej ujawnilty whasciwosci
toksyczne (26). Zauwazono takze korelacje pomiedzy posrednia (ang. intermediate) dlugoscia
powtérzen CCG (okoto 40) w allelach kilku badanych populacji a choroba Parkinsona lub
przynajmniej niektérymi jej objawami klinicznymi (27, 28). Podobnie, na podstawie badan
przeprowadzonych na duzej grupie chlopcéw w wieku 5-18 lat, powiazano ich niewyttumaczalne

problemy z nauka z dtugosciag posrednia powtérzen w allelach zwiazanych z syndromami FRAXE

18



2.8. Rola powtorzen CNG w patomechanizmie choréb TREDs

i FRAXA (29, 30). Na podstawie powyzszych obserwacji nie wyklucza si¢ istnienia, analogicznie

do powtdrzen CGG, neurodegeneracyjnych wlasciwosci CCG o dtugoséci premutacyjne;j.

Powtoérzenia CTG zwiazane sa z trzema réznymi chorobami: choroba podobng do plasawicy
Huntingtona (HDL2) (ang. huntington disease like 2), ataksja moézdzkowo-rdzeniowa typu 8
(SCAS) oraz dystrofia miotoniczna typu 1 (DM1) (17). We wszystkich przypadkach powtérzenia
zlokalizowane sg w regionach 3” UTR, co moze wptywaé¢ na efektywnos¢ i doktadnos$é sktadania
pre-mRNA (31), transport mRNA (32) i regulacje translacji (33, 34).

Powiazanie ekspansji CTG zlokalizowanych w genie kinazy biatkowej DMPK 2z dystrofig
miotoniczna typu 1 zostalo odkryte w 1992 roku (35-37). Jest to najlepiej poznana choroba
pod wzgledem patomechanizmu sposrod wszystkich TREDs. U zdrowych osobnikéw liczba
powtdrzen wynosi 5-37, natomiast zmutowana forma zawiera 50-3000 trojek (36). Obok dystrofii
miotonicznej typu 1 wystepuje réwniez typ 2, ktory wywotywany jest przez powtoérzenia CCTG
(38). Obie dystrofie, pomimo innego rodzaju powtérzenia oraz innej lokalizacji genowej, posiadaja

bardzo podobne fenotypy chorobowe (17).

2.3. Rola powtérzen CNG znajdujacych sie w mRNA niektérych genéw

w patomechanizmie choréb TREDs

W literaturze opisane zostaly trzy mechanizmy rozwoju TREDs: utrata lub nabycie nowej
funkcji biatka (ang. loss or gain of function), utrata funkcji genu zawierajacego powtorzenia (ang.
loss of function), nabycie nowej funkcji przez mRNA zawierajace dlugie powtorzenia CNG (ang.
mRNA gain of function) (9). Propozycja istnienia pierwszego wymienionego patomechanizmu
wydaje sie¢ by¢ oczywista, jezeli wydtuzone trakty wystepuja w sekwencjach kodujacych biatko.
Jak zatem wyttumaczy¢é wpltyw powtoérzen na rozwoj choroby, gdy znajduja sie one w regionach
niekodujacych? Odpowiedzig na to pytanie byto zaproponowanie dwoch pozostatych mechanizméw.
Utrata funkcji genu polega na tym, iz dlugie trakty zaburzajg strukture DNA uniemozliwiajac
ekspresje sasiadujacych genéw. Z kolei nabycie nowych funkcji przez mRNA oznacza nadmierne
wigzanie istotnych czynnikow biatkowych niezbednych do poprawnego funkcjonowania komorki.
Istnienie tego mechanizmu poparte jest dowodami lecz mimo to nadal prowadzone sa liczne
badania w tym kierunku, poniewaz w przypadku niektérych chordb patogeneza wydaje sie by¢é

bardziej ztozona. Nie wyklucza si¢ rowniez wspoétistnienia réznych patomechanizmow.
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2.8. Rola powtorzen CNG w patomechanizmie choréb TREDs

2.3.1. Powtérzenia CUG

Dystrofia miotoniczna (DM) (forma dystrofii mie$niowej) jest choroba, w ktorej pre-mRNA
posiadajacy wydtuzone trakty CUG jest bezposrednio uwiktany w patogeneze dziatajac in trans
na inne specyficzne preemRNA, z ktérym nie jest powiazany (39). Poczatkowo uwazano jednak,
iz patogeneza tej choroby zwiazana jest z haploinsuficjencja (ang. haploinsufficiency) (jedna
kopia genu nie wystarcza do zapewnienia odpowiedniej ilosci biatka) ze wzgledu na metylacje
histon6w i wiazanie biatka HP1 (biatko heterochromatyny 1), ktére indukuje powstawanie
heterochromatyny (40). W efekcie sasiadujace geny SIX5 i DMPK, ktére zawieraja patogenne
powtérzenia CUG, ulegaja zmniejszonej ekspresji (41, 42). Obecnie wiadomo, ze efekt ten odgrywa
niewielkg role w patogenezie a obnizona ilos¢ biatka DMPK jest wynikiem zaburzen powstatych
na etapach potranskrypcyjnych, w wyniku ktéorych mRNA zawierajace dlugie powtorzenia CUG
zatrzymywane sa w jadrze komoérkowym, gdzie tworza zlogi (ang. foci) (43). Najwazniejszym
dowodem $wiadczacym o patogennych wiasciwosciach RNA zawierajacych zwielokrotnione
powtdrzenia CUG byto odtworzenie obrazu klinicznego u myszy i muszki owocowej, w wyniku
ekspresji wydtuzonych traktow CUG znajdujacych si¢ w naturalnym kontekscie genu DMPK lub
wprowadzonych w regiony 3’ UTR niepowiazanych transkryptéw (39, 44, 45).

W toku dalszych badan odkryto, ze patogenne RNA powodujg zmiany w profilu sktadania
transkryptow (ang. spliceopathy) (46). Odrdznia sie to od zaburzen skladania obserwowanych w
innych chorobach genetycznych tym, ze proces zachodzi poprawnie. Nie nast¢puja zmiany np.
poprzez wybor krytpycznych miejsc sktadania, ktére powoduja powstanie nienaturalnego biatka
(17). U chorych powstaja naturalne warianty mRNA, ale nieodpowiednie dla danej tkanki i etapu
rozwojowego. Innymi stowy w dojrzalych wltoknach miesniowych, w sercu czy mozgu ulegaja
ekspresji te izoformy biatek, ktére sg charakterystyczne dla zarodka czy plodu. Lista genow
dotknietych zmiang profilu sktadania zamyka sie w okoto 20 pozycjach, ale ich catkowita pula
nie zostata poznana i nie wyklucza si¢, ze moze dotyczy¢ dziesiatek czy nawet tysiecy gendw.
Wiadomo, ze sa to geny, ktore poddawane sa alternatywnemu sktadaniu i uczestnicza w tym samym
szlaku regulacji rozwojowej (46). Zgodnie z powyzszym, obserwowane symptomy chorobowe,
ujawniajace sie gléwnie w miesniach szkieletowych, powigzane sg z odkrytymi zmianami profilu
procesu sktadania konkretnych mRNA. Przyktadowo, opornosé¢ insulinowa jest wynikiem produkcji
wariantu receptora insulinowego (IR) o obnizonej pojemnosci sygnalnej (Rysunek 3). Jest to forma
ptodowa biatka, ktéra powstaje w wyniku alternatywnego sktadania z ominieciem 11 egzonu (ang.
exon skipping). Insulina, ktéra rozpoznawana jest przez IR, utatwia wnikanie glukozy do komoérki.
Oznacza to, ze jezeli komoérka posiada receptor formy plodowej to wnika do niej mniej glukozy.
Tkanka miesniowa ma bardzo duze zapotrzebowanie na glukoze, wieksze niz np. komorki watroby,
dlatego komoérki mieéni posiadajace nieodpowiedni wariant receptora IR, najbardziej odczuwaja

niedobor glukozy.
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Rysunek 3. Alternatywne skladanie pre-mRNA receptora insulinowego podczas rozwoju organizmu
(17). mRNA osobnika dorostego (ang. adult isoform) posiada zachowany egzon 11. Powoduje to, Ze
receptor insulinowy wykazuje wiekszq pojemnos¢ sygnalng niz forma plodowa, ktérej mRNA (ang. fetal
isoform) nie zawiera egzonu 11.

Proponowanym wyttumaczeniem patogennego dzialania RNA @n trans na niepowigzane z
nim transkrypty, jest nadmierne wigzanie biatka MBNL1 (ang. muscleblind-like 1) (47). MBNL1
jest regulatorem alternatywnego sktadania transkryptéw (48). Zatem, obnizenie jego poziomu
w komoérce doprowadza do zaburzen w dojrzewaniu pre-mRNA. Biatko to zlokalizowano w
inkluzjach jadrowych komoérek moézgu, miesni szkieletowych i serca, zawierajacych wydluzone
trakty CUG (49, 50). MBNL1 wraz z innym regulatorem CUG-BP1 (ang. CUG binding protein)
zaangazowane sa w kontrole sktadania wielu preemRNA (51). Ich dzialanie wzgledem siebie
jest antagonistyczne. Gdy jedno z nich jest regulatorem pozytywnym to drugie jest regulatorem
negatywnym. To jaka role pelni dane biatko wydaje sie by¢ specyficzne dla danego transkryptu
oraz miejsca sktadania. Przypuszcza si¢, ze rownowaga pomiedzy tymi dwoma biatkami jest bardzo
istotna, poniewaz prawdopodobnie wraz z kilkoma innymi regulatorami sktadania odpowiadaja

za tkankowo-specyficzny wzor tego procesu w komérce (52).

W dystrofii miotonicznej rownowaga pomiedzy MBNL1 oraz CUG-BP1 jest zaburzona.
Hipotetycznie, obserwowane zaburzenia sktadania moga zosta¢ wywotane przez obnizenie poziomu
MBNLI1 lub/i przez zwiekszenie ilosci CUG-BP1. Pokazano, ze zar6éwno u myszy z usunietym
fragmentem genu MBNL1 (ang. knock-out) (53) jak i u myszy z indukowana nadekspresja biatka
CUG-BP1(31, 54) odtworzony zostal kliniczny obraz DM. Jednak dalsze badania wskazuja,
ze nadmierne wigzanie MBNL1 jest pierwszym i kluczowym czynnikiem powodujacym rozwdj
dystrofii miotonicznej (Rysunek 4). W modelu komdérkowym mioblastéw defekty sktadania
pre-mRNA charakterystyczne dla tej choroby nie zostaly wyciszone przy obnizeniu ilosci
CUG-BP1 (55). Co wiecej, nie jest do konca jasne czy u myszy majacej patogenne trakty CUG
lub brak MBNL1 nastepuje zwiekszenie ekspresji CUG-BP1 (54, 56). Niewykluczone jest rowniez
to, ze na dalszych etapach rozwoju choroby moga wystepowaé¢ inne zaburzenia, np. kontroli

potranskrypcyjne;j.

MBNLI1 jest biatkiem zawierajacym 386 reszt aminokwasowych (58). Posiada cztery domeny
palca cynkowego typu CCCH (gdzie C oznacza reszte cysteiny, H reszte histydyny), ktére utozone

sa tandemowo parami. Pierwsza para palcow cynkowych (ZnF1 oraz ZnF2) znajduje sie blisko
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Rysunek 4. Schemat patogenezy dystrofii miotonicznej (57). Na panelu A przedstawiono fizjologiczne
funkcjonowanie czynnikéw bialkowych uczestniczqcych w procesie skladania pre-mRNA (czerwone ku-
le) oraz czynnikow transkrypcyjnych i innych bialek (zielone trajkaty). W regionie 3> UTR pre-mRNA
znajdujq sie powtorzenia CUG, ktdre posiadajg normalng liczbe powtdrzen. Powstajgecy mRNA jest
wariantem wystepujgcym u dojrzatych osobnikéw. Panel B: pre-mRNA zawiera powtérzenia CUG wy-
kazujgce wlasciwosci toksyczne, ktore polegajg na nadmiernym wigzaniu istotnych dla funkcjonowania
komorki biatek. W efekcie powstaje wariant mRNA charakterystyczny dla plodu.

korica aminowego, natomiast druga (ZnF3 i ZnF4) ulokowana jest posrodku biatka (Rysunek 5).
Funkcja konca karboksylowego nie zostata poznana, ale sugeruje sie, ze odpowiedzialna jest za
oligomeryzacje biatka. Badania biochemiczne wykazaty, ze MBNL1 wigze sie do réznego rodzaju
dwuniciowych RNA, w tym do powtérzen CAG, CCG i CUG (59-61). Wydaje sie, ze preferowana
dla wigzania jest obecnos¢ niestandardowych sparowan typu pirymidyna-pirymidyna oraz par
G-C i C-G. By¢ moze niestandardowe pary sg istotne dla rozpoznawania RNA przez biatko, lub
umozliwiaja czesciowe rozplecenie regionu dwuniciowego i udostepnienie reszt guanozyny i cytozyny
(62). Na podstawie struktury krystalicznej domeny palca cynkowego ZnF3/4 (reszty 178-246)
z jednoniciowym oligomerem r(CGCUGU) potwierdzono, ze biatko oddzialuje z motywem GC
(63). Zagtebienie wiazace RNA utworzone jest z konserwatywnych pierscieni aromatycznych, reszt
argininy oraz lizyny. Obserwowane sa rowniez oddzialywania warstwowe oraz wiazania wodorowe,
ktore utworzone sa pomiedzy krawedziami Watsona-Cricka zasad reszt nukleotydowych a atomami
tlenu i azotu tworzacymi wigzanie amidowe, grupami karbonylowymi oraz resztami cysteiny
(Rysunek 6). Badania te, skupiaty sie jednak na poznaniu mechanizmu dziatania MBNL1 jako
represora procesu sktadania. Jak dotad nie poznano struktury kompleksu MBNL1 z dwuniciowym
RNA zawierajacym powtorzenia CUG. Nie zostalo tez wyjasnione dlaczego biatko jest nadmiernie
wiazane przez trakty CUG. Nie wiadomo czy wynika to ze specyficznej struktury RNA, zwigkszenia

ilosci miejsc, do ktérych moze sie wigza¢ MBNL1 czy moze innych niepoznanych powodow.
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Rysunek 5. Schemat przedstawiajgcy rozmieszczenie palcow cynkowych w bialku MBNL1 (A) (63).
Do krystalizacji uzyto dwa konstrukty, nazwane ZnF1/2 i ZnF3/4 (B). Kazdy z konstruktow zawiera
dwa palce cynkowe.

Rysunek 6. Struktura krystaliczna kompleksu ZnF3/4 z oligomerem r(CGCUGU) (63). Na kazdym
panelu przedstawiono sposoby wigzania przez bialko reszty guanozyny (a—c) oraz reszty cytydyny (d—f).

2.3.2. Powtérzenia CGG

Lamliwo$é chromosomu X (FXS) wywolywana jest brakiem ekspresji biatka FMRP, ktore
normalnie syntetyzowane jest na wysokim poziomie w neuronach (64-66). Zaangazowane jest w
eksport transkryptéw z jadra komorkowego do cytoplazmy oraz w regulacje transportu w synapsie
(67). Wyciszenie genu FMRI1 nastepuje w wyniku jego metylacji, ktéra jest indukowana przez
powtérzenia CGG o pelnej mutacji (68). W przypadku choroby FXTAS (zespdt drzenia i ataksji
zwigzany z famliwym chromosomem X) poziom biatka FMRP jest tylko nieznacznie obnizony, co
sugeruje odmienny patomechanizm (66, 69). Pierwszym argumentem przemawiajacym za tym jest
wystepowanie szeregu objawow spotykanych tylko w syndromie FXTAS, a ktérych nie obserwuje
sie w przypadku FXS (46). Jest to m.in.: ataksja, parkinsonizm, drzenie samoistne. Ponadto,
charakterystyczna jest obecnos¢ inkluzji jadrowych tylko w neuronach i astrocytach dotknietych
FXTAS (70, 71). Udalo sie je odtworzy¢ u muszki owocowej wywotujac ekspresje 90 powtorzen
CGG (72). Podobnie w transgenicznych myszach typu knock-in, ekspresja potworzen znajdujacych
sic w naturalnym kontekscie lub innych regionach nieulegajacych translacji, wywotata ten sam

efekt oraz niektére symptomy choroby (73, 74). Ponadto, poziom mRNA genu FMR1 u chorych
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osobnikéw jest 2-8 krotnie podwyzszony (66, 69). To wszystko wskazuje, ze sama ekspresja

wydtuzonych traktéw CGG jest niezbedna i wystarczajaca do wywotania choroby FXTAS.

Naukowcy sa zgodni co do roli RNA w patogenezie syndromu FXTAS, natomiast istnieje spor
co do samego mechanizmu jej rozwoju. Poczatkowo uwazano, ze patomechanizm jest zupetnie inny
niz dla dystrofii miotonicznej, poniewaz obserwowane inkluzje jadrowe sg wieksze oraz znakowane
ubikwityna (70, 71). Oprécz mRNA genu FMR1, sktadaja sie one z ponad 20 bialek, wlaczajac
w to biatka szoku cieplnego (75). Na tej podstawie zaproponowano, ze dysfunkcja neuronéw
powstaje na skutek zaburzenia ogdélnego balansu i dostepnosci biatek regulatorowych wigzacych
RNA. Inng sugerowang przyczyng FXTAS jest indukowanie przez powtérzenia CGG odpowiedzi
komorki, ktéra uruchamia procesy majace na celu ochrone przed neurodegeneracja (76, 77).
Efektem wtornym tych procesow jest tworzenie inkluzji z biatek, ktore ulegty nadekspresji. Dopiero
niedawno zaproponowano mechanizm podobny do dystrofii miotonicznej (78). Przeprowadzono
serig eksperymentéw przy uzyciu réznych linii komoérkowych, do ktérych wprowadzano na wektorze
ekspresyjnym powtoérzenia CGG. Na podstawie uzyskanych wynikéw autorzy proponuja, ze
kluczowym momentem rozpoczecia choroby jest zwiazanie do ciagow CGG biatka Sam68. Co
ciekawe, nie wiaze sie ono bezposrednio do RNA lecz prawdopodobnie za posrednictwem innego
biatka, ktore nie zostalo jeszcze zidentyfikowane (Rysunek 7). Podobnie jak biatko MBNL1, Sam68
uczestniczy, obok transportu i poliadenylacji transkryptéw, w procesie sktadania pre-mRNA. Jego
wyciszenie ostabia réznicowanie neuronéw w kulturach komérkowych (79) a u myszy prowadzi
do zaburzen motorycznych (80). Inne zaburzenia, ktére badano, wymagaja dalszej weryfikacji ze
wzgledu na nieodpowiedni model zastosowany do tego rodzaju badan. Niemniej, przedstawione
wyniki sugeruja, ze czynnik Sam68 jest odpowiedzialny za zmiane profilu alternatywnego sktadania
u chorych na FXTAS. Dodatkowa i istotna dla patogenezy wlasciwoscia biatka Sam68 jest
jego zdolno$¢ do oddziatywania z réznorodnymi biatkami np. hnRNP-G, hnRNP-A1, Tra23. Ich
zwigzanie prowadzi do dalszej masowej agregacji kolejnych biatek doprowadzajac do zaburzenia

ogolnej rownowagi w komorce.

2.3.3. Powtérzenia CCG

Syndrom FRAXE zwiazany jest z brakiem ekspresji biatka FMR2, ktore wystepuje na terenie
jadra komoérkowego (9). Biatko FMR2 nalezy do rodziny biatek bogatych w reszty seryny oraz
proliny i prawdopodobnie jest czynnikiem transkrypcyjnym (81, 82). Podobnie jak w przypadku
tamliwosci chromosomu X, u chorych posiadajacych ponad 200 powtorzen CCG, gen FMR2 ulega
hipermetylacji i w efekcie dezaktywacji. Brak tego biatka u transgenicznych myszy uposledza
percepcje zmystowa oraz odruch warunkowy na strach (83). Z kolei u muszki owocowej zaburza
embriogeneze z powodu zmian, jakie zachodza w réznych szlakach sygnalnych (kaskada sygnalna

z udziatem transformujacego czynnika wzrostu 3 czy kinazy biatkowej MAPK) (81, 82).
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hnRNP A1 & A2 ?

Rysunek 7. Proponowany mechanizm patogenezy powtorzenn CGG w rozwoju FXTAS (78). Do
wydtuzonych ciggow CGG wigze sie niezidentyfikowane biatko, ktore nastepnie przytecza biatko Sam68.
Kolejne bialka, ktore wigzq sie do Sam68 to: hnRNP-G, byé moze rowniez biatka SLM1, SLM2,
hnRNP-A oraz Tra206. Do takiego kompleksu wigze sie tez biatko MBNL1 ale prawdopodobnie na jego
obrzezach. Wigzanie to byé moze nie jest wystarczajgco silne i dlatego biatko MBNLI nie agreguje z
RNA i zwigzanymi z nim biatkams.

Na podstawie podobienstwa pomiedzy chorobami zwiazanymi z genami FMR1 i FMR2, Sofo-
la i in. (26) postanowili odpowiedzie¢ na pytanie czy powtérzenia CCG o dlugosci premutacyjne;
moga wykazywacé wtasciwosci toksyczne. Do genomu transgenicznej muszki owocowej wprowadzili
gen CCGyy-EGFP, ktéry zawieral powtorzenia (CCG)gg oraz sekwencje genu biatka reporterowego
EGFP (ang. enhanced green fluorescent protein). Ekspresja genu CCGgo-EGFP w réznych tkankach
powodowata rozwoj fenotypu neurodegeneracyjnego. Uzyskane wyniki sugerowaly, ze powtorzenia
CCG o dlugosci premutacyjnej wykazuja toksycznosé na poziomie mRNA i by¢ moze zwigzane
sg z nieodkryta jeszcze odmiang ataksji. Co wiecej, koekspresja powtérzen CCG z powtodrzeniami
CGG powodowala supresje fenotypu neurodegeneracyjnego w wyniku obnizenia poziomu patogen-
nego transkryptu. Prawdopodobnie ciggi obu powtérzen hybrydyzowaly ze soba i tworzyty diugi

dwuniciowy odcinek RNA rozpoznawany przez maszynerie siRNA.

2.3.4. Powtérzenia CAG

Do tej pory przeprowadzono liczne badania odnosnie toksycznych wtasciwosci biatek zawie-
rajacych wydtuzone trakty poliglutaminowe (9, 16). Natomiast niewielu z badaczy wskazywalo
pre-mRNA, posiadajace dtugie powtérzenia CAG, jako dodatkowy czynnik uczestniczacy w
patogenezie. Przyczyna byto to, iz w réznych modelach zwierzecych choroba rozwijata sie tylko
wtedy, gdy zmutowane biatko ulegato translokacji do jadra komoérkowego (84-86). Jednak Li ¢ in.
(87) pokazali na modelu ataksji moézdzkowo-rdzeniowej typu 3 (SCA3) transgenicznej muszki,
ze pre-mRNA moze braé¢ udzial w patogenezie. Wprowadzenie 100 lub 250 powtérzen CAG w
region nieulegajacy translacji powoduje degeneracje siatkowki i dysfunkcje neuronalne. Co wiecej,
toksyczno$¢ jest wzmacniana przez biatko MBNLI1, ktore rozpoznaje réwniez powtoérzenia CAG,
aczkolwiek dowodéw na zaburzenie procesu sktadania pre-mRNA nie odkryto. Zastanawiajace jest

takze, ze powtorzenia CAG tworza zlogi jadrowe, ktore kolokalizuja z MBNL1 (59, 87, 88), ale
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ich rozmiar jest mniejszy niz w dystrofii miotonicznej. By¢ moze inkluzje RNA stanowia frakcje
rozpuszczalng i tylko chwilowo uczestnicza w tworzeniu ztogow. W takiej sytuacji niewykluczone,
ze zmniejsza to wlasciwosci toksyczne RNA, ktore moga by¢ dalej transportowane do cytoplazmy
i ulegaé translacji. Niemniej otrzymane wyniki sugeruja, ze powtorzenia CAG biorg réwniez udziat

w patogenezie zwiekszajac intensywnosé zaistniatych proceséw degeneracyjnych.

2.4. Struktura drugorzedowa czasteczek RNA zawierajgacych powtodrzenia

typu CNG

Czasteczki RNA zawierajace diugie ciggi powtorzen CNG

s wykazuja wtasciwosci toksyczne polegajace na wigzaniu czyn-

N'H.G}' nikéw niezbednych dla poprawnego funkcjonowania komorki.
M::‘&\N Whiasciwoscei te zawdzigczaja swojej strukturze. W zwiazku z

.E :3' tym prof. dr hab. Wlodzimierz Krzyzosiak, kierownik Pracowni

N Genetyki Nowotworow w Instytucie Chemii Bioorganicznej

,5-5\ PAN w Poznaniu, podjal sie zadania okreslenia ich struktury

Ta;-c;'N drugorzedowej. Glownym obiektem badan byty dhlugie ciagi

s powtorzen CNG, ktoérych strukture okreslano zaréwno w formie
Rysunek 8. Struktura drugo- izolowanej jak i w niektérych przypadkach z zachowaniem

rzedowa powtérzen CNG z petly kontekstu strukturalnego i sekwencyjnego transkryptow. Sondy,
czteronukleotydowq (10). jakie stosowano to jony otowiu, ktore indukujg ciecia w tancuchu
RNA w miejscach jednoniciowych i o zaburzonej strukturze.
Do mapowania uzywano réwniez réoznego rodzaju rybonukleaz:
T1 (przecina po resztach guanozynowych wystepujacych w regionach jednoniciowych), T2
(specyficzna dla regionéw jednoniciowych z preferencjg do ciecia po resztach adenozynowych), S1
(rozpoznaje regiony jednoniciowe bez specyficznosci sekwencyjnej) oraz V1 (rozpoznaje regiony

dwuniciowe).

RNA zawierajace kilka powtérzen CNG moga tworzy¢ zaréwno regiony jednoniciowe jak i
dwuniciowe. Wykazano réwniez, ze moga by¢ uwiktane w oddziatywania z innym regionem mRNA
(89). Natomiast dtugie trakty powtérzen tworza samodzielne struktury typu spinki zaréwno jako
izolowane fragmenty RNA jak i w sekwencji transkryptéw (6, 90). W zelu poliakryloamidowym
w warunkach niedenaturujacych oligomery (CNG);7 migruja jako jeden prazek a ich ruchliwosé
elektroforetyczna jest wicksza niz nieustrukturalizowanych powtérzen np. (AAG);7 (8). Ponadto,
wykazujg duza stabilnosé, poniewaz w temperaturze 60°C wzér ciecia nukleazami jest bardzo

podobny do tego jaki obserwuje sie w 37 °C.
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Architektura wszystkich typéw trojek CNG jest bardzo podobna (91). Trzon sktada si¢ z
blokéw dwoch par typu Watsona-Cricka: C-G i G-C, ktore rozdzielone sa niestandardowymi parami
N-N (A-A, C-C, G-G, U-U). Petla apikalna sktada sie z czterech lub siedmiu nukleotydéw. W obu
przypadkach rozpoczyna sie i konczy resztami, ktére w trzonie zaangazowane sg w tworzenie pary
N-N (Rysunek 8). Zauwazono, ze wielkosé petli zalezy od liczby powtorzen skladajacych sie na
strukture spinki. Gdy liczba tréjek jest parzysta woéwczas obserwuje sie petle 4 nukleotydowe, a

gdy nieparzysta to jest to petla 7 nukleotydowa.

Inna interesujaca wtasciwoscia powtérzen CNG jest to, ze tworza tzw. ,poslizgniete” struktury
(ang. slippery hairpins) (91, 92). Oznacza to, ze ten sam ciag trojnukleotydowy moze tworzy¢
alternatywne spinki réznigce si¢ liczba par w trzonie. Niezaangazowane strukturalnie trojki
CNG tworzg jednoniciowe, wystajace konce 5 lub 3’. Dystrybucja poslizgnietych form zalezy od
stezenia jonéw magnezu oraz od temperatury (91). Poczatkowo obserwowano wzor cie¢, ktéry
byt wypadkowsa alternatywnych form, ale efekt ten zlikwidowano poprzez wprowadzenie klamry
czyli sekwencji tworzacej u podstawy trzonu region dwuniciowy (Rysunek 9). Spowodowato to, ze
liczba powtorzen tworzacych spinke zostata jednoznacznie zdefiniowana a przez to i ich struktura.
Naturalne klamry istnieja réwniez w sekwencjach transkryptow niektérych gendw np. SCA6 i SCA1
(6, 13, 89).
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Rysunek 9. Poslizgniete struktury tworzone przez powtorzenia CAG (91). Trzy alternatywne spinki
roznigee sie liczbg powtdrzeri CAG w trzonie oraz dlugo$cig niesparowanego korica 3’(A). Spinka z
klamrg na koricu trzonu stabilizuje jedng konformacje struktury (B).

W mRNA genéw SCAI1, SCA2 (powtérzenia CAG) oraz FMR1 (powtérzenia CGG), w
wiekszos¢ przypadkéw, pomiedzy ciggami powtdrzen wystepuja sekwencje ,,przerywnikowe”
(zaburzenia) (6, 12-14). W allelach SCA1 roznych populacji, w 78-95% przypadkéw znajduja
sic 1-3 zaburzenia (13). Najczesciej spotykany uklad sklada sie z 23-43 powtdrzen z jednym
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przerywnikiem CAT. Oznacza to, ze w strukturach RNA o wymienionym wyzej uktadzie,
zaburzenie spowodowato substytucje G na U i teoretycznie utworzenie pary U-C. Dla SCA2
spotyka sie gtéwnie dwa zaburzenia CAA (zamiana G na A), ktére najczesciej wystepuja w uktadzie
8-1-4-1-8 (gdzie cyfra oznacza liczbe powtérzen CAG a 1 — jedno zaburzenie) (93). Natomiast w
przypadku genu FMR1 allele najczesciej zawieraja dwa przerywniki AGG (zamiana C na A), przy
czym trzy i cztery zaburzenia réwniez sa spotykane (12). Co ciekawe, u osobnikéw posiadajacych
patogenne powtorzenia zazwyczaj nie znajduja sie sekwencje zaburzajace, ktére majg wpltyw na
strukture drugorzedowa trojnukleotydowych traktow. Ich obecno$¢é moze powodowaé, ze dtuga
spinka rozdziela sie na dwie mniejsze, powieksza petle apikalng, badz powoduje powstawanie
jednostronnych wybrzuszen (Rysunek 10). To, jaki efekt jest bardziej uprzywilejowany zalezy od
rodzaju zaburzenia. Na tej podstawie postuluje sie, ze funkcja sekwencji przerywnikowych jest
destabilizacja struktur spinkowych powtérzen tréjnukleotydowych, co stanowi pewnego rodzaju
obrong przed ich wtasciwosciami toksycznymi. Niewykluczone, ze ich rola jest réwniez istotna na
poziomie DNA, gdzie zaburzenia mogg zapobiegaé¢ ekspansji tych sekwencji podczas replikacji
DNA.

Przeprowadzono szczegbtowe badania strukturalne powtérzen CUG znajdujacych sie w mRNA
genu DMPK z zachowaniem jego kontekstu sekwencyjnego (92). Modele jakich uzyto zawieraly 5,
11, 21 oraz 49 powtérzen oflankowanych z konca 5’ 30 nukleotydami a z konca 3’ 35 nukleotydami.
Powtoérzenia (CUG)s tworzyly regiony jednoniciowe, natomiast dtuzsze, samodzielne struktury
typu spinki nieoddziatujace z otaczajacymi je resztami. Interesujaca obserwacja byl zanik ciec
indukowanych jonami otowiu wraz ze wzrostem liczby powtérzen CUG. Byé moze efekt ten
spowodowany jest usztywnieniem struktury trzonu lub wzrostem stabilnosci struktury w wyniku

zwiekszenia liczby oddziatywan warstwowych i/lub wiazan wodorowych.

Ze wzgledu na zawarto$¢ reszt G sugeruje sie, ze powtoérzenia CGG moga przyjmowaé
strukture tetrapleksu w obecnosci jonéw K*, ktére promujg formowanie sie tego typu struktur
(94-96). Zauwazono, ze w zelach poliakryloamidowych w warunkach niedenaturujacych, fragment
RNA regionu 5" UTR genu FMRI1 zawierajacy 33 powtorzenia CGG wykazuje rozng mobilnosé
elektroforetyczna w zaleznosci od obecnosci jonéw Kt (95). Jezeli bufor zawieral 10 mM KCI to
RNA migrowal szybciej, w postaci rozsmuzonego prazka w stosunku do warunkéw gdzie nie byto
soli. Ponadto transkrypty poddano trawieniu RNaza T1 w warunkach niedenaturujacych oraz dla
poréwnania w denaturujacych. Ciecia obserwowano w nielicznych miejscach, co wskazuje, ze reszty
guanozyn zaangazowane sg w oddzialywania, a wiec nie tworzg regionéw jednoniciowych. Na tej
podstawie autorzy sugeruja formowanie sie kompaktowej struktury, ktérg moze by¢ tetrapleks.
Powyzsze zalozenia nie sa poparte przez wyniki eksperymentéw topnienia UV (8) oraz NMR
(97). Widma réznicowe UV otrzymane z pomiaréw prowadzonych w obecnosci 100 mM NaCl lub

100 mM KCI przy dwdch réznych temperaturach 4°C i 90 °C nie pokazaty przejécia przy dlugosci

28



2.4. Struktura drugorzedowa czgsteczek RNA zawierajgcych powtérzenia typu CNG

FMR1
uninterrupted one AGG twe AGG
(CGG)n interruption interruptions
5 j :T 5
SCA1
uninterrupted cne CAU two CAU
{CAG)n interruption interruptions
T
L3 )
SCA2
uninterrupted one CAA two CAA
({CAG)n interruption interruptions

Y

Rysunek 10. Struktury drugorzedowe fragmentéw mRNA genéw FMR1, SCA1 i SCA2 zawierajgcych
rézng liczbe sekwencji przerywnikowych (6). Na rysunku przedstawiono wplyw jednego i dwdch
przerywnikéw (pogrubione reszty nukleotydowe), ktére powodujg zmiane struktury RNA.

fali 295 nm. Dla struktur tetrapleksu przy takiej dtugosci fali obserwuje sie piki negatywne. Nie
nastapit réwniez wzrost temperatury topnienia T,, RNA w obecnosci jonow potasu. Badania
NMR wskazaly, ze oligomery zawierajace 6 powtorzen CGG sa strukturami dynamicznymi,
co uniemozliwia jednoznaczng interpretacje widm. Niemniej, nie obserwowano formowania sie

tetrapleksu nawet w wysokich stezeniach oligomeru uzywanego do pomiaru.

W przypadku wynikéw otrzymanych z wykorzystaniem dichroizmu kotowego sytuacja jest
niejasna (8). Pomiary prowadzone byly w 100 mM NaCl lub 100 mM KCI. Okazalo sie, ze dla
powtoérzen CAG, CCG i CUG widma w obu warunkach solnych sg bardzo podobne i majg wysoki
pozytywny pik, ktérego maksimum przypada przy dlugodci fali 265270 nm, czyli typowy dla formy
A-RNA. Natomiast dla powtérzenn CGG juz w buforze z NaCl widmo jest bardziej skomplikowane
(Rysunek 11). Obecne sa dwa maksima przy dtugosci fali 240 nm i 265 nm oraz negatywny pik przy
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290 nm. Podobny ksztalt widma obserwowany jest w 100 mM KCI, przy czym maksima majq inng
wartos¢ molowosci eliptycznej. Sugeruje to, ze struktura CGG moze mieé¢ nieco inng architekture

niz pozostate powtédrzenia ale nie jest to raczej struktura tetrapleksu.
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Rysunek 11. Widma dichroizmu kotowego powtérzen CCG, CUG i CGG otrzymane w obecnosci NaCl
i KCl (8).Widma powtérzenn CUG i CCG sq podobne do siebie. Przy dlugosci 265 nm widoczne jest
maksimum, ktore charakterystyczne jest dla formy A-RNA. W przypadku powtorzen CGG otrzymane
widma majg inny ksztalt niz dla powtorzen CUG i CCG.

