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I. CEL PRACY DOKTORSKIEJ

Badania, ktérych wyniki staly si¢ podstawg prezentowanej rozprawy doktorskiej wykonatam
w Zespole Biomolekularnego NMR, Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod
kierunkiem prof. dr hab. Zofia Gdaniec. Badania prowadzone w tym zespole zwigzane sa migdzy
innymi z wlasciwosciami czgsteczek RNA, zbudowanych z powtorzen CNG oraz NGG.
Celem nadrzednym mojej rozprawy bylo poznanie preferowanych struktur w roztworze dla
czasteczek RNA zbudowanych z 2 1 4 powtdrzen CGG (tab. 1). W dupleksach powstatych
w wyniku asocjacji dwoch identycznych czasteczek wystepuje szereg pojedynczych niedopasowan
G:G, oddzielonych od siebie tylko o dwie pary G:C. Dla czasteczek zbudowanych z powtdrzen
CGG brak bylo danych, ktore pozwolityby ustali¢, jakiego typu oddziatywania wystepuja
W roztworze pomigdzy niedopasowaniami G:G. W krysztale czasteczki G-C®'GGCGG-C oraz
G-CGGCGG-C tworza dupleksy (1), jednak ich profil strukturalny moze r6zni¢ si¢ W roztworze.
Dotychczas nie jest znana zadna struktura trzeciorzedowa czasteczek RNA, zbudowanych
z powtorzen CGG w roztworze. Wiedza o tym, jakie struktury sg preferowane dla takich czasteczek
w roztworze, w warunkach zblizonych do fizjologicznych, jest kluczowa dla projektowania
efektywnej terapii zespotu tamliwego chromosomu X (FXS, ang. Fragile X Syndrome), jak takze
zespotu drzenia i ataksji zwigzanych z zespolem tamliwego chromosomu X (FXTAS, ang. Fragile
X Associated Tremor/Ataxia Syndrome). Obie te choroby nalezg do grupy neurodegeneracyjnych
chor6b TREDs (ang. Triplet Repeat Expansion Diseases), wywotanych przez migdzypokoleniowa
ekspansje powtorzen trojnukleotydowych.

W swojej pracy poczatkowo planowatam ustali¢ strukture duplekséw zbudowanych gtownie
z dwoch powtorzen CGG oraz zbadaé wptyw réznych modyfikacji chemicznych (MG, ®'G, 1) na ich
strukturg. Juz podczas pierwszych eksperymentow zauwazytam jednak, Zze nie wszystkie dane
eksperymentalne sg zgodne z przewidywang teoretycznie oraz powstajacg w krysztale strukturg
dupleksu. Wykorzystujac mozliwosé¢ syntezy modyfikowanych oligorybonukleotydow (2), stosujac
dwuwymiarowe techniki NMR (3-6), zamierzatam okresli¢ preferencje strukturalne badanych
przeze mnie czasteczek. Okazalo si¢, ze czasteczki pokazane w tabeli 1, z wyjatkiem czasteczek

utworzonych z powtorzen CCG (16-18), tworzyly gtdéwnie formy czteroniciowe.

Tabela 1. Zestawienie kluczowych sekwencji omawianych w rozprawie

sekwencje zawierajgce modyfikowang reszte sekwencje bez modyfikowanych reszt

G-C""GGCGG-C (1) CGGCGG-C (10)
G-CGGC"”'GG-C 2) CGGCGG-CG (11)
G-CV*GGCGG-C (3) G-CGGCGG-C (12)
G-C"™GGCIG-C 4) pG-CGGCGG-C (13)
G-C*'GGCIG-C (5) G-CGGCGGCGG-C (14)
G-CIGC*'GG-C (6) G-CGGCGGCGGCGG-C (15)
pG-CY*GGCGG-C (7 G-CCGCCG-C (16)
pG-C*GGCGG-C (8) G-CCGCCGCCG-C (17)
G-C"GGCGG-C (9) G-CCGCCGCCGCCG-C (18)
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Na podstawie otrzymanych przeze mnie wynikow zamierzatam:

okresli¢ wptyw modyfikacji chemiczne;j (MeG, I) na trwato$¢ termodynamiczng czasteczek
wyznaczy¢ optymalne warunki srodowiska (stezenie i rodzaj kationu, temperatura) dla tworzenia
stabilnych struktur do badan metodami NMR

opracowaé¢ metode umozliwiajacg wstepnag klasyfikacje tworzonej struktury

okresli¢ atomy zaangazowane w tworzenie wigzan wodorowych w tetradach réznego typu
pozna¢ czynniki decydujace o topologii kwadruplekséw, zbudowanych z dwoch i wigcej
powtorzen CGG (wptyw modyfikacji chemicznych, sekwencja, stezeniec RNA)

zaproponowa¢, w oparciu o dane uzyskane ze spektroskopii NMR, modele kwadruplekséw
tworzacych sie z czasteczek G-CV*GGCGG-C oraz G-CGGCGG-C

przeprowadzi¢ spektralng charakterystyke nieznanych dotad struktur kwadruplekséw RNA

10
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II. CZESC LITERATUROWA
11.1. Budowa i roznorodnosé struktur RNA

Kwasy rybonukleinowe sg polimerami jednostek rybonukleotydowych. Kazda jednostka
rybonukleotydowa sktada si¢ z trzech blokéw budulcowych: zasady azotowej
(quanina, cytozyna, adenina oraz uracyl), cukru (rybozy) oraz grupy fosforanowej. Kazda grupa
fosforanowa taczy ze soba rybonukleozydy przez wigzania 5',3'-fosfodiestrowe oraz niesie tadunek
ujemny, ktéry moze by¢ zobojetniony roznymi kationami. Wzory strukturalne zasad wystgpujacych

w RNA oraz rybozy wraz ze sposobem ich numeracji przedstawiono narys. 1.

ZASADA H2'

H1' ‘

ey 3
o ——c2¥

/ \ ’Ha'

H5" H5'2
bro§ . (oroR

Rys. 1. Wzory strukturalne: cytozyny (A), guanozyny (B), adeniny (C), uracylu (D) oraz rybozy wraz z
numeracjg atomow azotu, tlenu, wegla oraz wodoru (E)

Wazng role strukturalng i funkcjonalng w czgsteczkach RNA petnig niekanoniczne pary
zasad oraz modyfikacje reszt nukleotydowych. W znanych strukturach RNA kanoniczne pary zasad
Watsona—Cricka pomiedzy resztami G:C i A:U oraz pary G:U stanowig tylko okoto 60%
wszystkich par zasad.

Zwiazki pieciocykliczne z natury wystepuja w formie pofaldowanej. Moga przyjmowac
konformacje potkrzesta (T, ang. twist) lub koperty (E, ang. envelope). Kazdy z atomow rybozy
moze by¢ wychylony z plaszczyzny pierScienia na dwa sposoby (pozycja endo lub egzo)
co sprawia, iz jest mozliwych po 10 konformacji typu potkrzesta oraz koperty. W kwasach
nukleinowych pofatldowanie pierscienia rybozy okreslajag dwa parametry: kat fazowy pseudorotacji
P, ktory opisuje pofaldowanie pierScienia rybozy oraz amplituda pofaldowania cukru tp,
okreslajagca maksymalny kat pofaldowania pierScienia. Parametry te zalezag od wartosci pigciu
endocyklicznych katow torsyjnych: 1o (C4'-O4'-C1'-C2), 1; (04'-C1'-C2'-C3)), 1, (C1-C2'-C3'-C4)),
13 (C2'-C3'-C4'-04) oraz 14 (C3'-C4'-04'-C1') (rys. 2). Parametry P oraz t, opisane sg wzorami:
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Rys. 2. Definicja kqtow endocyklicznych rybozy, kqta fazowego pseudorotacji P oraz amplitudy
pofatdowania Tt (5)

Kat fazowy pseudorotacji P, moze przyjmowaé wartosci od 0° do 360°, jednak oObecno$¢
podstawnikow na atomach C1', C2', C3' oraz C4' pierScienia ogranicza przejscia konformacyjne
rybozy, w zwigzku z czym wystepuje wyrazna przewaga niektorych rotamerdéw. Kat fazowy
pseudorotacji P, dla wigkszosci znanych struktur nukleozydow jest usytuowany wokot geometrii
North (N, C3-endo) oraz South (S, C2-endo). Natomiast typowe dla struktur typu A-RNA
konformacje reszty cukrowej C3'-endo znajdujg si¢ w regionie North (rys. 3, 4). W znanych
strukturach czasteczek typu Z-RNA jednostki guanozyny wystepuja w konformacji C4'-egzo,
natomiast reszty cytydyny przyjmuja konformacje C2'-endo. W serii rybo S$rednia warto$¢

amplitudy pofaldowania cukru 1y, przyjmuje wartosci ~ 35,2°.

Q o

\\
\_ o

A C-2'exo B oz C g
Rys. 3. Konformacja rybozy C2'-endo: atom wegla C2' wychylony poza plaszczyzng pierscienia w tq samg
strone co atom wegla C5', (konformacja rybozy C2'-egzo: atom C2' wychylony poza plaszczyzne pierscienia
w przeciwng strone niz atom C5') (A), konformacja C3'-endo (B), rybonukleozyd w typowej dla formy A-RNA

konformacji C3'-endo (C)

North (N)
O

HOH,C

R o
H
R
420 9° 18
N 324 4o 6
s 306 4 SH0H
H N CH,0H H o r‘ ~N
H ; H
88°% 0 7
“ J ) Ne A
a ! 70°- 0 00 R M
[
R 5 5 20° “108 H
West (W) N 126 East (E)
2 NN40 <
216° F—p v 144°
198° |80° 162
HOH,C South (S) 7
|
N__
H 2 R C3’-exo 180° C2’-endo

2 H

R

Rys. 4. Kolo pseudorotacji z przedstawionymi czterema gtownymi rotamerami: North (N, P= 0°),
East (E, P~ 90°), South (S, P = 180°) oraz West (W, P = 270°).
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Dwie glowne orientacje zasady heterocyklicznej w stosunku do pierscienia cukrowego
okreslane mianem konformacji syn i anti (rys. 5) opisane sa przez kat torsyjny x O4'-C1'-N9-C4
(dla zasad purynowych) lub O4'-C1'-N1-C2 (dla zasad pirymidynowych). W konformacji syn grupa
karbonylowa atomu C2 pirymidyny, badz atom N3 ukladu purynowego, leza nad pierscieniem
cukrowym. W orientacji anti nad pierScieniem rybozy znajduje si¢ atom C6 pirymidyny lub atom
C8 reszty puryny.

W znanych strukturach RNA reszty nukleotydowe rzadko przyjmuja konformacje syn.
Modyfikacje chemiczne zasad heterocyklicznych polegajace na wprowadzeniu obje¢to$ciowego
podstawnika, takiego jak grupa metylowa lub atom bromu w pozycje C8 reszty guanozyny, moga

wymuszaé¢ konformacije syn (4;7).
G(syn) G(anti)

- o ok
Migh ant I .,& D J%%ﬁdr
OU J
B

Rys. 5. Zakres kqtow y dla konformacji anti (-120° < y < 180°) oraz syn (0° < y < 90°) (A),
dwie konformacje dla reszt guanozyny: G(syn) oraz G(anti) (B)

Konformacja tancucha fosfodiestrowego w kwasach nukleinowych jest okreslona poprzez

sze$¢ egzocyklicznych katow torsyjnych: a, B, v, 6, €, L oraz x (rys. 6, tab. 2) (8).

Symbol Kat torsyjny ¢ i
a 03P, -05-CS Zasada “, i
f Puir05-C5-C4 o= o
X ! x
¥ 05-C5-C4-C3 |
§  C5-C4-C3-03 > \
£ C4-C3-O3-P. 0z “or oH
{  C4-C3-03-P-05',., cT3 BASE(i+1)
| @1 et N
O=—pP—0s'
| y+1 -0 1
QO- +1
£+1
0y OH
&
:

Rys. 6. Schematyczne przedstawienie kqtow torsyjnych w tancuchu fosfodiestrowym

W tabeli 2 podane sg wartosci typowe dla katow torsyjnych tancucha fosfodiestrowego
otrzymane dla regularnych dwuniciowych form A-RNA. Warto§¢ kata & jest powigzana
z konformacja rybozy, poniewaz endocykliczny kat torsyjny 13 wokot tego samego wigzania
C3-C4' ma rozne wartosci dla konformacji C2'-endo oraz C3'-endo. Konformacji C3'-endo

odpowiada warto$¢ kata & okoto 85°, natomiast konformacji C2'-endo & ~ 160°.
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Tabela. 2. Srednia wartosé¢ kqtéw torsyjnych w tarcuchu fosfodiestrowym dla regularnych dwuniciowych
form A-RNA w krysztale (8).

o B Y d € g X

A-RNA  érednia 295 173 54 80 210 287 226

Zmienno$¢ strukturalna czasteczek DNA wystepujacych gtownie w postaci dwuniciowej
helisy, w duzej mierze jest ograniczona poprzez podporzadkowanie prawom, jakie narzuca forma
helikalna. Czasteczki RNA nie podlegajg takim ograniczeniom. Ro6znorodno$¢ motywow
strukturalnych RNA jest zdecydowanie wigksza. Czasteczki RNA z tatwoscig tworzg niekanoniczne
pary zasad oraz regiony jednoniciowe w obregbie typowej struktury helikalnej. Charakterystyczne
dla czgsteczek RNA motywy struktury drugorzedowej przedstawitam na rysunku 8. Motywy spinki
oraz wybrzuszen nukleotydowych wystepuja we wszystkich duzych strukturach RNA (rys. 9)

i wraz z oddzialywaniami warstwowymi stabilizujg strukture trzeciorzgdows (5).

o b AL
el G S HY 5 L K 1+ %

Rys. 8. Typowe motywy struktury drugorzedowej RNA: forma jednoniciowa (A), dupleks (B), petla
wewnetrzna z nietypowq parq zasad (ang. mismatch loop) (C), symetryczna petla wewnetrzna 3:3 (D),
asymetryczna petla wewnetrzna 3:1 (E), jednonukleotydowe wybrzuszenie (ang. single-base bulge) (F),
wielonukleotydowe wybrzuszenie (ang. multiple-base bulge) (G), spinka (ang. hairpin loop) (H),
dwuczlonowy styk (ang. two-stem junction) (I), tréjczlonowy styk (ang. three-stem junction) (J),
czteroczlonowy styk (ang. four-stem junction) (K)

Rys. 9. Typowe struktury przestrzenne czgsteczek RNA: tRNAP® (A), rybozymu typu hammerhead (B),
ryboprzelgcznika (C), podjednostki rybosomalnej 30S (D)

RNA r6zni si¢ od DNA tylko obecnoscig dodatkowej grupy hydroksylowej w pozycji C2'
pierscienia rybozy oraz brakiem grupy metylowej na atomie C5 w reszcie urydyny, w stosunku do
tymidyny. Podczas gdy struktury DNA tworza wigcej typow helis (A, B i Z), obecno$¢ rybozy
wplywa na powstawanie tylko jednej formy dupleksu RNA (A-RNA). Konserwatywnos¢ formy
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A-RNA moze by¢ wynikiem powstawania wigzania wodorowego pomi¢dzy atomem wodoru grupy
2'-OH, a atomem O4' sgsiedniej reszty rybozy (9) lub, jak postuluje Westhof i wspdtpracownicy
(10), stabilizacji osiowej helisy w wyniku tworzenia wigzan wodorowych pomiedzy atomami
C2-H2'(1):04'(n+1). W tym drugim przypadku grupa 2'-OH usytuowana w waskiej bruzdzie moze

wzajemnie oddzialywac z czgsteczkami wody, RNA lub biatkiem.

A-form RNA B-form DNA Z-form DNA
Rys. 10. Poréwnanie struktur helikalnych A-RNA oraz B-DNA i Z-DNA

Helisa A-RNA jest krotsza, sztywniejsza oraz szersza od helisy B-DNA i Z-DNA (rys. 10).
Obecnos¢ grupy hydroksylowej C2'-OH sprawia, iz duza bruzda jest waska i gleboka a mata bruzda
ptytka i szeroka. Jony sodu albo potasu majg tendencje do gromadzenia si¢ w duzej bruzdzie helisy
A-RNA (11), natomiast w strukturze B-DNA lokuja si¢ one w matej bruzdzie. W klasycznej helisie
A-RNA kat skrgcenia pomiedzy kolejnymi parami zasad wynosi 33°, co odpowiada ok. 10.9 parom
zasad na skret, a skok helisy wynosi 2.8 A (12).

Liczba znanych struktur trzeciorzedowych kwasow nukleinowych jest duzo mniejsza niz biatek.
Kwasy nukleinowe (DNA, RNA) stanowig tylko okoto 2,9 % struktur zdeponowanych w bazie
PDB (Protein Data Bank, http://www.rcsb.org/, stan na styczen 2012) co stanowi 2238 struktur.
Metodami magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) wyznaczono 41,4 % tych struktur, jednak

w wiekszosci sg to struktury czasteczek DNA.

11.2. Kwadrupleksy DNA i RNA — definicja, topologia, wystepowanie, ich funkcja
oraz identyfikacja

G-kwadrupleksy (inna nazwa G-tetrapleksy) to struktury utworzone z sekwencji
polinukleotydowych bogatych w reszty guanozyny, ktore formujg specyficzng strukture tetrad
guanozynowych, stabilizowanych przez oddzialywania warstwowe w $rodowisku zawierajagcym
kationy jednowarto§ciowe. Oprocz kwadrupleksow DNA i RNA znane s3 takze przyklady
kwadruplekséw zbudowanych z reszt LNA (13) lub PNA (14). W G-tetradzie (rys. 11) zawigzuje

si¢ az osiem Wigzan wodorowych, a kazda reszta guanozyny jest zaréwno donorem, jak
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i akceptorem dwoch wigzan wodorowych, odpowiednio wzdtuz krawedzi Watsona-Cricka i wzdtuz
krawedzi Hoogsteena. Wigzania wodorowe zawigzuja Si¢ pomiedzy atomem tlenu grupy
karbonylowej O6, a atomem azotu N1 oraz pomigdzy atomami azotu N2 i N7.

. ANV

n—rB_ )-l "“ ;~1 H /_. /

“He N £

~ s N \

NVN TUHL J& ) \S
S v,

A H K B \_J

Rys. 11. G-tetrada stabilizowana przez osiem wigzan wodorowych i centralnie umieszczony kation potasu

(A). Schematyczny model jednoniciowego kwadrupleksu zawierajgcego trzy oddziatujgce warstwowo
G-tetrady (B).

Struktury przestrzenne kwadrupleksow RNA sg dotychczas mniej poznane od analogicznych
struktur DNA. W bazie danych PDB zdeponowano 112 takich struktur DNA uzyskanych metodami
NMR oraz krystalografii i tylko 12 struktur RNA (tab. 3, 4). Jak uwidacznia analiz tabel,
w ostatnich latach, szczegdlnie po 2000 roku, stale wzrasta zainteresowanie sekwencjami
telomerowymi oraz wystepujacymi w obszarze promotoréw genow, ktore zdolne sg do tworzenia
kwadrupleksow. Jest to jeden z wiodacych kierunkéw badan, gdyz kwadrupleksy rozpatruje sie
jako cel molekularny w projektowaniu lekow przeciwnowotworowych oraz w regulacji ekspresji
genow.

Wiedza pozyskana w badaniach kwadrupleksow DNA nie moze by¢ bezposrednio
wykorzystana dla zrozumienia natury kwadrupleksow RNA. Przeprowadzone badania
poréwnawcze pomigdzy strukturami DNA i RNA wykazatly istotne roznice. Kwadrupleksy RNA
i DNA wykazuja odmienng trwalo$¢ termodynamiczng, powstaja z rdézng kinetykg oraz,

w przeciwienstwie do RNA, czasteczki DNA wykazuja znaczny polimorfizm strukturalny (15;16).

Tabela 3. Wykaz struktur kwadrupleksow RNA i DNA znajdujgcych sie w bazie PDB (stan na czerwiec 2012)
i otrzymanych metodami spektroskopii NMR.*

Lp. ldentyfikator Sekwencja Rok

RNA — otrzymane metodami NMR

1 2RQJ (17) r(GGAGGAGGAGGA) 2009
2 2KBP (18) r(UAGGGUUAGGGU) 2009
3 1S9L (19) I(TGGGT) I: reszty typu LNA 2004
4  1MY9 (20) r(GGAGGUUUUGGAGG) 2003
5 1RAU (21) r(UGGGGU) 1994

! Przy tworzeniu tabeli 2 oraz 3, na podstawie struktur zdeponowanych w bazie PDB, nie uwzglednitam struktur tzw.

i-motywow oraz kompleksoéw typu kwadrupleks:ligand
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DNA — otrzymane metodami NMR

© o0 N O O A W N P
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2LED
2LEE
2LOD
2LPW
2LBY
2LE6
2L.D8
2188
2KZD
2KZE
2KYO
2KYP
2KPR
2KKA
2KQG
2KQH
2WCN
2KOW
2KM3
2K8Z
2K90
2K97
2KF7
2KF8
2KAZ
2JSL
2JSQ
2JSK
2JSM
2E4
2PZ
203M
2HY9
2HK4
2IDN
1F8U
2GKU

d(TAGGGCGGGAGGGAGGGAA)
d(TAGGGCGGGAGGGAGGGAA)
d(GGGATGGGACACAGGGGACGGG)
d(AAGGGTGGGTGTAAGTGTGGGTGGGT)
d(TAGGGAGGGTAGGGAGGGT)
d(GIGTGGGTGGGTGGGT)
d(TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG)
d(GGGGCGGGGCGGGGCGGGGT)
d(AGGGIAGGGGCTGGGAGGGC)
d(AIGGGAGGGICTGGGAGGGC)
d(CGGGCGGGCGCGAGGGAGGGT)
d(CGGGCGGGCGCTAGGGAGGGT)
d(GGGTGGGGAAGGGGTGGGT)
d(AGGGTTAGGGTTAIGGTTAGGGT)
d(CGGGCGGGCACGAGGGAGGGT)
d(CGGGCGGGCGCGAGGGAGGGT)
d(G-GG-GTTTTG-GG"G) L reszty typu LNA
d(TAGGGTAGGGTAGGGTAIGG)
d(AGGGCTAGGGCTAGGGCTAGGG)

d(TCGTTGCT) tetrada C:G:G:C
d(TGCTTCGT) tetrada C:G:G:C
d(pCGCTCCGT) cykliczny oligomer, tetrada C:G:G:C

d(GGGTTA(®'G)GGTTAGGGTTAGGGT)
d(GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGT)
d(GGGACGTAGTGGG)
d(TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT)
d(TAGGGTTAGGGTTA(®'G)GGTTAGGGTT)
d(TAGGGTTAGGGTTAG(*'G)GTTAGGG)
d(TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG)

d(ACC'G)GGTTAP'G)GGTTA(P'G)(*'G)GTTA(®*'G)GG)
d(TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT)

d(AGGGAGGGCGCTGGGAGGAGGG)
d(AAAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGAA)

d(pCCGTCCGT) cykliczny oligomer, tetrada G:C:G:C
3-d(GGT)-5-5-d(TGGTGTGGTTGG)-3'
d(GGGCGCGGGAGGAATTGGGCGGEG)
d(TTGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGA)

2012
2012
2012
2012
2012
2011
2011
2011
2010
2010
2010
2010
2010
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2008
2008
2008
2008
2008
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2006
2006
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

2CHJ
2CHK
2AQY
2AKG
2A5P
1XCE
IXAV
1Y8D
1U64
INYD
1078
1RDE
1NP9
1N96
IMYQ
1LVS
1VC
1J3P
1134
1EU2
1F3S
1EVM
1EVN
1EVO
1EMQ
1EEG
1D6D
1C38
1C32
1C34
1C35
1K4X
1A8N
1AW
1A6H
1AFF
1FQP
1QDF

d(TG"GG"GT) L reszty typu LNA
d(T"G-G'G'GT) L reszty typu LNA
d(GIGTTAGGGTTAGGGT)

d(GGGGTTTTGGGEG)

d(TGAGGGTGGIGAGGGTGGGGAAGG)

d(GCGGTTGGAT) tetrada G:C:G:C
d(TGAGGGTGGGTAGGGTGGGTAA)

d(GGGGTGGGAGGAGGGT)

d(GGGTTTTGGGG)

d(GCGGTGGAT) tetrada G:C:G:C
d(GGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGA)
d(GGTTGGTGTGGTTGG)

d(TTAGGGT)

d(pCGCTCATT) cykliczny oligomer, tetrada G:C:A:T
d(GGAGGAGGAGGA)

d(GGGGTTTTGGG)

d(GAGCAGGT) tetrada G:C:G:C
d(GGGAGGTTTGGGAT)

d(GGTTTTGGCAGGGTTTTGGT)

d(pTGCTCGCT) cykliczny oligomer, tetrada G:C:G:C
d(GGGTTCAGG)

d(AGGGT) tetrada A:A:ALA
d(AGGGT) tetrada A:AACA
d(TGGGCGGT) tetrada C:C:C:C
d(TGGTGGC)

d(GGAGGA)

d(AAGGTTTTAAGG)

d(GGTTGGTGTGGTTGG)

d(GGTTGGTGTGGTTGG)

d(GGTTGGTGTGGTTGG)

d(GGTTGGTGTGGTTGG)

d(GGGGTTTTGGGG)

d(GGGCTTTTGGGC)

d(GGGCTTTTGGGC)

d(GCGGTTTGCGG)

d(TAGG)

d(GGGTTTTGGG)

d(GGTTGGTGTGGTTGG)

2006
2006
2006
2005
2005
2005
2005
2005
2004
2004
2004
2003
2003
2003
2002
2002
2001
2001
2001
2001
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
1999
1999
1999
1999
1999
1998
1998
1998
1997
1997
1996
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76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

1QDH
1QDI
1QDK
230D
201D
143D
148D
156D
139D
186D

d(GGTTGGTGTGGTTGG)
d(GGGGTTTTGGGG)
d(GGGGTTTTGGGG)

d(GGGGTUTUGGGGTTTTGGGGUUTTGGGI)
d(GGGGTTTTGGGGTTTTGGGGTTTTGGGG)

d(AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG)
d(GGTTGGTGTGGTTGG)
d(GGGGTTTTGGGG)

d(TTGGGGT)
d(TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGG)

1996
1996
1996
1995
1995
1994
1994
1994
1994
1994

Tabela 4. Wykaz struktur kwadrupleksow RNA i DNA znajdujgcych si¢ w bazie PDB (stan na czerwiec 2012)
i otrzymanych metodami rentgenowskimi.

