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1. WSTEP

1 WSTEP

1.1 Wprowadzenie

Powszechne zastosowanie technik szybkiego sekwencjonowania DNA jakie
nastgpito w ostatnim dwudziestoleciu XX wieku przyczynito sie do powstania nowej
dyscypliny nauk biologicznych zajmujgcej sie kompleksowg analizg catych genomow
— genomiki. Genom jest zapisang w jezyku DNA informacjg o budowie i fizjologii
organizmu.

Ze wzgleddw praktycznych najwazniejsze byto poznanie genomu cziowieka.
Zakonczone niedawno badania jego sekwencji znacznie przyblizyty perspektywe
poznania normalnych funkcji genow, jak réwniez ich roli w patogenezie tysiecy
znanych chordob. Poznanie genomu cziowieka pozwolito nie tylko na pogtebienie
wiedzy o czesci kodujgcej zawartej] w genach, ale takze na uzyskanie petniejszych
informacji o wystepowaniu réznych elementéw takich jak niekodujgce RNA czy
sekwencje powtorzone. W$rdod tych ostatnich szczegdlnie ciekawe sg sekwencje
mikrosatelitarne, poniewaz zwigzany jest z nimi wyjgtkowy typ mutacji dynamicznych
polegajgcych na wydtuzaniu ciggdéw powtdrzen krotkich motywow sekwencji. Mutacje
dynamiczne zachodzgce najczesciej w obrebie ciggdw tréjnukleotydowych stanowig
molekularne podtoze kilkunastu choréb neurodegeneracyjnych. Mechanizm
powstawania tych schorzen jest stabo poznany. Postuluje sie, ze obecnosc
wydtuzonego ciggu powtdrzen tréjnukleotydowych moze zaburzac¢ funkcjonowanie
komorek przez zmiane struktury kodowanego biatka lub patogenny wptyw struktury
utworzonej przez te powtorzenia w RNA. W tej pracy poza analizg wystepowania
motywow tréjnukleotydowych w kodujgcej czesci genomu cztowieka przedstawiono
biochemiczng charakterystyke regionu mRNA genu IT15 zawierajgcego ciggi
powtdrzen CAG i CCG w kontekscie mozliwej roli przyjmowanej przez ten fragment
struktury w rozwoju choroby Huntingtona. Ponadto przeprowadzono analize struktury

regionow zawierajgcych kilka ciggéw powtérzen tréjnukleotydowych w innych mRNA.
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1.2 Genom czlowieka

Na poczatku lat dziewiecdziesigtych ubiegtego wieku rozpoczeta sie realizacja
projektu sekwencjonowania ludzkiego genomu. Do 2001 roku poznano ,surowg
sekwencje” [International Human Genome Sequencing Consortium. (2001), Venter J.
C. i wsp. (2001)], a w roku 2004 ogtoszono zakonczenie sekwencjonowania genomu
cztowieka [IHGSC. (2004)]. Obejmuje ona 3,08 miliarda par zasad z czego 2,88
miliarda to chromatyna aktywna. Chromatyna aktywna nazywana tez interfazowg lub
euchromatyng, jest najmniej skondensowang formg DNA w komdrce, ulegajgca
transkrypcji, lub dostepng dla tego procesu, podczas ekspresji informacji

genetycznej.

1.2.1 Organizacja genomu cziowieka.

Ludzki genomowy DNA jest podzielony na 24 chromosomy: 22 chromosomy
autosomalne i dwa chromosomy ptciowe X i Y. Komorka cztowieka, z wyjgtkiem
gamet, zawiera dwie kopie kazdego chromosomu. Chromosomy jednej pary
nazywane sg chromosomami homologicznymi, chromosomami niehomologicznymi
sg chromosomy piciowe.

Chromosom sktada sie z pojedynczej czagsteczki DNA, ktora dzieki
oddziatywaniu ze specyficznymi biatkami — histonami ulega silnej kondensaciji
poprzez tworzenie uporzgdkowanych zwojow i petli. Taki kompleks nazywany jest
chromatyng. Chromosomy réznig sie miedzy sobg wielkoscig, co wynika z rdznic
wielkosci budujgcej je czgsteczki DNA (tabela 1.1) oraz ksztattem. Podczas cyklu
zyciowego komorki stan kondensacji chromosoméw ulega ciggtym zmianom. Poza
okresem podziatu komérkowego chromosomy ulegajg czesciowemu rozluznieniu, co
zapewnia wiasciwg dostepnos¢ DNA dla enzymow i innych biatek koniecznych do
transkrypcji i replikaciji.

Kazdy chromosom jest odrebng jednostkg strukturalng, ktéra poza
przechowywaniem ,porcji” informacji genetycznej i umozliwianiem ekspresji musi by¢
zdolna do przekazania jej komoérkom potomnym. Chromosom musi by¢ zdolny do
replikacji i zapewni¢ prawidtowy podziat informacji pomiedzy nowopowstajgcymi

komérkami. Za kontrole tych podstawowych funkcji chromosomu odpowiedzialne sg
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trzy typu sekwencji. Pierwszym z nich sg miejsca inicjacji replikacji, czyli sekwencje
od ktorych rozpoczyna sie duplikacja. Drugim rodzajem sekwencji sg centromery
odpowiedzialne za przekazanie do komorek potomnych jednej z kopii podwojonego
chromosomu. Trzecim rodzajem sekwencji obecnej we wszystkich chromosomach sg
telomery.

Typowa komodrka wykorzystuje tylko czes$¢ informacji genetycznej, a rézne
typy komorek wykorzystujg informacje kodowang przez rdzne grupy genow.
Ekspresje gendéw zwykle kontrolujg zestawy biatek regulatorowych. Kondensacja
chromatyny jest jednym ze sposobow regulacji ekspresji gendw poprzez wptyw na
ich dostepno$é transkrypcyjng. Sci$le upakowana heterochromatyna jest nie
dostepna dla biatkowych czynnikéw inicjacji transkrypcji, co powoduje zahamowanie

ekspresji wystepujgcych w jej obrebie gendw.

Tabela 1.1. Liczba par zasad sekwencji chromosomow cziowieka (wg danych z 31 maja 2005 NCBI) i

udziat euchromatyny w genomie [IHGSC. (2004)].

Chromosom Catkowita Catkowita poznana Udziat euchromatyny
wielkos¢ (kpz) | sekwencja euchromatyny | w chromosomie (%)
(kpz)
1 245 000 222 828 91
2 242 000 237 503 98
3 200 000 194 636 97
4 191 000 187 161 98
5 180 000 177 703 99
6 171 000 167 318 98
7 158 000 154 759 98
8 146 000 142 613 98
9 138 000 117 781 85
10 135 000 131 614 97
11 134 000 131131 98
12 132 000 130 259 99
13 114 000 95 560 84
14 106 000 88 291 83
15 100 000 81342 81
16 88 000 78 885 90
17 80 000 77 800 97
18 76 000 74 656 98
19 64 000 55 786 87
20 62 000 59 505 96
21 46 000 34 170 74
22 49 000 34 765 71
X 154 000 150 394 98
Y 57 000 24 872 44
tacznie 3 068 000 2 851 331 93
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1.2.2 Liczba ludzkich gendw.

Po publikacji ,surowej” sekwencji genomowego DNA cztowieka czesto
zadawanym pytaniem byto pytanie o liczbe zawartych w nim gendw, czyli w duzym
uproszczeniu funkcjonalnych jednostek informacji genetycznej wystepujgcych w
locus o okreslonej lokalizacji chromosomowej, determinujgcych charakterystyczne
cechy gatunku jako catosci i cechy osobnicze w obrebie gatunku.

Na podstawie informacji o liczbie genéw znajdujgcych sie we wczes$niej
poznanych genomach w chwili przedstawienia w lutym 2001 roku ,surowej”
sekwencji genomu cztowieka [Venter J. C. i wsp. (2001), IHGSC (2001)] szacowano,
ze powinien on zawiera¢ okoto 35 tysiecy genow kodujgcych biatko, podczas gdy
wczesniejsze zrodta sugerowaty ich liczbe na poziomie zblizonym do 75 a nawet 100
tysiecy. Prowadzone przez blisko 3 lata dalsze prace International Human Genome
Sequencing Consortium doprowadzity do jeszcze bardziej zaskakujgcego wyniku. W
pazdzierniku 2004 roku ogtoszono, ze w sekwencji genomu czlowieka znajduje sie
22287 gendw, na ktore sktada sie 19438 znanych genow i 2188 prawdopodobnie
kodujgcych biatka regiondw DNA. Tej liczbie gendw odpowiada 34214 transkryptow
CO oznacza, ze z jednego locus powstaje statystycznie 1,54 mRNA. Catkowita
dtugos¢ sekwencji kodujgcej sekwencje biatek, czyli ulegajgcej translaciji to blisko 3,4
milionéw par zasad, czyli zaledwie 1,2% ludzkiej euchromatyny. Regiony DNA
kodujgce nie ulegajgce translacji czesci transkryptéw to dodatkowe 2,1 miliona par
zasad (0,7%) euchromatyny. Zidentyfikowano 231667 eksonow, zatem statystyczny
gen sktada sie z 10,4 eksondw, a statystyczny transkrypt wykorzystuje sekwencje
zapisang w 9,1 eksonach. Grupg regiondw DNA, ktérej poznanie stato sie mozliwe
po uzyskaniu catkowitej sekwencji ludzkiego genomu sg pseudogeny. Sg one
regionami przypominajgcymi prawidtowe geny nie kodujgcymi jednak funkcjonalnych
produktow. Pseudogeny sg nieaktywne, poniewaz w ich sekwencji wystepujg
zaburzenia prawidtowej struktury genu. Przyktadowo nie posiadajg one sekwencji
zgodnej 5 koniecznej do zajscia procesu sktadania mRNA. Kolejng cechg
uniemozliwiajgcg wytworzenie prawidtowego mRNA moze by¢ zmutowany sygnat
poliadenylacji. Moze takze mie¢ miejsce mutacja kodonu inicjujgcego ATG na GTG.
W pseudogenach zaobserwowano rowniez szereg innych zmian uniemozliwiajgcych
prawidtowy przebieg syntezy biatka. Przypuszcza sie, ze ogolna liczba pseudogenow

w genomie cztowieka jest zblizona do liczby funkcjonalnych gendw.

10
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Przedstawione powyzej dane nie zawierajg informacji o liczbie genow
kodujgcych RNA nie ulegajgce translacji petnigcych funkcje regulatorowe takich jak
mate jgderkowe RNA (snoRNA — small nucleolar RNA) czy mikroRNA oraz geny
czgsteczek RNA odpowiedzialnych za ekspresje informacji genetycznej czyli
rybosomowych RNA i transferowych RNA. Fakt, ze ciggle sg odkrywane nowe
czgsteczki RNA nie ulegajgce translacji, a petnigce w komoérce istotne funkcje
wskazuje na konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan i nie pozwala na rzetelne

podsumowanie catosci wiedzy o tej czesci ludzkiego genomu.

1.2.3 Zrdznicowanie genetyczne — SNP.

Osobniki jednego gatunku sg do siebie bardzo podobne ale nie identyczne.
Zréznicowanie fenotypowe, takie jak na przyktad rézny wyglad zewnetrzny czy
zdolnosci do przystosowania sie do warunkow otoczenia, wynika z réznic obecnych
w ich genomach. Réznice te to polimorfizmy, czyli odstepstwa od sekwencji DNA
danego locus charakterystycznej dla wiekszosci osobnikow. Nie powodujg one utraty
zdolnosci do petnienia prawidtowe] funkcji przez sekwencje, w ktérej wystepuja, a
jedynie jg zmieniajg. Wystepujg one w populacji z czestoscig wiekszg niz 3%, przy
czym rézne progi czestosci od 2 do 5% podawane sg przez autorow roznych
publikacji. Najwiekszg i jednoczesnie najlepiej poznang grupg tego rodzaju réznic sg
polimorfizmy pojedynczego nukleotydu SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Sg to
najczesciej réznice polegajgce na zastgpieniu jednego nukleotydu innym. Istnieje
sze$¢ wystepujacych z rézng czestoscig mozliwych zmian nukleotydéw. Najczestsze,
stanowigce po okoto 30%, to tranzycje (czyli zastgpienie zasady purynowej lub
pirymidynowej inng nalezgcg do tego samego typu) A/G i C/T [Venter J. C. i wsp.
(2001)]. Rzadziej obserwowane sg zamiany zasady purynowej na pirymidynowg lub
pirymidynowej na purynowg nazwane transwersjami: A/C, A/T, C/G i T/G. Wystepujg
one z czestoscig okoto 10% kazda [Venter J. C. i wsp. (2001)]. Zatem tranzycje
wystepujg w genomie cztowieka 1,6 raza czesciej niz transwersje. SNP sg roztozone
w genomie nierbwnomiernie, w sposob przypadkowy. Aktualnie poznano i
scharakteryzowano 9,37 miliona tego rodzaju réznic obecnych w genomie cztowieka.
Informacje na ich temat zgromadzone sg w bazie danych dbSNP
(www.ncbi.nim.nih.gov/SNP). Pod wzgledem wpltywu na kodowang informacje
genetyczng SNP podzielono na dwie klasy. Pierwszg, zdecydowanie liczniejszg
stanowig te, ktore nie zmieniajg sekwencji kodowanych biatek lub ze wzgledu na ich

11
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lokalizacje wydajg sie nie mie¢ wptywu na strukture i funkcje nie ulegajgcych
translacji RNA. Wystepujg one czesto w niekodujgcych regionach miedzygenowych,
gdzie znaleziono 75% poznanych dotgd polimorfizméw, Ilub w intronach.
Stwierdzono, ze czestos¢ wystepowania SNP w intronach jest wyzsza niz w
sekwencjach miedzygenowych. Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu nalezgce do
tej grupy obecne w regionach ulegajgcych translacji nie powodujg zmiany
wbudowywanego aminokwasu pomimo zmiany w kodonie, poniewaz sg
zlokalizowane w pozycji jego trzeciego nukleotydu. Druga klasa to okoto 1%
wszystkich SNP. Do niej nalezg te, ktére powodujg zmiane w sekwencji biatka
poprzez spowodowanie zmiany jednego aminokwasu na inny czy tez zmiane kodonu
,Stop” na inny lub wprowadzanie sygnatu przedwczesnej terminacji translacji.
Pomimo spowodowania zmiany struktury biatka nie zaburzajg one jego funkcji w
sposob na tyle istotny aby prowadzito to do pojawienia sie fenotypu chorobowego, co
w przypadku dwoch ostatnich zmian jest zjawiskiem raczej rzadkim. Warto zwrocic
uwage, ze czesto§¢ SNP w czesciach eksonowych gendéw jest wyzsza niz w

regionach niekodujgcych [Venter J. C. i wsp. (2001)].

1.3  Mutacje w genomie cztowieka

Zmiany sekwencji DNA majgce wptyw na zmiane funkcji genu, w ktorym
wystepujg okreslane sg mianem mutacji. W bazie danych zawierajgcej informacije na
temat tego rodzaju zmian wystepujgcych w genomie cziowieka (Human Gene
Mutation Database — www.hgmd.cf.ac.uk) zgromadzono informacje na temat 54562
zmian w 2093 genach i 1893 sekwencjach cDNA nie majgcych jeszcze swoich
genomowych odpowiednikbw (dane z dnia 08.08.2005). Od potowy lat
osiemdziesigtych XX wieku stale wzrasta tempo wykrywania nowych mutacji. W
ciggu ostatnich 6 lat osiggneto ono putap okoto 5 tysiecy doniesien o nieznanej
wczesniej mutacji pojawiajgcych sie w ciggu roku. Mozna przypuszczaé, ze tgczna
liczba mutacji bedzie podlegata dalszemu wzrostowi w miare postepu badan nad
zwigzkami gendw z chorobami i obejmowania badaniami kolejnych grup oséb
chorych.

Mutacje podzielono na dwie grupy ze wzgledu na wielkos¢ odcinka DNA
jakiego dotyczg. Pierwszg grupg sg mate zmiany zachodzgce w obrebie kilku
nukleotyddw. Najliczniejszym rodzajem mutacji sg mutacje punktowe polegajgce na

12
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zastgpieniu w sekwencji kwasu deoksyrybonukleinowego jednej zasady inng co
prowadzi do zmiany kodowanego aminokwasu Ilub wprowadzenia kodonu
terminujgcego translacje. Blisko 60% wszystkich dotad poznanych mutacji stanowig
mutacje typu zmiany sensu. Do grupy matych zmian DNA nalezy takze utrata
niewielkiego fragmentu czgsteczki — delecja (16%) oraz wbudowanie dodatkowych
nukleotydéw — insercja (6%). Istotng cze$c¢ tej grupy tworzg mutacje prowadzgce do
zaburzenia dojrzewania RNA i regulacji ekspresji na innych jej poziomach (10%).
Zdecydowanie mniejszg jest druga grupa mutacji, ktérg tworzg zmiany zachodzace z
udziatem duzych fragmentow DNA. Najwiekszg czescig tej grupy sa delecje duzych
odcinkow DNA, ktore stanowig 5% wszystkich mutacji w ludzkim genomie. Poza nimi
do grupy ,duzych” mutacji nalezg rearanzacje obejmujgce miedzy innymi inwersje,
czyli odwrocenia regiondw DNA oraz insercje i duplikacje. Osobng grupe stanowig te
zmiany, ktére dotyczg liczby elementéw w obrebie sekwencji powtarzajgcych sie w
genomie cziowieka. Dotgd poznano 143 mutacje powodujgce skrocenie Ilub
wydtuzenie ciggu ztozonego z wielokrotnie powtérzonych motywdéw sekwenciji
(HGMD 08.08.2005).

1.4  Sekwencje powtarzajgce si¢ w genomie cztowieka.

W genomie cziowieka, podobnie jak w genomach innych organizmow
stwierdzono wystepowanie powtarzajgcych sie wielokrotnie sekwencji. Nie sg to
powtdrzenia jednego rodzaju motywu. Powtarzane mogg by¢é sekwencje o
zroznicowanej budowie i wielkosci. Stanowig one okoto 50% catej sekwencji
genomowej. Podzielono je na kilka klas [IHGSC (2001)] obejmujgcych miedzy
innymi: sekwencje rozproszone gdzie elementy powtarzajgce sie sg oddzielone od
siebie innymi sekwencjami, nieaktywne kopie gendéw czyli pseudogeny. Duzg grupe
stanowig sekwencje tandemowe, ktorych motywy powtarzajgce sie utozone sg jak
,gtowa do ogona” i wystepujg obok siebie. Wsréd nich wyrdézniono powtdrzenia
zwigzane z regionami centromerowymi i telomerowymi chromosomow, powtérzenia
segmentow o wielkosci od 10 do 300 tysiecy par zasad. Do powtorzen tandemowych
nalezg takze powtdrzenia krétkich kilku lub kilkunastonukleotydowych motywow
okresdlane mianem powtorzen satelitarnych.

Do pierwszej z grup nalezg sekwencje LINE (Long Interspersed Nucleotide

Elements — dlugie rozproszone powtdérzenia). Sg one jednym z wiekszych motywoéw
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powtarzajgcych sie w genomie cziowieka. Majg dtugos¢ do 7 tysiecy par zasad
[Singer M. F. i wsp. (1993)]. Innym rodzajem powtdrzen rozproszonych sg odcinki o
wielkosci 100 — 500 par zasad zaliczane do rodziny SINE (Short Interspersed
Nucleotide Elements — krotkie rozproszone powtorzenia). Do tej grupy nalezy rodzina
sekwencji Alu wystepujgca w genomie cztowieka w liczbie okoto miliona kopii, ktorej
dtugos¢ powtarzanego motywu wynosi niecate 300 par zasad [Schmid C. W., Jelinek
W. R. (1982)].

Sekwencje powtarzajgce sie ztozone z motywdéw majgcych dtugos¢ od 10 do
80 par zasad i catkowitej dlugosci wynoszgcej od kilkuset do ponad 20 tysiecy par
zasad [Weir B.S. (1992)] nazywane sg sekwencjami minisatelitarnymi (minisatelity)
lub VNTR (Variable Number of Tandem Repeats — sekwencje o zmiennej liczbie
powtorzen tandemowych).

Wazng, chociaz niewielkg grupe sekwencji powtarzajgcych sie stanowig
sekwencje zwane mikrosatelitami [Weber J. L., Wong C. (1993)] (inne nazwy
spotykane w literaturze to: STRs — Short Tandem Repeats, SSRs — Simple
Sequence Repeats). Sekwencje mikrosatelitarne sg grupg sekwencji o
powtarzajgcych sie motywach dtugosci od 1 do 9 par zasad utozonych obok siebie i
tgczacych sie ze sobg jak ,gtowa do ogona”. Zawierajg one od 6 do 50 powtdrzen
motywu [Beckman J. S., Weber J. L. (1992)]. Sekwencje mikrosatelitarne mogag
wystepowacC jako idealne powtdrzenia lub w formie przedzielonych krotkimi,
kilkunukleotydowymi wstawkami (interruptions) zaburzajgcymi ciggtos¢ traktow.
Istniejg réwniez mikrosatelity ztozone z ciggu dwoch lub wiekszej liczby roznych
motywow powtarzajgcych sie.

Rézne sekwencje mikrosatelitarne wystepujg z rozng czestoscig w genomach
Eukariota [Stallings R. L. (1994)], przy czym ich rozmieszczenie w materiale
genetycznym wiekszosci organizméw jest wzglednie réwnomierne. W genomie
cztowieka wystepujg srednio co 6 tysiecy par zasad i stanowig blisko 3% catego DNA
[I[HGSC (2001)]. Wiekszos¢ STR jest zlokalizowanych w sgsiedztwie konca 3’
sekwencji Alu albo rzadziej pomiedzy dwoma monomerami Alu. Zaobserwowano
takze wystepowanie STR od strony 5' elementu Alu. Jedna trzecia mikrosatelitow nie
jest zwigzana z sekwencjami Alu, jednak okoto 20% z nich jest zasocjowanych z
innymi sekwencjami powtarzajgcymi sie w genomie [Nadir E. i wsp. (1996)].

Stwierdzono zaleznos¢ dilugosci ciggu powtdérzen mikrosatelitarnych od

rodzaju powtarzanego motywu. U czlowieka ciggi dwunukleotydowe sg najdiuzsze
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(wytgczajgc ciggi poly—A) natomiast szescionukleotydowe najkrotsze. Rowniez
czestos¢ wystepowania ciggow dwunukleodydowych jest najwieksza w poréwnaniu z
innymi STR, jezeli i w tym przypadku pominie sie w ocenie specyficzny motyw jakim

jest cigg poly—A [Nadir E. i wsp. (1996)].

1.5 Tréjnukleotydowe sekwencje mikrosatelitarne.

Powtorzenia tréjnukleotydowe w genomie cztowieka, podobnie jak w
genomach innych ssakow, sg jedng z mniejszych grup w porownaniu z innymi
rodzajami sekwencji mikrosatelitarnych  (stanowig okoto 6%  wszystkich
mikrosatelitow), mniej jest tylko ciggdbw o powtarzajgcym sie motywie
piecionukleotydowym [Stallings R. L. (1994), IHGSC (2001)]. Warto zauwazy¢, ze
powtorzenia trojnukleotydowe wystepujg najczesciej w sekwencjach gendw, rzadko
zas w niekodujgcych regionach miedzygenowych, a ich rozmieszczenie w
chromosomach cziowieka nie jest rwnomierne [Stallings R. L. (1994)]. W ludzkich
genach powtorzenia trojnukleotydowe wystepujg w prawie rownych proporcjach w
eksonach i intronach [Stallings R. L. (1994)]. Wiadomo, ze czestos¢ wystepowania
tego typu mikrosatelitow waha sie w zaleznosci od rodzaju tworzgcego je motywu
osiggajgc Srednig wartos¢ 11,8 traktu w milionie par zasad. Pozwala to
przypuszczac, ze w catym genomie cztiowieka wystepuje ponad 35 tysiecy ciggéw
trojnukleotydowych. Najczesciej spotykane sg motywy AAT i AAC, ktére tgcznie
wystepujg w ponad potowie traktdw, natomiast najmniej jest powtorzen motywéw
ACC (4%), CAG (2,2%), ACT (1,4%) oraz CGA (0,1%) [IHGSC (2001)]. Dtugos¢
sekwencji powtarzajgcych sie zbudowanych z elementéw trojnukleotydowych,
podobnie jak w przypadku pozostatych rodzajow sekwencji mikrosatelitarnych, moze
niekiedy wykazywaé¢ polimorfizm dlugosci. Te niewielkie réznice pomiedzy tymi
samymi loci w genomach réznych osobnikéw tego samego gatunku sg istotne z
punktu widzenia zmiennosci genetycznej populacji. Mozna je wykorzystac jako
markery genetyczne stuzgce do identyfikacji osob i okreslania pokrewienstwa oraz
do sporzadzania map genetycznych przydatnych do identyfikacji genéw zwigzanych
z okreslonymi cechami fenotypowymi. Pomocne mogg by¢ takze przy sporzgadzaniu

map filogenetycznych zaleznosci pomiedzy gatunkami [Gastier J. M. i wsp. (1995)].
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1.6 Powtdrzenia trojnukleotydowe w ludzkim transkryptomie.

Pomimo poznania petnej sekwencji genomu cziowieka do chwili podjecia
badan objetych tg pracg doktorskg nie przedstawiono jeszcze kompletnego
zestawienia ludzkich genow zawierajgcych ciggi powtorzen trojnukleotydowych.
Dazac do uzupetnienia wiedzy o znaczeniu tego rodzaju mikrosatelitow w ludzkim
materiale genetycznym w ramach niniejszej pracy doktorskiej przeanalizowano, pod
katem ich wystepowania, dostepne w bazie danych GenBank sekwencje mRNA.
Poszukiwano sekwencji zawierajgcych 6 i wiecej niezaburzonych powtérzen motywu
sktadajgcego sie z trzech nukleotydéw. W prowadzonych badaniach podstawowym
pytaniem, na ktore chciano znalez¢ odpowiedz byta liczba réznych mRNA
zawierajgcych ciggi trojnukleotydowe. Interesujgce byto takze to, jakiego rodzaju
motywy dominujg w transkryptomie. Informacji o roli tego typu mikrosatelitow mogto
dostarczy¢ poznanie ich usytuowania w poszczegolnych czesciach dojrzatego mRNA
oraz okreslenie funkcji zawierajgcych je genéw. W celu rozwigzania tak
sformutowanego problemu postuzono sie programem BLASTn umozliwiajgcym
wyszukanie wsréd zdeponowanych sekwencji tych, ktore zawierajg okreslony motyw.
Analize sekwencji powtorzen trojnukleotydowych w RNA, pomimo istnienia 60
mozliwych tripletdw, mozna ograniczy¢ tylko do 20 kombinacji sekwencji
nukleotydéw o powtarzanym motywie (CAG, CUG, AGG, CCU, AGU, UCA, AUU,
UAA, ACG, UGC, CCG, CGG, ACU, UGA, CUU, GAA, GGU, CCA, GUU, CAA). Na
przyktad zapis (CAG)n oznacza jednoczesnie 3 mozliwe trojki nukleotyddow: (CAG)n,
(AGC)n, (GCA)n. Kazdg z zaproponowanych kombinacji uktadu trzech nukleotydéw
mozna by przedstawic w podobny sposob. Rozpatrujgc teoretycznie wszystkie
mozliwe kombinacje tréjnukleotydowe nalezatoby takze doda¢ 4 typy bedace
powtorzeniami identycznego nukleotydu np. (AAA)n, ktére jednak sg klasyfikowane
jako ciggi jednonukleotydowe, wiec zostaty w tych badaniach pominiete. Poza
ciggami ztozonymi z jednego rodzaju motywu w prowadzonych analizach
uwzgledniono takze trakty dtuzsze niz 6 powtdrzen zawierajgce pojedyncze
zaburzenia w postaci innego typu trojki nukleotydéw. Informacje na temat funkcji
biatek kodowanych przez zidentyfikowane w ten sposdob mRNA pochodzg z baz
danych GenBank i OMIM. Geny, ktorych funkcja zostata okre$lona zakwalifikowano

do jednej z 9 kategorii funkcjonalnych.
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1.6.1 Liczba roznych ciggdéw trojnukleotydowych w ludzkich mRNA.

W wyniku przeprowadzonych poszukiwan zidentyfikowano 619 réznych
ludzkich mRNA zawierajgcych 718 ciggdéw powtdrzen trojnukleotydowych [Jasinska
A. i wsp. (2003)]. Réznica w liczbie zidentyfikowanych traktow i zawierajgcych je
MRNA wynika z faktu, ze w 47 przypadkach w obrebie jednej czgsteczki mRNA
obecny jest wiecej niz 1 (do 6) cigg powtdrzen oddzielony co najmniej 6
nukleotydami od innych tréjnukleotydowych sekwencji powtarzajgcych sie. Blisko
potowa z nich zawiera réznego typu powtorzenia. Pie¢ rodzajow motywow
obserwowanych jest z czestoscig przewyzszajagcg 10% (ryc. 1.1). W poréwnaniu z
danymi dotyczgcymi sekwencji genomowego DNA zaskakujgca jest liczba traktow
CAG obecnych w mRNA. Znaleziono ich 179, co stanowi 25% wszystkich powtérzen
trojnukleotydowych w transkryptomie, natomiast w sekwencji genomowej stanowig
one tylko 2,2%. Najmniej liczne w DNA (0,1%) motywy ACG sg obecne w mRNA z
czestoscig (0,4%). Zas wsérdd zidentyfikowanych transkryptow nie ma zadnego, ktory
zawiera powtorzenia motywu ACU, mimo ze jego odpowiednik w DNA (ACT) stanowi
1,4% ciggow trojnukleotydowych. Zatem rézne motywy trojnukleotydowe sg
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Rycina 1.1. Czesto$¢ wystepowania powtdrzeh poszczegdlnych motywéw tréjnukleotydowych w
ludzkich mRNA.
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obecne w transkryptomie z czesto$cig, ktéra znacznie odbiega od obserwowanej w
sekwencji genomowej [de Mezer M. dane nie publikowane]. Jest to szczegodlnie
wazne poniewaz, jak juz wspomniano wystepujg one najczesciej w sekwencjach
genow, rzadko zas w niekodujgcych regionach miedzygenowych. Mozna wiec
przypuszczac¢, ze ich obecnos¢ w regionach stanowigcych dojrzatg czgsteczke
MRNA biorgcg udziat w translacji moze miec istotny wptyw na przebieg tego procesu
lub dla funkcjonowania biatka, w ktorym mogtyby sie znalez¢ kodowane przez nie
trakty jednego rodzaju aminokwasu.

Wsréd zidentyfikowanych ciggéw, 72 (10%) zawierajg zaburzenia w postaci
obecnosci motywow réznych od podstawowej trojki tworzgcej dany trakt [de Mezer
M. dane nie publikowane]. Najwiekszg liczbe zaburzen stwierdzono w jednym z
ciggow CAG, w ktorym 21 powtdrzen tego typu byto pieciokrotnie przedzielonych
innymi  motywami. Wystepowanie zaburzen moze mie¢ istotne znaczenie dla
mozliwej funkcji powtdrzen, na co wskazywatby fakt jego wystepowania w diuzszych

ciggach.

1.6.2 Dtugos$c¢ traktow trojnukleotydowych.

Istotne znaczenie dla mozliwej roli powtorzen tréjnukleotydowych w procesach

biologicznych wydaje sie mieé liczba powtdérzen okreslonego motywu sekwencji

21 i wiecej
2%

11 do 20
1%

10
6%

39%

7
22%

Rycina 1.2. Czesto$¢ wystepowania traktbw o okreslonej liczbie powtérzen motywu

trojnukleotydowego.

18



1. WSTEP

tworzgcych pojedynczy cigg, a wiec jego dlugos¢. W puli zidentyfikowanych mRNA
zdecydowana wiekszos¢ zawiera krotkie trakty ztozone z 6 i 7 powtdrzen (ryc. 1.2).
Grupe traktow o dtugosci 11 do 20 powtdrzen tworzy 77 genow (11%), natomiast
diugich, zawierajgcych wiecej niz 21 powtorzen trojnukleotydowych znaleziono
zaledwie 19 (2%) mRNA [Jasinska A. i wsp. (2003)]. Tak wyrazna dysproporcja
czestosci wystepowania ciggow trojnukleotydowych roéznej dtugosci przypuszczalnie
nie odzwierciedla rzeczywistej sytuacji w genomie. Niska liczba zidentyfikowanych
traktow zawierajgcych wiecej niz 21 powtdrzen elementu trojnukleotydowego moze
wynikaCc z faktu ich preferencyjnej delecji podczas klonowania w bakteriach w
procesie sekwencjonowania genomu. Ponadto, czes¢ ciggow trojnukleotydowych
charakteryzuje sie polimorfizmem liczby powtdrzen motywéw wchodzgcych w ich
sktad. W poznanych mRNA zaledwie w 7% stwierdzono, na podstawie informaciji
zawartych w bazach sekwencji GenBank i RefSeq, wystepowanie kilku wariantéw
dtugosci [Jasinska A. i wsp. (2003)]. Zaznaczy¢ trzeba, ze tylko okoto 1% ciggow
trojnukleotydowych w mRNA opisano jako nie wykazujgce polimorfizmu. Nalezy sie
zatem spodziewac, ze wraz z postepem poznawania osobniczego zrdznicowania
informacji genetycznej wzrosnie liczba genow zawierajgcych sekwencje
mikrosatelitarne zbudowane z motywow trojkowych o zréznicowanej dtugosci miedzy

poszczegdlnymi osobnikami.

1.6.3 Wystepowanie powtdrzen trojnukleotydowych w funkcjonalnych

czesciach mRNA.