2.5. Whtasciwosci termodynamiczne powtoérzen tréjnukleotydowych typu
CNG

Podobnie, jak badania nad okresleniem struktury drugorzedowej powtérzen CNG, badania
termodynamiczne zostaly przeprowadzone w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
(5, 8). Obiektem byly zar6wno krétkie oligomery zawierajace od 2 do 7 powtérzen (5), jak i
zawierajace kilkanascie powtorzen (8). Wykazano, ze RNA sktadajace si¢ z 2-3 trojnukleotydow
CNG tworza dupleksy. Przy 4-5 powtdrzeniach obserwuje si¢ obecno$é¢ obu form, dupleksu i

spinki, natomiast powyzej pieciu przewaza struktura spinkowa.

Interesujaca wlasciwoscia dupleksow G(CNG)s_4C jest to, ze ich stabilno$¢ jest bardzo
podobna i w malym stopniu zalezy od liczby powtérzen oraz rodzaju niestandardowej pary
N-N (5). Niemniej, najnizsza energie swobodna AG ° 37 maja oligomery zawierajace ciagi CGG
(okoto -10 kcal/mol) potem CUG (-7,5 keal/mol) i CAG ~ CCG (okoto -6,5 kcal/mol). Podobnie
jest dla struktur spinkowych zawierajacych 5-7 powtorzen CNG. Ich stabilno$¢, niezaleznie
od rodzaju trojnukleotydu, jest bardzo podobna przy czym wydaje sie, ze najbardziej stabilne
termodynamicznie sg spinki o powtérzeniach CUG, potem CAG, CGG i CCG. Nalezy jednak
pamietaé, ze przy takiej iloSci powtérzen w roztworze istnieja obie formy — dupleksu i spinki.
Roéwnowaga przy niskich stezeniach oligomeru i NaCl jest przesunigta w kierunku spinki, ale

dekonwolucja krzywych topnienia pozwala obliczy¢ osobno parametry termodynamiczne dla
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kazdej z form RNA.

Na ogoélng stabilnos¢ termodynamiczng struktury spinki sktada sie stabilno$é¢ jej trzonu
oraz cztero- lub siedmionukleotydowej petli. W przypadku spinek CNG, stabilnos¢ trzonu jest
bardziej istotna niz stabilno$¢ petli. Wyznaczone energie swobodne dla kazdego typu trzonu
wskazaly, iz szereg stabilno$ci jest taki sam jak w przypadku dupleksu. Najnizszg wartosé
AG° 3; maja powtérzenia CGG (-5,20 kcal/mol), nastepnie CUG (-3,90 kcal/mol), CAG (-3,85
kcal/mol) i CCG (-3,36 kcal/mol). Dla obu rodzajéw petli (cztero- i siedmionukleotydowej) efekt
stabilizacji jest porownywalny do efektow obserwowanych dla petli o tej samej wielkosci lecz
sekwencji innej niz CNG. Wydaje sie, ze na stabilnosé¢ petli wptywa rodzaj reszty nukleotydowej
znajdujacej sie na koncu 5’ (pierwsza reszta wchodzaca w sktad petli). Taki nukleotyd mozna
rozpatrywac jako niesparowany koniec 3. W takim przypadku moze on by¢ zrodtem stabilizacji
struktury w zaleznosci od jego zdolnosci do tworzenia oddzialywan warstwowych (A ~ G >
U > C) z helikalnym regionem trzonu spinki. Zgodnie z powyzszym energie swobodne petli
NGCN wynosza: -3,30, -3,03, -2,72, -1,88 kcal/mol dla N = A, G, U lub C. W przypadku petli
siedmionukleotydowych efekt ten jest bardziej ztozony. Wydaje sie, ze tworzenie sie spinek CNG z
7 nukleotydowsa petla jest mniej uprzywilejowane niz z petla czteronukleotydowa. W konsekwencji,
takie spinki mogg przyjmowac alternatywne, wspolistniejace w roztworze struktury, np. spinka z
4 nukleotydowa petlg i trojnukleotydowym niesparowanym koncem 3’. Zatem, zbadanie efektu

termodynamicznego petli siedmionukleotydowej nie jest tatwe do okreslenia.

Dodatkowo, Broda i in. (5) okreslili wlasciwosci termodynamiczne duplekséw zawierajacych
dwa powtérzenia CAG lub CGG, w ktorych reszty adenozyny i guanozyny, tworzace niestan-
dardowe pary N-N, zastepowano ich modyfikowanymi odpowiednikami. Otrzymano 12 réznych
wariantéw takich oligomeréw (Tabela 2). Na podstawie obserwacji wzrostu lub obnizenia energii
swobodnej w stosunku do niemodyfikowanego dupleksu mozna bylto uzyskaé¢ informacje o kon-
formacji zasady wzgledem pierscienia cukrowego oraz wskazaé¢ grupy funkcyjne zaangazowane w
wiazania wodorowe w obrebie pary N-N. Do oligomeru GCGGCGGC wprowadzano inozyne (I)
lub purynorybozyd (P) w pozycje 3 lub 6 badz w obu miejscach jednoczesnie. Ponadto, w obydwu
dupleksach (GCGGCGGC), i (GCAGCAGCQC)s, reszte guanozyny oraz adenozyny modyfikowano
atomem bromu w pozycji 8 pierécienia zasady (Rysunek 12). Podstawienie 8-bromo promuje zmiane

konformacji zasady z anti na syn, co oznacza, ze pierscien purynowy znajduje sie nad reszta rybozy.

Otrzymane wyniki badan termodynamicznych sugeruja, ze pomi¢dzy niestandardowymi parami
A-A i G-G istnieja oddzialtywania wodorowe. Szczegdlnie silnie oddziatuja ze soba pary G-G,
poniewaz wprowadzenie inozyny lub purynorybozydu, czyli zmniejszenie liczby grup funkcyjnych
mogacych utworzy¢ wigzania wodorowe, powodowato destabilizacje. Efekt ten byl wiekszy dla
purynorybozydu. Z kolei, oligomery zawierajace 8-bromoguanozyne (8-BrG) w pozycji 3 lub 6 byty

bardziej trwate. Energia swobodna byta korzystniejsza o okoto 4 kcal/mol a temperatura topnienia
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Rysunek 12. Wzor inozyny (A), zasady purynowej (B), 8-bromoguanozyny (C) oraz

8-bromoadenozyny (D).

Tabela 2. Zestawienie parametréw termodynamicznych serii oligomeréw zawierajgcych powtdrzenia

CGG lub CAG (5).

1/Tw vs log Cr parameters curve fit parameters

RNA —AH° —AS° —AG°y; T —AH° —AS° —AG°3; T AAG®3; AT,

sequence (kcal/mol) (eu) (kcal/mol)  (°C)  (kcal/mol) (eu) (kcal/mol)  (°C)’ (kcal/mol)  (°C)

GCGGCGGC 56.7+2.6 161.1 84 6.76 £0.04 43.0 489+3.0 1359+9.6 6.70 £ 0.16 43.6 0 0
GCIGCGGC 65.5+7.8 192.6+254 578+0.19 375 539+3.6 1548+ 11.8 593 +0.20 384 0.77 —5.2
GCGGCIGC 748 £ 14.1 220.8+454 6294048 39.6 632+9.1 18344295 633 +£0.27 40.3 0.37 —-33
GCIGCIGC 46.4+3.1 1329+ 10.1 S5.15+0.11 335 485+74 139.7+24.0 5.14+£0.12 33.6 1.56 —10.0
GCPGCGGC 57.1+£2.6 167.0+ 8.4 529+0.06 349 53.7+56 1558+ 18.7 541 £0.18 35.5 1.29 —8.1
GCGGCPGC 643+69 186.6+£22.1 639+0.18 40.5 509+74 1433 +245 646 +0.29 41.8 0.24 —-1.8
GCPGCPGC 36.5+3.6 101.2+11.8 5.09+0.17 32.1 4744152 136.8+49.6 496 +0.26 324 1.74 —-11.2
GCB'GGCGGC 98.7+5.0 28094154 11.53+024 56.6 764+32 212.7+9.6 10.45+ 033 57.7 —3.70 14.1
GCGGCPGGC 748 +£24 2082475 10204+0.12 57.0 863 +83 24334252 10.80+£0.53 56.6 —4.10 13.0
GCE'GGCP'GGC  46.54+3.6 1298 +11.7 62440.09 40.8 52.7+46 150.0+15.3 6.19 +£0.23 40.0 0.51 -3.6

GCAGCAGC 350+ 1.3 94.6 +4.3 5.69+0.03 37.1 38.7+3.7 1064+11.8 5.69 +£0.06 37.1 0 0
GCBrAGCAGC 49.1+2.7 1422+9.0 5.03+0.10 33.0 51.4+48 14954157 5.01 £0.11 33.1 0.68 —4.0
GCAGCP*AGC 449+1.7 1282+5.7 5.154+0.31 334 525+5.1 153.1£16.6 496 +0.12 32.8 0.73 —4.3
GCBrAGCP'AGC  33.8 +5.8 97.44+£20.0 3.63+0.48 193 4294+30.7 127.44+103.1 3.45+1.33 21.7 2.24 —15.4

@ Solutions are 1 M sodium chloride, 20 mM sodium cacodylate, and 0.5 mM Na,EDTA, pH 7. » Melting temperatures are calculated for 107#
M oligomer concentration.

wzrosta o 13-14°C. Gdy obie reszty byly modyfikowane jednoczesnie, parametry termodynamiczne
byly podobne do referencyjnego oligomeru. Sugeruje to, ze para G-G przyjmuje konformacje
syn-anti, przy czym jest to stan dynamiczny. Rozumiany jest on w ten sposob, ze nastepuje

swobodne przechodzenie reszty guanozyny z formy syn do anti. Podobne rezultaty otrzymano
w badaniach NMR (97).

Dla duplekséw (GCAGCAGC)q, w ktérych w pozycje 3 lub 6 wprowadzano 8-bromoadenozyne
(8-BrA), obserwowano nieznaczna destabilizacje. Natomiast, gdy jednoczesnie podstawiono obie
reszty adenozyny modyfikowanym nukleotydem, efekt ten byl o wiele wiekszy. Nastepowat
wzrost energii swobodnej o 2 kcal/mol i obnizenie temperatury topnienia o 15°C, co w tej
sytuacji wskazywato na brak oddziatywan pomiedzy dwiema resztami 8-BrA. Na podstawie
otrzymanych wynikéw, dotyczacych dupleksu (GCPGCPGC), mozna réwniez wykluczyé udziat

grupy exo-aminowej adenozyny w tworzeniu wigzan wodorowych pary A-A.

Parametry termodynamiczne wyznaczone dla dtuzszych fragmentéw RNA zawierajacych ciggi
CNG sa zgodne z wynikami otrzymanymi dla krétkich oligomeréw (8). Wartosci energii swobodnych

znajduja sie¢ w zakresie od -2,38 do -6,68 kcal/mol. Zaklada sig¢, ze czynnikiem, ktéry je réznicuje
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jest rodzaj niestandardowej pary N-N, poniewaz architektura ich struktury drugorzedowej jest
podobna. W 100 mM NaCl najbardziej trwalte termodynamicznie sa powtorzenia CGG nastepnie
CAG, CUG i na koncu CCG. Natomiast gdy do eksperymentu topnienia uzyto buforu zawierajacego
100 mM KCI szereg stabilnosci wygladal nieco inaczej: CAG, CGG, CUG i CCG. W przypadku
oligomerow zawierajacych powtorzenia CGG w roztworze KCI nastapit najwiekszy spadek wartosé
energii swobodnej (o 2,36 kcal/mol). Dla pozostatych trojnukleotydéw efekt destabilizacji byt
mniejszy i znajdowal sie w zakresie 0,18-0,69 kcal /mol. Taki wynik oznacza, ze zaden z oligomerdéw
nie tworzy tetrapleksu (brak wzrostu stabilnosci i temperatury topnienia), ktérego formowanie jest

promowane pod wpltywem KCI.

2.6. Struktura krystaliczna powtérzen CUG

Pierwszym doniesieniem o strukturze przestrzennej powtorzen CNG byta praca opublikowana
przez Mooers i in. (98). Autorzy okreslili strukture dupleksu zawierajacego 6 powtorzen CUG o
rozdzielczodei 1,6 A (kod PDB: 1zev). Zamierzeniem autoréw byto wykrystalizowanie spinki, ale w
wysokich stezeniach oligomeru i soli nastapito przesuniecie réwnowagi w kierunku formowania sie
dupleksu. Opisany model sktada sie z dwoch naktadajacych sie na siebie duplekséw. Ich szkielet
fosforanowo-cukrowy pokrywa si¢ i w efekcie mapa gestosci elektronowej jest niejednoznaczna
(Rysunek 13). Autorzy tlumacza, ze jest to skutek statycznego nieuporzadkowania. Obie helisy
maja forme A-RNA i sktadaja sie z par G-C i C-G oraz U-U. Dupleksy w sieci krystalicznej
uktadaja sie jedna nad druga tworzac pseudonieskonczong helise, nasladujac w ten sposéb trzon
spinki sktadajacej sie¢ z dlugich traktéw CUG. Niekanoniczne pary U-U znajduja si¢ naprzeciw
siebie, ale mimo to nie tworza oddzialywan wodorowych. Odlegto$¢ pomiedzy atomami wegla C1’

tych reszt wynosi okoto 10,5 A. Dla poréwnania dla par G-C odleglosé ta wynosi okoto 10,7-10,8 A.

Rysunek 13. Mapa gestosci elektronowej (kontur 1o) struktury zdeponowanej przez Mooers i in. z
wmodelowang parg G-C. Na rézZowo zaznaczono pierwszy model a na zielono drugi.

Strukture ta wykorzystalam w swoich badaniach, poniewaz postanowitam zweryfikowaé czy
niejednoznaczna mapa gestoéci elektronowej jest efektem statycznego nieuporzadkowania czy
blizniaczenia (vide Wyniki: 3.1.5).
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2.7. Struktury spinkowe RNA stabilne w warunkach krystalizacji

W niektorych mRNA ciggi powtorzen CNG tworzg struktury typu spinki. Krystalizacja takich
izolowanych struktur jest bardzo trudna, poniewaz sg one wysoce nietrwale w warunkach duzego
stezenia soli i RNA stosowanych w badaniach biokrystalograficznych (99). Fragmenty te pozostaja
w réwnowadze pomiedzy forma spinki a dupleksem, ktory dominuje w roztworze o zwickszonej
sile jonowej. Stad, ze wzgledow termodynamicznych bardziej prawdopodobne jest otrzymanie
krysztaléow dupleksu niz spinki. Ze wzgledu na ten fakt, realizacje celu dotyczacego okreslenia
struktur powtorzen CNG rozpoczetam od krystalizacji oligomeréw RNA zawierajacych kilka
powtorzen CNG tworzacych stabilny dupleks w stosowanych warunkach. Istotne byto takze, iz
wydajnos$¢ syntezy chemicznej oligomeréw RNA jest bardzo duza dla krétkich oligomeréw (okoto

10 nukleotydéw) w poréwnaniu z dtuzszymi czasteczkami RNA.

Przedstawiona powyzej kwestia uswiadomita mi, ze istnieje duza bariera w poznawaniu
struktur spinkowych i stanowi to ogélny problem, ktéry napotykaja badacze, takze ci zajmujacy
sie spektroskopig NMR. W tym przypadku, utrudnieniem jest interpretacja widm otrzymanych w
roztworze, w ktorym dynamicznie wspotistniejg obie formy RNA. Odzwierciedleniem tego stanu
rzeczy jest mniejsza liczba poznanych struktur RNA (w bazie danych PDB znajduje sie 3207
zdeponowanych struktur komplekséw kwasow nukleinowych, z czego tylko 869 to struktury RNA)
w stosunku do liczby struktur biatek (68924 struktur zdeponowanych w PDB). Samych struktur
spinek RNA okreslonych metoda krystalograficzng jest zaledwie kilkanascie.

Z uwagi na szerokie spektrum dziatania, spinki RNA stanowig niezwykle ciekawy obiekt badan,
rowniez tych strukturalnych. Struktury spinkowe sa najbardziej charakterystycznym motywem
wystepujacym w czasteczkach RNA (100). Pomimo swojej nieskomplikowanej topologii posiadaja
swoista réznorodno$¢ strukturalna. W ich obrebie moga tworzy¢ sie rézne konformacje petli
oraz trzonu, ktore wspéttworza globalna strukture przestrzenna (101). Bogactwo strukturalne
spinek decyduje o ich bogactwie funkcjonalnym. Struktura tego typu moze by¢ sktadowsa
czedcia rozbudowanych czasteczek takich jak rybozymy, lub samodzielna jednostks funkcjonalna.
Jako pojedynczy element petni réznorodne role w komorce: moduluje stabilno$¢ mRNA, jest
prekursorem mikroRNA, atenuatorem czy wreszcie miejscem specyficznego oddzialywania z

biatkami i innymi ligandami.

Powyzsze przestanki sktonity mnie do opracowania uniwersalnej metody stabilizacji czasteczek
RNA w formie spinki poprzez kowalencyjne potaczenie wolnych koncéow (cyrkularyzacja) oligomeru
tak, aby zachowaé jego natywna strukture. W tym celu do oligomeru musi zosta¢ wprowadzony
tacznik, ktory bedzie znajdowal sie na konicu trzonu spinki, naprzeciw petli apikalnej (Rysunek 14).
Potencjalnymi tacznikami stosowanymi w biochemii sa glikole polietylenowe (102) oraz pochodne

eterowe stilbenu (103). Glikole polietylenowe sg liniowymi zwiazkami sktadajacymi sie z
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monomerdéw etylenu, natomiast pochodne stilbenu zbudowane sg z dwoch pierscieni fenylowych

potaczonych wiazaniem winylowym (Rysunek 14).

A B

LN SN W

Rysunek 14. Schemat stabilnej struktury spinkowej w warunkach wysokiego stezenia soli it RNA (A).
Literg L oznaczono miejsce tgcznika, ktory spina konce trzonu spinki. Stosowanymi lgcznikami mogq
byé, np. glikol heksaetylenu (B) lub pochodna eterowa stilbenu (C).

Zaleta tych tacznikow jest mozliwos¢ modulowania ich dtugosci. W przypadku glikoli
polietylenowych mozna swobodnie dodawa¢ odpowiednia ilo$¢ jednostek etylenowych. Ustalono,
ze optymalnie tacznik dla DNA oraz RNA powinien zawiera¢ od 5 do 7 jednostek polietylenowych
(102, 104). Jak dotad najczesciej stosowany jest glikol heksaetylenu (EG6, spacer 18). W przypadku
zwiazkow stilbenu do pierscieni fenylowych moga by¢ symetrycznie przytaczane odpowiednie
podstawiniki, np. eterowe czy amidowe, za pomocg ktorych mozna dostosowywaé dtugosé tacznika
spinajacego dupleks (103). Ten typ tacznika jest interesujacy, gdyz nasladuje sparowane zasady,
z ktérymi moze tworzy¢ oddziatywania warstwowe. Oba taczniki (EG6 oraz eterowa pochodna
stilbenu) byly wykorzystane do badan strukturalnych kwaséw nukleinowych zaréwno technika
NMR (105, 106) oraz krystalografii (107), przy czym badane modele nie byly zcyrkularyzowanymi
spinkami lecz dupleksami, ktérych nici byty potaczone tacznikiem (Rysunek 15).

Rysunek 15. Struktury zawierajgce linkery EG6 (wzor patyczkowy; fioletowy) (A) i stilbenu (wzdr
patyczkowy; zielony) (B).

Odpowiednio przygotowany oligomer RNA zawierajacy tacznik musi zosta¢ zcyrkularyzowany

(potaczenie konicéw 5’ 1 3’ wigzaniem kowalencyjnym). Reakcje ta mozna przeprowadzi¢ na drodze
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enzymatycznej, za pomoca enzymu ligazy RNA badZz DNA z faga T4, ktére sa standardowo
stosowane w badaniach biochemicznych. Alternatywnie mozna réwniez wykorzystaé metode
ligacji chemicznej, ktora polega na aktywowaniu grupy fosforanowej czynnikiem kondensujacym
(najczesciej stosowany jest bromocyjan). Gtéwnym czynnikiem decydujacym o efektywnosci ligacji
chemicznej jest obecnosé monofosforan na koncu 3’ (108), wowczas wydajnosé reakeji jest wicksza
oraz unika sie ryzyka powstania produktu ubocznego zawierajacego wigzanie 2’-5’ fosfodiestrowe.
Miejsce ligacji powinno znajdowaé sie w regionie dwuniciowym i wydaje si¢, ze poprawnosc¢ jego
utworzenia decyduje o wydajnosci reakeji, ktéra moze wyniesé do 85% (109). Zalety tej metody

jest niska cena uzywanych odczynnikow. Wadg jest toksycznos$é czynnika kondensujacego.

Modyfikacja zaproponowanego podejscia jest uzycie tzw. ,chemii klik” (ang. click chemistry)
(110). Polega ona na szybkiej i powtarzalnej syntezie zwiazku poprzez taczenie malych jednostek
ze soba. Najczesciej stosowang reakcjg jest utworzenie wigzania pomiedzy grupa azydkowa a
alkinowg w obecnoéci zwigzkow miedzi. Zastosowanie tej reakcji jest mozliwe réwniez w celu syntezy
kolistych oligomeréw (Rysunek 16). W tym podejsciu stosuje sie zmodyfikowane podloze i grupe
fosforoamidowa. Syntetyzowany oligomer nie posiada lacznika, poniewaz powstaje on w wyniku
reakcji klik.
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Rysunek 16. Schemat syntezy zcyrkularyzowanego oligomeru metodg klik (110). Wydluzanie
tancucha kwasu nukleinowego odbywa sie na modyfikowanym podtozu, ktdére zawiera grupe acylowg.
Synteze konczy przylgczenie bromowej pochodnej fosforamidu, ktéra modyfikowana jest do azydku.
Ligowanie oligomeru nastepuje w obecnodci Cu(I).
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Rozdzial 3. Wyniki

3. Wyniki

3.1. Struktury RNA zawierajace powtérzenia CUG

Okreslitam dwie struktury RNA zawierajace powtérzenia CUG: dupleksu (GCUGCUGC), oraz
[(CUG)gl2. Pierwszy z nich zostal zaprojektowany, oczyszczony i wykrystalizowany przeze mnie.
Drugg strukture okreslitam w oparciu o czynniki struktury zdeponowane wczesniej przez Mooers
i in. (98) w PDB (Protein Data Bank) (kod: 1zev). Model ten udoktadniatam z uwzglednieniem

bliZzniaczenia.

3.1.1. Krystalizacja oligomeru GCUGCUGC

Liofilizowany oligomer GCUGCUGC zostat rozpuszczony w 5 mM MgCly (stezenie koncowe
RNA wynosito 2 mM), podgrzany do temperatury 65°C przez 5 minut a nastepnie schtadzany
stopniowo do temperatury pokojowej przez noc. Krysztaly otrzymane byly technikag wiszacej
kropli z dyfuzja par w temperaturze 19°C. Poczatkowo kropla zawierata 2 ul RNA oraz 2 pul
roztworu rezerwuarowego (50 mM octan sodu pH 5,5, 100 mM MgCl,, 1,5 M LiySOy). Krysztaty
powstawaty po uptywie 2-3 dni.

3.1.2. Rejestracja i przetwarzanie danych

Pomiary dyfrakcyjne krysztalu (GCUGCUGC), zostaly zarejestrowane na linii pomiarowe;
X13 znajdujacej si¢ w osrodku synchrotronowym DESY w Hamburgu. Pomiaru dokonano w
temperaturze 100 K a jako krioprotektantu uzyto 25% glicerolu. Zarejestrowano 900 obrazéw
dyfrakeyjnych z oscylacja 1° o maksymalnej rozdzielczosci 1,23 A. Ostatecznie po uwaznym
przetworzeniu danych, pomimo wartosci kata 3 = 90°, grupe przestrzenna wyznaczono jako C2.

Charakterystyka danych dyfrakcyjnych znajduje sie w Tabeli 3.

3.1.3. Rozwiazanie struktury (GCUGCUGC),

Analiza zawartosci niezaleznej czesci komorki elementarnej przy pomocy wspoélezynnika

Matthewsa (111) wskazywala na obecno$é trzech czasteczek dupleksu przy zawartosci roz-
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3.1. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CUG

Tabela 3. Dane krystalograficzne oraz charakterystyka zbioru danych dla krysztatu struktury dupleksu
(GCUGCUGC)y. W nawiasie podano wartosci dotyczqce ostatniego zakresu rozdzielczoci.

Dupleks

Zrédto promieniowania
Temperatura (K)

Dhugosé fali (A)

Grupa przestrzenna
Parametry komorki (A)
Zakres rozdzielczosci (A)
Rpperge
Liczba unikalnych refleksow
Kompletnos¢ (%)
Mozaikowos¢ (°)

Krotno$¢ obserwacji
<l/o(l)>

Refleksy > 26 (%)

Czynnik B z wykresu Wilsona (Az)

(GCUGCUGC),
EMBL-X13

100

0,308

C2
a=37,0b=38,9c=77,7 = 90,0°
20,0-1,23 (1,25-1,23)
0,058 (0,30)

32055

99,1 (98,1)

1

7,1(6,2)

21,3 (5,7)

86 (72)

14,2

puszczalnika wynoszacej 47%. Do podstawienia czasteczkowego uzyto struktury dupleksu

[GC(8-BrG)GCGGCly, w ktorym odpowiednie reszty guanozynowe zmutowano do reszt

urydynowych. Préby rozwigzania problemu fazowego w grupie przestrzennej C2 zakonczyly sie

niepowodzeniem. Jedng z przyczyn mogt by¢ nieprawidtowy model zastosowany do obliczen badz

nieodpowiednia grupa przestrzenna. W celu wyeliminowania drugiej z przyczyn dane przetworzono

w grupie P1 (Tabela 4). Byto to mozliwe dzigki odpowiednio duzej liczbie zarejestrowanych obrazéw

dyfrakcyjnych. Zapewniato to dobra krotnos¢ zbioru refleksow. Fazowanie z uzyciem programu

PHASER (112) w tym przypadku przebiegto prawidtowo.

Tabela 4. Statystyka danych dyfrakcyjnych krysztatu oligomeru GCUGCUGC przetworzonych w
grupie przestrzennej P1. W nawiaste podano wartosci dotyczgce ostatniego zakresu rozdzielczo$ci.

Grupa przestrzenna

Parametry komorki (A)

Zakres rozdzielczosci (A)

I —

Liczba unikalnych refleksow
Kompletnos¢ (%)
Mozaikowos¢ (°)

Krotno$¢ danych

<lo(l)>

Refleksy > 20 (%)

Pl
a=268 b=268 c=777
a=90° f =90,0° y = 87,15°
20,0-1,23 (1,25-1,23)

0,049 (0,30)

63053

96 (90)

1

4(3,7)

17 (4,3)

83 (77.3)
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3.1. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CUG

Duzym zaskoczeniem byt wynik analizy upakowania czasteczek w sieci krystalicznej. Okazato
sie, ze odpowiednig grupa przestrzenng jest wczesniej okreslona grupa C2. Ostatecznie, w czesci
asymetrycznej znajduja si¢ trzy dupleksy: A+B, C+D i E4+FE’, gdzie E’ jest nicia symetrycznie
ekwiwalentna do tanicucha E, generowana przez o$ dwukrotng. Sasiednie czasteczki RNA w sieci
krystalicznej oddzialujg pomiedzy soba warstwowo, tworzac pseudonieskonczone kolumny helis,

réwnolegte do plaszezyzny a-c i nachylone pod katem okoto 45° do osi a i ¢ (Rysunek 17).

Rysunek 17. Upakowanie czgsteczek w komdrce elementarnej struktury dupleksu (GCUGCUGC)s.
Kolorem zielonym zaznaczono dupleks sktadajocy sie z nici C+D, niebieskim A+B, czerwonym nié¢ E
a jej symetryczny odpowiednik E’ kolorem réZowym.

3.1.4. Udoktadnianie struktury (GCUGCUGC),

Proces udoktadniania prowadzony byt glownie za pomoca programu REFMAC5 (113),
natomiast do inspekcji map i przebudowy modelu zastosowatam program COOT (114). Czasteczki
wody dodawane byly przy uzyciu programu ARP/wARP (115), ktéry pracowal w trybie
domy$lnym. Jakos¢ i ilos¢ danych pozwolita na przypisanie anizotropowych czynnikéw temperatury
wszystkim atomom modelu. W mapie gestosci elektronowej zidentyfikowatam dwa jony siarczanowe
oraz jedng czasteczke glicerolu. Ostatnie cykle udoktadniania prowadzitam za pomoca programu
SHELXL (116), ktory udoktadnial obsadzenia czasteczek ligandéw oraz czesci tancuchéw RNA
posiadajace alternatywne konformacje. Dodatkowo zwiekszytam ilos¢ danych poprzez wlaczenie
wszystkich reflekséw, réwniez tych stosowanych wezesniej do obliczenia czynnika R f,e.. Statystyki

zebrane sa w Tabeli 5.
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3.1. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CUG

Tabela 5. Zestawienie danych dotyczgcych procesu udokiadniania struktur zawierajgcych powtorzenia

CUG.

Dupleks (GCUGCUGC), [(CUG) 4], wg [(CUG) ¢, po
Mooers i in. rozblizniaczeniu

Srednia wartosé czynnika B (A%) 22,8 28 33,8

Liczba reflekséw R/Rg, 30062/1602 9965/753 9925/1084

R (%) 14,8 21,8 21,9

Rfree (%) 18,4 27,9 26,2

Liczba atomo6w czasteczek RNA 934 1 500 (obsadzenie 750
potéwkowe)

Liczba czasteczek wod 194 81 (obsadzenie 53
polowkowe)

Liczba czasteczek jonu 2 - -

siarczanowego

Liczba czasteczek glicerolu 1 - -

Rmsd na wigzaniach/wartos¢ 0,018/0,21 0,011/0,21 0,01/0,02

docelowa (A)

Rmsd na katach /warto$¢ 2,75/3,0° 2,06/3,0° 0,028/0,04 A

docelowa

Kod PDB 3GLP 1ZEV 3GM7

3.1.5. Struktura dupleksu [(CUG)¢]-

Pierwotnie struktura dupleksu [(CUG)g)s (struktura romboedryczna) zostala zdeponowana w
PDB (kod 1zev) przez Mooers i in. (98). Statystyki danych krystalograficznych przedstawione
sg w Tabeli 5. Model ten sktada sie z dwoch czasteczek, ktore wzgledem siebie sg przesuniete i
obrécone (Rysunek 18). Autorzy tlumaczyli ten fakt istnieniem statycznego nieuporzadkowania
(ang. static disorder). Jednakze grupa przestrzenna R3, sposéb nakladania sie czasteczek a
takze wnikliwa inspekcja mapy gestosci elektronowej sugerowata, ze przyczyna moze by¢ inna
— obecno$¢ blizniaczenia. W celu weryfikacji tej hipotezy przeanalizowatam czynniki struktury za
pomoca programu PHENIX.XTRIAGE (117). Detekcja blizniaczenia opiera sie na fakcie, iz w jego
wyniku rozkltad intensywnosci refleksow jest zblizony do wartosci éredniej. Oznacza to, ze czynniki
struktury przyjmuja mniej ekstremalne wartosci. Istnieje kilka dostepnych testéw na wykrycie
bliZniaczenia takich jak: analiza rozkladu statystycznego intensywnosci, L-test, H-test (118). Na
ich podstawie nie stwierdzono bliZzniaczenia, ale na mapie Pattersona (vide Materialy i Metody:
5.2.27) zlokalizowano dodatkowy pik, ktéry stanowil 68% wysokosci piku w poczatku uktadu
wspohrzednych (ang. origin peak) (Rysunek 19). Wskazywalo to na obecnosé pseudotranslacii,
ktora byta rezultatem okresowego charakteru helisy kwasu nukleinowego. Pseudotranslacja ma
rowniez wplyw na czynniki struktury. Powoduje zwiekszenie liczby reflekséw o duzej i matej
intensywnosci, co moze maskowaé efekt blizniaczenia. Dodatkowym istotnym faktem byto to, ze

analiza wykazata wyzsza symetrie sieci krystalicznej R32 niz ta, ktora zostala nadana.
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3.1. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CUG

Rysunek 18. Zdeponowany model dupleksu [(CUG)sJ2 (kod 1zev) w PDB przez Mooers i in. Dwa
dupleksy (szary i zielony) nakladajq sie na siebie tak, Ze ich szkielety fosforanowo-cukrowe (A)

pokrywajg sie niemal idealnie przy czym rodzaj naktadajgcych sie reszt jest inny. Przyktadowo na
pare G-C' (szary) naklada sie para C-G (zielony) (B).

oL
A P

Rysunek 19. Przekrdj przez mape Pattersona, na ktorej znajduje sie silny pik o wspélrzednych (0,00,
0,00, 0,020). Pik zlokalizowany jest 28 A od piku w poczgtku ukladu wspélrzednych w kierunku osi z,
co odpowiada dlugosci jednego skretu helisy (10,8 par zasad).

Powyzsze wyniki sugerowalty, ze mozliwe jest bliZzniaczenie, w ktérym dwie domeny obrdcone
sa wzgledem siebie o 180° wzdluz osi prostopadtej do osi ¢ (Rysunek 20). Poczatkowy stopien
blizniaczenia 0,42 oraz operator blizniaczenia (k h -1) wyznaczylam za pomoca serwera Yeates
and Fam UCLA (http://www.doe-mbi.ucla.edu/Services/Twinning) (119). W wyniku procesu
udoktadniania struktury stopien blizniaczenia osiggnat wartosé¢ 0,5. W takim przypadku niemozliwe
jest algebraiczne wydzielenie czynnikow struktury i w zwigzku z tym udokladnianie musi by¢
prowadzone wzgledem zblizniaczonych danych. Programy SHELXL, PHENIX i REFMAC5 maja
opcje udoktadniania wzgledem takich danych.

Do udoktadniania struktury [(CUG)gla wykorzystatam program SHELXL. Jako model
poczatkowy wybratam jedna z dwdoch helis (nazwang przeze mnie G-+H). Mapy gestosci
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3.1. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CUG

1 ==

Rysunek 20. Schemat przedstawiajgcy sposob blizniaczenia struktury [(CUG )gJo. Domeny powigzane
sq ze sobg za pomocg operatora blizniaczenia (czarna elipsa), ktory znajduje sie prostopadle do kierunku
0si z. Za jego pomocq (0brét o 180°) mozna przeksztalcié jedng domene w drugq.

elektronowej obliczane byty przez program COOT na podstawie pliku *.fcf generowanego przez
SHELXL. Plik ten zawiera ,rozblizniaczone” na podstawie udoktadnionego modelu czynniki
struktury z przypisanymi odpowiednimi fazami. Ostatecznie, mapa 2F,-F, jest jednoznaczna

(Rysunek 21) a wartosci czynnikéw R zadowalajace (Tabeli 5).

Rysunek 21. Dwie mapy gestosci elektronowej 2F,-F. obliczone dla zbliZniaczonej (Zdlty) oraz
rozblizniaczonej struktury (niebieski).