Lp. ldentyfikator Sekwencja Rok
RNA — otrzymane metodami rentgenowskimi
1 3IBK (22) r(*UAGGGUUAGGGU) 2010
2 2GRB (23) d(*U)(GIGGU) 2006
3 2AWE (24) rU(d®"G)r(GUGU) oktapleks 2006
4 1J6S (25 d(*U)r(GAGGU) G-U oktady 2003
5 1MDG (26) rU(d*G)r(AGGU) oktapleks 2003
6 1P79 (27) rU(d®"'G)-r(UGGU) 2003
7 1J8G (28) (UGGGGU) 2001
DNA — otrzymane metodami rentgenowskimi
1  3QXR d(AGGGAGGGCGC("U)GGGAGGAGGG) 2012
2 2GWE d(GGGGTTTTGGGG) 2007
3 2GWQ d(GGGGTTTTGGGG) 2007
4 204F d(TGGGGT) 2007
5 2GWO d(TGGGGT) 2007
6 2HBN d(GGGGTTTTGGGG) 2006
7 2AVH d(GGGGTTTGGGG) 2006
8 2AV] d(GGGG(*U)TTGGGG) 2006
9 1V3N d(G(*'C)GAGAGC) 2004
10 1V30 d(G('C)GAGAGC) 'C: 5-jodocytydyna 2004
11 1Vv3P d(G('C)GAGAGC) 2004
12 10zZ8 d(GGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGA) 2004
13 1545 d(TGGGGT) 2004
14 1S47 d(TGGGGT) 2004
15 1QYK d(GCATGCT) Ba*™ 2003

21


http://ndbserver.rutgers.edu/atlas/nmr/structures/id/1qdh/1qdh.html
http://ndbserver.rutgers.edu/atlas/nmr/structures/id/1qdi/1qdi.html
http://ndbserver.rutgers.edu/atlas/nmr/structures/id/1qdk/1qdk.html
http://ndbserver.rutgers.edu/atlas/nmr/structures/id/201d/201d.html
http://ndbserver.rutgers.edu/atlas/nmr/structures/id/143d/143d.html
http://ndbserver.rutgers.edu/atlas/nmr/structures/id/148d/148d.html
http://ndbserver.rutgers.edu/atlas/nmr/structures/id/156d/156d.html
http://ndbserver.rutgers.edu/atlas/nmr/structures/id/139d/139d.html
http://ndbserver.rutgers.edu/atlas/nmr/structures/id/186d/186d.html
http://ndbserver.rutgers.edu/atlas/xray/structures/U/ud0046/ud0046.html

16 1QYL d(GCATGCT) V¥ 2003

17 1QZL d(GCATGCT) Co* 2003
18 1R20 d(GCATGCT) Ni* 2003
19 1MF5 d(GCATGCT) Co* 2003
20 1JPQ d(GGGG(*'U)TTTGGGG) 2002
21 1JRN d(GGGGTTTTGGGG) 2002
22 1K8P d(*'U)AGGG(*U)TAGGGT) 2002
23 1KF1 d(AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG) 2002
24 352D d(TGGGGT) 1997
25 184D d(GCATGCT) 1995
26 244D d(TGGGGT) 1995
27 1D59 d(GGGGTTTTGGGG) 1993

11.2.1. Topologia G-kwadrupleksow

Zaleznie od liczby nici zaangazowanych w powstawanie G-kwadrupleksow wyrdzniamy
kwadrupleksy jednoczasteczkowe, dwuczasteczkowe lub  czteroczasteczkowe. — Struktury
kwadrupleksow wykazuja polimorfizm strukturalny ze wzglgdu na: kierunkowo$¢ nici, aranzacje
G-tetrad oraz sposob utozenia petli. Kierunkowos$¢ nici jest powigzana z konformacja syn/anti
wokot wigzania N-glikozydowego reszty guanozyny, co z kolei determinuje rozmiar powstajacych
bruzd. W kwadrupleksach istnieja cztery mozliwe utozenia nici wzglgdem siebie:

e cztery nici sg zorientowane w jednym kierunku (tzw. kwadrupleks rownolegty — rys. 12 A),
e trzy nici sg zorientowane w jednym kierunku, czwarta w przeciwnym (tzw. kwadrupleks
typu (3+1) lub hybrydowy — rys. 12 B),

e dwie przylegle nici sg zorientowane w tym samym kierunku, a dwie pozostale
w przeciwnym (tzw. kwadrupleks antyréwnolegty lub typu gora-gora-dot-dot — rys. 12 C),

e dwie nici naprzeciwlegte sa zorientowane w tym samym kierunku, a dwie pozostate
w  przeciwnym (tzw. kwadrupleks antyrownolegly lub typu gora-dot-gora-dot —rys. 12 D)

B C D
Rys. 12. Typy kwadrupleksow: kwadrupleks rownolegly (A), kwadrupleks typu (3+1) (B), kwadrupleks

antyrownolegly typu gora-gora-dot-dot (C), kwadrupleks antyrownolegly typu gora-dot-gora-dot; strzatki
wskazujq orientacje nici od konca 5' — 3' (D)
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Kierunkowos¢ nici oraz konformacja reszt guanozynowych w G-tetradzie sg wzajemnie
zalezne. Jesli cztery nici sg rownolegle, to wszystkie reszty guanozyn tworzace G-tetrade musza
mie¢ t¢ samg orientacje (anti lub syn), natomiast antyrownoleglte ulozenie nici wymusza
wystepowanie mieszanych konformacji anti/syn. Dla przedstawionych na rys. 12 A-D typow
kwadruplekséw mozliwe sg nastepujgce orientacje zasad w tetradach (24;29-32):

e antisantieantieanti lub synesynesynesyn (rys. 12 A),
e syneantieantieanti lub antiesynesynesyn (rys. 12 B),
e synesyneantieanti (rys. 12 C),
e syneantiesyneanti (rys. 12 D),

Kolejny aspekt topologii kwadruplekséw to kierunkowos¢ wigzan wodorowych
w G-tetradzie, ktora moze by¢ zgodna z ruchem wskazowek zegara lub przeciwna (rys. 13) i jest
bezposrednio powigzana z konformacja syn/anti reszt guanozyny w obrgbie tworzonej G-tetrady
(33). Dla kazdej reszty guanozyny kierunkowos$¢ wigzania jest wyznaczona od atomu H8 do NH1
(rys. 13 C). Oddziatywania warstwowe pomiedzy dwiema przylegtymi G-tetradami o tej samej
kierunkowos$ci wigzan wodorowych réznig si¢ od oddziatywan pomiedzy takim samym uktadem

G-tetrad, ale o przeciwnej kierunkowosci wigzan wodorowych.
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Rys. 13. G-tetrada o kierunkowosci wigzan wodorowych zgodnej z ruchem wskazowek zegara (4), G-tetrada
o kierunkowosci wigzan wodorowych przeciwnej do ruchu wskazowek zegara (B), Wzgledna orientacja reszt
guaniny w dwoch typach G-tetrad (pozycje NH1 oraz HS8 w zasadzie oznaczono kétkiem, grot strzatki
odpowiada grupie NH1; G(syn)-kolor czarny, G(anti)-kolor biaty) (C)

Reszty nukleotydowe, ktdre nie sg zaangazowane w powstawanie tetrad tworza taczace je petle.
Wyrézniamy cztery rodzaje petli (30;32;34;35):
e petla boczna (ang. lateral, edge wise loop) - taczy dwie przylegle, antyrownolegle nici.

Najczgsciej ztozona jest z co najmniej dwoch reszt nukleotydowych (rys. 14 A).

e petla przekatna lub diagonalna (ang. diagonal) — taczy dwie przeciwlegte, antyrownolegle

nici. Najczesciej ztozona jest z co najmniej trzech reszt nukleotydowych (rys. 14 B).
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e petla zewnetrzna (ang. external, propeller, side, double-chain-reversal loop) - taczy dwie
sasiednie, rownolegle nici. Moze by¢ bardzo krotka (np. ztozona z jednej reszty) lub diuga

na sze$¢ 1 wigcej reszt (rys. 14 C).

e pectla w ksztalcie litery V (ang. V-shaped loop) — laczy dwa przekatne wierzchotki
sasiednich G-tetrad, w ktorych jeden z wierzchotkéw nie jest usztywniony odcinkiem

tancucha fosforodiestrowego (rys. 14 D)

G G
G - “ c © G
@ = c ¢ G a l e
G G
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G - a ® DG a o e -
A G B G C D

Rys. 14. Cztery typy petli w kwadrupleksach: petla boczna (A), petla przekgtna (B), petla zewnetrzna (C),
petla w ksztalcie litery V (D)

Wszystkie kwadrupleksy posiadaja cztery bruzdy, réznigce si¢ miedzy sobg parametrami,
w zaleznosci od typu przyjmowanej struktury. Konformacja szkieletu fosfodiestrowego wplywa na
ich glebokos¢é, natomiast szeroko$¢ bruzd zalezy od topologii kwadrupleksow, natury petli oraz
wartosci kata N-glikozydowego (rys. 15). Obecno$¢ petli bocznych i przekatnych nie ma wpltywu
na architekture bruzd, natomiast konformacja petli zewnetrznych, ktére znajduja si¢ w obszarze

bruzd moze przyczyniac si¢ do ich ostatecznego ksztattu.
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Rys. 15. Przykiadowe szerokosci bruzd dla antyrownoleglych kwadrupleksow w ukladzie G-tetrad:
syneantieantiesyn (A), syneantiesyneanti (B)

11.2.2. Czynniki wplywajqce na stabilnosé kwadrupleksow

Koncowa topologia kwadrupleksu zalezy od wielu czynnikéw, miedzy innymi od stgzenia
oraz typu kationu, pH roztworu, typu reszt nukleotydowych w petli i jej dtugosci, sekwencji zasad,
temperatury, obecnosci drugiego rozpuszczalnika oraz obecnosci ligandow. Chociaz coraz wigcej
wiadomo na temat wplywu poszczegdlnych czynnikow na strukture kwadrupleksow, nadal nie sg

znane reguly, ktore pozwolityby przewidzie¢ ich koncowa topologig.
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Wplyw kationow
Utworzenie kwadrupleksu wymaga obecnosci kationéw jednowarto$ciowych, ktore sa
zlokalizowane centralniec w kanale utworzonym przez oddzialujace warstwowo G-tetrady

(rys. 16 A).

Rys. 16. Przekroj przez strukture osmiu G-tetrad ukazujgcy kationy metalu umieszczone w centralnym kanale
(4), kation potasu koordynuje osiem atomow tlenu (B), kation potasu koordynujgcy przyleglte G-tetrady (C)
Na podstawie badan krystalograficznych wiadomo, ze najczesciej stosowany w badaniach
kwadruplekséw kation potasu koordynuje osiem karbonylowych atomoéw tlenu sgsiadujacych
tetrad, natomiast mniejszy kation sodu - cztery lub osiem takich atomow (36). Kationy sodu moga
by¢ umiejscowione zaréwno w plaszczyznie G-tetrady, jak rowniez symetrycznie pomiedzy

dwiema G-ptaszczyznami (rys. 17 B, C).
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Rys. 17. Lokalizacja kationow sodu i potasu w strukturach krystalograficznych kwadrupleksow: (A), kationy
K", czgsteczka d(G,T.Ga),, (PDB ID: 1IRN), (B), kationy Na*, czgsteczka d(GT4Ga),, (PDB 1D: 1JB7), (C),
kationy Na*, czgsteczka d(TG4T),, (PDB ID: 352D)

W zaleznosci od wielkosci i tadunku kationow obserwujemy ich zréznicowany wplyw na
stabilizacje kwadrupleksow. Jony potasu, ktore znajduja sie¢ w odlegtosci okoto 2.7 A od kazdego
atomu tlenu oraz posiadaja optymalny promien jonowy, efektywnie koordynuja i najsilniej
stabilizuja G-tetrady (rys. 16 B, C). Jony sodu maja znacznie mniejszy promien jonowy (tab. 5)
i efekt stabilizacji G-tetrady jest zazwyczaj znacznie stabszy. W zalezno$ci od rodzaju kationu
obecnego w roztworze moze nastagpi¢ zmiana pofaldowania struktury; na przyktad takimi

»przetacznikami” moga by¢ kationy sodu (29) oraz potasu (37).
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Tabela 5. Promienie jonowe kationow stabilizujgcych kwadrupleksy (38)

kation K* Na* NH,* Rb* Cs' Li* Ca*
promien 1.52 1.16 1.43 1.66 1.81 0.9 0.99
jonowy [A] (0.97)

Inne znane kationy, ktére moga promowaé tworzenie kwadruplekséw to Rb*, Cs*, NH,", TI" oraz
dwuwartosciowe, takie jak Sr’*, Ba®*, Pb?*, ale tylko w niskim stezeniu. Kationy dwuwarto$ciowe
sa najczesciej spotykane w strukturach krystalograficznych, np. w Krysztale czteroniciowego
kwadrupleksu zbudowanego z nici d(®'U)r(GAGGU). Strukture ta stabilizuja zarowno kationy Ba®*
oraz Na’ (25). Rodzaj kationow wptywa takze na szybko$é tworzenia czteroczasteczkowych
kwadruplekséw, zaréwno niemodyfikowanych, jak i1 zawierajacych modyfikacje chemiczne.
Kwadrupleksy tego typu najszybciej powstaja w obecnoséci kationow K*, a najwolniej w buforze
zawierajacym jony NH,", zgodnie z szeregiem (K*)>(Na")>(NH4") (39).

Wplyw czgsteczek wody i czynnikow dehydratujgcych

Struktura kwadrupleksow DNA wydaje si¢ by¢ destabilizowana przez hydratacje. Jak
pokazano, termodynamiczna stabilno$¢ tych struktur wzrasta, Kiedy aktywno$¢ wody jest
zredukowana (40). Obecnos¢ czynnikéw dehydratujacych takich jak glikol polietylenowy (PEG),
acetonitryl lub etanol moze ponadto wplywaé na zmiang struktury kwadrupleksow. Jak pokazano za
pomocg widm dichroizmu kotowego (CD), dodatek tych czynnikow dehydratujacych wplywa na
zmiang konformacji kwadrupleksu z antyroéwnolegtej na bardziej termodynamicznie stabilng forme
rownolegla (40-42). W przypadku kwadrupleksow RNA preferowana struktura w roztworze nie
zmienia si¢ pod wptywem zmiany uwodnienia. Wszystkie znane dotychczas kwadrupleksy RNA
tworza rownolegle struktury niezaleznie od warunkéw srodowiska, w tym obecnosci PEG lub
acetonitrylu. Obecno$¢ PEG moze réwniez stabilizowa¢ kwadrupleksy RNA. Na przyktad dla
sekwencji GGGCCGUGGGGUGGGAGCUGGG (bcl-RNA) pokazano, ze obecnos¢ 40% PEG
podnosi temperature topnienia o ok. 20°C (43). W RNA grupa hydroksylowa 2'-OH odgrywa
wazng rolg w procesie hydratacji stanowigc ,rusztowanie” dla sieci wigzan wodorowych
tworzonych przez wode usytuowang w bruzdach. Dodatkowy wplyw do stabilizacji kwadruplekséw
RNA pochodzi od oddzialywan pomi¢dzy grupa 2'-OH, a grupami akceptorowymi: grupa aminow3a
(N2) dla konformacji C2'-endo oraz atomem tlenu O4' dla konformacji C3'-endo (22). Czasteczki
wody znajdujace si¢ w bruzdach réwnoleglych kwadrupleksow, usytuowane sg wokot donorowych
grup oraz akceptorowych atomdéw wigzania wodorowego, odpowiednio oznaczonych na rysunku 18
jako N2 oraz N3. Poniewaz réwnolegte kwadrupleksy sa symetryczne, réwniez rozmieszczenie
wody w bruzdach jest rownomierne. W antyréwnoleglych kwadrupleksach, zawierajacych reszty
guanozyny w konformacji syn, hydratacja struktury jest bardziej ztozona i mniej uporzagdkowana
(38).
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Rys. 18. Lokalizacja czgsteczek wody w szerokich bruzdach w strukturze rownoleglego kwadrupleksu.
Na rysunku oznaczono akceptorowy atom N2 oraz donorowy N3

Modyfikacje szkieletu fosfocukrowego

e Analogi grupy fosfodiestrowej
Zastagpienie jednego z atomow tlenu w grupie fosforanowej grupa metylowa (P-CHj;) prowadzi do
utraty tadunku ujemnego, co skutkuje destabilizacja powstajacego kwadrupleksu niezaleznie od
jego topologii. Promien jonowy atoméw szkieletu fosforocukrowego ma roéwniez wplyw na
stabilnos¢ kwadrupleksow; analog fosfotioestrowy (>P-S°), ktory posiada wigkszy promien jonowy
w stosunku do naturalnej grupy >P-O" destabilizuje kwadrupleksy dwu- i czteroniciowe, ale nie

zmienia znaczaco trwalosci jednoczasteczkowych kwadrupleksow (15).

e Analogi z modyfikacjg w pozycji C2'
Badania poréwnawcze trwatosci kwadruplekséw o identycznej sekwencji zasad, ale roznigcych si¢
podstawieniem w pozycji C2' (-H, -OH, -OMe) (15) pokazaly, ze obecnos¢ grupy 2'-OMe
destabilizuje wszystkie typy kwadrupleksow, z wyjatkiem kroétkich czteroniciowych. Dla krotkich,
czteroniciowych kwadrupleksow stwierdzono, ze obecno$¢ reszt 2'-OH, 2-OMe jak i LNA

(ang. locked nucleic acid) wplywa na wzrost ich stabilnosci (13).

e Analogi z modyfikacjq chemiczng zasad azotowych
Modyfikacje wprowadzane w pozycj¢ atomow zaangazowanych w tworzenie wigzan wodorowych
w reszcie ganozyny (O°, N*, N? oraz N) wptywaja niekorzystnie na powstawanie kwadrupleksow.
Oproécz typu modyfikacji duzy wptyw na stabilno$¢ i kinetyke tworzenia kwadrupleksow wywiera
takze pozycja modyfikacji w sekwencji. Przyktadowo, modyfikowane reszty 8-bromoguanozyny
(®'G) lub 6-metyloizoksantoferyny (6MI) przys$pieszaja powstawanie kwadrupleksow, zwlaszcza
kiedy sa wprowadzone od strony konca 5' traktu guanozynowego (39). Analogi guanozyny
z objetosciowymi atomami lub grupami w pozycji C8 zazwyczaj wymuszaja konformacje syn
wokot wigzania N-glikozydowego. Niezwykle interesujaca obserwacja dotyczy przypadku
8-metyloguanozyny (Y©G), ktéra podobnie jak °'G silnie wplywa na stabilno§é struktury
kwadrupleksu. 8-Metyloguanozyna, w zalezno$ci od miejsca jej wprowadzenia w sekwencji, moze

przyjmowac¢ konformacj¢ syn lub anti wokot wigzania N-glikozydowego (7). Jak pokazano,
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czasteczki d(TGMGGT), i d(TGGMGT),, réznigce sie pozycja “°G w sekwencji, przyjmuja
strukture kwadrupleksu, w ktérym wszystkie nici sg rownolegle. R6znica pomi¢dzy nimi polega na
tym, ze W przypadku pierwszej z nich, w obrebie tetrady zbudowanej z czterech reszt MG, wszyst-

kie reszty sg w konformacji syn, natomiast w drugim przypadku reszty te sg w konformacji anti.

Wplyw sekwencji i dlugosci petli

Petle w kwadrupleksach najcz¢sciej zbudowane sg z reszt tymidyny lub adenozyny. Sg one
waznym elementem decydujgcym o stabilnoSci i topologii kwadrupleksu (44;45). Stabilnosé¢
kwadrupleksu zalezy miedzy innymi od dlugosci petli. Stabilne jednoczasteczkowe struktury
zawierajg petle sktadajace si¢ zazwyczaj z 3 do 7 reszt nukleotydowych (46), znane sg rowniez
przyktady petli zbudowanych z jednej, badz ze znacznie wickszej liczby reszt (47;48).
Systematyczne badania potwierdzaja, iz jednonukleotydowe petle koreluja z roéwnoleglym
utozeniem nici w kwadrupleksach DNA oraz wystepowaniem petli zewnetrznych, w ktorych
preferowane sg reszty pirymidynowe (49;50). Takie jednonukleotydowe petle czesto wystgpuja
w ludzkim genomie, szczegdlnie w obszarze promotorowym gendw.
Reszty nukleotydowe petli bocznych i przekatnych moga tworzy¢ tzw. triady zasad, ktore
oddziatuja warstwowo z koncowymi G-tetradami, dodatkowo stabilizujac struktury kwadrupleksow
(51-53). Triadg zasad nazywa si¢ umieszczone w jednej ptaszczyznie trzy reszty nukleotydowe,
gdzie jedna z zasad petli zawigzuje wigzania wodorowe z dwiema przyleglymi zasadami tej samej

nici (rys. 19).

Rys. 19. Schematyczne struktury kwadrupleksow z triadami zasad: triada zasad G-(C—-A) w obrebie petli
GTTCA, (51) (A), triada zasad T-(A-A) W obrebie petli AATTTT, (52) (B), triada zasad G-(T-T) w obrebie
petli GT, (53) (C)
Wplyw sekwencji flankujqcych

W roztworze na ogdét istnieja w rownowadze rézne formy kwadrupleksow. Jak pokazuja
widma dichroizmu kotowego dla powtorzen telomerowych Gs3(T2AG3)3, obecno$é roéznych
sekwencji flankujacych z konca 5' i/lub 3' wptywa na stabilno$¢ i rownowage pomiedzy forma
antyrownolegla a réwnoleglta (54). Zmiana dlugosci sekwencji flankujacych moze prowadzi¢
niekiedy do  istotnych  zmian  strukturalnych. = Na  przyklad dla  oligomeru
d(GGGAGGGCGCTGGGAGGAGGG) (c-kit) wraz z wydtuzaniem sekwencji flankujgcej z obu
koncow, 5 i 3', zaobserwowano powstawanie dupleksu, jako struktury konkurencyjnej do
kwadrupleksu (55).
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Wplyw liczby reszt guanozyny w G-trakcie

Typowe i stabilne G-kwadrupleksy zawieraja co najmniej dwie sasiadujace ze soba
G-tetrady. Niemniej znana jest nietypowa struktura kwadrupleksu (56), ktora zawiera tylko jedna
tetrade G:G:G:G otoczong dwiema mieszanymi tetradami A:T:A:T i G:C:G:C (rys. 20 A).
Kwadrupleks ten utworzony jest z dwoch nici o sekwencji d(GAGCAGGT), w ktorej wystepuja

obok siebie jedynie dwie reszty guanozyny.

5G14

Rys. 20. Schematyczne struktury kwadrupleksow z: pojedynczq (A) i podwdjng (B) tetradg; Kolor niebieski
odpowiada konformacji G(anti), rézowy konformacji G(syn)

W organizmach zywych wsrdd sekwencji bogatych w trakty guanozynowe przewazaja takie, ktore
zawieraja co najmniej trzy kolejne reszty guanozyny. Jednym z wyjatkow jest koniec 3' telomeru
u Bombyx Mori zbudowany z powtorzen d(TTAGG)n. Czasteczki te przyjmuja nieco inng
topologie, niz te zbudowane z powtdrzen d(TTAGGG)n wystepujacych w ludzkich sekwencjach
telomerowych. Dla sekwencji z dwiema tylko kolejnymi resztami guanozyny oraz dla sekwencji
subtelomerowej d(CTAGGG)n charakterystyczna jest struktura z trzema pe¢tlami bocznymi
(rys. 20 B). Taki szkielet kwadrupleksu zaobserwowano na przyktad dla czasteczki o sekwencji
d[TAGGTTAGGTTAGGTU;sAGG] (57) jak rowniez dla aptameru  trombinowego
d(GGTTGGTGTGGTTGG) (58) (rys. 20 B).

W niektorych przypadkach mozliwo$¢ alternatywnie zawigzujacych si¢ par zasad oraz oddziatywan
warstwowych w obrebie petli powoduje, iz bardziej uprzywilejowane jest powstanie kwadrupleksu
z mniejszg liczbg G-tetrad, niz wskazywataby na to liczba powtorzen reszt guanozyny w G-trakcie.
Taki efekt zaobserwowano na przyklad dla czasteczki telomerowej o sekwencji

d(GGGTTA)sGGGT, ktora tworzy kwadrupleks tylko z dwiema G-tetradami (59).

Wplyw temperatury

Zmiana temperatury, podobnie jak obecno$¢ kationéw sodu lub potasu moze rowniez
indukowa¢ zmiany strukturalne kwadrupleksow. 1 tak na przyklad zaobserwowano, ze
podwyzszenie temperatury powyzej 50°C dla czasteczki o sekwencji d(UAGsTP'UAGsT)

spowodowato zmiang pofatdowania kwadrupleksu z formy antyréwnolegtej do rownolegtej (60).

Wplyw ligandow
Ligandy o matej masie czasteczkowej moga wigza¢ i stabilizowa¢ czteroniciowe struktury
DNA. Dla celéw terapeutycznych bardzo wazne jest stosowanie ligandow o selektywnym i silnym

powinowactwie do kwadrupleksow. Ligandy takie zbudowane sg najczeSciej z poliaromatycznych
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heterocyklicznych pierscieni i mogg asocjowa¢ do kwadrupleksow w rozny sposob. Najbardziej
uprzywilejowane jest oddziatywanie warstwowe pomiedzy ligandem a terminalng G-tetrada, jednak
ligandy moga wigza¢ si¢ takze w bruzdach, oddzialywa¢ ze szkieletem fosfodiestrowym lub

zasadami w petlach.
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Rys 21. Wzor Strukturalny BRACO-19 (A), telomestytyny (B), TMPyP4 (C), pochodnej porflryny
zawierajqcej mangan oraz tanicuchy obdarzone tadunkiem dodatnim (D)

Obecnie prowadzone sg zaawansowane badania dotyczace wptywu stabilizatora kwadrupleksow,
jakim jest czasteczka o nazwie BRACO-19 (rys. 21 A), na komorki pochodzgce z nowotworow
prostaty i macicy (61). Inny typ stabilizatora kwadrupleksow, telomestatyna (rys. 22 B), wydaje si¢
by¢ obiecujacym lekiem w leczeniu ostrej biataczki (62). Cechy wspdlne obu tych czasteczek to
niewielki wpltyw toksyczny na normalne komorki, blokowanie podzialow komorek
nowotworowych z aktywng telomerazag oraz komorek, w ktorych mechanizm wydluzania
telomerow jest niezalezny od telomerazy (ALT, ang. alternative lenghtening of telomeres), szybkie
hamowanie podzialow i1 apoptozy niezaleznie od dtugosci telomerow oraz brak jawnych Kklinicznie
skutkéw ubocznych. Te cechy obu stabilizatorow umozliwia w niedalekiej przysztosci rozpoczecie
badan klinicznych.

Inng grupg zwigzkow o silnym powinowactwie do kwadrupleksow sa pochodne porfiryny.
Wiadomo na przyktad ze pochodna TMPyP4 (rys. 22 C) stabilizuje kwadrupleksy powstajace na
koncach telomeréw, blokujac aktywno$¢ telomerazy in vitro (63), natomiast destabilizuje
kwadrupleksy powstajace z tandemowych powtorzen d(CGG)n (64). Inna pochodna porfiryny
(rys. 21 D), ktéra wiagze Mn(Ill), wykazuje bardzo silne i niezwykle selektywne wigzanie
kwadrupleksow (65).