W dojrzatych czgsteczkach mRNA wyrézniamy nastepujgce regiony: otwartg
ramke odczytu (ORF — Open Reading Frame) kodujacg sekwencje biatkowg, majgca
u cztowieka srednig wielkos¢ 1100 nukleotydow oraz regiony nie ulegajgce translacji
(UTR — UnTranslated Regions) zlokalizowane na koncach 5 i 3’, o przecietnej
dtugosci odpowiednio 240 i 400 nt. W kazdej z tych czesci mogg wystepowac ciggi
powtorzen trojnukleotydowych. W trakcie analizy zwrocono szczegolng uwage na
lokalizacje tego rodzaju sekwencji powtarzajgcych sie w mRNA, poniewaz moze ona
mieC istotne znaczenie dla poznania ich funkcji. Stwierdzono nierébwnomierne
rozmieszczenie traktow tréjnukleotydowych w mRNA. Zdecydowana ich wigkszo$¢ —
67% wystepuje w otwartych ramkach odczytu. Blisko czwarta czes¢ zlokalizowana
jestw 5’ UTR, zas tylko 9% w 3’'UTR (ryc. 1.3). Taki rozktad w stosunku do wielkosci
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regionow mRNA wskazuje na proporcjonalnie wiekszg czestos¢ powtérzen w 5’UTR,
a zanizong ich reprezentacije w 3'UTR [Jasinska A. i wsp. (2003)]. Lokalizacja
traktow przypuszczalnie wynika z ich funkcji. 5’UTR petni role w regulacji translacji,
wiec stosunkowo duza liczba powtorzen CGG, CCG i CAG (ryc. 1.3) sugeruje, ze
tworzone przez nie elementy struktury drugorzedowej mogg bra¢ udziat w regulacji
tego procesu stanowigc na przyktad miejsce wigzania czynnikdw biatkowych.
Natomiast w odpowiedzialnym za stabilnos¢ mRNA i ich lokalizacje komdrkowg
3'UTR dominujg powtdrzenia motywow bogatych w A i U (GUU, AUU, AAU - ryc.
1.3) wykazujgce mniejszg zdolnos$¢ do tworzenia trwatych struktur drugorzedowych.
O roli powtérzen w 3’'UTR dodatkowo swiadczy fakt, ze powtérzenia AUU i CUU nie
wystepujg w innych regionach mRNA. Ponadto w regionie tym stwierdzono
praktycznie brak motywdw charakterystycznych dla regionu 5 UTR (catkowity brak
powtorzen CGG).

%
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Rycina 1.3. Czesto$¢ wystepowania powtdérzen réznych motywow tréjnukleotydowych w

poszczegdlnych czesciach mRNA.
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1.6.4 Komodrkowe funkcje gendw z powtdrzeniami tréjnukleotydowymi.

Z uwagi na to, ze w znacznej czesci zidentyfikowanych mRNA powtdrzenia
trojnukleotydowe wystepujg w otwartej ramce odczytu ulegajgcej translacji, a
pozostate wydajg sie mie¢ znaczenie dla ekspresji informacji genetycznej poprzez
wptyw na regulacje procesu powstawania biatka lub regulacje stabilnosci mRNA,
mozna by sadzi¢, ze istnieje grupa gendw o okreslonej funkcji w komorce, w ktorej
czesciej wystepuje ten rodzaj sekwencji mikrosatelitarnych. Wéréd 619 gendw 54%
miato opisang biologiczng funkcje. Na podstawie klasyfikacji 17000 gendéw o znanej
funkcji zastosowanej w opisie sekwencji genomu cztowieka [IHGSC (2001)], geny z
powtorzeniami przydzielono do jednej z dziewieciu grup: transkrypcja i przemiany
RNA, sygnalizacja  miedzykomorkowa, sygnalizacja  wewngtrzkomoérkowa,
metabolizm, immunologia, translacja i metabolizm biatek, struktura komérki, cykl
komorkowy oraz replikacja DNA. Najliczniejszg z nich (16% — ryc. 1.4) jest ta, do
ktdrej nalezg geny kodujgce czynniki transkrypcyjne i biatka biorgce udziat w
dojrzewaniu lub degradacji czgsteczek RNA. Roéwniez komunikacja wewngtrz— i
miedzykomorkowa stanowig istotng czesc procesow, w ktdére zaangazowane sg geny

zawierajgce trakty trojnukleotydowe [de Mezer M. dane nie publikowane].

Transkrypcja i przemiany RNA

Sygnalizacja miedzykomérkowa
Sygnalizacja wewngtrzkomorkowa
45% Metabolizm
12% Immunologia

Translacja i metabolizm biatek
Struktura komorki

9% Cykl komérkowy
Replikacja DNA

Funkcja nieznana

EEOEREEIOOOOO

1% 3% 3%
3% 3%

Rycina 1.4. Funkcja gendéw zawierajgcych powtérzenia tréjnukleotydowe w sekwencji kodujace;.
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W odniesieniu do lokalizacji ciggu w funkcjonalnych czesciach mRNA wsréd
transkryptow zawierajgcych powtorzenia w otwartej ramce odczytu zachowana jest
dominacja (34%) funkcji regulacji transkrypcji. Natomiast te czasteczki, w ktérych
sekwencja mikrosatelitarna zlokalizowana jest w regionach nie ulegajgcych translaciji
czesciej kodujg biatka uczestniczgce w sygnalizacji miedzykomoérkowej i
wewnatrzkomorkowej. Wsrod mRNA z ciggami tréjnukleotydowymi wystepujgcymi w
5’UTR stwierdzono takze ponad dwukrotny wzrost udziatu genow biatek metabolizmu
porownaniu z ogolng charakterystykg funkcjonalng genomu cztowieka. W grupie
transkryptow z powtdrzeniami zlokalizowanymi w regionie 3'UTR zaobserwowano
wzrost udziatu mRNA kodujgcych biatka strukturalne i metabolizmu podstawowego
oraz biorgce udziat w odpowiedzi immunologicznej [de Mezer M. dane nie
publikowane].

Wydaje sie zatem, ze powtorzenia tréjnukleotydowe, a wtasciwie kodowane
przez nie ciggi jednego typu aminokwaséw, mogg miec¢ znaczenie dla prawidtowego
dziatania biatek zaangazowanych w procesy syntezy RNA i jego prawidtowego
funkcjonowania, poprzez wptyw na regulacje jego dojrzewania oraz degradaciji.
Natomiast wptyw wywierany przez obecne w regionach niekodujgcych trakty
trojnukleotydowe na poziom translacji oraz stabilnos¢ i lokalizacje mRNA dotyczy
procesow metabolicznych oraz wymiany informacji pomiedzy komoérkami.

Najwiecej informaciji istotnych dla poznania roli powtorzen trojnukleotydowych
w genach cztowieka dostarczyto zestawienie liczby gendéw zawierajgcych sekwencje
mikrosatelitarne o tréjelementowych motywach powtarzajgcych sie petnigcych
okresSlong funkcje z wielkoscig odpowiedniej klasy funkcjonalnej utworzonej z
wszystkich genow cziowieka. Porownanie to wykazato wigkszy udziat biatek
zwigzanych z sygnalizacjg miedzy— i wewnatrzkomorkowg (wzrost z 28% do 39%)
oraz czynnikow regulujgcych procesy transkrypcji i translacji (wzrost z 24% do 34%).
Istotng roznicg jest takze mniejsza liczba gendw z powtdrzeniami zaangazowanych
w regulacje metabolizmu (spadek z 19% do 9%) [Jasinska A. i wsp. (2003)].
Poniewaz wystepowanie traktow tréjnukleotydowych w sekwencji genu najczesciej
uwidacznia sie pojawieniem sie w biatku ciggu aminokwaséw jednego typu, w Swietle
analiz funkcjonalnych mozna przypuszczac, ze obecnos¢ STR ma istotne znaczenie
dla oddziatywan pomiedzy elementami biatkowymi szlakéw sygnalizacyjnych oraz ich
wigzania do uktadu bton komérkowych. Natomiast w regulacji proceséow ekspresiji

gendw rola powtorzen trojnukleotydowych, poza wptywem na interakcje miedzy
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biorgcymi w nich udziat biatkami, moze polegac¢ na regulacji stabilnosci czgsteczek
kwasow nukleinowych, szczegolnie mRNA, oraz wymuszeniu przyjecia przez regiony
regulatorowe czgsteczek kwasoéw nukleinowych okreslonej struktury drugorzedowe;j

decydujgcej o przytgczeniu odpowiednich czynnikdéw biatkowych.

1.7 Wystepowanie i znaczenie najczestszych motywow
tréjnukleotydowych obecnych w ludzkim transkryptomie.

Wsrod 5 typow motywdw tworzgcych ciggi trojnukleotydowe wystepujgce w
transkryptomie cziowieka z czestoscig przekraczajgcg 10% wiekszoS¢ mozna
okresli¢ jako powtorzenia typu CNG. Sg one wazng grupg z punktu widzenia
poznania roli komorkowej powtérzen trojnukleotydowych, poniewaz stanowig tgcznie
66% wszystkich ciggdéw zidentyfikowanych w trankryptomie. Istotnym faktem jest ich
zdolno$¢ do przyjmowania struktury typu ,spinki do wtoséw” w czgsteczkach RNA
[Napierata M., Krzyzosiak W. J. (1997)]. Ze wzgledu na przedstawione powyzej
powody dokonano szczegdtowej charakterystyki wystepowania i wtasciwosci traktow
ztozonych z powtérzen CNG obecnych w mRNA [de Mezer M. dane nie

publikowane].

1.7.1 Powtdérzenia CAG.

Najczestszym (24,9%) typem motywu trojnukleotydowego tworzgcego
sekwencje ciggdéw powtdrzen w kodujgcych czesciach gendw cztowieka jest triplet
CAG. Powtérzenia tego rodzaju wystepujg gtownie w obrebie otwartej ramki odczytu
(ryc. 1.5 A) i powodujg wbudowanie kolejnych reszt glutaminy do czgsteczki
biatkowej kodowanej przez mRNA, w ktéorym wystepuja, lub, co ma miejsce
zdecydowanie rzadziej, reszt serynowych badz alaninowych (ryc. 1.5 B). Ciagi
powtdrzen CAG mozna podzieli¢ pod wzgledem liczby tworzacych je motywéw na
dwie grupy. Pierwsza to trakty krétkie, zitozone z szesciu lub siedmiu powtorzen a
drugg stanowig trakty dtuzsze niz 10 powtdrzen CAG. W analizie funkcjonalnej, poza
niewielkim (o 3%) wzrostem udziatu gendéw zwigzanych z procesami syntezy i
degradacji czgsteczek RNA nie zaobserwowano istotnych odstepstw od tendenc;ji
opisanych dla wszystkich zidentyfikowanych mRNA zawierajgcych powtérzenia

trojnukleotydowe. Wydaje sie, ze podstawowa rola powtérzenn CAG moze polegac na
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kodowaniu traktéw poliglutaminowych (poliQ) petnigcych nie do kohca poznang
dotagd funkcje w oddziatywaniach miedzy biatkami. Trudno takze oceni¢ jakie
znaczenie funkcjonalne mogg odgrywac w czgsteczkach mRNA struktury tworzone

przez naturalnie wystepujace trakty CAG.
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Rycina 1.5. Powtérzenia CAG w transkryptomie cziowieka. A. Liczba ciggéow powtdrzen CAG
wystepujagcych w réznych czesciach mRNA; B. Liczba powtérzen motywu CAG w ciggu;
C. Aminokwasy kodowane przez powtérzenia CAG; D. Funkcje genéw zawierajgcych powtdrzenia

CAG w czesci kodujgcej (oznaczenia jak na rycinie 1.4).

1.7.2 Powtdérzenia CGG.

Ciggi powtorzen CGG sg drugg co do wielko$ci grupg powtdrzen
trojnukleotydowych wystepujgcych w transkryptomie cztowieka. Pierwszg istotng
réznicg w poréwnaniu z powtorzeniami CAG jest ich dystrybucja pomiedzy czesciami
funkcjonalnymi czgsteczek mRNA. Motywy CGG wystepujg z podobng czestoscig w
otwartej ramce odczytu oraz w regionie 5’ nie ulegajgcym translacji (ryc. 1.6 A). Nie
zaobserwowano ich w regionie 3’'UTR, co wskazuje na to, ze raczej nie petnig funkcji

w regulacji stabilnosci czgsteczek mRNA. Ciggi powtorzen CGG, ktére wystepujg w
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ORF kodujg w zasadzie dwa rodzaje aminokwasow: alanine i glicyne przy zaledwie
2% udziale argininy (ryc. 1.6 C). Wydaje sie, ze nawet krotkie trakty ztozone z reszt
argininowych wystepujgce w biatkach mogg mieC toksyczne witasciwosci, skoro
kodujace je ciagi trojnukleotydowe praktycznie nie wystepujg. Takze analiza dtugosci
ciggow powtdérzen CGG wskazuje na silng presje skierowang na wyeliminowanie z
puli mMRNA tych z nich, ktére zawierajg wiekszg liczbe powtérzen tego motywu (ryc.
1.6 B). Pozwala to sadzi¢, ze takze dluzsze trakty tego rodzaju obecne w czesci
5UTR moga, poprzez przyjmowang strukture drugorzedowa, mie¢ wptyw na
obnizenie poziomu ekspresji zawierajgcych je mRNA w sposob szkodliwy dla
komorki. Tym bardziej, ze wsrod transkryptow, w ktérych stwierdzono wystepowanie
powtorzen motywu CGG zaobserwowano wzrost liczby genéw zaangazowanych w
tak wazne dla homeostazy procesy translacji i dojrzewania RNA, sygnalizacji

wewnatrzkomorkowej i miedzykomaorkowej oraz regulacji metabolizmu.
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Rycina 1.6. Powtérzenia CGG w transkryptomie cztiowieka. A. Liczba ciggdw powtérzeh CGG
wystepujgcych w roznych czesciach mRNA; B. Liczba powtérzen motywu CGG w ciggu;
C. Aminokwasy kodowane przez powtdrzenia CGG; D. Funkcje genéw zawierajgcych powtérzenia

CGG w czesci kodujagcej (oznaczenia jak na rycinie 1.4).
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1.7.3 Powtdérzenia CCG.

Powtdrzenia CCG, podobnie jak CGG, wystepujg w zblizonych proporcjach w
otwartej ramce odczytu i regionie 5’ nie ulegajgcym translacji (ryc. 1.7 A). Kilka tego
rodzaju traktéw ztozonych z 6 powtorzen stwierdzono takze w 3'UTR. Analiza
dtugosci ciggow zbudowanych z motywéw CCG wykazata, ze te zawierajgce wiecej
niz 20 powtdrzen obecne sg tylko w 5’UTR. Pozostate zakresy wielkosci sg
obserwowane ze zblizong czestoscig zarowno w ORF jak i 5’UTR (ryc. 1.7 B). Taka
lokalizacja ciggow o okreslonej dtugosci pozwala sgdzi¢, ze petnig one podobng do
powtdrzen CGG role w regulacji procesu translacji na poziomie struktury mRNA. O
podobnej roli traktow CCG i CGG wystepujgcych w czesci ORF swiadczy czeste

kodowanie przez oba typy powtdrzen ciggéow reszt alaninowych (ryc. 1.7 C).
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Rycina 1.7. Powtérzenia CCG w transkryptomie cziowieka. A. Liczba ciggéw powtdrzen CCG
wystepujagcych w réznych czesciach mRNA; B. Liczba powtdérzeA motywu CCG w ciggu;
C. Aminokwasy kodowane przez powtdrzenia CCG; D. Funkcje gendw zawierajgcych powtoérzenia
CCG w czesci kodujgcej (oznaczenia jak na rycinie 1.4).
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Analiza roli powtérzen CCG z punktu widzenia funkcji petnionych przez geny
zawierajgce w swojej sekwencji ten typ powtdrzen trojnukleotydowych, poza
potwierdzeniem znaczgcego ich udziatu w procesach syntezy i dojrzewania
czgsteczek kwasu rybonukleinowego nie dostarczyta dodatkowych informacji o roli

tego rodzaju sekwencji.

1.7.4 Powtdrzenia CUG.

Powtdrzenia CUG sg najmniej liczng grupg powtorzen typu CNG
wystepujgcych w ludzkim transkryptomie. Dilugos¢ ich ciggdw nie odbiega od
ogolnych  tendencji  obserwowanych ~w  przypadku innych  powtérzen
tréjnukleotydowych obecnych w zidentyfikowanych mRNA (ryc. 1.8 B). Ciekawy jest

fakt, ze wystepujgce gtdwnie w otwartej ramce odczytu motywy CUG (ryc. 1.8 A) w
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Rycina 1.8. Powtérzenia CUG w transkryptomie cziowieka. A. Liczba ciggéw powtdrzeh CUG
wystepujgcych w réznych czesciach mRNA; B. Liczba powtdérzeA motywu CUG w ciggu;
C. Aminokwasy kodowane przez powtdrzenia CUG; D. Funkcje gendw zawierajgcych powtdrzenia

CUG w czesci kodujgcej (oznaczenia jak na rycinie 1.4).
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85% genow kodujg leucyne (ryc. 1.8 C). Tylko w przypadku tego typu powtdrzen
stwierdzono tak znaczng preferencje kodowania przez nie jednego rodzaju
aminokwasu. Obserwacja ta, wraz z wyraznym wzrostem udziatu genoéw o funkcjach
zwigzanych z sygnalizacjg miedzykomorkowg (ryc.1.8 D) w poroéwnaniu do innych
omawianych grup mikrosatelitow pozwala sadzi¢, ze ciggi hydrofobowych reszt
leucynowych, poza przyczynianiem sie do przyjmowania przez fancuch
aminokwasowy struktury helisy o biorg tez udziat w oddziatywaniach biatek z

komorkowymi btonami lipidowymi.

1.8 Choroby neurologiczne cztiowieka powodowane ekspansja

powtodrzen trojnukleotydowych.

Z sekwencjami mikrosatelitarnymi zwigzany jest wyjatkowy rodzaj mutacji
[Richards R. 1., Sutherland G. R. (1992)] powodujgcej ponad 20 dziedzicznych
choréb neurologicznych. Jest to, okreslana mutacjg dynamiczng, obserwowana tylko
u cziowieka [Pearson C. E. i wsp.(2005)] niestabilnos¢ ciggdbw powtorzen
charakteryzujgca sie ekspansjg liczby powtdérzeh najczesciej trojnukleotydowych
motywow przekazywanych z pokolenia na pokolenie. Zjawisko mutacji dynamicznych
jest niezgodne z powszechnie uznawang definicja mutacji, poniewaz
prawdopodobienstwo wystgpienia kolejnej zmiany w regionie DNA wydtuzonym w
wyniku pierwszej mutacji jest wieksze od prawdopodobienstwa wystgpienia pierwszej
mutacji. W procesie tym istotna jest pierwotna liczba powtdrzen w ciggu, poniewaz
ciggi dtuzsze fatwiej ulegajg wydtuzeniu niz trakty o mniejszej liczbie powtdrzen
trojnukleotydowego motywu. Choroby wywotywane mutacjami dynamicznymi
charakteryzujg sie $cistym powigzaniem intensywnosci objawow i wieku ich
pojawienia sie u 0sob chorych z liczbg powtdrzen obecnych w odpowiedzialnym za
ich wystgpienie ciggu mikrosatelitranym. Zjawisko wczesniejszego pojawienia sie
objawéw i ich nasilanie sie w kolejnych pokoleniach obserwowane tylko w
przypadkach chorob zwigzanych z niestabilno$cig sekwencji STR nazywane jest
antycypacjg genetyczng [Harper P. S. i wsp. (1992)].

Wsréd niestabilnych powtorzen mikrosatelitarnych najistotniejszg, a zarazem
najwiekszg grupe stanowig ciggi sktadajgce sie z powtdrzen tréjnukleotydowego
motywu. Choroby wywotywane przez ich ekspansje okre$la sie czesto wspdlng

nazwg TREDs (Trinucleotide Repeat Expansion Diseases) [Mitas M. i wsp. (1995)].
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Po raz pierwszy mutacje polegajgcg na wzroscie liczby powtdrzen motywu w ciggach
trojnukleotydowych opisano w 1991 roku po dokonaniu analizy genu FMR1
zwigzanego z zespotem tamliwego chromosomu X typu FRAXA [Kremer E. J. i wsp.
(1991)]. W tym samym czasie stwierdzono, ze mutacjg powodujgcg rdzeniowo —
opuszkowy zanik miesni jest wystepowanie ekspansji powtorzen trojnukleotydowych
w genie AR [La Spada A. R. i wsp. (1991)].

W genach zwigzanych z TREDs liczba powtérzen trojnukleotydowych w
niezmutowanych allelach wykazuje polimorfizm (tabela 1.2). Za mutacje uwaza sie
wydtuzenie ciggu powyzej okreslonej dla kazdego z gendw granicy. W wiekszosci
przypadkow allele zmutowane, ktérych obecnos¢ powoduje zmiany fenotypowe, sg
znacznie (nawet do kilku tysiecy powtorzen) dtuzsze od pierwotnych alleli.

Ciggi powtorzen trojnukleotydowych ulegajgce ekspansji mozna podzieli¢ na
trzy grupy. Pierwszg z nich sg ciggi ztozone tylko z jednego rodzaju motywow. Do
drugiej nalezg te, ktore sg przerywane motywami innego typu. Trzecig zas stanowig
te, ktore nie sg przerywane ale w ich bliskim sgsiedztwie wystepuje inny cigg
trojnukleotydowy nie ulegajgcy wydtuzaniu. Tylko w dwdch przypadkach ws$rod
genow zwigzanych z TREDs obserwowana jest ostatnia sytuacja. W genie IT15,
zwigzanym z chorobg Huntingtona, ciggowi powtérzen CAG ulegajgcemu ekspansii
towarzyszy wykazujgcy niewielki polimorfizm cigg CCG. Natomiast w genie AR w
poblizu traktu CAG, w obrebie ktérego dochodzi do mutacji bedgcej przyczyng
rdzeniowo — opuszkowego zaniku miesni obecny jest drugi, krotki cigg CAG.

Geny, w ktérych obecne sg ciggi trojnukleotydowe ktérych zmiana diugosci
jest odpowiedzialna za powstanie choroby, zawierajg omawiane sekwencje w czesci
kodujgcej i w regionach 5 lub 3° UTR. W przypadku jednej z chorob (ataksja
Friedreicha) mutacjg za nig odpowiedzialng jest wydtuzenie ciggu wystepujgcego w
intronie. Ze wzgledu na lokalizacje powtdrzen tréjnukleotydowych w genie, choroby
spowodowane ich ekspansjg mozna podzieli¢ na dwie podstawowe grupy:

a) spowodowane ekspansjg powtorzen trojnukleotydowych wystepujgcych
w niekodujgcych regionach gendéw; 6 dotgd poznanych zespotéw
chorobowych nalezgcych do tej grupy charakteryzuje sie wystgpieniem
duzych zmian dlugosci ciggow tréjnukleotydowych wywotujgcych
réznorodne objawy fenotypowe zwigzane z dysfunkcjg lub degradacjg
réznych tkanek [Cummings C. J., Zoghbi H. Y. (2000)].
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Choroba Gen/locus Lokalizacja Lokalizacja Typ Zaburzenia Zakres liczby powtérzen
chromosomowa | powtorzen | powtoérzen sekwencji Normalny Mutacyjny
Choroba Huntingtona (HD) IT15 4p16.3 ORF CAG - 6-35 41-200
HDL2 JPH3 16924.3 ORF CTG - 6-39 241
gg“:ﬁ‘ rdzeniowo-mozdzkowa 1 ScA1 6p23 ORF CAG CAT 6-39 39-91
gaclsz? rdzeniowo-mozdzkowa 2 scA2 12024.1 ORF CAG CAA 14-30 36-200
Ataksja rdzeniowo-moézdzkowa 3 SCA3
(SCA3) (MID1) 14q32.1 ORF CAG - 12-47 53-86
g‘é‘fg”)‘ rdzeniowo-mozdzkowa 6 CACNAI1A 19p13 ORF CAG - 7-18 20-33
éf?:‘f%? rdzeniowo-mozdzkowa 7 SCA7 3p12-13 ORF CAG - 7-19 36-460
g‘z‘:k:g’)‘ rdzeniowo-mozdzkowa 8 SCA8 1321 3UTR | CTAICTG - 15-70 71->800
Ataksja rdzeniowo-mozdzkowa 12 PPP2R2B 5031-33 5UTR CAG - 4-32 51-78
(SCA12)
Ataksja rdzeniowo-mézdzkowa 17
(SCA17) TBP 6927 ORF CAG CAA 25-42 49-66
Zwyrodnienie zebato-czerwienne
(DRPLA) DRPLA 12p13.31 ORF CAG - 6-35 48-93
(deéfﬂrxg’wo"’pusz"°wy zanik miesni AR Xq13-21 ORF CAG - 11-34 38-66
Dystrofia miotoniczna 1 (DM1) DMPK 19913 J'UTR CTG CCG 5-37 50-3000
Zespot tamliwego chromosomu X 59-200
(FXS) FMR1 Xq27.3 5UTR CGG AGG 6-58 (premutacja)
200-1000

F;éelf)""czes”a niewydolnosc jajnikow | £y 1pq Xq27.3 5UTR CGG AGG 6-58 59-200
Zespot drzenia i ataksji (FXTAS) FMR1 Xq27.3 5UTR CGG AGG 6-58 59-200
Opodznienie umystowe zwigzane z FMR2 , 130-150
FRAXE (FRAXE) Xq28 SUTR GCC ) 7-35 230-750
Ataksja Friedreicha FRDA 9913-21.1 intron GAA GAG 6-34 80; 112-1700
Dystrofia miesniowa, oczno- 8-13
gardzielowa (OPMD) PABPN1 14911.2-q13 ORF GCG - 6 7
Achondroplazja rzekoma COMP 19p13.1 ORF GAC - 5 7,4

Tabela 1.2. Choroby zwigzane z ekspansjg powtérzen tréjnukleotydowych.

d3LSM L



1. WSTEP

b) spowodowane ekspansjg powtérzen trojnukleotydowych wystepujgcych w
kodujgcych regionach genow. Cechg wspdlng wiekszosci chorob nalezgcych
do tej grupy jest fakt, ze mutacje za nie odpowiedzialne wystepujg w ciggach
powtdrzen CAG, ktére kodujg glutamine. W zwigzku z tym choroby te
nazywane sg tez chorobami poliglutaminowymi. Rozmiary ekspansji
powtorzen trojnukleotydowych sg mniejsze niz we wczesniej omowionej
grupie chordb. U pacjentéw w srednim wieku pojawia sie ostre uposledzenie
funkcji uktadu nerwowego, ktérego przyczyng jest postepujgce uszkodzenie
neurondw. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze za
patologiczne zmiany w komodrkach prawdopodobnie jest odpowiedzialna
spowodowana mutacjg zmiana funkcji petnionej przez biatko [Zoghbi H. Y.,
Orr H. T. (1999), Gatchel J. R., Zoghbi H. Y. (2005)].

1.8.1 Patomechanizm chordb z grupy TREDs zwigzanych z utratg funkciji

przez biatko.

Wspolny mechanizm powstawania przypisuje sie chorobom powodowanym
przez ekspansje powtdrzen w regionie 5’ nie ulegajgcym translacji. Wydtuzanie traktu
CGG w 5’ UTR genu FMR1 zwigzanego z najczesciej wystepujgcym sposrdd chorob
TREDs zespotem tamliwego chromosomu X, powoduje obnizenie poziomu produktu
ekspresji tego genu, jakim jest biatko FMRP [Oostra B. A., Willemsen R. (2002)]. Gen
FMRL1 jest skorelowany z kilkoma chorobami. Jezeli liczba powtorzen motywu CGG
miesci sie w zakresie 55 — 200 (premutacja) rozwijajg sie objawy przedwczesnej
[Hagerman R. J., Hagerman P. J. (2002), Hagerman P. J., Hagerman R. J. (2004)],
natomiast dopiero przekroczenie 200 powtorzen CGG jest przyczyng zespotu
tamliwego chromosomu X. Zmiany poziomu ekspresji biatka FMRP sg Scisle
skorelowane z dtugoscig ciggu powtérzen trojnukleotydowych w regionie 5’UTR jego
mRNA. Liczne badania wskazujg na znaczne podwyzszenie w komorce poziomu
MRNA genu FMR1 zawierajgcego wydtuzony cigg powtdérzen CGG u nosicieli
premutacji chorych na FXTAS [Tassone F. i wsp. (2000), Kenneson A. i wsp. (2001)].
Jednoczesnie obnizony pozostaje poziom biatkka FMRP co pozwala sadzi¢, ze
zaburzenie translacji, bedgce skutkiem obecnosci wydtuzonego traktu CGG, indukuje
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wzrost intensywnosci transkrypcji jako sposéb na zachowanie wystarczajgcego
poziomu biatka w komorce [Primerano B. i wsp. (2002), Chen L. S. i wsp. (2003)]. W
sytuacji, gdy ulegajgcy ekspansiji cigg powtorzen CGG osiggnie dtugos¢é mutacyjng
dochodzi do catkowitego zahamowania translacji obserwowanej z zespole tamliwego
chromosomu X (FXS). Zaktada sie, ze zjawisko to jest wynikiem zatrzymania
rybosomu na tworzonej przez nie strukturze [Napierata M. i wsp. (2005)] w czasie
przesuwania sie jego matej podjednostki w poszukiwaniu kodonu start. Potwierdzajg
to obserwacje poliryposoméw zwigzanych z mRNA FMR1 [Feng Y. i wsp. (1995),
Primerano B. i wsp. (2002)].

Biatko FMRP, zlokalizowane gtéwnie w cytoplazmie komoérek nerwowych,
petni role regulatora translacji poprzez wigzanie sie do polirybosoméw w sposéb
zalezny od mRNA [Corbin F. i wsp. (1997)]. Zidentyfikowano wiele mRNA, z ktérymi
FMRP oddziatuje [Brown V. i wsp. (2001)]. Sg to mRNA gendw majacych istotne
znaczenie dla wielu procesow komorkowych, takich jak regulacja stabilnosci
cytoszkieletu — biatko 1B wigzane z mikrotubulami (MAB1B) czy innych przemian w
czasie synaptycznego przekazywani sygnatu pomiedzy neuronami [Zhang Y. Q. i
wsp. (2001), Xu K. i wsp. (2004)]. Wykazano, ze FMRP wigze mRNA zawierajgce
sekwencje RGG tworzgcg motyw strukturalny tetrapleksu ,G — quartet” [Darnell J. C. i
wsp. (2001)]. Ponadto stwierdzono mozliwo$¢ wigzania FMRP do innego motywu w
MRNA nazwanego FMRP kissing complex co zwieksza grupe gendw, ktorych
ekspresja zalezy od tego czynnika [Darnell J. C. i wsp. (2005)]. Innym mozliwym
procesem regulacji translacji, w ktérym uczestniczy FMRP jest szlak RNAi. Biatko to
wigze sie z kluczowymi dla tego procesu czynnikami, ktérymi sg biatka Argonaute i
kompleks RISC (RNA — Induced Silencing Complex) [Gatchel J. R., Zoghbi H. Y.
(2005), Caudy A. A. i wsp. (2002), Ishizuka A. i wsp. (2002)]. Zaobserwowano takze
wspotwystepowanie FMRP z nukleazg Dicer [Jin P. i wsp. (2004)]. Proponowana rola
FMRP w szlaku RNAi miataby polega¢ na selektywnym wigzaniu czgsteczek RNA i
zblizaniu ich do kompleksu RISC, a tym samym na utatwianiu mikroRNA specyficznej
kontroli translacji ich docelowych czgsteczek [Jin P. i wsp. (2004)].

Tak szerokie spektrum dziatania FMRP jako czynnika regulujgcego translacje
wskazuje na istotne znaczenie jego poziomu dla prawidtowego funkcjonowania
komorek nerwowych. Obnizenie jego ilosci w wyniku wystgpienia mutacji
dynamicznej w ciggu powtérzen CGG w 5’UTR jego mRNA jest wiec podstawowg

przyczyng opisanych dotgd zmian w zespole tamliwego chromosomu X (FXS).
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Nalezy sie spodziewac, ze dalsze badania dostarczg informacji o kolejnych dotad nie
poznanych skutkach tej mutaciji.

W przypadku genu FMR2 powtdrzenia CCG wydtuzane w wyniku mutacji
rowniez zlokalizowane sg w 5’'UTR. Ulegajg one hipermetylacji wraz z sgsiadujgcg
wyspg CpG co prowadzi do zahamowania transkrypcji tego genu [Knight S. J. i wsp.
(1993), Gecz J. i wsp. (1996), Gu Y. i wsp. (1996)]. Obnizenie komérkowego
poziomu biatka FMR2 nalezgcego do rodziny biatek bogatych w proline i seryne
prowadzi do powstania choroby nazwanej op6znieniem umystowym zwigzanym z
FRAXE. Biatko FMR2 okresla sie jako czynnik transkrypcyjny istotny dla procesow
rozwoju i réznicowania ukfadu nerwowego [Gecz J. i wsp. (1997)]. Na podstawie
badan nad rozwojem embrionalnym Drosophila melanogaster przypuszcza sie ze
FMR2 petni istotng funkcje w regulacji szlaku MAPK (kinazy biatkowej aktywowane;j
mitogenem). Podobna do obserwowanej w przypadku FRAXE hipermetylacja ma
réwniez miejsce w obrebie ciggu CGG w genie FMR1 i takze ten proces odgrywa
wazng role w patogenezie zespotu tamliwego chromosomu X (FXS) [Oberle 1. i wsp.
(1991)].

Ataksja Friedreicha jest najpowszechniej wystepujgca dziedziczng ataksjg. Jej
molekularnym podtozem jest ekspansja powtorzen GAA w pierwszym intronie genu
FRDA kodujgcego biatko frataksyne zwigzane z wewnetrzng btong mitochondrialng
[Campuzano V. i wsp. (1996), Campuzano V. i wsp. (1997)]. Podobnie jak w wyzej
opisanych przypadkach w wyniku elongacji ciggu powtérzen dochodzi do
zahamowania transkrypcji, co prowadzi do obnizenia poziomu biatka. Brak frataksyny
w mitochondriach powoduje gromadzenie sie w nich zelaza i tym samym wzrost
podatnosci na stres oksydacyjny zaburzajgcy dziatanie wielu biatek
mitochondrialnych tancucha oddechowego, takich jak akonidaza [Foury F., Cazzalini
0. (1997)]. Przypuszcza sie, ze proces ten nie stanowi gtdbwnego szlaku patogenezy.
Nie znany jest jednak dotgd inny proces komoérkowy, w ktdrego przebiegu biatko
genu FRDA petnitoby jakas funkcje [Seznec H. i wsp. (2005)]. Na podstawie
obserwacji, ze myszy catkowicie pozbawione funkcji tego biatka ging w trakcie
rozwoju embrionalnego stwierdzono, ze petni ono role w rozwoju organizmu [Cossee
M. i wsp. (2000)].