3.1.6. Konformacja duplekséw RNA

Zarowno w strukturze (GCUGCUGC)y (jednoskosnej) jak i [(CUG)gle romboedrycznej
dupleksy przyjmuja forme A-RNA, w ktorych reszty cukrowe przyjmuja konformacje C3'—endo
lub w niektérych przypadkach C2'-endo. Parametry helikalne zostaly obliczone na podstawie
wektoréw niezaleznych od sekwencji wyznaczonych przy uzyciu pozycji atoméw C1’ sparowanych
reszt nukleotydowych (szczegdly w rozdziale Materialy i Metody: 5.2.29.). Przemieszczenie (ang.

displacement), kat nachylenia (ang. angle) oraz odlegto$é miedzy plaszczyznami zasad (ang. rise)
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3.1. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CUG

wyznaczone pomiedzy wektorem atomoéow C1’ a osig helisy, pomimo obecnosci niestandardowych
par, przyjmuja wartosci nieodbiegajace od typowych (120) (Tabela 6). Jedynie kat skretu helisy
(ang. twist) dupleksu A+B struktury jednoskosnej przyjmuje rozrzucone wartosci (odchylenie
standardowe = 8,1°). Najwigksze wartosci, powyzej 40 °, wyznaczone sa pomiedzy parami G-C a
U-U. W przypadku pozostatych duplekséw wartosci kata skrecenia nie wykazujg takiej zmiennosci.
Dla dupleksu C+D odchylenie standardowe wynosi 3,6 °, dla E+E’ 2,6° a dla G+H 3,2°. Z kolei
wartosci srednie dla wszystkich helis sg bardzo zblizone, 32-34 °; a zatem typowe dla formy A-RNA.
W efekcie wszystkie dupleksy sa bardzo podobne do siebie. Wartosci rmsd wynosza 0,9-1,4 A dla
czasteczek struktury jednoskosnej oraz 1,0-1,7 A dla struktury rozbliZniaczonej poréwnywanej z
modelem (GCUGCUGC)s,.

3.1.7. Oddziatywania pomiedzy parami zasad

Wszystkie pary G-C tworza typowe pary Watsona-Cricka. Z kolei pary U-U oddziatuja ze soba
jednym wiazaniem wodorowym utworzonym pomiedzy grupa karbonylowa O4 a grupa aminowg N3.
Ta reszta urydyny, ktora jest akceptorem wigzania wodorowego, nachylona jest w kierunku bruzdy
matej. Ma to odzwierciedlenie w wartosci kata A, ktéry wyznaczany jest pomiedzy wigzaniem
N-glikozydowym a prosta taczaca atomy C1’ sparowanych nukleotydéw. Dla ,nachylonej reszty
urydyny” wynosi on jedynie 30°. Dla poréwnania, typowa wartosé to okoto 55° (Rysunek 22).
Dystans pomiedzy atomami C1’ (104 A) par U-U jest mniejszy tylko o 0,1 A od $redniej
wartosci (10,5 A) dla par G-C. Kat otwarcia pary (ang. opening) U-U jest réwny 23,6° (wartosé
srednia) (Tabela 6). Powyzsze wlasciwosci sa obserwowane w obu strukturach, dla wszystkich
niestandardowych par. Na podstawie nomenklatury przedstawionej przez Leontisa i Westhofa (121)
takie parowanie mozna opisaé¢ jako U cis (wobble) W+C+/W+C+, z zaznaczeniem, iz pomiedzy
resztami jest jedno wiazanie wodorowe zamiast dwoch mozliwych (vide Dyskusja: 4.1). Pare ta

mozna opisa¢ rowniez jako ,rozciagnieta para U-U” (ang. ,stretched U-U wobble”).

Rysunek 22. ,Rozciggnieta para U-U”. Pomiedzy parg utworzone jest jedno wigzanie wodorowe
(przerywana linia). Jedna z reszt urydynowych nachylona jest w kierunku bruzdy duzej, co odzwierciedla
kgt X\, ktory wynosi 23°. Odleglo$é pomiedzy atomami C1’ (czarna linia) jest nieznacznie mniejsza od
$redniej wartosci réwnej 10,5 A.
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3.1. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CUG

W jednym powtérzeniu CUG mozna rozpatrywaé dwie rézne konformacje pary U-U w zaleznosci
od tego, ktéra z reszt urydynowych jest nachylona w kierunku bruzdy matej (Rysunek 23). W
dupleksie A+B oraz C+D w dwoch parach U-U  nachylone urydyny” znajduja si¢ na tej samej
nici, odpowiednio A i D. W przypadku dupleksu E+E’ tylko druga U od konca 5 jest nachylona
w kazdej nici. W strukturze romboedrycznej w nici G sa tylko dwie nachylone reszty urydynowe:

pierwsza i trzecia, pozostate cztery znajdujg si¢ na tancuchu H.

e @scr 6O s

SECEGEE G

5G CYG c@s ¥ 5<_@; UG(@%CUGCUGCUG3

3 C C@ G o 5 3,GUC@GUC@C@§@ 5

Rysunek 23. Dystrybucja ,nachylonych” reszt urydynowych (pomaranczowe kola) w strukturze
(GCUGCUGC)y (dupleks A+B—panel A, C+D—panel i C+D—panel C) oraz [(CUG)sf2 (D).

3.1.8. Hydratacja RNA i oddziatywania z ligandami

Pary U-U oddzialujg z dwiema charakterystycznymi czasteczkami wody (Rysunek 24). Jedna z
nich, nazwana ,wodg U-U”, zlokalizowana zostata w bruzdzie maltej. Oddziatuje z grupg aminowsa
N3 nachylonej urydyny oraz z atomem O2 drugiej reszty U. To charakterystyczne oddziatywanie
obserwowane jest dla wszystkich szesciu par U-U struktury jednoskos$nej i dla czterech par U-U
w strukturze romboedrycznej. Druga czasteczka wody (,woda UG”) znajduje siec w bruzdzie
duzej i tworzy wigzanie wodorowe z grupa karbonylowa O4 nienachylonej reszty U oraz z tlenem
karbonylowym O6 sasiadujacej reszty guanozyny znajdujacej sie na przeciwnej nici. W strukturze
jednoskosnej czasteczka ,wody UG” jest przy kazdej parze U-U, natomiast w romboedrycznej

przy trzech z szesciu par U-U.

Hydratacja par C-G jest réwniez charakterystyczna (Rysunek 25). W wysokorozdzielczej
strukturze jednoskosnej, wickszo$¢ reszt guanozynowych oddziatuje z czterema czasteczkami wody.
Dwie z nich znajduja sie w bruzdzie duzej, przy czym jedna z nich tworzy wigzanie wodorowe z
grupa N7 a druga z O6. W bruzdzie malej czasteczki wody oddzialuja z grupami: pierwsza z
ero-aminowq, druga z iminowa. 7Z kolei reszty cytydynowe sa typowo hydratowane przez dwie
czasteczki wody, po jednej w kazdej bruzdzie. W trzech przypadkach grupa ero-aminowa reszt

cytydynowych zamiast z woda oddziatuje z jonem siarczanowym lub z czasteczka glicerolu.
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e 28

U-UH,0

Rysunek 24. Hydratacja pary U-U. W bruZdzie duzej znajduje sie ,woda UG”, ktora oddzialuje z
resztami urydynowymi oraz sgsiadujgeq resztq G. W bruzdzie malej ,woda U-U” tworzy wigzania
wodorowe z obiema resztami U. Mapa gestosci elektronowej 2F,-F, ma kontur 1o.

Rysunek 25. Hydratacja pary G-C. W bruZdzie duZej i maltej znajdujq sie po trzy czgsteczki wody, z
czego dwie oddzialujq z resztq guanozyny a jedna z resztq cytydyny. Mapa gestosci elektronowej 2F,-F,
ma kontur I1o.

Oba ligandy zlokalizowane w strukturze (GCUGCUGC), znajduja sie w bruzdzie duzej. Anion
siarczanowy oddziatuje z nicia C+D natomiast glicerol z A+B. Kazdy z nich tworzy dwa takie
same wigzania wodorowe: z grupa aminowa reszty 2C (ni¢ A dla glicerolu lub ni¢ D dla jonu
siarczanowego) oraz z ,woda UG” pary 3U-6U. Oba ligandy maja obsadzenie poléwkowe i
oddziatluja z jedna z alternatywnych konformacji nieuporzadkowanego tancucha RNA (glicerol
z nicia B, anion siarczanowy z nicia C). W sieci krystalicznej obie nici oddziatuja ze soba a
nieuporzadkowanie konformacyjne jest skorelowane z rodzajem zwiazanego ligandu. W rezultacie,
albo czasteczka jonu siarczanowego wiaze sic do RNA, albo glicerol (Rysunek 26). Dodatkowo
trzecia grupa OH glicerolu oddzialuje z grupa ero-aminowsg reszty 5C tancucha B, spinajac obie
reszty znajdujace sie na przeciwnych niciach. Odlegto$¢é pomiedzy atomami azotu tych reszt (2C

nici A i 4D nici B) w konformacji preferowanej dla wiazania glicerolu wynosi 5,8 A. W chwili, gdy
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wiazany jest siarczan i nastepuje przesuniecie nici odleglosé ta wzrasta do 6,9 A. Dla poréwnania

éredni dystans dla innych ekwiwalentnych par wynosi 6,6 A.

Rysunek 26. Oddzialywania ligandéw z strukturze jednoskosnej. Dwa tlanicuchy RNA tworzg
kontakty w sieci krystalicznej (przerywana linia). Wigzanie glicerolu (Gol) lub jonu siarczanowego
powigzane jest z lokalnym nieuporzgdkowaniem dwdch sgsiadujgeych taricuchéw RNA. Oba ligandy
majg obsadzenie poléwkowe, wiec albo czgsteczka glicerolu jest wigzana (konformacja zaznaczona na
niebiesko) albo jon siarczanowy (konformacja zaznaczona na czerwono). Na rysunku pokazana jest na
zielono mapa typu ,omit” (kontur 30 ).

W strukturze jednoskosnej zlokalizowano takze druga czasteczke anionu siarczanowego.
Znajduje sie ona pomiedzy dupleksem A+B i jego symetrycznym dupleksem A’+B’, w przestrzeni
utworzonej przez pierécienie cukrowe (Rysunek 27). Dwa atomy tlenu jonu siarczanowego
oddziatuja z kazdym atomem O2’ rybozy: reszt 3U nici B i 2C nici A. Trzeci atom tlenu jonu

SO, 2~ tworzy wigzanie wodorowe z grupa N2 reszty 1G nici A.

3.1.9. Oddziatywania warstwowe

Wyrdzniono trzy rodzaje oddzialywan warstwowych: dwa pomiedzy parami CU/UG i jedno
dla par GC/GC (Rysunek 28). W przypadku tych ostatnich powierzchnie pierscieni zasad w
znacznym stopniu nachodzg na siebie. Jest to typowe dla sgsiadujacych par typu Watsona-Cricka
zawartych w helisie A-RNA. Pomiedzy parg U-U a sagsiednig parg typu Watsona-Cricka obserwuje
sie ograniczone oddzialywania warstwowe. We wszystkich przypadkach uracyl znajduje sie nad
pieciocztonowym pierscieniem sasiedniej guanozyny, natomiast potozenie zasad reszt urydynowych
wzgledem cytydynowych zalezy od jej konformacji. W przypadku, gdy U jest nachylona w kierunku
bruzdy malej, nie obserwuje sie oddzialtywan z C, lecz z niewielkg czescig szeSciocztonowego
pierscienia G z przeciwnej nici. W przypadku, gdy urydyna nie jest nachylona, jej zasada znajduje

sie pomiedzy pierscieniami sasiedniej pary G-C, z ktérymi tworzy stabe oddziatywania warstwowe.
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Rysunek 27. Jon siarczanowy wigze sie w przestrzeni ulworzonej przez bruzdy male dwoch
symetrycznych czqsteczek RNA struktury jednoskosnej i oddzialuje bezposrednio z pierscieniami
cukrowymi reszt nukleotydowych oraz grupg exo-aminowq guanozyny. Tworzy tez liczne wigzania
wodorowe (przerywane linie) z czqsteczkami wody (czerwone kule).

Rysunek 28. Trzy typy oddzialywan warstwowych obserwowane pomiedzy parami GC/GC (A) oraz
pomiedzy parami CU/UG (B, C) w zalezno$ci od konformacyi pary U-U.

3.1.10. Powierzchnia potencjatu elektrostatycznego

Rozktad potencjatu elektrostatycznego dla wszystkich duplekséw jest podobny. Bruzda duza
wykazuje niejednolita dystrybucje obu potencjatéw z przewaga ujemnego. Dodatni potencjat
jest generowany przez grupy ero-aminowe reszt cytydynowych oraz nieznacznie przez krawedzie
Hoogsteena reszt urydynowych. Ponadto dodatni potencjatl posiadaja odstoniete po stronie 3’
pierécienie cytozyn z powodu braku oddzialywan warstwowych z sasiadujaca resztg urydyny.
Sa to m.in. reszty 2C dla nici A i D, ktére sa zaangazowane w oddzialywania odpowiednio z
czasteczka glicerolu i jonem siarczanowym. ,Woda UG”, z ktéra oddzialuja ligandy znajduje sie
we wglebieniu o potencjale ujemnym. Zostato ono utworzone poprzez wypchniecie nachylonej reszty
urydyny w kierunku bruzdy mniejszej i odstoniecie reszty cytydyny, ktéra w konsekwencji tworzy
jedna ze Scian wglebienia (Rysunek 29). Rozklad potencjatu elektrostatycznego w bruzdzie matej
tworzy charakterystyczny wzoér. Wzdtuz osi helisy przeplataja sie pasy o potencjale dodatnim i
ujemnym. Prazki o potencjale dodatnim sg utworzone przez elektrododatnie atomy warstwowo

utozonych reszt C, G i U. Z kolei negatywne pasma generowane sa przez grupy karbonylowe reszt
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cytydynowych i nachylonych reszt urydynowych. Architektura pary U-U sprawia, ze w bruzdzie
matej jest réwniez wglebienie ale znacznie ptytsze i obejmujace obie reszty. Jedna ze Scian stanowi
eksponowany na zewnatrz karbonylowy atom tlenu O2. Wneka ma dwa obszary: jeden o potencjale
ujemnym (atom O2 nienachylonej U) a drugi o potencjale dodatnim (N3 nachylonej U). W jej
obszarze znajduje sie ,woda U-U”, ktora swoja sferg van der Waalsa obejmuje wiekszo$¢ zagtebienia

o potencjale dodatnim.

Rysunek 29. Powierzchnia potencjatu elektrostatycznego trzech kolejnych dupleksow struktury
jednoskosnej. Helisa ma gldwnie potencjal wjemny (czerwony) z obszarami o potencjale dodatnim
(niebieski) (A). Glicerol (zielony) wigze sie w bruZdzie duzej i oddzialuje z grupami funkcyjnymi RNA
wykazujgcymi potencjal dodatni. ,Woda UG” (zielona kula) znajduje sie w zaglebieniu o potencjale
ujemnym (B). W bruZdzie malej utworzone jest wglebienie, w ktérym zlokalizowana jest ,woda
U-U”(zielona kula)(C).

3.2. Struktury RNA zawierajace powtoérzenia CAG

Okreslitam strukture dwéch form krystalicznych tego samego oligomeru o sekwencji GGCAG-
CAGCC, ktory zaprojektowatam, oczyscitam i wykrystalizowatam. Pierwsza z form to wysokoroz-
dzieleza (0,95 A) struktura romboedryczna, natomiast druga to struktura trygonalna okreslona z
rozdzielezoscia 1,9 A. Dupleks posiada na konicach dodatkowa pare G-C. Zostata ona wprowadzona
ze wzgledu na to, iz proby krystalizacji oligomeru GCAGCAGC zakonczyly sie niepowodzeniem.
Dodatkowe pary mialy za zadanie zwiekszy¢ stabilnosé dupleksu lub/i jednoznacznie okresli¢ jego

strukture.
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3.2.1. Krystalizacja dupleksu (GGCAGCAGCC),

Liofilizowany oligomer zostal rozpuszczony w 100 mM KCI (stezenie koricowe RNA wynosito
1 mM), nastepnie inkubowany przez 10 minut w temperaturze 65°C i schladzany powoli do
temperatury pokojowej przez 2-3 godziny. Forma romboedryczna wykrystalizowata po uptywie
roku w 25 mM MgSOy4, 50 mM Tris-HCl o pH 8,51 1,8 M (NH,4)2SO,4 w temperaturze 19 °C.
Otrzymatam tylko jeden krysztal o wymiarach 0,4 x 0,4 x 0,5 mm (Rysunek 30). Krysztal formy
trygonalnej otrzymano w 10 mM MgSOy4, 50 mM kakodylan-NaOH pH 6,5 i 2M (NHy4)2SO,.
Krysztaly wykrystalizowaly w temperaturze 30 °C w przeciggu 2—-3 tygodni po czym przeniesiono je
do temperatury 19 °C. Stosowano metode dyfuzji par w uktadzie wiszacej kropli, ktéra poczatkowo

zawierata 2 ul RNA oraz 2 ul roztworu rezerwuarowego.

A B

B

Rysunek 30. Krysztaly dupleksu (GGCAGCAGCC)y formy romboedrycznej (A) oraz formy
trygonalnej (B).

3.2.2. Rejestracja i przetwarzanie danych

Dane struktury wysokorozdzielczej zostaly zarejestrowane na linii BL14.1 w osrodku synchro-
tronowym BESSY w Berlinie, natomiast struktury trygonalnej na linii EMBL-X13 w osrodku
DESY w Hamburgu. W obu przypadkach krysztat podczas pomiaru znajdowat sie w oparach azotu.
Krioprotektantem byt 20% glicerol. Krysztal formy romboedrycznej mial zdolnosé do rozprasza-
nia z wyzsza rozdzielczodcia niz zarejestrowano dane (stosunek wartosci I/o na ostatniej powloce
wynosi 7,7) (Tabela 7). Niestety byta to mozliwie najblizsza odlegto$¢ detektora do krysztatu (95
mm). Zarejestrowano dwa zbiory danych: nisko- i wysokorozdzielczych. W przypadku struktury o
rozdzielczoéei 1,9 A, symetria sieci zostata wyznaczona jako P3. Wygaszenia systematyczne wskazy-
waly, ze o trojkrotna byta osig Srubows, w zwigzku z tym podczas rozwigzywania struktury brano
pod uwage dwie mozliwe grupy przestrzenne P3; oraz P3,. Dane zostaly przetworzone pakietem
programéw DENZO i SCALEPACK (Tabela 7) (122).
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Tabela 7. Zestawienie statystyki danych dyfrakcyjnych krysztatow formy romboedrycznej i trygonalne;j.
W nawiasie podano wartosci dotyczgce ostatniego zakresu rozdzielczosci.

Forma krystaliczna romboedryczna trygonalna

Dupleks (GGCAGCAGCC), (GGCAGCAGCC),
Zro6dto promieniowania BESSY BL 14.1 EMBL-X13
Temperatura (K) 100 100

Dhugosé fali (A) 0,8 0,8123

Grupa przestrzenna R32:H P3,

Parametry komorki (A)

Zakres rozdzielczosci (A)

a=b=464 c=82,7
23,2 0,95 (0,97-0,95)

a=b=474c=83.2
18,6-1,9 (1,93-1,9)

Rinerge 0,036 (0,291) 0,105 (0,518)
Liczba unikalnych refleksow 21756 16346
Kompletnos¢ (%) 99,9 (98,0) 99,8 (100)
Mozaikowo$¢ (°) 0,34 0,7

Krotno$¢ obserwacji 15,3 (11,0) 6,4 (6,2)
<l/o()> 74,1 (7,7) 18,2 (4,4)
Refleksy > 26 (%) 94,4 (72,9) 81,6 (81,9)
Czynnik B z wykresu

Wilsona(A?) 6.8 251

3.2.3. Rozwigzanie struktur zawierajagcych powtérzenia CAG

Poczatkowo posiadatam zbiér danych formy trygonalnej, dla ktérej woéwcezas nie rozwigzatam

problemu fazowego z wykorzystaniem podstawienia czasteczkowego. Stosowalam rézne modele
duplekséw oraz pojedyncze tancuchy RNA, ktére posiadaly odpowiednio zmutowane reszty
nukleotydowe. Stosowatam rézne programy: PHASER, MolRep (123), EPMR (124). Dokonatam
rowniez analizy czynnikéw struktury z uzyciem programu PHENIX. XTRIAGE. Dane byly dobrej
jakosci, nie wykryto obecnosci blizniaczenia, grupa punktowa byta poprawna. Wykryto jedynie

obecnos¢ pseudotranslacji.

W miedzyczasie otrzymatam dane dyfrakcyjne formy romboedrycznej. Strukture rozwiaza-
tam za pomoca programu PHASER. Jako modelu uzytam odpowiednio zmutowany dupleks
[GC(8-BrG)GCGGCly. W czesci niezaleznej znajdowata sie jedna nic.

Poréwnujac parametry komoérek formy romboedrycznej i trygonalnej okazato sie, ze sg do
siebie bardzo podobne, co sugerowalo, ze sa to te same formy krystaliczne (Tabela 7). W
celu potwierdzenia tego przypuszczenia przetworzytam dane w nowej grupie R32 a nastepnie
wykorzystalam model struktury wysokorozdzielczej do rozwigzania problemu fazowego. Préba
zakonczyla sie niepowodzeniem, co jednoznacznie potwierdzito, ze sa to jednak dwie rézne formy

krystaliczne. Sktonito mnie to do poszukiwania innej, ,poprawnej” grupy przestrzennej. Dane
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przeskalowatam w grupie P3,12 a nastepnie otrzymatam rozwigzanie — trzy nici w czedci niezalezne;j.
Oznaczalo to, ze jeden z duplekséw znajduje sie na krystalograficznej osi dwukrotnej i jego druga nié
jest nicia symetryczna. Mimo dobrej mapy gestosci elektronowej (Rysunek 31) czynniki R osiggnety
warto$¢ 33,5/43,7 i nie ulegaly zmniejszeniu. Dodatkowo niemozliwe okazato sie zbudowanie na
podstawie mapy gestosci elektronowej ,symetrycznego dupleksu” o poprawnej sekwencji. Wynikato
to z faktu, ze o§ dwukrotna biegta przez srodek pary a powinna biec pomiedzy dwiema parami
(Rysunek 32). Oznaczalo to, ze grupa przestrzenna jest ,za wysoka”. Wrécitam do danych
przetworzonych w grupie P3,. Do rozwiazania struktury uzytam modelu z grupy P3,12, przy czym
usunetam nié¢ symetrycznego dupleksu, poniewaz byt on niekompletny. Program PHASER znalazt
trzy dupleksy, dla ktorych czynniki z-score i LLG wyniosty: pierwszy zorientowany dupleks—z-score
= 5,9, LLG = 114; drugi zorientowany dupleks—z-score = 22,2, LLG = 661; trzeci zorientowany
dupleks—z-score = 25,6, LLG = 1846 i byto to poprawne rozwiazanie.

Rysunek 31. Fragment mapy gestosci elektronowej 2F,-F, (kontur 1o) otrzymanej po rozwigzaniu
struktury w grupie przestrzennej P3y12.

“echgetaec®

Rysunek 32. Struktura drugorzedowa dupleksu (GGCAGCAGCC)y, ktory jest symetryczny. OS
dwukrotna (czerwony) znajduje sie pomiedzy parami GC/GC.

3.2.4. Udokfadnianie struktur RNA zawierajacych powtdrzenia CAG

Poczatkowo udokladnianie prowadzilam przy uzyciu programu REFMAC5, a nastepnie
PHENIX. Do obliczania czynnika Rfree wybratlam dla obu struktur okoto 1000 refleksow (5%).
Czynniki temperaturowe struktury romboedrycznej udoktadniane byty anizotropowo. Do modelu

dodatam réwniez atomy wodoru z wiezami geometrycznymi (ang. in riding position). Ostatnie
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Tabela 8. Zestawienie danych dotyczgcych procesu udokiadniania struktur zawierajgcych powtorzenia
CAG.

Forma krystaliczna romboedryczna  trygonalna
Srednia warto§¢ czynnika B (A7) 11,4 24,4
Liczba refleksow: work/test 21748 15413 /821
R (%) 10,6 21,17

Riree (%) - 24,82
Liczba atomow czasteczek RNA 213 1278
Liczba atoméw czasteczek wody — 86 170
Liczba jonoéw siarczanowych 1 6

Rmsd na wigzaniach (A) 0,016 0,006
Rmsd na katach (°) 2 1,4

cykle prowadzitam z pelnym zbiorem refleksow bez stosowania jakichkolwiek wiezéw (ang.
unrestrained refinement). Stosunek liczby danych do udoktadnianych parametréw wyniost 8.
Struktura trygonalna byta udoktadniana z uwzglednieniem parametréw TLS zdefiniowanych dla
poszczegdlnych tancuchéw RNA przy pomocy programu TLSMD (125). Szczegbltowe zestawienie

statystyk otrzymanych po procesie udoktadaniania znajduje si¢ w Tabeli 8.

3.2.5. Upakowanie czasteczek w sieci krystalicznej

Parametry komorki obu form sg bardzo zblizone jednakze ich grupy przestrzenne inne.
Oznacza to, ze dupleks (GGCAGCAGCC), moze upakowaé sie w sie¢ krystaliczna trygonalna
lub romboedryczng. W czesci asymetrycznej struktury romboedrycznej znajduje sie jedna nic.
Druga ni¢ dupleksu jest generowana przez o$ dwukrotna prostopadta do helisy RNA. Os helisy
biegnie w tym samym miejscu co krystalograficzna o$ srubowa 35, natomiast pomigdzy dupleksami
sa osie trojkrotne (Rysunek 33). W strukturze trygonalnej znajduja sie trzy dupleksy: A+B, C+D,
E+4F. Trzy helisy sa réwniez owiniete wokot osi 35: A4+B i E4+F wokoét osi biegngcych wewnatrz
komoérki, C+D wokét osi znajdujacej sie na krawedzi komoérki. W obu formach dupleksy leza
jeden nad drugim tworzac pseudonieskonczona helise wzdtuz krawedzi ¢ komorki. Po nalozeniu
sieci krystalicznych obu form, kolumny RNA znajduja si¢ w tym samym miejscu. Jednakze
dupleks C+D formy trygonalnej jest przesuniety i obrécony o pét skretu helisy (o 5 par
zasad) w stosunku do odpowiadajacego mu dupleksu formy romboedrycznej (Rysunek 33). Ta
subtelna réznica powoduje, ze dupleks (GGCAGCAGCC),; moze krystalizowa¢ w dwoch réznych
grupach przestrzennych. Wartosci odchylen rmsd pomiedzy atomami helis struktury wysoko i
niskorozdzielczej wynosza 0,9-1,0 A, natomiast dla poréwnanych miedzy soba duplekséw formy

trygonalnej wynosza 0,1-0,5 A.

53



3.2. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CAG
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Rysunek 33. Schemat upakowania duplekséw (GGCAGCAGCC)s (fioletowe kola) wzdluz osi helis
w komorce trygonalnej (A) i romboedrycznej (B). Po nalozeniu dwéch sieci na siebie wzdluz kierunku
z (C) helisy znajdujq sie w tym samym miejscu. W kierunku prostopadlym do osi z (D) jedna z helis
jest przesunieta wzgledem drugiej o potowe skretu helisy. Na réZowo zaznaczono forme trygonalng a
na zielono romboedryczng.

3.2.6. Konformacja helisy RNA oraz niekanoniczne pary A-A

Wszystkie dupleksy obu form krystalicznych przyjmujg forme A-RNA. Pierécienie cukrowe sg
w konformacji C3’-endo oraz w dwoch przypadkach (reszty 5G nici A oraz 5G nici E) w C2’-ezo.
Parametr Zp, ktéry opisuje przesuniecie atomoéow fosforu sasiednich par zasad od ptaszczyzny
xy lokalnego uktadu odniesienia wyznaczonego dla tych par wynosi 2,3-3,1 A (126) (dla formy
A-RNA powinien byé¢ wiekszy od 1,5 A). Wartosci katéw torsyjnych sa typowe dla A-RNA za
wyjatkiem katow a (okresla rotacje wokol wiazania P-O5’) oraz v (okresla rotacje wok6t wiazania
C5’-C4’) nukleotydu 5G we wszystkich tanicuchach obu struktur (Tabela 9). Typowa konformacja
kata « opisywana jest jako -gauche -sc, natomiast dla reszty guanozyny piatej kat znajduje sie w
nastepujacych regionach konformacyjnych: +ap—tancuch H, +ac—tancuch A, Ci E, -ac dla B, D
i F. Kat v ma standardowa konformacje +sc jedynie dla tancucha B. W pozostatych przypadkach
jest: +ap w nici H, -ap ni¢ A, Ci E oraz +ac dla D i F. Moze by¢ to wizualizowane jako obrbcenie

atomu tlenu O5 w wyniku rotacji wiazania O5-C5’ (Rysunek 34).

W wyniku zmiany konformacji tancucha fosforanowo-cukrowego, reszty rybozy 5G oraz 4A
znajduja sie niemal w tej samej plaszezyznie (Rysunek 35). Odpowiadajacy im kat skretu helisy,

wyznaczony pomiedzy parami AG/CA, wynosi 18-22°. Jest to mala warto$¢ w poréwnaniu do
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3.2. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CAG

Rysunek 34. Dwie rozne konformacje szkieletu fosforanowo-cukrowego reszty guanozyny: z rotacjg
wokot wigzania O57-C5’ (A) oraz najczesciej obserwowana w kwasach nukleinowych (B). Na panelu C
znajduge sie kolo zakresu kgtow torsyjnych i odpowiadajgcych im nazw konformacii.

Tabela 9. Wartosci kgtow torsyjnych reszt 5G w dupleksach obu struktur krystalicznych. W nawiasie

podano warto$ci odchylenia standardowego.

o B Y 5 £ g 14
153,2 -174.4 179,5 81,2 -151,7 71,1 -175,5
1352 -178,1 -160,7 92,9 -145,8 78,3 -174,9
96,9 175,3 84 68,9 -159,2 74,8 -174,6
sG 1493 178,1 -171,7 90,9 -147,8 74,5 177
-114 -176,4 97,4 67,8 -155.8 -79,1 -178,8
-114,8 178 -163,9 97 -148,2 70,2 -171,5
138,6 -173,2 93,9 66,9 -160,7 78,9 -179,3
-169,9 (58,0) | 181,3(4,3) | 148,4(53,5 | 80,8(13,0) | -152,7(5,9) | -7533,7) | -1759 (2,9

sredniej wartosci 31° pozostalych par dupleksu (Tabela 10). Wypadkowy rezultat jest taki, iz
helisa jest ,niedokrecona” (ang. underwound) co oznacza, ze przypada 12,5-12,9 par zasad na
jeden skret. Dodatkowo bruzda duza rozszerza sie do ponad 20 A w srodkowej czesci dupleksu
(Tabela 11). Dystans pomiedzy atomami C1’ sparowanych nukleotydéw wynosi 10,7 4= 0,2 A i jest
typowy dla formy A-RNA. Jest on diuzszy tylko o 0,3 A dla par A-A.

Pary C-G tworza typowe oddzialywania typu Watsona-Cricka. Natomiast pary A-A sg
nietypowe. Wszystkie reszty adenozynowe sa w konformacji anti w stosunku do pierécienia
cukrowego. Pomiedzy nimi jest jedno wigzanie wodorowe utworzone przez atom wodoru wegla
C2 oraz atom azotu N1 (C2-H2---N1) (Rysunek 36). W wysokorozdzielczej strukturze, dtugosé
wigzania C2---N1 wynosi 3,4 A, a gdy wlaczony jest atom wodoru z wiezami geometrycznymi,
wynosi 2,4 A, zatem 0 0,3 A blizej niz wynosi suma ich promieni van der Waalsa. Wszystkie trzy
atomy C, Hi N leza w jednej ptaszczyznie a kat pomiedzy nimi ma 176 °. Podobnie jest w strukturze
trygonalnej gdzie atomy C2 oraz N1 oddalone sa od siebie o 3,1-3,4 A. We wszystkich parach A-A
reszta adenozyny znajdujaca sie blizej konca 3’ jest przesunieta w kierunku bruzdy duzej, co
skutkuje wartoscia kata A réwna 87° (wartos$¢ srednia). Wystaje ona ponad inne reszty i wyglada

jakby pokazywala znak  kciuk do gory” (ang. thumbs up) (Rysunek 35). Druga adenozyna z pary
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3.2. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CAG

Rysunek 35. Para A-A (zielony) i jej otoczenie strukturalne w strukturze romboedrycznej. Kqty
torsyjne a i 7y (czerwony) reszty 5G przyjmujq niestandardowe wartosci, co skutkuje rozkreceniem
helisy. Taka konformacja {aricucha fosforanowo-cukrowego powoduje, ze reszty 4A i 5G znajdujg sie
niemal w tej samej plaszczyzinie (strzalka). Efekt ten jest obserwowany w kazdej nici obu struktur i
powigzany jest z resztq adenozyny mniej nachylong w kierunku bruzdy duzej.

Tabela 10. Parametry helikalne dupleksow (GGCAGCAGCC)y. Odchylenie standardowe oznaczono
skrotem s.d.

Odleglosé¢ miedzy
plaszczyznami zasad (4)
H+H> A+B C+D E+F |H+tH> A+B C+D E+F | HtH* A+B C+D E+F |H+tH’ A+B C+D E+F
G-C 78 88 88 83 | 13,1 10,8 11,8 13,1 30,0 31,3 32,9 33,2 2,7 28 27 27
G-C 8,7 10,0 103 9,8 8,3 7.4 8,4 8,7 30,9 30,6 31,5 32,1 30 31 3,1 3,1
C-G 9,0 10,2 104 10,0 8,0 6,1 7,0 7.4 33,7 30,5 29,6 28,3 29 30 29 30
A-A 7,5 8,3 8,7 8,6 | 10,7 9,0 9,5 9,5 18,8 17,8 17,8 22,4 30 27 28 29
G-C 74 8,1 8,5 84 | 104 10,7 10,2 99 33,4 26,0 29,2 25,8 24 25 24 24
C-G 74 84 85 8,1 104 10,0 10,1 10,7 18,8 22,1 17,9 17,6 30 29 29 27
A-A 75 87 87 83| 10,7 94 9,8 9,1 33,7 28,2 28,9 30,4 29 30 29 29
G-C 9,0 99 104 10,1| 8,0 7,5 7,2 6,1 30,9 32,6 31,9 30,8 3,0 3,0 3,1 3,1
C-G 87 9,8 103 10,0] 8,3 8,6 8,2 7,2 30,0 33,0 33,0 31,6 27 27 27 28
C-G 7,8 8,3 8,8 8,7 1 13,1 129 11,6 10,3 - - - - - - - -

Para Przemieszczenie (A) Kaqt () Kaqt skretu helisy (9)

Srednia | 81 9,0 93 9,0 | 10,1 9,2 9,4 9,2 28,9 28,0 28,1 280 | 28 29 28 29
s.d. 07 08 09 081] 20 2,0 1,7 2,0 5,9 5,2 6,0 5,2 02 02 02 0.2

jest rowniez wysunieta (A = 64°). Srednia warto$¢ kata dla pozostalych reszt w obu strukturach

wynosi 55 °.

3.2.7. Hydratacja i oddziatywania z ligandami

Solwatacja par A-A jest podobna we wszystkich dupleksach obu form krystalicznych. W
bruzdzie matej kazda z reszt adenozynowych oddziatuje z czasteczka wody za pomocg dwoch

oddziatywan utworzonych z atomami N3 oraz O2 grupy 2’ hydroksylowej (Rysunek 35). Podobnie
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3.2. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CAG

Tabela 11. Wyznaczone szerokosci bruzd dupleksow (GGCAGCAGCC)y na podstawie odle-
glosci pomiedzy atomami P-P / wudokladniony dystans z wuwzglednieniem kierunku szkieletu
fosforanowo-cukrowego.