11.2.3. Wystepowanie kwadrupleksow

W komorce kwas deoksyrybonukleinowy petni gltéwnie funkcje nosnika informacji
genetycznej. Wystepuje zazwyczaj W formie dwuniciowej oraz ulega kondensacji tgczac sie
z biatkami tworzgc ni¢ chromatynowa, ktora organizuje si¢ w struktury wyzszego rzedu — solenoidy
i domeny spigte nichistonowymi biatkami. Gdy DNA aktywnie uczestniczy w replikacji,
transkrypcji, rekombinacji i naprawie uszkodzen moze przyjmowac inne struktury niz podwojna

helisa. Szczegoblnie interesujace sg regiony bogate w reszty guanozyny, ktore mogg przyjmowaé
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struktury kwadruplekséw. Analiza bioinformatyczna wskazuje, iz kwadrupleksy mogg by¢
powszechne w genomie (66). Takie struktury w DNA moga tworzy¢ si¢ w kluczowych biologicznie
regionach obejmujacych glownie konce chromosomoéow (telomery), regiony promotorowe genow
onkogennych, krotkie powtorzenia mikro- oraz minisatelitarne. Z kolei, jak pokazuje analiza
bioinformatyczna, kwadrupleksy RNA mogg wystepowac¢ w roznych regionach mRNA, najcze¢sciej
jednak w regionie 5-UTR w poblizu miejsca startu translacji. Obecnie uwaza si¢, ze kwadrupleksy
RNA takze odgrywaja wazne biologiczne role, jak chociazby uczestnictwo w regulacji translacji
(67).

(d) Ribosome

(@)

o el

(c)

Rys. 22. Mozliwe miejsca wystegpowania kwadrupleksow w komorce:
(a) w obrebie dwuniciowego DNA, w regionie promotorowym genu,; komplementarna ni¢
tworzy tzw. G-petle
(b) w obrebie dwuniciowego DNA, podczas replikacji
(c) w obrebie jednoniciowego DNA, w regionie telomerowego konca 3'
(d) poza jgdrem, w regionie 5'-UTR mRNA

W ostatnim czasie znacznie wzrosta liczba dowodow na istnienie G-kwadrupleksow in vivo

(rys. 22) oraz ich rolg w szeregu procesow biochemicznych (68). Pokazano na przyktad, ze:

a) kwadrupleksy znajdujace si¢ na koncach chromosoméw specyficznie wigzg przeciwciata
u Stylonychia (69;70) oraz ligandy (71),

b) motywy kwadrupleksow to elementy cis-regulatorowe w regulacji transkrypcji
i rekombinacji genu (72),
¢) zmieniona ekspresja genu w syndromie Wernera i Blooma wptywa na zaburzenia funkcji

helikaz; kodowana przez ten gen helikaza RecQ rozplata strukture kwadrupleksu (73),

d) wewnatrz komorki, w obszarze dwuniciowym, utworzenie kwadrupleksu indukuje
powstawanie tak zwanych G-petli (rys. 22 a), ktore sa widoczne pod mikroskopem (74),

e) istnieja biatka, ktore w komorce oddziatujg specyficznie z kwadrupleksami (75); biatka te
wigza si¢ do kwadrupleksow, promuja ich powstawanie lub destabilizujg, rozwijaja je lub tna,

) sekwencje podatne na tworzenie struktur kwadrupleksow wystepujg w miejscach genomowej
niestabilnos$ci; przykltadowo helikaza Pifl kontrolujaca struktury kwadrupleksow tworzonych
przez tandemowe powtorzenia CEBI1, jest konieczna dla stabilnosci powtorzen
minisatelitarnych u drozdzy (76),
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g) oligonukleotyd (aptamer AS1411) przyjmujac struktur¢ kwadrupleksu wigze biatko
nukleoling na powierzchni komoérki rakowej i indukuje apoptoze; ten terapeutyk jest w II fazie
badan klinicznych (77),

h) mutacja w obszarze promotorowym genu zdolnego do tworzenia kwadrupleksu wptywa na
jego ekspresje u Neisseria gonorrhoeae (78)

Sekwencje telomerowe

Telomer, element strukturalny chromosomu zapewniajacy jego stabilnos¢, zbudowany jest
z kilku tysiecy reszt nukleotydowych i zwigzanych z nim biatek. Telomer nie zawiera zadnych
genow 1 nie koduje biatek, jego funkcja polega na zabezpieczeniu chromosomowego DNA przed
degradacja 1 rekombinacja. Telomer skraca si¢ podczas kazdego podziatu komorki. Proces ten,
bedacy "licznikiem podziatow" chroni komorki przed nowotworzeniem, ale przektada si¢ na proces
starzenia si¢. Telomer jest syntetyzowany przez enzym telomeraze, ktory sktada si¢ z komponentu
biatkowego odwrotnej transkryptazy (hTERT) i nici RNA (hTERC/hTR) stuzacej za matryce przy
syntezie telomeru. Telomeraza wystepuje w intensywnie dzielacych si¢ komodrkach, a aktywnos¢
tego enzymu zmniejsza si¢ z wiekiem, co przektada si¢ na starzenie komoérek. W komorkach
nowotworowych aktywnos$¢ tego enzymu jest zwykle podwyzszona; telomeraza jest obecna w ok.
90% komorek rakowych. Cecha charakterystyczng telomerow sg wystajace, jednoniciowe konce
bogate w reszty guanozyny. Na przyktad ludzki telomerowy DNA zawiera ok. 100-200 reszt
nukleotydowych na koncu 3' (79). Cecha ta utatwia tworzenie kwadrupleksow, poniewaz ich
powstawanie nie jest zaktocone przez obecno$é¢ drugiej, komplementarnej nici.

Jeden z istniejacych modeli zaktada, ze pojedyncza ni¢ z konca 3' moze wyprze¢ jedng z nici
dupleksu w koncowym fragmencie chromosomu i utworzy¢ pary zasad z komplemantarng w tym
regionie sekwencja, tworzac tak zwang D-petle oraz strukturg t-petli (80). Oddziatywanie to moze

polega¢ na utworzeniu nowego dupleksu lub kwadrupleksu o topologii (3+1). Schematyczne

modele struktur telomeru pokazane sg na rysunku 23 A i B.

2R EE) ‘
Rys. 23. Schematyczny model struktury telomeru: oparty o strukture dupleksu (A), oparty o strukture
kwadrupleksu typu (3+1) (81), (B), niebieskie i zotte dyski — biatka stabilizujgce t-petle

Tandemowo powtorzone sekwencje bogate w guanozyny Zznajdujace si¢ na koncach
chromosomoéw, sg odmienne u réznych gatunkéw, jednak zawsze majg sktonno$¢ do tworzenia
kwadruplekséw. Przyktadowo, u ludzi i innych kregowcow, telomery zawierajg powtorzenia typu
d(TTAGGG)n (60), natomiast u Tetrahymena - d(TTGGGG)n, (82) a u Oxytricha nova -
d(TTTTGGGG)n (30). Powtorzenia te tworzg in vitro stabilne struktury kwadruplekséw. Obecnosé
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takich struktur in vivo moze mie¢ szczegdlne znaczenie, gdyz moze prowadzi¢ do inhibicji
telomerazy, co probuje si¢ wykorzystat w leczeniu raka (83;84). Dla utworzenia
jednoczasteczkowego kwadrupleksu wymagane sa co najmniej 4 powtdrzenia telomerowe, wigc
konce chromosoméw mogg teoretycznie zawiera¢ od 4 do 8 tandemowych kwadrupleksow (54).
Obecnie uwaza si¢, ze formowanie na koncach chromosoméw kwadrupleksow in vivo jest
regulowane w czasie cyklu komoérki oraz jest zalezne od obecnosci dwoch bialek, TEBPa oraz
TEBPB. Z kolei fosforylacja biatka TEBPB w fazie S cyklu komoérkowego jest konieczna dla
rozplecenia struktury kwadrupleksu (85), a jednoniciowa forma koncow telomerowych jest
utrzymywana przez biatko POT1 (86).

U ssakow telomerowe DNA ulega transkrypcji do RNA, ktére zawiera powtdrzenia telomerowe
typu r(UUAGGG) (87). TERRA (ang. telomeric repeat—containing RNA), podobnie jak telomerowe
DNA, moze tworzy¢ struktury kwadruplekséw. Potencjalnie obecno$¢ takich struktur moze chronié¢
RNA przed trawieniem enzymatycznym (88). W badaniach in vitro TERRA wiaze si¢ z telomerazg

oraz jest jej inhibitorem (89).

Struktury oparte o pojedyncze powtorzenie sekwencji

Najprostsze, czteroniciowe kwadrupleksy powstaja w wyniku asocjacji czasteczek
o sekwencjach typu: XnGpXn (Xn: X — dowolne reszty nukleotydowe, n- liczba reszt, Gp:
G — reszty guanozyny, p - ich liczba). Analiza takich struktur otrzymanych metodami spektroskopii
NMR oraz krystalografii pokazuje, iz czasteczki zbudowane z pojedynczych powtorzen ludzkiej
telomerowej sekwencji d(TTAGGG), d(TTAGGGT) oraz sekwencji d(TTGGGG) z Tetrahymena
tworzg struktury rownolegtych kwadruplekséw z trzema tetradami o orientacji anti wszystkich reszt

guanozyny (31) (rys. 24 A).
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Rys. 24. Schematyczna struktura kwadrupleksu o sekwencji d(TTAGGGT) (PDB ID: 1NP9) (A), model
kwadrupleksu RNA o sekwencji r(UAGGGU) (B)

Inne znane, proste sekwencje bogate w reszty guanozyny, nie posiadajace biologicznego
odniesienia rowniez formuja czteroniciowe, rownolegle kwadrupleksy DNA jak np. czgsteczka
d(TGGGGT) (90;91). Taki typ topologii jest dominujacy zarowno dla krotkich sekwencji DNA jak
i RNA. W strukturze kwadrupleksu RNA zbudowanego z telomerowego powtorzenia r(UAGGGU)
zaobserwowano oprocz trzech typowych G-tetrad tworzenie si¢ tetrady zbudowanej z reszt urydyny

(rys. 24 B), ktorej obecnos¢ przyczynia si¢ do znacznej stabilnosci tej czgsteczki (92;93).

33



Bardziej zlozone topologie mogg powstawaé z czgsteczek o sekwencjach zawierajacych co
najmniej dwa rejony powtdrzen guanozynowych rozdzielonych lgcznikiem nieguanozynowym.
Sekwencje typu (I) XnGoXpGoXn, (I1) XnGoXpGoXpGoXn lub (111) XnGoXpGoXpGoXpGoXn
(Xn: X — dowolne reszty nukleotydowe, n - liczba reszt, Go: G — reszty guanozyny, o - ich liczba,
Xp: X — dowolne reszty nukleotydowe zaangazowane w tworzenie petli, p - liczba reszt) moga
asocjowac na dwa sposoby. Z czasteczek o sekwencjach zawierajacych dwa lub trzy G-trakty (11 I1)
powstaja dwuniciowe kwadrupleksy, natomiast oligonukleotydy zbudowane z czterech powtdrzen

(IIT) tworza zazwyczaj jednoniciowe kwadrupleksy posiadajace rdzne typy petli.

Struktury oparte o dwukrotne powtérzenie sekwencji

Charakterystyczng cechg kwadrupleksow DNA jest ich polimorfizm strukturalny. Czesto dla
tej samej czasteczki DNA, ale badanej w roznych warunkach $rodowiska, obserwuje si¢
powstawanie roznych form. Dlatego tez, projektujac ligandy selektywnie oddziatujace ze struktura
kwadrupleksoéw 1 testujac ich wigzanie do czasteczek DNA in vitro, nalezy mie¢ na uwadze, iz
w komorce fragment nici o takiej samej sekwencji DNA, jak wybrany do badan wstgpnych in vitro,
moze przyjmowaé catkowicie inng forme¢. W dalszej czgsci tego rozdzialu pokaze, iz nie istnieja
zadne reguly, ktére pozwolityby na zaprojektowanie struktury kwadrupleksu na podstawie
sekwencji zasad. Wprowadzenie jakichkolwiek zmian do sekwencji DNA skutkuje najczgsciej
powstaniem nowej, unikalnej struktury kwadrupleksu. Szeroki zakres zmiennosci struktur DNA
uzasadnia prowadzenie systematycznych badan, w ktorych wprowadza si¢ niewielkie zmiany do
sekwencji, a nastepnie analizuje potencjal podstawowej sekwencji do tworzenia wariantowych
struktur. Jest to obecnie jedyna metoda, ktéra moze w przysztoéci doprowadzi¢ do zrozumienia
oraz przewidywania struktur kwadrupleksow in vivo.

Przyktadem czasteczki wykazujacej polimorfizm strukturalny jest oligonukleotyd o sekwencji
ludzkiego telomerowego DNA (34). W Kkrysztale, w obecnosci kationdéw potasu, czgsteczka
d(TAGGGTTAGGGT) przyjmuje formg¢ dwuniciowego kwadrupleksu typu réwnoleglego,
w ktorym G-tetrady potaczone sg petlami zewnetrznymi, a wszystkie reszty guanozyny sa

w konformacji anti (rys. 25 A).

Rys. 25. Schematyczna struktura krystalograficzna kwadrupleksu o sekwencji d(TAGGGTTAGGGT)
(PDB ID: 1K8P) (A) oraz jej model w roztworze (B)

Co interesujace, w roztworze zawierajacym kationy K*, czasteczka ta istnieje w postaci dwoch

form. Forma kwadrupleksu typu rownolegtego (konformer 1) jest podobna do struktury w krysztale.
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Druga forma (konformer II) to struktura antyrownolegla typu gora-dot-goéra-dot (rys. 25 B)
posiadajaca petle boczne i mieszane konformacje Syneantiesyneanti w obrgbie G-tetrad (60).
Rownowaga pomigdzy tymi formami zalezy mig¢dzy innymi od temperatury. W temperaturze
< 50°C dominuje forma antyrownolegta. Wprowadzenie niewielkiej modyfikacji polegajacej na
zastgpieniu jednej reszty tymidyny przez deoksyurydyng, réwniez wplywa na istniejgce
w roztworze rownowagi konformacyjne. W przypadku modyfikacji TAGGG(dU)TAGGGT
w roztworze dominuje konformer I, natomiast dla czasteczki dodatkowo zawierajacej d(®'U),
(dU)AGGGT(d®"U)AGGGT, w tych samych warunkach przewaza konformer II (60).

Inna, niewielka modyfikacja sekwencji d(TAGGGTTAGGGT) polegajaca na wilgczeniu
reszt LNA w pozycjach 4, 5, 11 lub 3, 4, 5, 9, 10, 11 nici DNA, sprzyja takze powstawaniu tylko
konformeru 1. Jest to wynikiem wymuszonej formy C3'-endo reszt LNA oraz uprzywilejowanej dla
tych reszt konformacji anti wokot wigzania N-glikozydowego (94). Istnienie réwnowag
konformacyjnych w roztworze w przypadku kwadruplekséw jest raczej reguta niz wyjatkiem.
Przyktadem moze by¢ rowniez czasteczka o wystepujacej U Tetrahymena sekwencji
d(TGGGGTTGGGGT), dla ktérej zaobserwowano w roztworze wystepowanie dimerycznych
kwadrupleksow typu antyrownolegtego, roznigeych sie tylko utozeniem dwoch petli bocznych
(glowa-glowa lub gtowa-ogon) (95). Inna czgsteczka zawierajaca cigg czterech reszt guanozyny
o wystepujacej u Oxytricha nova sekwencji d(GGGGTTTTGGGG), réwniez tworzy kwadrupleks
typu antyrownoleglego (30;96). Unikalng cechg tej struktury jest potgczenie tetrad za pomoca petli
przekatnych, ktore nie wystepuja w przypadku innych krotkich sekwencji telomerowych

tworzacych dwuniciowe kwadrupleksy (rys. 26).

Rys. 26. Schematyczna struktura kwadrupleksu o sekwencji d(GGGGTTTTGGGG) (PDB ID: 2AKG)

Czasteczka RNA o sekwencji (UAGGGUUAGGGU), podobnie jak omawiana powyzej
analogiczna sekwencja DNA, d(TAGGGTTAGGGT), tworzy w roztworach zawierajacych kationy
K" (18) lub Na* (88) rownolegly dwuniciowy kwadrupleks z petlami zewnetrznymi. Zasadnicza
réznica pomigdzy strukturg DNA i RNA dotyczy konformacji reszt cukrowych. W DNA (struktura
w krysztale, PDB ID: 1K8P) forma C2'-endo jest konformacjg preferowang dla wszystkich reszt,
natomiast w przypadku RNA (struktura w roztworze, PDB ID: 2KBP) zaobserwowano

zréznicowanie konformacji pierscieni cukrowych. Reszty centralnych G-tetrad przyjmuja
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konformacje C3'-endo, reszty z regionu petli konformacje C2'-endo, a reszty terminalne zaréwno
konformacje C2'-endo jak i C3'-endo.

Modyfikacja, omawianej powyzej sekwencji RNA, polegajaca na usunigciu dwoch reszt (U 1 A)
z konca 5' prowadzi do powstania interesujgcej formy przedstawionej schematycznie na rys. 27.
W roztworze, w §rodowisku kationéw K*, nastepuje dimeryzacja struktur kwadrupleksow, ktora jest

stabilizowana oddziatlywaniem warstwowym pomig¢dzy tetradami z koncow 5' (18).

Rys. 27. Model kwadrupleksu oddziatujgcego warstwowo koncami 5'.

Struktury oparte o trojkrotne powtorzenie sekwencji

W 2005 roku pokazano, iz dwuniciowe kwadrupleksy nie musza powstawa¢ z dwoch
identycznych nici (97). Czasteczka d(GGGTTAGGGTTAGGGT) o sekwencji ludzkiego
telomerowego DNA w roztworze zawierajacym jony sodu tworzy asymetryczny dwuczasteczkowy
kwadrupleks, w ktorym G-tetrady sg utworzone przez trzy trakty guanozynowe jednej nici oraz
zawierajacy trzy reszty guanozyny, koniec 3' drugiej nici (rys. 28 A). Czasteczka ta moze rowniez
asocjowac z krotkim fragmentem typu d(TAGGGT) tworzac kwadrupleks o takiej samej topologii
(rys. 28 B). Obserwacja ta jest szczegolnie wazna, gdyz jak wcze$niej wspomniatam, jeden
z modeli struktury telomeru (rys. 23) zaktada taki wlasnie model powstawania kwadrupleksu typu
(3+1).

Rys. 28. Schematyczny model kwadrupleksu typu (3+1) zbudowany: =z dwdch nici
d(GGGTTAGGGTTAGGGT) (A), z nici d(GGGTTAGGGTTAGGGT) oraz d(TAGGGT) (B)

Struktury oparte o czterokrotne powtorzenie sekwencji

Dla dhuzszych sekwencji telomerowych zawierajacych cztery G-trakty brak jest jednej
dominujacej topologii, a wrecz obserwuje sie jeszcze wigkszg ich roznorodnos¢. Przyktadem moze

by¢ czasteczka o sekwencji d[AGGG(TTAGGG);], ktora w obecno$ci kationow sodu tworzy
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W roztworze antyrownolegly kwadrupleks typu gora-gora-dot-dot (32). W krysztale natomiast,
w obecnosci kationdw potasu, tworzy si¢ zupelnie inna struktura, w ktorej nici sg utozone
rownolegle a trzy zewnetrzne petle usytuowane sa w bruzdach (34). Porownanie tych struktur

przedstawione jest schematycznie na rysunku 29.

Rys. 29. Schematyczna struktura kwadrupleksu o sekwencji d[AGGG(TTAGGG)s] w roztworze
(PDB ID: 143D) (A) i w krysztale (PDB ID: 1KF1) (B)

Wprowadzenie krotkich sekwencji flankujacych na koncach 5' lub 3' do omowionej powyzej
czasteczki ma ogromny wplyw na typ tworzacej si¢ struktury. Na przyklad czasteczki
o sekwencjach d[TAGGG(TTAGGG);] (98) oraz d[TAGGG(TTAGGG);TT] (99) przyjmuja
w roztworze rozne formy, tworzac, pokazane na rysunku 30, kwadrupleksy typu (3+1) opisane jako
forma I lub I1.

Rys. 30. Schematyczna struktura w roztworze kwadrupleksow typu (3+1) o sekwencjach:
d[TAGGG(TTAGGG)3], forma | (PDB ID: 2JSM, 2JSK) (A), d[TAGGG(TTAGGG)3TT], forma Il, (PDB
ID: 2JSL, 2JSQ) (B)

Z kolei czasteczka o sekwencji d[TAGGG(TTAGGG);T] w roztworze wystepuje w rownowadze
form I'i Il, w porownywalnych ilo$ciach (100). Natomiast oligomery d[TTGGG(TTAGGG);A]
(100) i d[AAAGGG(TTAGGG)3AA] (101) tworza w roztworze jedynie pojedyncza forme typu |.
Kwadrupleks utworzony przez czasteczke d[GGG(TTAGGG)3T] jest trwalszy od formy | oraz Il
pomimo, ze jest on zbudowany tylko z dwoch tetrad (rys. 31), (59).

Rys. 31. Schematyczna struktura kwadrupleksu o sekwencji d[GGG(TTAGGG);T], (PDB ID: 2KF8)

Czasteczki o podobnych sekwencjach, réznigce si¢ tylko dtugoscig G-traktu moga tworzy¢

zupetnie odmienne struktury. Na przyktad kwadrupleks zbudowany z nici zawierajacej typowy trakt
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guanozynowy d[TAGGG(TTAGGG)s] zawiera mieszane typy petli (rys. 30 A) (98), natomiast ni¢
DNA o sekwencji d[TAGG(TTAGG);] z Bombyx Mori, w ktorej wystepuja dwie kolejne reszty
guanozyny, tworzy unikalny dla powtérzen telomerowych kwadrupleks z trzema petlami bocznymi
(rys. 32 A) (57). Jednak to nie dlugos¢ G-traktu jest odpowiedzialna za powstawanie takiej formy
kwadrupleksu. Dla przyktadu czasteczka d[AGGG(CTAGGG)3], zawierajagca w sekwencji cigg
trzech reszt guanozyny tworzy rowniez struktur¢ z trzema petlami bocznymi (102), ktora

dodatkowo stabilizowana jest mieszang tetrada G:C:G:C (rys. 32 B).

Rys. 32. Model kwadrupleksu w roztworze dla czgsteczki [ TAGG(TTAGG);] (A), struktura kwadrupleksu
w roztworze dla czqsteczki dA[AGGG(CTAGGG)s], (PDB ID: 2KM3) (B); kolorem brgzowym oznaczono

reszte cytydyny.

Topologia kwadrupleksow zalezy nie tylko od sekwencji zasad, typu jonow, ale takze od

stezenia samego DNA. Przykladowo, zaleznie od st¢zenia DNA, powtdérzenia telomerowe
d[AGGG(TTAGGG);] oraz d[GGG(TTAGGG)15] moga formowac antyrownolegly, hybrydowy lub
rownolegly kwadrupleks (42). Obecno$¢ etanolu, ktory symuluje sttoczenie molekularne lub efekt
dehydratacji (40), moze indukowac¢ zmiang topologii kwadrupleksow (42).
Przyjmuje sig, ze czasteczki zbudowane z wigkszej liczby powtorzen mogg przyjmowac taka samag
strukture jak poszczegolne podjednostki, np. powtdrzenie d[GGG(TTAGGG)is] moze by¢
powieleniem struktury podstawowej podjednostki d[GGG(TTAGGG);]. Idea ta jest przedstawiona
schematycznie na rysunku 33.
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Rys. 33. Modele kwadruplekséw dla krotkich i diugich sekwencji telomerowych, w warunkach
fizjologicznych w obecnosci kationow potasu, kwadrupleks antyrownolegly (A), typu (3+1) (B), rownolegly
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Polimorfizm strukturalny czasteczek DNA silnie kontrastuje z obserwowanym

konserwatyzmem topologii telomerowych kwadrupleksow RNA (16). Widma dichroizmu
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kotowego sugerujg, ze podobnie jak pojedyncze powtorzenia telomerowe, roéwniez nieco dtuzsze
powtorzenia, zbudowane z motywow r(UUAGGG), niezaleznie od rodzaju kationow, formuja

wylacznie roéwnolegle struktury kwadrupleksow RNA (18;88).

Sekwencje promotorowe genow

Podczas gdy sekwencje nukleotydéow w telomerach sa niezmienne i powtarzalne, regiony
promotorowe gendéw zbudowane sg ze zmiennej liczby reszt guanozynowych, rozdzielonych
niesymetrycznymi, krotkimi, czesto jednonukleotydowymi lgcznikami. W promotorach takich
protoonkogenéw jak: c-MYC (103;104), VEGF (105), RET (106), KRAS (107), Bcl-2 (108;109),
c-KIT (110), PDGF-A (111) oraz HIF-1a (112) zidentyfikowano sekwencje, ktore sa zdolne do
tworzenia kwadrupleksow. Coraz wigksze zainteresowanie tymi czgsteczkami wynika z faktu, iz

dowiedziono, ze obecnos¢ kwadrupleksu w obrebie protoonkogenu hamuje jego ekspresje (113).

Struktury oparte 0 sekwencje genu c-myc

Gen c-myc to jeden z kluczowych genow w procesach dzielenia si¢ komoérek, a mutacje
w jego obrgbie prowadza do powstawania nowotwordw. Przedmiotem intensywnych badan jest
sekwencja zawierajgca sze$¢ traktow guanozyny, ktoéra jest cze$cig Kontrolujacego transkrypcije
elementu NHE 111, (ang. nuclease hypersensitivity element Ill;) w regionie promotorowym genu
c-myc. 27-mer odpowiadajacy fragmentowi c-myc NHE 1ll; (tab. 6) tworzy alternatywne struktury
zaleznie od tego, ktore trakty guanozynowe uczestniczag w formowaniu szkieletu kwadrupleksu
1 w konsekwencji w roztworze istnieje wiele form w réwnowadze. Aby otrzymac¢ czasteczki
tworzace w roztworze pojedyncza forme¢ przebadano ponad 50 wariantow sekwencji, nieco
krotszych od nici dzikiej, w ktorych niektore reszty guanozyny zamieniono resztami tymidyny.
W tabeli 6 zamiescitam jedynie te sekwencje oligonukleotydow, ktore przyjmuja pojedyncza forme

W roztworze.

Tabela 6. Warianty sekwencji c-myc NHE 111,

Oznaczenie Sekwencja

fragment c-myc NHE |11, TGGGGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG
I - c-myc-2345 TGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAA

Il - c-myc-1245 TGGGGAGGGT TTTT AGGGTGGGGA

11 - typ c-myc-2345 TGAGGGTGGGT AGGGTGGGTAA
IV - c-myc-23456 TCGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG

Tworza one trzy rézne typy rownoleglych kwadruplekséw rdéznigcych sig¢ gltownie kolejnoscia
ciggow guanozyny wchodzacych w sktad trzonu kwadrupleksow. | tak forma | (c-myc-2345) wlacza
drugi, trzeci, czwarty oraz pigty G-trakt (rys. 34 A), natomiast forma Il (c-myc-1245) trakty
pierwszy, drugi, czwarty oraz piaty (rys. 34 B) (114).
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Rys. 34. Schematyczna ;?ruktra rownoleglego kwadruplekl-:)u dla c-myc-2345 (PDB ID: 1XAV), (A) i modelu
dla c-myc-1245 (B)

Charakterystyczng cechg tych struktur jest obecno$¢ dwoch jednonukleotydowych, zewnetrznych
petli (odpowiednio Tio i Ag) spinajacych trzy tetrady. Oligomer o sekwencji Il (tab. 6) zawiera
w pozycjach 14 i 23 reszty tymidyny zamiast guanozyny (pogrubiona czcionka). Topologia
powstajacego kwadrupleksu jest identyczna z topologia wyznaczong dla czasteczki o sekwencji
c-myc-2345, gdzie reszty 14 i 23 takze stanowity element petli (115). Najblizsza sekwencji typu
dzikiego c-myc NHE Ill;,, sekwencja IV (c-myc-23456, tab. 6) zawiera az pig¢ G-traktow
zaangazowanych w tworzenie kwadrupleksu. W tej nietypowej strukturze (rys. 35) pojedyncza
reszta guanozyny (G,4) wchodzaca w sktad pigtego G-traktu, dopeinia terminalng G-tetrade
(ang. snap-back), przyjmujac konformacj¢ syn (116).