W przypadku wszystkich choréb nalezgcych do grupy TREDs, ktorym
przypisywany jest mechanizm patogenezy zwigzany z utratg funkcji przez biatko

dochodzi w wyniku mutacji do zahamowania ekspresji danego genu na poziomie
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transkrypcji lub translacji. Brak biatka powoduje zaburzenie szeregu proceséw
komorkowych, jednakze okreslenie doktadnego przebiegu rozwoju choroby wymaga

poznania prawidtowej funkcji gendw tej grupy.

1.8.2 Patomechanizm chorob poliglutaminowych na przyktadzie choroby

Huntingtona.

Choroby poliglutaminowe to te sposrod chorob TREDs, ktore powodowane sg
ekspansjg powtorzen CAG zlokalizowanych w otwartej ramce odczytu (tabela 1.2).
Do tej grupy nalezy dziewie¢ choréb. Sg to: choroba Huntingtona (HD), zwyrodnienie
zebato — czerwienne (DRPLA), opuszkowo — rdzeniowy zanik mie$ni (SBMA) oraz
ataksje mozdzkowo — rdzeniowe (SCA) typu 1, 2, 3, 6, 7 i 17. Ich wspdlng cechg jest
ekspresja w tkankach centralnego uktadu nerwowego genéw, w ktérych dochodzi do
mutac;ji dynamiczne;j. Zroznicowanie neurodegeneracyjnych objawow
charakterystycznych dla poszczegdélnych choréb wynika z faktu, ze w kazdej z nich
zaburzeniu podlegajg funkcje roznych grup neuronow. W przypadku tej grupy choréb
mutacja prowadzgca do wzrostu liczby powtdrzen motywu CAG w odpowiednim
genie powoduje na poziomie biatka wydtuzenie ciggu reszt glutaminowych (Q)
kodowanych przez kodon CAG. Proponowany mechanizm patogenezy choréb
poliglutaminowych zaktada, ze zaburzenie proceséw komorkowych spowodowane
jest zmiang funkcji petnionych przez prawidtowe biatko [Zoghbi H. Y. i Orr H. T.
(2000)]. Obserwowane na przyktad w genie SCA2 zaburzenia ciggtosci traktu
powtdrzen CAG nie powodujg zmiany kodowanego aminokwasu, wydajg sie nie mieé
wiec znaczenia dla przebiegu zmian chorobowych.

Jedng z najczestszych i najintensywniej badanych chordb poliglutaminowych
jest choroba Huntingtona (HD) wystepujgca w populacji kaukaskiej z czestoscig
okoto 1 na 10 tysiecy [Nance M. A. (1998)]. Jej pierwsze objawy wystepujg zwykle u
pacjentow miedzy 40 a 50 rokiem zycia [Paulson H. L., Fischbeck K. H. (1996)]. HD
prowadzi do Smierci po okoto 20 latach choroby. Charakterystyczny dla niej zanik
neuronbw w centralnym uktadzie nerwowym objawia sie postepujgcym
uposledzeniem ruchu i zdolnosci postrzegania otoczenia oraz zaburzeniami
osobowo$ci. Stwierdzono réwniez przypadki charakteryzujgce sie wczesniejszym
pojawieniem sie pierwszych symptoméw choroby (forma juwenilna) w pierwszym

dwudziestoleciu zycia i jej ostrzejszym przebiegiem [Andrew S. E. i wsp. (1993)]. HD
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jest chorobg dziedziczong w sposdéb autosomalny, dominujgcy [Mitas M. i wsp.
(1995)].

Choroba Huntingtona powodowana jest przez wzrost liczby powtorzen CAG
wystepujgcych w 1 eksonie genu IT15. W przypadku tego genu interesujgcy jest fakt
wystepowania w bezposrednim sgsiedztwie dwoch polimorficznych  ciggéw
trojnukleotydowych w obrebie sekwencji kodujgcej. Ulegajgcy patogennym
ekspansjom cigg CAG lezy 12 nukleotydow powyzej stabo polimorficznego ciggu
powtdrzen CCG. Liczba powtorzen CCG waha sie od 6 — 12. Natomiast powtorzenia
CAG wykazujg wiekszg zmiennos¢. Allele normalne zawierajg mniej niz 26
powtdrzen motywu CAG. Allele z 27 — 35 powtdrzeniami, mimo iz sg niestabilne
mejotycznie, takze uznawane sg za niezmutowane. Wsréd form powstatych w wyniku
mutacji wyrézniamy allele ze zredukowang (36-40) i petng penetracjg (241) [Potter N.
T. i wsp., (2004)]. Liczba powtérzen CAG w wariancie mutacyjnym wptywa na
nasilenie sie objawow i czas ich wystgpienia. Im cigg powtorzen jest dtuzszy tym
pierwsze objawy HD pojawiajg sie wczesniej i choroba postepuje szybciej.

Gen IT15 zlokalizowany w pozycji 4916.3 [Gusella J. F. i wsp. (1983)], zawiera
67 exondw kodujgcych biatko huntingtyne o wielkosci 3144 aminokwasow i masie
348 kDa charakteryzujgce sie obecnoscig w poblizu kohca aminowego polimorficznej
domeny bogatej w reszty glutaminy i proliny [Huntington's Disease Collaborative
Research Group. (1993)]. Funkcja prawidtowej huntingtyny (htt), chociaz intensywnie
badana, pozostaje ciggle nieznana pomimo, ze jej sekwencja zawiera wiele regionow
homologicznych do innych znanych biatek. htt ulega konstytutywnej ekspresji w wielu
tkankach i jest zlokalizowana w jgdrze komoérkowym oraz czesci cytoplazmatyczej
neurondéw gdzie towarzyszy aparatom Golgiego, retikulum endoplazmatycznemu i
mikrotubulom [Harjes P., Wanker E. E. (2003), Li S. H. i Li. X.I. (2004)]. Na
podstawie poznanych oddziatywan z innymi biatkami kompleksu dynaktyny i p—
tubuliny przypuszcza sie, ze moze ona by¢ czynnikiem zaangazowanym w
pecherzykowy transport wewnatrzkomorkowy i procesy zakotwiczenia cytoszkieletu.
Moze takze odgrywaé pewng role w zaleznej od Kklatryny endocytozie oraz
sygnalizacji postsynaptycznej. Stwierdzono réwniez, ze huntingtyna moze chroni¢
neurony przez apoptozg [Rigamonti D. i wsp. (2000)].

Zmutowana huntingtyna, podobnie jak inne zmutowane biatka zawierajgce
wydtuzone ciggi poliQ tworzy w neuronach nierozpuszczalne agregaty biatkowe

charakterystyczne dla chordb poliglutaminowych. Ich rola w patogenezie nie zostata
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dotagd jednoznacznie potwierdzona [Bates G. (2003)]. W niektérych chorobach
obserwowane sg, tak jak w przypadku HD i SBMA skupiska biatka zlokalizowane
zarowno w jadrze jak i w cytoplazmie, natomiast w innych tylko ztogi jadrowe. Poza
czgsteczkami biatka o petnej dtugosci w skupiskach znajdowane sg duze ilosci
fragmentéw biatek zawierajgcych trakty poliglutaminowe. N-kohcowe fragmenty htt
powstajg na drodze obrdobki biatka petnej dlugosci przez proteazy takie jak kaspaza
3, kalpaina czy nie zidentyfikowane proteazy aspartylowe [Gafni J., Ellerby L. M.
(2002)., Wellington C. L. i wsp. (2002)]. Fragmenty te mogg uczestniczy¢ w
procesach patologicznych w podobnym stopniu co biatka petnej dlugosci. W
inkluzjach stwierdzono obecnos¢ biatek chaperonowych odpowiedzialnych za
naprawe btednie sfatdowanych peptydow oraz komponentéw proteasomu
zwigzanego z zaleznym od ubikwityny systemem degradaciji biatek (UPS — Ubiquitin
— Proteasome System). Akumulacja zmutowanych biatek jest postulowang przyczyng
zaburzen funkcjonowania systemu UPS [Ciechanover A., Brundin P. (2003),
Sakahira H. i wsp. (2002)]. W badaniach in vitro stwierdzono [Venkatraman P. i wsp.
(2004)], ze eukariotyczne proteasomy nie degradujg ciggéow poliglutaminowych co

potwierdza wczesniejszg hipoteze.

zmiany cytoszkieletu
zaburzenia funkcjonowania
mitochondriow zmienione stezenia Ca™

inhibicja transportu \ /

wewngtrzkomoérkowego . . .
— zmutowane biatko htt ——g, Zaburzenia regulacji
transkrypcji

zaburzenia metabolizmu RNA toksyczne fragmenty htt

Wigzanie biatek:
chaperony
ubikwityna
proteosomy

Rycina 1.9. Mechanizm patogenezy chordb poliglutaminowych na przyktadzie choroby Huntingtona —

skutki pojawienia sie zmutowanego biatka w komorce.
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W chorobie Huntingtona, podobnie jak i w innych chorobach
poliglutaminowych obserwowano zaburzenia transkrypcji wielu genéw. Stwierdzono
oddziatywanie biatek poliQ z czynnikiem CREB i jego gromadzenie w inkluzjach co
prowadzito do obnizenia ekspresji gendéw zaleznych od CREB [Glass M. i wsp.
(2000), Sugars K. L. i Rubinsztein D. C. (2003)]. W ten sam sposob wigzane sg takze
inne czynniki transkrypcyjne takie jak TBP (TATA box binding protein) czy p53
[Steffan J. S. i wsp. (2000), Dunah A. W. i wsp. (2002)]. Jednoczesnie
zaobserwowano, ze inhibicja transkrypcji nastepuje takze w komodrkach, w ktérych
nie sg jeszcze obecne agregaty biatkowe. Stwierdzono, ze wynika ona z obecnosci w
Srodowisku rozpuszczalnych form biatek poliQ [Dunach A. W. i wsp. (2002)]. Zmiany
ich struktury wywotane wydtuzeniem ciggu glutaminowego utatwiajg wigzanie innych
biatek zawierajgcych takie same motywy sekwencji aminokwasowej, wsrod ktorych
zidentyfikowano czynniki transkrypcyjne TBP i AR. Geny, odpowiednio SCA17 i AR
kodujgce oba te biatka zawierajg ciagi CAG ulegajgce ekspansji [Nakamura K. i wsp.
(2001), La Spada A. R. i wsp. (1991)]. Ponadto huntingtyna moze poprzez
oddziatywanie z jgdrowymi kompleksami represoréw transkrypcji petni¢ tego rodzaju
role w komorce. Dotychczasowe badania wyraznie wskazujg na udziat inhibicji
syntezy mRNA w procesach prowadzacych do rozwoju patologicznego fenotypu
chorob poliglutaminowych. Takze potranskrypcyjne etapy metabolizmu RNA mogag
ulega¢ zmianom w wyniku oddziatywania z biatkami zawierajgcymi trakty poliQ.
Stwierdzono, ze ataksyna 1 moze wigza¢ sie do RNA i bra¢ udziat w jego
dojrzewaniu [Fernandez — Funez P. i wsp. (2000)]. Ponadto zaobserwowano, ze
ataksyna 2 wigze sie z biatkiem A2BP1 (ataxin 2 binding protein 1), ktére uczestniczy
w sktadaniu mRNA [Shibata H. i wsp. (2000)].

Biatka zawierajgce wydtuzone trakty poliQ mogg réwniez negatywnie wptywac
na inne procesy komoérkowe przebiegajgce w cytoplazmie. Przyktadem moze by¢
blokada transportu wzdtuz aksonu stwierdzona w obecnosci zmutowanej huntingtyny
badz fragmentéw receptora androgenu [Gunawardena S. i wsp.(2003), Szebenyi G. i
wsp. (2003)]. W badaniach nad zmianami zachodzgcymi w komérce w wyniku
pojawienia sie zmutowanego biatka huntingtyny zaobserwowano takze zaburzenia
dziatania mitochondridéw [Panov A. V. i wsp. (2002)]. Wynikajg one z zaangazowania
formy htt zawierajgcej wydtuzony trakt poliQ w procesy przekazywania sygnatu

zalezne od wapnia [Tang T. S. i wsp. (2005)].
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Stwierdzono réwniez, ze wspominane wczesniej fragmenty biatek
poliglutaminowych nie tylko uczestniczg w procesach patogenezy chordob na réwni z
biatkami o petnej diugosci ale wywierajg dodatkowy efekt. Ich toksycznosc,
szczegolnie badana na przykfadzie choroby Huntingtona, wynika ze zdolnosci do
indukcji autofagii [Ravikumar B. i wsp. (2004)], czyli procesu w ktérym dochodzi do
zniszczenia przez komorke biatek o dlugim czasie zycia oraz jej organelli. W
tworzonych przez trakty poliQ agregatach wigzany jest czynnik mTOR hamujgcy
powstawanie autofagosoméw, co prowadzi do obnizenia jego efektywnego stezenia
w cytoplazmie, co z kolei prowadzi do indukcji procesu lizy organelli komoérkowych a
w konsekwencji do apoptozy.

Dotychczasowe badania patomechanizmu choréb z grupy TREDs, w ktérych
dochodzi do ekspansji powtérzen CAG w otwartej ramce odczytu, ukazaty ztozonosé
tego procesu wynikajgcg z uzyskania przez biatko nowych wtasciwosci wskutek
wydtuzenia ciggu reszt glutaminowych. Zaobserwowano takze, ze istotne znaczenie
dla rozwoju choroby majg modyfikacje biatek w innych regionach niz trakt poliQ.
Wysokg toksycznosé wykazujg na przykfad fosforylacja jednej z seryn w ataksynie 1
[Emamian E. S. i wsp. (2003)] oraz przytgczenie do huntingtyny jednostki SUMO
(small ubiquitin — like modifier) [Steffan J. S. i wsp. (2004)], ktéra bierze udziat w
regulacji oddziatywania htt z innymi makroczgsteczkami komorki. Zauwazy¢ nalezy,
ze nadal istnieje grupa objawdw, ktérych nie mozna wyjasni¢ zmianami na poziomie
biatka [Peel A. L. i wsp. (2001)].

1.8.3 Patomechanizm zaktadajgcy role RNA zawierajgcego wydtuzone

ciggi powtorzen tréjnukleotydowych.

Patogenezy niektorych choréb z grupy TREDs nie mozna wyjasni¢ zmiang
funkcji kodowanego biatka, poniewaz ulegajgce ekspansji ciggi powtorzen
Zlokalizowane sg w odpowiednich genach w regionach nie ulegajgcych translacji. Nie
podlegajg tez one mechanizmowi, ktéry obejmuje utrate funkcji przez biatko. Sg to
dystrofie miotoniczne typu pierwszego (DM1) i drugiego (DM2) o bardzo podobnych
objawach. Dystrofie miotoniczng typu 1 powoduje wzrost liczby powtdrzen
trojnukleotydowego motywu CTG w regionie 3° UTR genu DMPK (Dystrophia
Myotonica Protein Kinase) [Brook J. D. i wsp. (1992), Fu Y. H. i wsp. (1992),
Mahadevan M. i wsp. (1992)], natomiast dystrofie miotoniczng typu 2 wydtuzenie
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traktu czteronukleotydowego CCTG wystepujgcego w intronie 1 genu ZNF9 [Ranum
L. P. i wsp. (1998), Liquori C. L. i wsp. (2001)]. W toku badan nad komérkowymi
zmianami wywotanymi obecnoscig wydtuzonego ciggu powtorzen w regionie 3° UTR
umieszczono sekwencje 250 powtorzen motywu CUG w 3° UTR mRNA aktyny. U tak
stransformowanych  myszy zaobserwowano rozwdj niektérych  objawdw
charakterystycznych dla dystrofii miotonicznej [Mankodi A. i wsp. (2000)].
Obserwacja ta potgczona z faktem, ze takie same zmiany wywotujg mutacje w
roznych genach, zlokalizowanych na roéznych chromosomach i majgce rézne
otoczenie genowe, nasuneta przypuszczenie, ze mechanizm patogenezy polega na
zaburzonym, w wyniku ekspansji powtorzen CUG lub CCUG, wigzaniu czynnikéw
biatkowych do RNA, powodujgc zmiane ich dystrybucji w srodowisku komorkowym i
uniemozliwiajgc im petnienie prawidtowej funkcji [Tapscott S. J. i Thronton C. A
(2001), Ranum L. P., i Day J. W. (2004)]. Zidentyfikowano dwie rodziny biatek
wigzgcych RNA wykazujgcych zdolnos¢ wigzania powtérzen CUG i CCUG. Jedng z
nich sg biatka CELF (CUG-BP and ETR3-Like Faktor). Drugg stanowig biatka MBNL
(muscleblind — like), ktére zlokalizowano w jadrowych agregatach tworzonych przez
transkrypty zawierajgce wydtuzone ciggi powtérzen CUG [Miller J. W. i wsp. (2000),
Fardaei M. i wsp. (2002)]. Wykorzystujgc myszy transgeniczne stwierdzono, ze
skutkiem braku biatek MBNL, jest zaburzenie proceséw alternatywnego sktadania
gendw [Kanada R. N. i wsp. (2003)]. Wykazano, ze podobny efekt obserwowany jest
takze gdy ich ilos¢ w srodowisku komdrkowym ulegta znacznemu zmniejszeniu w
wyniku zwigzania ze zmutowanymi RNA. Natomiast biatka CUGBP (CUG binding
protein) nie sg gromadzone w jgdrowych inkluzjach. W przeciwienstwie do biatek
MBNL w przypadku biatka CUGBP obserwuje sie jego podwyzszony poziom w
obecnosci zmutowanych ciggow powtérzen CUG [Timchenko L. T. (1999)]. Wzrost
poziomu ekspresji biatek CUGBP powoduje charakterystyczne dla DM1 zmiany w
procesach dojrzewania mRNA na etapie wycinania intronoéw. Zidentyfikowano
kilkanascie pre—mRNA, ktorych sktadanie w komodrkach pacjentéw DM1  jest
nieprawidtowe. Wsrdd nich najwazniejsze wydajg sie transkrypty kanatu chlorkowego
(CIC1), sercowej troponiny T i receptora insulinowego [Philips A. V. i wsp. (1998),
Mankodi A. i wsp. (2002), Savkur R. S. i wsp. (2001), Jiang H. i wsp. (2004)], gdyz ze
zmieniong ekspresjg tych gendw wigzane sg zaburzenia pracy serca i niewrazliwosé
na insuling, ktére sg typowe u pacjentow chorych na dystrofie

miotoniczng. Zaobserwowano takze zmiany sktadania pre-mRNA w obrebie
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centralnego uktadu nerwowego. Dotyczg one mMRNA receptora NR1, ktérego
ligandem jest NMDA (N — methyl — D — aspartate) oraz mRNA genu Tau —
neuronalnego biatka towarzyszgcego mikrotubulom [Jiang H. i wsp. (2004)]. Zaktada
sie, ze zmiany te powstajg w wyniku mechanizmu wigzania biatek do wydtuzonych
RNA traktow CUG. Na podstawie badan roli biatek CELF i MBNL w procesie
patogenezy dystrofii miotonicznych stwierdzono, ze w prawidtowych warunkach
dziatajg one antagonistycznie wzgledem siebie i z tego powodu komodrkach
zawierajgcych zmutowane ciggi trojnukleotydowe dochodzi do zaburzenia
rownowagi, bedacej konsekwencjg zwigzania jednego z nich przez zmutowane
czgsteczki RNA. Poza zréznicowaniem funkcjonalnym biatek MBNL i CELF
stwierdzono rdznice w charakterystyce ich wigzania do powtérzen CUG w RNA.
Wykazano, ze krétkie ciggi powtdrzen CUG w strukturze transkryptéw wystepujg w
formie pojedynczoniciowej, zas zawierajgce wiecej niz 10 powtdrzen tworzg strukture
typu spinki, ktorej stabilnos¢ rosnie wraz z liczbg powtérzen w ciggu [Napierata M.,
Krzyzosiak W. J. (1997)]. Biatka MBNL wigzg sie do dtugich ciggéw proporcjonalnie
do ich dtugosci [Miller J. W. i wsp. (2000)], sg zatem specyficzne dla

podwaojnoniciowych struktur tworzonych przez ciggi powtorzen. W wyniku ekspansiji
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Rycina 1.10. Mechanizm patogenezy dystrofii miotonicznej typu 1 oparty na zmianie struktury RNA

regionu powtérzen CUG. Na postawie [Miller J. W. i wsp. (2000)] zmienione.
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powtdrzen trzon struktury spinki ulega wydtuzeniu i wigze wiecej biatek MBNL, co
prowadzi do konfiskowania ich tym pre—mRNA, ktére stanowig prawidtowy cel
dziatania tej grupy biatek. W konsekwencji dochodzi do niewtasciwego sktadania
pewnych mRNA i zmiany funkcji kodowanych biatek. Biatka CELF wigzgce sie do
krotkich, pojedynczoniciowych ciggow CUG w prawidtowych komoérkach pozostajg
zwigzane z mRNA genu DMPK [Timchenko N. A. i wsp. (2001)]. Natomiast w wyniku
zmiany struktury regionu mRNA wywotanej zwiekszeniem liczby powtérzen w ciggu
dochodzi do uwolnienia do Srodowiska komorki wiekszej ilosci biatek CELF i wzrostu
ich aktywnosci jako czynnika odpowiedzialnego za sktadanie pre—mRNA. Nalezy
pamietac, ze jednoczesnie dochodzi do zwigzania biatek MBNL.

W  przypadku dystrofii  miotonicznych sekwencje powtarzajgce sie
Zlokalizowane sg w regionach nie ulegajgcych translacji. Przyjmowana przez nie
struktura drugorzedowa petni funkcje regulatora dojrzewania mRNA poprzez
tworzenie miejsca wigzania biatek biorgcych udziat w tym procesie. Zmiany tej
struktury na skutek wydtuzenia ciggu powtérzenh prowadzg do przytgczenia biatek o
specyficznosci do regionéw podwojnoniciowych oraz do uwolnienia biatek dotad
zwigzanych z regionem pojedynczoniciowym do srodowiska komorki. ZauwazycC
trzeba, Ze istotne znaczenie ma w tej sytuacji stabilnosc¢ struktury spinki tworzonej
przez powtorzenia CUG. Dla spinek tworzonych przez nie zmutowane ciggi
skfadajgce sie z 10 do 20 powtorzen obserwowana jest rownowaga pomiedzy
wariantami struktury. Obserwowane sg takie formy strukturalne regionu powtoérzen, w
ktdérych wszystkie powtdrzenia zaangazowane sg w tworzenie struktury spinki oraz
takie, w ktérych czes¢ sekwencji powtarzajgcej sie pozostaje w formie
pojedynczoniciowej towarzyszacej ,quasi—stabilnej” strukturze spinki po stronie 3’
[Napierata M., Krzyzosiak W. J. (1997)]. Moze zatem jednoczesnie dochodzi¢ do
wigzania biatek do regiondéw pojedynczo- i podwodjnoniciowych co pozwala zachowac
ich rébwnowage przy pewnym zakresie polimorficznych zmian dlugosci ciggu
powtorzen.

Dystrofie miotoniczne nie sg jedynymi spos$réd choréb TREDs dla ktérych
proponuje sie udziat RNA w patomechanizmie. W przypadku zespotu drzenia i ataks;ji
do zakresu premutacyjnego (60 — 200), liczby powtdrzen CGG w regionie 5’ nie
ulegajgcym translacji genu FMR1 zaobserwowano dochodzgcy nawet do

dziesieciokrotnego wzrost poziomu jego MRNA przy jednoczesnym obnizeniu
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poziomu biatka FMRP do okoto potowy w stosunku do komoérek prawidtowych
[Tassone F. i wsp. (2000)]. W neuronach i astrocytach moézgu osob chorych na
FXTAS stwierdzono obecnosc inkluzji wewnatrzjgdrowych [Greco C. M. i wsp. (2002)
Tassone F. i wsp. (2004)], w ktorych znaleziono RNA trankryptéw FMR1 [Tassone F.
i wsp. (2004)]. Te podobienstwa do zmian obserwowanych w przypadku DM 1 i DM 2
oraz pojawiajgce sie doniesienia o odkryciu biatek wigzgcych sie do powtdrzen CGG
nasuwajg przypuszczenie o mozliwosci istnienia podobnego mechanizmu
powstawania zmian patologicznych w tych chorobach [Gatchel J. R., Zoghbi H. Y.
(2005)].
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Ciggi powtodrzen trojnukleotydowych wystepujg w wielu réznych ludzkich
mMRNA, a w ponad 600 z nich liczba powtérzonych tripletéw wynosi 6 i wiecej. Rola
tego rodzaju sekwenciji jest stabo poznana. Wydaje sie, ze niektore z nich mogg
petni¢ funkcje regulatorowe stanowigc miejsce wigzania rozmaitych czynnikow
biatkowych. Znaczne wydtuzanie sie ciggow powtorzen tréjnukleotydowych stanowi
podtoze molekularne chorob neurologicznych z grupy TREDs. Jedna z hipotez
dotyczgcych patomechanizméw tych chorob zaktada, ze zmiana struktury regionu
powtorzen tréjnukleotydowych w RNA powoduje nabycie przez nie toksycznych
witasciwosci, polegajgcych na nadmiernym wigzaniu niektérych czynnikow
biatkowych niezbednych do prawidtowej regulacji procesow komorkowych.

Celem badah opisanych w niniejszej pracy doktorskiej byto
scharakteryzowanie struktury powtorzen tréjnukleotydowych we fragmentach mRNA
genu IT15, w kontekscie potencjalnej jej roli w patogenezie choroby Huntingtona.
Cel ten realizowano w nastepujgcych etapach:

1. zbadanie struktur RNA tworzonych przez powtérzenia CAG i CCG;

2. okreslenie wptywu jaki wywiera na strukture ciggu powtorzen CAG
znajdujacy sie w bezposrednim sgsiedztwie cigg powtérzeh CCG;
okreslenie natury oddziatywania ciggéw powtérzen CAG i CCG;
zbadanie wptywu zmian liczby powtérzen trojnukleotydowych obu ciggow
na strukture fragmentu mRNA genu IT15.

Drugim celem niniejszej pracy byto . Zrealizowano go w nastepujgcych

etapach:

1. zbadanie struktury fragmentu mRNA genu AR zawierajgcego dwa ciggi
powtorzen trojnukleotydu CAG z uwzglednieniem wplywu zmian liczby
powtdrzen w polimorficznym ciggu CAG;

2. poszukiwanie mRNA zawierajgcych  kilka ciggébw powtorzen
tréjnukleotydowych i bioinformatyczna  analiza  poréwnawcza

przyjmowanych przez nie struktur.
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3.1 Powtérzenia CAG i CCG tworzg strukture typu spinki.

Pierwszym etapem badan prowadzgcych do poznania struktury regionow
zawierajgcych powtérzenia trojnukleotydowe w mRNA gendéw IT15 i AR bylo
poznanie struktur tworzonych przez ciggi powtorzen CAG i CCG. W tym celu
zaprojektowano modelowe czgsteczki RNA skiladajace sie z powtorzen
pozbawionych naturalnych sekwencji oskrzydlajgcych. Na podstawie dostepnych
danych literaturowych i modelowania komputerowego zdecydowano sie na analize
czgsteczek zawierajgcych 16 i 17 powtorzen CAG i CCG, poniewaz byty to jedne z
najkrétszych traktow zdolnych do tworzenia struktury typu spinki do wtoséw dajgce
mozliwos$¢ obserwacji zmian jej architektury. Poza ciggiem powtorzen w sekwencji
czgsteczek modelowych na koncu 5 znajdowaty sie dwie reszty guanylowe. Ich
obecnos$¢ wynikata z wymagan sekwencji promotora polimerazy RNA faga T7
uzywanej do reakcji transkrypcji in vitro, w ktorej na matrycy oligonukleotydéw DNA
syntetyzowanych chemicznie uzyskiwano transkrypty do badan strukturalnych.

Wzér cie¢ generowanych przez nukleazy i dwudodatnie jony ofowiu uzyskany
w wyniku sondowania struktury transkryptu CAG17 (ryc. 3.1 A — autoradiogram z
lewej strony) wskazuje na obecnos¢ regionu pojedynczoniciowego w centralnej
czedci czasteczki. Region ten stanowi petle terminalng struktury spinki. Obecno$ci
niektérych sposrod obserwowanych cie¢ nie mozna byto jednak przypisaC zadnej
pojedynczej strukturze. Zaobserwowano takze grupe cie¢ poblizu konca 3’ czgsteczki
(ryc. 3.1 A — autoradiogram z lewej strony). Taki wzér cie¢ jest charakterystyczny dla
wspoétwystepujacych w roztworze kilku struktur typu spinki [Napierata M., Krzyzosiak
W.J. (1997)]. W celu doktadnego okreslenia budowy petli terminalnej badaniami
objeto réowniez czgsteczki CAG17 _cl i CAG16_cl zawierajgce poza sekwencjg
powtdrzen takze dodatkowe nukleotydy C i G odpowiednio na koncach 5’ i 3’ mogace
silnie oddziatywac ze sobg tworzgc region sparowany o wielkosci szesciu par zasad.
Oddziatywanie to wymusito przyjecie przez region powtdrzen jednej formy struktury,

co jest widoczne we wzorze cie¢ sondami strukturalnymi jako brak cie¢ w czesci 3’
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Rycina 3.1. Analiza struktury transkryptow CAG17, CAG17_cl i CAG16_cl. A. Wzor ciec
generowanych przez nukleaze S1 i rybonukleaze T2 wykazujgce specyficznos¢ w stosunku do
regionéw pojedynczoniciowych; B. Lokalizacja i poréwnanie intensywnosci trawien poszczegdlnymi
nukleazami: S1 (linia zielona), T1 (linia niebieska) i T2 (linia czerwona) w regionie petli terminalnych
transkryptow CAG17_cl (po lewej stronie) i CAG16_cl (po prawej stronie); przedstawiono réwniez
strukture odpowiednich petli terminalnych. C. Analiza jednorodnosci struktur transkryptéw ztozonych z
powtdrzen CAG, przez pordwnanie stopnia réznicowania szybkosci ich migracji w Zelu
niedenaturujgcym, z wykorzystaniem oprogramowania skanera — Phosphorimager. D. Struktura trzonu
spinki tworzonej przez powtérzenia CAG. Przy pomocy symboli oznaczonych w legendzie ryciny

zaznaczono lokalizacje i intensywno$c¢ cie¢ obserwowanych w tym regionie.
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transkryptu i mniejsza liczba wigzan internukleotydowych cietych w regionie
centralnym (ryc. 3.1 A — autoradiogram odpowiednio $srodkowy i z prawej strony).
Réznica w homogennosci struktury pomiedzy transkryptami CAG17 i CAG17_cl jest
tez wyraznie widoczna w wynikach analizy migracji tych czasteczek w Zzelu
niedenaturujgcym. Prazek w Zzelu pochodzgcy od transkryptu CAG17_cl jest bardziej
zwarty, a odpowiadajgcy jemu pik bardziej ostry, co swiadczy o tym, ze badana
czgsteczka przyjmuje jedng strukture. Dla poréwnania sygnat odpowiadajgcy
prazkowi transkryptu CAG17 jest bardziej ,rozmyty” zgodnie z obecnoscig kilku
wariantow struktury réznigcych sie szybkoscig migracji w zelu niedenaturujgcym (ryc.
3.1 C). Na podstawie obserwowanych wzoréw cie¢ stwierdzono, ze struktura spinki
tworzona przez 17 powtdérzen CAG w CAG17_cl charakteryzuje sie
siedmionukleotydowg petlg terminalng utworzong przez nukleotydy nalezgce do 8, 9 i
10 powtorzenia motywu CAG, ktdérej parg zamykajgcg jest C z 8 i G z 10 tripletu
powtorzen CAG (ryc. 3.1 B). W przypadku czgsteczki CAG16_cl stwierdzono, ze
petla terminalna jest tworzona z nukleotydow AG z 8 i CA z 9 powtérzenia. Jest to
zatem petla czteronukleotydowa. Jest ona bardziej termodynamicznie korzystna niz
ta, ktora jest obecna w przypadku czgsteczek RNA zawierajgcych nieparzystg liczbe
powtorzen (ryc. 3.1 B).

W reakcjach z jonami oftowiu reaktywnos$¢ wigzan internukleotydowych w
regionie trzonu i petli terminalnej nie jest wyraznie zréznicowana. Wskazuje to na
rozluzniong strukture trzonu czagsteczki (ryc. 3.1 D). Najbardziej reaktywne w
stosunku do tej sondy sg wigzania CpA, natomiast wigzania GpC prawie nie
wykazywaty podatnosci na jej dziatanie. Podobng preferencje trawienia wigzan
internukleotydowych stwierdzono w przypadku RNazy T2. Natomiast przecinajgca w
obrebie regionéw podwaojnoniciowych RNaza V1 generuje najmocniejsze ciecia
wigzan CpG. Obserwacje te pozwolity stwierdzi¢, ze trzon struktury spinki powtérzen
CAG sktada sie z par GC i CG oddzielonych pojedynczymi niesparowaniami AA.