Szeroko$¢ bruzdy matej (A) Szerokos¢ bruzdy duzej (A)
GG/CC --- - --- --- --- --- -—- ---
GC/GC --- --- --- --- --- --- --- ---
CA/AG 17,3/-- 17/-- 17,3/-- 17,3/-- 18,5/-- 20,7/-- 20,2/-- 19,5/--

AG/ICA | 169/154 16,5149 16,7/152  16,8/154 | 22,2/21,4 24,1240  24,4/243  24/23.9
GC/GC | 16,6/15,1  163/149  164/149 163/14,9 | 22,8222  252/252  26/26,0  253/25,3
CA/AG | 169/154 168154 167/15,1  164/14,9 | 222214  24,0/23,9 24,5244  242/242
AG/CA 17,3/ 17,3/ 17,2/ 17/ 18,5/ 19,5/-- 20,2/~ 20,7/~
GC/GC
CC/GG

Rysunek 36. Niestandardowa para A-A oraz jej oddzialywania z czgsteczkami rozpuszczalnika (A).
Na panelach B i C przedstawiono mape gestosci elektronowej (kontur 1o) struktury wysokorozdzielczej

(B) i niskorozdzielczej (C).

jest w bruzdzie duzej gdzie zazwyczaj znajduje si¢ czasteczka wody tworzaca wigzanie wodorowe
z atomem N7. Dodatkowo zlokalizowatlam anion siarczanowy, ktéry ,zaklinowany” jest pomiedzy
sparowanymi pierécieniami adenin. Jeden z atoméw tlenu (O1) jonu siarczanowego oddzialtuje
jednoczesnie z atomem N6 mniej wysunietej reszty A oraz z N1 drugiej reszty A. Z atomem N3
drugiej reszty A kolejny atom tlenu (O2) jonu siarczanowego tworzy wiazanie wodorowe. Sposob
oddzialywania jonu siarczanowego mozna opisac¢ jako scalenie miejsc wigzania anionu dwoch reszt,
ktore w literaturze okreslane sa jako ADE_WC_H oraz ADE_WC (127). Obsadzenie siarczanu jest

potéwkowe i w jego nieobecnosci, w pozycji tlenu (O1), znajduje sie woda (Rysunek 37).

W sieci krystalicznej formy trygonalnej znajduje sie szes¢ oddzialywan miedzyczasteczkowych

typu ryboza-ryboza. Kazde sktada sie z czterech oddziatywan utworzonych pomiedzy atomami C,
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3.2. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CAG

Rysunek 37. Oddziatywanie ligand-RNA w obrebie pary A-A. Jon siarczanowy ma obsadzenie
poldwkowe i w jego nieobecnosci, w pozycji tlenu O1, znajduje sie czqsteczka wody (czerwona kula).

H i O. Dwa z nich stanowig wigzanie C1’-H1’--- 02’ a pozostale dwa to C4’-H1’--- O4’. Resztami
zaangazowanymi w to oddzialywanie sa wszystkie reszty 3C oraz 8G na poszczegdlnych niciach.
Parowanie pierscieni cukrowych zachodzi pomiedzy resztami dwéch cytozyn (dwa przypadki),
dwoch guanozyn (dwa przypadki) lub cytozyna a guanozyng (dwa przypadki). Podobnie jest
w strukturze romboedrycznej, gdzie sa dwie symetryczne pary: 3C-8G (Rysunek 38). Srednia

odlegtoéé¢ donor—akceptor wynosi 3,4 A z odchyleniem standardowym réwnym 0,1 A.

Rysunek 38. Oddzialywania w sieci krystalicznej pomiedzy pier$cieniami ryboz dwdch symetrycznie
powigzanych duplekséw (GGCAGCAGCACC),. Utworzone sq cztery oddziatywania typu C-H-- - O, ich
dtugosci podane sq w A. Mapa gestosci elektronowej 2F,-F, ma kontur 1o.

3.2.8. Oddziatywania warstwowe

W obu strukturach mozna wyrézni¢ trzy rodzaje oddziatywan warstwowych: jedno pomiedzy

parami GC/GC i dwa pomiedzy CA/AG, zalezne od konformacji reszt adenozynowych (Rysu-
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3.8. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CGG

nek 39). Zasady par G-C i C-G nakladaja sic w duzym stopniu, co jest typowe dla par kano-
nicznych (Rysunek 39 panel A). Natomiast w przypadku niekanonicznych par A-A oddziatywania
warstwowe sg ograniczone. Zasada bardziej nachylonej w kierunku bruzdy duzej reszty A asocjuje
jedynie z pierscieniem cytozyny sasiadujacej po stronie 5’ ($rednia powierzchnia natozenia wynosi
2,2 + 1,1 A?) (Rysunek 39 panel B i C). Mniej nachylona reszta adenozyny tworzy oddziatywania
warstwowe z obiema sasiadujacymi resztami (Rysunek 39 panel B i C) przy czym tylko w niewielkim
zakresie (powierzchnia naltozenia wynosi 0,8 4 0,1 A2 z resztg cytozyny i 0,3 £ 0,3 A? z reszta

guanozyny).

Rysunek 39. Trzy rodzaje oddzialywan warstwowych: pomiedzy parami typu Watson-Crick (A) oraz
pomiedzy parami CA/AG (B, C) w zalezno$ci od konformacji pary A-A.

3.2.9. Powierzchnia i uksztattowanie potencjatu elektrostatycznego

Potencjal elektrostatyczny posiada zblizona dystrybucje dla wszystkich duplekséw (Rysu-
nek 40). W bruzdzie matej pasy o pozytywnym i negatywnym ladunku ulozone sg réwnolegle
do kierunku osi helisy i przeplataja sie na przemian tworzac charakterystyczny wzér. Pozytywne
pasma utworzone sg gtéwnie przez grupy ero-aminowe reszt guanozyn oraz przez pierscienie cukro-
we. Bruzda duza wykazuje wieksze zroznicowanie w dystrybucji potencjatow. Obszary o potencjale
dodatnim generujg grupy exo-aminowe reszt cytydyn oraz adenozyn. Do tych ostatnich wigza
sie jony siarczanowe, ktore pasuja zaréwno geometrig jak i tadunkiem. Pary A-A znajdujg sie w
centralnej czedci bruzdy duzej i tworza, na skutek ich wypchnigcia, wybrzuszenia. Natomiast za
resztami adenozyn w konformacji ,kciuk do gory” tworzy sie wgtebienie. Reszta guanozyny po
stronie 3’ jest znacznie przesuni¢ta w dét w stosunku do adenozyny w konformacji ,kciuk do gory”

i nie tworzy z nia oddziatywan warstwowych.

3.3. Struktury RNA zawierajgce powtérzenia CGG

Okreslitam strukture trzech réznych duplekséw zawierajacych powtorzenia CGG. Dwa z nich,
[GC(8-BrG)GCGGC], i [GC(8-BrG)GCGGCGGC],, zostaly zaprojektowane i oczyszczone przez
prof. dr. hab. Ryszarda Kierzka. Zawieraja one modyfikowang reszte 8-bromoguanozyne (8-BrG)
w pozycji 3 tancucha RNA. Prof. dr hab. Wojciech Rypniewski wykrystalizowatl i zarejestrowatl
dane z krysztaléw obu oligomeréw. Rozwiazal réwniez strukture dupleksu [GC(8-BrG)GCGGC],.

Moja praca rozpoczeta sie od udoktadnienia struktury tego dupleksu oraz od rozwigzania
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3.8. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CGG

Rysunek 40. Potencjal elektrostatyczny dupleksu (GGCAGCAGCC)y struktury romboedrycznej.
Elektronegatywny potencjat zaznaczono na czerwono a elektropozytywny na niebiesko. Jony siarczano-
we (Z6lty) wigzq sie do bruzdy duzej i oddzialujq z parami A-A (A). W bruZdzie malej (B i C) znajduje
sie wglebienie, ktore wypelnione jest czqsteczkq wody (Zotta sfera) (C).

struktury dupleksu [GC(8-BrG)GCGGCGGC],. Dla trzeciego oligomeru o sekwencji GCGGCGGC

zrealizowalam wszystkie etapy na drodze do okreslenia jego struktury krystalicznej.

3.3.1. Krystalizacja oligomeréw zawierajacych powtérzenia CGG

Roztwér rezerwuarowy uzywany do krystalizacji oligomeru GCGGCGGC zawierat
10 mM MgCl,, 50 mM kakodylan sodu pH 6 i 1 M Li;SO4. Poczatkowo stezenie RNA
wynosito 2,4 mg/ml. Krysztaly rosty w przeciagu kilku dni w postaci matych zroénietych igiel,
ktére uzyto jako zarodki krystaliczne. Szczepione krysztalty rosty w takich samych warunkach
krystalizacyjnych ale przy mniejszym stezeniu RNA, 1,2 mg/ml. Taki sam roztwér rezerwuarowy
stosowany byt do krystalizacji oligomeru GC(8-BrG)GCGGCGGC o stezeniu 10 mg/ml. Krysztaty
pojawity sie po dziesieciu miesiacach. Natomiast krysztaly [GC(8-BrG)GCGGC], rosty przez
dwa miesigce w 10 mM CaCly, 0,2 M NH4Cl, 50 mM Tris-HC1 pH 85 i 30% w/v PEG 4000.
RNA miato stezenie 10 mg/ml. Krystalizacja odbywala sie w temperaturze 19°C. Objetosé
roztworu rezerwuarowego wynosita 500 ul, natomiast RNA mieszano z roztworem rezerwuarowym

w stosunku 1:1.

3.3.2. Pomiary dyfrakcyjne i przetwarzanie danych

Dane dyfrakcyjne rejestrowane byly w temperaturze 100 K: krysztal (GCGGCGGC),
na linii BL 14.2 synchrotron BESSY (Berlin), krysztaly [GC(8-BrG)GCGGC], i
[GC(8-BrG)GCGGCGGC]y na linii EMBL-X11, DESY (Hamburg). Jako krioprotektantu

uzyto 20% glicerol. Grupa przestrzenna krysztaléw dupleksow modyfikowanych zostala w
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obu przypadkach wyznaczona jako C2 (jednosko$na), natomiast niemodyfikowanej jako P1
(trojskosna). Takie niskie grupy przestrzenne wymagaja zarejestrowania duzej liczby obrazéw
dyfrakcyjnych obejmujacych sumaryczny kat oscylacji przynajmniej 180°. Dla krysztatu
[GC(8-BrG)GCGGCJy wynosit on 353,5°, dla [GC(8-BrG)GCGGCGGC]y 360° + 30° a dla
(GCGGCGGC)y 360° + 56°. Krysztaly rozpraszaty odpowiednio do rozdzielczosci 0,97, 1,45
oraz 2,05 A. Wszystkie zbiory danych byly integrowane i skalowane przy uzyciu programéw
DENZO/SCALEPACK. Charakterystyka danych dyfrakcyjnych znajduje sie w Tabeli 12.

Tabela 12. Zestawienie statystyk przetworzonych danych dyfrakcyjnych struktur zawierajgcych
powtdrzenia CGG. W nawiasie podano wartoéci dotyczgcee ostatniego zakresu rozdzielczosci.

Oligomer GCGGCGGC GC(8-BrG)GCGGC GC(8-BrG)GCGGCGGC
Zrédto promieniowania BESSY BL 14.2 EMBL-X11 EMBL-X11

Dhugos¢ fali (A) 0,92 0,8126 0,8126

Grupa przestrzenna P1 C2 C2

o a=39,7b=76,9c=854A; a=50,7b=225c=442A; a=118,6b=28,6c=61,84;
Parametry komorki

a=90,0 3 =288,6 y=77,3° B=117,8° pB=118,0°
Zakres Rozdzielczosci (A) 20,0- 2,05 (2,09- 2,05) 20,0- 0,97 (0,99— 0,97) 20,0— 1,45 (1,47 1,45)
Mozaikowosc (°) 0,3 1 0,3
[ — 0,093 (0,488) 0,132 (0,934) 0,112 (0,620)
<Uo(D)> 17 (2,8) 9(2,5) 10 (3,3)
Kompletnos¢ (%) 98,4 (97,5) 95,7 (93,4) 99,8 (100,0)
Liczba unikalnych reflekséw 60 328 24 974 32 941
Krotno$¢ obserwacji 4,4 (3,5) 5.4 (4,7) 7,5 (6,3)
Refleksy > 36 (%) 71 (40) 77 (29) 77 (50)
Czynnik B z wykresu Wilsona
A% 33 7,8 21,2

3.3.3. Rozwigzanie struktur zawierajacych powtérzenia CGG

Struktura [GC(8-BrG)GCGGC], zostala rozwigzana metoda SAD (ang. single-wavelength
anomalous dispersion) jako pierwsza ze wszystkich oligomeréw zawierajacych powtoérzenia CNG.
7 powyzszego wzgledu stosowana byta przeze mnie jako model do podstawienia czasteczkowego
przy rozwigzywaniu innych struktur RNA. Pozycje atoméw bromu zostaty okreslone za pomocy
programu SHELXD (128). Nastepnie za pomoca programu SHELXE wybrano odpowiedni
enancjomer oraz obliczono wstepne fazy. Obliczona mapa gestosci elektronowej nie byta na tyle
doktadna, aby méc na jej podstawie zbudowa¢ model, natomiast tworzyta réwnolegte kolumny
wskazujac na dupleksy RNA utozone warstwowo jeden nad drugim. Do modyfikacji gestosci
elektronowej zastosowano program DM (129), ale nie poprawito to jakosci mapy. Kolejnym
krokiem byto udokltadnianie faz z uzyciem wolnych atomoéw z wytrzasaniem za pomocg programu
ARP/wARP. Po 25 cyklach dodawania i usuwania atoméw, czynniki R/Ry.. zaczely maleé
osiagajac po 50 cyklach wartosé 0,188/0,256. Otrzymana mapa gestosci elektronowej pokazywalta
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wolne atomy stanowigce rozwigzang strukture RNA.

Obie struktury [GC(8-BrG)GCGGCGGC]; i (GCGGCGGC), rozwiazalam podstawieniem
czasteczkowym przy uzyciu programu PHASER. Modelem byt dupleks [GC(8-BrG)GCGGC],,
ktory dla 11 nukleotydowego oligomeru GC(8-BrG)GCGGCGGC zostal przedtuzony o odpo-
wiednie trzy pary zasad. Dla struktury modyfikowanej obliczytam przy uzyciu wspoétczynnika
Matthewsa, iz w czesci asymetrycznej znajduja sie dwie lub trzy czasteczki. Programowi udato
sie obliczy¢ fazy dla dwéch dupleksow. Wskazniki z-score byly stosunkowo niskie, wynosity
odpowiednio 4,3 oraz 6,0 ale inspekcja mapy gestosci elektronowej pokazata, ze poczatkowe fazy
sg wzglednie dobrze obliczone tylko dla cze$ci modelu. Czasteczki byly nie do konca poprawnie
usytuowane w komorce, co generowalo naktadanie sie fragmentéw symetrycznych czasteczek na

siebie. Wymagato to przebudowy modelu.

W podobny sposob rozwiazatam struktur¢e natywnego dupleksu. Obliczytam, ze w czesci
asymetrycznej znajduje sie 16-20 czasteczek RNA. Niestety moc obliczeniowa komputera byta
za staba, aby znalezé faze dla wszystkich 16 duplekséw. Nastepowalo przedwczesne zakoriczenie
dzialania programu. Z powyzszego powodu zadatam programowi PHASER znalezienie 8 duplekséw.
Wartosci z-score dla wigkszosci czasteczek byty wicksze od 7 a jako$¢ mapy gestosci elektronowej

zadowalajaca. Na podstawie mapy roéznicowej mogltam dobudowaé stopniowo kolejne dupleksy.

3.3.4. Udokfadnianie struktur zawierajacych powtérzenia CGG

Wszystkie trzy modele udoktadnianie byly za pomoca programu REFMAC5 i PHE-
NIX (Tabela 13). Do obliczania statystyk Ry wydzielono 2% refleksow (modyfikowane
RNA) oraz 5% w przypadku natywnej struktury. Pierwsze cykle udokladniania struktury
[GC(8-BrG)GCGGCGGC]y i (GCGGCGGC), polegaly na budowaniu modelu. Monitorowanie
wartodci czynnikéw R pozwolito na ocene poprawnosci wykonanej pracy. Gdy modele zostaly
catkowicie okreslone, dodatam czasteczki wody za pomoca programu ARP/wARP. Czynniki tem-
peraturowe obu struktur udoktadniatam izotropowo. W przypadku 11 nukleotydowego duplek-
su stosunek liczby reflekséw (31971) do liczby udoktadnianych parametréw (1864 x 9 = 16776)
teoretycznie pozwalal na zastosowanie anizotropowych czynnikow temperaturowych. Niestety po
ich uwzglednieniu czynniki R zmniejszyly tylko nieznacznie swojg wartos¢. Wysokorozdzielcza
struktura [GC(8-BrG)GCGGC]Jy byla udoktadniania z anizotropowymi czynnikami temperatury.
Ostatnie cykle prowadzone byty z pelnym zbiorem reflekséw oraz bez stosowania wiezow geome-
trycznych (ang. unrestrained refinement). Stownik zawierajacy stereochemiczny opis nukleotydu
8-bromoguanozyny wygenerowatam za pomoca serwera PRODRG2 (130) oraz standardowego stow-

nika uzywanego dla guanozyny przez programy do udoktadniania.
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3.8. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CGG

Tabela 13. Zestawienie statystyk otrzymanych po udokladnieniu struktur zawierajgcych powtorzenia
CGG.

Oligomer GCGGCGGC GC(8-BrG)GCGGC  GC(8-BrG)GCGGCGGC
Liczba refleksow: work/free 57051/3038 24947/0 32646/671
R (%) 21,56 13,66 23,21
Riee (%) 25,71 - 27,02
Liczba atomoéw czasteczek
ANA E 6304 370 1617
Liczba czasteczek jonow 750,” 2 Ca*" 8 SO~
Liczba czasteczek wody 524 103 207
Inne czasteczki - 1 glicerol -
Odchylenie rmsd od
wartoS$ci idealne;j
dhugo$¢ wigzania (A) 0,005 0,011 0,006
katy (°) 1,145 1,746 1,282
Kod PDB 3R1C 3RI1E 3R1D

3.3.5. Ogodlny opis struktur zawierajacych powtérzenia CGG

We wszystkich trzech strukturach czasteczki RNA utozone sa w komorce jedna nad druga i
tworzg dtugie réwnolegte kolumny. W czesci asymetrycznej struktury tréjskosnej (niemodyfiko-
wanej) znajduje sie 18 dupleksow. Sa one uporzadkowame w przestrzeni w taki sposob, ze moga
utworzy¢ jedna pseudohelise sktadajaca sie ze wszystkich 18 symetrycznie niezaleznych czasteczek
(Rysunek 41). W czesci asymetrycznej wysokorozdzielezej struktury [GC(8-BrG)GCGGC]; jest je-
den dupleks, natomiast w przypadku [GC(8-BrG)GCGGCGGC]; znajduje si¢ 5 nici (Rysunek 41).

Tworzg one trzy helisy, z ktérych jedna sktada si¢ z dwdch symetrycznych tancuchow.

3.3.6. Pary G-G i ich wptyw na strukture RNA

Wiszystkie helisy maja forme A-RNA, w ktorych kat skrecenia znajduje sie w zakresie 30-32°.
Pierscienie cukrowe majag upakowanie C3’-endo lub w kilku przypadkach C2’-exo a parametr Zp
wynosi 2,63 + 0,22 A (dla formy A-RNA powinien byé¢ wiekszy od 1,5 A). Pomiedzy kanonicznymi
parami G-C znajduja si¢ pary G-G, w ktérych zawsze jedna guanozyna jest w konformacji syn
natomiast druga w anti (Rysunek 42). Wedlug nomenklatury zaproponowanej przez Leontisa i
Westhofa (121) mozna te pare opisa¢ jako G/G cis Watson-Crick/Hoogsteen. Pomiedzy resztami
guanozynowymi, wchodzacych w sktad niestandardowej pary, utworzone sg dwa wigzania wodorowe
pomiedzy tlenem karbonylowym a N1 oraz atomem N7 a grupa exo-aminowa. Dlugosci wiazan
mieszczg sie w zakresie od 2,6 do 3,3 A. Dodatkowo konformacja G(syn) stabilizowana jest
przez wewnetrzne oddziatywanie grupy exo-aminowej z atomem tlenu grupy fosforanowej (3,0 A).
Dystans pomiedzy atomami C1’ wynosi 11,3 + 0,1 A, dla poréwnania pomiedzy parami G-C
wynosi 10,7 + 0,2 A. Kat A miedzy wigzaniem N-glikozydowym a linig taczaca atomy C1° jest
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3.8. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CGG

Rysunek 41. Upakowanie duplekséw (GCGGCGGC)y (A), [GC(8-BrG)GCGGCGGCJy, (B) i
[GC(8-BrG)GCGGCJy (C) w komorce elementarnej. W strukturze trijskosnej (A) 18 duplekséw moze
by¢ upakowane w sieci na dwa sposoby: w postaci diugiej pseudonieskoriczonej helisy (niebieski) bgdZ
rownomiernie w przestrzeni komorki elementarnej (Zolty). W strukturze jednoskosnej (B) w czesci
asymetrycznej znajduje sie pieé tanicuchéw GC(8-BrG)GCGGCGGC, ktore tworzg trzy dupleksy. Jeden
z nich (czerwony i réZowy) lezy na osi dwukrotnej. Wysokorozdzielcza struktura jednoskosna (C) w
czeSci asymetrycznej ma jeden dupleks.

réwny 33 £+ 4° dla G(syn), natomiast dla G(anti) 54 £ 3°. Oznacza to, ze reszta w konformacji

syn jest przesunieta w kierunku bruzdy matej natomiast druga reszta w kierunku bruzdy duzej.

Katy torsyjne « (okresla rotacje wokét wiazania P-O5%) i v (okresla rotacje wokdt wiazania
C5-C4’) reszty G(syn) sa nietypowe. Przyjmuja one odmienna konformacje. Typowa dla kata
a jest konformacja -sc, natomiast w strukturach obserwuje +ac, +ap lub w jednym przypadku
-ap (Rysunek 43). Oznacza to, ze jego wartos¢ waha sie od 107-182°, natomiast srednia wynosi
142° i jest to prawie po6t obrotu wiecej od standardowej wartosci -60° dla -sc. Z kolei kat ~y
jest albo +ap lub -ap co odpowiada wartosciom 152° lub -152°. Jest to okoto 120° wiecej od
typowej konformacji -sc. Innymi stowy oznacza to, ze wigzanie O5’-C5’ jest ,przekrecone” a szkielet

fosforanowo-cukrowy ,wyprostowany” (Rysunek 43).

Skutkiem lokalnego wyprostowania wigzania fosforanowo-cukrowego jest to, iz pierécienie
ryboz: G(syn) oraz sasiadujacej po jej 5’ stronie reszty cytozyny leza niemal w tej samej
plaszczyznie. Ponadto nastepuje lokalne ,rozwiniecie” helisy, ktore jest kompensowane w innym
miejscu dupleksu. W konsekwencji, srednia warto$¢ skretu helisy nie rézni sie od typowej.
Usredniona szerokosci bruzdy duzej wynosi dla natywnego dupleksu 17,9 + 0,9 A, dla dtuzszego
modyfikowanego 17,8 + 2,5 A i dla krétszego modyfikowanego 14,3 A. Z kolei bruzda mata ma
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3.8. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CGG

Rysunek 42. Para G-G. Jedna z reszt jest w konformacji syn @ jest nachylona w kierunku
bruzdy malej, natomiast druga jest w konformacji anti i jest wypchnieta w kierunku bruzdy duzej.
Reszty oddziatujg ze sobg dwoma wigzaniami wodorowymi. Dodatkowo istnieje jedno wigzanie
wewngtrzezgsteczkowe pomiedzy grupg exo-aminowq G(syn) a atomem tlenu jej grupy fosforanowey.

obrécone
wigzanie C5'-05'

Rysunek 43. Reszta guanozyny w konformacji syn (rézZowy) w otoczeniu strukturalnym. Wigzanie
pomiedzy atomami C5° i 05’ (niebieski) jest nietypowe. W rezultacie szkielet fosforanowo-cukrowy
znajduje sie w tej samej plaszczyinie co sgsiednia reszta cytydyny a kgt skretu helisy ulega zmniejszeniu.

szerokos$é¢ odpowiednio: 15,8 + 0,5 A, 154 + 0,5 A i 16,1 A. Sa to wartoéci typowe dla formy
A-RNA. Parametry helikalne sa zebrane w Tabelach 14, 15, 16 1 17.

3.3.7. Oddziatywania warstwowe

W dupleksach zawierajacych powtérzenia CGG wystepuja trzy rodzaje oddziatywan warstwo-
wych (Rysunek 44). Pierwsze z nich tworzy sie tylko miedzy sasiadujacymi ze soba kanonicznymi
parami CG/GC, ktérych zasady w duzym stopniu asocjuja ze soba. W pozostatych dwdch rodza-
jach oddzialywan zaangazowane sa pary G-G. Reszta G(syn) oddziatuje jedynie w matym zakresie
z resztami G i1 C znajdujacymi po jej stronie 5’. Podobnie jest w przypadku drugiej reszty G(anti),
ktorej pierscien zasady znajduje sie nad obiema sgsiadujacymi resztami po stronie 5’ podczas, gdy

po swojej stronie 3’ oddziatuje z pieciocztonowym pierécieniem guaniny.
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3.8. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CGG

Rysunek 44. Oddzialywania warstwowe pomiedzy parami typu Watsona-Cricka (A) oraz pomiedzy
parg G-C a parg G-G (B, C).

3.3.8. Efekt bromowania i dystrybucja konformacji par G-G

Wszystkie bromowane reszty guanozyn sa w konformacji syn. Oznacza to, ze utworzona jest
zawsze para 8-BrG(syn)-G(anti). W przypadku duplekséw niemodyfikowanej struktury para G-G
wystepuje w trzech mozliwych ultozeniach: G(syn)-G(anti), G(anti)-G(syn) lub jako statycznie
nieuporzadkowana (ang. statically disordered) mieszanina dwoch powyzszych konformacji (w
dwoch z 36 par) (Tabeli 18). W jednym dupleksie sa dwie pary G-G, z ktérych kazda przyjmuje
jedna z trzech powyzszych aranzacji. Oznacza to, ze w dupleksach obserwowane sa rézne
kombinacje konformacji obu par G-G. Najbardziej preferowana jest kombinacja symetryczna
(naprzemienna), tzn. za para anti-syn jest para syn-anti lub na odwrdét, za para syn-anti jest para
anti-syn (w 14 z 18 przypadkéw) (Tabeli 18), przy czym pierwszy wymieniony uktad wystepuje
nieznacznie czedciej (8 przypadkéw w stosunku do 6). W pozostalych czterech dupleksach, w
dwoch jest ulozenie asymetryczne, a w kolejnych dwoch jedna z par G-G jest nieuporzadkowana.
W strukturze [GC(8-BrG)GCGGCGGC];y srodkowe pary G-G sa niemodyfikowane. W dupleksie
C+D i E4E’ para ta jest nieuporzadkowana (mieszanina dwoéch konformacji), natomiast w

dupleksie A+B jest uporzadkowana (Tabela 18).

Parametry helikalne struktur modyfikowanych i niemodyfikowanych sa zblizone do siebie
(Tabele 14, 15, 16 i 17). Odzwierciedleniem tego jest warto$¢ odchylenia rmsd otrzymana po

natozeniu na siebie duplekséw, ktéra wynosi okoto 1 A.

3.3.9. Oddziatywania z roztworem i hydratacja

Eksponowana w kierunku bruzdy duzej krawedZ Watsona-Cricka reszty G(syn) oddziatuje z
jonem siarczanowym. W niektérych przypadkach natywnego modelu oraz dhuzszego modyfikowa-
nego dupleksu anion jest uporzadkowany, ale najczesciej jego orientacja jest nieokreslona. Mozna
go jednak odrézni¢ od czasteczki wody na podstawie rozmiaru i ksztaltu mapy gestosci elektro-
nowej oraz na podstawie jego odlegtosci od RNA (Rysunek 45). W wysokorozdzielczej strukturze,

gdzie w medium krystalizacyjnym nie ma anionéw siarczanowych, zlokalizowany jest dwuwarto-
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3.8. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CGG
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3.8. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CGG

Sciowy kation wapnia. Sfere koordynacyjna kationu stanowi cztery lub pie¢ czasteczek wody oraz
atom karbonylowy G(anti) (Rysunek 45). Dtugoéci wigzaii wodorowych wynosza 2,2-2,6 A. Gdy
jonu siarczanowego nie ma, krawedz Watsona-Cricka reszty G(syn) jest hydratowana przez trzy
czasteczki wody, ktére razem z guanozyng tworza w jednej plaszczyznie ,grzebien”. Analogiczna
sytuacja wystepuje wtedy, gdy nie ma jonu wapnia. Z atomami tworzacymi krawedZz Hoogsteena
oddziatujg dwie lub trzy uporzadkowane czasteczki wody. Interesujacy jest fakt, ze we wszystkich
strukturach, w ktérych obecny jest jon siarczanowy, bruzda duza ma szerokoéé 18 A, natomiast

dla posiadajacych Ca?t jest wezsza prawie o 4 A.

Rysunek 45. Oddzialywania par G-G z czgsteczkami rozpuszczalnika. W strukturze dupleksu
[GC(8-BrG)GCGGCJy zwigzal sie jon wapnia (zielony) (A), ktory oddzialuje z piecioma czgsteczkami
wody oraz z grupg karbonylowq reszty G(anti). W pozostalych dwdch strukturach eksponowana krawedz
Watsona-Cricka reszty G(syn) oddzialuje z jonem siarczanowym (B).

3.3.10. Powierzchnia potencjatu elektrostatycznego

Rozktad potencjatu elektrostatycznego wyglada podobnie jak w RNA zawierajacych powtorze-
nia CUG i CAG. Pionowe pasy potencjalu dodatniego i ujemnego przeplataja si¢ wzdtuz bruzdy
matej (Rysunek 46). Bruzda duza jest elektroujemna, ale znajduja sie w niej obszary o potencjale
dodatnim generowane przez eksponowana krawedz Watsona-Cricka G(syn) oraz poprzedzajaca ja
grupe exo-aminowa reszty cytydyny. Miejsce wigzania jonu siarczanowego odpowiada elektrodo-
datnim witasciwosciom G(syn), ktore wydaja sie by¢ wieksze niz dla sasiedniej cytozyny nieprzy-

ciggajacej zadnego anionu.
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8.4. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CCG

Rysunek 46. Przyklad powierzchni potencjalu elektrostatycznego obliczonej dla trzech dupleksow
[GC(8-BrG)GCGGCGGCJy. Jony siarczanowe (Zélty) wigzq sie do miejsc o potencjale dodatnim
generowanych przez eksponowang krawedZ Watsona-Cricka reszty G(syn).

3.4. Struktury RNA zawierajgce powtdrzenia CCG

Okredlenie struktury powtérzen CCG okazalo sie zadaniem naj-
trudniejszym poczawszy od krystalizacji po proces udoktadniania.
Ostatecznie rozwigzatam dwie struktury dupleksu (GCCGCCGC);
(rozdzielczo$é 1,54 A) oraz (GCCGECCCC), (rozdzielezosé 1,95 A)
zawierajacego modyfikowang reszte 4G z serii LNA (GE). LNA jest

syntetycznym analogiem reszty nukleotydowej, ktéry zawiera mostek
metylenowy taczacy atom tlenu 2’ pierscienia rybozy z atomem we-
Rysunek 47. Struktura

gla 4" (Rysunek 47). ,Zamkniecie” pierscienia cukrowego powodu-
reszty nukleotydowej z se-

§ je, ze jego konformacja, typowa dla formy A kwaséw nukleinowych
rit LNA.

(C3’-endo), zostaje usztywniona. Zauwazono, ze wzmacnia to oddzia-
tywania warstwowe pomiedzy zasadami azotowymi nukleotydow oraz

utatwia rearanzacje szkieletu fosforanowo-cukrowego. Innymi stowy zwieksza to zdolno$é¢ do hy-
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8.4. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CCG

brydyzacji oligomeru. Z powyzszych wzgledéw wprowadzitam nukleotyd z serii LNA, aby utatwié

tworzenie si¢ dupleksu i w efekcie jego krystalizacje.

3.4.1. Krystalizacja RNA zawierajacego powtérzenia CCG

Oba liofilizowane oligomery rozpuszczane byty w 200 mM lub 400 mM octanie amonu. Stezenie
koncowe RNA wynosito 1 mM. Nastepnie przeprowadzatam inkubacje w temperaturze 95 °C przez
5-10 minut. Oligomer schtadzany byt do temperatury pokojowej przez przynajmniej 20 minut.
Do niemodyfikowanego RNA przed krystalizacja dodawalam spermine do stezenia koncowego
25 mM. Krystalizowal on w temperaturze 30 °C z roztworu zawierajacego 10 mM octan magnezu,
MES pH 5,6 i 2,5 M (NH,)2SO,. Oligomer GCCGYCCGC wykazywal bardzo duzy potencjal do
krystalizacji. Udalo si¢ otrzymaé¢ monokrysztaly w réznych warunkach w temperaturze 19°C,
ale najwieksze i najlepiej rozpraszajace krystalizowaly w 10 mM MgCly,, MES pH 5,6 oraz

1,8 M LisSO4. RNA mieszany byl z roztworem rezerwuarowym w stosunku 1:1.

3.4.2. Pomiar danych dyfrakcyjnych i ich przetwarzanie

Pomiary dyfrakcyjne prowadzone byty w osrodku synchrotronowym BESSY w Berlinie na linii
BL14.1 (modyfikowany oligomer) i BL14.2 (niemodyfikowany oligomer) w temperaturze 100 K.
Jako krioporotektant uzyto 20% glicerol. Dla krysztatu dupleksu (GCCGCCGC), zarejestrowano
dane o sumarycznym kacie oscylacji 360° do rozdzielczosci 1,54 A. Obrazy charakteryzuja sie
maly liczbg reflekséw, co w efekcie, po przeprocesowaniu danych w grupie przestrzennej R3
daje tylko 5119 unikalnych obserwacji. Dla krysztatu oligomeru modyfikowanego zarejestrowano
réwniez dane z sumarycznym katem oscylacji 360 ° (Tabela 19). Grupe przestrzenna wyznaczono
jako P4,22 a maksymalna rozdzielczo$¢ wyniosta 1,95 A (tabela). Podczas rejestracji danych
zauwazytam, ze refleksy sa podtuzne, niekiedy o ksztalcie przecinkéw. Taka obserwacja moze
wskazywaé¢ na obecnos¢ efektu blizniaczenia lub moze $wiadczy¢ o lokalnym nieuporzadkowaniu
w sieci krystalicznej. Po przetworzeniu danych i przeanalizowaniu ich za pomoca programu
PHENIX.XTRIAGE nie stwierdzitam blizniaczenia.

3.4.3. Rozwigzanie struktur zawierajacych powtérzenia CCG

Obie struktury zostaly rozwiazane za pomoca programu PHASER. W obu przypadkach
uzytym modelem byt dupleks (GCUGCUGC);, lub jego fragment sktadajacy sie z czterech par.
Rozwiazaniem struktury niemodyfikowanej byl jeden dupleks w czesSci asymetrycznej, ktérego
z-score wynosit 83 a LLG = 231. Zaskakujace byto, ze w obliczong gestosé¢ elektronowsg mozna
byto wbhudowac¢ dwie nici ale, sktadajace sie z siedmiu zamiast osmiu nukleotydéw. Ponadto trudno
byto znalez¢ poczatek i koniec dupleksu. Mapa gestosci tworzyta cigglte kolumny helis, ktérych

najdtuzsze osie byly utozone réwnolegle do osi trojkrotnych. W zwiazku z tym, ze oligomer na
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8.4. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CCG

Tabela 19. Zestawienie statystyk otrzymanych po przetworzeniu danych dyfrakcyjnych oraz z procesu
udokladniania struktur zawierajgcych powtérzenia CCG.

Oligomer GCCGCCGC GCCG"CCGC
Zrédlo promieniowania BESSY BL 14.2 BESSY BL 14.1
Dhugosé fali (A) 0,91841 0,918
Grupa przestrzenna R3 P4,22
Parametry komorki (A) a=40,6 ¢c=56,1 a=42,0 c=281,7
Rozdzielczo$é (A) 30,0-1,54 (1,57-1,54) 20,0-1,95 (1,98-1,95)
Mozaikowos¢  (°) 0,3 0,85
e 0,051 (0,928) 0,067 (0,673)
<UVo(l)> 40,5 (3,2) 37 (2,2)
Kompletnosé (%) 99,9 (100) 99,8 (97.5)
Liczba unikalnych refleksow 5119 5762
Krotno$¢ danych 16,4 (12,3) 28 (15,6)
Refleksy > 36 (%) 82,6 (30,9) 77,8 (27,5)
Czynnik B z wykresu Wilsona (Az) 29,7 50,7
R (%) 24,35 24,9
Riee (%) 26,79 26,35
Liczba atoméw czasteczek RNA 303 514
Liczba czasteczek jonu siarczanowego - 2
Liczba czasteczek wody 19 19
Odchylenie rmsd od warto$ci idealnej

dhugosci wigzan (A) 0,023 0,018

katy (°) 2,05 2,609

koncu 5’ nie zawieral grupy fosforanowej w mapie gestosci elektronowej powinna by¢ | przerwa”.
Rozwigzanie tej zagadki nastapito po rozwigzaniu struktury dupleksu (GCCGYCCGC),. W tym
przypadku przy obliczeniach przeprowadzanych za pomocg programu PHASER, kluczowe okazato

sie wprowadzenie ograniczenia zakresu rozdzielczosci do 3,2 A.