Rys. 35. Schematyczna struktura kwadrupleksu  czgsteczki TGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG,
(c-myc-23456), (PDB ID: 2A5P); reszty guanozyny zaangazowane w tworzenie G-tetrady zostaly
podkresione; kolor niebieski - reszty tworzqce petle

Struktury oparte o sekwencje genu c-kit

Gen c-kit jest protoonkogenem kodujacym kinaze tyrozynowa, bedacg receptorem dla
czynnika wzrostu komoérek macierzystych. Mutacje w tym genie sa powszechne w wielu
nowotworach, np. w guzie podscieliskowym przewodu pokarmowego (GIST), a takze moga taczy¢
si¢ z zaburzeniami w pigmentacji. W regionie promotora ludzkiego genu c-kit, hiperczutego na
nukleazy, zidentyfikowano dwie sekwencje bogate w reszty guanozyny, c-kitl oraz c-kit2, powyzej
sekwencji kodujacej gen. Czasteczki o tych sekwencjach tworza kwadrupleksy posiadajace
nieznane dotad motywy strukturalne. W utworzenie terminalnej tetrady, G2:Gg:G10:Gas, (rys. 36)
zaangazowana jest izolowana reszta guanozyny Gio, ktora nie jest elementem zadnego z ciggow

guanozynowych, natomiast stanowigca element G-traktu reszta Gy z konca 3' wspottworzy petle.
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Rys. 36. Schematyczna struktura kwadrupleksu czgsteczki AGGGAGGGCGCTGGGAGGAGGG, (c-kitl),
(PDB ID: 203M); reszty guanozyny zaangazowane w tworzenie G-tetrady zostaly podkreslone; kolor
niebieski - reszty tworzqce petle

W rezultacie dwunukleotydowa petla (C11T12) taczy dwa przylegte wierzchotki (Gio 1 Gi3),
a pigcionukleotydowa petla o sekwencji A16G17G18A19G20 umozliwia wiaczenie reszt Gy i Gy, do

G-tetrad i rownolegte utozenie tego odcinka nici (rys. 36), (110;117).

Rys. 37. Schematyczna struktura kwadrupleksu czgsteczki CGGGCGGGCGCGAGGGAGGGT (c-kit2):
forma monomeryczna (PDB ID: 2KYP) (A), forma dimeryczna (PDB ID: 2KYO) (B); reszty guanozyny
zaangazowane w tworzenie G-tetrady zostaly podkreslone; kolor niebieski - reszty tworzqgce petle

Czasteczka o sekwencji  c-kit2, d(CGGGCGGGCGCGAGGGAGGGT) moze przyjmowac
w roztworze dwie formy. W niskim stg¢zeniu kationd6w potasu powstaje typowy jednoczasteczkowy
kwadrupleks (rys. 37 A), natomiast 5-krotne zwigkszenie stezenia tych kationow do 100 mM,
prowadzi do powstania kwadrupleksu o nieznanej dotad topologii (rys. 37 B). Dwuczasteczkowy,
zazgbiony (ang. interloked) kwadrupleks stabilizowany jest oddzialywaniem warstwowym

pomig¢dzy G-tetradami, w ktorym posredniczy niekanoniczna para zasad A:A (118).

Struktury oparte o sekwencje genu bcl-2

Gen bcl-2 nalezy do protoonkogenow, ktorych uszkodzenie objawia si¢ nickontrolowanym
wzrostem ich aktywnos$ci lub ekspresji, co prowadzi do powstania nowotworu. Prawidtowy gen
bcl-2 umiejscowiony jest na chromosomie 18g21, jednak w wyniku translokacji moze zostac
przeniesiony, co prowadzi do zwigkszonej ekspresji i nadprodukcji jego biatkowego produktu.
Nadekspresja biatka BCL2, produktu genu bcl-2, moze powodowaé opornos¢ nowotworow na
chemio- i radioterapie, w wyniku hamowania procesu apoptozy w komorkach guza.

Czasteczka o sekwencji fragmentu promotora P1 genu bcl-2 d(GGGGCG;GGCGCGGG-
AGGAAGGGGGCGG»,GAGCGGGEG) posiada szes¢ traktow guanozynowych zawierajacych trzy,
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cztery lub pie¢ kolejnych reszt guanozyny. Tworzy ona stabilny kwadrupleks (bcl-2 2345)
zbudowany z wewngtrznych traktow guanozyn (rys. 38). Czasteczka ta w stosunku do czasteczki

dzikiej zawiera dwie reszty Gis i Gig zastgpione resztami Tqs0raz Ty (109;119).

Rys. 38. Schematyczna struktura kwadrupleksu czgsteczki d(GGGCGCGGGAGGAATTGGGCGGG), (PDB
ID: 2F8U)

Struktury oparte o sekwencje intronu genu chll

Gen chll koduje helikazg FANCJ, ktora rozwija struktury G-kwadrupleksow. Rowniez ten
gen zawiera sekwencje, ktore posiadajg tendencje do tworzenia struktur kwadrupleksow. Na
przyktad 19-mer o sekwencji intronu, d(GGGTGGGGAAGGGGTGGGT), tworzy wewnatrz-
czasteczkowy kwadrupleks 0 unikalnych cechach (120). Po pierwsze, jest to niespotykany dotad
przypadek, kiedy pierwsza reszta guanozyny z konca 5' (G;) bierze udziat w tworzeniu wewngtrznej
tetrady. Po drugie, petla w ksztalcie litery V laczy trzy, a nie jak zwykle dwie tetrady. Dodatkowo
petla ta jest utworzona wylacznie z fragmentu tancucha fosfodiestrowego pomiedzy resztami G

i Gio (rys. 39).

Rys. 39. Schematyczna struktura G-kwadrupleksu dla intronu genu chll o sekwencji
GGGTGGGGAAG;GGGTGGGT (PDB ID: 2KPR)

Sekwencje mMRNA

MRNA wystepuje in vivo w formie pojedynczej nici, wiec hybrydyzacja z komplementarna
nicig nie powinna konkurowa¢ z tworzeniem kwadrupleksu, jak ma to miejsce w DNA. Analiza
bioinformatyczna sugeruje, iz w regionie 5-UTR mRNA moze znajdowa¢ si¢ ponad 3000
elementéw majacych tendencje do tworzenia kwadrupleksow. Chociaz dotychczas nie jest znana
zadna struktura przestrzenna kwadrupleksu mRNA, istniejg dowody eksperymentalne wskazujace
na tworzenie si¢ tego typu struktur in vitro. Na przyktad, wykorzystujac metody spektroskopii CD
pokazano, ze krotki motyw sekwencji znajdujacej si¢ w regionie 5-UTR protoonkogenu NRAS,
r(GGGAGGGGCGGGUCUGGQG), zlokalizowany 14 reszt nukleotydowych ponizej 5'-czapeczki
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(ang. cap) oraz 222 reszty powyzej miejsca startu translacji (rys. 40 A), ztozony z czterech ciggow

guanozynowych, tworzy strukture rownoleglego kwadrupleksu w obecnosci kationéw K*, Na* lub

Li* (121).
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Rys. 40. Lokalizacja motywu 18-nukleotydowej sekwencji, posiadajgcej tendencje do tworzenia
kwadrupleksu w regionie NRAS 5-UTR (A), model stabilizacji kwadrupleksu przez ligand i inhibicji
translacji (B)

Pokazano rowniez, ze motyw ten jest miejscem docelowym (ang. target) dla matych ligandéw
(rys. 40 B), ktore inhibujg translacj¢ in vitro (122). W roku 2010 ukazaly si¢ trzy inne prace
opisujace sekwencje mRNA w regionie 5-UTR, w ktorych na podstawie eksperymentow
biofizycznych (spektroskopia CD, UV, profil migracji w zelu natywnym) dowiedziono
powstawania stabilnych kwadrupleksow RNA (123-125). Obecnie postuluje si¢, ze wystepowanie

kwadruplekséw w rejonie 5-UTR mRNA moze prowadzi¢ do hamowania lub modulacji translacji.

11.2.4. Nietypowe tetrady, pentaty i heksady wystepujgce w kwadrupleksach
Tetrady

Wraz z rosngcg liczbg struktur kwadrupleksow zdeponowanych w bazie PDB, poszerza si¢
nasza wiedza dotyczaca ich niezwyklej réznorodnosci. Poza typowa G-tetrada, coraz czesciej
spotykanym motywem strukturalnym w kwadrupleksach sg nieguanozynowe i mieszane tetrady,
pentady, heksady, heptady, a nawet oktady. Z uwagi na prowadzone przeze mnie badania,
szczegolnie interesuja mnie mieszane tetrady G:C:G:C. Wystepuja one w znanych strukturach
kwadruplekséw zbudowanych z nici DNA, zawierajacych trjnukleotydowy motyw CGG.
Bogate w reszty guanozyny i cytydyny sekwencje DNA, zaréwno liniowe, jak i cykliczne, moga
tworzy¢ kwadrupleksy, w ktorych tetrady sa zbudowane z dwoch par zasad C:G typu Watsona-
Cricka. Takie kanoniczne pary zasad G:C mogg dimeryzowaé¢ zaréwno od strony waskiej,
jak 1 szerokiej bruzdy. W znanych strukturach zawierajacych tetrady G:C:G:C, gdzie wigzania
wodorowe zawigzywane s3 od strony matej bruzdy (rys. 41 A-C) zaobserwowano, ze pary zasad
G:C s3 zawsze nachylone pod katem ok. 35 © w stosunku do osi gtéwnej kwadrupleksu (rys. 41 D)
(126). Oddziatywania pomigdzy parami zasad Watsona-Cricka moga by¢ stabilizowane za pomoca

réznych typéw wigzan wodorowych, pokazanych na rys. 41 A-C.
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Rys. 41. Przyktady tetrad G:C:G:C dimeryzujgcych od strony wagskiej bruzdy: G:C:G:C - dimeryzacja
naprzeciwleglych par G:C dla d<pTGCTCGCT>, (PDB ID: 1EU2) (A), C:G:C:G - przesuniete wzgledem
siebie pary G:C dla d<pCCGTCCGT>, (PDB ID: 2HK4) (127) (B), C:G:G:C - dimeryzacja rownolegta par
G:C dla d(TCGTTGCT), (PDB ID: 1K82) (C), struktura kwadrupleksu dla czgsteczki d<pCGCTCCGT>
(PDB ID: 2K97) (D); <> - sekwencje cykliczne

Asocjacja par zasad G:C typu Watsona-Cricka od strony matej bruzdy wyklucza mozliwosé
jednoczesnego powstania G-tetrad w takim kwadrupleksie, poniewaz G-tetrady sg zawsze planarne.
Z kolei tetrady G:C:G:C, w ktorych wigzania wodorowe pomiedzy dwiema parami zasad G:C
zawigzuja si¢ od strony szerokiej bruzdy, wystepuja w strukturze kwadrupleksu tacznie z

G-tetradami. W tetradach typu G:C:G:C wszystkie reszty nukleotydowe lezg w jednej plaszczyznie.
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Rys. 42. Przykiady tetrad G:C:G:C dimeryzujgcych od strony szerokiej bruzdy: dimeryzacja
naprzeciwlegltych par G:C dla d(GGGCTTTTGGGC), (PDB ID: 1A8N) (A), dimeryzacja przesunigtych
wzgledem siebie par G:C dla d[AG3(CTAG3)3], (PDB ID: 2KM3) (B)

W zalezno$ci od utozenia dwoch par zasad G:C wzgledem siebie wyrdzniamy dwa typy tetrad:
naprzeciwleglte (w wigzanie wodorowe zaangazowane s3 dwa protony grupy aminowej reszty
cytydyny, rys. 42 A) oraz przesunigte (stabilizowane poprzez oddziatywanie jednowartosciowego
kationu z atomem N7 oraz grupa karbonylowg reszty guanozyny, rys. 42 B).

Innym przykladem nietypowych tetrad wystepujacych w znanych strukturach
kwadrupleksow sa tetrady zbudowane z czterech jednakowych reszt nukleotydowych. Na przyktad
w strukturze kwadrupleksu utworzonego z czasteczki d(AGGGT), obecno$¢ centralnie
usytuowanych G-tetrad utatwia powstawanie A-tetrady (128). Na podstawie analizy widm NMR
zaproponowano tworzenie, znajdujacych si¢ w szybkiej wymianie, dwoch typow tetrad
A(syn):A(syn):A(syn):A(syn), w ktorych wigzania wodorowe zawigzuja si¢ pomigdzy atomami:
N°®HesN’ lub pokazanymi na rys. 43 A atomami N®HessN". Oprocz tetrad zbudowanych wylacznie
Z reszt purynowych znane sg takze tetrady pirymidynowe, zbudowane z czterech reszt urydyny

(92;93), tymidyny (129) lub cytydyny (130;131). Przyktadowo, w czgsteczce kwadrupleksu RNA

44



o0 sekwencji r(UAGGGU) U-tetrad¢ tworzg reszty urydyny z konca 3'. W tej tetradzie (rys. 43 B)

wigzania wodorowe zawigzujg si¢ pomigdzy atomem azotu N3 i atomem tlenu O4 (93).
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Rys. 43. Schemat wigzan wodorowych w tetradach: A:A:A:A (A) i U:U:U:U (B)

e

Reszty urydyny moga by¢ zaangazowane w tworzenie jeszcze bardziej niezwyktych
struktur. Na przyktad w strukturze krystalograficznej kwadrupleksu RNA o sekwencji r(UGGGGU)
zaobserwowano zawigzywanie si¢ jednej tetrady U:U:U:U z konca 3' (rys. 44 A) oraz pokazanego
na rys. 44 B, motywu oktady zasad GUGUGUGU powstajagcego w wyniku zachodzenia na siebie
koncow 5' dwoch czasteczek (132).

W strukturze krystalograficznej czasteczki r(U)(®'dG)r(UGGU) terminalne reszty urydyny,
z koncow 5' i 3, tworza typowe tetrady U:U:U:U, natomiast wewnetrzne reszty urydyny sg
wyrzucone poza helis¢ (rys. 44 D). Sugeruje to, ze terminalne reszty urydyny majg znacznie

wigkszg tendencj¢ do tworzenia tetrad niz te znajdujace si¢ dalej od koncow (133).

Rys. 44. Schematyczna struktura U-tetrady (A), G:U-oktady (B), dimerycznego kwadrupleksu
(kwadrupleks 1 — kolor zZotty, kwadrupleks 2 — kolor zielony), zachodzgce na siebie strzatki wyznaczajg
region oktad (C), jedna z czterech nici kwadrupleksu z jednonukleotydowym wybrzuszeniem U

Reszty tymidyny, rowniez i te znajdujace si¢ wewnatrz sekwencji, mogg tworzy¢ tetrady podobne
do urydynowych (rys. 45 A). Wigzania wodorowe zawigzuja si¢ pomigdzy atomami azotu N3

i tlenu O4 (129).
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Rys. 45. Schemat wigzar wodorowych w: T-tetradzie (A), C-tetradzie, typ wigzar wodorowych NH,+*+O? (B),
C-tetradzie, typ wigzan wodorowych NHys**N° (C)
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Badania metodami spektroskopii NMR pokazuja, iz protonowanie reszt cytydyny nie jest
koniecznym wymogiem do utworzenia motywu C-tetrad. Dotychczas znane sa dwa przyktady
nieprotonowanych C-tetrad. W  strukturze réwnoleglego kwadrupleksu o sekwencji
d(TGGGCGGT), powstaje C-tetrada z wigzaniami wodorowymi pomiedzy grupg NH, oraz atomem
tlenu O2 (rys. 45 B), a w czgsteczce 0 sekwencji d(TGGTGGC), pomiedzy grupg aminowsg
I atomem azotu N3 (rys. 45 C), (131). Obecno$¢ reszt cytydyny moze takze, w zalezno$ci od
rodzaju kationu, utrudnia¢ powstawanie kwadrupleksu. Na przyklad dla czgsteczki d(TGGCGGC)
zaobserwowano, ze w roztworze, w obecnosci kationow potasu powstaje kwadrupleks, natomiast
obecnos¢ kationéw sodu indukuje forme dupleksu. Dopiero w kwasnym $rodowisku (pH 2.2),
w obecnosci kationow Na®, rownowaga pomiedzy tymi konformacjami przesuwa si¢ w kierunku

formy kwadrupleksu (130).

Pentady oraz heksady
Analiza struktur znajdujacych si¢ w bazie PBD pokazuje, ze repertuar kanonicznych

kwadruplekséw opartych o trzon zbudowany z G-tetrad moze zosta¢ urozmaicony o motyw pentady
(35) lub heksady (134), gdy w sekwencji zasad wystepuje motyw GGAGG. W pentadach
i heksadach reszty adenozyny uktadajg si¢ w waskiej bruzdzie G-tetrady.

OO0 r OO

Rys. 46. Schematyczna struktura kwadrupleksu zawier?zjqcego motyw heksady dla czqsteczki d(GGAGG-AG)
(134) (A), A-tetrady dla czgsteczki d(T-GGAGG-C) (135) (B)

W serii DNA motyw heksady zaobserwowano dla czasteczki d(GGAGG-AG). Zbudowany
z dwoch nici kwadrupleks posiada jedng tetrade G:G:G:G oraz heksade G:G:A:G:G:A (rys. 46 A).
Dwie czasteczki kwadrupleksu asocjuja przyjmujgc bardziej skomplikowang forme. Powstaje
trwaly dimer, ktory jest stabilizowany oddziatywaniem warstwowym pomi¢dzy dwiema heksadami
(134). Powstawanie tego typu struktur w DNA silnie zalezy od liczby powtérzen motywu
d(GGAGG), sekwencji flankujacej ten motyw oraz typu tacznika. Na przyklad czasteczka
o sekwencji d(T-GGAGG-C), posiadajaca na koncach 5" i 3' odpowiednio reszty tymidyny
i cytydyny (rys. 46 B), tworzy typowy, rownoleglty kwadrupleks z centralng tetradg A:A:A:A (135).
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W serii RNA powtorzenia typu r(GGAGG), znacznie silniej niz w DNA, determinujg powstawanie
heksad typu G:G:A:G:G:A. Na przyktad bardzo podobne sekwencje DNA d(GGAGG-
TTTTGGAGG) i RNA r(GGAGGUUUUGGAGG) przyjmuja w roztworze zdecydowanie rozne
formy (136). Podczas, gdy DNA wystepuje w roztworze jako dwuniciowy kwadrupleks z A-tetrada
(rys. 47 A), czasteczki RNA tworza dimer jednoniciowych kwadrupleksow (rys. 47 B) z heksada
purynowa G:A:G:G:A:G (136).

Czasteczki RNA o sekwencji zasad r(U-GGAGG-U) (rys. 47 C) oraz r(GGAGG-A-GGAGG-A)
(rys. 47 D), zawierajace motyw r(GGAGG), rowniez tworza heksady purynowe (17;137). Podobnie
jak w omawianych wczeéniej przyktadach, obecno$¢ heksad prowadzi do dimeryzacji

kwadrupleksow.

Rys. 47. Schematyczne  struktury kwadrupleksow  czgsteczek: d(GGAGG-TTTT-GGAGG) (A),
r(GGAGG-UUUU-GGAGG) (B), r(U-GGAGG-U) (C), r(GGAGG-A-GGAGG-A) (D)

11.2.5. Inne, nietypowe struktury kwadrupleksow

Dimery

Gdy sekwencja zasad czasteczek tworzacych kwadrupleksy zaczyna si¢ lub konczy reszta
guanozyny, czesto obserwuje si¢ oddzialywania warstwowe pomigdzy terminalnymi G-tetradami
oraz powstawanie struktur wyzszego rzedu. Przykladowo, dla czasteczki d(TTAGGG) wyzsze
stezenie DNA i/lub kationéw K prowadzi do asocjacji kwadrupleksow (31) poprzez oddziatywanie
warstwowe pomigdzy tetradami z koncow 3' (rys. 48). W celu uniknigcia tego typu asocjacji,

znacznie czesciej bada si¢ sekwencje, ktore nie zawierajg na koncach 5" lub 3 reszt guanozyny.

Rys. 48. Schematyczna struktura dwéch kwadruplekséw, oddziatujqcych warstwowo koricami 3'
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Zazebiajgce si¢ kwadrupleksy (ang. interlocked)

Jeszcze bardziej skomplikowane struktury moga tworzy¢ czasteczki o sekwencjach
ztozonych z traktéw o rdéznej liczbie reszt guanozyny lub gdy liczba tych traktow jest
niewystarczajaca do utworzenia jednoniciowego kwadrupleksu. Przyktadem moze by¢ czasteczka
0 sekwencji d(GGGGTGGGAGGAGGGT), ktora zawiera G-trakty roznej diugosci i tworzy
tzw. zazgbiajacy si¢ kwadrupleks (rys. 49 A), w ktérym dwie monomeryczne podjednostki taczg sie
poprzez dwie uwspolnione tetrady zbudowane z reszty G; jednej nici oraz z reszt Gy, Gg i Gi3
drugiej nici (138). Czasteczka d(GGGAGGTTTGGGAT), posiadajgca tylko trzy G-trakty roznej
dhugosci takze tworzy stabilny, zazgbiajacy si¢ kwadrupleks. W miejscu zazebienia powstajg dwie

pentady typu A:(G:G:G:G), a reszty guanozyny G; sg ich tgcznikiem (rys. 49 B) (35).

G159

G129
G110

G11¢s

G12

Rys. 49. Schematyczna struktura zazebiajgcych sie kwadruplekséw utworzonych z  czgsteczek:
d(GGGGTGGGA-GGAGGGT) (A), d(GGGAGGTTTGGGAT) (B), d(GGGT) (C)

Krotkie nici, bogate w reszty guanozyny, ktore przyjmuja formg¢ roéwnoleglego,
czteroniciowego kwadrupleksu mogg przesuwac si¢ wzglgdem siebie o jedng lub wigcej reszt
nukleotydowych. Moze to prowadzi¢ do powstawania tzw. lepkich koncow (niesparowanych reszt
guanozyny), ktore nastepnie asocjuja tworzac zazg¢biony kwadrupleks (rys. 49 C) jak np. dla
czasteczki o sekwencji d(GGGT) (139). Przesuwanie si¢ reszt nukleotydowych wzgledem siebie
moze by¢ powszechnym zjawiskiem dla krotkich sekwencji bogatych w reszty guanozyny np. dla

powtorzen CGG.
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11.2.6. Podsumowanie

Analiza znanych struktur kwadruplekséw DNA pokazuje, ze wigkszo$¢ ich parametrow

strukturalnych jest zblizona do dupleksow DNA. Szczegdtowe dane zawarte sg w tabeli 7.

Tabela 7. Porownanie najwazniejszych parametrow dla duplekséw oraz kwadruplekséw DNA (38)

typ struktury B-DNA A-DNA Z-DNA L‘\’N“:é‘r’ﬁ*e-‘{(s ﬁ&%ﬁﬁgﬁgw
skok helisy (A) 3.40 2.90 3.7 3.13 3.30

skret (°) 36.7 32.7 -10/-50 30.0 30.0

szeroko$é bruzdy (A) 11.7/5.7 2.7/11 8.5 10.2 12

kierunkowo$¢ nici + - + - + - ++++ e
kierunek skrecenia prawoskretna prawoskretna lewoskretna prawoskretna prawoskretna
Liczba par zasad na zwoj ~ 10.5 11.0 12.0 12.0 12.0

$rednica (A) 18 26 23 21-23

cr-cr 10 16 16

konformacja cukru C2'-endo C3-endo C2'/ C3"-endo C2'-endo C2-endo

Twist

x -
Q \ - O Rise < .
/C ANy G _— \' .
3 \ :

5 5

Rys. 50. Oddziatywania warstwowe pomiegdzy zasadami dla dupleksu oraz kwadrupleksu, na rysunku
zaznaczono glowne parametry helikalne: skret (ang. twist) oraz skok helisy (ang. rise)(38)
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11.3. Metody stosowane do badan kwadrupleksow

11.3.1. Metody spektroskopii NMR w analizie strukturalnej kwadrupleksow
W badaniach metodami magnetycznego rezonansu jadrowego informacje o strukturze

przestrzennej czasteczek kwasow nukleinowych otrzymujemy na podstawie analizy takich
parametrow jak:

e przesuniccia chemiczne jader *H, *C, ©°N, 3'p;

e szerokos¢, ksztalt 1 intensywno$¢ sygnatow rezonansowych;

e sprzezenia skalarne (Cdun, e, "er);

o efekt Overhausera (NOE);

e czas relaksacji T1 (spin-sie¢) i T2 (spin-spin);

e wspolczynnik dyfuzji

Standardowy zestaw widm NMR stuzacy do wyznaczenia struktury w roztworze, dla
czasteczek o naturalnej zawarto$ci izotopéw, obejmuje eksperymenty homonuklearne (*H NMR,
2D 'H-'H NOESY, 2D 'H-'H COSY) oraz heteronuklearne (2D: *H-*C HSQC, *H-"*N HSQC,
'H-3P HSQC). Oddzialywania pomicdzy spinami jadrowymi obserwujemy na widmach
dwuwymiarowych jako sygnaly korelacyjne. Ich intensywno$¢ w zaleznosci od rodzaju widma jest
zalezna od odleglosci lub wartosci statej sprzgzenia pomiedzy jadrami odpowiedzialnymi za
obserwowany sygnal korelacyjny. W widmach dwuwymiarowych typu COSY czy HSQC
obserwuje si¢ oddziatywania skalarne poprzez wigzania kowalencyjne, natomiast oddziatywania
dipolowe, poprzez przestrzen, rejestruje si¢ w widmach NOESY. Wielkos$¢ efektu Overhausera
pomigdzy protonami jest odwrotnie proporcjonalna do szdstej potegi odlegtosci pomiedzy nimi.