Poznanie struktury regionu petli terminalnej w transkryptach zawierajgcych
dodatkowe sekwencje stabilizujgce strukture pojedynczej spinki utworzong przez
powtdrzenia CAG w transkryptach CAG17_cl i CAG16_cl oraz zastosowanie do
analiz ilosciowych oprogramowania skanera Phosphorlmager Typhoon pozwolito na
petniejszg interpretacje wzoru cie¢ uzyskiwanych w czgsteczce CAG17. Zauwazono
pewne podobienstwo w lokalizacji i intensywno$ci cie¢ centralnego regionu

transkryptu CAG17 do obrazu cie¢ w petli terminalnej transkryptu CAG16_cl (ryc. 3.1
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A). Przyjeto, ze ztozony obraz trawien w regionie petli terminalnej transkryptu CAG17
jest wynikiem wspotwystepowania wariantow struktury o identycznej budowie petli
terminalnej, w ktérej tworzeniu biorg jednak udziat sgsiadujgce ze sobg powtdrzenia.
Dato to podstawe do okreslenia struktury poszczegolnych wariantow i oznaczenia ich
udziatu w mieszaninie (ryc. 3.2). Dominujgcg formg jest przyjmowana przez okoto
75% czasteczek RNA CAG17 struktura spinki utworzonej z 16 powtdorzen motywu
CAG. Jej struktura rozni sie od struktury transkryptu CAG16_cl jedynie brakiem
regionu stabilizujgcego, zas dodatkowe powtdrzenie nie biorgce udziatu w
oddziatywaniu stanowi krotki region pojedynczoniciowy po stronie 3’. Kolejne dwa
warianty wystepujgce w mieszaninie z czestoscig 20 i 5% réznig sie od formy
dominujgcej przesunieciem petli terminalnej w kierunku konca 5’ o odpowiednio dwa i
cztery powtérzenia CAG. Wraz ze skroceniem trzonu struktury spinki wydtuzeniu

ulega region pojedynczoniciowy zlokalizowany na koncu 3’ czgsteczki.
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Rycina 3.2. Warianty struktury transkryptu CAG17. A. Wzér cigé generowanych przez nukleazy
specyficzne w stosunku do regionéw pojedynczoniciowych oraz wykresy intensywnosci trawien w
regionie petli terminalnej i w poblizu konca 3’ transkryptu CAG17. Zaznaczono ciecia charakteryzujgce
petle poszczegdlnych wariantéw struktury. B. Warianty struktury transkryptu CAG17. Ponizej podano
ich szacunkowy udziat w mieszaninie.
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W badaniach transkryptow ztozonych 2z powtérzen CCG wykorzystano
informacje wynikajgce z analiz struktury powtorzen CAG. W przypadku transkryptu
CCG17, podobnie jak CAG17, obserwowana byta grupa cie¢ generowanych przez
sondy specyficzne w stosunku do regionéw pojedynczoniciowych. Ten wzor cieé
odpowiadat mieszaninie niewiele roznigcych sie od siebie wariantéw strukturalnych.
Dodatkowym podobieAstwem byta obecnosé cie¢ w poblizu konca 3’ (ryc. 3.3 A).
Wobec analogicznej sytuacji, jak ta ktéra wystgpita podczas analizy powtérzen CAG
przystgpiono do badan transkryptu CCG17_cl. Obserwowana zmiana profilu cie¢
(ryc. 3.3 A) jak i sposobu migracji w zelu niedenaturujgcym potwierdzita stusznos¢
zatozenia, ze dodatkowe nukleotydy oddziatujg ze sobg u podstawy struktury spinki i
spetniajg role stabilizujgcg. W transkrypcie stabilizowanym CCG17_cl wzor cie¢ w
obrebie 8 i 9 oraz 10 powtdrzenia potwierdza istnienie spodziewanej
siedmionukleotydowej petli terminalnej (ryc. 3.3 C). Przeprowadzona analiza
wtasciwosci strukturalnych trzonu potwierdzita wystepujgcy w nim periodyczny uktad
motywow sparowanych GC CG oddzielonych od siebie niesparowaniami CC (ryc. 3.3
D). Ze wzgledu na charakter sekwencji powtorzen transkryptu CCG17 mozliwe jest,
w wyniku parowania z dodatkowymi nukleotydami GG znajdujgcymi sie na koncu 5,
powstanie alternatywnego utozenia struktury w sposéb odmienny od poslizgu
obserwowanego w przypadku powtérzen CAG. Odpowiada on strukturze ,spietej” u
podstawy  sekwencji GCC17_cl i charakteryzuje sie  wystepowaniem
czteronukleotydowej petli terminalnej przy zachowanej strukturze trzonu (ryc. 3.3 C).
Tak wiec zmiana ,orientacji” powtérzonego motywu CCG na GCC wywotata zmiane
struktury podobng do obserwowanej miedzy parzystg a nieparzystg liczbg powtorzen
w ciggu CAG.

Wykazano zatem, ze RNA powtérzenia CAG jak i CCG wystepujg w formie
kilku wariantow struktury typu spinki o czteronukleotydowej petli terminalnej
réznigcych sie dtugoscig pojedynczoniciowego odcinka ztozonego z 3’ koncowych
powtorzen. Natomiast w sytuaciji, kiedy sekwencje otaczajgce tworzg region
sparowany wymuszajgcy przyjecie przez cigg powtorzen trojnukleotydowych
pojedynczej struktury spinki, o wielkoéci jej petli terminalnej decyduje parzysta lub

nieparzysta liczba powtoérzen.

48



3. WYNIKI

B. CCeIT CCG17_cl C

Petle
S1 s1
Ci_——LFLT  Ci_——LFLT
O% cic\/;;%
& %
o> d—o
Nc—Gio
-4 1 G7 )‘:5‘]3—&—'
- -:"’ \a/\s CCG17_cl
TTReG5 G5
-
- - -
- - o
-
=03 G3 g
. %H
- N O—a\\ /o
- (o}
: d:
-4 o
" 1 G1 C—G100
| .
| 8. . GCC17_cl

GCCGCCG CC G CCG

B‘/\ l/\ 10 9 8 7

CCG17 CCG17_cl u& Pb IT? S -hT T T?‘? T2 “l V1

D Trzony

cecgcecgececgececgecgeccgecgecicg
B B H 1

LA B LB R =
|' I||' | |
=
o /
T
ccgccgccgccgccgccgccgccgI G—c¢
1 2 3 4 5 6 7 |8 5

Rycina 3.3. Analiza struktury transkryptéw ztozonych z powtérzen tréjnukleotydowego motywu CCG.
A. Wzér cie¢ generowanych przez nukleaze S1 w obrebie badanych transkryptéw CCG17
(autoradiogram z lewej) i CCG17_cl (autoradiogram z prawej). B. Analiza jednorodnosci struktur
tworzonych przez czgsteczki RNA ziozone z powtérzen CCG przez pordéwnanie zrdznicowania
szybkosci ich migracji w Zelu niedenaturujgcym z wykorzystaniem oprogramowania skanera —
Phosphorlmager. C. Lokalizacja i poréwnanie intensywno$ci cie¢ generowanych przez uzyte nukleazy:
S1 (linia zielona), T1 (linia niebieska) i T2 (linia czerwona) w regionach petli terminalnych transkryptow
CCG17_cl i GCC17_cl. D. Struktura trzonu spinki tworzonej przez powtérzenia CCG. Wykres
prezentuje ilosciowe poréwnanie aktywnosci zastosowanych sond strukturalnych obserwowanej w
obrebie pierwszych 8 powtdérzen CCG czgsteczki CCG17_cl (nukleotydy zaangazowane w tworzenie
petli terminalnej zaznaczono w ramce). W jednej skali przedstawiono aktywnos¢ sond w stosunku do
regiondw pojedynczoniciowych. Dla silniejszych cie¢ nukleazy V1 (rozpoznajgcej nukleotydy
sparowane) zastosowano inng skale. Kolory stupkéw odpowiadajgcych poszczegdlnym nukleazom i
jonom Pb?* sg zgodne z przedstawiong na rycinie legenda.
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3.2 Polimorfizm liczby powtérzen CAG i CCG w genie IT15 zwigzanym z

chorobg Huntingtona.

Po okresleniu witasciwosci struktur tworzonych przez same powtorzenia
trojnukleotydowe CAG i CCG przystgpiono do ich zbadania w otoczeniu naturalnych
sekwenciji. Zaplanowane analizy miaty na celu uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy
identyczne struktury mogg wystepowac rowniez w naturalnym otoczeniu sekwencji
IT15S mRNA, czy tez dochodzi do wzajemnego oddziatywania tych sekwencji
wystepujgcych w bezposrednim sgsiedztwie w sekwencji transkryptu.

Przed przystgpieniem do badan struktury fragmentéw mRNA eksonu 1 genu
IT15 konieczne byto uzyskanie szeregu réznych wariantéw transkryptu réznigcych
sie liczbg powtorzen CAG i CCG. Przyjeto, ze najlepszymi modelami bedg takie
transkrypty, ktore wystepujg w naturze. W zwigzku z tym przeprowadzono badania
polimorfizmu dlugosci, jaki wykazujg wystepujagce w mRNA IT15 dwa ciggi powtorzen
trojnukleotydowych CAG i CCG w populacji polskiej (ryc. 3.4).

W celu okreslenia zakresu polimorficznych zmian liczby powtorzen CAG i
CCG w genie IT15 w populacji polskiej wykonano analize dlugosci fragmentow

produktéw amplifikacji regionu zawierajgcego oba ciggi tréjnukleotydowe. Poniewaz

A IT15 mRNA
]
(CAG)n (CCG)n
B
0,
as ® 701
30+ S0
a1 30
10
20T 567 891011
15 + liczba motywéw CCG

7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
liczba motywéw CAG

Rycina 3.4. Czestos¢ wystepowania ciggoéw o okreslonej liczbie powtérzen motywéw CAG i CCG w
genie IT15 w populacji polskiej. A. Schemat sekwencji regionu powtérzen tréjnukleotydowych we
fragmencie genu IT15 (kolor biaty — sekwencje specyficzne; kolor czarny — cigg powtérzeh CAG; kolor
szary — cigg powtdrzen CCG). B. Czesto$¢ wystepowania réznej diugosci ciggéw powtdérzen CAG w
eksonie 1 genu IT15 na podstawie analizy 300 chromosoméw (N = 300). Wewnatrz czestosc

wystepowania réznej dtugosci ciggéw powtérzen CCG w eksonie 1 genu IT15 (N = 300).
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oba analizowane ciggi powtorzen wykazujg polimorfizm konieczne byto ich
rozdzielenie. Region rozdzielajgcy ciggi jest krotkg sekwencjg pseudopowtérzen,
ktérej wykorzystanie jako miejsca przytgczenia startera w przypadku amplifikacji z
uzyciem genomowego DNA jako matrycy nie bytoby skuteczne. Z tego wzgledu
proces amplifikacji regionu powtorzen genu IT15 prowadzono w dwoch etapach.
Najpierw amplifikowano caty region powtorzen a produkt pierwszego etapu PCR
uzyto jako matryce do drugiego etapu, w ktérym amplifikowano oddzielnie oba ciggi
trojnukleotydowe. W ten sposob przeprowadzono niezalezng analize dtugosci
produktow reamplifikacji ciggu CAG oraz analize dtugosci fragmentow produktow
reamplifikacji regionu zawierajgcego ciag CCG. Populacje polskg reprezentowato w
tych badaniach 150 zdrowych, nie spokrewnionych osob zamieszkujgcych region
Wielkopolski i Gérnego Slgska nie selekcjonowanych pod katem historii rodzinne;
chorob neurologicznych. Uzyskane wyniki wskazujg na unimodalny rozktad zmian
liczby powtdorzen CAG w zakresie od 8 do 35 powtérzen (ryc. 3.4). Najczesciej
wystepuje allel z 17 powtérzeniami CAG. Natomiast w ciggu powtdrzen CCG
dominujg dwa allele o dtugosci 7 i 10 powtdrzen przy niewielkim zakresie zmiennosci
(6 — 10 CCG). Dane o zakresie zmiennosci dtugosci ciaggu CAG nieznacznie roznig
sie w doniesieniach moéwigcych o liczbie powtorzen CAG w allelach genu IT15 i
czestosci ich wystepowania w roznych populacjach. Na przyktad w populacji
holenderskiej stwierdzono najczestsze wystepowanie allelu z 16 powtérzeniami CAG
[De Rooij K. E. i wsp. (1993)]. Wyniki takie otrzymano réwniez podczas badan
populacji szkockiej [Simpson S. A. i wsp. (1993)]. W populacji francuskiej
stwierdzono najwyzszg czestos¢ allelu zawierajgcego 20 powtdrzen [Dode C. i wsp.
(1993)]. W populacjach nieeuropejskich allel najczesciej wystepujgcy zawiera
podobng liczbe powtdrzen CAG. Przyktadowo wsrod Chinczykow zamieszkujgcych
Tajwan dominuje allel z 17 powtdrzeniami [Soong B. W., Wang J. T. (1995)], a w
populacji meksykanskiej z 18 powtdrzeniami [Alonso M. E. i wsp. (1997)]. Fakt
dominacji allelu z 7 powtérzeniami CCG jest zgodny z wynikami dotychczasowych
badan innych populacji. Na podstawie zebranych informacji o rozktadzie dtugosci
traktéw trojnukleotydowych w populacji wybrano modelowe czgsteczki RNA o
charakterystyce przedstawionej w tabeli 3.1. Wybrane czgsteczki stwarzajg
mozliwos¢ odpowiedzi na pytanie czy sgsiadujgce ze sobg powtdérzenia CAG i CCG
tworzg niezalezne struktury, czy tez oddziatujg ze sobg. Pozwalajg takze na

zaobserwowanie ewentualnych zmian struktury RNA pod wptywem zmian liczby
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poszczegoblnych powtodrzen trojnukleotydowych. Interesujgca jest tez aranzacja
struktury regionu rozdzielajgcego trakt CAG i CCG oraz jej zmiany wraz ze zmianami

liczby powtorzen w obu traktach.

Tabela 3.1. Modelowe transkrypty odpowiadajgce fragmentom genu IT15 uzyte do badanh struktury

RNA regionu powtdrzen tréjnukleotydowych wystepujgcych w tym genie.

Nazwa Liczba powtorzen Liczba powtérzen Uwagi i cel badan
transkryptu CAG CCG
IT15-17 17 - Okreslenie struktury najczestszego

w populacji ciggu CAG w obecnosci
naturalnych sekwencji

IT15-10 10 - Okreslenie struktury krétkiego ciggu
CAG
IT15 10-10 10 10 Stwierdzenie mozliwosci

oddziatywania ciggéw powtérzen
CAG i CCG jednakowej dlugosci w
otoczeniu naturalnych sekwencji

IT1517-10 17 10 Drugi co do czestosci allel w
populacji; Wykazanie wptywu
zmiany liczby powtorzen CAG na
strukture drugorzedowg

IT1517-7 17 7 Najczestszy allel w populaciji
polskiej (~20%) zawierajacy oba
ciag powtorzen, Wykazanie wptywu
matych zmian liczby powtorzen
CCG na strukture drugorzedowg

IT15 23-7 23 7 Wykazanie wptywu wzrostu liczby
powtérzen CAG na strukture
drugorzedowg

IT15 24-7 24 7 Wykazanie wptywu parzystej liczby
powtérzen CAG na strukture
drugorzedowg

IT15 44-7 44 7 Mutacja; okreslenie struktury RNA
fragmentu allelu zmutowanego

3.3 Powtérzenia CAG we fragmencie mRNA genu IT15 tworzg strukture
typu spinki.

W celu odpowiedzi na pytanie o mozliwos¢ wystepowania struktury spinki
przyjmowanej przez powtorzenia trojnukleotydowe CAG w otoczeniu naturalnej
sekwencji specyficznej wykonano badania struktury transkryptu IT15-17. Jest to
fragment mMRNA genu IT15 zawierajgcy poza ciggiem powtdrzen CAG sekwencje o
dtugosci 49 nukleotyddw po jego stronie 5. Odcinek sekwencji specyficznej po
stronie 3’ zawiera 19 nukleotydow. Jego dtugosé wynika z obecnosci drugiego ciggu

powtdrzen CCG pomijanego na tym etapie badan. Transkrypt ten umozliwiat
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bezposrednie porownanie uzyskanych wynikéw z danymi dotyczgcymi transkryptow
CAG17i CAG17_cl.

Uzyskany profil trawien transkryptu IT15-17 (ryc. 3.5) generowanych przez
zastosowane sondy strukturalne specyficzne dla regionéw pojedynczoniciowych
charakteryzuje sie wystepowaniem dwdch grup silnych cieé. Pierwsza z nich jest
zlokalizowana w obrebie sekwencji specyficznej po stronie 5’ ciggu powtdrzen. Jej
lokalizacja pozwala stwierdzi¢, ze znaczna czesc¢ regionu otaczajgcego 5’ przyjmuje
w transkrypcie 1T15-17 forme spinki (ryc. 3.5), ktdérej trojnukleotydowa petla
terminalna jest utworzona przez nukleotydy U35, C36 i C37. Wieksza liczba cie¢
zlokalizowanych pomiedzy U30 a C40 wskazuje na rozluznienie struktury u podstawy
tej matej petli. Moze ono wynika¢ z destabilizujgcego wptywu petli zwiekszonego
dodatkowo przez obecnos¢ w niewielkiej odlegtosci od niej jednonukleotydowego
wybrzuszenia C31. Utworzenie takiej rozluznionej struktury zwieksza podatnosc

wigzan internukleotydowych na specyficzne dziatanie zastosowanych sond.
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Rycina 3.5. Powtérzenia CAG w obecnosci naturalnej sekwencji otaczajgcej zlokalizowanej po stronie

5’ przyjmujg strukture typu spinki. A — wzor cie¢ generowanych przez sondy strukturalne; B — struktura
sekwencji 17 powtdorzehhn CAG w obecnosci sekwencji otaczajgcej mRNA genu IT15. Lokalizacje i

intensywno$¢ cie¢ poszczegdlnymi sondami zaznaczono symbolami przedstawionymi w legendzie.
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W strukturze regiondw sekwencji specyficznej otaczajgcej ciag powtérzen CAG
dochodzi do oddziatywania sekwencji 5 i 3. W obrebie sekwencji powtdrzen
przecinane sg wigzania pomiedzy nukleotydami 9, 10 i 11 tripletu. Ich lokalizacja i
intensywnoS¢ sg bardzo podobne do wzoru cie¢ charakteryzujgcego
siedmionukleotydowg petle transkryptu CAG17_cl. Zatem w obecnosci sekwenc;ji
otaczajgcej zostat zahamowany ,pos$lizg” sekwencji powtarzajgcej sie. Nie
stwierdzono istnienia regionu podwadjnoniciowego u podstawy struktury spinki jednak
wydaje sie mozliwe, ze role stabilizatora mogg petni¢ oddziatywania warstwowe
pomiedzy trzonami struktur spinek sekwencji specyficznej 5’ oraz tworzonej przez
powtdrzenia. Przesuniecie petli terminalnej o dwa powtdrzenia w kierunku kohca 5’
traktu wynika z zaangazowania pierwszego powtérzenia CAG i reszty cytydylowej
drugiego powtdrzenia w oddziatywanie z sekwencjg otaczajgca 5’, z ktérg nukleotydy
te tworzg doktadnie sparowany region o dtugosci czterech par zasad. Inny charakter
oddziatywan w jakich uczestniczy fragment 5’ ciggu powtérzeh CAG jest widoczny w
réznicy reaktywnosci jego wigzan internukleotydowych w poréwnaniu z innymi
wigzaniami internukleotydowymi w regionie trzonu spinki utworzonej z samych
powtorzen CAG (ryc. 3.5).

Po stwierdzeniu, ze struktura 17 powtérzen CAG w obecnosci fragmentu
sekwencji otaczajgcej zasadniczo nie odbiega od schematu obserwowanego na
przyktadzie transkryptu CAG17_cl interesujgce byto okreslenie czy minimalna
dtugosc¢ ciggu tego rodzaju powtdrzen wystepujgca w populacji jest wystarczajgca do
utworzenia struktury typu spinki. Do odpowiedzi na to pytanie wykorzystano
transkrypt IT15-10 zawierajgcy 10 powtérzen CAG i fragment sekwenciji otaczajgce;j
5’ taki jak w transkrypcie IT15-17. Wyniki reakcji sondowania struktury transkryptu
IT15-10 wskazuja, ze takze w tym przypadku jest przyjmowana struktura typu spinki
przez powtorzenia CAG (ryc. 3.6 B). Jej petla terminalna (AGCA) rozpoznawana
przez zastosowane sondy enzymatyczne (ryc. 3.6 A) jest tworzona przez nukleotydy
6 i 7 powtorzenia i ma budowe typowg dla struktury tworzonej przez cigg zawierajgcy
parzystg liczbe powtérzen. Trzon podobnie, jak w czgsteczce CAG17 i IT15-17 jest
ztozony ze sparowanych regiondw CG GC oddzielonych niesparowaniami AA.
Obserwowane przesuniecie regionu petlowego w kierunku konca 3’ ciggu powtorzen
powodowane jest, obserwowanym takze w transkrypcie IT15-17, zaangazowaniem 4
pierwszych nukleotydéw ciggu powtérzen w oddziatywanie z regionem sekwencji

specyficznej wystepujgcej po stronie 5 u podstawy struktury typu spinki tworzonej
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przez wigekszg cze$¢ sekwencji otaczajgcej (ryc. 3.6 B). W przedstawionych
badaniach po raz pierwszy stwierdzono, fakt tworzenia struktury typu spinki przez
krotki cigg CAG zawierajgcy zaledwie 8 powtdérzen w otoczeniu naturalnej sekwenciji
oskrzydlajgce;.

Przeprowadzone badania wykazaty, Zze struktura przyjmowana przez same
powtorzenia CAG moze by¢ stabilizowana oddziatywaniami warstwowymi z
podwojnoniciowym regionem utworzonym przez specyficzng sekwencje 5 w
transkryptach odpowiadajgcych fragmentom mRNA genu IT15. W zwigzku z tym
jeszcze bardziej interesujgce byto uzyskanie odpowiedzi na pytanie jakie zmiany w
obrebie struktury regionu powtdrzen CAG wywota wydtuzenie czgsteczki RNA o cigg
powtorzen CCG i specyficzng sekwencje zlokalizowang po jego stronie 3.
Kluczowym pytaniem, na ktore chciano uzyskaé¢ odpowiedz byto: czy powtdrzenia

trojnukleotydowe réznego typu motywdw oddziatujg ze sobg czy nie?
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Rycina 3.6. Powtérzenia CAG w liczbie 8 przyjmujg strukture typu spinki w obecnosci naturalnej
sekwencji otaczajgcej zlokalizowanej po stronie 5. A — Intensywnos$¢ cie¢ generowanych z udziatem
nukleazy S1 i rybonukleazy T1; B — struktura przyjmowana przez 8 powtérzenh CAG w obecnosci
sekwencji otaczajgcej. Lokalizacje i intensywnosé cie¢ poszczegdinymi sondami zaznaczono

symbolami przedstawionymi w legendzie.
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3.4 Sasiadujgce ciggi powtérzen CAG i CCG oddziatuja ze sobg we
fragmencie mRNA genu IT15.

W celu uzyskania odpowiedzi na pytanie o mozliwos¢ oddziatywania
powtdrzen CAG i CCG wystepujgcych w mRNA genu IT15 przeprowadzono analize
struktury transkryptu IT15 10-10 (tab. 3.1). Zawiera on 10 powtdrzen w kazdym
ciggu. Sg one oddzielone od siebie dwunastonukleotydowg sekwencjg
CAACAGCCGCCA. Specyficzna sekwencja po stronie 5’ powtorzen ma dtugosc 49
nukleotyddéw, a po stronie 3’ 21 nukleotydéw. Obserwacja szybkosci migracji w zelu
niedenaturujgcym transkryptu IT15 10-10 wskazuje na jednorodnos¢ struktury
przyjmowanej przez te czgsteczke. Nukleazy specyficzne w stosunku do regionow
pojedynczoniciowych uzyte do analizy struktury generujg w obrebie transkryptu
IT15 10-10 grupy intensywnych cie¢ (ryc. 3.7). Pierwsza z nich jest zlokalizowana w
obrebie sekwenciji specyficznej po stronie 5’ regionu powtérzen. Wzér cieé¢ (ryc. 3.7 —
petla 5’) pozwala okresli¢ wielkos¢ regionu pojedynczoniciowego na 10 nukleotyddw.
Jednakze stabsze trawienie wigzan internukleotydowych zlokalizowanych w tym
regionie, pomiedzy resztami ktére mogg tworzy¢ 3 pary zasad typu Watson — Crick,
wskazuje na zaangazowanie ich w tego rodzaju oddziatywania. W konsekwenciji
region ten tworzy petle o wielkosci trzech nukleotydow (ryc. 3.7 i 3.8 — petla 5’).
Stanowi ona petle terminalng struktury spinki tworzonej przez 28 nukleotydow
specyficznej sekwencji 5 otaczajgcej region powtérzen, ktoérej trzon wykazuje u
podstawy wysokg stabilnosc i jest rozpoznawany przez RNaze V1 specyficzng w
stosunku do regiondw podwojnoniciowych. Struktura spinki tworzona przez
sekwencje otaczajgcg 5’ jest potgczona po stronie 3’ ze strukturg regionu powtorzen
trojnukleotydowych poprzez niesparowane nukleotydy CA pierwszego powtérzenia
CAG (ryc. 3.7; szczegoty ryc. 3.8). Natomiast po stronie 5 trzon struktury spinki
utworzonej przez sekwencje specyficzng potaczony jest poprzez jeden niesparowany
nukleotyd z regionem sparowanym powstajgcym w wyniku oddziatywania ze sobg
sekwencji otaczajgcej 5’ i 3’. Ten podwadjnoniciowy region tworzy 9 par zasad. W
odlegtoéci 3 par zasad od jej konca 5 zlokalizowane jest dwunukleotydowe
wybrzuszenie AA dokitadnie mapowane przez jony Pb?* i RNaze T2 (ryc. 3.8).

Pierwszy nukleotyd sekwencji otaczajgcej region powtorzen po stronie 3’ paruje z G
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Rycina 3.7. Analiza struktury fragmentu mRNA genu IT15 zawierajgcego 10 powtdrzen CSJAG i 10
CCG. Autoradiogram po lewej stronie pokazuje profil cie¢ generowanych przez sondy enzymatyczne
w calym badanym transkrypcie. Autoradiogram po prawej stronie pokazuje miejsca przecinania
regionu powtdrzen trojnukleotydowych przez nukleaze S1 i RNaze T1. Po prawej stronie
przedstawiono strukture przyjmowang przez fragment mRNA genu IT15 z 10 powtdrzeniami w obu
ciggach. Lokalizacje i intensywnos$¢ cie¢ poszczegdélnymi sondami zaznaczono symbolami
przedstawionymi w legendzie. Zaznaczono kolejne reszty G powtérzen CAG (litery niebieskie) zas
reszty G powtdrzen CCG (litery czerwone) oznaczono kursywa. W nawiasach podano numer
kolejnych, liczonych od konca 5’, nukleotydéw czgsteczki.
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pierwszego powtorzenia CAG tworzgc pierwszg pare trzonu. Nastepne 4 nukleotydy
stanowig region 1igczgcy (ryc. 3.8) struktury spinki regionu powtorzen
trojnukleotydowych z regionem podwaojnoniciowym tworzonym przez oddziatujgce ze
sobg fragmenty sekwencji otaczajgcych. Poza cieciami widocznymi w obrebie
specyficznej sekwencji po stronie 5’ regionu powtdrzen trojnukleotydowych (petla 5°)
transkryptu IT15 10-10 w regionie zawierajgcym powtdrzenia obserwowana jest
grupa intensywnych cie¢ (ryc. 3.7) zlokalizowanych w specyficznej sekwenciji
rozdzielajgcej ciggi CAG od CCG (petla a). Nukleaza S1 przecina kolejne wigzania
fosfodiestrowe poczawszy od wigzania pomiedzy resztg G dziesigtego powtorzenia
CAG az do G85 sekwencji specyficznej ze wzrastajgcg intensywnoscig (ryc. 3.7 —
autoradiogram po prawej stronie). Takze rybonukleaza T2 intensywnie trawi wigzania
pomiedzy nukleotydami od A z 10 powtérzenia CAG do A91 sekwencji specyficznej
poprzedzajgcej cigg CCG. We wzorze trawien generowanych przez ten enzym
wyraznie widoczna jest jego nukleotydowa specyficzno$¢ w stosunku do reszt

adenylowych. Rybonukleaza T1 przecina wigzania G85pC i G88pC w sekwenc;ji
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Rycina 3.8. Struktura specyficznej sekwencji otaczajgcej jest niezalezna od zmian w regionie
powtdrzen. A. Poréwnanie lokalizacji i intensywnosci cie¢ generowanych przez sondy strukturalne w
sekwencji otaczajgcej 5 fragmentéw mRNA genu IT15. W czesci goérnej — transkrypt IT15 10-10, w
czesci dolnej — transkrypt IT15 17-7. B. Struktura drugorzedowa sekwencji specyficznej otaczajgcej
region powtérzeh z zaznaczong lokalizacjg i intensywnoscig cie¢ generowanych przez zastosowane
sondy. Opracowana zostata na podstawie analiz wszystkich uzytych w tej pracy transkryptéw
odpowiadajgcych fragmentom genu IT15 zawierajgcym oba ciggi powtdrzen trojnukleotydowych.

Oznaczenia jak na rycinie 3.7.
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rozdzielajgcej ciggi powtorzen ciggi powtorzen (ryc. 3.7 — autoradiogram po prawej
stronie). Obserwowany wzoér trawien pozwala stwierdzi¢, ze odpowiada on petli
terminalnej struktury typu spinki tworzonej przez oddziatujgce ze sobg ciggi
trojnukleotydowe (ryc. 3.7). Jest to duza, trzynastonukleotydowa petla, ktérej pare
zamykajgcg tworzg pierwszy nukleotyd sekwencji specyficznej C80 i reszta G
pierwszego powtdrzenia CCG. Pojedyncze ciecia obserwowane w czesci terminalnej
trzonu struktury spinki sg przypuszczalnie efektem rozluznienia jego struktury pod
wptywem tej petli. Profil cie¢ generowanych przez nukleazy w regionie trzonu
struktury pozwala okresli¢ jego strukture jako uktad krotkich regionow
podwojnoniciowych tworzonych przez pary GC CG oddzielonych niesparowaniami
AC.

3.5 Analiza termodynamicznych wtasciwosci struktur RNA powstajacych

z oddzialywania powtérzen CAG i CCG.

Na podstawie obserwacji tworzenia samodzielnej, stabilnej struktury spinki
przez powtorzenia CAG zaréwno w czgsteczkach modelowych jak i we fragmentach
naturalnego mRNA genu IT15 (rozdz. 3.1 i 3.3) oraz po stwierdzeniu mozliwosci
oddziatywania powtorzen CAG i CCG w transkrypcie IT15 10-10 (rozdz. 3.4)
sformutowano hipoteze, Zze struktura utworzona w wyniku oddziatywania dwdch
ciggow tréjnukleotydowych w mRNA genu IT15 jest termodynamicznie bardziej
korzystna niz utworzenie dwdch niezaleznych struktur typu spinki.

W celu zweryfikowania tej hipotezy po raz kolejny przystgpiono do analizy
struktury modelowych transkryptow o sekwencji skfadajgcej sie z motywow
powtarzajgcych sie. Tym razem badano transkrypty zawierajgce 20 powtorzen CAG
— (CAG)20, 20 powtdrzen CCG — (CCG)20 oraz transkrypt z 10 powtdrzeniami CAG i
10 CCG — (CAG)10(CCG)10. We wszystkich przypadkach stwierdzono, ze badane
czgsteczki przyjmujg strukture spinki, ktérej centralnie zlokalizowana petla terminalna
ztozona jest z czterech nukleotydéw (ryc. 3.9). Dodatkowe ciecia generowane przez
nukleaze S1 po stronie 5 petli terminalnej (ryc. 3.9 A) wskazujg na wystepowanie
drugiej alternatywnej formy struktury typu spinki o petli przesunietej w kierunku 5’.
Wystepowanie takiego, opisanego na przyktadzie powtorzen CAG, a typowego takze
dla innych CNG [Sobczak K. i wsp. (2003)], ,poslizgnietego” wariantu struktury

potwierdzajg ciecia obserwowanie w obrebie 6 ostatnich nukleotydow badanych
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transkryptow. W czgsteczkach zbudowanych z jednego rodzaju powtorzen, zaréwno
CAG jak i CCG petla terminalna dominujgcego wariantu struktury tworzona jest przez
nukleotydy 10 i 11 powtdrzenia. W czgsteczce zbudowanej z dwoch rodzajow
powtorzen jest ona tworzona z nukleotyddw AG ostatniego powtorzenia CAG i CC
pierwszego powtdrzenie CCG, za$ trzon jest zbudowany z oddziatujgcych ze sobg
powtdrzen CAG i CCG. Interesujgcy jest takze fakt zrdznicowanego stopnia
dostepnosci poszczegolnych reszt guanylowych badanych czgsteczek dla RNazy T1
w reakcji w warunkach semidenaturujgcych, w ktérej jest przygotowany marker
dtugosci (ryc. 3.9 A — linie LT1). W przypadku czgsteczek ztozonych z jednego typu
powtdrzen rozpoznawane byty wszystkie reszty G w czgsteczce, natomiast w
transkrypcie (CAG)10(CCG)10 w linii przedstawiajgcej intensywnos$¢ trawien w
markerze dtugosci (LT1) widoczne sg tylko reszty wystepujgce w regionie petili.
Obserwacja ta pozwala sadzi¢, ze stabilno$¢ proponowanych struktur w duzym
stopniu zalezy od rodzaju tworzgcego je motywu trojnukleotydowego. W celu
precyzyjnego okreslenia termodynamicznych wiasciwosci obserwowanych struktur
przeprowadzono ich topnienie monitorowane spektrofotometryczne. Uzyskane
krzywe topnienia (ryc. 3.9 C) potwierdzajg wczesniejsze obserwacje. Najtrwalszg
strukture tworzy transkrypt zawierajgcy dwa oddziatujgce ze sobg ciggi powtorzen
trojnukleotydowych. Jej temperature topnienia okreslono na 77,5 °C a energie
swobodng AGs7°c = — 16,5 kcal/mol. Struktura czgsteczki RNA zbudowanej z samych
powtdrzen CAG charakteryzuje sie wartoscig energii swobodnej AGs°c = — 6,1
kcal/mol i temperaturg topnienia 62,4 °C. Natomiast czgsteczka ztozona z powtorzen
CCG przyjmuje najmniej stabilng strukture spinki o Tm = 58,2 °C i AG37°c = — 2,5
kcal/mol. Analizowane transkrypty réznig sie w swojej strukturze budowg trzonu,
ktérego podwaojnoniciowe regiony GC CG sg oddzielone od siebie pojedynczymi
niesparowaniami. W najbardziej stabilnej czgsteczce (CAG)10(CCG)10 wystepuja
niesparowania AC. Natomiast w transkryptach (CAG)20 i (CCG)20 sg to odpowiednio
niesparowania AA i CC. Te roznice wydajg sie by¢ podstawg obserwowanego

zroznicowania stabilno$ci tworzonych struktur typu spinki.
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Rycina 3.9 Oddziatywanie pomiedzy ciggami powtérzern CAG i CCG. A. Wykres intensywnosci cie¢
generowanych przez nukleaze S1 w regionie petli terminalnych w transkryptach (CAG)20 (po lewe;j
stronie) i (CAG)10(CCG)10 (po prawej stronie). Zaznaczono sygnaty odpowiadajgce cieciom w petli
terminalnej | i Il formy struktury. B. Formy struktury drugorzedowej transkryptéw (CAG)20 (po lewe;j
stronie) i (CAG)10(CCG)10 (po prawej stronie). C. Spektrofotometryczna analiza stabilnosci struktur
typu spinki przyjmowanych przez transkrypty zawierajgce 20 powtdrzeh CAG (linia niebieska), 10
powtdrzen CAG i 10 CCG (linia czarna), oraz 20 powtérzeh CCG (linia czerwona). Wykres pokazuje

zmiany absorbcji Swiatta UV (260 nm) w funkcji temperatury obserwowane w czasie analizy stabilnosci
struktury kazdego z transkryptow.
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3.6 Wptyw subtelnych zmian liczby powtérzen CAG i CCG na strukture
regionu powtodrzen.