3.4.4. Udokfadnianie struktur zawierajacych powtérzenia CCG

Proces udoktadniania obu struktur byt trudnym etapem badan. Podstawowym problemem
byty zbyt duze rozbieznosci pomiedzy czynnikami R. Przyczyna byt zbyt maty zbior reflek-
sow wybrany do obliczenia statystyk Ry, ktéry powinien zawiera¢ okoto 1000 refleksow.
Poczatkowo nie wyznaczytam zbioru Ry o zalecanej iloSci poniewaz wykluczalo to w tym
przypadku az jedna piata (20%) zarejestrowanych reflekséw z procesu udokladniania. Jednak
powyzsze wzgledy spowodowaly, ze zbiér ten odpowiednio powiekszytam do obliczania czyn-
nika Rjpe.. Proces udokladniania prowadzilam za pomoca programu PHENIX. Stownik za-
wierajacy opis stereochemiczny reszty G wygenerowalam przy pomocy serwera PRODRG?2
(http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/prodrg/submit.html). Statystyki zebrane sa w Tabeli 19.
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8.4. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CCG

3.4.5. Upakowanie czasteczek w sieci krystalicznej

W czedei asymetrycznej struktury romboedrycznej (niemodyfikowanej) znajduja sie dwie nici:
A 1 B, ktére wzgledem siebie sg przesuniete o trzy reszty nukleotydowe. Dodatkowo ostania reszta
8C w obu tancuchach jest nieuporzadkowana i jej lokalizacja nie zostata ustalona. W zwigzku z
powyzszym dupleks sktada si¢ z 5 par zasad. Taka strukture mozna opisaé¢ jako ,poslizgniety”
dupleks z niesparowanymi koncami 3’. W sieci krystalicznej niesparowane reszty 6C i 7G paruja
sie ze swoimi symetrycznymi odpowiednikami tworzac 4 dodatkowe pary (Rysunek 48). Powstajace
,ha zaktadke” pseudonieskonczone helisy uktadajg sie wzdtuz osi trojkrotnych. Podobnie jest w
strukturze tetragonalnej, w ktorej oligomer tworzy identyczne, ,poslizgniete” dupleksy przy czym
w czesci asymetrycznej znajduja sie trzy nici: C, D i E. Jedna z helis (E4+E’) utworzona jest przez
dwa symetryczne wzgledem siebie tanicuchy. Interesujace jest, ze w dupleksie C+D reszty 8C sa
uporzadkowane i zaangazowane w oddziatywania wewnatrz i miedzyczasteczkowe. Natomiast w nici
E, podobnie jak w strukturze romboedrycznej, reszta 8C jest nieuporzadkowana. W tetragonalnej
sieci krystalicznej sa dwa pasma pseudonieskoniczonych helis. Oba biegna rownolegle do ptaszczyzny
a-b ale wzgledem siebie sa obrécone o 90° (Rysunek 48). Symetryczne helisy oddziatuja ze soba
bruzdami matymi tworzac wiazania wodorowe oraz warstwowe (utworzone pomiedzy resztami 8C

tanicuchéw C i D).

>

TN
vo)
[

o

8=

3 —8 CL‘G—I
5 _ G-C-c®

G-C C-G~

C'G 3 C-G"

G C Ca-6

G-C 5G-C
C‘G5* C-GS' 3

G- C-C

3. C-G

-C

Gy

\

Rysunek 48. Struktura drugorzedowa oraz upakowanie czgsteczek w sieci krystalicznej struktury
romboedrycznej (niemodyfikowanej) (A) oraz tetragonalnej (modyfikowanej) (B). Szarym zaznaczono
nici symetryczne oraz nieuporzgdkowane reszty 8C. Krystalograficzna os dwukrotna zaznaczona jest
na rézZowo.

3.4.6. Konformacja RNA zawierajace powtérzenia CCG

W celu utatwienia jednoznacznego opisu i dalszych poréwnan wyznaczona przeze mnie helisa
sktada si¢ z 7 par zasad (analizowany dupleks) (Rysunek 49), na ktére przypada 6 par G-C oraz 1
para C-C. W takim dupleksie wyréznia sie dodatkowo jego rdzen (zawiera 5 par zasad), w ktérym

zachowana jest ciggtos¢ tancucha fosforanowo-cukrowego.
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Rysunek 49. Struktura przestrzenna oraz drugorzedowa analizowanych dupleksow zawierajgcych
powtorzenia CCG: niemodyfikowanego (A) i modyfikowanych (B). Kazdy z duplekséw sklada sie
z 7 par zasad z czego 5 par stanowi rdzen dupleksu, ktéry ma zachowang cigglosé tlancucha
fosforanowo-cukrowego. 0§ dwukrotna oznaczona jest elipsq.

W niemodyfikowanej strukturze helisa ma forme A-RNA, gdzie wszystkie reszty nukleotydowe
maja konformacje C3-endo a $rednia warto$é parametru Zp jest réwna 2,5 + 0,06 A. Srednia
warto$¢ kata skretu helisy jest réwna 34,7 + 3,3°, natomiast dla rdzenia dupleksu wynosi ona
33,3 + 2,4° (10,8 par zasad na jeden skret helisy) (Tabela 20). Podobnie w modyfikowanej
strukturze, dupleks E+E’ przyjmuje forme A (Zp wynosi 2,5 £+ 0,03 A), w ktérej wartos¢ kata
skretu helisy wynosi 33,7 4+ 0,4° (dla rdzenia helisy 33,8 + 0,5°). W dupleksie C+D 11 z 14 reszt
nukleotydowych ma pierscien cukrowy w konformacji C3’-endo, jedna C2’-exo oraz dwie C2’-endo
(konformacja typowa dla formy B-DNA), przy czym wartosci parametru Zp sa wieksze od 1,6 A
Ze wzgledu na ten fakt drugi dupleks, a przynajmniej jego rdzen, przyjmuje rowniez forme A-RNA,

jednakze pewne znieksztatcenia helisy sa widoczne (Rysunek 50). Odzwierciedlone jest to w takich
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8.4. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CCG

parametrach jak: propeller i buckle, ktore przyjmuja szeroki zakres wartosci odpowiednio: od -19,5°
do 2,6° oraz -16° do 22,4° (Tabela 21). Dla poréwnania dla wysokorozdzielczych struktur A-DNA
wynosza one -8,3° oraz -2,4° (131). Réwnie duzym zakresem wartosci charakteryzuje sie skret
helisy (33,6 £+ 11,8°) oraz w mniejszym stopniu odlegto$¢ pomiedzy plaszczyznami sasiadujacych
zasad (ang. rise) — 3,0 & 0,7 A. W dupleksie E+E’ parametry te przyjmuja bardziej zblizone

wartosci aczkolwiek propeller wynosi -14,4 + 4,9° i jest wyzszy od typowej wartosci.

Tabela 20. Parametry helikalne  struktur krystalicznych — duplekséw (GCCGCCGC)y i
(GOCCGECCGO)y. Odchylenie standardowe oznaczono jako s.d.

Odlegtos¢ miedzy
ptaszczyznami zasad (A)
A+B C+D E+E’| AtB C+D E+E’'| A+tB C+D E+E’| A+B C+D  E+E’
G-C 55 79 52 | 156 124 9,1 40,0 39,0 335 2,5 2,1 2,7
G-C 65 72 53] 138 16,1 8,7 322 30,2 338 2,7 3,6 3,2
C-G 69 63 49 | 128 10,0 8,1 31,66 293 334 2,7 2,6 2,9
C-C 6,7 52 56 | 133 8,5 7,3 32,6 404 334 2,7 2,6 2,8
G-C 64 42 54 | 142 127 9,9 36,9 143 344 2,4 4,1 3,1
C-G 65 49 62 | 128 157 12,1 | 349 484 334 2,5 2,8 2,5
C-G 66 61 64 ] 108 9,0 12,4 --- --- --- --- --- ---

Para |Przemieszczenie (A) Kat (°) Kat skretu helisy (°)

érednia | 64 60 56 | 133 121 97 | 347 336 337 | 26 3,0 2,9
s.d. 04 13 05| 15 31 19 | 33 11,8 04 | o1 0,7 0,3
rdzen | 66 56 55 | 134 126 92 | 333 286 338 | 26 32 3,0
s.d. 02 12 05| 06 34 19 | 24 108 05 | o1 0,8 0,2

pa—_

Rysunek 50. Struktura krystaliczna dupleksu modyfikowanego. Helisa ma forme A-RNA przy czym
niektore parametry helikalne przyjmujg nietypowe wartosci. W ramce przedstawiono przyktad, w ktorym
parametr buckle przyjmuje wartosci powyiej 12°.

3.4.7. Niestandardowe pary C-C

W kazdym z trzech dupleksow znajduje si¢ jedna para C-C i kazda z nich paruje sie¢ w inny

sposob. W strukturze niemodyfikowanej jedna z reszt cytydyn nachyla sie w kierunku bruzdy
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8.4. Struktury RNA zawierajgce powtorzenia CCG

Tabela  21.  Parametry helikalne  struktur  krystalicznych — duplekséw — (GCCGCCGQC)s
(GCCGE CCGQ)y. Odchylenie standardowe oznaczono jako s.d.
Para Propeller (°) Buckle (°) Opening (°)
A+B C+D E+E’| A+tB C+D E+E’| A+tB C+D E+E’
G-C -13,0 -7,7 -12,7] -1,7 -44 0,6 2,6 32 22
G-C -11,6 0,6 971 -1,7 -16,0 -54 0,1 520 -1,2
C-G 9,1 -143 -180| -14 -0,7 -53 1| -04 -04 -2,7
C-C -11,9 -19,5 -21,6| -1,2 -13,0 0,0 |-12,5 -229 -6,2
G-C -7,8  -143 -180| 45 -123 53 03 -3,1 27
C-G -144 2,6 -8,2 49 224 64 -0,1  -0,6 -L,5
C-G -143 93 -12,7] 24 12,1 -0,6 5,3 -0,8 2,2
Srednia | -11,7 -8,8 -144] 0.8 -1,7 0,1 -0,7 52 2,7
s.d. 2,5 8,1 4,9 3,0 143 4,6 5,6 8,0 1,6
rdzen |-11,0 -9,0 -151}| 1,0 -39 02 | -25 -64 -29
s.d. 2,6 9,9 5,8 3.4 15,8 5.6 5,6 9,4 2,0

matej. Jej kat A\ rowny jest 38,9° a parametr opening wynosi -12,5° i jest to najmniejsza wartosé
wyznaczona dla wszystkich par w dupleksie (Tabela 21). Reszty oddzialuja stabym wiazaniem
wodorowym (3,6 A), ktore utworzone jest pomiedzy grupa ero-aminowa N4 nachylonej cytydyny
a atomem N3 drugiej reszty. W takiej konformacji grupy ezo-aminowe obu reszt znajduja sie w
bliskim sgsiedztwie w wyniku czego dochodzi miedzy nimi do oddziatywania. Odlegtos¢ pomiedzy
atomami N4 wynosi 3,3 A, a pomiedzy atomami wodoru H1 (znajduje sie po stronie krawedzi
Watsona-Cricka) nachylonej reszty i H2 (znajduje sie po stronie krawedzi Hoogsteena) drugiej
2,2 A. Grupy te dopasowaly sie zatem swoim ksztattem do siebie. Wspomniany atom H2 znajduje
sie w przestrzeni utworzonej pomiedzy atomami wodoru drugiej grupy i oddzialuje z atomem

azotu. Mozna to opisa¢ jako ,zakleszczenie” grup ero-aminowych (Rysunek 51).

W dupleksie C+D struktury (GCCGECCGC) réwniez jedna z reszt cytydyn (z nici D) jest
nachylona w kierunku bruzdy matej (A = 30,8°; opening = -22,9°). Konformacja ta stabilizowana
jest przez oddziatywanie grupy karbonylowej nachylonej cytydyny z grupa ero-aminows reszty
8C (ni¢ C), ktéra ulokowana jest w bruzdzie matej tego dupleksu. Pomiedzy para C-C jest jedno
wiazanie wodorowe (3,1 A) utworzone pomiedzy atomami N4 nachylonej reszty a N3 drugiej
cytydyny (Rysunek 51). Atomy azotu obu grup ezo-aminowych znajduja sie dalej od siebie (3,5 A)
niz w wyzej opisanej parze C-C, natomiast dystans pomiedzy atomami H1 nachylonej cytydyny a
H2 drugiej reszty C nieznacznie sie zwiekszyt (o 0,1 A). Wzajemne utozenie grup exo-aminowych
jest odmienne. Atomy azotu oraz atomy H1 i H2 (Rysunek 51 panel D) nie znajduja sie w jednej
plaszczyZznie (Rysunek 51 panel H). Mijaja sie¢ w przestrzeni, co odzwierciedla parametr propeller,
ktéry wynosi -19,5° (Tabela 21). Oznacza to, ze plaszczyzny pierScieni zasad sa w znacznym

stopniu skrecone wzgledem siebie (jak $migta samolotu).
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C

3,7)
P, 4,1
P 5.2) :

Rysunek 51. Pary C-C dupleksu A+B (A, D, G), C+D (B, E, H) oraz E+E’ (C, F, I).Kazda z par
C-C oddziatuje w inny sposéb. W strukturze romboedrycznej pomiedzy resztami jest prawdopodobnie
jedno stabe wigzanie wodorowe (A). Atomy wodoréw reszt exo-aminowych sq w bliskim sqsiedztwie.
Atom H1 nienachylonej cytydyny jest zakleszczony pomiedzy atomami wodoréw drugiej cytydyny (D).
W strukturze tetragonalnej jedna z par tworzy réwniez jedno wigzanie wodorowe (B), przy czym
atomy wodoréw mijajqg sie w przestrzeni na skutek skrecenia plaszczyzn zasad wzgledem siebie (E,
H). Druga para struktury tetragonalnej prawdopodobnie nie tworzy wigzan wodorowych (C). Jedynie
atomy wodoréw H1 sq w bliskim sqsiedztwie (F) ale znajdujq sie w innych plaszczyznach (I).

Trzecia para C-C znajdujaca si¢ w dupleksie E+E’ jest symetryczna nie tylko chemicznie,
ale rowniez w sposobie parowania sie oraz krystalograficznie. Obie reszty sg lekko nachylone w
kierunku bruzdy matej (A = 46,5°; opening = -6,2°) (Rysunek 51). Te same grupy funkcyjne
obu reszt, ktore nalezg do krawedzi Watsona-Cricka, sa naprzeciw siebie. Dystans pomiedzy
poszczegdlnymi grupami wynosi dla N4---N4 3,7 A, dla N3---N3 4,1 A i dla 02---02 5,2 A.
W przypadku atoméw N4 jest jeszcze mozliwe istnienie stabego oddziatywania pomiedzy nimi,
natomiast pomiedzy pozostalym atomami jest to mato prawdopodobne. Plaszczyzny zasad sa
skrecone wzgledem siebie o0 -21,6° (Tabela 21), co powoduje, ze atomy wodorowe H1 w pewnym

stopniu mijaja sie w przestrzeni pomimo bliskiej odleglosci wynoszacej 1,9 A.

Wspélng cecha par C-C jest to, ze tworzg one region dwuniciowy podobnie jak pary G-C.
Odlegtoé¢ pomiedzy atomami C1’ sparowanych reszt cytydyn wynosi od 10,7-10,9 A i jest
ona nieznacznie wieksza od $redniej odlegloéci C1-C1’ par G-C (10,6 A) w obu strukturach
krystalicznych.
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3.4.8. Uporzadkowane pary 8C

W dupleksie C+D struktury tetragonalnej reszty 8C sg uporzadkowane. Obie reszty ,wywijaja
si¢” na zewnatrz helisy, lokujac si¢ w bruzdzie malej (Rysunek 52). Pierscienn cukrowy reszty
8C z tancucha C jest utozony za zewnatrz w stosunku do bruzdy w kierunku rozpuszczalnika,
natomiast jego zasada azotowa skierowana jest w strone bruzdy malej. Mozna powiedzie¢, ze
reszta ta niejako ,nurkuje” w kierunku powierzchni bruzdy matlej. Z kolei druga reszta ,lezy”
swoja strona 5’ na powierzchni bruzdy. Strona 3’ (,przéd” nukleotydu) oddzialuje natomiast
z bruzda malg symetrycznego dupleksu C’+D’. Wywiniecie sie reszt powoduje zmiane biegu
tancucha fosforanowo-cukrowego oraz zmiang konformacyjna pierscienia rybozy reszt 7G z typowej
dla A-RNA C3’-endo na C2-endo (typowej dla formy B-DNA). Reszta 8C z tancucha C
tworzy wiazania wodorowe z dwiema resztami: 5C z tancucha D oraz z 6C z tancucha C. Dwa
wigzania wodorowe utworzone sa pomiedzy grupa ero-aminowa wywinietej reszty a grupami
karbonylowymi cytydyn (Rysunek 52). Druga reszta 8C oddzialuje z sasiednia reszta 7G za pomoca
trzech oddziatywan wodorowych utworzonych pomiedzy grupa karbonylowa O2 cytydyny a grupa
ero-aminows guanozyny oraz pomiedzy atomami pierécieni cukrowych: O4’---C17 i C4’--- 04’
Obie reszty 8C oddziatujg réwniez ze sobg w sieci krystalicznej. Tworza one oddziatywania
warstwowe typu edge-to-face przy czym kat pomiedzy pierscieniami cytozyn wynosi okoto 60 °.
Dodatkowo oddziatuja ze soba wiazaniem wodorowym utworzonym pomiedzy atomem O2’ reszty
z tancucha C i atomem N4 drugiej cytydyny (Rysunek 52). Symetryczne dupleksy oddziatujg ze
soba w dwoch miejscach resztami 8C i wraz z jeszcze jednym wigzaniem wodorowym, pomiedzy

atomami O2’ reszt 5C, tworza miejsce kontaktu miedzy tymi dupleksami w sieci krystalicznej.

3.4.9. Modyfikowane reszty 4G z serii LNA

W strukturze tetragonalnej reszty 4G sa nukleotydami z serii LNA. Ze wzgledu na obecnosé
mostka metylenowego ich pierscien cukrowy ma usztywniong konformacje C3’-endo, ktéra
odpowiada formie A-RNA. Wprowadza to ograniczenia w ruchomosci katéw torsyjnych rybozy,
natomiast pozostawia w dalszym ciggu labilnos¢ wiazania fosfodiestrowego. Katy torsyjne reszt
G w tanicuchu C oraz E sg typowe natomiast dla reszty G w tancuchu D katy o (okreéla rotacje
wokét wiagzania P-O5’), § (okresla rotacje wokét wiazania O5-C5H’) i« (okresla rotacje wokot
wiazania C5’-C4’) maja inne wartosci niz typowe dla formy A-RNA. Kat o wynosi 114° (typowa
wartosé -68°), 3 jest réwny -120,5° (typowa wartosé¢ 178°) a v ma -156,3° (typowa wartosé¢ 54 °).
Odksztalcenie tego fragmentu tancucha polega na obrocie prawie o 180° wigzania O5-C5’ oraz
na translacji atoméw P i C5” wzgledem pierscienia rybozy (Rysunek 53). Typowo atomy P, O5’
C5 1 C4’ s niemalze w jednej linii, natomiast w obserwowanej strukturze nie mozna poprowadzi¢
prostej przez te atomy. Taka konformacja lancucha fosforanowego wypycha nieco reszte GF w
kierunku bruzdy duzej w stosunku do sasiadujacych z nig po obu stronach reszt cytydynowych

(Rysunek 53). Rzutuje to na warto$é¢ kata skretu helisy, ktéry pomiedzy parg G-C i GE-C wynosi
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Rysunek 52. Uporzqgdkowane reszty 8C dupleksu C+D znajdujg sie na zewngtrz helisy w bruzdzie
malej(A). Nukleotyd 8C z nici C oddzialuje z dwiema resztami cytydynowymi (C), natomiast z nici
D tworzy trzy wigzania wodorowe z sqsiedniq resztq guanozyny (D). Pomiedzy dwiema symetrycznymi
helisami sq trzy miejsca kontaktu: dwa oddzialywania warstwowe wywinietych reszt oraz jedno wigzanie
wodorowe pomiedzy grupami hydroksylowymi reszt 5C (B).

zaledwie 14,3° (Tabela 20). Lokalne rozkrecenie helisy jest kompensowane w strukturze dupleksu
w innych miejscach. Jedynym parametrem helikalnym, jednoznacznie skorelowanym z obecnodcia
modyfikowanych reszt, jest roll (Tabela 22). Jego wartosé, wyznaczona pomiedzy sasiadujacymi
parami C-G i GE-C, jest wicksza o 10,4° od éredniej wyznaczonej dla pozostatych skokéw (ang.
step) helisy (3,8 £ 2,2°).

3.4.10. Oddziatywania z rozpuszczalnikiem

Ze wzgledu na stabsza jako$¢ danych krystalograficznych, w obu strukturach powtérzen
CCG wmodelowano niewiele czasteczek rozpuszczalnika. Niemniej w modyfikowanym dupleksie
zlokalizowane sa dwie czasteczki jonu siarczanowego. Jeden z nich znajduje sie w bruzdzie
duzej dupleksu C+D i oddziatuje z grupami ero-aminowymi reszt cytydynowych w pozycji 2
i 3 tancucha C oraz jedna czasteczka wody (Rysunek 54). Drugi anion zostal zlokalizowany

w bruzdzie matej reszty GP tancucha D, ktéra ma odksztalcony taticuch fosforanowy (vide
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Rysunek 53. Reszta 4G z nici D, ktorej kqty torsyjne o, B i v przyjmuwje nietypowe wartoci.
Atomy fosforu, tlenu O5’, wegla C57 i C4’ nie znajduje sie w jednej linii (A). Atom fosforu jest
przesuniety wzgledem pierscienia cukrowego w kierunku sgsiadujgcej reszty po stronie 5. Nastgpil
réwniez obrdt wokdt wigzania O5°-C5°. Taka konformacja powoduje, zZe piericier modyfikowanej reszty
jest przesuniety (strzatka) w kierunku bruzdy duzej (B).

Tabela 22. Zestawienie wartosci parametru roll dupleksow zawierajgcych powtorzen CCG. Odchylenie
standardowe oznaczono jako s.d.

Skok Roll ()
A+B  C+D E+E’
CcC/GG | 103 25 53
cGYieGg| 8 162 147
GPcicc| 89 62 13
ccccl 104 61 13
cGieg®P| 33 104 156
GG/CC | 64 59 47

Srednia | 7,9 7,9 7,1
s.d. 2,7 48 64

podpunkt 3.4.9: Modyfikowane reszty 4G z serii LNA). Anion siarczanowy tworzy dwa wiazania
wodorowe z modyfikowanym nukleotydem. Jedno z nich utworzone jest z grupa ezo-aminowsg
reszty guanozyny, natomiast drugie z atomem O2’, ktéry wchodzi w sktad mostka metylenowego
(Rysunek 54). Jon SO, %~ oddziatuje réwniez z atomem O4’ sasiedniej reszty 5C oraz z czasteczka
wody. Niewykluczone, ze stabe wiazanie wodorowe (3,8 A) istnieje rowniez pomiedzy grupa 02’

,wywinietej” reszty 8C z nici C a jonem siarczanowym.

3.4.11. Oddziatywania warstwowe

Pomiedzy modyfikowanym a niemodyfikowanym dupleksem istnieje réznica w rozktadzie
oddziatywan warstwowych (Rysunek 55). W przypadku niemodyfikowanej struktury oddziatywania
te sa typowe dla A-RNA. W parach typu Watsona-Cricka pierscienie zasad znajduja sie w znacznym
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Rysunek 54. Oddzialywania jondw siarczanowych z dupleksem C+D struktury modyfikowanej.
Jeden z aniondw oddzialuje z dwiema resztami cytydynowymi laricucha D (A), natomiast drugi z
modyfikowang resztg G* z laricucha C oraz prawdopodobnie z resztq 8C z taricucha D (B).

stopniu nad soba (powierzchnia pokrycia > 5,3 A2), natomiast pary C-C tworza oddziatywania
warstwowe z sasiednimi parami w ograniczonym stopniu (maksymalna powierzchnia pokrycia
wynosi 0,7 AQ). W modyfikowanych dupleksach rozktad asocjujacych ze sobg powierzchni zasad
jest bardziej réwnomiernie roztozony. Najwicksza powierzchnie pokrycia maja reszty GZ, ktore po
stronie 3’ oddziatuja z cytozyna a po stronie 5 z reszta guanozyny znajdujaca si¢ na przeciwnej
nici (wyjatkiem jest reszta GL z nici C, ktéra oddziatuje z sasiednia reszta cytydyny). Pary C-C,
w przeciwienstwie do natywnej struktury, tworza rozlegte oddzialywania z sgsiednimi resztami z

tego samego ancucha (maksymalna powierzchnia pokrycia wynosi 7,7 Az).

Rysunek 55. Przyklady oddzialywar warstwowych w strukturze niemodyfikowanej (A, B) oraz
modyfikowanej (C, D). Reszty cytydynowe sq zielone, reszty guanozynowe fioletowe a G* rézowe.
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3.4.12. Ksztaft powierzchni i rozktad potencjatu elektrostatycznego

Powierzchnie potencjatow elektrostatycznych obu struktur sa bardzo podobne do siebie
(Rysunek 56). W bruzdzie matej przeplataja sie pionowe pasy o potencjale negatywnym i dodatnim
rownolegte do dtugiej osi helisy. Pasma potencjaléw generowane sa przez odpowiednie grupy
funkcyjne par G-C i C-G. W $rodkowej czesci bruzdy brakuje jednego pasma o potencjale dodatnim,
poniewaz znajduja sie tam pary C-C, ktére w tym kierunku eksponuja grupy karbonylowe o
potencjale ujemnym. Ponadto, w tym miejscu znajduje si¢ charakterystyczne wgtebienie, ktore
otacza krawedzie Watsona-Cricka obu reszt cytydyn. W dupleksie C+D znajduja sie wywiniete
reszty 8C, ktore zaburzaja obraz powierzchni potencjalu bruzdy maltej. Niemniej, wglebienie i
ujemny potencjal wokét par C-C jest zachowany oraz do pewnego stopnia zostaly zachowane
pionowe naprzemienne pasy potencjatow. Do tego dupleksu wiaze sie jon siarczanowy, ktéry
znajduje si¢ w zaglebieniu o potencjale dodatnim utworzonym przez reszte 8C z nici C oraz grupe
ezo-aminowg 4G’ z tancucha D. Rozktad potencjatu w bruzdzie duzej jest bardziej réznorodny. W
strukturze niemodyfikowanej w srodkowej czesci znajduje sie duze pasmo o potencjale dodatnim,
generowane przez sasiadujace ze soba na obu niciach reszty cytydynowe. W modyfikowanych

dupleksach obszar ten jest mniej elektrododatni i w mniejszym stopniu zarysowany.

Rysunek 56. Powierzchnia potencjalu elektrostatycznego niemodyfikowanego (A, B) oraz modyfiko-
wanego dupleksu (C, D). W bruZdzie malej znajduje sie zaglebienie (strzalka), ktore utworzone jest
przez pary C-C (A, D). W srodkowej czesci bruzdy duzej struktury romboedrycznej znajduje sie obszar o
dodatnim potencjale elektrostatycznym generowany przez grupy exo-aminowe reszt cytydynowych (B).
W strukturze modyfikowanej zwigzaly sie dwa jony siarczanowe (Z6tty) (C).
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3.5. Opracowanie metody stabilizacji struktur spinkowych RNA

w warunkach krystalizacji

3.5.1. Zaprojektowanie sekwencji oligomeréw RNA tworzacych strukture spinki

Do opracowania metody stabilizacji formy spinki tworzonej przez czasteczki RNA uzywatam
oligomery zawierajace powtoérzenia CUG. W pierwszym etapie pracy zaprojektowatam dwa typy

oligomerow roznigce si¢ miejscem ligacji. Sekwencje tych oligomeréw sa nastepujace:
5 pGCU GCU GCU GCU GCU GCC GCG SCG CG2’OMe 3’ — skrocona nazwa DNAL

5pUGC UGC UGC CGC GSC GCG GCU GCU GC 3’ — skrocona nazwa RNAL, gdzie S

oznacza tacznik.

Oligomer DNAL posiada miejsce ligacji w obszarze dwuniciowym (Rysunek 57 panel A), co
wymagane jest przy stosowaniu ligazy DNA z faga T4. Dodatkowo aby poprawi¢ wydajnosé¢ reakcji
cyrkularyzacji, ostatnia reszta guanozyny posiada grupe metylowa w pozycji 2’ zamiast grupy
hydroksylowej (132). Obecnos¢ tej grupy jest réwniez istotna w reakcji ligacji chemicznej, poniewaz
blokuje mozliwos¢ powstania nieprawidlowego wigzania fosfodiestrowego 5’-2” faworyzujac tym
samym typowe 5-3’. Drugi oligomer postuzyt do testowania reakcji ligacji przy uzyciu T4 RNA
ligazy. Miejsce ligacji znajduje sie w obrebie petli apikalnej (Rysunek 57 panel B). Obydwa

oligomery zawieraja na koncu 5’ grupe monofosforanowa wymagana do reakcji ligacji.
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Rysunek 57. Struktura drugorzedowa oligomeru DNAL (A) i RNAL (B) z zaznaczonymi miejscami
ligacyi.

W sekwencje RNA wtlaczane byty dwa rézne taczniki: glikol heksaetylenu (EG6, spacer 18)
oraz pochodna eterowa stilbenu. EG6 jest komercyjnie dostepny, natomiast pochodna stilbenu
zostala zamdéwiona na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza. Niestety okazato

sie, ze wydajnos¢ syntezy oligomeru z tacznikiem stilbenowym byta bardzo niska. Nastepowato
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hamowanie reakcji wydtuzania po przyltaczeniu tacznika do tancucha oligomeru. Prawdopodobnie
przyczyna byta niestabilnos¢ uktadu stilbenowego. Na tym etapie zakonczytam proby otrzymania

oligomeru z tym tacznikiem.

Po syntezie chemicznej, oligomery bylty odblokowywane i oczyszczane wedtug standardowej
procedury, ktora sktadata sie z nastepujacych etapow:
— odciecie od podtoza i zdjecie zasadolabilnych grup ochronnych,
— zdjecie grupy sililowej,
— odsalanie przy uzyciu kolumienek NAP-25,
— oczyszezanie z wykorzystaniem elektroforezy w 12% zelu poliakryloamidowym w
warunkach denaturujacych,

— elucja i odsalanie.

Masa oligomeréw potwierdzana byta za pomoca spektrometrii mas (Rysunek 58).
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Rysunek 58. Widma masowe oligomeréw DNAL (A) o masie 8412,8 daltonéw ¢ RNAL o masie
8396,8 daltonéw (B).

3.5.2. Testowanie i optymalizacja reakcji cyrkularyzacji oligomeru

Oligomery DNAL i RNAL zostaly wykorzystane do przetestowania reakcji cyrkularyzacji

trzema sposobami: chemicznie oraz enzymatycznie z wykorzystaniem ligazy DNA lub RNA z faga
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T4. Ligacja chemiczna prowadzona bylta w obecnosci jonéw niklu, imidazolu oraz bromocyjanu
przez noc w temperaturze 4°C (3). Cyrkularyzacje enzymatyczna przeprowadzatam wedtug
protokotu zawartego w ksiazce Handbook of RNA Biochemistry (133). Najwydajniejsza reakcja
(powyzej 80%) okazata sie ligacja przy uzyciu ligazy RNA (Rysunek 59).

BB K L
“ —substrat

S — produkt

Rysunek 59. Obraz rozdziatu elektroforetycznego reakcyi ligacji. Zaznaczono wysokosci odpowiadajgce
substratowi. BB-—barwnik blekit bromofenolowy, ktéry migruje w 8% denaturujgcym zelu poliakrylo-
amidowym jak oligomer o dlugosci 19nt; K—kontrola reakcji, L—reakcja ligacji.

W celu potwierdzenia otrzymania zcyrkularyzowanego produktu przeprowadzitam szereg
eksperymentéw. Pierwszy z nich polegal na przeprowadzeniu reakcji kontrolnych, w ktoérych
brakowato jednego z kluczowych komponentéw: ligazy RNA lub ATP (Rysunek 60). W reakcjach,
w ktérych brakowalo enzymu lub ATP nie powstal zcyrkularyzowany produkt. W kolejnym
eksperymencie wykorzystalam ograniczong hydrolize jonami Mg?™ w obecnoéci formamidu, ktéra
powoduje przerwanie wiazania fosfodiestrowego w dowolnym miejscu czasteczki. Warunki reakcji
muszg by¢ tak dobrane, aby hydroliza zaszta tylko w jednym miejscu oligomeru. W tym
wypadku skutkiem reakcji byto uzyskanie substratu z produktu na podstawie poréwnania migracji
w zelu poliakryloamidowym, co potwierdzalo otrzymanie zligowanego produktu (Rysunek 61).
Przeprowadzitam réwniez eksperyment z wykorzystaniem alkalicznej fosfatazy, ktora usuwa grupe
monofosforanowa znajdujaca sie na koncu 5’ czasteczek RNA. Zaréwno substrat jak i produkt
wyznakowane byly radioaktywnym izotopem 32P, co pozwalalo na monitorowanie dzialania
enzymu. Grupa fosforanowa moglta by¢ usunieta jedynie w przypadku substratu, czego efektem
bytby zanik sygnatu radioaktywnego. Po rozdziale reakcji w zelu poliakryloamidowym, otrzymatam
autoradiogram, w ktérym na wysokosci substratu nastapit zanik sygnatu radioaktywnego.
Dodatkowo obecnos¢ oligomerow, szczegdlnie tych zdefosforylowanych, monitorowalam poprzez
barwienie zelu za pomoca odczynnika Sybr Green II (Rysunek 62). Potwierdzilam réwniez
mase zcyrkularyzowanego RNA za pomoca spektrometrii mas MALDI-TOF MS (Rysunek 63).
Otrzymany rezultat przy stosunkowo duzej masie oligomeru zawieral duzy blad pomiarowy. Na
jego podstawie mozna jednak byto stwierdzi¢, ze oligomer posiadat spodziewana mase okoto 8000

daltondow.
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L K (-ATP) K (-enzym) K

g . e — substrat

o — produkt

Rysunek 60. Obraz rozdzialu elektroforetycznego szerequ reakcji kontrolnych: L—Sciezka reakcyi

ligacji; K (-ATP)—reakcja prowadzona bez ATP; K (-enzym)—reakcja prowadzona bez enzymu;
K—substrat przed reakcjq ligacyi.
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Rysunek 61. Ograniczona hydroliza jonami Mg** w formamidzie: substratu (L1) oraz zcyrkularyzo-
wanego oligomeru (L2). Literq K zaznaczono odpowiednio linie kontrolne.

KiR1 K2 R2 K3 R3 K1 R1 K2 R2 K3 R3
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Rysunek 62. Defosforylacja substratu i produktu. Na panelu A przedstawiono autoradiogram, na
ktorym w Sciezkach reakcji defosforylacji z substratem nastepuje zanik sygnatu radioaktywnego. Panel
B przedstawia obraz otrzymany po barwieniu tego samego Zelu za pomocg odczynnika Sybr Green
II. Sciezki: K1—reakcja kontrolna z substratem bez enzymu; R1—reakcja z substratem; K2—reakcja
kontrolna mieszaniny substrat i produkt bez enzymu; R2—reakcja mieszaniny substratu i produktu;
K8—reakcja kontrolna produktu bez enzymu; R3—reakcja z produktem.
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Rysunek 63. Widmo masowe zcyrkularyzowanego oligomeru.