Widma 1D i 2D oparte o zjawisko Overhausera (1D NOE, 2D NOESY) pozwalaja na
zidentyfikowanie atoméw wodoru oddalonych od siebie do okoto 5 A. W widmach 1D NOE
selektywnie naswietla si¢ poszczegdlne protony. Te protony, ktore sa w bliskiej odlegtosci do
selektywnie naswietlanych dajg intensywniejsze sygnaty w widmie, w stosunku do sygnatow
zarejestrowanych bez uprzedniego naswietlania. Na podstawie rdéznic w intensywnosci
poszczegblnych sygnaldéw w widmie, otrzymanym po odjgciu od siebie takich jednowymiarowych
widm NOE, mozna ustali¢, ktore protony znajdujg si¢ w bliskim sgsiedztwie w przestrzeni.
W widmach 2D NOESY (ang. Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY) wszystkie protony
wzbudzane s3 jednoczesnie i w efekcie otrzymuje si¢ informacje o wszystkich atomach wodoru
oddziatujacych dipolowo w czasteczce. Typowe odlegtoéci pomigdzy atomami wodoru

w regularnych helisach B-DNA i A-RNA przedstawitam w tabeli 8.
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Tabela. 8. Typowe odleglosci wewngtrz- i miedzynukleotydowe dla A-RNA i B-DNA [A]

RNA DNA
odlegtos¢ wewnatrznukleotydowa miedzynukleotydowa wewnatrznukleotydowa miedzynukleotydowa
H8/H6-H1' 3.4-3.9 4.4-52 3.6-3.9 3.0-4.8
H8/H6-H2' 3.4-4.3 1.8-2.6 2.0-3.6 2.2-4.0
H8/H6-H2" 3.4-45 2.0-34
H8/H6-H3' 2.7-3.5 3.0-3.8 2.5-4.7 3.7-5.1
H8/H6-H4' 3.9-4.8 5.3-6.2 4.3-5.2 5.6-6.4
H8/H6-H5' 3.6-4.5 6.8-7.4 3.6-4.9 6.9-7.8
v = gauche+
H8/H6-H5" 4.0-4.7 5.9-6.5 3.7-4.4 6.6-7.4
v = gauche+
H1'-H2' 2.7-2.8 3.9-44 2.7-3.0 4.5-7.2

Widma typu COSY i1 HSQC opieraja si¢ o transfer magnetyzacji poprzez sprz¢zenia skalarne.
W widmie 2D COSY korelowane sg sygnaly pochodzace od protonow oddalonych na ogé6t o nie
wigcej niz trzy wigzania kowalencyjne, natomiast w widmie HSQC korelowane heterojadra sa
odlegte o jedno wigzanie chemiczne. Na rysunku 51 przedstawitam wszystkie sprz¢zenia skalarne
pomiegdzy protonami reszty cukrowej oraz protonami zasad heterocyklicznych, ktore obserwuje sie

w RNA.

0 OH RYBOZA RYBOZA

Rys. 51. Sprzezenia skalarne pomiedzy protonami reszty cukrowej oraz pomiedzy protonami H6-H5
w zasadach pirymidynowych.

Z powodu silnego naktadania si¢ sygnatow H2'/H3'/H4'/H5'/H5" w zakresie 5.0 - 3.5 ppm
analiza czasteczek RNA jest znacznie trudniejsza niz czasteczek DNA. Dla typowej dla formy
A-RNA konformacji C3'-endo, mata warto$¢ statej sprzezenia pomiedzy protonami H1' a H2'
(< 1 Hz) powoduje, ze przeniesienie magnetyzacji pomiedzy tymi protonami jest mato efektywne
i sygnal korelacyjny H1'-H2' na widmach typu COSY prawie nigdy nie jest obserwowany. Z tej
przyczyny dla czasteczek RNA, w przeciwienstwie do DNA, nie rejestruje si¢ widm TOCSY, ktore
bardzo ulatwiajg przypisanie sygnalow rezonansowych jednostki cukrowej w DNA. Z kolei dla
reszt pirymidynowych warto$¢ stalej sprzezenia 3Inn pomigdzy protonami H6-HS jest duza, rzgdu
7.5 Hz, dlatego sygnaty te sg intensywne, leza poza sttoczonym regionem widma i sg tatwe do
zidentyfikowania. Dla badan biomolekut najczesciej stosuje si¢ zmodyfikowang sekwencje DQF-
COSY (ang. Double Quantum Filtered Correlation SpectroscopY), ktorej zaletg jest silna redukcja

sygnatow diagonalnych oraz mozliwo$¢ wyznaczenia statych sprzezen "Jyn. Na takim widmie
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mozna obserwowaé korelacje nawet miedzy protonami, ktorych przesunigcia chemiczne niewiele
si¢ roznig.

Odmienng grupa eksperymentdow NMR sa techniki oparte na heteronuklearnych sprzg¢zeniach
skalarnych. Heteronuklearne widma korelacyjne typu HSQC wykorzystywane sg przy identyfikacji
sygnatow rezonansowych $1p Bc N oraz sprzezonych z nimi protonow. W widmach H-B¢c
HSQC w kierunku **C (rys. 52) obserwujemy zréznicowane przesuniecia chemiczne dla kazdego

typu atomu wegla reszt rybozy (przedziat 110 ppm; 60-170 ppm).
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Rys. 52. Widma *H-C HSQC, na ktérych zaznaczono zakresy przesunieé¢ chemicznych dla aromatycznych
atomow wegla (A) oraz atomow wegla reszty rybozy (B)

Stosujac opisane powyzej techniki mozliwe jest zazwyczaj przypisanie wickszosci sygnatow
w widmach NMR, co jest pierwszym etapem analizy strukturalnej biomolekut. Dla wyznaczenia
struktury biomolekut kluczowy jest eksperyment 2D NOESY. Intensywnos$ci sygnatow w widmie
2D NOESY, zarejestrowanym z odpowiednio dobranym czasem mieszania, przeliczane sg na
odlegtosci pomiedzy sprzezonymi dipolowo protonami. Z tych informacji uzyskuje si¢ dane
eksperymentalne, ktore przy uzyciu specjalnych programow jak Felix [http://www.felixnmr.com]
czy Cara [http://cara.nmr.ch/doku.php] sa zamieniane na odleglosciowe wigzy strukturalne, ktore sg
podstawa do obliczania modeli rzeczywistych struktur. Oprocz wiezoéw odleglosciowych do
obliczen strukturalnych wykorzystuje si¢ takze informacje o warto$ciach katoéw torsyjnych
wyliczonych na podstawie analizy stalych sprzezen, glownie 3Juy oraz 3Jpn, uzyskanych
odpowiednio z widm 2D COSY oraz ‘H-*'P HSQC. Stosujac metody restryktywnej dynamiki
molekularnej, uwzgledniajac wigzy eksperymentalne, generowane sa struktury, ktdre sa zgodne
z danymi eksperymentalnymi.

Opisanymi przeze mnie metodami NMR nie mozna bada¢ bardzo duzych czasteczek DNA
czy RNA (> 10 kD), gdyz wraz ze wzrostem masy kwasow nukleinowych obserwuje si¢ coraz
silniejsze naktadanie si¢ sygnatéw oraz poszerzenie linii rezonansowych zwiazane ze zjawiskiem
relaksacji jadrowej. Badanie wigkszych czasteczek umozliwia catkowite lub specyficzne

znakowanie izotopami *C, N oraz *H. Jedna z najwickszych struktur RNA rozwiazanych
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metodami spektroskopii NMR to czasteczka zbudowana z 132 reszt nukleotydowych pochodzaca
z wirusa MoMuLV (140).

Wymiana chemiczna i przej$cia konformacyjne zachodzace wolno w skali czasu NMR
wplywajg na zmiany otoczenia chemicznego protondéw i powodujg pojawianie si¢ dodatkowych
sygnalow na widmie NMR. Dla powolnych przej$s¢ konformacyjnych (0.1 s - 1.0 s) obserwuje si¢
oddzielne zestawy sygnatow, ktore odpowiadaja poszczegdlnym konformerom. Szybkie zmiany
konformacyjne rzgdu nanosekund czy pikosekund prowadza do usredniania widma i jednego
zestawu sygnatéw odpowiadajgcego usrednionej konformacji.

Gléwnym ograniczeniem badan strukturalnych metodag magnetycznego rezonansu
jadrowego jest konieczno$¢ otrzymania jednej konformacji w roztworze, co w przypadku
kwadruplekséw zdarza si¢ niezwykle rzadko. Aby otrzymac¢ w roztworze jedng dominujacag forme,
ktora pozwolitaby na dalsze badania, najczesciej do badanej sekwencji wprowadza si¢ pojedyncze
modyfikowane chemicznie reszty nukleotydowe, dodaje rdzne sekwencje flankujace, badz niektore
reszty nukleotydowe zastepuje si¢ innymi. Drugim, oprocz sekwencji, bardzo waznym czynnikiem
wplywajacym na ilos¢ form powstajacych w roztworze sg warunki Srodowiska. Poniewaz
powstawanie kwadrupleksow zalezy od stezenia RNA/DNA, typu i stezenia kationdw,
rozpuszczalnika, pH oraz temperatury, duze znaczenie ma réwniez dobor optymalnych warunkow
analizy tych czasteczek metodami NMR. Jesli uda si¢ znalez¢ takie warunki, w ktorych czasteczka
tworzy tylko jedng, stabilng strukture, to dla analizy widm NMR oraz przypisania sygnatow
rezonansowych stosuje si¢ zazwyczaj takie same metody, jak dla innych struktur kwasow
nukleinowych (roz. VI1.3., str. 202). Indywidualne cechy tych widm oraz eksperymenty
charakterystyczne dla kwadrupleksow omowie ponize;.

Powstawanie kwadrupleksu najproéciej mozna $ledzi¢ rejestrujac widmo ‘H NMR
i obserwujac region, w ktorym wystepuja sygnaty pochodzace od iminowych atomow wodoru. Aby
je moéc obserwowa¢ widmo takie rejestrujemy standardowo w H,0/D,0 (90%:10%) w obnizonej
temperaturze, bliskiej 0°C. Sygnaly od iminowych atoméw wodoru reszt guanozyny,
charakterystycznych dla G-tetrady, obserwujemy zazwyczaj w zakresie od 13 do 10 ppm,
a aminowych atoméw wodoru pomiedzy 10.5 ppm a 8 ppm (rys. 53 A). Sygnaly iminowych
atoméw wodoru w widmach kwadrupleksow moga pochodzi¢ nie tylko od G-tetrad lecz takze od
mieszanych G:C:G:C tetrad oraz iminowych atoméw wodoru reszt nukleotydowych tworzacych
petle (rys. 53 B). W rejonie 10.5 - 8 ppm obserujemy zarowno sygnaty aminowych atoméw wodoru
reszt guanozyny zaangazowanych w tworzenie wigzan wodorowych w G-tetradzie (rys. 56 A), jak
réowniez od aminowych atomow wodoru reszt cytydyny, ktére sa zaangazowane W wigzanie

wodorowe np. w G:C:G:C tetradzie (rys. 53 B).
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Rys. 53. Fragmenty widm ‘H NMR, na ktérych zaznaczono sygnaly iminowych oraz aminowych atoméw
wodoru wystepujgcych w tetradach G:G:G:G oraz G:C:G:C, (141)

Sygnaty pochodzace od aminowych atomow wodoru w G-tetradzie czesto sg niewidoczne
w widmie 'H NMR (np. dla terminalnych G-tetrad rys. 53 B) lub moga by¢ trudne do
zaobserwowania, poniewaz sg szerokie i tatwo wymieniajg si¢ z wodg w temperaturze pokojowe;j
(rys. 56 A). W dupleksach DNA i RNA atomy wodoru typu iminowego i aminowego bardzo tatwo
wymieniajg si¢ na deuter lub na inny atom wodoru pochodzacy od czgsteczki wody.
W spektroskopii NMR takie atomy wodoru nazywa si¢ wymienialnymi z woda.
N-H+'H,0 —— N-*H + *H-O-H

Szybkos¢ takiej wymiany zalezy gtownie od temperatury, struktury czasteczki oraz pH roztworu.
Dla iminowych atoméw wodoru zaangazowanych w tworzenie G-tetrady charakterystyczna jest ich
niezwykta trwatos¢ (rys. 54 A). Czasami sygnaly protonow iminowych mozna obserwowaé nawet
w temperaturze ~ 90°C. Z tego wzgledu iminowe atomy wodoru w G-tetradach takze bardzo wolno
wymianiajg si¢ na deuter nawet w temperaturze pokojowej. Czas takiej wymiany wynosi od

1 godziny do kilku tygodni Iub miesigcy (rys. 54 B).
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Rys. 54. Trwalos¢ sygnatow iminowych w zaleznosci od temperatury (A) Zaleznosc Szybkoscz wymiany
atomow wodoru NH1 na deuter od czasu (B) [AGGAGGA, 50 mM KCI, 10 mM fosforan potasu,
0.1 mM EDTA].

W widmach H NMR sygnaty pochodzace od wymienialnych z woda atoméw wodoru
trudno jednoznacznie przypisa¢. Rozréznienie pomigdzy sygnalami protonéw iminowych
pochodzacych od G-tetrad a mieszanych G:C:G:C tetrad oraz sygnatéw protonéw iminowych od

aminowych (ktére mogg wystepowa¢ w tym samym zakresie przy ok. 10 ppm) jest mozliwe dzigki
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duzej réznicy przesunieé chemicznych atoméw azotu N zwiazanych z tymi atomami wodoru.

Charakterystyczne warto$ci przesuniecia chemicznego 8(*°N) dla atoméw azotu w poszczegdlnych

resztach nukleotydowych przedstawitam na rys. 55.
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Rys. 55. Fragment widma 'H-"N HSQC, na ktérym zaznaczono sygnaly protonéw iminowch oraz
aminowych pochodzgcych od roznych reszt nukleotydowych (A), zakresy przesunie¢ chemicznych protonow
aminowych i iminowych oraz odpowiadajgcych im atomow azotu (B) (142)

Przesuni¢cie chemiczne atomu azotu N1 guanozyny dla pary zasad Watsona-Cricka G:C
oraz w tetradzie G:C:G:C wynosi $rednio 149 ppm, natomiast dla pary zasad G:G lub G-tetrady
wynosi ok. 144 ppm (rys. 56 B).
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Rys. 56. Widma "H NMR - zaznaczono sygnaly iminowych oraz aminowych atoméw wodoru (A) oraz *H-"N
HSQC (B) dla kwadrupleksu zbudowanego z tetrad G:G:G:G oraz G:C:G:C [PDB ID: 1NYD](143)

Taka roznica przesunig¢ chemicznych jest wystarczajgca dla rozroznienia par zasad G:C od G:G

oraz tetrad G:C:G:C od G:G:G:G. W ten sam sposdb mozna odrozni¢ sygnatl iminowego atomu
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wodoru od aminowego, poniewaz przesuniecia chemiczne atomow N1 oraz N2 reszt guanozyny
bardzo si¢ roznig (tab. 9). Atom azotu grupy aminowej reszty guanozyny, ktory wystepuje
w charakterystycznym zakresie przy ok. 75 ppm, mozna takze odrozni¢ na podobnej zasadzie, od
atomu azotu reszty cytydyny, ktorego sygnatl obserwujemy przy ok. 97 ppm (tab. 9), jednak, ze
wzgledu na silne zazwyczaj poszerzenie sygnatlow grup aminowych, korelacje te sa zazwyczaj

trudne do zaobserwowania.

Tabela. 9. Przesuniecia chemiczne 5(*H) oraz d(*°*N) grup aminowych oraz iminowych w parach G:C,G:G
oraz tetradach

para/tetrada atomy 3 'H ppm 3N ppm
para G:C, G- protony iminowe - zwigzane wodorowo 13.5-12 N1 149-146
G:C:G:C C- protony aminowe - zwigzane wodorowo 9-8 N4 98-96
C- protony aminowe - niezwigzane wodorowo  7-6.5 N4 98-96
para G:G, G- protony iminowe 15-9 N1 144-146
G:G:G:G G- protony aminowe 9-6.5 N2 74-76

W czasteczkach kwadrupleksow o naturalnej zawartosci izotopdéw niezwykle trudno jest
przypisa¢ sygnaty NH1 do danej reszty guanozyny, a jest to kluczowe dla poprawnego ustalenia
struktury. W tym celu czesto wykorzystuje si¢ widma typu *H-*C HMBC, w ktérych obserwuje si¢
korelacje H-Bc poprzez sprzezenia skalarne dalekiego zasiegu, najczgsciej 2-3 wigzania
chemiczne. Poniewaz zarowno atom wodoru H8 jak i NH1 znajduja si¢ w odleglos$ci 3 wigzan
chemicznych od atomu wegla C5, zaobserwowanie sygnatéw korelacyjnych H8-C5 i NH1-C5
pozwala jednoznacznie przypisa¢ sygnat atomu NH1 do danej reszty guanozyny (rys. 57 A-B).
Jednak jest to eksperyment niezwykle malo czuly z uwagi na niewielkie wartosci sprzezen
skalarnych *Jnpics i *Jus.cs (rys. 57 A) oraz niska ~ 1.1% zawarto$¢ naturalna izotopu “C.
Warunkiem koniecznym, aby takie korelacje mozna bylo zaobserwowacé jest to, aby sygnaly
pochodzace od protonow GNHI1 i GH8 byty waskie i intensywne, a stezenie probki odpowiednio
duze (> 3 mM). Nawet dla duzych stezen i waskich linii rezonansowych wykonanie takich widm
wymaga na ogo6t kilku dni, zawsze powyzej 50 godzin. Czas ten moze by¢ krotszy, jesli spektrometr
NMR jest wyposazony w glowice Kriogeniczng, dzigki ktorej uzyskuje sie kilkukrotng poprawe

stosunku sygnatu do szumu w poréwnaniu z gtowicg pracujgcg w temperaturze pokojowe;.
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Rys. 57. Sprzezenia dalekiego zasiegu *Ji 13c Wykorzystywane w celu powigzania ze sobg atoméw wodoru
NH1 i H8 w jednostce guanozyny (A). Przykladowe widmo *H-*C HMBC czgsteczki d(GCGGTGGAT) (143)
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Sygnaty pochodzace od iminowych atoméw wodoru mozna takze przypisa¢ stosujac reszty
guanozyny znakowane izotopem N (59). Podczas syntezy chemicznej kazda guanozyna jest
kolejno zastepowana w kilku procentach (2-10%) reszta znakowana °N. Nastepnie rejestruje sie
widmo *H NMR filtrowane w taki sposob aby obserwowaé jedynie te sygnaly, ktore pochodza od
iminowych atoméw wodoru zwiazanych z atomem azotu °N (rys. 58). Sygnaly pochodzace od
atoméw wodoru potaczonych z atomem N sg niewidoczne na widmie. Metoda ta nie moze byé
rutynowo stosowana dla czgsteczek RNA, poniewaz brak jest dostgpnych handlowo znakowanych
N amidofosforynéw RNA.
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Rys. 58. Przypisanie sygnalow protonéw iminowych dla czqsteczki DNA (GGGTTA);GGGT
z wykorzystaniem *N-filtrowanych widm *H NMR (59).

W widmach 2D NOESY o0 utworzeniu G-tetrady s$wiadczy pojawienie si¢ trzech
charakterystycznych typow sygnatow (rys. 59 A, B). Sg to przede wszystkim sygnaty korelacyjne
pomiedzy protonem iminowym reszty guanozyny a protonem aromatycznym H8 przyleglej reszty
(np. d, g; Ga NH1-Gp HS, rys. 59 B - kolor zielony) oraz niekiedy pomig¢dzy protonem aminowym
reszty guanozyny a protonem aromatycznym H8 przylegtej reszty guanozyny (np. o, G NH,-Ga
H8, rys. 59 B - kolor granatowy).
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Rys. 59. Fragment widma 2D NOESY, na ktorym widoczne sq sygnaly korelacyjne z udziatem protonow
iminowych i aminowych. (A), (C) Zaznaczono charakterystyczne atomy wodoru w G-tetradzie dla ktorych
obserwuje sie sygnaly korelacyjne: (Go. NHI-GfB HS8) — kolor zielony, (G NH,-Go. H8) — kolor niebieski,
(Ga NHI-Gf3 NH1) — kolor czerwony (B) (141;143)

Trzeci typ unikalnych dla G-tetrad sygnatdéw to sygnaly korelacyjne pomiedzy protonami
iminowymi wewnatrz tetrady, ktore najczeSciej sg malej intensywnosci (c-f, rys. 59 C), lub nieco
intensywniejsze sygnaly pomiedzy sasiednimi warstwami tetrad (a-b, rys. 59 C).

O obecnosci w strukturze kwadrupleksu nietypowych tetrad wnioskowa¢ mozna na podstawie
analizy pojawiajacych si¢ w widmach 2D NOESY dodatkowych sygnatow korelacyjnych
z udzialem wymienialnych z woda atomow wodoru. Na przyktad na rysunku 60 B, C zaznaczono
atomy wodoru, pomigdzy ktorymi obseruje si¢ kluczowe dla potwierdzenia obecnosci mieszanych
G:C:G:C tetrad sygnaly korelacyjne. Najwazniejsza role w identyfikacji takiej tetrady petnig
nietypowe kontakty NOE pomig¢dzy atomem wodoru grupy aminowej reszty cytydyny (zaznaczony
kotkiem), ktory w kanonicznej formie dupleksu nie jest zaangazowany w tworzenie wigzania
(rys. 60 A) i atomem wodoru H8 guanozyny z przylegltej pary zasad Watsona-Cricka

wspottworzacej tetrade.

Rys. 60. Na rysunku zaznaczono sygnaly korelacyjne obserwowane w widmach 2D NOESY dla pary zasad
G:C (A), mieszanej tetrady G:C:G:C (B), przesunietej mieszanej tetrady G:C:G:C (C); kotkiem zaznaczono
aminowy atom wodoru, ktory nie jest zaangazowany W tworzenie pary G:C, (102;141)

Réznorodnos$¢ topologii kwadruplekséw sprawia, iz w widmie NOESY czesto obserwuje si¢
rébwniez inne nietypowe sygnaly korelacyjne. Wynikaja one z unikalnej aranzacji nici
w kwadrupleksach. Na przyktad dla czasteczki o sekwencji G1C,G3G4T5GsG7AgTg pomigdzy
oddalonymi od siebie sekwencyjnie resztami G1 i G6 obserwowany jest sygnat korelacyjny,

poniewaz atomy wodoru pochodzace od tych reszt sa w bliskiej odlegtosci w przestrzeni (rys. 61).
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Rys. 61. Fragment widma 2D NOESY, na ktorym zaznaczone sq nietypowe dla kwadrupleksow sygnaty (A).
Czgsteczka kwadrupleksu, dla ktorej wykonano widmo 2D NOESY (B) (143).

W zaleznosci od topologii kwadrupleksu oraz typu petli, charakterystyczna dla helikalnych struktur
kwasow nukleinowych $ciezka NOE moze by¢ czasami przerwana, szczegolnie w obrgbie reszt
stanowiacych petle lub jesli w strukturze wystepuja guanozyny w konformacji syn.

Widma 'H-*'P HSQC dostarczaja cennych informacji o konformacji szkieletu
fosfodiestrowego. W typowej dla kwadruplekséw DNA konformacji C2'-endo wartosci katow a i C
oscyluja wokét wartosci 290° (gauche’), a rozpietosé przesunigé chemicznych atomu fosforu 3P

wynosi ok. 1 ppm, od -3.7 do -4.8 ppm w stosunku do sygnatu wzorca, trimetylofosforanu.
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Rys. 62. Widmo korelacyjne "H-*'P HSQC zarejes'é;‘o(\;\‘;:ne dla kwadrupleksu (143)

Pojawienie si¢ sygnalu p poza tym zakresem §wiadczy zazwyczaj o zaburzeniu regularnej
helisy. W widmie typu HSQC mozliwa jest obserwacja potaczen H3'(n-1)-P(n)-H4'/H5/H5"(n).
Sygnaty korelacyjne H3'(.1—Pn) wykorzystuje si¢ przede wszystkim w celu identyfikacji przesunigé
chemicznych protonow H3'. W zaleznos$ci od wartosci statej sprzezenia 3 Jhze, kat € moze
przyjmowa¢ konformacje gauche” lub trans (> 5 Hz), jak takze gauche™ (> 15 Hz) (6). Zdolno$¢ do
detekcji sygnatu korelacyjnego Pn—H4' powiazana jest z wartoscia stalej sprzezenia *Jnap, ktora
musi byé wieksza niz 5 Hz. Obecno$¢ takiego sygnatu w widmie $wiadczy o konformacji gauche™
i odpowiada katowi y ~ 60°. Dla charakterystycznej dla kata B wartosci 180° state sprzezenia
3Jusys'p sa mniejsze niz 5 Hz i w takim przypadku nie obserwuje si¢ sygnatoéw korelacyjnych

Pn—H57H5" ().
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Kolejny z aspektow struktury kwadrupleksow, mianowicie stan rownowagi konformacyjnej
syn/anti mozna migdzy innymi okresli¢ na podstawie analizy:

e wielkosci efektu NOE pomig¢dzy atomami wodoru H8/H6-H1' oraz H8/H6-H2'/H3'/H4'
Odlegto$¢ pomigdzy atomami wodoru H8/H6 a H1' zalezy tylko od wartosci kata y. Dla
konformacji syn odlegltos¢ ta wynosi ok. 2.5 A i obserwuje sie wowczas charakterystyczny, bardzo
silny sygnat korelacyjny mi¢dzy atomami H6/H8 a H1', natomiast dla konformacji anti odlegtos¢
pomiedzy tymi protonami jest wicksza i wynosi ~ 4 A, a efekt Overhausera jest niewielki.
Odlegtos¢ atomow wodoru H8/H6 od H2'/H3'/H4' zalezy dodatkowo od konformacji reszty
cukrowej i rowniez moze by¢ wykorzystywana do rozréznienia konformacji syn od anti.

e przesunigé chemicznych sygnatéw *H, 1°C, °N, *'P (144;145)

Przesunigcia chemiczne reszt rybozy odbiegajace od standardowych wartosci mogag $wiadczyc
0 powstaniu nietypowej struktury. Dla rzadko wystepujacej w RNA konformacji syn,
charakterystyczne jest silne przesuniecie sygnalow H1' w kierunku wigkszych wartosci ppm oraz
jednoczesne przesunigcie sygnatow H3' w odwrotnym kierunku. Dla reszty guanozyny
w konformacji syn sygnaty pochodzace od atomoéw wegla C8 oraz C1' sg przesunicte w kierunku
nizszego pola o ok. 4 ppm w stosunku do sygnatéw pochodzacych od reszt w konformacji anti.
Podobng zaleznos¢ przesunie¢ chemicznych od wartosci kata y w resztach guanozyny obserwuje si¢
dla atomow azotu N1. Dla konformacji syn sa one takze przesunigte o ok. 3 ppm w kierunku
wigkszych wartoci ppm. Przesuniecie chemiczne atomu fosforu P pomiedzy resztami Gn-Gh+1(syn)
jest takze charakterystyczne dla konformacji G(syn) i podobnie jak dla innych jader obserwowany

jest efekt paramagnetyczny.

Pomiary wspolczynnika dyfuzji translacyjnej

Eksperymenty NMR oparte 0 pomiar wspolczynnika dyfuzji translacyjnej np. DOSY
(ang. Diffusion Ordered Spectroscopy) znajdujg w ostatnich latach coraz szersze zastosowanie do
identyfikacji obecnych w roztworze czasteczek o rdznej masie czasteczkowej. Warto$¢
wspoétczynnika dyfuzji translacyjnej zalezy od takich parametréw jak wielkos$¢ i ksztalt czasteczki,
temperatura oraz lepko$¢ roztworu. Najogélniej, znajac wartosci wspotczynnikow dyfuzji
czasteczek referencyjnych o znanej strukturze mozliwe jest ustalenie masy nieznanej czasteczki.
Eksperymenty tego typu moga by¢ stosowane na przyktad do rozrdznienia pomigdzy strukturg
spinki i dupleksu dla sekwencji kwaséw nukleinowych wykazujacych tendencje do przyjmowania
réznych form w zalezno$ci od warunkow roztworu. Metodg t¢ stosuje si¢ coraz czeSciej rowniez do
badania kwadrupleksow (146). Porownujac warto§¢ wspotczynnika dyfuzji z krzywa wzorcowa
mozna w niektorych przypadkach wyznaczy¢ stechiometri¢ kwadrupleksu (147). Z punktu widzenia

badan strukturalnych opartych na metodach biomolekularnej spektroskopii NMR technika ta ma te¢
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zalete, ze pomiary wspotczynnika dyfuzji wykonuje si¢ dla tej samej probki, dla ktorej rejestruje sie
pozostate widma NMR. Metoda ta nie nadaje si¢ jednak do badania uktadow réwnowagowych
np. dupleks-kwadrupleks. Jak dotychczas nie opracowano metod, ktore pozwolityby na

uwzglednienie obecnosci szybkiej wymiany konformacyjne;.