Analizowane dotgd modelowe transkrypty pozwolity stwierdzi¢ wystepowanie
oddziatywania powtérzen CAG i CCG w tworzonej strukturze drugorzedowej RNA.
Obecnos¢ tego  oddziatywania  stwierdzono  réwniez w  transkrypcie
IT15 10-10 odpowiadajgcym rzadko wystepujgcemu w populacji allelowi. Tym
bardziej interesujgca stata sie odpowiedz na pytanie o mozliwos¢ wystgpienia takiej
struktury w transkryptach reprezentujgcych dominujgce w populacji allele, w ktérych
liczba powtorzeh CAG znacznie przewyzsza liczbe powtérzen motywu CCG. W celu
okreslenia stopnia homogennosci strukturalnej przeanalizowano szybkos¢ migracji w
warunkach zelu niedenaturujgcego (ryc. 3.10) czgsteczek RNA zawierajgcych
powtdrzenia trojnukleotydowe w liczbie odpowiadajgcej petnemu zakresowi
zmiennosci w populacji. Elektroforeza w zelu buforowanym zaréwno 0,5x TB (6.4.2)
(ryc. 3.10) jak i w warunkach sondowania struktury, nie wykazata zmian tempa
migracji niezgodnych ze zrdéznicowang dtugoscig analizowanych czgsteczek co

pozwala stwierdzi¢, ze analizowane transkrypty przyjmujg jedng forme strukturalng

Normalne Mutant

IT1S IT1S IT1S IT15 IT1S IT1S IT1S IT1S IT1S IT15
15-7 17-7 19-7 23-7 24-7 25-7 29-7 30-7 35-7 |44-7

Rycina 3.10. Analiza homogennosci struktury transkryptéw odpowiadajgcych fragmentom mRNA genu

IT15 zawierajgcym region powtdrzen tréjnukleotydowych. Badane transkrypty reprezentujg peten
zakres zmiennosci liczby powtérzen motywu CAG obserwowany w populacji polskiej. Transkrypty
poddawano elektroforezie w warunkach niedenaturujgcych w celu poréwnania szybkosci czagsteczek w
10% zelu poliakryloamidowym (29:1) buforze 0,5x TB (6.4.2).

62



3. WYNIKI

lub przyjmowane r6zne warianty struktury sg bardzo podobne do siebie.
Podstawowym modelem wybranym do potwierdzenia wystepowania postulowanego
oddziatywania pomiedzy ciggami powtorzen i udzielenia odpowiedzi na pytanie
jakiego typu strukture utworzg nie oddziatujgce z ciggiem CCG ,nadmiarowe”
powtorzenia CAG zostat transkrypt 1T15 17-10 odpowiadajgcy jednemu z
najczestszych w populacji polskiej (ryc. 3.4 B) allelowi zawierajgcemu 17 powtorzen
CAG i 10 CCG (tab. 3.1). W profilu trawien regionu powtorzen tego transkryptu przez
nukleazy specyficzne dla regiondw pojedynczoniciowych widoczne sg intensywne
ciecia zlokalizowane w obrebie ostatnich powtérzen CAG i pierwszych nukleotydow
sekwencji rozdzielajgcej powtdrzenia (ryc. 3.11). Najintensywniejsze z nich
wystepujgce pomiedzy 15 a 17 powtdérzeniem CAG determinujg charakter struktury
petli terminalnej. Nukleaza S1 silnie przecina wigzania internukleotydowe za resztami
A'i G 16 powtorzenia CAG, a takze stabiej wigzanie w miejscu G powtorzenia 15 (ryc.
3.11 A linia zielona). Sposrdéd stosowanych sond strukturalnych nukleotydy
niesparowane od sparowanych najlepiej réznicujg w tym przypadku rybonukleazy o
specyficznosci sekwencyjnej. RNaza T1 najsilniej trawi wigzanie po G powtorzenia
16 wskazujgc jg jako element zdecydowanie pojedynczoniciowy (ryc. 3.11 A linia
niebieska). Stabsze ciecia po G15 i G17 wskazujg na mozliwos¢ ich zaangazowania
w oddziatywania rozluznionej struktury trzonu. Podobnie RNaza T2 generuje
najsilniejsze ciecia w miejscach C i A powtorzen 16 i 17 (ryc. 3.11 A — czerwona
linia), przy czym wyraznie widoczna jest specyficznos¢ tego enzymu w stosunku do A
oraz catkowity brak aktywnosci w stosunku do G. Zdecydowanie stabsze ciecia o
podobnej charakterystyce w obrebie powtérzenia 14 i pierwszych nukleotydéw
sekwencji rozdzielajgcej wskazujg na obecnos¢ symetrycznej petli wewnetrznej
(petla b) tworzonej gtéwnie przez niesparowane reszty A. Na podstawie takiego
rozktadu cie¢ mozna stwierdzi¢ ze petla terminalna jest petlg czteronukleotydowg
AGCA utworzong z elementéw 16 i 17 powtdrzenia CAG z parg zamykajgcg CG.
Petla wewnetrzna (petla a) tworzona przez 12 powtorzenie CAG i ostatnie nukleotydy
sekwencji rozdzielajgcej jest stabo widoczna w profilu cie¢. Wydaje sie to wynikac z
faktu silnej samodegradacji wigzah CpA w obrebie traktu CAG moggcej maskowac

ciecia rybonukleazy T2.
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Rycina 3.11. Struktura regionu powtorzen trojnukleotydowych we fragmentach mRNA genu IT15
zawierajgcych rézng liczbe powtorzen CCG. A. Intensywnosc¢ cie¢ generowanych przez sondy
strukturalne w regionie powtérzehn transkryptu zawierajgcego 17 powtorzen CAG i 10 CCG. B.
Struktura regionu zawierajgcego 17 powtérzen CAG i 10 CCG we fragmencie mRNA genu IT15. C.

Struktura regionu zawierajgcego 17 powtorzen CAG i 7 CCG we fragmencie mRNA genu IT15.

Oznaczenia jak na rycinie 3.7.
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Trzon struktury spinki tworzonej przez region powtorzen tréjnukleotydowych w
transkrypcie IT15 17-10 stanowig oddziatujgce ze sobg 10 pierwszych powtorzen
CAG i 10 powtérzenh CCG. Jego struktura wewnetrzna jest, tak jak w przypadku
czagsteczki 1T15 10-10 ztozona z krotkich podwaojnoniciowych regionow GC CG
potagczonych niesparowaniami AC.

Wplyw zmian liczby powtérzen motywu CCG na strukture regionu powtorzen
trojnukleotydowych mRNA genu IT15 badano na przyktadzie transkryptu 1T15 17-7
(tab. 3.1) reprezentujgcego najczestszy allel w populacji polskiej (ryc. 3.4 B). Grupa
najintensywniejszych cie¢ generowanych przez sondy specyficzne w stosunku do
regionow pojedynczoniciowych jest zlokalizowana pomiedzy 13 a 16 powtdrzeniem
CAG i definiuje petle terminalng (ryc. 3.11 C - petla c). Jest ona petlg
siedmionukleotydowg AGCAGCA utworzong z elementow 14, 15 i 16 powtdrzenia
CAG z parg zamykajgcg CG. Stabe ciecia rybonuklezg T1 w obrebie trzonu w poblizu
petli terminalnej (w miejscu reszt G13, G16 i G17) wskazujg na rozluznienie jego
struktury tym regionie. Strukture trzonu u podstawy petli terminalnej, w ktorym
obecne sg niesparowane reszty A charakteryzujg ciecia RNazy T2 w obrebie
powtorzen 13 i 17. Druga grupa cie¢ we wzorze trawien regionu powtdrzen
transkryptu IT15 17-7 jest zlokalizowana w regionie sekwencji oddzielajgcej ciggi
trojnukleotydowe (ryc. 3.11 C — petle b i a). Sekwencja ta oddziatujgc z
powtdrzeniami CAG tworzy dwie czteronukleotydowe petle wewnetrzne. Ich regiony
5’ tworzone z powtorzen CAG nie sg wyraznie widoczne w profilu cie¢. Wydaje sie to
wynika¢, z obserwowanej takze w transkrypcie IT15 17-10, samodegradacji wigzan
CpA w obrebie ciggu powtérzen CAG transkryptu IT15 17-7, mogacych maskowac
ciecia rybonukleazy T2. W porownaniu do trankryptu IT15 10-10 stopien
samodegradacji wigzan CpA w transkrypcie 1T15 17-7 jest znacznie wiekszy. Trzon
struktury spinki tworzonej przez region powtérzen trojnukleotydowych w transkrypcie
IT15 17-7 stanowig oddziatujgce ze sobg 7 pierwszych powtérzen CAG i 7 powtdrzen
CCG. Jego struktura wewnetrzna jest taka jak opisano dla transkryptow IT15 10-10 i
IT15 17-10. Skrécenie ciggu CCG powoduje, ze petla terminalna ulega oddaleniu od
regionu oddziatywania powtérzen CAG 2z sekwencjg rozdzielajagcg poprzez

utworzenie pomiedzy petlg b i ¢ trzonu z dwdch powtérzeh CAG.
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3.7 Wazrost liczby powtérzen CAG nie zaburza oddzialywania pomiedzy
CAG i CCG w regionie powtérzen mRNA genu IT15.

Wyniki przeprowadzonych analiz wptywu niewielkich zmian liczby powtorzen
CCG i CAG w mRNA genu IT15 pokazujg, ze prowadzg one do istotnych zmian
wielkosci petli terminalnej struktury spinki tworzonej przez powtérzenia. Struktura
trzonu i zasada jego tworzenia nie ulega zmianom. W tym swietle wazne staje sie
zadanie pytania jaki wptyw na opisang strukture ma dalszy wzrost liczby powtorzen
CAG? W celu udzielenia odpowiedzi na to pytanie przeprowadzono analize struktury
transkryptow 1T15 23-7 i IT15 24-7 odpowiadajgcych wydtuzonym allelom normalnym
oraz transkryptu IT15 44-7, ktéry jest fragmentem mRNA IT15 powstajgcego ze
zmutowanego allelu genu IT15.

Rowniez w tych czgsteczkach stwierdzono taka, jak opisano wczesnigj
strukture sekwencji otaczajgcych region powtorzen tréjnukleotydowych, co ponownie
potwierdzito wczesniejsze obserwacje niezaleznosci struktury sekwenciji specyficznej
od zmian dtugosci ciggow w badanym mRNA. We wzorach trawien sondami
strukturalnymi obu transkryptow IT15 23-7 i IT15 24-7 widoczne sg dwie grupy cie¢
(ryc. 3.12 — A i B, autoradiogramy). Jedna z nich wystepuje w obrebie ciggu
powtdrzen CAG a druga tuz za jego koncem 3’ w obrebie nukleotydéw sekwencji
rozdzielajgcej. Podobnie jak w innych czgsteczkach analizowanych w tej pracy region
powtdrzen CCG nie jest trawiony przez zadng ze stosowanych sond. Wzor cieé
wewnatrz ciggu powtorzen CAG wskazuje na obecnosc¢ petli terminalnej (ryc. 3.12 —
petla c). W transkrypcie IT15 23-7 jest to siedmionukleotydowa petla tworzona przez
elementy powtdorzen CAG od 17 do 19. Natomiast w transkrypcie IT15 24-7
wystepuje czteronukleotydowa petla terminalna zlokalizowana w 18 i 19 powtdrzeniu.
W transkrypcie IT15 44-7 rozktad miejsc trawien jest podobny do obserwowanego w
czgsteczce I1T15 24-7. Najbardziej reaktywny jest region nukleotydéw od G27 do A29
co odpowiada schematowi trawien regionu czteronukleotydowej petli terminalnej
struktury spinki tworzonej przez ,nadmiarowe” powtorzenia CAG.

Druga grupa cie¢ widocznych na rycinie 3.12 odpowiada stronie 3’
symetrycznej petli wewnetrznej (petli b) tworzonej przez reszty CA 12 powtdrzenia
CAG i AA bedace 2 i 3 nukleotydem sekwenciji rozdzielajgcej ciggi tréjnukleotydowe
przyjmujgce strukture analogiczng do obserwowanej w transkrypcie 1T15 17-7.
Kolejna czteronukleotydowa petla wewnetrzna (petla a) jest tworzona przez elementy
8 powtdrzenia CAG oraz dwa ostatnie nukleotydy sekwencji rozdzielajgcej. Nie jest
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ona rozpoznawana W wyrazny sposOb przez zadng ze stosowanych sond
strukturalnych. Réznica pomiedzy trawieniem petli wewnetrznych moze wynikac¢ z
réznicy ich skiadu nukleotydowego. Petla nie rozpoznawana ztozona jest z
niesparowan CA i AC.

Fakt wystepowania w transkryptach 1T15 23-7, IT15 24-7 i IT15 44-7 trawien w
powtdrzeniach sagsiadujgcych 2z petlg terminalng wskazuje na mozliwos$¢
alternatywnego usytuowania tej petli, w ktérym jest ona przesunieta o jedno
powtdrzenie w kierunku 5. Na wystepowanie takiej ,poslizgnietej” formy strukturalnej
wskazujg takze ciecia w obrebie ostatniego powtdrzenia CAG. Reszty A i G tego

powtdrzenia stanowig w tej formie fragment petli wewnetrznej — petla b, ktéra ulegta
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Rycina 3.12. Struktura regionu powtérzen trojnukleotydowych zawierajgcych rosngcg liczbe powtdrzen
CAG we fragmencie mRNA genu IT15. A. Wzér cie¢ w regionie powtorzen transkryptu 1T15 23-7.
Obok autoradiogramu przedstawiono strukture regionu powtdérzeh tego transkryptu. B. Wzér cie€ i
struktura regionu powtdrzen trojnukleotydowych w transkrypcie 1T15 24-7. C. Wzér cie€ i struktura
regionu powtdrzen tréjnukleotydowych w transkrypcie IT15 44-7 odpowiadajgcym fragmentowi
zmutowanego mRNA genu IT15. We wszystkich przypadkach pokazano profil cie¢ generowanych

przez RNazy T1 i T2. Oznaczenia jak na rycinie 3.7
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przeksztatceniu w petle niesymetryczng (2 na 4). Podobne ,poslizgniete” formy
strukturalne obserwowano juz w analizie struktury powtérzen (CAG)n, ktora nie byta
stabilizowana przez silne oddziatywanie regionéw otaczajgcych u podstawy trzonu
struktury spinki.

Wystepowanie petli terminalnej w obrebie powtérzen CAG w okoto 2/3
dtugosci tego ciggu swiadczy o tym, ze w transkryptach zawierajgcych wydtuzony
cigg tych powtdrzen zachowane jest oddziatywanie powtorzen CAG i CCG. Struktura
trzonu powstatego w wyniku oddziatywania powtorzen CAG z CCG jest taka jak
proponowana dla wczesniej opisanych czgsteczek. Swiadczy o tym fakt mniejsze;
intensywnosci cie¢ RNazy T2 w regionie 1 do 7 powtérzenia CAG w stosunku do
mocniejszego trawienia wigzan CpA i ApG w dalszej czesci tego ciggu. Jest to
widoczne na przyktadzie transkryptu IT15 24-7 (fig. 3.12 — autoradiogram).
Charakterystyka ta potwierdza fakt nie uczestniczenia reszt A w tworzeniu par w
strukturze trzonu. Zréznicowanie to wskazuje takze na inny charakter struktury spinki
w jej dalszej czesci. Wynika to z faktu, ze powtérzenia CAG nie oddziatujgce z

traktem CCG tworzg typowg dla tego rodzaju sekwenciji strukture spinki.

3.8 Polimorfizm powtérzen CAG w genie AR zwiazanym z rdzeniowo —

opuszkowym zanikiem miesni typu Kennedy’ego.
Wsrod gendw, w ktorych wystepujg mutacje dynamiczne powodujgce choroby
neurodegeneracyjne nalezgce do grupy TREDs, poza genem IT15 znajduje sie
jeszcze jeden gen zawierajgcy dwa ciggi powtdrzen trojnukleotydowych
zlokalizowane blisko siebie. Jest nim gen receptora androgenu — AR. W pierwszym
eksonie tego genu, w otwartej ramce odczytu znajduje sie polimorficzny cigg
powtdrzen CAG. 18 par zasad w kierunku 3’ rozpoczyna sie drugi cigg powtérzen
tego samego motywu tréjnukleotydowego (ryc. 3.13 A). Ten drugi cigg sktada sie z 6
powtorzen motywu CAG i nie wykazuje polimorfizmu. Dodatkowg réznicg pomiedzy
genami IT15 i AR jest dlugos¢ sekwencji rozdzielajgcej ciggi powtérzen. W genie
receptora androgenu jest o sze$¢ par zasad diuzsza niz ta ktéra oddziela
powtdrzenia CAG od CCG w genie IT15. Ponadto jest ona catkowicie specyficznym
odcinkiem DNA, nie przypominajgcym Ww najmniejszym stopniu regionu

pseudopowtdrzen obecnego w IT15.
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W celu okreslenia zakresu liczby powtorzen CAG w genie AR w populacji polskiej
przeprowadzono analize diugosci produktéw amplifikacji regionu DNA zawierajgcego
ten cigg wraz z sekwencjami otaczajgcymi. Populacje polskg reprezentowato w tych
badaniach 120 zdrowych, nie spokrewnionych o0s6b zamieszkujgcych region
Wielkopolski i Gérnego Slgska nie selekcjonowanych pod katem historii rodzinnej
choréb neurologicznych. Otrzymane wyniki wskazujg na unimodalny rozktad liczby
powtdrzen CAG, w zakresie od 9 do 30 (ryc. 3.13 B). Najczesciej wystepuje allel z 21
powtorzeniami CAG. Uzyskane dane wskazujg na wystepowanie w populacji polskiej
alleli krotszych niz najkrotsze obserwowane w innych populacjach. Natomiast w
zakresie dtuzszych ciggébw nie roznig sie one od stwierdzanych w innych
populacjach. Na przyktad w populacji skandynawskiej liczba powtérzen CAG miesci
sie w zakresie od 15 do 29.

Dodatkowg cechg sekwencji regionu powtorzen CAG w genie AR jest obecnos$c
trzech tripletow CTG powyzej traktu polimorficznego. Z punktu widzenia struktury
mMRNA mogg one mieC istotne znaczenie ze wzgledu na catkowitg

komplementarnos¢ do sekwenciji ciggu CAG.

A mRNA AR
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Rycina 5.13. Czestos¢ wystepowania ciggédw CAG o okre$lonej liczbie powtérzen w genie AR w
populacji polskiej. A. Schemat sekwenciji regionu powtdrzen tréjnukleotydowych we fragmencie genu
AR (kolor bialy — sekwencje specyficzne; kolor czarny — polimorficzny ciag powtoérzen CAG; kolor
szary — cigg powtdérzen (CAG)6; kolor jasnoszary — (CTG)3). B. Czestos¢ wystepowania réznej
dtugosci ciggow powtdrzen CAG w eksonie 1 genu AR (N = 240).
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Na podstawie poznanego zréznicowania w populacji dokonano wyboru alleli
ktérych transkrypty uzyto do badania struktury regionu powtérzen mRNA genu AR.
Wybrane transkrypty stwarzajg mozliwo$s¢ odpowiedzi na pytanie czy sgsiadujgce ze

sobg ciggi powtorzen CAG oddziatujg ze sobg czy tworzg niezalezne struktury?

3.9 Ciagi powtérzen CAG we fragmencie mRNA genu AR nie oddziatuja

ze soba.

W celu zbadania mozliwosci oddziatywania ze sobg ciggow powtérzen CAG
we fragmencie mMRNA genu AR przeprowadzono sondowanie struktury transkryptu
AR-CAGY9. Zawiera on 9 powtorzen CAG w ciggu polimorficznym. Specyficzna
sekwencja po stronie 5 ma dtugos¢ 83 nukleotydéw. Zawiera ona trzy powtdrzenia
motywu CUG poprzedzajgce bezposrednio sekwencje powtdrzen trojnukleotydowych
CAG. Natomiast sekwencja otaczajgca po stronie 3’ ma dtugos¢ 58 nukleotydow.
Zawiera ona niepolimorficzny cigg powtérzen (CAG)6 rozpoczynajgcy sie 18
nukleotydéw powyzej ciggu polimorficznego.

Zastosowane do badan sondy enzymatyczne specyficzne w stosunku do regionéw
pojedynczoniciowych generujg w analizowanym transkrypcie wyrazne grupy cieé
(ryc. 3.14). Najintensywniej trawiony jest fragment sekwencji specyficznej po stronie
5’ ciggu powtorzen. Wigzania pomiedzy nukleotydami od 29 do 35 sg przecinane ze
srednig intensywnoscig przez nukleaze S1. Uzyte RNazy pokazujg silne
zroznicowanie reaktywnosci poszczegdlnych wigzan tego odcinka. RNaza T1
przecina wigzanie fosfodiestrowe tylko w miejscu G32 nie wykazujgc aktywnosci w
stosunku do G31. Natomiast RNaza T2 generuje stabe ciecia w miejscach C30 i A31,
zachowujgc wyrazng specyficznos¢ w stosunku do A. Najintensywniej enzym ten
przecina wigzanie po A34. Taki wzor cie¢ wskazuje na istnienie w tym regionie
transkryptu odcinka nie oddziatujgcego z innym fragmentem czgsteczki. Nie jest on
catkowicie pojedynczoniciowy, poniewaz wystepujgce w nim dwie reszty G31 i G32
tworzg pary z oddalonymi od nich o trzy nukleotydy dwiema resztami C36 i C37.
Fragment sekwencji specyficznej po stronie 5’ tej czgsteczki oddziatuje z sekwencjg
otaczajgcg ze strony 3’ (ryc. 3.14 B). Kolejna grupa cie¢ widocznych w obrebie
specyficznej sekwencji 5’ (ryc. 3.14 A) wystepuje okoto 20 nukleotydéw dalej w
kierunku 3’. Silne trawienie wigzan w miejscach G49 i G51 przez RNaze T1 oraz A48
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i réwnie silne w miejscu C50 przez RNaze T2 wraz z aktywnoscig nukleazy S1
wskazujg na zlokalizowanie w tym regionie siedmionukleotydowej petli terminalne;j
struktury spinki tworzonej przez nukleotydy od G39 do C60. Jej trzon, pomimo ze
wystepuje w nim niesymetryczna petla wewnetrzna trawiony jest przez rybonukleaze

V1 specyficzng dla regionow podwadjnoniciowych.
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Rycina 3.14 Polimorficzny ciag powtérzen CAG we fragmencie mRNA genu AR przyjmuje strukture
spinki stabilizowang oddziatywaniem z sekwencjg otaczajgca. A. Autoradiogram przedstawiajgcy wzor
cie¢ generowanych w catej czgsteczce AR-CAG9 przez RNazy T1 i T2. B. Schemat struktury
drugorzedowej transkryptu AR-CAG9; kolorem niebieskim zaznaczono nukleotydy powtérzenn CAG,

kolor czerwony — sekwencja (CUG)3. Pozostate oznaczenia jak na ryc. 3.7
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W kolejnym reaktywnym regionie wystepuje pojedyncze silne ciecie w miejscu
G92 przez nukleaze S1 i rybonukleaze T1 oraz réownie silne ciecie rybonukleazg T2
w miejscu A91 i A94. Jest to jedyne miejsce dostepne dla tych sond w sekwenc;ji
,polimorficznego” ciggu CAG o dtugosci 9 powtorzen. Taki wzor cie¢ oraz odpornosé
reszt G powtorzen CUG na trawienie RNazg T1 w warunkach semidenaturujgcych
wskazuje na tworzenie przez powtdrzenia CAG struktury spinki. Jest ona silnie
stabilizowana w wyniku oddziatywan trzech ostatnich, 3’ koncowych powtérzen CAG
z sekwencjg (CUG)3 znajdujgcg sie po stronie 5 ciggu CAG. W wyniku tego
oddziatywania oraz oddziatywania specyficznych sekwencji otaczajgcych 5 i 3
powstaje region podwojnoniciowy o dtugosci 12 par zasad. Zaangazowanie czesci
powtorzen CAG w oddziatywanie z sekwencjg otaczajgca powoduje, ze typowag dla
powtorzen CAG strukture spinki z trzonem ziozonym =z krotkich odcinkow
podwojnoniciowych GC CG oddzielonych od siebie niesparowaniami AA tworzy
jedynie 6 z 9 powtdrzen. Czteronukleotydowa petla terminalna tej struktury ma
budowe typowg dla czgsteczek zawierajgcych parzystg liczbe powtdrzen
trojnukleotydowych.

Sekwencje otaczajgce region powtdrzen po stronie 5’ i 3’ oddziatujg ze sobg
tworzgc odcinek sparowany przedtuzajgcy region podwojnoniciowy o kolejne 10 par
zasad. W strukturze tej wystepujg dwie symetryczne petle wewnetrzne oraz
niesymetryczna petla wewnetrzna (ryc. 3.14).

Ciag (CAG)6 takze przyjmuje strukture spinki. Jest ona tworzona przez
zaledwie cztery powtérzenia. Sondy strukturalne przecinajg wigzania w obrebie
drugiego i trzeciego  powtdérzenia w  sposob  charakterystyczny dla
czteronukleotydowej petli terminalnej. Sytuacja ta wynika z faktu zaangazowania
ostatniego powtérzenia CAG w oddziatywanie z sekwencjg otaczajgcg po stronie 5°
oraz tworzenie fgcznika pomiedzy podwdjnoniciowymi strukturami powtorzen i
sekwencji specyficznej.

W transkrypcje AR-CAG9 polimorficzne powtérzenia CAG przyjmujg strukture
typu spinki silnie stabilizowang przez znajdujgcy sie u jej podstawy region
podwadjnoniciowy tworzony przez 3’ koncowy odcinek traktu i cze$¢ sekwencji
otaczajgcej po stronie 5. Pozostata czes¢ czgsteczki przyjmuje zwartg strukture
ztozong z pieciu regionow podwdjnoniciowych potgczonych krotkimi odcinkami
pojedynczoniciowymi. Niepolimorficzny cigg (CAG)6 tworzy strukture niewielkiej
spinki.
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3.10 Wazrost liczby powtoérzen polimorficznego ciggu CAG nie zmienia

zasadniczo struktury regionu powtérzen mRNA genu AR.

Na podstawie okreslonej struktury transkryptu AR-CAG9 mozna sadzi¢, ze w
przypadku regionu powtorzen CAG mRNA genu AR ich wydluzanie nie bedzie
prowadzi¢ do zasadniczych zmian strukturalnych poza wydtuzeniem trzonu struktury
spinki. W celu sprawdzenia tych przypuszczen przeprowadzono najpierw badania
transkryptow reprezentujgcych fragmenty mRNA genu AR zwierajgce krotki, sredniej
dtugosci oraz ditugi cigg powtérzenn CAG w warunkach elektroforezy w Zelu
niedenaturujgcym. Nie zaobserwowano istotnych zmian tempa migracji niezgodnych
ze zréznicowang dtugoscig analizowanych czgsteczek co pozwala sadzi¢, ze
analizowane transkrypty przyjmujg jedng forme strukturalng lub przyjmowane rézne
warianty struktury sg bardzo podobne do siebie (ryc. 3.15).

Przeprowadzone biochemiczne analizy struktury transkryptu AR-CAG21
odpowiadajgcego najczestszemu allelowi w populacji polskiej wykazaty, ze
wydtuzenie polimorficznego ciggu powtorzen (CAG)n nie spowodowato zmian w
sposobie aranzacji struktury regionéw otaczajgcych w poréwnaniu z transkryptem
AR-CAG9. Zachowane zostato utozenie sekwencji specyficznej po stronie 5’ oraz 3'.
Zaréwno struktura niezmiennego ciggu (CAG)6 jak i pozostatych elementéw

strukturalnych nie ulegta zmianom. Oddziatywanie ostatnich trzech powtérzen CAG z

Allele normalne Mutant

AR_CAG9 AR_CAG22 AR_CAG46
AR_CAG21 AR_CAG31

Rycina 3.15. Analiza homogennosci struktury transkryptéw odpowiadajgcych fragmentom mRNA genu
AR zawierajgcym region powtorzen tréjnukleotydowych, na podstawie szybkosci ich migracji podczas
elektroforezy w warunkach zelu niedenaturujgcego (10% (29:1) zel w buforze identycznym ze
stosowanym w warunkach sondowania struktury (bufor Mg 1/K — 6.4.6.). Badane transkrypty obejmuja

peten zakres zmiennosci liczby powtérzen CAG obserwowany w populacji polskiej.
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sekwencjg (CUG)3 takze w tym transkrypcie tworzy silny region sparowany
stabilizujgcy strukture spinki, w ktérg ukitadajg sie pozostate powtdrzenia CAG. Ma
ona typowg strukture trzonu ziozonego ze sparowanych odcinkow GC CG
przedzielonych niesparowaniami AA (ryc. 3.16 B). Petla terminalna jest
rozpoznawana przez sondy strukturalne w sposéb bardzo precyzyjny. RNaza T1
generuje tylko jedno ciecie w miejscu G z 9 powtdrzenia CAG, zas RNaza T2 z
podobng sitg trawi wigzanie w miejscu A tego samego powtdrzenia i stabiej w
miejscach C i A kolejnego (ryc. 3.16 A). Jedynie nukleaza S1 przecina wiecej wigzan,
wsréd ktérych najsilniej trawione jest to w miejscu A z 10 powtdrzenia motywu CAG.
Nie trawi ona jednak wigzan pomiedzy innymi nukleotydami niz te, ktére tworzag
czteronukleotydowg petle terminalna.

W celu zaobserwowania zmian wynikajgcych z wydtuzenia ciggu o jedno
powtdrzenie CAG zbadano strukture transkryptu AR-CAG22. Jedyng jakosciowg
réznicg stwierdzong we wzorze cie€¢ generowanych z uzyciem sond enzymatycznych
byty ciecia w obrebie petli terminalnej. Dwa silne ciecia w miejscach reszt
guanylowych z 9 i 10 powtdrzenia generowane przez RNaze T1 i najmocniejsze
ciecia RNazy T2 w miejscach reszt C i A z 10 powtérzenia CAG wskazujg na
zwiekszenie jej rozmiaréw do siedmiu nukleotydow (ryc. 3.16 A i B).

Wzér cie¢ uzyskanych podczas analizy struktury transkryptu AR-CAG46
wskazuje, ze jedyne miejsca w strukturze ,polimorficznego” ciggu powtorzen CAG
dostepne dla nukleaz o specyficznosci do regiondw pojedynczoniciowych
Zlokalizowane sg pomiedzy resztg C z 21 a resztg A z 23 powtdrzenia,. Lokalizacja
silnych cie¢ generowanych przez RNaze T1 po G z 21 i G z 22 powtdrzenia oraz cie¢
nukleazy S1 i RNazy T2 jest bardzo podobna do wzoru cie¢ obserwowanych w
siedmionukleotydowej petli terminalnej transkryptu AR-CAG22. W obrebie regionu
powtdrzen CAG transkryptu AR-CAG46 nie stwierdzono innych cie¢ generowanych
przez uzyte sondy enzymatyczne. Zatem uzyskane wyniki sondowania struktury
transkryptu AR-CAG46 wskazujg, ze wydtuzanie ciggu powtdérzen CAG w mRNA
genu AR do zakresu mutacyjnego powoduje jedynie wydtuzanie trzonu stabilnej
struktury typu spinki (ryc. 3.16 B). Jednoczes$nie ekspansja powtérzen CAG nie

powoduje zmian struktury naturalnej sekwencji otaczajgcej w transkryptach genu AR.
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AR-CAG22

petla terminalna

AR-CAG46

liczbe

powtdrzen CAG we fragmentach mRNA genu AR. A. Intensywnos$¢ cie¢ generowanych przez sondy

strukturalne w regionie petli terminalnych transkryptéw AR-CAG21 i AR-CAG22. B. Struktura regionu

polimorficznych powtérzen trojnukleotydowych w transkryptach odpowiadajgcych fragmentom mRNA

genu AR. Transkrypty AR-CAG21 i AR-CAG22 pochodzg z alleli najczestszych w populaciji, transkrypt

AR-CAG46 pochodzi z allelu zmutowanego. Oznaczenia jak na rycinie 3.7 i 3.14.
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4 Dyskusja wynikéw

RNA sg jednymi z najwazniejszych makroczgsteczek biologicznych
wystepujgcych w komaorkach organizmow zywych. Funkcje roznych rodzajéw RNA sg
zwigzane z koniecznoscig wystepowania oddziatywan z biatkami i innymi wysoko- i
niskoczgsteczkowymi ligandami. W oddziatywaniach tych RNA przyjmuje strukture
zapewniajgcg petnienie odpowiedniej funkcji. Za powstanie struktur drugo- i
trzeciorzedowych odpowiedzialne sg wigzania wodorowe pomiedzy grupami
nukleotydéw z roznych regiondw czasteczki, oddziatywania warstwowe miedzy
resztami zasad poszczegolnych nukleotydéw, oraz wigzania koordynacyjne
utworzone z udziatem kationéw jedno- i dwuwartosciowych.