3.5.3. Opracowanie metody oczyszczania zcryrkularyzowanego oligomeru.

Oczyszczanie RNA jest etapem, w ktéorym obrana metoda powinna by¢ jednoczes$nie
najbardziej wydajna (nie powodowaé znacznych strat materiatu) oraz dawaé¢ mozliwie najczystszy
produkt. Do oczyszczania kwaséw nukleinowych najczesciej stosuje sie elektroforeze w zelu
poliakryloamidowym. Jest to metoda stosunkowo prosta do przeprowadzenia i niedroga. Jej wada
jest niska wydajnosé elucji czasteczek z zelu. Alternatywnie, szczegdlnie w przypadku oczyszczania
preparatywnego, mozna wykorzysta¢ techniki chromatograficzne, ktore sg bardziej wydajne,
ale dobor odpowiedniej metody, ztoza czy warunkéw rozdzialu bywa czasochtonny i trudny do

osiggniecia.

W celu znalezienia najlepszego sposobu oczyszczania zcyrkularyzowanego oligomeru wyprobo-

watam szereg metod chromatograficznych. Stosowatam nastepujace metody rozdziatu:

— uktad faz odwréconych,
— saczenie molekularne — ztoza: superdex 75, superdex 200,

— chromatografia jonowymienna - ztoza: DEAE celuloza, hydroksyapatyt.

Wszystkie préby oczyszczania chromatograficznego zakonczyty sie niepowodzeniem. Substrat
i produkt mialy ten sam czas retencji oraz podobne powinowactwo do zloza. Oznacza to, ze
wyplywaty z kolumny w postaci pojedynczego piku (Rysunek 64). Prawdopodobnie oba oligomery
posiadaly podobny promien hydrodynamiczny oraz taka samg ilos¢ tadunkow.

W zwiazku z powyzszym podjetam proby réznicowania substratu od produktu metodami bio-
chemicznymi stosujac np. defosforylacje niezligowanego oligomeru (zmniejszenie ilosci ujemnych
grup fosforanowych) czy specyficzna degradacje substratu za pomoca nukleazy RNA o aktywnosci
5'—3’ egzonukleazy, ktora trawi tylko te RNA, ktére posiadaja monofosforan na koncu 5’ (Termi-

nator Exonuclease). Oba podejscia réwniez si¢ nie sprawdzity, poniewaz w pierwszym przypadku
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Rysunek 64. Przykladowy rozdzial chromatograficzny mieszaniny ligacyjnej na kolumnie ze zloZem
superdezr 200. Kolorem niebieskim zaznaczono wykres absorpcji, natomiast kolorem zZéttym zaznaczono
wykres konduktometrii podczas rozdziatu. Pikowi A odpowiada mieszanina substrat i produkt. Pik B
zawiera ATP i ADP.

defosforylacja nie réznicowata substratu i produktu, a nukleaza dzialala niespecyficznie i trawita
zaréwno substrat jak i produkt. Z powyzszych przyczyn preparatywne oczyszczanie zcyrkularyzo-
wanego RNA przeprowadzatam w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych. Jest to

jedyna znana metoda, ktora pozwolita na rozdzielenie substratu od produktu mieszaniny ligacyjne;j.

3.5.4. Otrzymywanie ligazy RNA z faga T4

Do otrzymania, w skali preparatywnej, zcyrkularyzowanego oligomeru potrzebna jest duza
iloé¢ enzymu. Przykltadowo na 40 nanomoli substratu zuzywa si¢ 3300 jednostek enzymu czyli
trzy i jedng trzecig fiolki ligazy RNA z firmy Fermentas. Do wstepnej krystalizacji obejmujacej 48
roznych warunkéw potrzeba przynajmniej trzy razy wiecej produktu. W celu obnizenia kosztow,
postanowitam otrzymywac enzym poprzez nadekspresje w bakteriach F. coli. Wektor zawierajacy
sekwencje genu ligazy RNA z faga T4 otrzymalam od prof. Petera J. Unrau z Uniwersytetu
im. Simona Frasera w Kanadzie. Nadekspresje i oczyszczanie enzymu prowadzitam zgodnie z

protokotem opracowanym przez Q. S. Wang i P. J. Urnau (134) (Rysunek 65).

Eksprymowane biatko posiada znacznik histydynowy, co umozliwia jego oczyszczenie przy
zastosowaniu jednego etapu chromatografii powinowactwa do jonéw niklu. Przygotowane klarowne
supernatanty lizatow komoérkowych nanositam na kolumne ze ztozem agarozowym Ni-NTA. Enzym
eluowatam ze zloza buforem ze wzrastajacym stezeniem imidazolu. Frakcje zawierajace ligaze RNA

identyfikowatam za pomocy elektroforezy SDS-PAGE. Otrzymany enzym byt zanieczyszczony
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innymi biatkami, ale w zwiazku z tym, ze byl aktywny na poziome podobnym do komercyjnie

dostepnego enzymu, nie podjetam dalszych prob doczyszezania biatka.
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Rysunek 65. Oczyszczony enzym ligazy RNA z faga T4 (masa enzymu 43kDa). Sciezke z markerem
wysokosci (kDa) zaznaczono literqg M.

3.5.5. Procedura otrzymywania stabilnej formy spinki RNA

Opracowana przeze mnie procedura otrzymywania stabilnej formy spinki RNA w nanomolar-

nych ilosciach odbywata sie wedtug nastepujacego protokotu:

przeprowadzenie reakcji cyrkularyzacji oczyszczonego substratu za pomoca RNA

ligazy z faga T4,

zageszczanie reakcji,

usuwanie enzymu poprzez ekstrakcje fenol/chloroform,
odsalanie,

zageszczanie,

elektroforeza w zelu poliakryloamidowym,

elucja,

zageszczanie,

odsalanie i zageszczanie.

3.5.6. Otrzymanie zcyrkularyzowanego oligomeru metoda klik

Testy reakcji klik przeprowadzatam na oligomerze DNA, poniewaz chemiczna synteza DNA

jest tansza i ma lepsza wydajnos$¢. Sekwencje oligomeru zaprojektowalam tak, aby w trzonie spinki

sktadajacym sie gtéwnie z par G-C znajdowalo sie miejsce restrykcyjne dla enzymu Hpall, ktore

wykorzystywatam do potwierdzenia otrzymania zcyrkularyzowanego oligomeru (Rysunek 66).

Petla apikalna oraz dwa ostatnie nukleotydy na koncu 5’ i 3’ sktadaly sie z reszt tymidynowych.

Dodatkowo na koncu 5’ znajdowala sie zmodyfikowana grupa fosforanowa zawierajaca atom

bromu, a na koncu 3’ fosforan zawierat grupe acylowa. Oligomer miat sekwencje: 5° TTC GCC
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GGC GCT TTT TTG CGC CGG CGT T 3.

Po syntezie chemicznej, przeprowadzatam reakcje podstawienia atomu bromu grupa azydkows.
Nastepnie oligomer odcinatam od zloza i oczyszczalam go w zelu poliakryloamidowym w

warunkach denaturujacych.

Reakcje klik przeprowadzatam wg protokotu opracowanego przez Paredes i Dass (135). Standar-
dowo reakcje przeprowadza si¢ z kationami miedzi uprzednio zredukowanymi askorbinianem sodu
do pierwszego stopnia utlenienia. W celu stabilizacji zredukowanej miedzi do mieszaniny reakcyjnej
zaleca sie dodawanie np. acetonitrylu lub PMDETA (N,N,N’. N’ N”-pentametyldietylenotriamina).

Przetestowatam oba zwigzki, ale znacznych réznic w wydajnosci reakcji nie dostrzegtam.

]  16nt
T T s TT
: T T : T T
: T T : T T
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= (:_G ‘:_G .
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Rysunek 66. Schemat reakcyi klik, w wyniku ktorej konce 5 i 3’ substratu zostajg polgczone wigzaniem
kowalencyjnym. Czarne trojkqety wskazujg miejsca restrykcyjne dla enzymu Hpall. Po trawieniu
substratu enzymem otrzymuge sie trzy produkty o dlugosci 5 nt (rézowy), 7nt (Z6lty) i 16 nt (niebieski).
Natomiast po trawieniu enzymem produktu otrzymugje sie dwa oligomery o dlugosci 12 nt (rézZowy) i
16 nt (zielony).

W celu potwierdzenia otrzymania zcyrkularyzowanego oligomeru przeprowadzatam ciecie
restrykcyjne za pomoca enzymu Hpall. Spodziewanym efektem eksperymentu byto otrzymanie w
przypadku zamknietego oligomeru — dwoch produktéow o dlugosci 16 i 12 nukleotydéw, natomiast
w przypadku substratu trzy: 5, 7 oraz 16 nukleotydéow (Rysunek 67). Po rozdziale mieszaniny
reakcyjnej w zelu poliakryloamidowym w Sciezce substratu otrzymatam tylko jeden produkt
prawdopodobnie dlatego, ze barwnik stains-all nie wybarwia tak krotkich oligomerow. Niemniej

eksperyment potwierdzil otrzymanie zcyrkularyzowanego produktu metoda klik.
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eksperyment trawienia
enzymem restrykcyjnym Hpall
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Rysunek 67. Rozdzial elektroforetyczny produktéw trawienia restrykeyjnego oraz reakeji klik. Sciezki:
1 = kontrola zcyrkularyzowany oligomer; 2 — trawienie zcyrkularyzowanego oligomeru; 8 — trawienie
substratu; 4 — substrat, 5 — zcyrkularyzowany oligomer.
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Rozdzial 4. Dyskusja

4. Dyskusja

Celem mojej pracy doktorskiej byto poznanie struktur krystalicznych wszystkich czte-
rech powtorzen CNG. Na podstawie otrzymanych wynikéw zidentyfikowalam wspoélne oraz
charakterystyczne wtasciwosci fizyko-chemiczne powtorzen CNG takie jak: powinowactwo do
ligandéw, charakterystyka powierzchni, dystrybucja potencjatu elektrostatycznego czy sie¢ wiazan
wodorowych i hydratacja. Stworzony przeze mnie profil moze by¢ uzyty jako matryca 3D dla
racjonalizacji obserwacji biochemicznych i cytologicznych. Ponadto w literaturze sygnalizowana
jest potrzeba szczegdltowego poznania struktur RNA w celu racjonalnego projektowania liganddw

(ang. drug design) wiazacych sie do powtorzen CNG (136-138).

4.1. Niestandardowe pary N-N

Najbardziej wyrdzniajaca sie cecha struktur zawierajacych powtorzenia CNG jest obecnosé
niestandardowych par N-N w otoczeniu silnych par G-C. W przypadku tego typu RNA,
niestandardowe pary nadaja specyficzne wtasciwosci danemu powtorzeniu. W  dupleksach
powtorzen CAG, reszty adenozynowe paruja sie w sposob unikalny, oddzialujac ze soba jednym
wigzaniem wodorowym C-H---N. Tego rodzaju wigzanie jest malo poznane w biomolekutach,
poniewaz atom wegla jest stabszym donorem protonu niz atomy tlenu oraz azotu i dlatego to one

dominujg one w tworzeniu oddzialywan wewnatrz- i miedzyczasteczkowych w biomolekutach.

Pary U-U oddziatuja ze soba réwniez jednym wigzaniem wodorowym utworzonym pomiedzy
atomami N3 jednej z reszt U oraz O4 nachylonej w kierunku bruzdy matej drugiej reszty urydyny.
Takie pary opisane jako W+C+/W+C+ cis (z jednym wiazaniem wodorowym — 1 H b_b) obecne
sa w strukturach krystalicznych RNA. Znakomita wiekszo$¢ (ponad 70%) z wyszukanych 261 par
U-U tego typu za pomoca wyszukiwarki FRABASE (139) wchodzi w sktad struktur rybosomalnych.
Pozostate to struktury tRNA glutaminowego w kompleksie z syntetazg aminoacylo-tRNA oraz inne
RNA. Dominujaca konformacja par U-U w czasteczkach RNA jest jednak W/W cis (typ XVI wg
klasyfikacji Seangera) (140) (3143 trafien FRABASE), w ktérej pomiedzy resztami urydynowymi
utworzone sa dwa wiazania wodorowe O2---N3 i N3---04 (Rysunek 68) (141). Takie parowanie
wymaga zblizenia reszt cukrowych do siebie (odlegtos¢ C1’-C1’ wynosi okoto 8,6 A), niewielkiego
nachylenia jednej z reszt w kierunku bruzdy matej (A = 40°) oraz wychylenia drugiej reszty w
kierunku bruzdy duzej (A = 80°).
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Rysunek 68. Typowa para U-U wygenerowana za pomocq serwera SwS (141). Pomiedzy parg U-U
utworzone sq dwa wigzania wodorowe. Para oddziatuje z dwiema czgsteczkami wody. Jedna z mich
zlokalizowana jest w bruZdzie duzej a druga w bruidzia matej.

W powtérzeniach CGG tworzg sie pary G-G, w ktorych jedna z reszt guanozynowych
przyjmuje konformacje syn natomiast druga pozostaje w konformacji anti. Jest to jedyna
niekanoniczna para typu N-N, ktéra ma dwa wigzania wodorowe. Dodatkowo istnieje jeszcze
jedno wewnatrznukleotydowe wiazanie pomiedzy grupa ezo-aminowa G(syn) a atomem tlenu jej
grupy fosforanowej. Tego typu para jest dobrze poznana w innych strukturach RNA zaréwno
krystalicznych oraz okreslonych za pomoca techniki NMR i wydaje sie by¢ faworyzowana w
regionach helikalnych RNA. Jej cecha charakterystyczna jest mozliwosé przechodzenia z orientacji
syn-anti w anti-syn. Takie nieuporzadkowanie obserwowane jest w dwoch dupleksach struktury
[GC(8-BrG)GCGGCGGC]y, ale réwniez w warunkach prowadzonych podczas pomiaru NMR (97).

Para C-C w powtorzeniach CCG rézni sie wlasciwosciami od pozostatych trzech niekanonicz-
nych par. Podstawows réznicg jest brak okreslonej konformacji. Kazda z trzech obserwowanych par
C-C paruje sie w inny sposob. W jednej parujace sie reszty cytydynowe nie tworzg zadnych wigzan
wodorowych. W kolejnej wystepuje jedno stabe wiazanie. Trzecia przyjmuje konformacje podobna
do par U-U, gdzie jedna z reszt cytydynowych nachylona jest w kierunku bruzdy matej (A = 31°)
a wigzanie wodorowe utworzone jest pomiedzy atomami N3 a O4. Taka labilnos¢ konformacyjna
jest charakterystyczna dla par tego typu. W duzej podjednostce rybosomalnej eubakterii Deino-
coccus radiodurans, w bardzo podobnym kontekscie sekwencyjnym i strukturalnym, znajduje sie
para 1219C-1253C. Na podstawie wyszukanych za pomoca FRABASE 30 krystalicznych struktur
tej czasteczki mozna obserwowaé cale spektrum konformacji, w ktérych kat A nachylonej reszty

cytydyny przyjmuje wartosci od 0-45°.
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4.2. Akomodacja par N-N w strukturze A-RNA

Sposéb parowania sie niekanonicznych par jest kompromisem pomiedzy utrzymaniem formy
A-RNA narzuconej przez pary G-C i C-G a mozliwoscig utworzenia oddzialywan wodorowych i
uzyskaniem optymalnej energii. Kazda para N-N wykazuje swoj specyficzny sposob akomodacji
w uformowanej strukturze. Utworzona ,sztywnos¢” strukturalna ujawnia sie jako dazenie do
zachowania okreslonej odlegtoéci pomiedzy sparowanymi tancuchami. Miarg tego zjawiska
jest dystans (okolo 10,5-10,8 A) pomiedzy atomami C1’ sparowanych reszt nukleotydowych.
Wymiernym efektem tego dazenia jest to, ze niekanoniczne pary, tak jak kanoniczne, tworza region
dwuniciowy. Nie tworzg one ani wybrzuszen ani nie powoduja znacznych deformacji tancucha

fosforanowo-cukrowego.

Zasady purynowe i pirymidowe reszt nukleotydowych réznig si¢ miedzy soba ,objetoscia”. W
parach kanonicznych ,duza” zasada paruje sie z ,malg”. Natomiast w strukturach powtorzen
CNG niekanoniczne pary utworzone sg przez dwie zasady o tych samych rozmiarach. W przypadku
parowania sie¢ dwoéch ,duzych” zasad purynowych problemem jest relatywnie mata dostepna
przestrzen. Na przyktadzie par G-G oraz A-A obserwuje sie dwa rozne sposoby akomodacji do
zaistnialych warunkéw. W parze G-G jedna z reszt ,usuwa si¢” poprzez przyjecie konformacji
syn, w wyniku czego ,chowa si¢” nad pierécien rybozy, co tworzy przestrzen dla drugiej reszty G.
Oprécz aranzacji syn-anti nastepuje rotacja wokét wiazania O5’-C5’ reszty G(syn). Wydaje sie,
ze konformacja ta jest niezbedna do i) optymalizacji wiazan wodorowych pomiedzy krawedziami
Watsona-Cricka a Hoogsteena poprzez przesuniecie G(syn) w kierunku bruzdy matej ii)
unikniecia zderzenia sterycznego grup karbonylowych O6 obu reszt iii) utworzenia oddziatywania
wewnatrznukleotydowego pomiedzy atomem N2 a atomem tlenu grupy fosforanowej reszty G(syn)
iv) utworzenia oddzialywania warstwowego pomiedzy G(syn) a sasiadujaca reszta cytydyny.
7 kolei w przypadku par A-A oba nukleotydy przyjmuja konformacje anti. Dwie duze zasady
znajdujace sie vis-a-vis wypychaja siebie w kierunku bruzdy duzej (miara tego efektu jest wysoka
wartosci katu A obydwu reszt). Wypchniecie jednej z reszt jest tak duze (A = 87° ), ze wystaje ona
ponad pozostale reszty i wyglada tak, jakby pokazywata znak ,kciuk do gory” (ang. thumbs up
sign). Takie nieréwnomierne wypchniecie umozliwia utworzenie wiazania wodorowego pomiedzy

nimi.

Uracyl jest mniejszy od zasady purynowej. W parze U-U odlegltosé pomiedzy atomami C1’
wynosi 10,4 A. Oznacza to, ze jezeli ustawilibysmy dwie reszty w takiej odleglosci naprzeciw siebie
to bedzie ona zbyt duza, aby utworzy¢ wigzanie wodorowe. W strukturze powtérzen CUG reszty
U-U oddziatuja ze soba, poniewaz jedna z reszt urydynowych nachyla si¢ w kierunku bruzdy
malej, co zmniejsza dystans pomiedzy nimi. Wydaje sie, ze taka aranzacja jest dosy¢ tatwa do

utworzenia i nie powoduje naprezen w strukturze RNA.
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4.8. Oddzialywania par N-N z czgsteczkami rozpuszczalnika

W przypadku par C-C, akomodacja polega na ogdélnym unikaniu parowania si¢ ze soba reszt
cytydynowych. We wszystkich dupleksach powtérzen CCG, z dwoch mozliwych do utworzenia
par C-C obecna jest tylko jedna. Sugeruje to, ze bilans energetyczny jest korzystniejszy, jezeli w
strukturze znajduja sie¢ niesparowane i nieuporzadkowane reszty C w pozycji 8 anizeli druga para
C-C. Podobnie, w strukturze NMR dupleksu DNA (CCGCCG), (kod PDB: 1noq) (142) obserwuje
sie tendencje do minimalizacji ilosci par C-C. W tym przypadku nastapit réwniez ,poslizg” nici
i utworzenie niesparowanych koricéw 5 i 3’ (Rysunek 69). Dodatkowo reszta 4C w jednym z
tanicuchéow zostata wypetlona i w efekcie nie obserwuje si¢ ani jednej pary C-C. Natomiast w obu
strukturach krystalicznych powtérzen CCG sumarycznie sg trzy pary C-C, ktore niezaleznie od
sposobu parowania sie wraz z parami G-C stanowig region dwuniciowy rozumiany jako zachowanie
dystansu 10,8 A pomiedzy atomami C1’. Prawdopodobnie problem akomodacji nie dotyczy tych par
i jedynym ograniczeniem ich labilnosci konformacyjnej jest stopnien nachylenia sie reszty cytydyny

w kierunku bruzdy matej (minimalny kat A = 31°).

Rysunek 69. Struktura DNA dupleksu (CCGCCG)y. ,Poslizgnieta” helisa zbudowana jest z par G-C
i C-G oraz z wypetlonych reszt C' (zielony).

4.3. Oddziatywania par N-N z czasteczkami rozpuszczalnika

Sposéb parowania sie par N-N nie wysyca ich potencjatu do tworzenia oddziatywan, dlatego
maja one zdolnos¢ do przyciggania ligandow. W parze U-U obie reszty eksponuja w kierunku
bruzdy matej swoje grupy karbonylowe O2. Dodatkowo dostepna dla rozpuszczalnika jest grupa
amidowa N3 nachylonej reszty U. Utworzona konformacje stabilizuje ,woda U-U”, ktéra oddziatuje
z obiema resztami jednoczesnie. Stuzy ona jako donor i akceptor wiazania wodorowego. W kierunku
bruzdy duzej w ,rozciagnietej” parze U-U najbardziej eksponowany jest atom O4 nienachylonej

reszty 1 to z nim oddzialuje woda UG. Wydaje sie, ze drugi karbonylowy atom tlenu jest
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4.8. Oddzialywania par N-N z czgsteczkami rozpuszczalnika

mniej dostepny i czasteczka wody preferencyjnie tworzy wigzanie z atomem O4 sgsiadujacej
guanozyny. Ponadto w strukturze jednoskos$nej powtorzen CUG w bruzdzie duzej zwiazaly sie
glicerol i jon siarczanowy. Wspoélng cecha tych czasteczek jest obecnosé¢ grup hydroksylowych,
ktore moga by¢ zarowno akceptorem jak i donorem wigzan wodorowych. Oba ligandy oddziatuja
z woda UG i wydaje sie, ze nie daza do jej zastgpienia. Na tej podstawie czasteczki wody UG i
U-U mozna okresli¢ jako stabilny element struktury. Drugim wspdélnym miejscem oddziatywania
ligand-RNA jest grupa ezo-aminowa reszty 2C. Pomimo wysycenia jej potencjatu do tworzenia
wigzan wodorowych, w wyniku parowania z reszta guanozyny, istotny jest brak oddziatywania
warstwowego z sasiadujaca po jej 3’ stronie nachylong reszta urydyny. Wiazanie si¢ glicerolu,
ktorego grupy funkcyjne sa bardziej ,rozciagniete” w przestrzeni niz jonu siarczanowego, koreluje
z duzymi skokami wartosci kata skrecenia helisy A+B. Oprocz tego zmniejsza sie o 1,1 A
odlegloé¢ pomiedzy atomami N4 reszt 2C nici A i 4C nici B co sugeruje, iz glicerol wymaga
wiekszego dopasowania strukturalnego niz anion siarczanowy (Rysunek 70). W przypadku trzeciego
dupleksu E+E’ struktury jednoskosnej nie zaobserwowano analogicznego wigzania czasteczek
ligandu. Niewykluczone, ze ligandy oddziatuja z czasteczka RNA, lecz gorsza jako$¢ mapy gestosci

elektronowej tego obszaru nie pozwala na jego lokalizacje.

glicerol
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Rysunek 70. Odleglo$é pomiedzy atomami Nj reszt 2C oraz 4C dupleksu A+B (A) oraz dupleksu
C+D (B). Gdy ze strukturg oddzialuje czqsteczka glicerolu odleglo$é miedzy atomami N/ jest mniejsza
o 1,1 A niz gdy zwigzany jest jon siarczanowy.

W parze G-G jedna z reszt guanozynowych przyjmuje konformacje syn. Lokalizacja zasady
nad pierscieniem rybozy powoduje ekspozycje krawedzi Watsona-Cricka w kierunku bruzdy duze;j.
Krawedz ta ma duzy potencjat do tworzenia oddziatywan i w kanonicznych parach zaangazowana
jest w tworzenie wigzan wodorowych z resztami cytydynowymi. Wigzanie wodorowe utworzone
przez atomy O6 oraz N2 nie wysyca catkowicie potencjatu reszty G(syn). Co wiecej, pierscien
zasady G(syn) nie tworzy oddzialywan warstwowych z nukleotydem znajdujacym sie po
stronie 3’, co najprawdopodobniej jeszcze bardziej wzmacnia efekt niewysycenia potencjahu.
W strukturach (GCGGCGGC), i [GC(8-BrG)GCGGCGGC], z krawedzia Watsona-Cricka
oddziatuje jon siarczanowy, ktory wydaje si¢ by¢ idealnie dopasowany pod wzgledem chemicznym

oraz geometrycznym. Oznacza to, ze rozstaw jego atoméw tlenu, dobrych akceptoréw protondw,
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pasuje do rozstawu eksponowanych grup funkcyjnych reszty G(syn). W przypadku struktury
[GC(8-BrG)GCGGCly, w medium krystalizacyjnym nie bylo jonéw siarczanowych, lecz jony
wapniowe, ktére réwniez oddziatuja z para G-G. Kationy moga by¢ tylko akceptorem elektronéw,
dlatego wiaza sie do jedynej dostepnej i bogatej w elektrony grupy karbonylowej O6 G(anti). Na
podstawie porownania struktur krystalizujacych w réznych warunkach mozna zaobserwowaé, ze

gdy brakuje dogodnego liganda, potencjal pary G-G zostaje wysycony przez czasteczki wody.

Kolejnymi strukturami, w ktérych niekanoniczna para oddziatuje z jonem siarczanu, sag
dupleksy zawierajace powtorzenia CAG. Ta unikalna para A-A eksponuje swoje grupy funkcyjne
znajdujace sie na krawedzi Watsona-Cricka w kierunku bruzdy duzej. Pomiedzy te grupy wpasowatl
si¢ jon siarczanowy, ktorego atom tlenu O1 oddzialuje z obiema resztami bedac jednoczesnie
akceptorem i donorem wiazania wodorowego. Drugi atom tlenu O2 jest akceptorem wigzania
utworzonego z grupa ezo-aminows bardziej wysunietej reszty adenozyny. Obsadzenie jonow
siarczanowych w obu strukturach krystalicznych jest potéwkowe i prawdopodobnie $wiadczy o
ograniczonej specyficznosci do wigzania tego anionu. Z drugiej strony wydaje sie, ze jon siarczanowy
wysyca potencjat reszt adeninowych do tworzenia oddzialtywan tak samo jak czasteczki wody,
ktore wiaza sie w sytuacji, gdy go nie ma. W bruzdzie matej do kazdego atomu N3 reszt
A wigze sie czasteczka wody. Sa one obserwowane dla kazdej reszty adenozyny zarowno w
strukturze wysokorozdzielczej jak i niskorozdzielczej (forma trygonalna), gdzie gesto$¢ elektronowa
rozpuszczalnika jest obserwowana tylko dla bardzo uporzadkowanych atoméw. Taka hydratacja jest
charakterystyczna rowniez dla kanonicznych par, ale w tym przypadku oddziatywanie to wydaje
sie by¢ specyficzne i silne, zwazywszy na niewysycony potencjal reszt adenozynowych do tworzenia

oddzialywan.

4.4. Wptyw niekanonicznych par na globalng strukture RNA

Pomimo liczebnej przewagi par G-C i C-G, ktére ksztattujg strukture powtoérzen CNG, pary
N-N maja réwniez na niag wplyw. Pierwszym zauwazalnym parametrem jest $rednia wartosé
odleglosci C1’-C1” wyznaczona dla par C-G i G-C w strukturach powtérzen CAG, CGG i CUG. W
sytuacji, gdy w dupleksie znajduja si¢ niestandardowe pary typu puryna-puryna (G-G lub A-A)
helisa jest szersza (C1-C1’ = 10,7 A) niz gdy sa to pary urydyna-urydyna (C1-C1’ = 10,5 A).
Taka korelacja wydaje sie¢ by¢ logiczna w kontekscie wielkosci par N-N. Pary A-A oraz G-G
majg wieksze wymagania steryczne i wptywaja na globalng strukture RNA w bardziej widoczny
sposob niz pary U-U. W obu przypadkach w dupleksach znajduja sie reszty z rotacja wokot
wigzania O5’-C5’. Jest to skorelowane ze zmniejszeniem wartosci kata skretu helisy. Dla powtorzen
CGG jest to lokalny efekt, ktéry kompensowany jest w innym miejscu w strukturze, gdzie
nastepuje zwigkszenie kata skretu i sumarycznie $rednia warto$é¢ tego parametru wynosi 30-32°.

W przypadku powtérzen CAG jest to efekt globalny. Helisa ulega rozkreceniu oraz nastepuje
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poszerzenie i otwarcie bruzdy duzej (>20 A). 7 drugiej strony parametry te wydaja sie by¢
wrazliwe na rodzaj ligandu zwigzanego w bruzdzie duzej. W strukturach powtérzen CGG obecny
jest albo kation Ca?*, albo anion SO, 2~. Szeroko$é¢ bruzdy duzej dupleksu z jonem wapnia jest
mniejsza prawie o 4 A od struktur z jonem siarczanowym (szeroko$é¢ bruzdy wynosi okoto 18 A).
Niewykluczone, ze obecnos¢ anionu stabilizuje zwiekszong szeroko$é¢ bruzdy, co jest rowniez
obserwowane w strukturach (GUGGUCUGAUGAGGCC), zawierajacych pare G-G oddziatujaca

z jonem siarczanowym (kod: 3czw i 3d0m) (143).

Pary C-C wplywaja na strukture w inny sposéb niz pozostate pary N-N. Przede wszystkim
powoduja, ze tworzy sie zupeilnie inna struktura niz to byto zaplanowane. Jezeli jednak
zaczniemy rozpatrywaé wplyw par C-C w tak utworzonej helisie, to wydaje sie, ze pary te w
niemodyfikowanym dupleksie nie powoduja znacznych zmian strukturalnych, podobnie jak w
przypadku par U-U. W tym dupleksie jedna z reszt jest lekko nachylona w kierunku bruzdy malej
(A = 39°), natomiast druga reszta C zachowuje typowa konformacje. Helisa ma standardowe
wartosci parametrow helikalnych i katéw torsyjnych. W przypadku modyfikowanych dupleksow
powtérzen CCG nastepuja liczne zaburzenia, ktére powodowane sa réznymi konformacjami
par C-C. W obu parach plaszczyzny reszt cytozynowych sa znacznie skrecone wzgledem siebie
(parametr propeller wynosi -19,3° oraz -21,5°), co rzutuje na sasiednie pary. Miara wywotanych
zaburzen sa nietypowe wartosci lokalnych parametréw wyznaczonych pomiedzy sparowanymi
resztami, przede wszystkim buckle, oraz wyznaczonych pomiedzy sasiadujacymi parami (kat
skretu helisy, odlegto$¢ miedzy sasiednimi plaszczyznami zasad). Dodatkowo w dupleksie C+D
jedna z reszt cytydynowych nachylona jest w kierunku bruzdy malej (A = 31°). Ten sposob
parowania stabilizowany jest przez oddziatywania z ,wywinietymi” resztami 8C, ktore powoduja
zmiane biegu tancucha foforanowo-cukrowego oraz konformacji pierécienia cukrowego reszt 7G z
C3’-endo na C2’-edno. By¢ moze swiadczy to o tym, ze wigksze nachylenie si¢ reszty cytydyny w
kierunku bruzdy matej oraz utworzenie wigzan wodorowych z druga reszty cytydyny wprowadza
duze napiecia strukturalne, ktére moga by¢ utrzymane jedynie w obecnodci sasiedniej reszty 4GL,

ktora ma wlasciwosci stabilizujace.

Dysponujac otrzymanymi rezultatami, trudno jest jednoznacznie okresli¢ dlaczego reszty C-C
nie wykazujg tendencji do parowania. By¢ moze najdogodniejsza konformacja jaka preferuja
pary C-C jest nachylenie sie jednej z reszt w kierunku bruzdy matlej tak, aby utworzyé¢ za
pomocy grupy ero-aminowej rozgatezione wiazanie wodorowe z atomem karbonylowym O2 i grupa
amidowa N3 drugiej reszty (Rysunek 71). Taka konformacja obserwowana jest w strukturze 1j5a
rybosomu eubakterii Deinococus radiodurans (144). Aby doszto do takiego oddzialywania odlegtosé
pomiedzy atomami C1’ musi wynosi¢ powyzej 11,1 A oraz musi nastapié¢ odksztalcenie tancucha
fosforanowo-cukrowego nachylonej cytydyny. Z nieznanych powodéw warunek ten wydaje sie by¢

niemozliwy do spetnienia w przypadku powtoérzen CCG. Z drugiej strony, niezwykte jest to, ze
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reszty cytydynowe w strukturach powtérzen CCG paruja sie w taki sposdb, ze istnieje pomiedzy
nimi niekorzystny efekt steryczny. Zrédlem obserwowanych efektéw jest grupa ezo-aminowa

cytydyny, ktora jest objetosciowo wicksza niz grupa karbonylowa reszty urydyny.

Rysunek 71. Para C-C (zielony) w strukturze rybosomu 1j5a. Para ta znajduge sie w regionie dwuni-
ciowym (A). Jedna z reszt cytydynowych nachylona jest w kierunku bruzdy malej i tworzy rozgalezione
wigzanie wodorowe z drugq resztq C (B). Powodugje to odksztalcenie taricucha fosforanowo-cukrowego
nachylonej reszty C (A, B).

4.5. Efekt wprowadzonych modyfikacji

W  trzech strukturach krystalicznych zostaly wprowadzone modyfikacje. Pierwsza z
nich to 8-bromoguanozyna, ktéra znajduje sie w dupleksach [GC(8-BrG)GCGGCGG], i
[GC(8-BrG)GCGGC),. Z kolei do oligomeru GCCGECCGC zostal wprowadzony nukleotyd gu-
anozynowy z serii LNA. W obu przypadkach nie ma dowodéw na to, ze zmieniajg one strukture
w porownaniu do natywnego RNA. Natywny i bromowany dupleks moze by¢ natozony na siebie z
odchyleniem rmsd réwnym okoto 1 A. Podobiefistwo to jest réwniez odzwierciedlone w parametrach
helikalnych. Poréwnujac oddziatywania z rozpuszczalnikiem, atom bromu wydaje sie zastepowac
czgsteczke wody, ktora zlokalizowana jest 3,2 A od atomu C8 natywnej reszty G(syn). Niemniej
jego gtownym efektem jest tworzenie zawady przestrzennej, ktéra promuje konformacje syn i jed-
noczesnie ogranicza wolnos¢ konformacyjna tej reszty nukleotydowej. Wprowadzenie atomu bromu
zmienia warto$¢ pK, guanozyny z 9,3 do 8,4 (145), co moze wpltywaé na zdolno$é do tworzenia
wigzan wodorowych, aczkolwiek w tym przypadku jest to raczej niezauwazalne. Z kolei reszta G
posiada usztywniong konformacje C3’-endo pierscienia cukrowego, co bardzo dobrze koresponduje
z forma A-RNA. Wtasciwoscig nukleotydow z serii LNA jest przede wszystkim wzrost stabilno-
Sci struktur kwasow nukleinowych, w sktad ktérych wchodza. W jednym z dupleksow w nici D
nastapito odksztatcenie szkieletu fosforanowo-cukrowego modyfikowanej reszty GL (Rysunek 53).
Gdyby w tej pozycji byla niemodyfikowana reszta guanozynowa, prawdopodobnie nie utrzymatby
konformacji pierécienia cukrowego C3’-endo, co mozliwe jest w przypadku GE. Zgodnie z powyz-

szym, istnieje mozliwos¢, ze tego typu nukleotyd nie zmienia struktury, lecz umozliwia reorganizacje
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szkieletu fosforanowo-cukrowego. W kontekscie oddziatywan z rozpuszczalnikiem, zamiast grupy
2’ OH znajduje sie w tym miejscu atom tlenu tworzacy mostek metylenowy. W zwigzku z tym,
jego charakter chemiczny ulegt zmianie ale nadal moze by¢ akceptorem wiazania wodorowego. W
bruzdzie matej dupleksu GCCGY*CCGC znajduje sie jon siarczanowy, ktéry oddziatuje z grupa
exo-aminowa G ale réwniez z atomem O2’. Wigzanie si¢ anionu wskazuje na miejsce o wysokim
potencjale do tworzenia oddziatywan, ktére powstato najprawdopodobniej na skutek zaistniatych
deformacji (naprezen strukturalnych). Prawdopodobnie anion siarczanowy stabilizuje w ten spos6b

modyfikowang reszte nukleotydows.