11.3.2. Krystalografia

Dzigki metodzie rentgenografii strukturalnej poznano do tej pory najwigcej struktur
kwadrupleksow z rozdzielczo$cig atomowg. Otrzymanie krysztalu odpowiedniego do dalszej
analizy jest nadal etapem, ktory ogranicza i spowalnia wszystkie projekty strukturalne. Czesto, aby
zwickszy¢ wydajnos$¢ krystalizacji wprowadza si¢ do sekwencji modyfikowane reszty. Nalezy
pamigtaé, iz struktury otrzymane w wymuszonych warunkach krystalizacji moga by¢ odmienne od
tych otrzymanych w roztworze. Szczegoétowe informacje uzyteczne w badaniach kwadrupleksow tg

metoda mozna znalez¢ w pracy (148).

11.3.3. Dynamika molekularna

Dynamika molekularna znajduje coraz czesciej zastosowanie w biochemii jako narzg¢dzie do
poznawania struktury i oddzialywan w kwasach nukleinowych, biatkach i1 innych biomolekutach.
Symulacja komputerowa uwzglednia liczne oddziatywania w celu uzyskania informacji
o wlasciwos$ciach czasteczek. Przy pomocy tej metody mozna obserwowac np. jak w czasie zwija
si¢ tahcuch DNA/RNA do formy kwadrupleksu. Inne procesy dynamiczne, ktére mozemy badac to
ruch czasteczek wody, jonéw czy obserwacja zmiany konformacji w wyniku przytaczenia ligandow
(149). Gloéwne ograniczenia tej metody to problemy zwigzane =z niedoskonatoscig
semiempirycznych parametrow opisujacych pola sitowe oraz konieczno$¢ korzystania

z komputerow o olbrzymiej mocy obliczeniowe;j.

11.3.4. Metody spektroskopii UV i CD w analizie strukturalnej kwadrupleksow

Spektroskopia UV jest jedng z prostszych metod, ktore moga by¢ uzyte do wstepnej analizy
kwadrupleksow. Charakterystyczne wiasciwosci spektralne w widmach absorpcyjnych wynikaja
z obecnosci co najmniej dwoch sgsiadujacych ze sobg G-tetrad w czasteczkach kwadrupleksow.
Typowe kwadrupleksy absorbuja specyficznie przy dlugosci fali 295 nm, a charakterystyczny
wyglad tych widm zostal wyznaczony eksperymentalnie dla znanych struktur kwadrupleksow
(150). Widma te nie okreslaja jednak jednoznacznie topologii kwadruplekséw. Za pomocg tych
technik nie mozna réwniez stwierdzi¢ czy dana czasteczka tworzy pojedyncza konformacje, gdyz
ostateczny wyglad widma moze wynika¢ z absorpcji $wiatla przez poszczegodlne konformery
obecne w roztworze. Pomimo tych ograniczen, za pomocg widm UV, w duzej mierze mozna

ograniczy¢ zakres mozliwych konformacji przyjmowanych przez czasteczki kwadrupleksow.
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Widma réinicowe

Widma réznicowe TDS (ang. Thermal Difference Spectra) otrzymuje si¢ poprzez rejestracje
widm UV w fali ciggltej w dwoch réznych temperaturach: ponizej oraz powyzej ich temperatury
topnienia, w zakresie ~ 220-350 nm. Widmo, ktére otrzymuje si¢ w wyniku ich odjecia nosi nazwe
absorpcyjnego widma réznicowego. Dotychczas na podstawie analizy ponad 900 widm TDS
wykonanych dla okoto 200 r6znych sekwencji znane sg profile krzywych TDS dla réznych struktur
kwasow nukleinowych, w tym kwadrupleksow DNA (151;152). Dla kwadrupleksow, podobnie jak
dla dupleksow bogatych w pary G:C, charakterystyczne sa dwa dodatnie pasma przy ok. 240 nm
oraz 270 nm, natomiast tym, co odroznia widma TDS duplekséw od kwadrupleksow jest
pojawienie si¢ ujemnego pasma przy ok. 295 nm (rys. 63). Niestety, do tej pory nie ma zadnych
danych dotyczacych struktur antyréwnolegtych kwadrupleksow RNA, nieznany jest rowniez ksztatt
ich widm TDS.
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Rys. 63. Widmo roznicowe dla czgsteczki kwadrupleksu DNA (A), dupleksu DNA bogatego w pary zasad
G:C (B) kwadrupleksu RNA - kolor granatowy (C) (151;152)

Krzywe topnienia

Kolejna z metod analizy kwadruplekséw opiera si¢ na badaniu ich trwatosci. Temperature
topnienia takich czasteczek wyznacza si¢ na podstawie analizy wykresu krzywej topnienia, ktora
przedstawia zaleznos¢ absorpcji od temperatury. Dla duplekséw temperatura topnienia jest
mierzona przy 240 lub 260 nm i w przypadku osiggnigcia stanu zdenaturowanego absorbacja
wzrasta 0 ok. 25%. Jednak przy tej dlugosci fali kwadrupleksy w niewielkim stopniu zmieniaja
warto$¢ absorbancji i dlatego, aby uzyskac¢ wigkszg zmiang absorbacji, pomiar ten jest wykonywany
przy dhlugosci fali 295 nm. Krzywa topienia dla kwadrupleksow przy dtugosci fali 295 nm jest
odwrocona w stosunku do krzywej topienia dla dupleksoéw, rejestrowanej przy 260 nm (rys. 64 A)
(153). Charakterystyczny dla G-tetrad spadek absorpcji przy 295 nm wraz ze wzrostem temperatury

spowodowany jest zanikiem G-tetrad (153).
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Rys. 64. Charakterystyczne dla kwadrupleksu krzywe topnienia przy diugosci fali 240 nm oraz 295 nm (4),
zjawisko histerezy, rozny profil zaleznosci absorbacji od temperatury w przypadku ogrzewania probki i
chlodzenia [G4T4G4, 0.1 M Na*, gradient temperatury 0.2°C] (B) (39;154)

Przy pomocy analizy krzywych topnienia mozna wyznaczy¢ takie parametry termodynamiczne, jak:
energia swobodna, entalpia, entropia oraz kinetyczne, jak stata szybkosci asocjacji i dysocjacji
(155). Wzrost temperatury, czy stezenia jednowartosciowych kationdw majg wiekszy wplyw na
statg asocjacji niz dysocjacji. Dla kwadruplekséw state szybkos$ci asocjacji i dysocjacji moga by¢
wyznaczone na podstawie analizy nierownowagowych profili topnienia (rys. 64 B). Istota zjawiska
histerezy jest réznica migdzy przebiegiem krzywej ogrzewania i chtodzenia. Doktadna analiza tych
krzywych wymaga znaczacej roznicy w ich przebiegach, ktora moze by¢ powigkszona przez
zastosowanie szybszego gradientu temperatury lub nizszego st¢zenia badanych czasteczek. Na ogot,
W obecnosci kationow K, szybkos$é asocjacji jest ok. 20-50 razy wigksza w poréwnaniu do
sytuacji, kiedy w roztworze znajduja sie kationy Na*. Pomimo, iz kwadrupleksy bardzo wolno
powstaja w obecnoéci kationow NH,", to czesto sa trwalsze w tych warunkach niz w obecnosci

kationow Na" (rys. 65).
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Rys. 65. Zaleznosé wartosci stalej asocjacji (A) oraz temperatury topnienia (B) od typu jondw, [TG4T,
0.11 M, Na*, K*i NH,"](154)

Kwadrupleksy sa zazwyczaj stabilne w warunkach fizjologicznych, a niektore z nich maja tak
wysokg temperature topnienia (> 90°C), ze nie moze ona zosta¢ Wyznaczona. Tak trwale
kwadrupleksy obserwuje si¢ zazwyczaj w obecnosci kationow potasu (rys. 65 B).

Analiza krzywych topnienia kwadrupleksoéw jest trudna do interpretacji, gdyz najczgséciej topnienie
kwadrupleksu przebiega poprzez stan posredni. ZalozZenie procesu dwustanowego musi by¢ wiec
poparte odpowiednim testem. Analizujgc krzywe topnienia kwadrupleksow nalezy roéwniez mie¢ na

uwadze fakt, iz czesto trudno jest ustalic poprawnie lini¢ podstawowa. Zazwyczaj jest ona
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nachylona pod pewnym katem, cO moze wynika¢ z obecnosci dodatkowych procesow

poprzedzajacych wiasciwe topnienie kwadrupleksu (156).

Dichroizm kolowy

Zjawisko dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism) polega na roznej absorpcji
$wiatla spolaryzowanego kotowo prawoskretnie i lewoskretnie przez czasteczki optycznie czynne.
Rejestrujac widmo dichroizmu kolowego mierzymy réznice w absorpcji $wiatta spolaryzowanego
w zaleznosci od diugosci fali. Dla czasteczek kwasow nukleinowych jest to zwykle przedziat
220-300 nm. Kwasy nukleinowe ze wzgledu na strukture helikalng i okre§long skrecalnos¢ bardzo
dobrze nadajg si¢ do badan metodg CD. Charakterystyczne dla kwadrupleksow pasma w widmie
CD sg raczej zwigzane z oddziatywaniem warstwowym pomiedzy sasiadujagcymi G-tetradami niz
bezposrednio z orientacjg nici. Rdznice w absorpcji przy poszczegdlnych dhugosciach fali wynikaja
z roznej kierunkowo$ci wigzan wodorowych w obrebie G-tetrady [rozdziat 11.2.1.] dla

poszczegolnych konformacji (rys. 66).

%F} gﬁ 284874

Rys. 66. Rzut z gory na dwze sgsiadujgce G-tetrady o takiej samej kierunkowosci wigzan wodorowych (A),
0 przeciwnej kierunkowosci wigzan wodorowych (B)

Nie ma jednak prostej zaleznos$ci pomigdzy topologia kwadrupleksu i wygladem widma CD
(157). Chociaz widma CD dupleksow mozna juz przewidzie¢ teoretycznie z duza doktadnoscia,
obliczenia prowadzone dla réznych form kwadrupleksow nie daja jednoznacznych wynikow.
Pomimo tych zastrzezen widma dichroizmu kolowego wykorzystuje si¢ powszechnie do
rozroznienia kwadrupleksu rownolegtego od antyrownolegtego oraz hybrydowego. W tabeli 10

zebrane sg pasma charakterystyczne dla poszczegdlnych form kwadrupleksow.

Tab. 10. Zestawienie typowych pasm obserwowanych w widmach CD dla réznych typow kwadrupleksow DNA

typ kwadrupleksu pasmo ujemne pasmo dodatnie
réwnolegty dwu- i czteroniciowy 240 nm 264 nm

réwnolegty jednoniciowy 240 nm 264 nm, 290 nm
antyrownolegly jednoniciowy 265 nm 295 nm

hybrydowy jednoniciowy 235 nm 255 nm, 270 nm, 290 nm

W widmach czteroniciowych, réwnolegtych kwadrupleksow obserwuje si¢ maksimum

absorpcji przy 264 nm oraz minimum przy 240 nm. W przypadku jednoniciowego, réwnoleglego
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kwadrupleksu pojawia si¢ dodatkowo pasmo przy ok. 290 nm (158). Dla antyréwnoleglego
jednoniciowego kwadrupleksu w widmach CD wystepuje maksimum absorpcji przy 295 nm oraz
minimum przy 265 nm. Widmo kwadrupleksu o topologii typu hybrydowego charakteryzuje si¢
pasmem ujemnym przy 235 nm oraz pasmami dodatnimi przy 255 nm, 270 nm i 290 nm (101;159).
Przyktady widm CD dla poszczegolnych topologii wraz z modelem struktury kwadrupleksu DNA

pokazano na rys. 67.
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Rys. 67. Przyktadowe widma CD kwadrupleksu DNA antyréwnolegtego (A-B), rownoleglego (C-D),
typu hybrydowego (E-F) (101;158;159)
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Poniewaz dotychczas nie jest znana Zzadna struktura antyrownoleglego kwadrupleksu RNA,
nie wiadomo wigc czy charakterystyczne dla antyrownolegtych kwadrupleksow DNA pasmo przy
295 nm jest whasciwe dla obu typow czasteczek, RNA i DNA. Nie jest znane rowniez zadne widmo
kwadrupleksu RNA z pojedynczg G-tetradg. Rownolegte kwadrupleksy RNA w widmach CD
posiadajg maksimum absorpcji przy 264 nm oraz minimum przy 240 nm (160). Widma CD
réwnoleglych kwadrupleksow DNA, RNA oraz LNA sg bardzo do siebie podobne (rys. 68) (19).
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Rys. 68. Poréownanie widm CD dla réwnoleglych kwadruplekséw, 0 analogicznych sekwencjach zasad: LNA
—(TGGGT)", (A), RNA — (UGGGU), (B), DNA — (TGGGT), (C) (19)
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Widmo CD réwnoleglego kwadrupleksu jest bardzo podobne do widma dupleksu B-DNA i A-RNA
(rys. 69) (161). Ta cecha widm CD sprawia, iz trudno rozr6zni¢ struktury roéwnoleglego
kwadrupleksu od dupleksow B-DNA i A-RNA, jak takze np. $ledzi¢ przejscie dupleksu do

rownolegtego kwadrupleksu np. wraz ze zmieniajgcymi si¢ warunkami srodowiska.
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Rys. 69. Widma CD rownoleglego kwadrupleksu DNA o sekwencji d(GGGG), gruba linia odpowiada formie
natywnej, cienka linia formie denaturowanej (A), dupleksu DNA o sekwencji d(C4G4), gruba linia
odpowiada dupleksowi w formie B (0.1 M KCI, 10 mM fosforan potasu), cienka A-formie dupleksu
(80% etanol, 0.2 mM fosforan sodu) (B) oraz dupleksu RNA, (80% etanol) (C) (161)

W widmach CD nie tylko potozenie pasm, ale takze ich intensywnosc¢ jest bardzo czuta na zmiany
konformacyjne. Analiza widm CD jest metodg szybka i stosunkowo prostg. Dlatego jest
doskonatym narzedziem do monitorowania zmian konformacyjnych wywotanych zmiennymi
srodowiska np. obecnoscia liganda (162), czy rodzajem kationéw (158). W podobny sposdéb mozna
monitorowa¢ wplyw sekwencji oraz modyfikacji chemicznej] na preferowang konformacje

w roztworze. Wykonujac widma CD w zalezno$ci od temperatury mozna takze obserwowac

trwalo$¢ kwadrupleksow oraz bada¢ kinetyke ich powstawania.

Podsumowujac opisane powyzej metody mozna uznac, ze widma TDS wraz z widmami CD,
jak takze analiza wykresu krzywej topnienia stanowia doskonale narzedzia dla wstepnego

potwierdzenia tworzenia si¢ struktury kwadrupleksu.

11.3.5. Spektrometria mas

Spektrometria mas jest coraz czg$ciej wykorzystywana w badaniach kwadrupleksow,
poniewaz przy jej pomocy mozna jednoznacznie potwierdzi¢ powstawanie kwadrupleksu,
wyznaczy¢ jego czgsteczkowos$¢ oraz bada¢ mechanizm jego powstawania (163;164). Jedng
z tagodnych metod jonizacji, stosowanych w spektrometrii mas, jest elektrorozpylanie (ESI-MS,
ang. electrospray mass spectrometry). Metoda ta zazwyczaj nie powoduje fragmentacji badanych
czasteczek oraz jest bardzo czgsto stosowana w badaniach biopolimerow, takich jak biatka czy
oligonukleotydy. Jedna z najwigkszych zalet tej metody jest mozliwos¢ detekcji niekowalencyjnych

kompleksow w roztworze. Nie jest to jeszcze jednak metoda standardowa i wymaga odpowiedniej
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kalibracji aparatu i doswiadczonego operatora. Probke¢ DNA lub RNA bada si¢ najczesciej w
150 mM roztworze octanu amonowego o pH=7, dlatego tez cze¢sto obserwuje si¢ addukty kwasow
nukleinowych z kationami NH;" (164;165). Kation amonowy ma podobna $rednice do Kationu
potasu, a tworzagce si¢ w tych warunkach Srodowiska kwadrupleksy na ogét sg takze trwate.
Niezwykle istotne dla tego eksperymentu jest usuniecie z badanej probki kationéw sodu i potasu,
gdyz ich obecnos¢ drastycznie obniza czuto$¢ metody. W trakcie wykonywania widma MS roztwor
z rozpylonych kropelek odparowuje i kationy Na*/K* zageszczaja sie wokot ujemnie natadowanego
kwasu nukleinowego, co prowadzi do powstania réznych adduktow i podziatu intensywnos$ci
glownego piku molekularnego na kilka odpowiadajacych réznej liczbie przytaczonych kationdw.
Octan amonu jest w tych warunkach lotny (NHs, AcOH) i tylko kationy amonowe schowane
wewnatrz kanalu kwadrupleksu sg w stanie przetrwa¢ warunki eksperymentu. Liczba takich jonow
jest powigzana z iloScig G-tetrad i wynosi na ogot n-1, gdzie n odpowiada liczbie G-tetrad
w kwadrupleksie (rys. 70 A, B). Stosunek m/z dla adduktéw z jonami NH;  wynosi

m/z = (mDNA +(n-1)><17 - Z)/Z.
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Rys. 70. Model kwadrupleksu z kationami amonowymi stabilizujacymi G-tetrady (A), typowe widmo MS
kwadrupleksu; oprécz formy czteroniciowej 7 adduktami kationéw NH," obserwujemy monomer i dimer (B)
(163;164).

Nalezy jednak pamietad, iz szybkos$¢ tworzenia si¢ kwadrupleksu w obecnosci kationow amonu,
szczegblnie czteroniciowego, jest znacznie mniejsza niz w przypadku pozostatych jondéw. Ponizej
pokazane sg widma MS w zalezno$ci od czasu inkubacji probki z buforem amonowym (rys. 71).

Aby przyspieszy¢ asocjacje formy czteroniciowej czgsto do badanej probki dodaje si¢ metanol
(20% - 40%).
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Rys. 71. Zaleznos¢ intensywnosci poszczegolnych pikow w widmach masowych od czasu inkubacji probki
TGsT z 0.15 M octanem amonu (154)
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11.3.6. Metody biochemiczne

Szybko$¢ migracji dupleksow DNA i RNA w zelu poliakrylamidowym w warunkach
natywnych zalezy przede wszystkim od liczby par zasad, a ich wielko$¢ jest okreslana poprzez
poréwnanie potozenia prgzka z markerem masowym (drabinkg DNA). Dla kwadrupleksow taka
zalezno$¢ jest obarczona duzym bledem, gdyz powierzchnia kwadrupleksow jest bardziej
globularna, a ksztatt kwadrupleksu oraz rozmieszczenie tadunku na jego powierzchni sg trudne do
oszacowania. Przyjmuje si¢, ze dla jednoniciowych, antyréwnolegtych kwadrupleksow, stopien
zageszczenia tadunku jest maty i nie roézni si¢ znacznie pomiedzy poszczegdlnymi typami
antyrownoleglych topologii kwadrupleksow. Jedynie potencjat elektrostatyczny jednoniciowego,
rownoleglego kwadrupleksu jest zdecydowanie inny, gdyz cechuje go wyjatkowo zwarta struktura
(rys. 72).

Rys. 72. Struktura i potencjal elektrostatyczny dla jednoniciowego kwadrupleksu: antyrownolegltego (A),
réwnoleglego (B); (156)

Jednoczasteczkowe kwadrupleksy migruja zazwyczaj szybciej w zelu niz ich liniowe odpowiedniki,
podczas gdy dwu- i czteroczasteczkowe kwadrupleksy migrujg wolniej z powodu wzrostu masy
czasteczkowej. Nietypowe struktury przyjmowane przez kwadrupleksy, jak np. dimery
kwadruplekséw, migruja w zelu natywnym czesto z nieprzewidywalng szybko$cig i dlatego
analizujgc migracje kwadrupleksOw nalezy rozwaznie stosowac czasteczki wzorcowe.

Wazng metodg badan kwasow nukleinowych jest chemiczne i enzymatyczne mapowanie ich
struktury drugorzgdowej. O strukturze drugorzgdowej wnioskuje si¢ na podstawie okreslenia,
w analizowanej czgsteczce, miejsc podatnych na trawienia enzymatyczne lub modyfikacje
chemiczne. Wsrod najczesciej stosowanych enzymow wyrdznia si¢ specyficzne wzgledem struktury
I sekwencji oraz takie, ktore nie wykazuja specyficznosci sekwencyjnej (tab. 11). Najbardziej
popularne reagenty stosowane w metodach chemicznych to jony otowiu, piperydyna, siarczek
dimetylu (DMS), czy ester dietylowy kwasu piroweglowego (DEPC). Szczegdlnie uzyteczne do
badania struktury kwadrupleksow jest zastosowanie siarczku dimetylu, ktory metyluje pozycje N7
guanozyn. Metoda ta pozwala ustali¢, ktore reszty guanozyny uczestnicza w tworzeniu G-tetrady.
W resztach guanozyny zaangazowanych w tworzenie G-tetrady atom azotu N7 jest chroniony przed

metylacjg, wigc reszty te nie sg trawione przez piperydyne lub sg trawione tylko nieznacznie.
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W celu precyzyjnego okreslenia miejsc cig¢ hydrolitycznych, produkty reakcji naktada si¢ na zel
denaturujacy i okresla si¢ ich dtugos¢.
Podstawowe enzymy i metale cigzkie stosowane w probkowaniu biochemicznym kwasow

rybonukleinowych oraz miejsca trawienia przedstawitam w tabeli 11.

Tabela 11. Podstawowe enzymy i metale ciezkie stosowane w probkowaniu biochemicznym

czynnik trawiacy miejsce trawienia w RNA

rybonukleazy T1 pojedyncza ni¢, przecina po resztach G

rybonukleazy T2 pojedyncza ni¢, preferencyjnie przecina po resztach A
rybonukleazy CI3 pojedyncza ni¢, przecina po resztach C

rybonukleazy V1 regiony dwuniciowe

nukleaza S1 pojedyncza ni¢, bez specyficznosci sekwencyjnej
metale cigzkie: Pb** miejsca jednoniciowe lub zrelaksowane fragmenty

dupleksu RNA

Jak dotychczas enzymatyczne mapowanie struktury drugorzedowej nie jest metoda czgsto
wykorzystywang w badaniach struktury kwadrupleksow. Przyktadowo, probkowanie strukturalne
oparte o enzymy T1 i S1 pozwolito zaproponowa¢ model kwadrupleksu, w ktorym, na podstawie
miejsc ulegajacych trawieniu, zostaty zdefiniowane jednoniciowe fragmenty tworzace petle w tej
czasteczce (166). Reszty guanozyny zaangazowane w tworzenie G-tetrad sg stabilne w warunkach

trawienia enzymatycznego.

Przedstawione powyzej zwigzte omowienie metod stosowanych do badania kwadrupleksow
dotyczy tylko wybranych, najczesciej stosowanych technik i nie wyczerpuje w petni dostepnych
metod, ktorymi mozemy si¢ postugiwa¢ podczas rozwigzywania zagadnien dotyczacych roznych

aspektow strukturalnych dotyczacych kwadrupleksow.
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I1.4. Choroby neurologiczne wywolane ekspansjg trojnukleotydowych powtorzen
CGG

Genom cztowieka zawiera 10% sekwencji powtarzajacych si¢ tandemowo i tacznie 3%
powtorzen mikrosatelitarnych. Trojnukleotydowe powtorzenia (TNRs - ang. Trinucleotide Repeats)
nalezg do grupy powtdrzen mikrosatelitarnych, okreslanych takze jako krotkie powtdrzenia
tandemowe (STR - ang. Short Tandem Repeats) lub proste powtdrzenia sekwencji (SSR - ang.
Simple Sequence Repeats). Wystepuja one zarowno u eukariotow (167) jak i prokariotow (168).
TNRs mogg wystepowa¢ w regionach 5-UTR (ang. Untranslated Region), ORF
(ang. Open Reading Frame) lub 3-UTR (rys. 73). Og6lne cechy TNRs to powszechne
wystepowanie w czesci kodujacej genu (60% w ORF) i kodowanie traktow poliaminokwasowych.
W poréwnaniu do czestotliwosci  wystepowania w genomie, powtdrzenia CNG s3
nadreprezentowane w eksonie, szczegélnie powtorzenia CGG, ktore koduja poliglicyng oraz
polialaning (169). Z kolei w mRNA najczesciej wystepujacymi motywami powtdrzonymi sg
trojnukleotydy CNG (N=A,U,G,C), AGG oraz ACC. Czestos¢ wystepowania TNRs jest najwicksza
w ORF (59%), nastgpnie 5'-UTR (28%) oraz 3'-UTR (13%) a sekwencje bogate w reszty GC
(CGG, CAG, CCQG) przewazaja w regionie 5'-UTR mRNA (169).

Zespot lamliwego Ataksja Plasawica Dystrofia

chromosomu X (CGG), Friedreicha Huntingtona miotoniczna
(GAA), (CAG)
Op6znienie umystowe SCA1,SCA2
zwigzane z FRAXE (GCC), SCA3,SCA7, SCAS8
DRPLA (CTG)
SCA 12 (CAQG), (CAG)
( 5UTR I INTRON 3UTR )

[ orr |
TRANSKRYPCJA $ $ i/

m RNA

TRANSLACJA i

Biatko

Rys. 73. Miejsca wystepowania tréjnukleotydowych powtorzenn W genie oraz odpowiadajgce im choroby
Zwigzane z ekspansjqg powtdrzen trdjnukleotydowych. Krzyzykiem o0znaczylam zahamowanie procesu
transkrypcji spowodowane ekspansjg tych powtorzen

Wazrost liczby powtdrzen krotkiego, zwykle trojnukleotydowego motywu w DNA ponad norme
okreslong dla kazdego genu (tab. 12) zwany jest mutacjg dynamiczna i moze by¢ spowodowany
przez zjawisko poslizgu polimerazy DNA podczas replikacji DNA. Mutacje dynamiczne dotycza
najczesciej zwielokrotnienia nawet 300-krotnego tréjnukleotydowej sekwencji powtorzonej, co
w efekcie prowadzi do wystapienia choroby genetycznej. Mutacje w TNRs jako czynnik dwoch
chorob: zespotu tamliwego chromosomu X oraz rdzeniowo-opuszkowego zaniku migsni typu
Kennedy’ego opisano po raz pierwszy w 1991 roku. Choroby neurodegeneracyjne
1 neuromig$niowe o takim podlozu genetycznym to grupa okolo dwudziestu schorzen o wspolnej

nazwie TREDs (ang. Triplet Repeat Expansion Diseases) (tab. 12). Podczas kazdego cyklu
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replikacji moze dochodzi¢ do dalszego wydluzania powtarzajacego sie motywu, dlatego w tej
grupie chordb u rodzin nig dotknigtych, z pokolenia na pokolenie objawy chorobowe ujawniajg si¢
wczesniej | sg coraz cigzsze. Objawy te zwiazane sg gltdwnie z uposledzeniem czynnosci uktadu
nerwowego. W kilku sposrod opisanych dotad choréb spowodowanych mutacjami dynamicznymi
jak np. ataksja rdzeniowo-moézdzkowa, choroba Kennedy’ego, czy choroba Huntingtona przyczyna
choroby jest ekspansja trojnukleotydu CAG w czgsci genu kodujacego glutaming. Ekspresja tak
zmutowanego odcinka genu prowadzi do utworzenia traktu poliglutaminowego, ktéry zaburza
prawidtowe funkcjonowanie biatka. Druga podgrupa choréb jest okreslana jako choroby ekspansji
nieglutaminowych. Nalezg do niej choroby spowodowane mutacjami trojnukleotydowych
powtorzen (gtownie CTG, CGG, CCG, AAQG), ktore nie koduja aminokwasu glutaminy lub
wystepuja w obszarach niekodujacych genu - 5-UTR, 3'-UTR oraz intronach.