Najczesciej stosowanymi metodami biochemicznymi okreslania struktury RNA
w roztworze wodnym sg metody wykorzystujgce zdolnosc¢ niektérych nukleaz do
specyficznego rozpoznawania nukleotydow  wystepujgcych w  obszarach
pojedynczoniciowych czy podwodjnoniciowych [Knapp G. (1989)]. Czesto
wykorzystuje sie rowniez modyfikacje chemiczng grup funkcyjnych nukleotydéw nie
uczestniczgcych w tworzeniu wewnagtrzczgsteczkowych lub miedzyczgsteczkowych
oddziatywan [Ehresmann C. i wsp. (1987)]. Przydatna w badaniu struktury RNA jest
takze specyficzna hydroliza czgsteczek RNA indukowana jonami metali [Krzyzosiak
W. J. i wsp. (1988)].

4.1  Struktura spinki tworzona przez czasteczki RNA zbudowane z
powtorzen tréjnukleotydowych CAG lub CCG.

Ciggi powtorzen trojnukleotydowych, ktorych ekspansja jest genetycznym
podtozem szeregu ludzkich choréb neurologicznych stanowig od wielu lat przedmiot
intensywnych badan. Duze zainteresowanie budzi miedzy innymi struktura jakg te
motywy sekwencji przyjmujg wystepujgc w transkryptach gendéw zwigzanych z
TREDs i jej znaczenie dla proceséw patogenezy.

Prezentowane w tej pracy biochemiczne badania struktury, do ktérych uzyto
sond specyficznie rozpoznajgcych obszary pojedynczoniciowe (nukleazy S1, RNazy
T1 i T2 oraz jony Pb?") pozwalajgcych na okreslenie lokalizacji i rozmiaréw petli
terminalnych, petli wewnetrznych, wybrzuszen i weztdow, dowiodty, ze transkrypty

sktadajgce sie z powtdrzen CAG lub CCG przyjmujg strukture typu spinki do wtosow.
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Charakteryzuje sie ona czteronukleotydowg petlg terminalng, zas jej trzon sktada sie
z krétkich regionéw podwdjnoniciowych ztozonych z par GC CG oddzielonych od
siebie pojedynczymi niesparowaniami AA lub CC, w zaleznosci od rodzaju sekwencji
powtarzajgcej sie. Stabilnos¢ struktury tego typu zalezy od rodzaju niesparowania i
ma na nig wplyw sekwencja otaczajgca. W sytuacji kiedy u podstawy spinki
utworzonej przez powtdrzenia wystepuje klamra ztozona z kilku par GC i CG
dochodzi do ,zamrozenia” struktury spinki i dodatkowej jej stabilizacji. W tej sytuacji
wielkos¢ petli terminalnej zalezy od liczby powtorzen. Kiedy ta przyjmuje wartosci
parzyste obserwowana jest petla czteronukleotdowa, zas gdy nieparzyste dochodzi
do jej powiekszenia o ,nadmiarowe” powtdrzenie do siedmiu nukleotydéw. Natomiast
gdy brakuje stabilizujgcego wptywu otoczenia mozliwe jest przyjecie przez region
powtorzen kilku alternatywnych form strukturalnych identycznych pod wzgledem
charakteru petli terminalnej i trzonu, lecz roznigcych sie liczbg powtorzen
zaangazowanych w tworzenie trzonu. Czes¢ powtdrzen znajdujgcych sie na koncu 3’
ciggu moze pozosta¢ w formie pojedynczoniciowej co skutkuje skréceniem trzonu
spinki i przesunieciem petli w kierunku 5’. Takie charakterystyczne dla powtorzen
trojnukleotydowych struktury okreslane sg mianem ,poslizgnietych” struktur typu
spinki do wiloséw [Napierata M., Krzyzosiak W. J. (1997)]. Badania
termodynamicznych wtasciwosci struktur spinki tworzonych przez ciggi o dtugosci 6 i
7 powtdrzen trojnukleotydowych  potwierdzajg obserwacje, ze struktura
charakteryzujgca sie czteronukleotydowg petlg terminalng i pojedynczoniciowymi
nukleotydami na koncu 3’ jest bardziej stabilna niz spinka z petlg
siedmionukleotydowg [Broda M. i wsp. (2005)].

W badaniach prowadzonych w Pracowni Genetyki Nowotworéw IChB PAN w
Poznaniu, ktorych czes¢ opisuje niniejsza praca doktorska stwierdzono, ze wszystkie
powtdrzenia typu CNG przyjmujg strukture typu spinki [Sobczak K. i wsp. (2003)].
Ponadto, w badaniach fragmentéw mRNA réznych gendéw zwigzanych z TREDs
wykazano, ze specyficzne sekwencje otaczajgce mogg nie wptywaé na charakter tej
struktury [Napierata M., Krzyzosiak W. J. (1997)] lub zwieksza¢ jej stabilnosé
[Michlewski G., Krzyzosiak W. J. (2004), Napierata M. i wsp. (2005)]. Natomiast
jednonukleotydowe zaburzenia ciggu powtdrzen tréjnukleotydowych, wystepujgce w
niektorych genach zwigzanych z TREDs, znajdowane sg w strukturze RNA w

regionach petli terminalnych lub rozgatezien struktury typu spinki, wptywajg wiec na
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skrécenie jej trzonu o regularnej strukturze [Sobczak K., Krzyzosiak W. J. (2004),
Sobczak K., Krzyzosiak W. J. (2005), Napierata M. i wsp. (2005)].

W niniejszej pracy zbadano przy zastosowaniu metod biochemicznych,
strukture fragmentow mRNA gendéw IT15 i AR, w ktorych w bezposrednim
sgsiedztwie wystepujg dwa ciggi powtdrzen trojnukleotydowych. W genie IT15 sg to
dwa polimorficzne ciggi powtorzen motywéow CAG i CCG, natomiast w genie AR
obok polimorficznego ciggu powtérzen CAG wystepuje drugi, niepolimorficzny cigg

ztozony z 6 powtorzen trojnukleotydu CAG.

4.2 Powtérzenia CAG oddziatujg z powtérzeniami CCG w transkrypcie
genu IT15.

W celu okreslenia struktury regionu zawierajgcego ciggi trojnukleotydowe w
transkrypcie genu IT15 przeprowadzono badania czgsteczki zawierajgcej takg samg
liczbe 10 powtorzen kazdego z tréjnukleotyddw CAG i CCG w obecnosci
specyficznej sekwencji otaczajgcej. Obserwowany wzor cie¢ generowanych przez
uzyte nukleazy pozwolit stwierdzi¢ oddziatywanie powtdorzen CAG z powtdrzeniami
CCG i tworzenia przez nie trzonu struktury typu spinki, ktérego petle terminalng
stanowi dwunastonukleotydowa sekwencja specyficzna wystepujgca pomiedzy nimi.
Za takag strukturg przemawiat brak trawien w obrebie ciggow powtdérzeh zaréwno
CAG jak i CCG (ryc. 3.8).

Natomiast w transkryptach sktadajgcych sie z ciggu CAG i naturalnej
sekwencji otaczajgcej po stornie 5 stwierdzono tworzenie przez powtdrzenia
struktury typu spinki. Jest ona w transkrypcie IT15-17 (ryc. 3.6) tworzona przez
pietnascie z siedemnastu powtdérzen, a co ciekawsze, w transkrypcie IT15-10 przez
osiem z dziesieciu powtérzen CAG (ryc. 3.7.). Charakteryzuje sie ona o typowg dla
powtdrzen CNG budowg trzonu i czteronukleotydowg petlg terminalng [Sobczak K. i
wsp. (2003)]. Stwierdzenie tworzenia struktury spinki przez cigg ztozony z 8
powtorzen motywu trojnukleotydowego w zestawieniu z obserwacjg braku trawien w
obrebie ciggow CAG i CCG w transkrypcie IT15 10-10 wskazuje na oddziatywanie ze
sobg sekwencji powtarzajgcych sie.

Dalszych dowoddéw potwierdzajgcych oddziatywanie ze sobg ciggow CAG i
CCG dostarczyty badania struktury modelowych czgsteczek RNA zawierajgcych 20
powtérzen motywu CAG — (CAG)20, po 10 powtérzen motywoéw CAG i CCG —
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(CAG)10(CCG)10 oraz 20 CCG - (CCG)20. Transkrypty te pozwolity na zbadanie
tworzonych przez nie struktur z pominieciem wptywu naturalnych sekwenciji
otaczajgcych i regionu rozdzielajgcego wystepujgcego w transkrypcie genu IT15.
Analiza z zastosowaniem nukleaz potwierdzita we wszystkich analizowanych
czgsteczkach przyjmowanie typowej dla powtorzen (CNG)n struktury spinki. Jej trzon
ztozony jest z krétkich regionéw sparowanych GC CG oddzielonych pojedynczymi
niesparowaniami AA dla trankryptu (CAG)20 i CC dla (CCG)20, natomiast w
przypadku transkryptu (CAG)10(CCG)10 wystepuje niesparowanie AC (ryc. 3.9).

Jak wykazaty wczesniejsze badania struktury tworzonej przez 130 powtorzen
CUG przeprowadzone przy uzyciu mikroskopii elektronowej [Michalowski S. i wsp.
(1999)], a przede wszystkim dane o strukturze RNA tego rodzaju powtérzen
uzyskane metodg krystalografii [Mooers B. H. i wsp. (2005)], struktura trzonu
ztozonego z par GC CG przedzielonych niesparowaniami UU jest bardzo podobna do
struktury typowej helisy A — RNA. Ze wzgledu na obserwowane wiasciwosci
transkryptow utworzonych z powtérzen CNG wczesniej sugerowano [Sobczak K. i
wsp. (2003)], ze architektura tworzonych przez nie struktur spinki jest bardzo
podobna. Autorzy pracy krystalograficznej uwazajg jednak, ze wieksze podobienstwo
moze dotyczyC struktur, w ktorych niesparownymi zasadami sg pirymidyny.
Niesparowane reszty zasad pirymidynowych lokalizujg sie wewnagtrz struktury
podwojnoniciowej nie powodujgc tym samym zaburzenia helisy A — RNA [Mooers B.
H. i wsp. (2005)]. Natomiast powtdrzenia tréjnukleotydowe motywow zawierajgcych w
drugiej pozycji zasade purynowg (CAG i CGG) nie mogg, wedtug tych autoréow
przyjmowac struktury helisy A — RNA ze wzgledu na utozenie niesparowanych zasad
na zewnatrz tancucha [Mooers B. H. i wsp. (2005)].

Podobnie jak we wczesniejszych badaniach transkryptu CAG17 [Sobczak K. i
wsp. (2003)] rowniez w przypadku transkryptow (CAG)20, (CAG)10(CCG)10 i
(CCG)20 stwierdzono wystepowanie dwoéch form strukturalnych wynikajgce z
,poslizgu” sekwencji prowadzgcego do przesuniecia petli terminalnej w kierunku
konca 5 czgsteczki. Szczegdlng uwage zwrdécono na obserwowane réznice w
stabilnosci struktury czgsteczek widoczne miedzy innymi w zrdéznicowaniu
intensywnosci cie¢ generowanych przez rybonukleaze T1 w warunkach
semidenaturujgcych. Na podstawie dostepnosci reszt guanylowych stwierdzono, ze
najbardziej stabilng strukturg jest ta, ktorej trzon jest utworzony w wyniku

oddziatywania powtérzen CAG i CCG. Fakt ten potwierdzajg rowniez informacje o
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stabilizujgcym wptywie niekanonicznych oddziatywan AC [Limmer S. (1997), Durant
P. C. i Davis D. R. (1999)]. Powstanie stabilizujgcego strukture oddziatywania AC jest
mozliwe po protonacji reszty adeniny w pozycji N1 (ryc. 6.1). Stabilno$¢ tego typu
oddziatywania zalezy od pH, co pokazuje zréznicowanie temperatury topnienia, ktora
w pH = 7,2 wynosi 50,6 °C, a w pH = 5,0 56,8 °C [Durant P. C. i Davis D. R. (1999)].
Protonowana adenina w pozycji N1 jest donorem protonu w procesie tworzenia
wigzania wodorowego w parze AC typu wobble i jej warto$¢ pKa jest podwyzszona
do okoto 6,0. Energia swobodna oddziatywania AC zalezy takze od kontekstu
otaczajgcej je sekwencji. Na przykfad: w dupleksie GAGCGAG3’/CUCACUCS’ AG®37
= - 0,35 + 0,09 kcal/mol, za$ w dupleksie GAGAGAG3’/CUCCCUC5’ AG%7 = 0,31 +
0,11 kcal/mol [Kierzek R. i wsp. (1999)]. W proponowanych modelach struktury
badanych czgsteczek kontekst sekwencji otaczajgcej niekanoniczne oddziatywanie
AC jest podobny do przytoczonego w pierwszym przyktadzie. W zwigzku z tym
mozna przypuszczac, ze jego energia swobodna jest zblizona do AG°s7 = — 0,35
kcal/mol. Wystepowanie tej niestandardowej pary przed parg GC tworzgcg trzon
struktury spinki, jak ma to miejsce w proponowanej strukturze transkryptu

(CAG)10(CCG)10, nie wptywa znaczgco na geometrie helisy [Limmer S. (1997)].

NH,
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Rycina. 6.1. Schemat wigzan wodorowych w niestandartowej parze zasad A*C typu wobble.

Dla poréwnania wptyw oddziatywania AA (ryc. 6.2) na stabilnos¢ dupleksu RNA
zalezy w duzym stopniu od jego potozenia w helisie. Wraz ze wzrostem odlegtosci od
konca helisy rosnie destabilizujgcy wptyw jego obecnosci: gdy jest drugg parg helisy
AG%7 = — 1,30 + 0,24 kcal/mol, a gdy trzecia AG°3z = 0,37 + 0,08 kcal/mol.
Zdecydowanie mniejszy wptyw na zmiany energii swobodnej oddziatywania AA ma

natomiast kontekst sekwencji otaczajgcej w zaleznosci od ktérej AG°s7 przyjmuje

80



4. DYSKUSJA WYNIKOW

wartosci od 0,67 kcal/mol do 1,13 + 0,25 kcal/mol [Kierzek R. i wsp. (1999)]. W
poréwnaniu z oddziatywaniem AC oddziatywanie AA wptywa zwykle bardziej
destabilizujgco na strukture, w obrebie ktérej wystepuje, w prawie kazdym kontekscie

sekwenciji.

Rycina 6.2. Schemat wigzan wodorowych w niestandardowej parze zasad AA typu trans Watson—

Crick/Hoogsteen.

Ponadto krystalograficzne dane dotyczace struktury powtérzen CUG
wskazujg, ze oddziatywania warstwowe pomiedzy parami zasad GC/CG sg gtéwnym
czynnikiem stabilizujgcym, natomiast oddziatywania warstwowe zasad CU i UG majg
niewielki wptyw destabilizujgcy [Mooers B. H. i wsp. (2005)]. W swietle tych informac;ji
mozliwos¢é wystgpienia pary AC typu wobble wydaje sie takze zwiekszac stabilnosé
regionu podwdjnoniciowego, w ktorym wystepuje, poprzez mozliwy udziat w
oddziatywaniach warstwowych. Mozna tez przypuszczac, ze para AC nie bedzie
powodowata zaburzenia struktury podwdjnoniciowej helisy zblizonej do helisy A —
RNA.

Kolejnych dowoddéw na poparcie tezy o preferencyjnym oddziatywaniu
powtorzen CAG z sgsiadujgcymi powtérzeniami CCG i korzystnym wptywie
niesparowania AC na stabilno$¢ dostarczyta termodynamiczna charakterystyka
struktur transkryptow (CAG)20, (CAG)10(CCG)10 i (CCG)20 (ryc. 3.9). Rdznica
trwatosci obserwowanych struktur typu spinki wyrazona jako réznica temperatury
topnienia (Tm) wynosi ATm = 15,1 °C miedzy transkryptami (CAG)10(CCG)10 i
(CAG)20. Natomiast pomiedzy bardziej trwatg strukturg utworzong z 20 powtérzen
motywu CAG a mniej trwatg strtukturg (CCG) 20 rdéznica ta wynosi ATm = 4,2 °C.

Podobne zréznicowanie widoczne jest w przypadku porownania energii swobodnej
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badanych struktur. Rdéznica pomiedzy warto$ciami energii swobodnej AGs7°c
charakteryzujgcej stabilniejszg strukture transkryptu (CAG)10(CCG)10 i strukture
(CAG)20 to — 10,4 kcal/mol. O podobnej stabilnosci struktur tworzonych przez
powtorzenia CAG Iub CCG Swiadczg takze wyniki badan wihasciwosci
termodynamicznych duplekséw utworzonych przez bardzo krotkie ciggi tych
powtdrzen oraz struktur spinki tworzonych przez ciggi o diuzsze, ztozone z 6 i 7
powtdrzen CAG lub CCG [Broda M. i wsp. (2005)]. Zatem z okreslonych struktur
transkryptow modelowych oraz ich charakterystyki termodynamicznej wynika, ze
oddziatywanie powtérzen CAG z powtorzeniami CCG wystepujgcymi w
bezposrednim sagsiedztwie jest bardziej korzystne od sytuacji, w ktorej kazdy z
traktow tworzy niezaleznie struktury. Wysoka stabilnos¢ trzonu powstajgcego w
wyniku tego typu interakcji wynika z postulowanego wczes$niej stabilizujgcego wptywu
oddziatywania AC.

Na podstawie komputerowego przewidywania struktury z wykorzystaniem
programu mfold okreslono wptyw trzynastonukleotydowej petli terminalnej tworzonej
przez sekwencje specyficzng tgczgcg trakty powtdrzen w transkrypcie 1T15 10-10. W
porownaniu z czteronukleotydowg petla obserwowang w modelowej czgsteczce
(CAG)10(CCG)10 obniza ona energie swobodng struktury spinki tworzonej przez
oddziatujgce powtérzenia CAG i CCG o 1,2 kcal/mol.

Analiza struktur modelowych transkryptow i ich wtasciwosci termodynamiczne
potwierdzajg zatem oddziatywanie powtdrzen CAG i CCG obserwowane w strukturze
drugorzedowej fragmentu mMRNA genu IT15 =zawierajgcego dwa ciggi

trojnukleotydowe.

4.3 W mRNA genu IT15 dodatkowe powtérzenia CAG nie oddziatujace z
ciagiem CCG wydtuzajg strukture spinki.

Stwierdzenie tworzenia przez powtdrzenia CAG i CCG jednej struktury typu
spinki w modelowych czgsteczkach RNA oraz we fragmencie naturalnego
transkryptu IT15 10-10 nie odpowiada jeszcze na pytanie o strukture regionu
zawierajgcego wiekszg liczbe powtdrzen CAG w transkrypcie. Badania transkryptu
IT15 17-10 odpowiadajgcego jednemu z najczestszych w populacji allelowi genu
IT15 potwierdzity tworzenie przez region powtorzen jednej struktury typu spinki (ryc.

3.11). Najistotniejszg jej czes¢ stanowi oddziatywanie powtorzen CAG z traktem
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CCG. Powstajgcy w jego wyniku region trzonu silnie stabilizuje pozostatg czes¢
struktury a przede wszystkim wymusza wystgpienie oddziatywania kolejnych
powtorzen motywu CAG ze specyficzng sekwencjg rozdzielajgcg. Region
rozdzielajgcy ciggi powtorzen trojnukleotydowych w genie IT15 ma sekwencje
CAACAGCCGCCA, ktéra moze by¢ uznana za pseudopowtorzenia. Dzieki takiej
budowie moze on oddzialywaé z powtdérzeniami CAG, tworzac dwie
czteronukleotydowe petle wewnetrzne (petle a i b — ryc. 4.3). Petla a sktada sie z
dwoch niesparowan CA i AC nie majgcych destabilizujgcego wptywu na strukture, co
uwidacznia sie wyraznie poprzez brak w tym regionie silnych cie¢ generowanych
przez sondy strukturalne o specyficznosci do regionéw pojedynczoniciowych.
Natomiast w przypadku petli b (CA/AA) widoczna jest wieksza podatnosé na
dziatanie nukleaz po stronie 3’ (AA) (ryc. 4.3). Zroznicowanie to jest kolejnym
argumentem potwierdzajgcym korzystny dla stabilnosci struktury wptyw oddziatywan
typu AC. Struktura sekwencji rozdzielajgcej ciggi powtérzen CAG i CCG w mRNA
genu IT15 opisana dla transkryptu IT15 17-10 jest zachowana w przypadku
pozostatych analizowanych transkryptow zawierajgcych wiecej powtorzen CAG niz
CCG. Pozostate dwa ,nadmiarowe” powtorzenia CAG transkryptu IT15 17-10 nie
biorgce udziatlu w oddziatywaniu z traktem CCG ani z regionem rozdzielajgcym
tworzg czteronukleotydowg petle terminalng (ryc. 3.11 B — petla c¢) o strukturze

typowej dla powtérzenh CAG. Mozna byto zatem przypuszczaé, ze w przypadku

Rycina 4.3. Struktura sekwenciji rozdzielajgcej ciggi powtdérzen tréjnukleotydowych we fragmentach

MRNA genu IT15. Oznaczenia jak na rycinie 3.7.
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wiekszego zréznicowania liczby powtérzen motywu CAG i CCG ,nadmiarowe”
powtdrzenia CAG nie zaangazowane w oddziatywanie z innymi sekwencjami utworzg
strukture typu spinki przedtuzajgcg trzon utworzony w wyniku oddziatywania
pierwszych powtorzen CAG z traktem CCG i sekwencjg rozdzielajaca (ryc. 4.4).

Analiza transkryptu IT15 17-7, odpowiadajgcego najczestszemu w polskiej
populacji allelowi genu IT15, pokazuje stuszno$¢ tego przypuszczenia. W strukturze
tworzonej przez region powtorzen tej czgsteczki obecna jest siedmionukleotydowa
petla terminalna (ryc. 3.11 B — petla c) zbudowana z samych powtorzen CAG. Jest
ona oddzielona od petli wewnetrznej (ryc. 3.11 B — petla b) krotkim regionem trzonu
ztozonego takze z samych powtérzen CAG. Dalszy wzrost dtugosci ciggu powtorzen
CAG, przy zachowanej statej liczbie 7 powtérzen CCG, powoduje wydtuzanie regionu
trzonu pomiedzy petlg wewnetrzng b a petlg terminalng — petlg c. Zatem zwiekszenie
liczby powtdrzen motywu CAG do 23 widoczne jest w strukturze drugorzedowej RNA
jako wydtuzenie trzonu ztozonego z samych powtérzen CAG (ryc. 4.4) o 4 regiony
podwojnoniciowe par GC CG potgczone niesparowaniami AA, przy zachowanej
siedmionukleotydowej petli terminalnej (ryc. 3.12 A). W przypadku parzystej liczby
powtorzen CAG petla terminalna jest petlg czteronukleotydows, jak to ma miejsce w
transkrypcie 1T15 24-7 (ryc. 3.12 B).

IT1510-10 IT1517-10 IT1517-7 IT15 23-7 IT15 44-7

1144

Rycina 4.4. Schemat zmian struktury regionu powtdérzen tréjnukleotydowych w mRNA genu IT15

wynikajgcych ze zmian liczby powtérzen motywu CAG lub CCG
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Badania struktury transkryptu IT15 44-7 bedgcego przyktadem formy
zmutowanej, wydtuzonej w wyniku ekspansji alleli genu IT15 pokazaty, ze nawet przy
tak duzej przewadze powtérzen CAG zachowane sg cechy charakterystyczne dla
struktury drugorzedowej regionu powtérzen trojnukleotydowych mRNA genu IT15
(ryc. 4.4) stwierdzone na przyktadzie czgsteczek RNA reprezentujgcych allele
normalne. Podstawa trzonu struktury typu spinki tworzona jest przez pierwsze
siedem powtdrzen motywu CAG oddziatujgcych z ciggiem CCG. Zachowany jest
takze region zawierajgcy petle wewnetrzne (ryc. 4.4 oraz ryc. 4.3 i ryc. 3.12 C — petle
a i b) w obrebie oddziatywania kolejnych powtorzen CAG z sekwencjg rozdzielajgca.
Pozostate powtérzenia CAG tworzg na istniejgcej podstawie strukture spinki o
czteronukleotydowej petli terminalnej. Zatem, jedyng zmiang w poréwnaniu z
transkryptem IT15 24-7 jest dalsze wydtuzenie trzonu utworzonego z ,nadmiarowych”

powtorzen CAG (ryc. 4.4).

4.4  Poréwnanie struktury fragmentu mRNA genu IT15 zawierajacego
powtérzenia trojnukleotydowe 2z modelem struktury proponowanym
wczesnhiej.
Prezentowany w tej pracy model struktury fragmentu czgsteczki mRNA genu
IT15 zawierajgcego ciagi powtorzen CAG i CCG nie jest pierwszym modelem
struktury tego mRNA. We wczesniejszej publikacji podjeto prébe okreslenia struktury
regionu powtdrzen w mRNA genu IT15 [Yen L. i wsp. (1999)]. Podstawowym
narzedziem stosowanym w przywotywanej pracy bylo komputerowe przewidywanie
struktury z uzyciem programu mfold [Yen L. i wsp. (1999)]. Do potwierdzenia
lokalizacji pojedynczoniciowych regiondw czgsteczki mRNA zastosowano réwniez
mapowanie struktury z wykorzystaniem czgsteczek DNA o wtasciwosciach
katalitycznych [Yen L. i wsp. (1999)]. Uzyte w dyskutowanej pracy ,nukleazy DNA”
lub inaczej DNA-zymy to oligodeoksynukleotydy majgce zdolnosé rozcinania RNA.
Zawierajg one 15-nukleotydowe centrum katalityczne oraz dwa regiony dtugosci
kilkunastu nukleotydéw (na koncach 5 i 3’) komplementarne do sekwencji substratu
RNA. Do swojego dziatania oligonukleotydy te wymagajg mozliwosci specyficznego
zwigzania sie z regionami pojedynczoniciowymi czgsteczki substratu [Santoro S. W.,
Joyce G. F. (1998)] a miejsce rozcinania RNA jest wyznaczane przez strukture obu

zhybrydyzowanych czgsteczek (substratu i DNA-zymu). Sekwencje regionéw
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otaczajgcych centrum katalityczne ,nukleazy DNA” zaprojektowano na podstawie
sekwencji pojedynczoniciowych fragmentéw czgsteczki mRNA genu IT15
okreslonych za pomocg komputerowego przewidywania struktury [Yen L. i wsp.
(1999)]. Na podstawie lokalizacji miejsc ciecia oraz wynikbw modelowania
komputerowego zaproponowano strukture czasteczki z 16 powtdrzeniami CAG i 7
powtdrzeniami CCG, w ktérej kazdy z ciggow powtdrzen tworzy niezalezng strukture

typu spinki zas sekwencja rozdzielajgca stanowi pojedynczoniciowe potgczenie

Rycina. 4.5. Wczes$niej proponowany model struktury fragmentu mRNA IT15 (CAG)16(CCG)7 wedtug
Yen i wsp. (1999). Strzatkami oznaczono miejsca cie¢ indukowanych ,nukleazami DNA” — gwiazdka

oznacza najsilniejsze ciecie.
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pomiedzy nimi [Yen L. i wsp. (1999)] (ryc. 4.5). Jak opisano wczesniej, wyniki
biochemicznego sondowania struktury i analiz termodynamicznych réznych
transkryptow  reprezentujgcych  zakres polimorficznej zmiennosci traktéw
trojnukleotydowych (w tym takze transkryptu zawierajacego (CAG)16 i (CCG)7 —
dane nie prezentowane) jednoznacznie wskazujg na oddziatywanie ze sobg ciggow
powtorzen trojnukleotydowych w mRNA genu IT15, zaprzeczajg wiec modelowi
zaproponowanemu w pracy Yen L. i wsp. (1999). W okreSlonej w tej pracy
doktorskiej strukturze drugorzedowej regionu powtdrzen mikrosatelitarnych w mRNA
genu IT15 miejsca przecinania tancucha RNA przez DNA—zymy opisane przez Yen
L. i wsp. (1999) zlokalizowane sg w obrebie regonu petli wewnetrznych i w
bezposrednim sgsiedztwie petli terminalnej, czym mozna wyjasni¢ ich dostepnosc¢
DNA-zymu.

4.5  Struktura regionu powtérzen mRNA genu IT15 w odniesieniu do
struktury regionéw powtorzen trojnukleotydowych innych RNA.

Sekwencja powtérzen CAG w genie IT15 tym sie rézni od innych ulegajgcych
ekspansji ciggow mikrosatelitarnych zwigzanych z chorobami z grupy TREDs, Ze jest
zlokalizowana w bezposrednim sgsiedztwie innego ciggu tréjnukleotydowego, z
ktérym, jak wykazano w niniejszej pracy, oddziatuje w strukturze transkryptu. Jak
wynika z badan mRNA genu AR, w ktérym wystepujg rowniez dwa blisko lezgce ciggi
trojnukleotydowe, w tym przypadku ciggi te nie oddziatujg ze sobg. W zbadanych
dotad strukturach transkryptéw gendéw z grupy TREDs zawierajgcych ciggi powtorzen
(CNG)n stwierdzono wystepowanie struktur typu spinki, ktére mozna podzieli¢ na
dwa rodzaje. Pierwszy z nich to, tworzona przez sekwencje powtarzajgcg sie nie
zawierajgcg zaburzen, ,poslizgnieta” struktura spinki charakteryzujgca sie
mozliwoscig wspotwystepowania kilku form strukturalnych réznigcych sie miedzy
sobg lokalizacjg petli terminalnej. Moze by¢ ona przesunieta o jedno do trzech
powtérzen w poréwnaniu z jej lokalizacja w dominujgcej formie struktury. Tego
rodzaju heterogennosc¢ struktury wystepuje kiedy sekwencje otaczajgce region
powtorzen nie oddziatujg ze sobg lub ich oddziatywanie ma miejsce na niewielkim
odcinku i nie zapewnia stabilno$ci wystarczajgcej do ,zamrozenia” jednej formy
przestrzennej [Napierata M., Krzyzosiak W. J. (1997), Sobczak K., Krzyzosiak W. J.
(2003), Michlewski G., Krzyzosiak W. J. (2004)]. Jak wykazano na podstawie
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przedstawionej w tej pracy struktury regionu powtdrzen w transkrypcie genu AR, w
przypadku kiedy sekwencja otaczajgca tworzy silnie sparowany region u podstawy
struktury spinki regionu powtérzen nie ma mozliwosci alternatywnych utozen regionu
powtorzen. Drugim rodzajem struktury przyjmowanej przez regiony zawierajgce
sekwencje powtdrzen sg rozgatezione struktury typu trzon i petla. Powstajg one kiedy
w ciggu powtdrzen trojnukleotydowych wystepujg zaburzenia w postaci innych
rodzajow tripletow. Zaburzenia lokalizujg sie w strukturze RNA w regionach
pojedynczonicowych petli terminalnych, petli wewnetrznych Ilub miejscach
rozgatezien trzonu. Ich obecnos$¢ przeciwdziata powstawaniu pojedynczej spinki a
sprzyja wytworzeniu sie struktur rozgatezionych [Sobczak K., Krzyzosiak W. J.
(2004), Sobczak K., Krzyzosiak W. J. (2005), Napierata M. i wsp. (2005)].

W Swietle tych informacji struktura przyjmowana przez region powtérzen CAG i CCG
w mRNA genu IT15 stanowi nowy rodzaj struktury tworzonej przez sekwencje
powtarzajgce sie w mMRNA gendw zwigzanych z TREDs. Wyjagtkowe dla niej
oddziatywanie dwoch typdw powtdrzen, ktdére ma silnie stabilizujgcy wptyw na
strukture catego regionu utrudnia przyjmowanie alternatywnych utozen przez
fragment spinki tworzony z samych powtorzen CAG. Takie alternatywne utozenie
struktury jest jednak mozliwe, na co wskazujg dodatkowe ciecia w regionie petli
terminalnej obserwowane w wynikach analizy transkryptow IT15 23-7, IT15 24-7, a
przede wszystkim transkryptu 1T15 44-7 (ryc. 3.12). Ich wystgpieniu sprzyja charakter
sekwencji rozdzielajgcej ciggi CAG i CCG, ktéra moze byé uznana za
pseudopowtdrzenia. Powstajgce alternatywne struktury ,nadmiarowych” powtérzen
CAG nie powodujg jednak istotnych zmian architektury regionu powtérzen w
transkrypcie genu IT15.