4.6. Dystrybucja konformacji par N-N w dupleksach

Interesujaca cecha par N-N jest to, ze pomimo symetrycznosci chemicznej jaka prezentuja,
sa one strukturalnie asymetryczne (wyjatek stanowi para C-C z dupleksu C+D). W strukturach
powtorzen CUG przyjecie danej konformacji przez pary U-U jest niezalezne od tworzenia sie
innych par U-U. Oznacza to, ze dystrybucja konformacji w dupleksach jest dowolna (Rysunek 23).
Na jednej nici moga znajdowaé si¢ tylko nachylone urydyny, ktore moga by¢ réwniez roztozone
rOwnomiernie na obu tancuchach helisy. W strukturach powtorzen CGG i CAG faworyzowana
jest raczej aranzacja symetryczna (naprzemienna), tzn. gdy np. pierwsza para to G(syn)-G(anti)
to druga bedzie G(anti)-G(syn) (Tabela 18). Oznacza to, ze pomiedzy niekanonicznymi
parami w danym dupleksie istnieje kooperatywnosé. W przypadku powtérzen CGG, gdzie
liczba obserwowanych par jest reprezentatywna, istnieja przyktady, w ktérych obserwowana
jest aranzacja asymetryczna. Swiadczy to o mozliwosci uzyskania takiej dystrybucji, chociaz
prawdopodobnie jest ona mniej korzysta energetycznie. To moze ttumaczy¢ dlaczego w strukturze
[GC(8-BrG)GCGGCGG]y w dwéch z trzech dupleksow $rodkowa para jest nieuporzadkowana.
Obecnodé reszty 8-BrG narzuca konformacje skrajnych par G-G i wowcezas dystrybucja konformacji
jest nastepujaca: G(syn)-G(anti), G(on;)-G(4%) 1 G(anti)-G(syn). W takiej sytuacji nie jest
mozliwe, niezaleznie od konformacji $rodkowej pary, uzyskanie aranzacji naprzemiennej. O ile
nieuporzadkowanie moze by¢ wythumaczone, to jaki czynnik decyduje o tym, ze w trzecim
dupleksie jest uporzadkowana para G-G a w niemodyfikowanych dupleksach sa przyktady
asymetrycznej dystrybucji? By¢ moze potrzebne sg do tego dodatkowe elementy stabilizujace, np.
kontakt z symetrycznymi czasteczkami w sieci krystalicznej lub oddziatywania z czasteczkami
rozpuszczalnika. Prawdopodobnie w przypadku par A-A mozliwa jest rowniez asymetryczna
aranzacja aczkolwiek nie jest ona obserwowana. Innag kwestia warta rozpatrzenia jest to czy
ma znaczenie, ktora konformacja wystepuje pierwsza w dupleksie. W strukturze (CGGCGGC);
G(anti) wystepuje blizej konca 5 nieco czedciej niz G(syn) (8 z 14 duplekséw prezentujacych
aranzacje naprzemienng). Natomiast w powtorzeniach CAG, reszta w konformacji ,kciuk do géry”
jest zawsze blizej konca 3’. Sugeruje to, ze ta reszta z niekanonicznej pary, ktéra ma bardziej

Ltypowa” konformacje jest faworyzowana blizej konca 5’.
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Kooperatywno$¢, ktéra wystepuje pomiedzy parami typu puryna-puryna w dupleksach
powtorzen CNG, powigzana jest z ich wpltywem na strukture przestrzenna, ktory jest o wiele
bardziej widoczny niz w przypadku par U-U. Prawdopodobnie generowane przez nie zmiany
w strukturze sa lepiej tolerowane, gdy uktad konformacji reszt purynowych jest réwnomiernie

rozmieszczony na obu niciach anizeli skumulowany na jednej.

4.7. Badania strukturalne a badania termodynamiczne

Stabilnos¢ termodynamiczna jest bardzo istotng wtasciwoscig kwaséw nukleinowych, jednakze
trudng do badania metoda krystalograficzng. Pewne kalkulacje mogg jednak byé¢ dokonane na
podstawie liczby wigzan wodorowych czy zakresu oddziatywan warstwowych. W tym kontekscie
struktura powtoérzen CGG jest najbardziej stabilna termodynamicznie, co jest zgodne z badaniami
kalorymetrycznymi. Pary G-G posiadaja najwiecej utworzonych wiazan wodorowych (2 + 1
wewnatrznukleotydowe). W chwili, gdy 8-bromoguanozyna zastepuje jedna z reszt z pary G-G
nastepuje wzrost stabilnosci takiego dupleksu. Temperatura topnienia [GC(8-BrG)GCGGC]; jest
wyzsza 0 14°C niz (GCGGCGGCQC)y (5). Ze strukturalnego punktu widzenia prawdopodobnie
zwigzane jest to z ograniczeniem konformacyjnej wolnosci, ktore wprowadza atom bromu i narzu-

cenie aranzacji 8-BrG(syn)-G(anti) oraz wylaczenie mozliwodci utworzenia pary G(anti)-G(anti).

Powtérzenia CUG sa druga pod wzgledem stabilnosci struktura. Jest to skutkiem istnienia jed-
nego wigzania wodorowego pomiedzy parami U-U. W badaniach termodynamicznych zauwazono,
ze gdy dupleks sktada sie z dwoch powtérzen CUG to jego energia swobodna AG © 37 jest relatywnie
nizsza (5,08 £ 0,18 kcal/mol) niz gdy ma trzy i cztery powtérzenia (AG°3; > 7 kcal/mol).
Trudno wythumaczy¢ jednoznacznie ten efekt. By¢é moze jest to spowodowane ograniczonymi
oddziatywaniami warstwowymi w krotszej czasteczce. Z drugiej strony, jezeli spojrzymy na dupleks
sktadajacy si¢ z dwoch powtdérzen CCG, to jego relatywnie wysoka stabilno$é¢ termodynamiczna
(6,09 + 0,48 kcal/mol) moze by¢ efektem ,poslizgu” czyli utworzenia struktury zawierajacej
jedynie pary G-C i niesparowany koniec 3’. Natomiast, gdy liczba powtérzen CCG rosnie, to przy
czterech nastepuje obnizenie stabilnosci dupleksu (6,05 + 0,35 kcal/mol). Moze to $wiadezyé o

utworzeniu sie par C-C, ktore destabilizujg dupleks.

Powtoérzenia CAG sg trzecie w szeregu stabilno$ci. Pomiedzy parami A-A jest stabe wigzanie
wodorowe C-H---N. Energia wiazania C-H---X jest szacowana na okoto 1 kcal/mol i mniej,
przy czym C-H---N jest stabsze niz C-H-:--O. Jednak pomimo niskiej energii, obecnos¢ wiazania
tego typu odpowiada mierzalnemu efektowi termicznej stabilno$ci dupleksu. W pomiarach
termodynamicznych wprowadzenie do dupleksu 8-bromoadenozyny, ktéra przyjmuje konformacje
syn, powoduje wzrost energii swobodnej AG°j3; o 0,7 kcal/mol, co odpowiada obnizeniu

temperatury topnienia o 4°C. Efekt ten wydaje si¢ by¢ addytywny kiedy wiecej par A-A jest
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modyfikowanych.

Interesujaca obserwacja jest to, ze tatwos¢ i powtarzalnos¢ krystalizacji oligomerow pokrywa
sie z szeregiem stabilno$ci termodynamicznej powtoérzen CNG. Oligomery zawierajace powtorzenia
CGG krystalizowaly dosy¢ szybko (czasem w przeciagu kilku godzin), ale trudno bylo otrzymaé
monokrysztal prawdopodobnie z powodu mobilno$ci konformacyjnej par G-G. Szczepienie
krysztatdow okazato sie bardzo dobrym posunieciem, ktére porzadkowalo dystrybucje par G-G.
7 kolei w przypadku powtérzen CUG juz podczas prébnych krystalizacji wyrosty krysztaty
odpowiednie do pomiaru. Powtorzenia CAG i CCG sprawily najwieksze trudnosci podczas
krystalizacji. Powtarzalno$¢ krystalizacji bylta przypadkowa, a proby optymalizacji nie dawaly
rozsadnych rezultatéow. Uwazam, ze przypadkowy wplyw na bardzo delikatng réwnowage
w ukladzie krystalizacyjnym pozwolil otrzymaé unikalne krysztalty. Oligomer GCCGECCGC
krystalizowal w wielu warunkach co wskazuje, ze przyczyna trudnosci krystalizacji powtérzen CCG

mogta by¢ ich mata stabilnosé termodynamiczna.

4.8. Aspekt biologiczny

Powtorzenia CNG sa unikalng grupa sekwencji mikrosatelitarnych obecnych w mRNA
niektérych genéw. Tworza one zaréwno regiony jednoniciowe jak i dwuniciowe (struktury
spinkowe), co moze mie¢ istotne znaczenie dla ich funkcji w komorce. Obserwowane struktury
krystaliczne powtorzen CAG, CGG i CUG prawdopodobnie odzwierciedlajg trzony spinek. Nie
obserwuje sie efektu rozplatania koncéw helisy ze wzgledu na sposob upakowania duplekséw w
sieci krystalicznej. Pomiedzy sgsiednimi czasteczkami istnieja oddzialywania warstwowe, ktore
sg istotne w tworzeniu pseudonieskonczonej helisy. W przypadku powtérzen CCG obserwowana
struktura jest najprawdopodobniej efektem dtugosci krystalizowanego oligomeru. Badania
biochemiczne struktury drugorzedowej sugeruja bowiem, ze dtugie ciagi powtérzen CCG tworza
podobng strukture do pozostalych powtérzen. Jezeli tak jest, to istnieje prawdopodobienstwo,
ze pary C-C beda sie parowa¢ w sposoéb podobny do tego jaki obserwuje sie w dupleksie

niemodyfikowanym, ktéry ma najmniej zaburzona forme A-RNA.

Koncowym efektem okreslenia struktur przestrzennych powtoérzen CNG jest wskazanie ich
wspolnych cech, ktére wynikajg z podobnej sekwencji, oraz réznic wynikajacych z obecnosci
niestandardowych par N-N. Szczegdétowe zestawienie podobienstw i roznic zostatlo zebrane w
Tabeli 23. Na podstawie sporzadzonego profilu mozna przypuszczaé, ze biatko MBNLI1, ktore
w dystrofii miotonicznej wchodzi w sktad ztogow w jadrze komoérkowym, rozpoznaje powtorzenia
CUG oraz CAG i CCG (59-61) ze wzgledu na obecno$¢ par N-N. We wszystkich trzech przypadkach
pomiedzy sparowanymi resztami jest maksymalnie jedno wigzanie wodorowe. Niewykluczone,

ze MBNLI1, ktére prawdopodobnie wiaze jednoniciowe RNA (63), wymaga rozplecenia helisy
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utworzonej przez powtorzenia. W przypadku powtorzen CGG, pomiedzy resztami guanozyn sa
dwa wigzania wodorowe i ich rozplecenie przez MBNLI1 staje si¢ niemozliwe. Niewykluczone
tez, ze o wiazaniu RNA przez biatko MBNL1 decydujg inne cechy strukturalne, np. rozktad
potencjatu elektrostatycznego, ktéry dla wszystkich powtorzen CNG jest bardzo charakterystyczny
i powtarzalny, czy tez fakt, ze pomimo obecnosci niestandardowych par N-N przyjmuja one forme

A-RNA. Wymaga to jednak dalszych badan, ktore mam nadzieje w przysztosci kontynuowac.

4.9. Metodyka otrzymywania stabilnych struktur spinkowych RNA

Otrzymanie stabilnej formy spinki czasteczek RNA w warunkach krystalizacyjnych byto
drugim celem mojej pracy doktorskiej. Krystalizacja tego typu struktur RNA nalezy do bardzo
trudnych zadan, poniewaz w warunkach krystalizacji zamiast spinki zwykle otrzymuje sie krysztaty
dupleksu (99, 143). Stanowi to bariere dla poznawania takich struktur metoda krystalograficzna,
ale réwniez, cho¢ w mniejszym stopniu metoda NMR. Podejmujac si¢ realizacji tego projektu
moim celem byto zrobienie kroku w kierunku rozwoju badan strukturalnych RNA prowadzonych
na szeroka skale i jednocze$nie zmniejszenie dysproporcji pomiedzy liczba poznanych struktur
biatkowych a RNA.

Prace nad tym zadaniem ukonczylam na etapie opracowania zoptymalizowanego protokotu
otrzymywania zcyrkularyzowanych czasteczek RNA metoda enzymatyczng oraz czasteczek DNA za
pomoca reakcji klik. Metodologia jest uniwersalna, tatwa w uzyciu i nie wymaga specjalistycznego
sprzetu. Niemniej dwukrotne oczyszczanie produktéw w zelu poliakryloamidowym (po syntezie
chemicznej i po reakeji cyrkularyzacj) powoduje duze straty. By¢é moze w celu unikniecia strat
dobrym rozwigzaniem bytoby zastosowanie techniki chromatografii faz odwréconych na etapie
oczyszczania oligomeréw po syntezie chemicznej. Czysto$é oligomeru uzyskana tym sposobem
jest zazwycza] nizsza, ale powinna by¢ wystarczajaca do przeprowadzenia kolejnych etapow
opracowanej metody. Pozostalych zanieczyszczen mozna prawdopodobnie pozby¢ sie na etapie
oczyszczania zeyrkularyzowanego produktu w zelu poliakryloamidowym.

Metoda wykorzystujaca reakcje klik wydaje si¢ by¢ bardziej wydajna, jesli chodzi o etap
cyrkularyzacji. Natomiast, jej ograniczeniem jest mozliwos¢ wprowadzenia tylko jednego typu
tacznika. Niemniej chciatabym rowniez przetestowaé reakcje klik w celu cyrkularyzacji oligomerow
RNA. Sadze, ze pomimo réznic miedzy DNA i RNA nie powinno mie¢ to duzego znaczenia. Reakcja
klik zachodzi bowiem w obrebie grup funkcyjnych potaczonych z grupami fosforanowymi, ktore w
obu rodzajach czasteczek sa takie same. Mam réwniez nadzieje, ze w przysztosci powiedzie mi sie
wykrystalizowanie i okreslenie struktury zcyrkularyzowanego oligomeru oraz, ze stworzona przeze

mnie metodyka okaze sie przydatna dla innych badaczy zajmujacych sie strukturami RNA.
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Tabela 23. Profil powtorzen CNG—zestawienie cech strukturalnych.

Rodzaj

. . CGG CAG CUG CCG
powtorzenia
Forma RNA A A A A
Kat skretu (°) 30-32 28,5 + 5,7 33,6 + 4,1 34-35 (rdzen 29-34)
Szerokos¢ bruzd 17,9 + 0,9, 15
dueZe‘.’ &i; WY1 178 £ 25, 14,3 (trzy 23,8 £ 0,2 12,7 + 2,3 (niemodyfikowany),
) modele) 15,8 (modyfikowany)
Szerokos¢ bruzdy 15,8 + 0,5,
matej (A) 154 % 05, 16.1 15,3 £ 0,1 15,7+ 04 15,7 oraz 14,3
Sredni dystans
C1’-C1’ pary N-N
(i pozostatych 11,3 (10,7) 11,0 (10,7) 10,4 (10,5) 10,7-10,9 (10,6)
par) (A)
. Brak lub lokalne
Lokalne rozkrecenie . .
Wplyw par N-N . rozkrecenie helisy
helisy kompensowane . .
na strukture . .. Rozkrecenie helisy brak kompensowane w
w innym miejscu . -
RNA dupleksu innym miejscu
P dupleksu
N1H---06 i
. . . Brak jednego
Oddziatywania cxo-N2H: - - N7 1 we- C2-H2---N1 N3-H3--- 04 wspdélnego wzoru
par N-N wnatrznukleotydowe: .
e20-N2H. - . 02 parowania pary C-C
Sposob Jedna reszta G ma

akomodacji par
N-N
(na podstawie

konformacje syn
(nachylona w
kierunku bruzdy

Obie reszty
przesuniete w
kierunku bruzdy

Jedna z reszt U
nachylona jest w
kierunku bruzdy

Brak lub skrecenie
plaszczyzn zasad
wzgledem siebie

. . /€] lej
wartosci kata \) malej) duzej tate)
brak: kazda z par
Wplyw par N._ N Faworyzowana jest . U-U przyjmuje
na konformacje .. Aranzacja . ) . .
sasiednicj pary aranzacja asymetryczna jedna z dwoch Nie okreslono
i symetryczna mozliwych
NN konformacji

Profil
elektrostatyczny

Naprzemienne pasy o
potencjale dodatnim i
ujemnym

Naprzemienne pasy
o potencjale dodat-
nim i ujemnym

Naprzemienne pasy
o potencjale
dodatnim i

ujemnym

Naprzemienne pasy o
potencjale dodatnim i
ujemnym; w obrebie
par C-C potencjal
ujemny

Powinowactwo do
czasteczek
ligandu

Jon siarczanowy lub
wapniowy zwiazane w
bruzdzie duzej

Jon siarczanowy
zZwigzany w
bruzdzie duzej

Jon siarczanowy lub
glicerol zwiazany
poprzez czasteczke
wody UG

Jon siarczanowy zwig-
zany w bruzdzie duzej
i malej

Eksponowane grupy funkcyjne par N-N:

-bruzda duza

G(anti) O6
karbonylowy G(syn)
06 karbonylowy, N1

aminowy, N2

exo-aminowy

Jedna reszta A: N6
aminowy; Druga
reszta A: N1
iminowy, N6
aminowy

Jedna reszta U:
karbonylowy atom
04

Brak lub jedna reszta
C: karbonylowy atom
N4

- bruzda mala

G(anti) N3 iminowy,
N2 exo-aminowy

Jedna z reszt A: N3
iminowy; Druga
reszta A: N3

iminowy

Jedna z reszt U: 02
karbonylowy; Druga
reszta U: 02
karbonylowy, N3
aminowy

Brak lub jedna z reszt
C: 02 karbonylowy;
Druga reszta C: 02

karbonylowy, N3
aminowy
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5. Materiaty i Metody

5.1. Materiaty

5.1.1. Odczynniki chemiczne i biochemiczne

Wiekszo$¢ odczynnikéw pochodzita z firm Sigma-Aldrich, Fluka, Lab Empire, Molekula,
Bio-Rad lub PoCH. Odczynniki byly najwyzszej klasy czystosci i oznaczone jako wolne od
rybonukleaz. Wszystkie filtry zakupione byty w firmie Millipore lub Sartorius, kolumny NAP-25 w
GE Healthcare a kolumny Sep-Pak C18 w Waters. Amidofosforyny do syntezy chemicznej z blokada
2’-O-tert butylodimetylosililowa (TBDMS) oraz tacznik C18 zakupione byly w firmach Glen
Research, Azco, Proligo. Promieniotworczy roztwor [y 3*P] ATP (4000-5000 Ci/mmol) dostarczany
byt przez Hartmann Analytic.

5.1.2. Enzymy

PTM

Kinaza polinukleotydowa T4, alkaliczna fosfataza FastA , enzym restrykcyjny Hpall, T4

RNA ligaza, T4 DNA ligaza — zakupione w firmie MBI Fermentas. Terminator Exonuclease —

Epicenter.

5.1.3. Stosowane bufory, roztwory i pozywki

Bufor do elektroforezy w warunkach denaturujacych 10 x TBE
890 mM Tris, 890 mM kwas borowy, 20 mM EDTA, pH 8.3
40% roztwdr zelu poliakryloamidowego 29 : 1 (w/w)
193,33 g akrylamidu, 6,66 g bisakrylamidu, HoO do 500 ml

Zel do elektroforezy RNA w warunkach denaturujacych

8% 12% 20%
40% roztworu akryloamid/bisakryloamidu 29:1 (w/w) 100 ml 150 ml 250 ml
10 x TBE (konicowe stezenie 1 x) 50 ml 50 ml 50 ml
Mocznik (konicowe stezenie 8 M) 240 g 240 g 240 g
H,O do 500 ml | do 500 ml | do 500 ml
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5.1. Materialy

Roztwér dejonizowano z wykorzystaniem zywicy jonowymiennej AG®) 501-X8 (Bio-Rad) i
filtrowano na filtrach z membrang 0,22 pm. W trakcie przygotowywania zelu dodawano: 0,04%
(v/v) TEMED, 0,07% (w/v) nadsiarczan amonu.

Roztwory obcigzajgce probki zawierajgce RNA lub DNA
BB: 8 M mocznik, 0,02% (w/v) blekit bromofenolowy; XC: 8 M mocznik, 0,02% (w/v)

ksylencjanol
0,1% roztw6r stains-all
30 mg stains-all (bromek 1-etylo-2-[3-(1-etylonafto[1,2-d]) rozpuszczony w 30 ml formamidu
0.005% roztwor stains-all do barwienia zeli poliakryloamidowych
15 ml 0,1% roztworu stains-all, 15 ml formamidu, 75 ml izopropanolu, HoO do 300 ml
Roztwér 1 x Sybr green Il do barwienia zeli poliakryloamidowych
15 ul stezonego 10,000 x roztworu SYBR®) Green II RNA w DMSO, 1 x TBE do 150 ml
30% roztwoér zelu biatkowego 37,5:1 (w/w)
30 g akrylamidu, 0,8 g bisakrylamidu, HoO do 100 ml
4 x bufor warstwy zageszczajacej zelu biatkowego
6,06 g Tris, 4 ml 10% SDS, HCI do pH 6,8, H,O do 100 ml
4 x bufor warstwy rozdzielajacej zelu biatkowego
18,17 g Tris, 4 ml 10% SDS, HCI do pH 8,8, H,O do 100 ml
Zel poliakryloamidowy do elektroforezy biatek w warunkach denaturujacych
5% zel zageszczajacy:
0,83 ml 30% zelu biatkowego
2,94 ml H,O

40 pl nadsiarczanu amonu
9 pl TEMED

koncowa objetosé: 5 ml

12% zel rozdzielajacy:

4 ml 30% zelu biatkowego
3,4 ml Hy,O

80 pl nadsiarczanu amonu
18 ul TEMED

koncowa objetosé: 10 ml

Bufor do elektroforezy biatek w warunkach denaturujacych

25 mM Tris-HCI pH 8,3, 190 mM glicyna, 0,1% SDS
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Roztwér do denaturacji i obcigzania prébek biatkowych 4 x SB

200 mM Tris-HC1 pH 6,8, 40 mM DTT, 8% SDS, 40% glicerol, 0,08% (w/v) blekit
bromofenolowy
Roztwér do dehydratacji zeli biatkowych

50% etanol, 10% kwas octowy

Roztwér do barwienia zeli biatkowych

50% metanol, 10% kwas octowy, 0,05% barwnik kumasyna Brilliant Blue R-250

Pozywka LB ptynna

15 g bakto trypton, 7,5 g ekstrakt drozdzowy, 15 g NaCl, H,O do 1500 ml, pH 7,0, ampicylina
100 pg/ml dodawana tuz przed rozpoczeciem hodowli komérek bakteryjnych
Pozywka LB stata

5 g bakto trypton, 2,5 g ekstrakt drozdzowy, 5 g NaCl, 1 ml 1 M NaOH, 7,5 g agaru, H,O
do 500 ml, ampicylina 100 pug/ml dodawana do pozywki o temperaturze najwyzej 50 °C tuz przed

zestaleniem.

Bufor podstawowy 2 X stezony uzywany podczas procesu oczyszczania T4 ligazy RNA
100 mM buforu fosforanowego pH 8,0, 600 mM NaCl
Bufor do lizy komérek bakteryjnych

1 x stezony bufor podstawowy, 10 mM Na,P>0O7, 5 mM imidazol

Bufory W1 — W6

W1 | W2 | W3 | W4 | W5 | W6
2 x bufor podstawowy | 1 x | 1 x |1 x |1 x |1 x|1Xx
Na,P207 (mM) 10 - - - - -

imidazol (mM) 10 | 20 | 40 | 60 | 100 | 500

Bufor do przechowywania ligazy T4 RNA
25 mM HEPES-NaOH pH 7,5, 2 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 50% glicerol

10 x bufor do ligacji RNA za pomoca T4 RNA ligazy
500 mM Tris-HC1 pH 7.5, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT

Plazmid pRHT4

Wektor pRHT4 zawierajacy gen ligazy T4 (E.C. 6.5.1.3.) zostal podarowany przez prof. Petera
J. Unrau z Uniwersytetu Simona Frasera w Kanadzie. Plazmid posiada sekwencje promotorows
(PT7) i terminatorowg dla polimerazy RNA T7, miejsce wigzania rybosomu (RBS) i gen (ble)
opornosci na ampicyling. Pomiedzy kodonem start a sekwencja enzymu znajduja sie¢ kodony dla
6 reszt histydynowych, zatem eksprymowane biatko (63 reszty aminokwasowe; 43 kDa) posiada

znacznik histydynowy wykorzystywany podczas oczyszczania.
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Szczepy bakteryjne
E. coli BL21 Star (DE3)—Invitrogen

Szczep bakteryjny BL21 Star (DE3) posiada mutacje w genie RNazy E co powoduje
redukcje degradacji mRNA w komorce. Ponadto zawiera gen polimerazy T7 RNA z faga
DE3, ktéry jest pod kontrolag promotora lacUV5. Promotor jest aktywowany za pomoca IPTG
(izopropylotiogalaktozyd).

5.2. Metody

5.2.1. Elektroforeza kwaséw nukleinowych w zelu poliakryloamidowym w warunkach

denaturujacych

zel 8% — oczyszezanie reakcji znakowania radioizotopowego; oczyszczanie reakcji ligacji
przeprowadzanej w skali analitycznej lub preparatywnej,

zel 12% — oczyszczanie oligomeréw po syntezie chemicznej, analiza produktéw specyficznej
degradacji czasteczek RNA,

zel 20% — oczyszcezanie po reakeji klik prowadzonej w skali analitycznej, analiza produktéw

specyficznej degradacji czasteczek RNA.

Elektroforeze w skali preparatywnej prowadzono w zelach o grubosci 2 mm, natomiast w skali

analitycznej stosowano zele o grubosci 0,2 mm lub 2 mm.

Kazda elektroforeza prowadzona byta w buforze 1 x TBE i poprzedzana byla preelektroforeza
prowadzong przy natezenie pradu 10 lub 15 mA. Przed natozeniem na zel, prébki mieszano w
stosunku 1:1 z roztworem obcigzajacym XC lub BB. Elektroforeze prowadzono przy natezeniu
pradu, ktére stopniowo zwigkszano do uzyskania wartosci 25 mA (zel 15 x 15 cm) lub 50 mA (zel
30 x 40 cm).

5.2.2. Elucja kwaséw nukleinowych

Po rozdziale na zelu poliakryloamidowym pasma odpowiadajace wlasciwym fragmentom RNA
wizualizowano w $wietle UV lub przez autoradiografie, wycinano z zelu i eluowano metoda ,,crash
and soak” przez inkubacje w dejonizowanej wodzie przez noc, w temperaturze 4°C, z tagodnym

wytrzasaniem.
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5.2.3. Stracanie kwaséw nukleinowych

Oligomery stracano w obecnosci 300 mM octanu sodu o pH 5,2, 10 ug glikogenu oraz z 3
objetosciami 96% etanolu. Probki stracano w temperaturze —20 °C przez noc a nastepnie wirowano
przez 25 minut przy 14000 r.p.m. w temperaturze 4°C. Po usunieciu cieczy, osad suszono i
rozpuszczano w dejonizowanej wodzie. Stezenie kwaséw nukleinowych oznaczano na podstawie
pomiaréw absorpcji przy dlugosei fali A = 260 nm z wykorzystaniem spektrofotometru UV /VIS
NanoDrop-1000.

5.2.4. Barwienie zeli poliakryloamidowych z mocznikiem za pomocga roztworu stains-all

Po skoniczonej elektroforezie zel umieszczano w 0,005% roztworze stains-all na przynajmnie;
30 minut. Barwienie odbywato sie bez dostepu $wiatta. Nastepnie zel przektadano na folie i po
10—15 minutowej ekspozycji na $wiatto nastepowato czesciowe odbarwienie zelu, ktéry nastepnie

skanowano.

5.2.5. Elektroforeza biatek w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS (SDS-PAGE)

Elektroforeze prowadzono w zelach o rozmiarze 10 x 10 cm i grubosci 1 mm, w uktadzie: 5%
zel zageszezajacy 1 12% zel rozdzielajacy. Przed elektroforezg, do kazdej analizowanej prébki biatka
dodawano bufor 4 x SB w stosunku 3:1 i inkubowano przez 5 min. w 95 °C. Prébki zwirowywano i
nanoszono na zel. W celu tatwiejszego monitorowania elektroforezy, na zel nanoszono wybarwiony
marker wielkosci biatek. Napiecie pradu wynosito 100 V dla warstwy zageszczajacej, natomiast dla
zelu rozdzielajacego 150 V. Po skoniczonej elektroforezie zel umieszczano na 10 minut w roztworze
do dehydratacji a nastepnie barwiono przez 30 minut w roztworze do barwienia. Zel odbarwiano

roztworem do odbarwiania a nastepnie skanowano z uzyciem skanera komputerowego.

5.2.6. Ekstrakcja fenolem

Procedure ta wykorzystywano do oczyszczania produktow po reakeji ligacji prowadzonej w skali
preparatywnej. Do probki zawierajacej RNA dodawano 1 objetosé fenolu o pH 4,5 i wytrzgsano
przez 2 minuty w temperaturze pokojowej. Mieszanine wirowano przez 1 minute przy 10000 r.p.m.
Warstwe wodna przenoszono do nowej probéwki. W celu pozbycia sie resztek fenolu do fazy
wodnej dodawano 1 objeto$¢ mieszaniny chloroform:alkohol izoamylowy w stosunku 24:1 (v/v)
1 wytrzasano 1 minute w temperaturze pokojowej, po czym wirowano przez 1 minute przy 10000

r.p.m. Faze wodna nastepnie oczyszczano od resztek fenolu i chloroformu na kolumienkach NAP-25.
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5.2.7. Odsalanie na kolumienkach NAP-25

Zasolong lub zanieczyszczong matoczasteczkowymi zwigzkami préobke kwasu nukleinowego
oczyszczano na handlowo dostepnych kolumienkach NAP-25 wypeklionych ztozem Sephadex G-25.
Na kolumne naktadano 1-1,2 ml prébki a nastepnie przemywano dejonizowang woda. Pierwsze dwie
frakcje zbierano po 1 ml a nastepne po 500 ul (razem 6 ml). Frakcje zawierajace kwas nukleinowy

identyfikowano na podstawie pomiaru absorpcji przy dtugosci fali A = 260 nm.

5.2.8. Defosforylacja

Do reakcji usuwania grup fosforanowych na koncu 5’ oligomeru RNA uzywano alkalicznej
fosfatazy FastAPTM. Reakcje prowadzono w dostarczonym z enzymem buforze ze 160 pmolami
RNA w objetoséci 50 ul przez 10 minut w temperaturze 37°C. Enzym inaktywowano inkubujac
mieszanine przez 10 minut w temperaturze 75°C. RNA wytracano etanolem lub przeprowadzano

elektroforeze analityczng w 12% zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych.

5.2.9. Znakowanie RNA na korncu 5’ radioaktywnym izotopem 32P

Okoto 160 pmoli RNA znakowano za pomocg kinazy polinukleotydowej T4. Przed reakcja,
RNA denaturowano przez 5 minut w temperaturze 90°C a nastepnie inkubowano przez 10
minut na lodzie. Do tak przygotowanej probki dodawano bufor dostarczony z enzymem,
1 ul [y*P] ATP o aktywnosci 4000-5000 Ci/mmol (0,02 mCi) oraz 10 U enzymu. Reakcje
prowadzono przez 30 minut w temperaturze 37 °C. Produkty reakcji oczyszczano w denaturujgcym
8% zelu poliakryloamidowym. Produkty reakcji wizualizowano przez autoradiografie. Poziom

radioaktywnosci wyznakowanych czasteczek oznaczano za pomoca licznika scyntylacyjnego.

5.2.10. Hydrolizat formamidowy

Znakowany izotopem 3?P RNA mieszano z formamidem w stosunku 1:5 w obecnosci
10 mM MgCl,. Mieszaning inkubowano w temperaturze 100 °C przez 10 minut po czym dodawano
1 objetos¢ roztworu formamidu z barwnikami elektroforetycznymi i przenoszono probke do suchego
lodu. Produkty hydrolizy rozdzielano w zelu poliakryloamidowym z 8 M mocznikiem. Nastepnie
wizualizowano produkty reakcji metoda autoradiografii. Do tego celu wykorzystywano skaner

radioaktywnosci Fluorescent Image Analyzer FLA-5100 — FujiFilm.

5.2.11. Ograniczone trawienie RNA rybonukleaza T1 w warunkach semidenaturujacych

Do roztworu zawierajacego RNA wyznakowany izotopem 3?P dodawano bufor zawierajacy 50
mM cytrynian sodu o pH 5,3 1 7 M mocznik. Mieszanine inkubowano w temperaturze 100°C

przez 2 minuty po czym przenoszono do suchego lodu. Nastepnie dodawano 0,2 U rybonukleazy
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T1. Reakcje prowadzono przez 10 minut w temperaturze 55°C. Reakcje zatrzymywano poprzez
zamrozenie probki w suchym lodzie. Produkty hydrolizy rozdzielano w zelu poliakryloamidowym
z 8M mocznikiem po czym wizualizowano metoda autoradiografii z wykorzystaniem skanera

radioaktywnosci Fluorescent Image Analyzer FLA-5100 — FujiFilm.

5.2.12. Reakcja cyrkularyzacji RNA z uzyciem ligazy DNA

Mieszanina reakcyjna zawierata 160 pmoli RNA, 1x stezony bufor dostarczony z enzymem, 5%
PEG 4000, 5 U enzymu. Przed reakcja roztwér RNA denaturowano przez 5 minut w temperaturze
90°C w obecnosci 50 mM KCI a nastepnie schtadzano przez 20 minut do temperatury pokojowe;j.
Reakcje prowadzono w temperaturze 22 °C przez noc po czym RNA stracano lub przeprowadzano

rozdziat produktéw w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych.

5.2.13. Ligacja chemiczna

Do reakcji uzywano 60 pmoli RNA, ktére uprzednio denaturowano w temperaturze 90 °C przez
2 minuty a nastepnie schtadzano przez 20 minut do temperatury pokojowej. Nastepnie dodawano
NiCly do stezenia konicowego 50 mM, imidazol (koncowe stezenie 100 mM) oraz bromocyjan
(konicowe stezenie 80 mM). Reakcje prowadzono przez noc w temperaturze 4 lub 22°C po czym

RNA stracano.

5.2.14. Reakcja klik

Mieszanina reakcyjna zawierata 1 nmol oligomeru (stezenie koncowe 10 M), 200 mM NaCl,
500 uM CuSO, (50-krotny nadmiar w stosunku do oligomeru), 5 mM przygotowany na $wiezo
askrobinianu sodu (500-krotny nadmiar w stosunku do oligomeru) oraz 10% aceton lub 500
M PMDETA (N,N,N’ N’ N”-pentametyldietylenotriamina), ktore stabilizuja miedz na I stopniu
utlenienia. Przed reakcja oligomer denaturowano przez 5 minut w temperaturze 90 °C a nastepnie

schtadzano przez 30 minut do temperatury pokojowe;j.