Tabela 12. Choroby zwigzane z ekspansjqg powtorzen trojnukleotydowych (170)

Dziedzi- Lokalizacja Powto- s
Choroba Gen o chromoso- . Biatko Liczba powtdrzen l“‘«‘“_'“'
czenie rzenia wanie
mowa L
powtérzen
normalna | zmutowana
I P U
Plasawica s | Ap | aple3 | CAG | huntngna | 6-36 | 36-121 | ORF
Huntingtona
Zwyrodnienie N
zgbato- [)(I:g'}l,'-;\ AD 12p13.31 CAG atrofina | 3-36 49 - 88 ORF
czerwienne )
Rdzen. zanik ecentor
migsni typu AR XR Xq13-21 | caG [ feePe 11-33 38 - 66 ORF
androgenu
Kennedyego =
Ataksja rdzen.- |- gy AD 6p23 CAG | ataksyna 1 19~ 36 43— 81 ORF
mozdzkowa | N
Ataksja rdzen.- |- g\ AD 12q24.1 CAG | ataksyna? 14-31 35-64 ORF
mozdzkowa 2 ’
Alaksja SCA3
rdzeniowo- e AD 14g32.1 CAG ataksyna 3 8§ -41 61 -84 ORF
- (MID) )
mozdzkowa 3
TBP-
Ataksja podjedno-
rdzeniowo- TBP AD 6q27 CAG stka TFITD 29-42 47 -55 ORF
mézdzkowa 17 wigzgca
DNA
al A pod-
. 2dn.
Ataksja . ZM.
rdzeniowo- | SACNA L A b 1opla | cag | Kanah 4-18 21 - 30 ORF
A 1A wapniowego
mozdzkowa 6 Lo
napigciowo
zaleznego
Ataksja
rdzeniowo- SCA7 AD 3pl2-13 CAG ataksyna 7 4-35 37-200 ORF
mozdzkowa 7
Dystrofia mig- PABP2
$n. oczno- PABP2 AD l4gl1.2-q13 | GCG (po- 6-7 7-13 ORF
gardzielowa li{fA}BP2)
Achondroplazja COMP AD 19p13.1 GAC COMP 5 6/7 ORF
rzekoma
Zespot -
. FMRI . . . 652 f—
f eg - 27.3 A > 200 - 200( 5'U
tamliwego (FRAXA) XD Xq27 CGG FMRF 60 — 200p )0 - 2000 UTR
chromosomu X
Upoéledzenie
umyst. FMR2 7-35
L . b 28 iCC J 2 230 - 750 5°UT
wigzane | (FRAXE)| ! Xq Gec FMR 130 - 150p 7 UTR
z FRAXE
Dystrofia — paipg | AD 19q13 | crg | naz 5-37 | s0-2000 | 3UTR
miotoniczna miotoniczna
Ataksja rdzen | gepg | Ap 1321 CTG | awksyna8 | 16-37 | 107-127 | 3'UTR
mozdzkowa 8
Ataksja
rdzeniowo- SCAI12 AD 5q31-33 CAG | ataksyna 12 7-28 66 - 78 5'UTR g
mézdzkowa 12 AD - autosomalne dominujace
— = AR - autosomalne recesywne
] Alul\\:ul FRDA AR 9q13-21.1 GAA frataksvna 6-34 11221700 | inton 1 XD - sprzgzone z chromosomem X dominujace
Friedreicha ’ 80p XR - sprzezone z chromosomem X recesywne
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Jednym z mechanizmoéw odpowiedzialnych za rozwoj chordb typu TREDs sg mutacje w czeSci
kodujacej genu, ktére moga prowadzi¢ do utraty jego funkcji lub do powstania biatka o innych
wlasciwosciach. Struktura czgsteczek RNA moze takze odgrywacé role w patogenezie wielu
z chorob TREDs (171-173). Na przyktad w dystrofii miotonicznej wydtuzony transkrypt
przyjmujacy strukturg spinki moze nadmiernie wigza¢ biatka regulatorowe, rozpoznajace fragmenty
dwuniciowe, prowadzac do zaburzen metabolizmu. Obiecujacg metoda leczenia choréob TREDS
moze okazaé si¢ selektywne wyciszanie zmutowanych gendéw droga interferencji za pomoca
krotkich 21-nukleotydowych siRNA. Krotkie siRNA oddziatujg selektywnie tylko z docelowymi
zmutowanymi strukturami ztozonymi z powtorzen CNG (174).

Ponizej omowitam tylko te choroby, ktore spowodowane sg ekspansjg powtorzen CGG, poniewaz

powtdrzenia te sg przedmiotem mojego szczegdlnego zainteresowania.

Niekontrolowana ekspansja powtorzen CGG jest podtozem genetycznym zespotu famliwego
chromosomu X (FXS), nazywanego inaczej zespotem Martina-Bella, zespolu drzenia i ataksji
zwigzanych z zespotem tamliwego chromosomu X (FXTAS), jak rowniez przedwczesnego
wygaszania czynnosci jajnikow (POF, ang. Premature Ovarian Failure). Choroby te sa
spowodowane powieleniem liczby powtorzen trojnukleotydowych CGG w rejonie 5-UTR genu
FMR1, ktory nie ulega translacji. Gen FMR1 (rys. 74) zlokalizowany jest na chromosomie X,
w obrebie dlugiego ramienia w pozycji 27.3, pomiedzy 146 699 054 a 146 738 156 parg zasad.
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Rys. 74. Lokalizacja genu FMR1 na chromosomie X (A), budowa genu FMR1. W rejonie 5'-UTR wystepujq
powtorzenia CGG (6-54 - normalna liczba powtorzen, 55-200 — permutacja; ponad 200 - FXS); NLS, NES -
sekwencje sygnatowe; domeny KH1, KH2, motyw RGG (B),(http://www-fgg.eur.nl/kgen/research/fragx/,
http://cornellbiochem.wikispaces.com/Fragile+X+Syndrome)

*q21.33

Produktem tego genu jest biatko FMRP (ang. Fragile X Mental Retardation Protein), ktore
jest zlokalizowane glownie w cytoplazmie 1 ulega ekspresji w wielu tkankach, glownie
w neuronach, szczegolnie w dendrytach oraz spermatogoniach. Dokladna funkcja fizjologiczna
produktu biatkowego genu FMR1 jest nadal nieznana. Biatko FMRP jest niezbedne do
prawidlowego rozwoju synaps miedzy neuronami, odpowiedzialnymi m.in. za procesy uczenia si¢
1 zapamigtywania. Jego brak powoduje op6znienie dojrzewania neurondw. Postulowana jest jego

rola w transporcie oraz wydajnosci translacyjnej mRNA (175). Biatko FMRP moze wigzaé si¢
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z MRNA i w ten sposob moze uczestniczy¢ w regulowaniu, W tym najczesciej W hamowaniu
translacji okre§lonych mRNA. Bialko FMRP zawiera dwie domeny KHI1 i KH2, ktore sa
odpowiedzialne za wigzanie RNA. Dodatkowo bialko to zawiera motyw RGG rozpoznajacy

strukture RNA bogatg w reszty guanozyny (rys. 75 A). Istniejg doniesienia, ze biatko FMRP

PP2Ac
—>
Normal

KH1  KH2 RGG y »
, - e SOO0
Rys. 75. Schematyczne przedstawienie funkcjonalnych domen w biatku FMRP (A), schematyczny mechanizm

hamowania translacji poprzez utworzenie kompleksu kwadrupleks:biatko, PP2Ac (ang. Catalytic subunit of
Protein Phosphatase 2A) (B) (176)

rozpoznaje i wigze form¢ kwadrupleksu utworzong z fragmentu mRNA co prowadzi do
zahamowania translacji (176) np. dla PP2Ac mRNA w 5'-UTR (rys. 75 B).

W populacji 0séb zdrowych prawidlowy zakres liczby powtorzen motywu CGG wynosi od
6 do 54 (rys. 76 A). Obejmuje on zakres posredni (35-44 powtorzen CGG) oraz tzw. ,,szarg strefe”
(45-54 powtorzen CGG). Wyrdznia si¢ dwa patogenne zakresy liczby powtorzen CGG, zwigzane
z jednostkami chorobowymi o odmiennym obrazie klinicznym. Gdy ilo$¢ powtdrzen wynosi od 55
do 200 (rys. 76 B), jest to tzw. premutacja, najczesciej nie dajaca objawdéw chorobowych, ale
majaca tendencj¢ do ,,wydtuzania si¢” w kolejnych pokoleniach. W tym zakresie liczby powtorzen,
trojnukleotydowe powtdrzenia typu CGG sa podlozem genetycznym zespotu drzenia i ataksji
zwigzanych z zespotem tamliwego chromosomu X, jak rowniez przedwczesnego wygaszania
czynnos$ci jajnikow. Pelna mutacja z liczbg powtorzen CGG od 200 do kilku tysiecy (rys. 76 C)

daje objawy choroby zespotu tamliwego chromosomu X.

FMRT1 gene FMR1 mRNA FMRP
CGG repeat O %Q
oo E=—=Tm 1000 —_— —_— 0
A Normal
<55 repeats OOQO

' X / Inclusion formation

ODo = . [ - 0% o @L“Z’ .
B Premutation = Disruption of lamin A/C

55-200 repeats nuclear architecture

?
FXTAS

B//QEdEg—————000 )= Fragile X syndrome

000 CEEamehTas
C Full mutation
>200 repeats

Rys. 76. Schematyczne przedstawienie skutkow ekspansji trojnukleotydowych powtérzen CGG (177)
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11.4.1. Zespdl drienia i ataksji zwigzany 7 zespolem tamliwego chromosomu X (FXTAS)
Chorobe neurodegeneracyjng FXTAS po raz pierwszy opisano w 2001 roku. Zespot FXTAS
zostal zaobserwowany u rodzin dotknigtych FXS 1 wystepuje u osob z premutacja genu FMR1
(178). Chociaz czestos¢ wystepowania premutacji w ogolnej populacji szacowana jest jako 1/259
u kobiet oraz 1/810 wsérod mezczyzn, to FXTAS objawia si¢ szczegodlnie u mezczyzn po 50 roku
zycia (179). Corki nosicieli premutacji ponosza wysokie ryzyko (50%) posiadania dzieci
z zespolem tamliwego chromosomu X. U ok. 25% nosicieli premutacji zaobserwowaé mozna
wystepowanie subtelnych zaburzen intelektualnych oraz emocjonalnych, takich jak trudnos$ci

w nauce, labilno$¢ emocjonalna, a takze subtelnych cech dysmorfii.

Objawy zespotu FXTAS przypominajg chorobe¢ Parkinsona (180). Typowe objawy to:

ataksja (zaburzeniu koordynacji ruchow)
drgawki i drzenie zamiarowe
zaburzenia rOwnowagi

neuropatia obwodowa

ubytki pamieci

pobudzenie psychoruchowe

o
o
o
o
o
o
Rezonans magnetyczny moézgu chorych wykazuje uogoélniony zanik mézgu, zmiany wskazuja na
chorobe istoty bialej modzgu, mogace]j odpowiada¢ demielinizacji (180). Obecnie ten
charakterystyczny obraz rezonansu magnetycznego moézgu zostal uznany za gtéwne Kryterium
diagnostyczne choroby.
Wydhluzenie ciggu powtorzen CGG w genie FMR1 prowadzi od 2 do 8-krotnego zwigkszenia
poziomu MRNA oraz zmniejszenia poziomu biatka FMRP nawet do 50% (rys. 76 B) (181).
Podwyzszony poziom mRNA jest raczej skutkiem wzrostu aktywnosci transkrypcyjnej genu FMR1,
niz zwigkszonej stabilnosci mRNA (182;183), a nadmierna ekspresja mRNA nie jest zwigzana ze
zmniejszeniem poziomu biatka FMRP. Obnizona aktywnos$¢ translacji jest odpowiedzialna za
obnizony poziom FMRP. Obnizony poziom lub brak biatka FMRP prowadzi do dysregulacji
roéznych szlakow, co zaburza rozwdj mozgu, prowadzac do opdznienia rozwoju.
Wykazano, ze w porownaniu z prawidlowymi komoérkami, mRNA komorki z premutacjg wykazuja
obnizong zdolno$¢ wigzania z polirybosomami. Wydhizone ciagi powtdrzen CGG w mRNA moga
konfiskowa¢ bialka jadrowe, zaznaczone na rys. 76 B jako pomaranczowe kotka. Wigzanie si¢
regulatorowych bialek do mRNA moze prowadzi¢ do zaburzenia metabolizmu w komorce.
Charakterystyczne dla FXTAS sg réwniez inkluzje w jadrach neuronéw 1 astrocytoéw wykazujace
obecno$¢ ubikwityny i HSP — agregatow zle sfaldowanych biatek (rys. 76 B), wystgpowania
ktorych nie stwierdzono u nosicieli petnej mutacji (184). Normalny trakt r(CGG)n co 9-11
powtorzen zawiera specyficzng sekwencje AGG, ktora najprawdopodobniej destabilizuje

powstawanie struktur spinek (172). W zmutowanych allelach zaburzenia AGG w ciggu powtorzen
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nie wystepujg lub wystepuja rzadko.
11.4.2. Przedwczesne wygaszanie czynnosci jajnikow (POF)

Przedwczesne wygaszanie czynno$ci jajnikow dotyka 5-24% kobiet posiadajacych
premutacj¢ w genie FMR1 (50-200 powtorzen CGG) i powoduje dlugotrwaly brak produkcji
hormonow oraz bezptodnos¢. Podobnie jak w FXTAS poziom mRNA jest podwyzszony a biatka
FMRP obnizony. Ryzyko wystgpienia POF nie zmienia si¢ wraz ze wzrastajaca liczbg powtorzen

>100 (178;185).

11.4.3. Zespot tamliwego chromosomu X (FXS)

Jest to druga co do czestosci, po zespole Downa, przyczyna genetycznych zaburzen rozwoju
umystowego oraz najczestsza przyczyna dziedzicznego uposledzenia umystowego. Po raz pierwszy
zostata opisana w 1943 roku jako zesp6t Martina i Bella. Wystepuje z czestoscig 1/4000
u mezezyzn i 1/8000 u kobiet. Choroba dziedziczona jest jako cecha sprz¢zona z chromosomem X,
dominujaca. U oséb z pelng mutacja obserwowane w tym zespole objawy sa nastepstwem utraty
funkcji genu FMR1 z powodu jego catkowitej metylacji (°VCpG) (186). Petna mutacja prowadzi
do catkowitego zahamowania produkcji MRNA genu FMR1 oraz biatka FMRP (rys. 76 C) (187).
Brak biatka FMRP prowadzi natomiast do powstania konstelacji objawow — od upo$ledzenia
funkcji poznawczych do zachowan autystycznych. Objawy FXS maja rézne nasilenie: od
probleméw z mowieniem w wieku przedszkolnym i nauka szkolng po glebokie uposledzenie (1Q
20-70). W czgsci przypadkow pojawiajg sie tez objawy zblizone do ADHD i autyzmu (autoagresja,
trzepotanie rekami). Objawy fizyczne wystepuja glownie u mezczyzn (widoczne u 60% pacjentow).
Charakterystyczne dla tej choroby cechy to pociagla twarz, wypukle czoto, duzy obwod czaszki,

odstajace uszy, zez Czy wystajaca zuchwa.

I11.5. Struktury drugorzedowe czgsteczek zbudowanych z tréjnukleotydowych
powtorzen r(CGG)n

Do tej pory struktura trojnukleotydowych powtorzen r(CGG), jest poznana w niewielkim
stopniu. Najwiecej danych strukturalnych pochodzi z prac prowadzonych w ICHB PAN, w kilku
zespotach badawczych, glownie w Pracowni Biomedycyny Naturalnej, Zespole Struktury i Funkcji
Biomolekut oraz Pracowni Chemii RNA. Dane literaturowe dotyczace struktury czgsteczek
zbudowanych z powtorzen r(CGG)n pochodzg gldwnie z badan biochemicznych (152;166;172;188-
192), krystalografii (1;193) oraz ze spektroskopii UV (152).

Badania rozpoczete na poczatku lat 90, przez Pracowni¢ Biomedycyny Naturalnej
kierowang przez prof. W. Krzyzosiaka, nad strukturg czasteczek RNA, zbudowanych
z trojnukleotydowych powtorzen byty pionierskie. W ciggu nastepnych lat pracownia ta badata

zalezno$¢ pomigdzy strukturg drugorzedowa przyjmowang przez takie powtorzenia a patogeneza

75



chorob z grupy TREDs. Wsréd analizowanych sekwencji znajdowaly sie powtorzenia typu CGG.
Struktura drugorzedowa dhugich ciggow powtorzen (CGG)n (n = 17, 20) zostata ustalona gtownie
w oparciu 0 dane pochodzace z badan biochemicznych (sondy chemiczne i mapowanie
enzymatyczne) oraz w przypadku czgsteczki (CGG)yo zostala poparta analiza widm CD
i roznicowych (TDS) (152). Obie te czasteczki tworzyly spinki, jednak czasteczka RNA zbudowana
z 17 powtorzen typu CGG preferowata tworzenie tzw. "poslizgnigte]" struktury spinki
(ang. slippery hairpins) (192). W roztworze, w porownywalnych ilosciach, wystepowaty dwie
formy, ktore przedstawione sg na rys. 77. Trzony spinek zbudowane sg z sgsiadujacych ze sobg par
zasad G:C i C:G przedzielonych niedopasowaniem G:G. Petla apikalna sktada si¢ z czterech lub

trzech reszt nukleotydowych.
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Rys. 77. Alternatywne struktury spinki utworzone przez powtorzenia r(CGG)17 (192)

Ciagi powtorzen (CGG)n sa bogate w reszty guanozyny i powinny wykazywaé tendencje do
tworzenia kwadrupleksow, zwlaszcza w obecnosci kationéw potasu. Dla podobnych sekwencji jak
(AGG)17 i (UGG)17 zardbwno mobilnos¢ elektroforetyczna, miejsca cigé, jak i widma TDS i CD
wskazywaly na formowanie si¢ struktury kwadrupleksu (152). Jednak jak juz wspomniatam,
probkowanie enzymatyczne czasteczki (CGG)yo (152), podobnie jak (CGG)17 (192), wskazywato, iz
tworza one struktury stabilnych spinek. Dla czasteczki (CGG)yo zarejestrowano takze widma
roznicowe TDS w obecnosci Kationow Na* oraz K*, jednak widma te nie dowodzity formowania

si¢ struktury kwadrupleksu niezaleznie od rodzaju kationu (rys. 78).
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Rys. 78. Widmo réznicowe TDS — kolor granatowy, w 100 mM KCI [4°C, ~ 90°C, bufor podstawowy:
20 mM kakodylan sodu, 0.5 mM EDTA , pH 7.0]; (152)
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Jednak wyniki dalszych eksperymentow wskazywaly na nietypowe zachowanie tej
czasteczki, ktore roznity ja od pozostalych czasteczek tworzacych spinke, zbudowanych
z powtorzen (CUG)y 1 (CCG)yp. Podczas gdy widma CD czasteczek (CCG)yo oraz (CUG)y nie
zmieniaty si¢ w zaleznosci od typu kationu obecnego w roztworze (Na'/K*) (rys. 79 A), w widmie
CD czasteczki (CGG)yp obserwowano zaleznos$¢ intensywnosci poszczegolnych pasm od rodzaju
kationu (rys. 79 B), podobnie jak dla czasteczek (AGG)y | (UGG)yo tworzacych kwadrupleks
(rys. 79 C). Widma te dla czasteczki (CGG)yo Sg rowniez bardziej zlozone niz dla wszystkich
pozostatych czasteczek. W widmie pokazanym na rysunku 79 B pojawiaja si¢ dodatkowe pasma,
ujemne przy 295 nm oraz dodatnie przy ~ 240 nm, ktore nie sg charakterystyczne dla struktury
spinki (152).
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Rys. 79. Zaleznos¢ widm CD dla spinki (A, B), kwadrupleksu (C) od rodzaju kationu (Na* lub K%);
[temperatura pokojowa, bufor podstawowy: 20 mM kakodylan sodu, 0.5 mM EDTA , pH 7.0]; (152)

Najprawdopodobniej czgsteczka (CGG)y tworzy stabilng spinke, jednakze w warunkach pomiaru
widm CD oprocz tej formy wspotistnieje rowniez inna konformacja, ale nie jest nig forma
kwadrupleksu.

Jak juz wspomniatam w normalnym trakcie mRNA co 9-11 powtdrzen CGG wystepuja
specyficzne, krotkie zaburzenia 0 sekwencji AGG. Jednak zaburzenia te nie wystgpuja zazwyczaj
w ciggu RNA o patogennej licznie powtorzen CGG. Jak ustalono stosujac metody biochemiczne,
powtdrzenia trojnukleotydowe zawierajace od 19 do 28 powtorzen CGG tworzyly pojedyncza
strukture spinki (172). Jednak w niektorych przypadkach obecnos$¢ nawet jednej trojki zasad AGG
wplywata na zmiang struktury takich czasteczek (172). Sekwencje zawierajace motyw AGG

tworzyty najczesciej bardziej skomplikowane uktady spinek z dwoma lub trzema pgtlami (rys. 80).

1AGG 2 AGG (CGG) o
(CGG)a3
(CGG)ag

{ (CGG)sAGG(CGG)y3
(CGG);AGG(CGG) ;g
(CGG),;sAGG(CGG),
(CGB)sAGG(CGGR)AGG(CGG)s
(CGG);0AGG(CGG)yAGG(CGG),
(CGG)AGGICCERAGG(CCGss

Rys. 80. Model struktury 2D dla powtérzen (CGG)n - bez AGG, z jednym AGG, z dwoma AGG; Kolorem
czarnym zaznaczono sekwencje flankujqce, niebieskim powtorzenia CGG, czerwonym AGG;, (172)
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Ciekawe wyniki otrzymata takze inna grupa badaczy (Handa V., Usdin K.) dla czgsteczki
0 sekwencji (CGG)sAGG(CGG)12,AGG(CGG)g7, zawierajacej fragment zbudowany z ponad 90
niezaburzonych powtdérzen CGG. Grupa ta wskazata na mozliwo$¢ wspolistnienia oprocz formy
spinki takze formy kwadrupleksu (166). Stosujgc probkowanie enzymatyczne takimi nukleazami
jak T1 oraz S1 zaobserwowano pojawienic si¢ w zelu natywnym szeregu prazkow (rys. 81 A)
$wiadczacych o powstaniu ztozonych struktur i obecno$ci wigkszej liczby konformacji. Wynik
analizy profilu migracji fragmentow RNA wskazywal na wspétobecnos¢ kilku struktur spinek,
pokazanych na rysunku 81 B. Jednak w wyniku dziatania enzymow na tg czgsteczke obserwowane
byly w zelu natywnym takze prazki odpowiadajace czasteczkom o dlugosci 158 nt oraz 232 nt,
ktorych intensywno$¢ wzrastata w obecnosci kationdw potasu. Na podstawie tych miejsc cigcia

zaproponowano model kwadrupleksu pokazany narys. 81 B (vi).
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Rys. 81. Analiza struktury drugorzedowej czgsteczek (CGG)y, 0raz (CGG)io9 metodq ograniczonych trawien
enzymatycznych z wykorzystaniem RNazy T1 i RNazy S1, (4), proponowane struktury drugorzedowe (B);
(166)

Obecnos¢ zaburzen AGG, prowadzila do rozdzielenia si¢ dluzszej spinki na dwie lub trzy krotsze
liczby powtorzen, ktora nie zawierala zaburzenia AGG, byla trawiona przez nukleazy tylko
w srodkowej czgéci sekwencji 1 tworzyta pojedyncza formg spinki (166). Badania przeprowadzone
w naszym instytucie prowadzily do podobnych wnioskow (rys. 80). Wyniki obydwu
eksperymentéw dowodza, iz rola sekwencji zaburzajacych AGG, moze polega¢ na destabilizacji
struktur spinkowych. Jednak nie wykazano, aby obecno$¢ 1-2 powtdrzen AGG wplywata na
efektywnos¢ translacji mRNA zawierajacego motyw (CGG)gs.e iN Vitro ani in vivo (190).
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Badania biochemiczne z uzyciem biatek z rodziny hnRNP takze pozwolity na zglebienie wiedzy
0 strukturze drugorzedowej powtdrzen r(CGG). Bialka takie jak CBF-A oraz hnRNP A2
destabilizuja antyrownolegle, dwuczasteczkowe kwadrupleksy zbudowane z powtorzen d(CGG)n
(75). Dowiedziono, ze bialka te destabilizujg takze struktury kwadrupleksow RNA zbudowanych
z powtorzen (CGG)n (188;189). Przyktadowo czasteczka o sekwencji r(CGG);-CGUGGACUC
oprocz formy jednoniciowej tworzyta takze dwuczasteczkowy kwadrupleks (188), dla ktorego
stechiometria zostata ustalona wczesniej (64). W obecno$ci biatka hnRNP A2 dwuczasteczkowy
kwadrupleks byt destabilizowany do formy jednoniciowej (rys. 82). Efektywnos$¢ destabilizacji
kwadrupleksu zalezata od rodzaju mutacji wprowadzonej w biatku hnRNP A2, przy czym biatko
niemodyfikowane najefektywniej destabilizowato struktur¢ kwadrupleksu (~ 76%), w warunkach
natywnej elektroforezy (rys. 82) (188).
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Rys. 82. Zaleznos¢ procentowego udziatu dwuczgsteczkowego kwadrupleksu od stezenia biatka hnRNP A2
(A), profil migracji formy jednoniciowej (SS, ang. single strand) oraz kwadrupleksu (G'2) w natywnym Zelu
w zaleznosci od obecnosci oraz typu mutacji w biatku hnRNP A2 (B) (188)
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Dtugie ciagi powtorzen CGG w 5-UTR mRNA (zakres premutacji) przyjmuja stabilng strukturg
spinki czy kwadrupleksu, co utrudnia przebieg translacji, gdyz powstawanie takich struktur moze
prowadzi¢ migdzy innymi do obnizonej zdolno$ci wigzania mRNA z polirybosomami. Wykazano,
ze poziom translacji wzrastat w obecno$ci pewnych biatek z rodziny hnRNP, ktére sa znane ze
swoich wlasciwosci destabilizujacych struktur¢ kwadrupleksow, zbudowanych z powtorzen CGG.
Przyktadowo, w obecnos$ci biatka hnRNP A2 lub CBF-A wzrastata wydajnos¢ translacji in vivo dla
fragmentow RNA 0 sekwencji (CGG)10)AGG(CGG)yAGG(CGG)12, (CGG)es oraz (CGG)gg
(rys. 83). Efekt ten byt najwickszy dla dlugiego ciagu powtorzen (CGG)gg obejmujacego juz zakres
premutacji. Wzrost wydajnosci translacji byt mozliwy dzigki destabilizacji struktury kwadrupleksu
do formy jednoniciowej RNA (189).
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Rys. 83. Poréwnanie wydajnosci translacji w zaleznosci od ilosci mRNA bez dodatkowego biatka (A),
w obecnosci biatka hnRNP A2 (B), w obecnosci biatka CBF-A (C) (189)
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Na rysunku 84 przedstawitam zalezno$¢ wydajnosci translacji (CGG)n-FL mRNA dla rdznej
dhugosci powtorzen (CGG)n, w zaleznosci od obecno$ci biatka CBF-A i/lub pochodnej porfiryny
TMPyP4.
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Rys. 84. Graficzne przedstawienie wplywu ilosci powtorzen (CGG)n oraz obecnosci biatka CBF-A lub
pochodnej porfiryny TMPyP4 na wydajnosé¢ translacji (CGG)n-FL mRNA in vivo (191)
Dla sekwencji (CGG)3g, obecnos$¢ biatka CBF-A oraz TMPyP4 nie miata wigkszego wpltywu na
wydajnos¢ translacji (rys. 84), jednak stosujac to samo biatko tgcznie z TMPyYP4 dla czasteczki
(CGG)gg, zawierajacej znacznie wigksza ilos¢ powtdrzen, uzyskano znaczacy wzrost wydajnosci
translacji w stosunku do proby odniesienia (191). Zdecydowanie inne zachowanie czasteczek RNA,
zbudowane z ponad 90 powtorzen CGG, z biatkami z rodziny hnRNP moze §wiadczy¢, iz duzsze
czasteczki tatwiej tworza kwadrupleksy.