W celu sprawdzenia czy oddziatywanie wystepujgcych w niewielkiej odlegtosci
od siebie ciggow powtorzen trojnukleotydowych stwierdzone w mRNA genu IT15 ma
rowniez miejsce w transkrypcie innego genu zwigzanego z TREDs okreslono
strukture regionu zawierajgcego dwa ciggi CAG w mRNA genu AR. Przeprowadzono
badania struktury transkryptu zawierajgcego 9 powtdrzen w polimorficznym ciggu
CAG w obecnosci specyficznej sekwencji otaczajgcej, ktora w odlegtosci 18
nukleotyddéw ponizej ciggu polimorficznego zawierata niepolimorficzny cigg (CAG)6.
Stwierdzono, ze tworzg one niezalezne motywy strukturalne o architekturze spinki
(ryc. 3.14). Wzrost liczby powtdérzen CAG w ciggu polimorficznym zaréwno w

zakresie normalnej zmiennosci obserwowanej w populacji jak i do rozmiaréw mutacji
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powodujgcej wystgpienie objawow rdzeniowo-opuszkowego zaniku miesni nie
powoduje innych zmian struktury niz wydtuzanie trzonu spinki (ryc. 3.15). Ciekawg
obserwacjg jest fakt, ze polimorficzny cigg powtérzen CAG w mRNA genu AR
wykazuje, w porownaniu do ciggu CAG badanego we fragmentach mRNA genu IT15,
wiekszg trwatos¢ chemiczng widoczng jako brak ,samodegradacji” wigzan CpA tak
charakterystycznej dla niektérych analizowanych wczesniej sekwencji RNA
zawierajgcych powtérzenia CAG [Sobczak K. i wsp. (2003), Michlewski G.,
Krzyzosiak W. J. (2004), de Mezer M dane nie publikowane]. Brak odpowiednio
zaplanowanych badan porownawczych umozliwiajgcych wykluczenie innych
czynnikdw niz struktura i jej stabilno$¢ uniemozliwia okreslenie szczegdtowych
przyczyn tego zroznicowania. Wysoka stabilnos¢ struktury spinki tworzonej przez
polimorficzny cigg powtorzen CAG w mRNA genu AR wynika z obecnosci u jej
podstawy regionu podwdjnonicowego o dtugosci 12 par zasad tworzonego przez
sekwencje specyficzng 5 zawierajgcg trzy triplety CUG i ostatnie powtérzenia CAG
oraz inne nukleotydy sekwencji otaczajgcej. Badania transkryptéw CAG17 _cl
(rozdziat 3.1) wykazaty, ze juz szesC par zasad u podstawy trzonu powoduje
stabilizacje spinki i ,zamrozenie” jednego z jej wariantdw. Wydaje sie zatem, ze to
obecnosc¢ struktury podwaojnoniciowej stabilizowanej wieloma kanonicznymi parami
zasad stabilizuje strukture polimorficznego ciggu CAG w mRNA genu AR i decyduje
o braku oddziatywania pomiedzy traktami powtorzen tréjnukleotydowych w tym
regionie.

Wystepowanie w jednym mRNA kilku traktow trojnukleotydowych jest
zjawiskiem dos¢ czestym w ludzkim transkryptomie. Sposrod ponad 600 mRNA
zawierajgcych ten typ sekwencji powtarzajgcej sie [Jasinska A. i wsp. (2003)] az w
10% (62 mMRNA) przypadkow stwierdzono obecnosé wiecej niz jednego ciggu. Ponad
potowa z nich to mRNA, w ktérych sekwencje powtarzajgce sie obecne sg w dwdch
miejscach czgsteczki, zas w blisko jednej czwartej mRNA az w trzech miejscach.
MRNA zawierajgce wiekszg liczbe ciggow sg nieliczne. Tylko w jednym przypadku
powtdrzenia trojnukleotydowe wystepujg az w szesciu miejscach sekwencji tej samej
czgsteczki dojrzatego mRNA. Podobnie jak w catej puli ludzkich mRNA, takze ws$rod
sekwencji powtarzajgcych sie wystepujgcych w wigkszej liczbie w pojedynczym
transkrypcie dominujg powtdrzenia motywu CAG, ktére sg obecne w potowie tych
mRNA i tworzg 25% wszystkich zawartych w nich ciggéw. Drugim co do czestosci

wystepowania powtarzajgcym sie motywem jest trojka CGG, co rowniez jest zgodne
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z tendencjg obserwowang w catym transkryptomie. Zatem, nie ma znaczacej
preferencji wystepowania okreslonego rodzaju powtérzen w mRNA zawierajgcych
wiele sekwencji powtorzonych. Poza obserwacjg, ze blisko potowa mRNA tej grupy
zawiera ciggi ztlozone z tego samego rodzaju motywu, nie stwierdzono innych
zaleznosci we wspotwystepowaniu poszczegodlnych rodzajow powtorzen.

W kontekscie badan przedstawionych w tej pracy sprawg interesujgcg byto
jakag strukture drugorzedowg mogg przyjgc regiony mRNA zawierajgce kilka ciggow
trojnukleotydowych. W celu uzyskania wstepnej odpowiedzi na to pytanie
przeprowadzono modelowanie struktury czgsteczek RNA przy uzyciu programu
mfold 3,1 [Zuker M. (2003)]. W wyniku modelowania fragmentéw mRNA 64 genow
zawierajgcych ciggi motywow trojnukleotydowych oraz otaczajgce sekwencje
specyficzne o dtugosci 100 nukleotydow stwierdzono, ze zaledwie w 14 przypadkach
w strukturze drugorzedowej program przewiduje mozliwo$¢ oddziatywania pomiedzy

traktami powtdrzen.

IT15
CEBPA
CAGH45
MMP24
AR SERPINBS N
NRG2 POU3F3
% PT/ >/Q

e CAG e CUG ACC CGG
e CCG UCC === Specific sequence

Lo

Rycina 4.6. Modelowania struktury zawierajgcych kilka traktéw powtérzen tréjnukleotydowych
fragmentéw ludzkich mRNA.
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Sposrod 20 roznych typow powtdrzen tréjnukleotydowych stwierdzono, ze
powtdrzenia CAG, CUG, CCG, CGG, CGA oraz CGU sg zdolne do tworzenia
trwatych struktur typu spinki [dane nie opublikowane]. Mniej trwate struktury moga
by¢ utworzone przez powtdrzenia motywow AUG, AUC, AUU, AAU, AGU i ACU.
Komputerowe przewidywanie struktury mRNA zawierajgcych kilka ciaggdw powtorzen
wykazato, ze do oddziatywania moze dochodzi¢ tylko pomiedzy ciggami, ktére
wystepujgc samodzielnie majg mozliwos¢ utworzenia struktury typu spinki. We
wszystkich przypadkach przynajmniej jeden z uczestnikow oddziatywania nalezat do
powtorzen typu (CNG)n (ryc. 4.6). Najbardziej stabilne regiony sparowane tworzg w
petni komplementarne ciggi powtérzen CCG i CGG (ryc. 4.6). Oddziatywania takie
wydajg sie miec istotne znaczenie dla mozliwosci rearanzacji struktury w procesie
dojrzewania mRNA, poniewaz program przewiduje ich oddziatywanie nawet wtedy
kiedy wystepujg w znacznej odlegtosci od siebie jak ma to miejsce w transkrypcie
genu CEBPA (ryc. 4.6), w ktérym trakty te sg oddalone od siebie 0 230 nukleotydow.
Mogg tez zapewnia¢ stabilizacje pewnych regionéw pojedynczoniciowych jak ma to
miejsce w transkrypcie genu P63 (ryc. 4.6) i w ten sposéb przypuszczalnie wptywacé
na ich potencjalng role biologiczng.

Mniej stabilne i wystepujgce w wielu formach sg struktury utworzone z kilku
ciggow CAG, co zaobserwowano na przyktadzie transkryptu genu CAGH45 (ryc.
4.6). W zadnym z analizowanych fragmentow mRNA réznych gendw nie
zaobserwowano opisanego w tej pracy oddziatywania ciggu CAG i CCG. Sytuacja ta
moze wynika¢ z faktu, iz w zadnym z analizowanych transkryptow trakty te nie
wystepowaty w takiej bliskosci jak w transkrypcie genu IT15. Tak niewielkie oddalenie
od siebie ciggdw powtdrzen o réznym typie powtarzajgcych sie motywow
trojnukleotydowych jak to, ktére wystepuje w genie IT15 obserwowano tylko dla
powtorzen typu CAG i CGG w mRNA genéw MMP24 i SERPINBS, ktére wedtug
przewidywan programu mfold oddziatujg ze sobg w tych transkryptach (ryc. 4.6).

Przeprowadzone modelowanie struktur drugorzedowych czgsteczek RNA
zawierajgcych kilka ciggow powtorzen tréjnukleotydowych sugerowaty, ze aby doszto
do oddziatywania regionéw powtdrzen muszg zosta¢ spetnione pewne warunki. Po
pierwsze, sekwencje powtorzone muszg sie sktada¢ z motywow, ktdre umozliwiajg
im utworzenie oddziatywania. Drugim warunkiem jest odpowiednia sekwencja

specyficzna, ktérej struktura umozliwia kontakt pomiedzy powtdrzeniami. Nie
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powinny one takze zawiera¢ regionbw o wiekszym powinowactwie do ktoregos z

ciggoéw zdolnych do wzajemnych oddziatywan.

4.6 Biologiczne znaczenie struktury regionu powtérzen

tréjnukleotydowych w mRNA genu IT15.

Zarowno wyniki eksperymentalne, jak i dane bioinformatyczne przedstawione
w tej pracy wskazujg na wyjgtkowosC struktury tworzonej przez region powtorzen
trojnukleotydowych mRNA genu IT15 zwigzanego z chorobg Huntingtona. W swietle
dostepnych informacji jest ona jedyng wystepujgcg w komérce strukturg typu spinki
utworzong czesciowo z oddziatujgcych ze sobg motywéw CAG i CCG, a w czesci z
samych powtérzen CAG. Mozna zadal¢ pytanie czy tak specyficzny motyw
strukturalny moze mie¢ znaczenie dla przebiegu ktéregos z procesow komorkowych.

Nie poznano dotad funkcji jakg petni w komorce region powtérzen mRNA
IT15. Odkrycie biatka o masie okoto 63 kD wigzgcego sie do ciggow CAG
wystepujgcych w RNA stato sie powodem spekulacji na ten temat [McLaughlin B. A. i
wsp. (1996)]. Jego wspoétwystepowanie z mRNA genu IT15 w tkankach ulegajgcych
degeneracji w procesie patogenezy choroby Huntingtona pozwala sadzi¢, ze
wigzanie biatka 63-kD do mMRNA genu IT15 ma znaczenie dla indukcji lub
przyspieszenia procesu apoptozy komorek. Poza stwierdzeniem wzrostu ilosci biatka
zwigzanego z RNA, zaleznego od dtugosci ciggu powtérzen CAG, nie dokonano
innych obserwacji pozwalajgcych okreslic jakie znaczenie dla tych interakcji ma
struktura drugorzedowa regionu powtérzen w RNA. Biatkiem o wielkosci zblizonej do
63-kD jest kinaza biatkowa zalezna od dwuniciowego RNA — PKR (69 kDa), ktorej
aktywacje zaobserwowano w wyniku wigzania do mRNA genu IT15 [Peel A. L. i wsp.
(2001)]. Kinaza PKR jest jednym z elementdéw inicjacji odpowiedzi interferonowej
komoérki na infekcje wirusowg. Po zwigzaniu dsRNA ulega autofosforylacji i stymuluje
aktywacje licznych szlakéw komérkowej odpowiedzi na stres wsrdd ktorych gtdwnym
jest apoptoza. Przeprowadzone badania aktywnosci tego enzymu w moézgach oséb
chorych na chorobe Huntingtona wykazaty jego podwyzszong aktywnos¢ w
regionach, ktore ulegajg zmianom w procesie patogenezy [Peel A. L. i wsp. (2001)].
Obserwacja braku korelacji pomiedzy iloscig zmutowanego biatka htt a poziomem
apoptozy komorek przy jednoczes$nie podwyzszonej aktywnos$ci PKR pozwala

sgdzi¢, ze za niektore aspekty patogenezy mogg by¢ odpowiedzialne oddziatywania
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RNA regionu powtorzen tréjnukleotydowych z biatkami komérkowymi, a szczegolnie
z PKR. Informacji o charakterze oddziatywah tego biatka z powtdérzeniami RNA
dostarczyty badania wigzania czynnikdéw biatkowych do ciggéw powtorzen CUG
ulegajgcych ekspansji w 3’ UTR genu DMPK [Tian B. i wsp. (2000)]. Minimalna liczba
powtorzen motywu CUG, ktore przyjmujg strukture spinki [Napierata M., Krzyzosiak
W. J. (1997)], konieczna do aktywacji kinazy zaleznej od dsRNA to 15 CUG, a
wydtuzanie ciggu powodowato wzrost aktywnosci enzymu [Tian B. i wsp. (2000)].
Znaczenie struktury utworzonej przez powtorzenia CUG w patogenezie dystrofii
miotonicznej polega na nadmiernym lub niespecyficznym wigzaniu biatek
prowadzgcym do zaburzenia ich komoérkowych funkcji regulacji takich proceséw jak
transkrypcja czy dojrzewanie mRNA, a w konsekwencji do zachwiania homeostazy
wewnatrzkomorkowej [Timchenko N. A. i wsp. (2001), Charlet-B. N. i wsp. (2002)].
Dla powtérzen CAG, a co bardziej istotne dla mRNA genu IT15, nie okreslono dotad
minimalnej liczby powtérzen koniecznej do aktywacji PKR. Warte podkreslenia jest
réwniez to, ze nie stwierdzono interakcji kinazy PKR z innymi transkryptami z grupy
TREDs zawierajgcymi powtorzenia CAG. Takze dla mRNA genu FMR1, w ktérym
ulegajacy ekspansiji trakt CGG zlokalizowany jest w regionie 5° UTR wykazano, ze
nie dochodzi do aktywacji PKR [Handa V. i wsp. (2003)] pomimo przyjmowania przez
powtdrzenia struktury spinki [Napierala M. i wsp. (2005)].

Wystepowanie w chorobie Huntingtona objawdw, ktérych nie mozna wyjasni¢
tylko zaburzeniem prawidtowej funkcji biatka sugeruje odgrywanie istotnej roli w
rozwoju choroby przez inny czynnik. Podobienstwo struktury regionu powtorzen jak i
wigzanie do niego tego samego czynnika biatkowego — PKR, obserwowane w
przypadku DM1 i HD pozwala na wysuniecie hipotezy, ze struktury spinki utworzone
przez region powtdrzen CUG w mRNA genu DMPK oraz oddziatujgce ze sobg trakty
CAG i CCG w mRNA genu IT15 spetniajg warunki konieczne do aktywacji szlaku
apoptozy komorek. Dotychczasowy brak informacji na temat aktywacji PKR przez
struktury spinki regionéw powtdrzen trojnukleotydowych w mRNA gendéw grupy
TREDs 2z wyjgtkiem transkryptébw DMPK i przypuszczalnie IT15, pozwala
przypuszczac, ze wiasciwosci struktury regionu powtérzen CAG i CCG mogg mieé
podobne znaczenie dla wigzania RNA — biatko jak struktura spinki powtérzen CUG.
Prawdopodobnie z powtérzeniami CAG mogg oddziatywaé inne biatka niz z
powtdrzeniami CUG. Zaobserwowano, ze wigzgce sie do dtugich ciggéw CUG biatka
MBNL (muscleblind) nie wigzg sie do ciggbw CAG [Kino Y. i wsp. (2004)].
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Stwierdzono takze, ze nie ulegajgce translacji dtugie ciggi powtorzen CAG majg
wiasciwosci toksyczne i wywotujg w organizmie myszy zmiany patologiczne zgodnie
z modelem zmiany funkcji RNA [Pan H. i wsp. Poster AJHG (2005)]. Obserwacja ta
sugeruje, ze takze w organizmie cztowieka ciggi powtorzen CAG mogg odgrywacé
istotng role w patogenezie chordb neurologicznych.

Uzyskane dotad informacje o strukturze i roli regionu powtérzeh CAG i CCG w
MRNA genu IT15 wskazujg na mozliwy udziat RNA w procesach patogenezy wedtug
uogolnionego dla wiekszosci TREDs mechanizmu zaktadajgcego toksycznosé
struktury RNA powtodrzen tréjnukleotydowych. Jednakze do precyzyjnego okreslenia
typu zaburzen wynikajgcych z wydtuzenia trzonu struktury spinki spowodowanego
ekspansjg powtorzen CAG konieczne jest zidentyfikowanie czynnikéw biatkowych
majgcych mozliwos¢ wigzania sie do niej. Poznanie biatek oddziatujgcych ze
strukturg powtoérzen i ich funkcji komorkowej pozwoli na okreslenie skutkow ich
konfiskaty z wtasciwych, fizjologicznych miejsc wigzania. Wiedza ta moze przyczynic
sie do opracowania metod leczenia, na przyktad poprzez uzupetnianie ilosci
czynnikéw biatkowych zwigzanych przez zmutowany RNA. Okreslenie struktury
regionu powtérzen trojnukleotydowych mRNA IT15 stanowi lepszg podstawe do
dalszych poszukiwan takich czynnikdw biorgcych przypuszczalnie udziat w

patogenezie choroby Huntingtona.
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5 Podsumowanie

W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono analize wystepowania w

ludzkim transkryptomie powtdrzen trojnukleotydowych. Eksperymentalnie zbadana

zostata struktura RNA powtorzen CAG i CCG wystepujgcych zarowno niezaleznie jak

i tacznie,

najpierw pozbawionych sekwencji otaczajgcych, a nastepnie we

fragmentach mRNA gendéw IT15 i AR. Ponadto, zanalizowano in silico strukture

fragmentéw mRNA zawierajgcych kilka, oddzielonych od siebie ciggéw powtorzen

trojnukleotydowych.

1. Genomowg baze sekwencji nukleotydowych GenBank przeszukiwano pod

katem wystepowania transkryptow zawierajgcych ciggi powtorzen 20

réznych motywéw tréjnukleotydowych sktadajgce sie z co najmniej 6

powtdrzen danego motywu. Ustalono, ze:

718 ciggow tréjnukleotydowych powtdrzen wystepuje w 619 roéznych
MRNA;

najczesciej wystepujgcymi motywami powtdrzonymi okazaty sie: CAG,
CGG, CCG, CUG, AGG i ACC stanowigce tgcznie 83%, natomiast ACG,
AUC, CUU, AGU, CGU i ACU nalezg do najrzadszych w transkryptomie;
wiekszos¢ ciggdéw powtdrzen wystepuje w otwartej ramce odczytu — ORF
(67%), mniej w regionie 5’ nie ulegajgcym translacji — 5’UTR (24%) i
najmniej w 3'UTR (9%);

powtdrzenia bogate w GC przewazajg w 5UTR, a bogate w AU sg
czestsze w 3'UTR;

biorgc pod uwage rozne dtugosci obydwu regiondow mMRNA nie
ulegajgcych translacji czestos¢ powtdrzen jest znacznie wyzsza w
sekwencjach 5’UTR, co moze swiadczy¢ o ich roli w regulacji translacji,
natomiast trakty wystepujagce w 3'UTR mogg odgrywaé role w regulacji
stabilnosci i lokalizacji komorkowej transkryptow;

wiekszos¢ sposrdéd zidentyfikowanych transkryptow (86%) zawiera
krotkie ciggi powtdrzen sktadajgce sie z 6 — 10 powtdrzonych jednostek,
transkrypty zawierajgce 11 — 20 powtorzonych jednostek stanowig 11%,
a te w ktoérych wystepujg ciggi zawierajgce ponad 20 powtdrzen tego

samego motywu sekwencji — tylko 2%;
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poréwnanie znanych funkcji gendow, ktérych mRNA zawierajg ciggi
trojnukleotydowe w stosunku do funkcji wszystkich poznanych gendw
wykazuje wiekszy udziat gendw zwigzanych z regulacjg procesow
sygnalizacji wewnatrz- i miedzykomoérkowej (z 28 do 39%) oraz
transkrypcjg i translacjg (z 24 do 34%), natomiast mniejszy udziat genow

regulujgcych metabolizm podstawowy (z 19 do 9%).

2. Analiza eksperymentalna struktury RNA powtdérzen CAG i CCG

pozbawionych naturalnego kontekstu sekwencji wykazata, ze:

przyjmujg one regularng strukture spinki, ktorej trzon jest zbudowany z
krotkich regionow sparowanych GC CG oddzielonych od siebie
pojedynczymi niesparowaniami odpowiednio AA i CC;

jesli w transkrypcie nie wystepujg oddziatujgce ze sobg sekwencje
oskrzydlajgce powtérzenia wtedy sekwencje (CAG)n i (CCG)n wykazujg
tendencje do przyjmowania kilku wariantowych utozen dgzgc do
utworzenia bardziej korzystnej termodynamicznie czteronukleotydowej
petli terminalnej;

wystepowanie u podstawy trzonu dodatkowego regionu sparowanego
utworzonego przez oddziatujgce ze sobg sekwencje oskrzydlajgce
zwieksza stabilno$¢ struktury spinki tworzonej przez powtorzenia
motywow CAG i CCG i okresla wielkos¢ petli terminalnej. Czgsteczki z
parzystg liczbg powtorzen charakteryzujg sie petlg czteronukleotydowa,
natomiast z  nieparzystg liczbg powtorzen  tworzg  petle

siedmionukleotydows.

3. Na podstawie wynikéw badan struktury fragmentow mRNA genu IT15

zwigzanego z chorobg Huntingtona stwierdzono, ze:

w obecnosci naturalnej sekwencji otaczajgcej nie obejmujacej ciggu CCG
powtorzenia CAG w liczbie 10 i 17 tworzg strukture typu spinki o budowie
trzonu i petli terminalnej zgodnej z opisang wczesniej dla czgsteczek

modelowych;
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e ciggi CAG i CCG zawierajgce takg samg liczbe powtérzen oddziatujg ze
sobg tworzac trzon struktury spinki, ktérej petle terminalng stanowi
odcinek sekwencji specyficznej rozdzielajgcej powtdrzenia;

e wieksza stabilnosS¢ trzonu spinki utworzonej przez powtorzenia CAG i
CCG wynika z mozliwosci wystgpienia niekanonicznych oddziatywan AC
pomiedzy krotkimi regionami sparowanymi GC CG;

e zmiana liczby powtdrzen CCG w ciggu powoduje zmiane dtugosci trzonu
struktury zbudowanego z obu rodzajow powtorzen;

e _nadmiarowe” powtorzenia CAG nie oddziatujgce z krotszym ciggiem
powtorzen CCG w mRNA genu IT15 przyjmujg strukture spinki o
architekturze typowej dla tego typu powtorzen, ktorej trzon stanowi
przedituzenie struktury regionu oddziatywan CAG — CCG;

e struktura utworzona przez same powtdrzenia CAG jest stabilizowana
przez trzon CAG - CCG;

e w przypadku mutacyjnie wydtuzonego ciggu CAG w strukturze dochodzi
do wydtuzenia trzonu tworzonego przez same powtdrzenia CAG bez
zmiany oddziatywania ich czesci z powtérzeniami CCG i sekwencjg
rozdzielajgcg;

e specyficzne sekwencje otaczajgce przyjmujg strukture niezalezng od
zmian liczby powtorzen trojnukleotydowych;

e mozna przypuszczac, ze znaczne wydtuzenie trzonu struktury spinki w
wyniku ekspansji powtorzen CAG oraz jej stabilizacja przez
oddziatywanie z wystepujgcym w bezposrednim sgsiedztwie traktem
CCG moze by¢ toksyczne dla komorki, gdyz moze powodowac
nadmierne wigzane przez takg strukture RNA niezidentyfikowanych

dotad czynnikdw biatkowych.

Badania struktury regionu polimorficznego ciggu powtérzen CAG i
sgsiadujgcego z nim krétkiego szeregu (CAG)6 wystepujagcych w mRNA
genu AR zwigzanego z rdzeniowo — opuszkowym zanikiem miesni wykazaty,
ze:

e dwa ciggi powtorzen CAG w mRNA genu AR nie oddziatujg ze sobg;
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polimorficzny cigg CAG genu AR przyjmuje w mRNA strukture spinki
typowa dla tego typu sekwencji. Jest ona stabilizowana przez znajdujacy
sie u jej podstawy region podwojnoniciowy tworzony przez fragment
sekwencji specyficznej 5 sktadajgcy sie z trzech powtérzen CUG
komplementarnych do ostatnich powtérzen ciggu CAG;

zmiany liczby powtérzen motywu CAG w mRNA genu AR powodujg
jedynie zmiany dtugosci trzonu tworzonej przez nie struktury spinki;
mozna przypuszczac, ze znaczne wydtuzenie trzonu struktury spinki w
wyniku ekspansji powtdérzen CAG moze powodowac jej udziat w
procesach patogenezy analogicznych do postulowanych dla transkryptu
IT15.

Na podstawie analiz bioinformatycznych obejmujgcych takze przewidywania

in silico struktury fragmentéw transkryptéw, w ktoérych zaobserwowano

obecnos¢ kilku ciggdéw powtorzen trojnukleotydowych stwierdzono, ze:

wystepowanie w sekwencji mRNA sgsiadujgcych ze sobg ciggow
trojnukleotydowych jest zjawiskiem dos¢ powszechnym w transkryptomie
cztowieka;

blisko potowa mRNA tej grupy zawiera ciggi powtorzen ztozone z tego
samego rodzaju powtarzajgcego sie motywu;

czestos¢ wystepowania poszczegolnych typow powtorzen wsrod mRNA
zawierajgcych kilka ciggow powtdrzen nie odbiega od obserwowanej w
catym transkryptomie;

mozliwos¢ oddziatywania ze sobg regionow powtdrzen
trojnukleotydowych zalezy od sekwencji powtarzajgcych sie motywow
oraz od wiasciwosci ich sekwencji otaczajgcych i struktury przez nie

przyjmowanej.
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6 MATERIALY

6.1 Material biologiczny

Materiatem wyjsciowym do badan byt DNA izolowany z leukocytow krwi
obwodowej osob zdrowych pochodzacy z banku probek genomowego kwasu
deoksyrybonukleinowego, ktérym dysponuje Pracownia Genetyki Nowotworéw IChB
PAN w Poznaniu. Preparaty DNA osob chorych na chorobe Huntingtona i rdzeniowo
— opuszkowym zanik miesni uzyskano dzieki wspoétpracy z Klinikg Neurologii
Akademii Medycznej w Poznaniu. Wybrane do badan preparaty pochodzity od osob,

ktore wyrazity Swiadomg zgode na wykorzystanie ich DNA do badan.

6.2 Wazniejsze odczynniki chemiczne i biochemiczne.

o Agaroza (Sigma)

. Agaroza Metaphore (Serva)

. Akryloamid (Serva)

o Bisakryloamid (Serva)

. Bromek etydyny (Serva)

. Chlorek magnezu (Serva)

o Chlorek potasu (Serva)

. Chlorek sodu (Serva)

o Chloroform cz. d. a. (POCh Gliwice)
. DMSO (Serva)

. dNTP (Promega)

. DTT (Epicentre Technologies)
. EDTA (Serva)

J Etanol (Polmos Poznan)

o Fenol (Aldrich - Chemie)

o Formamid (Fluka)

J Glicerol (Merck)

o Guanozyna (Pharma Waldhof)
. Izopropanol (POCh Gliwice)
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o Kwas borowy cz. d. a. (POCh Gliwice)

o Kwas solny (Fluka)

o Kwas octowy lodowaty (Aldrich - Chemie)

o Mocznik cz. d. a. (POCh Gliwice)

o Nadsiarczan amonu - APS (Serva)

. NTP (Promega)

o Octan potasu (Serva)

J Octan sodu (Serva)

o Octan otowiu (Serva)

o Sacharoza (Serva)

o SDS (Serva)

. Siarczan cynku (Serva)

. Stains — all (Serva)

. TEMED (Serva)

. Tris (Sigma)

o Wodorotlenek sodu (POCh Gliwice)
6.3 Enzymy

Kinaza polinukleotydowa faga T4 10000 U/ml (New England Biolabs)
Nukleaza S1 150000 U/ml (Amersham)

Polimeraza RNA faga T7 200 U/ul (Epicentre Technologies)
Polimeraza RNA faga T7 200 U/ul (Ambion)

Polimeraza Tag DNA 5 U/ul (Promega)

Rybonukleaza T1 10000 U/ml (Pharmacia)

Rybonukleaza T2 20 U/ul (Invitrogen)

Rybonukleaza V1 0,1 U/ul (Ambion)
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6.4 Bufory.

6.4.1 TBE 10 x stezony pH 8.3.

890 mM Tris — HCI
890 mM kwas borowy
20 mM EDTA

6.4.2 TB 10 x stezony pH 8.3.

890 mM Tris — HCI
890 mM kwas borowy

6.4.3 Bufor do rybonukleazy T1 2 x stezony.

20 mM cytrynian sodu pH 4.5
1mM EDTA

7M mocznik

6.4.4 Bufor Mg 10 do denaturacji / renaturacji RNA 10 x stezony.

100 mM Tris — HCIl pH 7.2
400 mM NacCl
100 mM MgCl2

6.4.5 Bufor Mg 1 do denaturacji / renaturacji RNA 10 x stezony.

100 mM Tris = HCIl pH 7.2
400 mM NacCl
10 mM MgCl2
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6.4.6 Bufor Mg 1/ K do denaturacji / renaturacji RNA 10 x stezony.

100 mM Tris — HCIl pH 7.2
1350 mM KClI
150 mM NacCl
10 mM MgCl2

6.4.7 Bufor do analiz wtasciwosci termodynamicznych 10 x stezony.

100 mM Tris — HCIl pH 7.2
400 mM NacCl

6.4.8 Bufor do ekstrakcji DNA z agarozy Metaphore.

20 mM Tris — HCI pH 8.0
1 mM EDTA pH 8.0

6.4.9 Bufory dostepne komercyjnie.
Bufor do polimerazy DNA Taq 10 x stezony (Promega).

Bufor do transkrypcji in vitro 10 x stezony (Epicentre Technologies).
Bufor do kinazy polinukleotydowej faga T4 10 x stezony (New England
BioLabs).

6.5 Roztwory.

6.5.1 Elu RNA do elucji RNA z zelu poliakryloamidowego.

0,3 M octan sodu
0,5 M EDTA
0,1% (w/0) SDS

6.5.2 Octan sodu.
3 M CH3COONa pH 5.2
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6.5.3 Roztwdr formamidowy do hydrolizy RNA.
0,5 mM MgCl2 w 100% formamidzie

6.5.4 "Stains — all" (Serva) - roztwor do barwienia RNA / DNA w zelach

akryloamidowych.

a) roztwér podstawowy (0,1%) uzyskany przez rozpuszczenie
100 mg barwnika w 100 ml formamidu
b) roztwor roboczy (0,005%)
10 ml roztworu podstawowego
10 ml formamidu
50 ml izopropanolu
1 ml3 M Tris — HCI pH 8.8
uzupetniony do 200 ml H20

6.5.5 Octan otowiu do hydrolizy RNA.
20 mM Pb(CHsCOO): (Serva)

6.5.6 Roztwor obcigzajgcy do nakfadania probek na zele agarozowe 6x
stezony.

30% (w/0) glicerol

10 mM EDTA

6.5.7 Roztwor obcigzajgcy do naktadania prébek na niedenaturujgce zele
poliakryloamidowe 5 x stezony.

14 % (w/o) sacharoza

10 mM Tris — HCI pH 8.0

0,4 % (w/o) btekit bromofenolowy (BB)

0,4 % (w/o) fiolet ksylenowy (XC)
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6.5.8 Roztwor UED do naktadania probek na denaturujgce zele

poliakryloamidowe 2 x stezony.

7.5 M mocznik

5 mM EDTA

0,04 % (w/o) btekit bromofenolowy (BB)
0,04 % (w/0) fiolet ksylenowy (XC)

6.5.9 Roztwér formamidowy do nakfadania probek na denaturujgce zele
poliakryloamidowe 2 x stezony.

95 % (o/o) formamid

5mM EDTA

0,04 % (w/0) btekit bromofenolowy (BB)

0,04 % (w/0) fiolet ksylenowy (XC)

Odczynniki do cyklicznego sekwencjonowania DNA.

Do cyklicznego sekwencjonowania DNA wykorzystywano komercyjnie

dostepny zestaw "Femtomol Sequencing Kit" (Promega).

6.7

6.8

Standardy do oznaczania wielkosci fragmentéw DNA.

6.7.1 Do analiz w zelach agarozowych stosowano 1 Kb DNA Ladder
(Gibco BRL).

6.7.2 Do analiz w Zzelach poliakryloamidowych stosowano produkt

sekwencjonowania DNA faga M13mp18 (USB).

Zwiazki promieniotworcze.

Do radioizotopowego znakowania badanych czgsteczek wykorzystywano
[y - 3°P] ATP (Amersham) o aktywnosci 5000 Ci/mmol.
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Zele.

6.9.1

a)

b)

6.9.2

b)

6. MATERIALY

Zele agarozowe.

Do analizy produktéw PCR uzywano zwykle 1% zelu agarozowego z
1 x stezonym buforem TBE. Do 100 ml zelu dodano 5 pl bromku
etydyny (10 mg/ml) w celu uwidocznienia DNA.

Do oczyszczania produktow PCR stosowano 1,5% agaroze
Metaphore w 0.5 x stezonym buforze TBE. Stezenie bromku

etydyny w zelu byto takie jak podano wyzej.

Zele poliakryloamidowe.

Zele denaturujace.
Roztworem podstawowym byt 20% roztwér akryloamidu i
bisakryloamidu zmieszanych w stosunku wagowym 19:1 oraz 7,5 M
mocznik rozpuszczone w buforze 1 x TBE. Zele o wymaganym
stezeniu uzyskiwano poprzez zmieszanie roztworu podstawowego z
7,5 M mocznikiem (w 1 x TBE) w nastepujgcych proporcjach
(podano na 80 ml zelu):
6% 24 ml roztworu podstawowego i 56 ml roztworu mocznika

10% po 40 ml kazdego z roztworow

12% 48 ml roztworu podstawowego i 32 ml roztworu mocznika.
W celu zainicjowania polimeryzacji do mieszaniny Zzelujgcej
dodawano nastepujgce katalizatory: 600ul 10%  roztworu
nadsiarczanu amonu i 50ul TEMED — u na 80 ml zelu.
Zele niedenaturujgce.
Podstawowym  Zelem  niedenaturujgcym  stosowanym w
przeprowadzonych badaniach byt Zzel 10%, stosunek akryloamidu i
bisakryloamidu (49:1) w buforze 0,5 x TB. Czes¢ eksperymentow
wykonano z zastosowaniem zeli 8% (29:1) w buforze 1x lub 0,5x
stezonym.
Poza  buforami  standartowymi do  przygotowania  Zeli
niedenaturujgcych stosowano tez bufory o sktadzie takim jak bufory
do denaturacji / renaturacji (6.4.4, 6.4.5, 6.4.6)
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W celu polimeryzacji dodawano takie same ilosci katalizatorow jak w

przypadku denaturujgcych zeli poliakryloamidowych.