5.2.15. Trawienie enzymem restrykcyjnym Hpall

Do reakcji prowadzonej w 20 pl uzywano 180 pmoli oligomeru, bufor Tango dostarczony wraz
z enzymem oraz 20 U enzymu Hpall. Reakcje prowadzono przez 8 godzin w temperaturze 37 °C,
stracano a produkty trawienia restrykcyjnego rozdzielano w zelu poliakryloamidowym w warunkach

denaturujacych. Zel barwiono roztworem stains-all i skanowano.
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5.2.16. Oczyszczanie oligomeréw RNA i DNA

Oligomery byty syntetyzowane chemicznie i oczyszczane we wspotpracy z Pracownig Chemii
RNA prowadzong przez prof. dr. hab. Ryszarda Kierzka. Synteze przeprowadzano na syntetyzerze
Applied Biosystems z wykorzystaniem metody amidofosforynowej na podtozu stalym — CPG
(ang. controlled pore glass). Synteze prowadzono w skali 1 pmola przy uzyciu handlowo dostepnych
amidofosforynéw z blokada 2’-O-TBDMS. Po syntezie odblokowywano grupy zasadolabilne i
jednoczesnie odcinano oligomery od podtoza inkubujac ztoze z syntetyzowanym RNA w
roztworze amoniaku z etanolem w stosunku 3:1 (v/v) przez noc w temperaturze 55°C. W
przypadku oligomeréw DNA byl to 32% roztwér amoniaku. Mieszanine schladzano przez 20
minut w temperaturze —20°C a nastepnie przenoszono do kolumny z saczkiem. Odsgczony ptyn
odparowywano do sucha (wyparka wir6wkowa). Na tym etapie oligomery DNA oczyszczano
w 12% zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych. W przypadku oligomeru RNA
kolejnym etapem oczyszczania byto zdjecie blokady sililowej. Uzyskany osad zalewano mieszaning
fluorku tetrabutyloamoniowego w DMF i inkubowano do catkowitego rozpuszczenia przez 2-3
godziny (w zaleznosci od dtugosci oligomeru) w temperaturze 55°C. Oligomery o dtugosci do
11 nukleotydéw byly stracane w obecnosci n-butanolu przez godzine w —20°C, zwirowywane w
4°C przez 10 minut przy 5000 r.p.m. Ciecz zlewano znad osadu, ktory suszono pod préznia. W
miedzyczasie przygotowywano kolumny Sep-pak C18 poprzez przemycie ich 10 ml acetonitrylu i
zrownowazenie ztoza 10 ml 10 mM octanu amonu. Wysuszony osad rozpuszczano w 10 ml 10 mM
octanu amonu i naktadano na kolumne po czym przemywano ja 10 ml 10 mM octanu amonu.
Oligomer wymywano 4 ml roztworu acetonitryl/woda w stosunku 3:7 (v/v) i odparowywano do
sucha. Odsolony osad oligomeru rozpuszczano w 150 ul wody i rozdzielano metoda chromatografii
cienkowarstwowej na ptytkach TLC w fazie 1-propanol/amoniak/woda w stosunku 55:35:10
(v/v/v). Plytke wizualizowano w $wietle UV i wyskrobywano z niej pasmo odpowiadajace danemu

oligomerowi, ktéry eluowano 5 ml wody.

Oligomery dtuzsze niz 12 nukleotydéw, po odblokowaniu, zalewano 1 ml 1 M Tris-HCI
(pH 7,5) i pozostawiano na 30 min. w temperaturze pokojowej, aby usunaé 2’-hemiacetale.
Nastepnie usuwano DMF poprzez odparowanie mieszaniny do potowy jej objetosci poczatkowej.
Oligomery odsalano na kolumnie NAP-25 wypetnionej ztozem Sephadex G-25. Oligomer eluowano
sterylna, dejonizowang H,O. Zebrane frakcje taczono i zatezano (wyparka wiréwkowa). Glowny
produkt syntezy oczyszczano elektroforetycznie w 12% zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych. Po wizualizacji metoda wygaszania fluorescencji, z zelu wycinano pasma
zawierajace oligomery o pozadanej dlugodci i eluowano 8 ml sterylnej, dejonizowanej wody przez
noc w temperaturze 4°C. Na koniec oligorybonukleotyd zatezano i odsalano na kolumienkach

NAP-25 (elucja sterylna, dejonizowana HyO).
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Odsolone oligomery RNA i DNA liofilizowano lub zageszczano i przechowywano w —20 °C. Ilos¢
oligomeréw w préobce oznaczano przy uzyciu spektrometru UV /VIS. Analize jakosciowa oligomeru

przeprowadzano metodg spektrometrii mass MALDI-TOF MS.

5.2.17. Otrzymywanie ligazy RNA z faga T4

Transformacja komérek E. coli wektorem pRHT4

Plazmid zawierajacy gen ligazy RNA z faga T4 wprowadzano do komérek BL21 Star (DE3)
metoda szoku cieplnego. Komorki kompetentne (50 pl) rozmrazano na lodzie przez 30 minut.
Nastepnie dodawano 20 ng wektora pRHT4 i dalej inkubowano na lodzie przez kolejne 30 minut.
Zawiesine bakteryjng umieszczano na 30 sekund w 42 °C po czym przenoszono na 2 minuty do lodu,
dodawano 250 pl ptynnej pozywki LB i wytrzasano przez 1 godzing przy 200 r.p.m. w temperaturze
37°C. Zawiesing stransformowanych komoérek (50, 100 lub 150 pl) rozprowadzano na powierzchni
szalek Petriego ze stala pozywka LB z antybiotykiem. Hodowle prowadzono przez 12 godzin w

temperaturze 37 °C.
Nadekspresja ligazy RNA

Pojedyncza kolonie przenoszono do ptynnej pozywki LB z antybiotykiem. Hodowle prowadzono
w objetosci 25 ml w temperaturze 37 °C przy 230 obrotach /minute do osiagniecia gestosci optycznej
ODgpp = 0,6. Zawiesina zaszczepiano 1 litr ptynnej pozywki LB z antybiotykiem, ktora nastepnie
rozdzielano po 250 ml do kolb stozkowych o pojemnosci 1 litra. Inkubacja kontynuowana byta
do osiggniecia ponownie wartosci ODgog = 0,6, po czym indukowano ekspresje za pomocg IPTG,
o stezeniu koncowym 1 mM. Po 2 godzinach hodowle przenoszono do probdéwek o objetosci
0,25 1 . Mase komérkows zbierano poprzez wirowanie w 4 °C, przy 4000 r.p.m. przez 20 minut i

dekantacje. Osad komoérkowy zamrazano w —80°C.

Podczas pierwszej hodowli komorek przygotowano stoki bakteryjne. Tuz przed indukcja za
pomoca [PTG pobrano 4 ml zawiesiny bakteryjnej, do ktérej dodano glicerolu do stezenia
konicowego 20%. Zawiesing rozdzielono na frakcje po 200 ul i przechowywano w —80°C. Stoki
bakteryjne byty wykorzystywane przy kolejnych hodowlach do zaszczepiania 25 ml ptynnej pozywki

LB z pominieciem etapu transformacji i hodowli na szalkach Petriego.
Oczyszczanie ligazy T4

Ekstrakt komoérkowy rozpuszezano w buforze do lizy: na 5 g osadu dodawano 10 ml buforu z
dodatkiem 1 mg/ml lizozymu, 1 tabletki zawierajacej inhibitory proteaz bez EDTA oraz 5 mM
B-merkaptoetanol. Liza komorek prowadzona byta na lodzie przez 30 minut, po czym zawiesing
sonikowano (Ultrasonic Processor, Model CV33, Fisher) przez 3 x 15 sekund przy amplitudzie
70% mocy. Ekstrakt wirowano w temperaturze 4 °C przy 12000 r.p.m. przez 30 minut. Ciecz znad
osadu przenoszono do czystej probéwki o pojemnosci 250 ml. Do supernatantu lizatu komérkowego

dodawano okoto 1 ml agarozowego zloza niklowego typu Ni-NTA (Qiagen), zréwnowazonego
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wczedniej buforem do lizy. Cato$é inkubowano przez 1 godzine na lodzie delikatnie mieszajac,
po czym przenoszono do kolumny chromatograficznej o objetosci 10 ml, ktéra podiaczona byta
do pompy perystaltycznej. Rozdzial wykonywano w temperaturze 4 °C przy przeptywie okoto 0,7
ml/min. Ztoze przeptukiwano buforami: 50 ml buforu W1, nastepnie W2-W6 po 10 ml. Bufory
W2-W6 zawieraly wzrastajace stezenie imidazolu. Frakcje zawierajace ligaze T4 identyfikowano

elektroforetycznie, taczono i dializowano przez noc wzgledem buforu do przechowywania.

5.2.18. Oznaczanie stezenia biatka

Stezenie enzymu oznaczano metoda specktroskopii VIS przy uzyciu odczynnika Bradford
(Bio-Rad). W zaleznodci od stezenia preparatu biatkowego pobierano rézne objetosci od 1—10 pl i
dopetniano woda do objetosci 0,8 ml. Rozcienczony enzym mieszano z 200 pl odezynnika Bradford,
mierzono absorpcje przy dhugosci 595 nm a uzyskane wartosci porownywano z krzywa wzorcows,

przygotowana w oparciu o standard biatkowy — BSA (albumina z surowicy bydlecej).

5.2.19. Test aktywnosci T4 RNA ligazy

250 pmoli RNA zawieszano w 60 mM KCIl. Mieszanine ogrzewano przez 2 minuty w
temperaturze 90 °C, schtadzano przez 20 minut w temperaturze pokojowej, po czym dodawano 10
x stezonego buforu do ligacji (konicowe stezenie 1 x), ATP do stezenia 0,5 mM oraz T4 RNA ligaze
(konicowe stezenie wynosito 1 U/pul). Reakcje prowadzono przez 4 godziny w temperaturze 37 °C.
Nastepnie probki rozdzielano elektroforetycznie w zelu poliakryloamidowym z 8 M mocznikiem.

Zel barwiono roztworem stains-all a obraz zelu skanowano.

5.2.20. Otrzymywane zcyrkularyzowanych oligomeréw RNA w skali preparatywnej

Reakcje prowadzono w objetosci 3—4 ml, gdzie stezenie koficowe RNA wynosito 10 pmol/pul.
Oligomer mieszano z KCI (koncowe stezenie 60 mM) i inkubowano przez 10 minut w temperaturze
95°C a nastepnie schtadzano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Dodawano 10 x
stezonego buforu do ligacji (konicowe stezenie 1 x), ATP do stezenia 0,5 mM oraz T4 RNA
ligaze (konicowe stezenie wynosito 1 U/ul). Reakcje prowadzono przez 4 godziny w 37°C po
czym mieszaning zageszczano do 1,5 ml (wyparka wiréwkowa). Enzym usuwano metoda ekstrakeji
fenolem, odsalano chromatograficznie na kolumnach NAP-25, zageszczano i oczyszczano w 8% zelu

poliakryloamidowym z 8 M mocznikiem.

5.2.21. Przygotowanie oligomeréw RNA do krystalizacji

Liofilizowane oligorybonukleotydy rozpuszczane byly w wodzie i filtrowane na saczkach

wirowkowych o $rednicy 0,1ym Millipore Ultrafree-MC przy szybkosci 12000 r.p.m. przez 15
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minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano roztworu soli np. KCI lub octanu amonu,
mieszaninge denaturowano przez 10 minut w temperaturze 65°C lub 95°C i schtadzano do

temperatury pokojowej przez co najmniej 30 minut.

5.2.22. Krystalizacja

Proces krystalizacji polega na wytraceniu substancji w postaci krysztatu. Efekt ten mozna
osiagnac przyktadowo poprzez zageszczanie probki znajdujacej sie w roztworze krystalizacyjnym.
Najpopularniejsza technika w biokrystalografii jest metoda dyfuzji par w uktadzie wiszacej kropli.
Proces ten prowadzony jest w zamknietym uktadzie np. na plytkach typu Limbro. Posiadaja
one studzienki, do ktérych nalewa sie roztworu krystalizacyjnego, nazywanego tez roztworem
rezerwuarowym. Otwor studzienki zamyka sie szczelnie szkietkiem nakrywkowym, na ktérym
znajduje sie wiszaca kropla. Zawiera ona krystalizowana substancje wymieszang z roztworem
rezerwuarowym w okreslonych proporcjach. Roztwor rezerwuarowy w kropli jest rozcienczony, ale
nastepuje wyréwnywanie stezen i potencjaléw pomiedzy rozcienczonym roztworem rezerwuarowyim
w kropli a roztworem rezerwuarowym znajdujacym sie w studzience. Proces ten zachodzi na
drodze dyfuzji par i powoduje zageszczanie wszystkich substancji znajdujacych sie w kropli.

Pozadanym efektem zageszczania jest wytracenie sie krysztatow.

Jest wiele czynnikéw determinujacych wzrost krysztaléw. Do najwazniejszych i/lub dajacych
sie najlatwiej kontrolowac¢ jest temperatura, stezenie i czystos¢ substancji krystalizowanej, sita
jonowa, rodzaj substancji stracajacej znajdujacej sie w roztworze krystalizacyjnym oraz rodzaj
jonéw. Kazda krystalizowana substancja wymaga okreslenia indywidualnych warunkéw, w ktorych
bedzie krystalizowa¢. Niekiedy, krysztaly odpowiednie do pomiaréw dyfrakcyjnych rosng w
roztworze z komercyjnie dostepnych zestawoéw do krystalizacji. Czedciej jednak okresla sie wstepne
warunki krystalizacji, ktore nalezy optymalizowa¢. Wiaze si¢ to z systematyczng modyfikacja
poszczegblnych zmiennych. Podczas optymalizacji mozna stosowaé rézne rodzaje dodatkow
(ang. additives) lub szczepienie, gdy krystalizuje duzo matych lub pozrastanych krysztatow.
Szczepienie polega na przeniesieniu zarodkéw krystalizacji do przesyconego roztworu substancji
krystalizowanej. Bardzo wazne jest, aby kropla znajdowala sie w obszarze metastabilnym
(mozliwy jest wzrost zarodkow lecz ich powstawanie juz nie), a nie labilnym (zarodki tworza sie
spontanicznie) lub nienasyconym (zarodki rozpuszczaja sie). Tylko wéwcezas nastepuje optymalny

wzrost zarodkow krystalizacyjnych, ktore zostaly wprowadzone do kropli.

W moich badaniach stosowatam metode wiszacej lub siedzacej kropli z dyfuzja par.
Wstepne warunki krystalizacji ustalatam przy uzyciu komercyjnie dost¢pnych zestawdéw roztworow
krystalizacyjnych Natrixl, Natrix 2 lub mini Screen (Hampton Research). Typowo, RNA
mieszalam z roztworem krystalizacyjnym w stosunku 1:1. Krystalizacje oligomeru zawierajacego

powtérzenia CCG nastawialam za pomocg robota do krystalizacji Gryphon Art Robbins.
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Stosowanie robota pozwala na szybkie przetestowanie réoznych warunkéw krystalizacji, obnizenie
ilodci oligomeru i roztworéw krystalizacyjnych zuzywanych w krystalizacji (najmniejsze mozliwe do
nastawienia krople maja objetosé 0,2 ul). Dodatkowsa zaleta jest precyzyjno$é i zminimalizowanie
btedéw np. podczas pipetowania. Podczas optymalizacji krystalizacji oligomeru GCGGCGGC
stosowatam szczepienie krysztaléw technika ,streak-seeding”, w ktorej zarodki krystalizacji

przenoszone sg za pomoca wlosa.

5.2.23. Pomiary dyfrakcyjne

Dane dyfrakcyjne rejestrowane byty przy uzyciu promieniowania synchrotronowego w nastepu-

jacych osrodkach:

e EMBL w Hamburgu, wigzka X11 i X13
e BESSY w Berlinie, wigzka BL14.1 i BL.14.2

Krysztaly transportowano do osrodka synchrotronowego na ptytkach lub zamrozone w
zbiorniku utrzymujacym temperature ponizej 100 K. Pomiar wykonywany byl w warunkach
kriogenicznych (100 K). Obnizona temperatura ogranicza przede wszystkim uszkodzenia
radiacyjne, ktore moga powsta¢ na skutek dyfuzji wolnych rodnikow w krysztale. Dodatkowo
zmniejsza nieuporzadkowanie dynamiczne oraz poprawia wytrzymalto$é krysztalu (mozna uzyé
promieniowania o wigkszej intensywnosci lub wydtuzy¢ czas naswietlania), co zwykle przektada
sie na lepsza jakos$¢ zarejestrowanych danych (146). Do zamrazania krysztalow stosuje sie roztwor
krioprotekcyjny, ktéry zawiera roztwér macierzysty oraz krioprotektant (np.: glicerol, PEG 400,
2-metylopentano 2,4-diol, 1,6 heksanediol). Pozwala to na unikniecie powstawania krysztaléw

lodu podczas zamrazania i utrzymanie rozpuszczalnika w fazie amorficznej.

W trakcie rejestrowania jednego obrazu dyfrakcyjnego krysztal naswietlany jest promieniowa-
niem X przez okreslony czas — od kilku do kilkudziesigciu sekund, w zaleznosci od intensywno-
Sci wiazki i zdolnosci krysztalu do rozpraszania. Co wiecej, podczas pojedynczego naswietlania,
krysztal obracany jest o kilka stopni (0,5-2°) wokét osi prostopadlej do wiazki promieniowania,
przez co wiecej reflekséw przechodzi przez sfere Ewalda i jest rejestrowanych. Kat obrotu zalezy
od odlegtosci ptaszczyzn sieci krystalicznej, mozaikowosci krysztatu oraz od jakosci wigzki. Dane

rejestruje sie do momentu uzyskania maksymalnej kompletnosci.

5.2.24. Przetwarzanie i skalowanie danych dyfrakcyjnych

Zarejestrowane dane byly procesowane i skalowane za pomoca pakietu programéow HKL2000
(122): XdisplayF — wizualizacja obrazéw dyfrakcyjnych, DENZO — wskaznikowanie i integracja

danych i SCALEPACK — usrednianie i skalowanie intensywnosci refleksow.
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W pierwszym etapie wybieralam zbiér odpowiednio silnych reflekséw, na podstawie ktorych
program DENZO wstepnie wskaznikowal oraz obliczal wspotczynniki niedopasowania wzgledem
roznych sieci Bravais’ego. Parametry komoérki oraz grupe przestrzenng wybieratam biorac pod
uwage najwyzsza symetrie z niskim wspoétczynnikiem niedopasowania. Nastepnie, stabsze refleksy
byty wskaznikowane a parametry krysztalu (rotacja krysztatu, parametry komorki elementarnej)
i uktadu pomiarowego (pozycja wiazki, dystans) udokladniane. Po uzyskaniu najlepszej zgodnosci
pomiedzy rzeczywistymi pozycjami refleksow a przewidywanymi, dane integrowalam. Na
tym etapie nastepuje wydzielenie sygnatu od tta przy zalozeniu, ze profil sygnatu silnych i
stabych refleksow jest podobny, przy czym profil tworzony jest na podstawie silnych refleksow.
Nastepnie powierzchnia pod krzywa profilu jest sumowana jako intensywnosé¢ refleksu. Procedura
ta wykonywana jest dla kazdego obrazu osobno. W kolejnym etapie uzywatam programu
SCALEPACK, za pomoca ktorego otrzymywatam spéjny zbior wywskaznikowanych refleksow
i ich intensywnosci (I) wraz z odchyleniem standardowym o(I). Podczas konwersji danych do
wspolnej skali, program SCALEPACK oblicza dla kazdego obrazu odpowiedni czynnik skali. W ten
sposob uwzgledniane sg zmiany w intensywnosci rozpraszania promieniowania rentgenowskiego
spowodowane wahaniami intensywnosci wiazki pierwotnej, réznym czasem naswietlania lub
uszkodzeniami radiacyjnymi. Czynniki skali dobierane sg poprzez poréwnywanie intensywnosci

symetrycznych refleksow zaktadajac, ze sa identyczne w zakresie btedu statystycznego.

Jako$¢ przeprocesowanych danych oceniana jest na podstawie takich parametréw jak komplet-
n0s¢, Ryerge oraz I/o. Sumaryczna kompletnosé danych powinna wynosi¢ wiecej niz 85%, przy
czym w zakresach nizszych rozdzielczosci (np. 20-8 A) powinna byé wysoka, gdyz ma to wplyw
na jakosé mapy gestosci elektronowej. Z kolei stosunek 1/ (1) w zakresie najwyzszej rozdzielczosci
powinien by¢ wiekszy od 2, poniewaz wéwczas intensywnosé refleksu jest dwukrotnie wieksza od
btedu jego pomiaru. Wartos¢ Ri,erge mOwi o tym jaka jest réznica pomiedzy intensywnosciami
symetrycznych reflekséw, ktére powinny byé¢ identyczne (wzér 5.1). Wartosé tego parametru
powinna byé¢ jak najnizsza ale nalezy pamietaé, ze zalezy ona od krotnosci (ang. redundancy).

Oznacza to, ze jesli mamy refleks zmierzony tylko raz to wowczas Ry,erge Wynosi 0.

> 2| Li(hkl) — I(hkl)|

) — hkLT
Fomerge (1) > > Ii(hkl)
hil T

(5.1)

I;(hkl) — wartos¢ intensywnosci obserwacji i refleksu hkl

5.2.25. Obliczanie i analiza statystyczna amplitud czynnikéw struktury

Program SCALEPACK generuje plik o rozszerzeniu .sca, ktéry zawiera zbiér intensywnodci

reflekséw wraz z ich odchyleniami standardowymi. Kolejnym krokiem jest przeksztatcenie inten-
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sywnosci reflekséw na amplitudy czynnikéw struktury (na podstawie zaleznosci przedstawionej
we wzorze 5.2 za pomoca programu SCALEPACK2MTZ i TRUNCATE (147) znajdujacych sie w
pakiecie programéw CCP4i (148). W zwiazku z tym, ze niektére wartosci intensywnosci sg ujemne
oraz intensywnosci stabych reflekséw sa niedoszacowane wyznacza si¢ na podstawie wykresu
Wilsona czynniki struktury umieszczajac wszystkie dane na absolutnej skali. Powoduje to, ze

wszystkie obserwacje maja wartosci dodatnie a stabe refleksy sa ,,doszacowane”.

I(hkl) = |F(hkl)[? (5.2)

Na tym etapie wydzielano tez zbioér reflekséw uzywanych do obliczenia czynnika Rjyce.
Nastepnie przeprowadzano analize statystyczna przeprocesowanych danych z uzyciem programu
PHENIX.XTRIAGE. Na jej podstawie mozna okresli¢ obecno$¢ symetrii niekrystalograficzne;
(NCS) (ang. non-crystallographic symmetry), bliZzniaczenie a takze poprawno$é wybranej grupy

przestrzenne;j.

5.2.26. Rozwigzywanie struktury — podstawienie czasteczkowe

Rozwigzanie struktury polega na rozwigzaniu problemu fazowego poprzez przypisanie refleksom
wstepnych faz. Umozliwia to obliczenie mapy gestosci elektronowej (wzoérb.3), na podstawie ktorej

buduje si¢ model czasteczkowy.

1 —27i(hx x)+ia
p(xyz) _ V Z |F<hk’l)’6 2mi(hx+ky+lz)+ia(hkl) (5?))
hkl

p — wartos¢ gestosci elektronowej w punkcie zyz

|F(hkl)| — amplituda czynnika struktury dla refleksu (hkl)

a(hkl) — kat fazowy dla refleksu (hkl)

x, Y, 2 — wspblrzedne w komoérce elementarnej w przestrzeni rzeczywistej

h, k, | — wspélrzedne w przestrzeni odwrotnej

Przy rozwiazywaniu struktury oligomeréw RNA postuzylam sie metoda podstawienia
czasteczkowego uzywajac programu PHASER (112), ktéry dziatal w trybie domys$lnym. W tej
metodzie wstepne fazy czynnikow struktury uzyskuje si¢ z faz innej znanej struktury czasteczki —
z modelu fazowego. Dlatego tez powodzenie tej metody zalezy w duzej mierze od podobienstwa
strukturalnego obu czagsteczek. Przyjmuje sie, ze w przypadku biatek wystarczy 30% podobienstwo

sekwencyjne (www-structmed.cimr.cam.ac.uk/Course/MolRep/molrep.html).
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Aby przypisa¢ fazy odpowiednim refleksom, orientacja i potozenie modelu fazowego w
komorce elementarnej musi pokrywaé si¢ z rozwigzywanym modelem. W tym celu potrzebna jest
macierz rotacji oraz wektor translacji, ktore oblicza stosowny do tego celu program. PHASER
uzywa algorytméw opartych na teorii najwiekszej wiarygodnosci (ang. mazimum likelihood)
i stosuje do tego odpowiednie funkcje translacyjne i rotacyjne (149). Wstepne okreslenie
poprawnosci rozwiagzania odbywa sie¢ na podstawie dwdch parametréw: LLG (przyrost logarytmu
wiarygodnosci) (ang. log-likelihood-gain) oraz z-score. Pierwszy z nich méwi o ile bardziej moga
by¢ przewidziane dane z otrzymanego modelu niz z modelu skladajacego sie z przypadkowo
porozrzucanych atoméw. Wartosé tego parametru powinna by¢ dodatnia i rosngc wraz z kolejnymi
etapami orientowania pelnego modelu. Parametr z-score jest powiazany z przyrostem logarytmu
wiarygodnosci. Mowi o liczbie standardowych odchylen powyzej $redniej dla danego parametru
LLG. Istotne jest, aby jego warto$¢ byta jak najwicksza. Uwaza sie, ze z-score powyzej 8 oznacza
znalezienie rozwigzania. Niemniej najwazniejsza jest inspekcja mapy elektronowej obliczonej z
otrzymanych wstepnych faz, poniewaz niekiedy przy niskiej wartosci z-score (np. 6) otrzymuje

sie model, ktory jest czesciowo prawidtowy i mozna go wykorzystaé¢ do budowy poprawnego modelu.

5.2.27. Natywna mapa Pattersona

Mape Pattersona oblicza sie jedynie na podstawie amplitudy czynnikéw struktury, ktore
uzyskuje sie z eksperymentu dyfrakcyjnego (150). W tym przypadku nie ma potrzeby znajomosci

fazy. Mape wylicza si¢ na podstawie wzoru funkeji Pattersona (wzorb.4).

1 .
P(uvw) _ V Z |F(hkl)|2e—2m(hu+kv+lw) (54)
hkl

P — wartos¢ gestosci elektronowej w punkcie zyz
| F'(hkl)] — amplituda czynnika struktury dla refleksu (hkl)
u, v, w — wspoOlrzedne w przestrzeni rzeczywistej

h, k, | — wspdlrzedne w przestrzeni odwrotnej

Otrzymana mapa posiada piki, ktore znajduja sie w pozycjach odpowiadajacych koncom
wektorow miedzyatomowych (Rysunek 72). Oznacza to, ze jezeli mamy atom w pozycji x; oraz
drugi atom w pozycji xo to woéwczas na mapie Pattersona otrzymamy dwa piki w pozycji xa-x1
oraz X1-Xg (http : //www — structmed.cimr.cam.ac.uk/Course/Basic_phasing/Phasing.html).
Wysokosé piku jest proporcjonalna do liczby elektronéw wchodzacych w sktad atomoéw tworzacych
wektor miedzyatomowy. Jezeli w strukturze znajduje sie kilka atoméw, to jest mozliwe obliczenie

na podstawie mapy Pattesona ich pozycji w sieci krystalicznej. Niestety przy wickszej liczbie

122



5.2. Metody

atomow staje sie to juz niemozliwe. Niemniej mapa Pattersona jest bardzo pomocna np. w procesie

rozwiazywania struktury czy do okreslenia obecnosci niekrystalograficznej symetrii.

Rysunek 72. Schemat przedstawiajgcy powigzanie niekrystalograficznej osi symetrii z mapg Patter-
sona (wedtug hitp : | /www.ruppweb.org/Xray/Patterson/N ative_Patterson.htm). Dwie czgsteczki
powigzane sq niekrystalograficzng osig dwukrotng (niebieska elipsa) (A). Po przeksztalceniu ich za
pomocq osi dwukrotnej, w komorce znajdujq sie cztery czqsteczki (B). Pomiedzy czqsteczkami nie-
powigzanymi ze sobg zZadnym elementem symetrii mozemy narysowaé wektory translacyjne (rézZowe
strzalki). Oznacza to, Ze za ich pomocg mozemy przesungé jedng czasteczke w miejsce drugiej (C).
Na mapie Pattersona sq zaznaczone dwa piki (D). Jeden z nich znajduje sie w miejscu konca wektora
translacyjnego (rézowe strzalki) zawieszonego w poczatku ukladu wspélrzednych. Drugi pik reprezentuje
wektory wyznaczone pomiedzy czgsteczkami powigzanymi elementem symetrii.

5.2.28. Udoktadnianie modeli RNA

Celem udoktadniania struktury jest zmodyfikowanie modelu czasteczki otrzymanego po roz-
wigzaniu problemu fazowego w taki sposob, aby najwierniej odzwierciedlal dane eksperymentalne.
Zgodnos¢ pomiedzy obliczonymi, na podstawie modelu, i obserwowanymi czynnikami struktury
monitorowana jest warto$ciami czynnikow rozbieznosci R i Ryyee (wzory 5.5, 5.6). Zbiér reflekséw
Ryree mie jest uzywany podczas procesu udokladniania. Jego warto$¢ oblicza si¢ na podstawie
udoktadnionego modelu, co pozwala na monitorowanie poprawnosci tego procesu. Przyktadowo po
poprawnym ulepszeniu modelu (np. wprowadzeniu anizotropowych czynnikéw temperaturowych)
powinien nastapi¢ spadek wartosci obu czynnikéw R. Dla idealnego modelu (brak nadinterpretacji

danych), wartosci obu czynnikéw R powinny by¢ podobne ale zwykle Ry, jest wigksze od R.

Procedura udoktadniania obejmuje dwa, cyklicznie powtarzane etapy: recznag przebudowe
modelu w oparciu o mapy gestosci elektronowej oraz automatyczng minimalizacje funkcji opisu-

jacej rozbieznosé miedzy obliczonymi a obserwowanymi amplitudami czynnikéw struktury (151).
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Dokonuje sie tego poprzez zmiane czynnika temperaturowego (np. izotropowo lub anizotropwo)
oraz potozenia i obsadzenia kazdego atomu. Dodatkowo w procesie udoktadniania biomolekut
bardzo czesto stosuje si¢ dane stereochemiczne ustalone na podstawie wysokorozdzielczych
struktur matoczasteczkowych (152). Jezeli zastosuje sie je jako wigzy miegkkie (ang. restrains) to
wowezas do obliczen stosowane sa dodatkowe réwnania (obserwacje), w ktoérych niektére zmienne
(np. dtugosci wiazan) daza do idealnych” wartosci z zachowaniem pewnej wariancji. Natomiast,
gdy zostang uzyte jako wiezy sztywne (ang. constrains), redukuje sie liczbe parametréw poprzez
wprowadzenie dla nich ustalonych wartosci. Ponadto stosuje sie korekcje obszaréow zajetych
przez nieuporzadkowane czasteczki rozpuszezalnika (ang. bulk solvent correction) oraz parametry
TLS (ang. translation, libration, screw motion), ktore czesciowo odzwierciedlaja anizotropie
skorelowanych drgan calych grup atoméw. Stosowanie tych metod zwigksza efektywnos$é procesu

udoktadniania poprzez poprawe stosunku liczby obserwacji do liczby parametréow.

Eh:whHFo(h)l - k|Fc(h)||

SRS o
h%:TwhHFOUL)‘ - k’FC(h)H
Rfree = h%:T ‘Fo(hﬂ (56)

R — krystalograficzny liniowy wskaznik rozbieznosci
Rjfree — testowy wskaznik rozbieznosci

| F,(h) | — modul obserwowanego czynnika struktury
| F5(h) | — modul obliczonego czynnika struktury

h — wspodlrzedne wezta sieci odwrotnej hkl

T — zbior wskaznikow reflekséw testowych

k — czynnik skali

wyp, — waga przypisana obserwacji hkl

Wszystkie struktury udoktadniano za pomoca programéw REFMACS (113), PHENIX (117)
lub SHELXL (116). Ostatni z nich opiera si¢ na metodzie najmniejszych kwadratow (ang.
least squares) opisanej jako prawdopodobienstwo przez intuicje (ang. ,likelihood by intuition”).
Pozostale programy stosuja metode najwiekszej wiarygodnosci. Metoda ta jest mniej wrazliwa na
btedy w modelu oraz na niekompletnos¢ struktury. Z kolei inspekcje map gestosci elektronowych i

przebudowe modelu dokonywatam za pomoca programu COOT (114).
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5.2.29. Pozostate programy uzyte w pracy

ARP/wARP — program stuzacy do automatycznego budowania modelu oraz udoktadniania.

Za jego pomocag dodawane byly czasteczki wody. Program dzialal w trybie domyslnym (115).

Lsgkab — wykorzystywany do poréwnywania struktur trzeciorzedowych. Jeden zbiér wspot-
rzednych jest przesuwany, tak aby nakladal sie na referencyjny zbiér wspotrzednych. Dla kwasow
nukleinowych mozliwe jest jedynie naktadanie na siebie atoméw. W przypadku biatek mozliwe

jest naktadanie atoméw wegla Car lub tanicuchéw gtéwnych i bocznych (153).

CHARMM GUI - program stuzacy do obliczania mapy potencjatu elektrostatycznego (154).
Adres WWW: http://www.charmm-gui.org/.

PYMOL (155) oraz UCSF Chimera (156) — programy do wizualizacji struktur krystalicznych.

3DNA — wykorzystywany do analizy struktur kwaséw nukleinowych (126). Oblicza szereg
parametrow heliakalnych: lokalne parametry miedzy sparowanymi resztami, lokalne parametry
pomiedzy sasiadujacymi parami, globalne parametry helikalne pary nukleotydéw wyznaczone
wzgledem osi helisy (Rysunek 73). Ponadto wyznacza wartosci katéw torsyjnych, forme kwasu
nukleinowego, obszar wigzan warstwowych, oddzialywania pomiedzy parami. Parametry helikalne
jak przesuniecie (ang. displacement), kat (ang. angle), kat skretu (ang. twist) oraz odleglosé
pomiedzy plaszezyznami zasad (ang. rise) sa obliczane na podstawie niezaleznych od sekwencji
wektoréw wyznaczanych przy uzyciu pozycji atoméw C1’ sparowanych reszt nukleotydowych
(157). Parametr przesuniecie oznacza przesuniecie srodkowego punktu linii taczacej atomy C1’
sparowanych reszt nukleotydowych od osi helisy. Parametr kat oznacza kat pomiedzy wektorem
C1-C1’ a osia helisy (odjety od 90°). Parametr kat skretu jest to kat pomiedzy wektorami
dwdch sgsiednich wektorow C1’-C1’. Parametr odlegto$¢ pomiedzy ptaszczyznami sasiednich par
zasad jest dlugodcia wektora powstatego po zrzutowaniu srodkowych punktéow dwoch sagsiednich

wektorow C1’-C1’ na o$ helisy.

FRABASE — wyszukiwarka motywow strukturalnych w czasteczkach RNA zdeponowanych w
PDB (http://rnafrabase.ibch.poznan.pl) (139).
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lokalne parametry pomigdzy

lokalne parametry miedzy adui . ]
sasiadujacymi parami

sparowanymi resztami

b4 Z
z z y x ? x

Shift (Dx) Tilt ()
Shear (Sx) Buckle ()
Z Z Z b4
X X X X
b M J Y
Stretch (Sy) Propeller (r) Slide (Dy) Roll (p)
t z
4 x z
Y y x
J y ¥
Stagger (Sz) Opening (o)
Rise (Dz) Twist (w)
globalne parametry helikalne
pary nukleotydow
3[
Z 5/ 4 Z
X| X X
Y ) Zé J
, . T
5 x-displacement (dx) Inclination ()
3[
z z
ktad Strzednych
uklad wspéirzednyc y x .
E i y\§£\
y-displacement (dy) Tip (8)

Rysunek 73. Parametry helikalne wyznaczane przez program SDNA.
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