6.10 Syntetyczne oligodeoksynukleotydy.

Syntetyczne oligonukleodyty stosowane byty jako startery w amplifikacji DNA

metodg PCR prowadzgcej miedzy innymi do uzyskania matryc do transkrypciji

in vitro. Syntetyzowano je w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN oraz zamawiano
w firmie MWG - Biotech GmbH lub Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

Ich sekwencje i dlugosci podano w tabeli 6.1.

Tabela 6.1 Syntetyczne oligodeoksynukleotydy. F — starter ,forward”’; R — starter ,rewerse”;

podkreslono sekwencje promotora polimerazy RNA faga T7.

L.p. Oznaczenie Oligodeoksynukleotyd (5' — 3') Dtugosc (nt)
1. |Had 1 (F) GGACGCCCTGGAAAAGCTGATGA 23
2. |Had 1717 (F) TAATACGACTCACTATAGGACGCCCTGG 40

AAAAGCTGATGA
3. |Had 2 (R) TGAGGCAGCAGCGGCTGT 18
4. |B1(F) AGCAGCAGCAGCAACAGCC 19
5. |C1(R) CGGCGGTGGCGGCTGTTG 18
6. |M13 (F) TTCCCAGTCACGACGTT 17
7. |AR1 (F) TGCGCGAAGTGATCCAGAA 19
8. |AR2 (R) CTTGGGGAGAACCATCCTCT 20
9. |AR1T7 (F) TAATACGACTCACTATAGGCGCGAAGTG 37
ATCCAGAA

10. |T7GG TAATACGACTCACTATAGG
11. |CAG17 (CTG)17CCTATAGTGAGTCGTATTA 70
12. |CAG17 _cl GGCCC(CTG)17GGGCCTATAGTGAGTCG 76

TATTA
13. |CAGL16_cl GGCCC(CTG)16GGGCCTATAGTGAGTCG 73
TATTA

14. |CCG17 (CGG)17CCTATAGTGAGTCGTATTA 70

15. |CCG17_cl GGCCC(CGG)17GGGCCTATAGTGAGTCG 76
TATTA

16. |GCC17 _cl GGCCC(GGC)17GGGCCTATAGTGAGTCG 76
TATTA

17. | (CAG)20 (CTG)20CCTATAGTGAGTCGTATTA 79
18. |(CAG)10(CCG)10 | (CGG)1o(CTG)10CCTATAGTGAGTCGTATT 79

A
19. |(CCG)20 (CGG)20CCTATAGTGAGTCGTATTA 79
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Wazniejsza aparatura stosowana w pracy.

Aparat do elektroforezy agarozowej (Gibco BRL model Horizon 58)

Aparat do elektroforezy w zelu poliakryloamidowym (Gibco BRL model S2)
Aparat do elektroforezy pionowej (Kucharczyk)

Kasety do autoradiografii (Sigma) z ekranem wzmacniajgcym (DUPONT)
Licznik scyntylacyjny (Beckmann B-mate II)

pH - metr (Fisher)

Speed-vac SC (Savant)

Spektrofotometr (UV / VIS Perkin Elmer model Lamdba Bio 10)
Spetrometr Beckmann DU 640 z urzgdzeniem kontrolujgcym temperature
Suszarka do zeli poliakryloamidowych (Biorad model 583)

Termocykler (Perkin Elmer Model 480)

Termocykler (Perkin ElImer System 9600)

Termocykler (Perkin ElImer System 9700)

Termomikser (Eppendorf model 5436)

Wiréwka (Eppendorf model 5402)

Zasilacz do elektroforezy niskonapieciowej (Gibco BRL model 200)
Zasilacz do elektroforezy wysokonapieciowej (Pharmacia model EPS
3500)

Phosphorlmager ,Typhoon” (Amersham Pharmacia)
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7.1  Amplifikacja fragmentéw genu metoda PCR.

7.1.1 PCR ze starterami nie znakowanymi radioizotopowo.

Skfad mieszaniny reakcyjnej na 10 reakcji w objetosci 10 ul przedstawiono w
tabeli 7.1.
Do probowek na 200ul podano po 9ul mieszaniny reakcyjnej oraz 1ul (100ng)
genomowego DNA.
Reakcje amplifikacji fragmentow genu IT15 prowadzono w nastepujgcych
warunkach:
95°C 10 min. wstepnej denaturacji
35 cykli:
95°C/20 s denaturacja
60°C/20 s hybrydyzacja starteréw
72°C/45 s wydtuzanie starteréw

72°C/10 min. koncowe wydtuzanie.

Tabela 7.1. Skfad mieszaniny reakcyjnej PCR ze starterami nie znakowanymi radioizotopowo (na

100ul mieszaniny reakcyjnej).

Objetosé Odczynnik Stezenie koncowe
59,5ul H20 (dejonizowana) -
10ul 10x stezony bufor do PCR 1x
2ul dATP 200uM
2ul dCTP 200uM
2ul dGTP 200uM
2ul dTTP 200uM
1ul Starter “forward” 100uM
1ul Starter “rewerse” 100 uM
10ul DMSO 10%
0,5ul Polimeraza Taq 2,5U/100yul
o0ul Suma
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Reakcje amplifikacji fragmentdw genu AR prowadzono w nastepujgcych
warunkach:
95°C 5 min. wstepnej denaturacji
30 cykili:
95°C/10 s denaturacja
57°C/10 s hybrydyzacja starteréw
72°C/20 s wydtuzanie starterow

72°C/10 min. koncowe wydtuzanie.

Po zakonczeniu procedury amplifikacji DNA do 10ul mieszaniny poreakcyjnej
dodawano 2ul roztworu obcigzajgcego do naktadania na zel agarozowy (6.5.6) i
catos¢ nanoszono na 1% zel agarozowy z bromkiem etydyny (6.9.1). Elektroforeze
prowadzono pod napieciem 100V przez 20 minut. Obecnos¢ produktu reakciji

obserwowano w sSwietle UV.

7.1.2 PCR ze starterami znakowanymi radioizotopowo na koncu 5’.

PCR ze starterem znakowanym radioizotopowo przeprowadzano w celu
okreslenia doktadnej dtugosci fragmentdw genu powstajgcych na matrycy réznych
alleli oraz w celu rozdzielenia ich w wypadku uzycia heterozygotycznego

genomowego DNA jako matrycy.

7.1.2.1 Znakowanie starteréw na koncu 5’.

Do przeprowadzenia reakcji znakowania radioizotopem konca 5’ startera

,forward” sporzgdzono mieszanine o sktadzie przedstawionym w tabeli 7.2.

Tabela 7.2. Sktad mieszaniny reakcyjnej znakowania starteréw na kohcu 5 (na 10ul mieszaniny

reakcyjnej).
Objetosc Odczynnik Stezenie koncowe
6,5ul H20 (dejonizowana) -
1ul Starter *forward” 10uM
1pl 10x stezony bufor do kinazy
0,5ul [y-32P] ATP 5 uCi
1l Kinaza polinukleotydowa 10U
faga T4
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Mieszanine inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 minut. Nastepnie

inaktywowano enzym 10 min. w 80°C.

7.1.2.2 Reakcja amplifikacji fragmentéw DNA z

wykorzystaniem starterow znakowanych radioizotopowo.

Amplifikacje DNA przeprowadzano w sposéb opisany w rozdziale 7.1.1 z tym,
ze zamiast startera ,forward” podano cato$¢ mieszaniny (10ul) po reakcji znakowania
(7.1.2.1) co spowodowato koniecznos¢ zmniejszenia objetosci wody do 49,5ul.

Po reakcji do kazdej probdwki z mieszaning poreakcyjng dodano 100l
formamidowego roztworu do naktadania na zele poliakryoamidowe (6.5.9) i po 3
minutowej denaturacji w 95°C pobrano 3ul w celu natozenia na 6% zel
poliakryloamidowy / 7,5 M mocznik (6.9.2a). Jako standard diugosci wykorzystano
produkt sekwencjonowania DNA faga M13mp18.

7.1.2.3 Przygotowanie zelu poliakryloamidowego i

elektroforeza.

Piyty szklane o wymiarach 42 na 34 cm umyto oraz sptukano etanolem i
rozdzielono przektadkami o grubosci 0,4 mm. Po dodaniu zwigzkdéw katalizujgcych
polimeryzacje (nadsiarczanu amonu i TEMEDu) roztwér akryloamidu wylano miedzy
ptyty i uformowano grzebieniem kieszonki. Po spolimeryzowaniu i usunieciu
grzebienia przeptukano kieszonki 1x stezonym buforem TBE. Przed natozeniem
prébek zel poddano preelektroforezie prgdem o napieciu 1500V i natezeniu 45mA
przez 45 minut. Elektroforeze prowadzono przez 2 — 5 godzin w zaleznosci od
dtugosci rozdzielanych fragmentéw w warunkach 40mA/2000V. Po zakonczeniu
rozdzielania fragmentow DNA Zele przenoszono z ptyty na bibute Whatman 3MM,
przykrywano folig i suszono 45 minut do 1 godziny w suszarce do zeli. Suchy zel po
przyklejeniu fluorescencyjnych znacznikdw (Stratagene) przyktadano do kliszy
rentgenowskiej, ktorg naswietlano 12 — 24 godzin w kasecie z ekranem

wzmacniajgcym w — 70°C.
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7.1.2.4 Elucja produktéw PCR z Zelu poliakryloamidowego w
celu uzyskania homogennych fragmentéw gendéw IT15 lub
AR, ktérych uzywano jako matryc do reamplifikacji.

Po zakonczeniu autoradiografii z Zzelu poliakryloamidowego sterylnym
skalpelem wycieto fragmenty zawierajgce produkty PCR na podstawie obrazu na
kliszy. Fragmenty Zelu umieszczone w probowkach Eppendorf o pojemnosci 1,5ml
zalano 250ul sterylnej dejonizowanej wody w celu eluowania z nich DNA. Elucje
prowadzono przez 12 godzin. Po zwirowaniu znad fragmentow zelu zebrano 200ul
roztworu, ktéry uzywano nastepnie jako matrycy do reamplifikacji. Roztwor

przechowywano w — 20°C.

7.2  Cykliczne sekwencjonowanie DNA.

Produkt cyklicznego sekwencjonowania DNA faga M13mp18 byt stosowany
jako wzorzec pomocny w okresleniu dtugosci fragmentow alleli genu IT15 lub AR

rozdzielanych w zelach poliakryloamidowych.

7.2.1 Znakowanie na koncu 5’ startera M13 uzywanego w reakcji

sekwencjonowania.

Skfad mieszaniny reakcyjnej przedstawiony zostat w tabeli 7.3.
Reakcje znakowania przeprowadzano w warunkach opisanych w rozdziale
7.1.2.1.

Tabela 7.3. Sktad mieszaniny reakcyjnej do znakowania na koncu 5 startera M13 uzywanego w

reakcji sekwencjonowania faga M13 (na reakcje w objetosci 10ul).

Objetos¢ Odczynnik Stezenie koncowe
5,5ul H20 (dejonizowana) -
2pl Starter M13 10uM
1yl 10x stezony bufor do kinazy 1x
0,5ul [y-32P] ATP 5uCi
1ul Kinaza polinukleotydowa 10U
faga T4
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7.2.2 Cykliczne sekwencjonowanie DNA faga M13.

Po wyznakowaniu startera (rozdziat 7.2.1) przygotowano mieszanine
reakcyjng (sktad w tabeli 7.4), ktérg nastepnie podzielono na cztery czesci po 8ul.
Kazdg z nich umieszczono w oddzielnej probowce (o pojemnosci 200ul) oznaczonej
A, C, G lub T. Do probéwek podano takze po 2ul mieszaniny terminujgcej
(ddNTP/dNTP w odpowiednim stosunku).

Reakcje prowadzono w warunkach:

95°C/3 min wstepna denaturacja
20 cykili:
90°C/10 s denaturacja
60°C/10 s hybrydyzacja i wydituzanie startera.

Po zakonczeniu reakcji do kazdej proboéwki dodano 3ul roztworu STOP. Po 3
minutach denaturacji w 95°C pobrano po 3ul i naktadano na 6% zel
poliakryloamidowy / 7,5 M mocznik (6.9.2a). Elektroforeze prowadzono zgodnie z

opisem w rozdziale 7.1.2.3.

Tabela 7.4. Sktad mieszaniny reakcyjnej cyklicznego sekwencjonowania faga M13 (na reakcje w

objetosci 10ul).

Objetosc¢ Odczynnik Stezenie koncowe
1ul H20 (dejonizowana) -
5ul znakowany starter M13 10uM
5ul 5x stezony bufor do 1x
sekwencjonowania
5ul DNA 200ng
1ul polimeraza Taq 5U

7.3 Reamplifikacja fragmentéw genéw IT15 i AR na matrycy produktow
PCR.

Reakcje reamplifikacji fragmentéw genow IT15 i AR przeprowadzano w takich
samych warunkach jak reakcje opisane w rozdziale 7.1.1. Réznica polegata na tym,
ze zamiast genomowego DNA jako matrycy uzywano roztworu uzyskanego po elucji
(7.1.2.3) w ilosci 10ul na 10 pl reakcji. Produkty analizowano w zelu agarozowym

zgodnie procedurg stosowang w przypadku amplifikacji (rozdziat 7.1.1).
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7.4 Reamplifikacja ze starterami zawierajgcymi promotor polimerazy
RNA faga T7.

Fragmenty gendéw IT15 i AR uzyskane wedlug procedury opisanej w
rozdziatach 7.1 i 7.3 poddano reamplifikacji ze starterami odpowiednio Had 1 T7 i
Had 2 oraz AR1 T7 i AR2 (tabela 6.1). Stosowano takie warunki reakcji jak w
przypadku amplifikacji (rozdziat 7.1.1). Startery Had 1 T7 oraz AR T7 posiadaty na
koncu 5 promotor polimerazy RNA faga T7. Produkty PCR powstate z
wykorzystaniem takich zestawéw starteréw byly matrycg do transkrypcji in vitro w
celu uzyskania fragmentéw mRNA eksonu 1 gendw IT15 i AR zawierajgcych ciggi

powtorzen tréjnukleotydowych.

7.5 Oczyszczanie matryc do transkrypciji in vitro.

Produkty reamplifikacji z zastosowaniem starteréw zawierajgcych promotor
polimerazy RNA faga T7 rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym o obnizonej
temperaturze topnienia (agaroza Metaphore 6.1.9b). Po trwajgcej 45 minut
elektroforezie prowadzonej pod napieciem 100V wycinano fragment zelu zawierajgcy
produkt PCR. Po umieszczeniu w 250ul buforu do ekstrakcji DNA z agarozy (6.7.4)
ogrzewano go w 75°C przez 6 minut wytrzgsajgc w celu utatwienia elucji DNA. Po
schtodzeniu do temperatury 25°C roztwor ekstrahowano réwng objetoscig fenolu o
pH 8.0 silnie wytrzgsajgc przez minute. Oddzielong od warstwy fenolowej przez 10
minutowe wirowanie warstwe wodng poddawano nastepnie dwukrotnie ekstrakciji
chloroformem prowadzonej w takich samych warunkach jak opisano wcze$niej.
Uzyskany wodny roztwér DNA poddano precypitacji trzema objetosciami 96%
etanolu w obecnosci 0,3 M octanu sodu o pH 5.2 (6.5.2) przez 30 min. do 12 godzin
w temperaturze — 70°C. Po zwirowaniu, dwukrotnym przemyciu 70% etanolem osad
wysuszono i rozpuszczono w 10 — 50ul H20 uzyskujgc matryce DNA do transkrypciji

in vitro.

7.6 Przygotowanie syntetycznych matryc do transkrypcji in vitro.

Oligomery (tabela 6.1) zawierajgce sekwencje komplementarng do transkryptu
i regionu promotorowego dla polimerazy RNA faga T7 na koncu 3’ zostaty poddane

oczyszczaniu na zelu poliakryloamidowym (analogicznie do procedury oczyszczania
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transkryptow uzyskanych in vitro). Podwadjnoniciowe czgsteczki DNA uzyskano na
drodze dwuetapowej reakcji wydtuzania startera. 200pmoli oczyszczonego oligomeru
oraz 1mmol oligomeru T7GG zostato zawieszone w komercyjnym buforze do PCR
wraz z tréjfosforanami deoksyrybonukleotydow A, C, G, T w stezeniu 200uM kazdy i
polimerazg DNA Taq (0,5U na 100ul reakcji). Mieszanina ta byta inkubowana przez
50 cykli w warunkach 94°C/15s i 45°C/15s. Po zakonczeniu reakcji jej produkty
zostaty oczyszczone przy uzyciu filtrw Microcon YM30 (Millipore) zgodne z

procedurg zalecang przez producenta.

7.7  Transkrypcjain vitro.

Matrycg w reakcji byty przygotowane w sposob opisany w rozdziatach 7.4 1 7.5
fragmenty DNA z dodang sekwencjg promotora polimerazy RNA faga T7 Ilub
chemicznie syntetyzowane oligonukleotydy poddane hybrydyzacji w celu uzyskania
regionéw dwuniciowych (rozdziat 7.6) . Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w
tabeli 7.5.

Guanozyne, ktérg stosowano w celu umozliwienia znakowania konca 5’
powstatych fragmentow RNA bez koniecznosci ich wczesniejszej defosforylacii,
dokfadnie rozpuszczano ogrzewajgc 3 minuty w temperaturze 65°C przed podaniem

do mieszaniny reakcyjnej.

Tabela 7.5. Sklad mieszaniny reakcyjnej transkrypcji in vitro (na 50ul mieszaniny reakcyjnej).

Objetosé Odczynnik Stezenie koncowe

3,5ul H20 (dejonizowana) -

10yl Matrycy DNA 0,5-1,5uM
10ul 5x stezony bufor do 1x

transkrypcji

5ul DTT 10mM
1,25ul 100mM ATP 2,5mM
1,25ul 100mM CTP 2,5mM
1,25ul 100mM GTP 2,5mM
1,25ul 100mM UTP 2,5mM
15yl 10mM guanozyna 3mM
1,5pl Polimeraza RNA faga T7 300U
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Transkrypcje prowadzono 5 godzin w temperaturze 37°C. Po jej zakonczeniu
do 2ul mieszaniny poreakcyjnej dodawano 3ul H20 i 1ul roztworu obcigzajgcego do
naktadania probek na zele agarozowe (6.5.6) i analizowano w 1% zelu agarozowym

w warunkach opisanych w rozdziale 7.1.1.

7.8  Oczyszczanie transkryptu w zelu poliakryloamidowym i elucja RNA.

RNA po transkrypcji in vitro strgcono jak opisano wczesniej trzema
objetosciami 96% etanolu w obecnosci 0,3M octanu sodu o pH 5.2 (6.5.2) przez 0,5
do 12 godzin w temperaturze — 70°C. Po zwirowaniu i dwukrotnym przemyciu 70%
etanolem wysuszony osad rozpuszczono w 15ul H20 oraz 15ul roztworu UED
(6.5.8). W celu oczyszczenia transkryptu tak przygotowany roztwér natozono na 6%
lub 10% (w zaleznosci od dtugosci oczyszczanej czgsteczki) zel poliakyloamidowy /
7,5M mocznik (6.9.2a) o grubosci 1 mm. Elektroforeze prowadzono przez 2 — 4
godzin w warunkach 1500V/40mA. Fragmenty zelu zawierajgce produkty transkrypcji
wybarwione w wyniku 30 do 60 minutowej inkubacji w roztworze "Stains — All”
(6.5.4b) wycieto. RNA eluowano z zelu poliakryloamidowego 250ul roztworu Elu RNA
(6.5.1) przez 3 — 12 godzin w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu elucji RNA,
dokfadnie zebrano roztwér znad fragmentéw zelu i poddano precypitacji 750ul 96%
etanolu. Osad uzyskany po zwirowaniu przechowywano w temperaturze — 70°C,

rozpuszczano w wodzie bezposrednio przed reakcjg znakowania.

7.9 Znakowanie radioizotopem konca 5’ transkryptu.

Reakcje znakowania prowadzono inkubujgc mieszanine, ktorej sktad podano
w tabeli 7.6 w temperaturze 37°C przez 10 minut. Zakonczano jg dodajgc 10l
roztworu UED (6.5.8) i produkt oczyszczano w zelu poliakryloamidowym jak opisano
w rozdziale 7.7. Po elektroforezie na zelu umieszczono fluorescencyjne znaczniki
(Stratagene) i przytozono klisze rentgenowskg na 1 — 5 minut. Po wywofaniu
autoradiogramu wycieto z zelu fragmenty zawierajgce znakowany radioizotopem
transkrypt, ktéry nastepnie eluowano wedtug procedury opisanej w rozdziale 7.7. Po
zakonczeniu elucji RNA poddano precypitacji przeprowadzonej zgodnie ze
schematem zawartym w rozdziale 7.7. Na kazdym etapie, poczawszy od wyciecia

fragmentu zelu dokonywano pomiaru poziomu radioaktywnosci za pomocg licznika
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scyntylacyjnego. Po zakonczeniu catej procedury uzyskiwano 0,65 — 25 x 10° cpm

znakowanego RNA.

Tabela 7.6. Sktad mieszaniny reakcyjnej do znakowania na koncu 5 czasteczek RNA uzyskanych

droga transkrypcji in vitro (na 20ul mieszaniny reakcyjnej).

Objetos¢ Odczynnik Stezenie koncowe
12ul Transkrypt rozpuszczony w -
H20 (dejonizowanej)
2ul 10x stezony bufor do kinazy 1x
3ul [y-32P] ATP 30uCi
1pl Kinaza polinukleotydowa 10U
faga T4

7.10 Analiza RNA w zelach niedenaturujacych.

Czasteczki RNA analizowano w 8% i 10% zelach niedenaturujgcych (6.9.2b) o
grubosci 0,4 mm lub 1 mm i wymiarach 150mm x 150mm. Przed natozeniem na zel
do roztworu RNA zawieszonego w buforze do denaturacji / renaturacji (6.4.4, 6.4.5,
6.4.6) dodawano roztwér obcigzajgcy do naktadania prébek na niedenaturujgce Zele
poliakryloamidowe (6.5.7). Elektroforeze prowadzono przez 4 — 6 godzin przy mocy
pradu 10 W.

7.11 Hydroliza czgsteczek RNA sondami strukturalnymi

Z roztworu wodnego oczyszczonych znakowanych na koncu 5 czgsteczek
RNA o okreslonej aktywnosci pobierano porcje stanowigce substrat do reakcji,
ktorych produkty uzywane byly jako znaczniki dtugosci (rozdziaty 7.12.1 i 7.12.2) w

czasie elektroforetycznej analizy produktow reakcji hydrolizy RNA z sondami

Tabela 7.7 Sktad mieszaniny poddawanej procedurze denaturacji i renaturacji przed reakcjami RNA z

sondami strukturalnymi (na 10 reakcji).

Objetos¢ Odczynnik
10ul Znakowany RNA
11l 10x stezony bufor do denaturaciji / renaturaciji
(3.4.4 lub 3.4.5 lub 3.4.6)
34ul H20 (dejonizowana)
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strukturalnymi (rozdziat 7.12.3). Pozostatg wiekszg cze$¢ RNA wykorzystywano do
przygotowania mieszaniny reakcyjnej (jej sktad przedstawiono w tabeli 7.7), ktorg
poddawano wstepnej procedurze denaturacji / renaturacji, polegajacej na ogrzewaniu
w temperaturze 75°C przez 3 minuty a nastepnie inkubacji 10 minut w temperaturze
37°C. Standardowym buforem do denaturacji / renaturacji byt bufor Mg1 (6.4.5)
zawierajgcy 1mM MgClz2, natomiast bufory Mg10 (6.4.4) i Mg1/K (6.4.6) stosowano w
celu okreslenia wptywu zmienionych warunkéw Srodowiska na badang strukture
czgsteczki RNA.
Reakcje hydrolizy przeprowadzano dodajgc do 5ul mieszaniny RNA réwng objetos¢
roztworu sondy strukturalnej o stezeniu podanym tabeli 7.8. Jako reakcje kontrolng
(Ci) traktowano probke, w ktorej zamiast roztworu sondy podano takg samg objetos¢
H20. Po 15 minutach inkubacji w temperaturze 37°C reakcje przerywano dodaniem
10ul roztworu UED (6.5.8) i zamrozeniem mieszaniny.

Odstepstwa od podanego w tym rozdziale schematu analizy strukturalnej

podano w opisach rycin przedstawiajgcych wyniki eksperymentow.

Tabela 7.8 Stezenia stosowanych sond strukturalnych.

Sonda stezenie
1 2 3
Pb?* 0,5mM 1mM 2mM
RNaza T1 0,035U/ul 0,075U/ul 0,15U/ul
Nukleaza S1° 2,5U/ul 5U/ul 10U/ul
RNaza T2 0,05U/ul 0,1U/ul 0,2U/ul
RNaza V1 0,05U/ml 0,1U/ml 0,2U/ml
7.12 Analiza produktow reakcji czasteczek RNA z sondami

strukturalnymi.

Precyzyjne okreslenie reaktywnych wigzan fosfodwuestrowych byto mozliwe
dzieki elektroforetycznemu rozdziatowi w zelach poliakryloamidowych z 7,5M
mocznikiem produktow wiasciwych reakcji sondowania struktury wraz z produktami
reakcji opisanych w rozdziatach 7.12.1 i 7.12.2 umozliwiajgcymi okreslenie dtugosci

rozdzielanych czgsteczek otrzymanych po rozcieciu substratu.
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7.12.1 Statystyczna hydroliza RNA roztworem formamidowym.

Do reakcji uzyto 2ul roztworu zawierajgcego znakowany RNA. Do probdéwki
podano takze 9ul 1x stezonego roztworu formamidowego do hydrolizy RNA (6.5.3).
Mieszanine reakcyjng ogrzewano przez 10 minut w 100°C. Reakcje przerywano

przez dodanie 9ul roztworu UED (6.5.8) i zamrozenie.

7.12.2 Trawienie RNA w warunkach semidenaturujgcych rybonukleazg T1.

Sporzgdzong mieszanine reakcyjng, w ktérej sktad wchodzito 2ul roztworu
wodnego znakowanego transkryptu i 3ul 2x stezonego buforu do rybonukleazy T1
(6.4.4) ogrzewano w temperaturze 100°C a nastepnie schtodzono do temperatury
55°C. Wtasciwg reakcje trawienia prowadzono przez 15 minut w temperaturze 55°C
po dodaniu 1U rybonukleazy T1 i przerywano jg przez dodanie 14pul roztworu UED

(6.5.8) i zamrozenie.

7.12.3 Elektroforetyczny  rozdziat produktéw reakcji z sondami

strukturalnymi.

Po zakonczeniu reakcji 3ul produktu ogrzewano 3 minuty w 95°C w celu
zdenaturowania. Nastepnie nanoszono w zaleznosci od dtugosci badanych
fragmentéw na 6% lub 12% zel poliakryloamidowy z 7,5M mocznikiem. Elektroforeze
i autoradiografie prowadzono w sposéb opisany w rozdziale 7.1.2.3. Aby umozliwié
ilosciowe poréwnanie wzoru cie¢ powstajgcych w czgsteczkach RNA w wyniku
dziatania sondy zwracano duzg uwage na wyréwnanie ilosci uzywanego do reakciji
znakowanego radioizotopem RNA i standaryzacji warunkoéw elektroforezy i czasu

ekspozycji btony rentgenowskiej podczas autoradiografii.

7.12.4 Analiza produktow reakcji sondowania struktury RNA z

wykorzystaniem skanera Phosphorimager , Typhoon”.

Poza autoradiografig do wizualizacji wynikéw reakcji sondowania struktury
wykorzystywano skaner Phosphorlimager ,Typhoon”. Obraz uzyskiwano po
zeskanowaniu powierzchni ekranu bedgcego na wyposazeniu tego urzgdzenia.
Ekran naswietlano poddajgc go ekspozycji na promieniowanie fosforu 32P

znajdujgcego sie w wysuszonym zelu poliakryloamidowym, w ktérym rozdzielano
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produkty reakcji sondowania struktury RNA. Naswietlanie trwato od 6 do 12 godzin w
zaleznosci od intensywnosci promieniowania.

Oprogramowanie urzgdzenia Phosphorimager ,Typhoon” ImageQuant 5.1
dostepne w pakiecie programow ,Molecular Dynamics” umozliwia analize
uzyskanych elektrofrograméw. Przy jego zastosowaniu wykonano analize iloSciowg
produktow reakcji sondowania struktury polegajgcg na bezposrednim porownaniu
intensywnosci poszczegodlnych cie¢ widocznych na obrazie w formie prgzkéw. Uzycie
programu ImageQuant pozwolito na poréwnanie cie¢ widocznych w pojedyncze;j
Sciezce elektroforezy oraz pomiedzy réznymi Sciezkami. Uzyskane ten sposob
bezwzgledne wartosci intensywnosci wszystkich obserwowanych cie¢ pozwalaty na
dokonanie wifasciwej ich oceny, a takze poréwnan sposobu rozpoznawana

odpowiednich regiondw réznych czgsteczek RNA.

7.13 Analiza wlasciwosci termodynamicznych struktur czasteczek RNA.

Oczyszczone  nie  znakowane  modelowe  transkrypty  (CAG)20,
(CAG)10(CCG)10 i (CCG20) byly poddane topieniu tworzonej przez nie struktury po
zawieszeniu w buforze do analiz termodynamicznych (6.4.7). Zmiany struktury
badanych transkryptow byty okreslane na podstawie pomiaru absorpcji fali o dtugosci
260nm w czasie ogrzewania probek od 0 do 90°C z szybkoscig 1°C na minute przy
uzyciu spektrofotometru Beckmann DU 640 z systemem kontroli temperatury. Do
obliczenia krzywych topnienia i parametrow termodynamicznych wykorzystano

oprogramowanie MeltWin 3.5.

7.14 Bioinformatyczna identyfikacja ludzkich mRNA zawierajacych

powtodrzenia trojnukleotydowe.

W celu zidentyfikowania Iludzkich mRNA zawierajgcych powtérzenia
trojnukleotydowe przeprowadzono analizy sekwencji zgromadzonych w bazach
danych RefSeq i GenBank. Wykorzystano algorytm BLASTn (Basic Local Alignment
Search Tool — nucleotide) dostepnych na stronach internetowych NCBI (National
Centre for Biotechnology) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Celem poszukiwan
byto znalezienie ciggow trojnukleotydowych ztozonych z szesciu i wiecej motywow.

Zastosowano metode wyszukiwania sekwencji zawierajgcych okres$lony motyw
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sekwencyjny. Ze wzgledu na sposéb zapisu sekwencji w formie ciggu dziesieciu
nukleotydodw stosowany analizowanych bazach danych poszukiwano sekwencji o
dtugosci 6 nukleotydow odpowiadajgcej 2 powtdrzeniom motywu trojnukleotydowego.
Przy pomocy dostepnych funkcji oprogramowania zawezono pule przeszukiwanych
sekwencji do sekwencji ludzkich. Nie mozna byto zastosowaé ograniczenia do
sekwencji mMRNA ze wzgledu na fakt, Zze w bazie GenBank istnieje pewna grupa
sekwencji zapisanych w formie cDNA nie majgcych swoich odpowiednikow w zapisie
MRNA.

Po otrzymaniu pierwszych wynikow sposrod wybranych sekwencji usunigto
rekordy odpowiadajgce sekwencjom bakteryjnym zawartym w zdeponowanych
sekwencjach klonow i wielokrotnie powtorzone sekwencje fragmentéw tych samych
genow pozostawiajgc do dalszych analiz mozliwie najbardziej petne sekwencje
pojedynczych ludzkich mRNA lub cDNA. Kolejnym krokiem byto wyeliminowanie
sekwencji zawierajgcych ciggi krotsze niz szes¢ powtdrzen tréjnukleotydowych oraz
nie spetniajgce warunku lokalizacji w mRNA. Ostatnim etapem analiz
bioinformatycznych byto okreslenie funkcji gendw zawierajgcych powtdrzenia
trojnukleotydowe w sekwencji mRNA. Informacje na ten temat pochodzity z opiséow
genéw zawartych w przeszukiwanych bazach danych a w przypadku ich braku
poszukiwano odpowiednich opiséw w bazie OMIM (Online Mendelian Inheritance in
Man) dostepnej takze na internetowych stronach NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM).

7.15 Analiza struktury RNA za pomocg programéw komputerowych.

Komputerowg analize drugorzedowych struktur RNA prowadzono za pomocg
programu: mfold wersja 3.1 dostepnego poprzez siec Internet
(http://mfold2.wustl.edu/~mfold/rna). Wykorzystuje on algorytmy minimalizacji energii
swobodnej AG i metody najblizszego sgsiedztwa. W niniejszej pracy komputerowe
modelowanie struktury drugorzedowej RNA zastosowano w dwoch podejsciach.

Pierwszym z nich byto poszukiwanie struktury najbardziej zgodnej z danymi
eksperymentalnymi. Modelowano sekwencje czgsteczek RNA badanych metodami
biochemicznymi. Wykorzystywano takze mozliwosci programu pozwalajgce na

okreslenie, ktore regiony modelowanej czgsteczki powinny wystepowac¢ w strukturze
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w formie pojedynczoniciowej. Wyboru takich niesparowanych zasad dokonywano na
podstawie wynikdw sondowania struktury badanych transkryptow.

Drugim zastosowaniem programu mfold byto okreslenie prawdopodobnej
struktury fragmentow ludzkich mRNA zidentyfikowanych jako zawierajgce Kkilka
ciggow powtdrzen trojnukleotydowych. Modelowano struktury sekwencji RNA
obejmujgcej regiony ciggéw powtdrzen trojnukleotydowych i sekwencji specyficznej
oddzielajgcej je od siebie otoczone po stronie 5’ i 3’ fragmentami o dtugosci 100

nukleotyddw.
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