Do tej pory nie ma zadnych danych strukturalnych o czasteczkach zbudowanych
z powtorzen r(CGG), uzyskanych metodami NMR. Dotychczas ukazato si¢ jedynie pojedyncze
doniesienie literaturowe, w ktorym zawarte sg nieliczne eksperymenty NMR w postaci fragmentow
widm 2D NOESY. Wyniki badan dla pokazanych ponizej trzech sekwencji RNA sugeruja, ze
czasteczki zawierajgce powtorzenia CGG tworzg dupleksy z parami zasad G:G (rys. 85 A) lub
zawigzuja struktury typu spinki (rys. 85 B-C).2 Obecnosé dodatkowej sekwencji zaburzajace;j,
AGG, w ciggu powtdrzen CGG, nie wptywa na stabilno$¢ spinki w fizjologicznym st¢zeniu jondw

magnezu (194).
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Rys. 85. Schematyczna struktura dupleksu, sekwencja flankujgca GG-X-C (A), spinki, sekwencja flankujgca
GG-X-CC, petla ACUUCGGU (B), spinki z zaburzeniem AGG, sekwencja flankujgca GG-X-CC, petla
ACUUCGGU (C)

2 W pracy (194) nie pokazano zadnego widma "H NMR; autorzy podaja iz, sygnaty pochodzace od powtorzen CGG sa
szerokie oraz obserwuja usrednienie konformacyjne pomi¢dzy réznymi formami obecnymi w roztworze
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11.6. Struktury trzeciorzedowe czgsteczek zbudowanych z tréjnukleotydowych
powtorzen r(CGG)n

Dla formy spinki badz dupleksu w literaturze opisano az 15 réznych typdéw par zasad G:G
(baza danych http://prion.bchs.uh.edu/bptype/, http://www.lbit.iro.umontreal.ca/BasePair Classifi-
cation/), w tym cztery typy par zasad, w ktorych zawigzujg si¢ po dwa wigzania wodorowe oraz w
przypadku kwadrupleksu motyw G-tetrady z os$mioma wigzaniami wodorowymi. Dla czasteczek
zbudowanych z powtérzen CGG, na podstawie badan biochemicznych oraz spektroskopii UV, nie
mozna ustali¢ typu zawigzujacych si¢ par zasad G:G lub okresli¢ reszt zaangazowanych
w tworzenie G-tetrad. Wyznaczenie struktur trzeciorzedowych metodami NMR lub krystalografii
jest wolnym procesem w poréwnaniu do przedstawionych wyzej metod, za to pozwala uzyskaé
szczegdlowe informacje 0 strukturze badanej czasteczki. Jednak do ubieglego roku nie byta znana
zadna struktura trzeciorzedowa czasteczek zbudowanych z powtorzen r(CGG)n. Obecnie
opublikowane sa 3 struktury krystalograficzne czasteczek RNA o sekwencjach G-C®'GGCGG-C,
G-C®'GGCGGCGG-C oraz G-CGGCGG-C, ktore tworza w krysztale dupleksy, rozwiazane
w Zespole Struktury i Funkcji Biomolekut, ICHB (1). W oktamerze G-C®'GGCGG-C (rys. 86 A)
zawigzujg si¢ dwie pary zasad typu imino-amino BrG(Syn):G (rys. 86 B), w ktorych dwa wigzania
wodorowe utworzone sg pomiedzy atomami: G(O6)-G(NH1) i G(N7)-G(N2H,) (1).
W niekanonicznej parze zasad ®'Gyn):G wszystkie odlegtosci pomiedzy atomami zaangazowanymi
w wigzanie wodorowe mieszcza sic w zakresie 2.6-3.3 A. Dodatkowa stabilizacja tej pary zasad

pochodzi od wigzania wodorowego pomigdzy grupg aminowa reszty BrG(syn) a atomem tlenu grupy

fosforanowej (rys. 86 B).

C5'- 05' bond

Rys. 86. Struktura krystalograficzna G-C®'GGCGG-C (A), para zasad G(06)-G(NH1) i G(N7)-G(N2H,) (B)
lokalne rozwiniecie tancucha pomiedzy resztami Gy oraz C (C) (1)

Poniewaz reszty guanozyny w niekanonicznej parze zasad BrG(syn):G sg bardziej objetosciowe
w stosunku do pary zasad G:C, to dystans pomiedzy atomami C1'-C1' jest wickszy o ok. 0.5 A od
typowego. Katy torsyjne a, y pomiedzy resztag G(Syn) a resztg cytydyny przyjmujg nietypowe dla
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helisy A-RNA wartos$ci, jednak to lokalne rozwiniecie tancucha nie zaburza formy A-RNA calej
helisy (rys. 86 C). Para zasad ®'Gsyny:Gantiy W czasteczce G-C*'GGCGG-C wiaze jony wapnia od
strony szerokiej bruzdy (rys. 87 A). Z kolei dhuzsza czasteczka G-C*'GGCGGCGG-C tworzaca
takze dupleks, wigze jony siarczanowe w obrgbie dwoch par zasad BrG(Syn):G(ami) (rys. 87 B).
Czasteczka ta zawiera takze par¢ G:G, ktora wystepuje w konformacji Gani)y:Geyny lub jest

nieuporzadkowana.

e 9
Rys. 87. Hydratacja pary zasad BrG(syn)ZG(ami) oraz wiqzanie: kationu wapnia przez atom 06 reszty G(an
w czgsteczce G-CP'GGCGG-C (4) anionu siarczanowego przez krawed? Watsona-Cricka reszty BrG(Syn)
w czagsteczce G-CB'GGCGGCGG-C (B) (1)

Podobna sytuacja ma miejsce w strukturze krystalograficznej czasteczki G-CGGCGG-C. Jesli jedna
z reszt guanozyny w parze zasad G:G nie jest usztywniona w konformacji syn przez wprowadzenie
objetosciowego podstawnika jakim jest atom bromu, wtedy w dupleksie obserwujemy zaroéwno
pary zasad Gsyn):Ganti), Ganti):Gsyny jak 1 pary nieuporzadkowane. W czasteczce G-CGGCGG-C
symetryczne pary zasad Gyn):Gentiy 1UD Geanti):Gsyn) byly obserwowane w 14 z 18 dupleksow,
w tym para zasad Ganti):Gsyn) Wystgpowata nieco czgsciej bo w 8 na 14 przypadkéw (1). Réwniez
inna czasteczka RNA, zbudowana z dwoch réznych nici, zawierajacych po trzy powtorzenia CGG,
tworzy w krysztale dupleks (rys. 88). W strukturze tej trzy pary zasad G:G sg ulozone

niesymetryczne, najpierw wystepuja dwie pary Geyn):Gami) natomiast ostatnia para

=

‘-:;_vt
' <§% uuGGealecocagaoGgGGaoGaaa@guUcece
‘ L FR— ccuaaaeoagGgoaeaGoocaaa

Rys. 88. Struktura Kkrystalograficzna dupleksu (PDB ID: 3SJ2) (A), para zasad G(06)-G(NH1)
i G(N7)-G(N2H,) (B) (193)
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wystepuje w przeciwnej konformacji Gantiy:Gsyny (193).
Obecnie w bazie PDB nie jest zdeponowana zadna struktura trzeciorzedowa kwadrupleksu
RNA zbudowanego z powtérzen CGG oraz jakakolwiek struktura trzeciorzedowa czasteczek,

zbudowanych z takich powtérzen, ktora bytaby rozwigzana metodami NMR w roztworze.

11.7. Struktury drugorzedowe czgsteczek zbudowanych 7 tréjnukleotydowych
powtorzen d(CGG)n

Generalnie czasteczki zbudowane z Kilku powtorzen d(CGG), podobnie jak analogiczne
czgsteczki RNA, tworzg struktury spinki (195-197) lub kwadrupleksu (198), (199). Ponizej
przedstawitam tylko te wyniki eksperymentéow, w oparciu o ktore zaproponowano model
kwadrupleksu.

W przypadku powtorzen d(CGG)n, tworzenie si¢ kwadrupleksu moze by¢ utatwione przez
zawigzywanie tetrad, w ktérych zaangazowane sa protonowane reszty cytydyny C+C*. Na
podstawie szybkosci migracji czasteczki d(CGG)y w zelu oraz zrdznicowanej podatno$ci
donorowej grupy N7 na metylowanie przy pomocy DMS (w zalezno$ci od zmieniajacego si¢ pH
i obecnosci kationéw potasu) zaproponowanOo model kwadrupleksu pokazany na rys. 89A
(200;201). W pH nizszym niz 7, dwa fragmenty DNA o strukturze spinki dimeryzujg i tworza
antyrownolegty kwadrupleks, w ktérym oprécz G-tetrad powstaja takze tetrady CeC*eCsC”
(rys. 89 A).

T4
el
S
iy
Ll’ (& S
G ! Iv
<|"n(|'5.‘,",4|'
Yy
BN
I’ "
£|. (I f}t,(‘- R
ey N._0-H_ __H
e N
Lk (e
LTl 7 “H---n7
SR
(|i = ]”“‘ H” \H---D N
}
‘li\:‘c R
¢, > Ne———F R
A B CeC+ pair

Rys. 89. Model kwadrupleksu dla czgsteczki o sekwencji d(CGG)y, zZbudowany z G-tetrad oraz C:C*:C:C”*
tetrad. Schemat wigzan wodorowych w parze zasad C:C* (A), réwnowaga pomiedzy dwiema formami
kwadrupleksow dla czgsteczki o sekwencji d(CGG)4(B) (200;202)

Obecnos¢ tetrad CeC'eCeC" wydaje si¢ byé takze kluczowa dla stabilnoéci czteroniciowego
kwadrupleksu, ktorego model przedstawitam na rys. 89 B. W kwasnym $rodowisku (pH ~ 5.4)
czasteczka d(CGG), tworzy rownolegly kwadrupleks, ktory nastepnie ulega przeksztalceniu do

formy pokazanej na rys. 89 B, w ktorej wszystkie reszty cytydyny sg wyrzucone na zewnatrz (202).
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Zauwazono, ze dla czasteczek DNA zbudowanych z powtorzen (CGG)n, oprocz protonowania reszt
cytydyn takze ich metylacja utatwia formowanie kwadruplekséw. Aby utworzyta si¢ struktura
kwadrupleksu wymagana jest wigksza liczba powtorzen w przypadku niemodyfikowanej sekwencji
d(CGG); niz dla czasteczki d(*®*CGG)s, ktora jest krotsza ale zawiera metylowane reszty cytydyny
(203).

11.8. Struktury trzeciorzedowe czgsteczek zbudowanych z tréjnukleotydowych
powtorzen d(CGG)n

Przeszukalam baz¢ danych PDB pod katem struktur, jakie tworza czasteczKi zawierajace
motyw d(CGGCGG) i okazato sig, ze takie czasteczki tworzylty gtéwnie dupleksy (tab. 13).

Tabela. 13. Wykaz struktur dla motywu CGGCGG, znajdujgcych sie w bazie danych PDB

motyw CGGCGG typ struktury PDB ID
d(CGGCGG-CCGC) czterocztonowy styk 3Q5C
d(CCGC-CGGCGQG) dupleks 1ZFB
d(CCGC-CGGCGQG) dupleks 382D

dupleks 1QC1

d(c™ceCcMCcGGMCGG) dupleks 383D

d(c™ceCcMCcGGMCGG) dupleks 384D

5'd(ACCGCMCGGCGCC)3' dupleks utworzony z dwodch 329D
5'd(GGCGCMCGGCGGT)3' komplemantarnych nici

5'd(ACCGCCGGCGCC)3 dupleks utworzony z dwodch 330D
5'd(GGCGCCGGCGGT)3' komplementarnych nici

Natomiast znane sg tylko cztery struktury kwadruplekséw zawierajace, co najmniej jeden motyw
d(CGG). Wszystkie te struktury zostaty rozwigzane metodami NMR. Kwadrupleksy te zbudowane
byly z czasteczek o sekwencjach:

e d(GCGGTTTGCGG)

e d(GCGGTTGGAT)

e d(GCGGTGGAT)

e d(TGGGCGGT)

Tylko jedna z tych czasteczek zawierata dwa motywy CGG, ktore byty jednak oddzielone od siebie
trzema resztami tymidyny. Czasteczka ta, w obecnosci kationéw sodu tworzyta dwuczagsteczkowy

kwadrupleks (141), w ktorym reszty tymidyny tworzyty petle boczne (rys. 90).
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Rys. 90. Model (A) oraz struktura (B) kwadrupleksu DNA o sekwencji d(GCGGT;GCGG), zawierajgcej
motyw CGG, (PDB ID: 1A6H)

W wyniku orientacji petli bocznych po przeciwnych stronach czasteczki powstal kwadrupleks
zbudowany z dwoch centralnych, mieszanych G:C:G:C tetrad o przeciwnej kierunkowos$ci oraz
tetrad G(syn):G(anti):G(syn):G(anti), ktore je otaczajg. Prawdopodobnie czgsteczka RNA
o analogicznej sekwencji nie utworzytaby takiej struktury, poniewaz topologia ta wymusza
przyjecie konformacji G(syn) przez dwie reszty guanozyny w kazdej G-tetradzie, a konformacja ta
nie jest preferowana dla RNA.

Dwie kolejne czasteczki, d(GCGGTTGGAT) (204) oraz d(GCGGTGGAT) (143), zawieraja po
jednym powtorzeniu CGG i pomimo, iz ich sekwencje roznig si¢ tylko jedna resztg tymidyny,
tworzg one odmienne struktury kwadruplekséw. Jedyna wspolng cechg kwadruplekséw
utworzonych przez te czasteczki jest zazgbianie si¢ jednoniciowych koncow. W obu przypadkach
dwie usytuowane w centralnej cze$ci kwadrupleksu tetrady G:C:G:C utworzone sa z 4 r6znych nici
przez reszty Gl 1 C2 z konca 5'. Chociaz w obu kwadrupleksach wystepuja dwie rownolegle
G-tetrady, struktury te r6zni powstawanie heksady G:G:T:G:G:T i obecnos¢ dodatkowej A:T:A:T

tetrady w strukturze pokazanej na rys. 91 A.

Rys. 91. Struktury kwadrupleksow DNA utworzonych z sekwencji zawierajgcych motyw CGG:
d(GCGGTTGGAT), (PDB ID: 1XCE) (A), d(GCGGTGGAT), (PDB ID: 1INYD), (B)
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Znana jest jeszcze jedna struktura, ktora zawiera motyw CGG, ale poprzedzony w sekwencji trzema
resztami guanozyny. Czasteczka ta tworzy rownolegly, czteroniciowy kwadrupleks, w ktorym
pojawia si¢ dodatkowo tetrada C:C:C:C (rys. 92). Chociaz protonowanie reszty cytydyny sprzyja

tworzeniu C-terady i kwadruplekséw jednak nie jest to koniecznym wymogiem.

Rys. 92. Struktura kwadrupleksu DNA utworzona z sekwencji zawierajgcych motyw CGG:
d(TGGGCGGT) (PDB ID: 1EVO)

11.9. Wlasciwosci termodynamiczne powtorzen CGG

W Pracowni Chemii RNA, kierowanej przez prof. R. Kierzka, analizowano trwato$¢
termodynamicznag czasteczek RNA utworzonych z 2-7 powtdrzen CGG. Powtdrzenia CGG sg
trwalsze od innych powtdrzen typu CNG (G>>U>A~C) (187). Struktura jaka przyjmuja czasteczki
zbudowane z tych powtdrzen jest $ciSle powigzana z liczbg powtdrzen trojnukleotydowych.
Czasteczki zbudowane z 2 do 4 powtorzen CGG tworzyly dupleks natomiast dtuzsze preferowaty
forme spinki (tab. 14).

Tabela 14.
A. Parametry termodynamiczne modyfikowanych chemicznie
dupleksow zbudowanych z powtorzen CGG (205)

sekwencja -AH® -AS° -AG®5; m i

(kcal/mol) (eu) (kcal/mol)  (°C)
G-CGGCGG-C 56.742.6  161.1484  6.76+0.04 43.0
G-C*GGCGG-C 98.745.0  280.9+15.4 11.53+0.24  56.6
G-CGGCP'GG-C 748+2.4  208.2475  10.2+0.12 57.0
G-C*GGC®'GG-C 46.5+3.6  129.8+11.7 6.24+0.09 40.8
G-CIGCGG-C 65.5+7.8  192.6+25.4 5.78+0.19 375
G-CGGCIG-C 74.8+14.1 20.8+45.4  6.29+0.48 39.6
G-CIGCIG-C 46.4+3.1  132.9+10.1 5.15+0.11 335
G-CPGCGG-C 57.14+2.6  167.048.4  5.29+0.06 34.9
G-CGGCPG-C 64.3+6.9  186.6+22.1 6.39+0.18 40.5
G-CPGCPG-C 36.5+3.6  101.2+11.8 5.09+0.17 32.1
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B. Parametry termodynamiczne duplekséw zbudowanych z

powtérzen CGG (205)

G-(CGG);s-C 50.7+3.2 134.3+9.7  9.09+0.45 59.5
G-(CGG),-C 58.0+7.6 153.0+23.8 10.56+0.20 65.6
C. Parametry termodynamiczne spinek zbudowanych z
powtérzen CGG (205)

G-(CGG)s-C 19.9+4.50 58.20+13.5 1.86+0.29 69
G-(CGG)s-C 23.9+43.30 69.80+9.6  2.24+0.33 69
G-(CGG);-C 23.4+4.00 67.5£11.7 2.51+0.39 74.2

bufor - 1M NaCl, 20 mM kakodylan sodu, 0.5 mM EDTA, pH 7,
a— obliczone dla stezenia oligomeru 10 M

Niewielka zmiana w sekwencji zawierajacej powtorzenia r(CGG)n, jak np. modyfikacja chemiczna
takze powoduje istotne zmiany w trwatosci oligomeru. Zastapienie jednej z reszt guanozyny
w parze G:G 8-bromoguanozyna (®'G) podwyzsza trwalo§é termodynamiczna czasteczek
G-CP'"GGCGG-C i G-CGGC*'GG-C o ponad 4 kcal/mol (205). Dla czasteczki zawierajacej reszty
®G w pozycjach 3 i 6 parametry termodynamiczne byty podobne do referencyjnego dupleksu.
Wprowadzenie modyfikacji takich jak reszta purynorybozydu (P) czy inozyny (I) w dowolne
miejsce w czasteczce zawsze powodowato jej destabilizacje (tab. 14). Podsumowujac, modyfikacje
wymuszajace konformacj¢ syn jednej reszty w parze zasad G:G zwigkszaly trwato$¢ czasteczki
G-CGGCGG-C, co $wiadczyto o zawigzywaniu si¢ wigzan wodorowych w jej obrebie. O obecno$ci
wigzan wodorowych pomigdzy niekanoniczng parg zasad G:G $wiadczyl rowniez efekt
destabilizacji wywolany wprowadzeniem modyfikacji, ktére nie posiadaty grup funkcyjnych
koniecznych do utworzenia takich wigzan wodorowych (P, 1).

Z badan termodynamicznych wynikato, Zze znacznie dluzsza czasteczka RNA, zbudowana z 20
powtorzen CGG, prawdopodobnie takze tworzy strukture spinki. Temperatura topnienia tej
czasteczki nie zalezala od rodzaju kationu jednowartoéciowego, Na* czy K*, i wynosita ~ 75°C,
jednak wraz ze zmiang buforu sodowego na potasowy energia swobodna znaczaco wzrosta
(AAG®37 = 2,36 kcal/mol). Dla poréwnania w przypadku czasteczek (AGG)17 1 (UGG)17 tworzacych
kwadrupleks, w obecnosci kationdéw potasu, obserwowano znaczng zmian¢ trwalo$ci tych

czasteczek, rzedu 20°C oraz spadek energii swobodnej o ponad 5 kcal/mol (152).

Wyniki pomiaréw termodynamicznych byly bezposrednig inspiracja dla Zespotu
Biomolekularnego NMR do badania modyfikowanych chemicznie czgsteczek RNA.
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11l. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN WEASNYCH

Obiektem moich badan byly poczatkowo trzy czasteczki RNA zbudowane z dwoch
powtorzen CGG, zawierajgce modyfikowane reszty nukleotydowe (8-bromoguanozyne

I 8-metyloguanozyng, rys. 93) o nast¢pujacych sekwencjach:

G-C®'GGCGG-C (1) G-CGGCP'GG-C (2) G-CV*GGCGG-C (3)

o o

Br Ho
(e} (e}

H"N N
a0 g WNCN o W)
HO

A OH OH g OH OH

Rys. 93. Wzér strukturalny 8-bromoguanozyny, ®'G (A) oraz 8-metyloguanozyny, G (B)

W nukleozydach purynowych obecno$¢ objetosciowego podstawnika w pozycji C8
wymusza zazwyczaj konformacje Syn wokot wigzania glikozydowego (206;207). Takim
podstawnikiem jest atom bromu lub grupa metylowa. Dla badan strukturalnych metodami NMR
Zastgpienie atomu wodoru atomem bromu nie jest optymalne, poniewaz w ten sposob traci si¢
niezwykle cenne informacje o oddziatywaniach dipolowych w najbardziej interesujacym
fragmencie czasteczki. Duzo lepszym modelem do badan metodami spektroskopii NMR jest
czasteczka zawierajgca modyfikacje MeG, gdyz obecnos¢ grupy metylowe] w pozycji C8 pozwala

na uzyskanie niezbednych wiezéw strukturalnych.

I11.1 Synteza i analiza NMR nukleozydow modyfikowanych w pozycji C8
Kluczowy dla moich badan zwigzek 2',3'tri-O-acetylo-N2-acetylo-8-metyloguanozyng (l11)

otrzymatam wedtug schematu przedstawionego na rys. 94.

o) o)
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] ] </
N P — H3C
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Rys. 94. Szlak syntezy chemicznej 3'-O-amidofosforynu 5'-O-dimetoksytrytylo-2'-O-tertbutylodimetylsililo-
2N-((dimetyloamino)metyleno)-8-metyloguanozyny (VI)
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Synteza 3'-O-amidofosforynu 5'-O-dimetoksytrytylo-2'-O-tertbutylodimetylsililo-2N-((dimetylo-
amino)metyleno)-8-metyloguanozyny (VI) przebiegala wicloetapowo i wymagala selektywnego
blokowania grup funkcyjnych nukleozydu. Punktem wyjscia do otrzymania zwiazku Il byta
8-bromoguanozyna, ktorg otrzymuje si¢ standardowo (208). Efektywne podstawienie atomu bromu
grupg metylowa wymagato uzycia wysokiej czystosci, catkowicie bezwodnego tetrahydrofuranu
(THF) firmy Aldrich. Typowa, powszechnie stosowana w chemii organicznej metoda osuszania
THF poprzez ogrzewanie z metalicznym sodem w obecnosci wskaznika benzofenonu nie byla
wystarczajgco dobrg metoda dla potrzeb tej reakcji. Zamiast 8-bromoguanozyny w reakcji tej
uzytam 2',3',tri-O-acetylo-N2-acetylo-8-bromoguanozyn¢ oraz zastosowatam inny niz w cytowanej
metodzie katalizator palladowy (str. 193) (209).

Po oczyszczeniu surowego produktu (AcsGM®, zwiazek 111) na kolumnie chromatograficznej widmo
'H NMR wykazalo (rys. 95), ze zwiazek Il nie byt juz zanieczyszczony substratem
(AcsG®'", zwiazek I1).

H2'//H1' H3' H5' H4'H5" -CH,COx4
[ 1]

JLA . w___

H2' H3'/H1’ H5' H4'H5" CH,- -CH,COx4

[l ||

] AR e W_

[ T T T T T I T T

6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 25 ppm

Rys. 95. Widma 'H NMR zwigzkéw 11 oraz 11

Wykorzystujac technike 1D NOE potwierdzitam, ze obje¢tosciowy podstawnik w pozycji C8
wymusza konformacje syn dla czasteczki AcsG™® (rys. 96).
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Rys. 96. Referencyjne W|dmo 1H NMR czqsteczkl AC4GMe (A) Widmo 1D NOE, w ktorym selektywnie
naswietlano proton H1'- Wzmocnieniu ulegt sygnat od atomu H2' oraz sygnal od atoméw wodoru grupy
metylowej (B). Widmo 1D NOE, w ktorym selektywnie naswietlane byly atomy wodoru grupy metylowej -
wzmocnieniu ulegt sygnat od atomu H1' (C)
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Selektywne napromieniowanie atomu H1' lub atomow wodoru grupy -CH3z powodowato zmiang
intensywnosci sygnatéw atoméw wodoru oddziatujagcych z jadrem napromieniowywanym,
odpowiednio atoméw wodoru grupy -CHs H2' (rys. 96 B) i atomu H1' (rys. 96 C). Odlegtos¢
miedzy tymi atomami nie moze byé zatem wicksza niz 4 A. Napromieniowanie atoméw wodoru
grupy -CHs; nie powodowalo zmiany intensywnos$ci sygnatu H2', co oznaczalo, ze w czasteczce
Ac,G™® grupa metylowa znajduje si¢ w odlegtosci wigkszej niz 4 A od atomu H2'. Jest to mozliwe
tylko wtedy, gdy czasteczka AcsG™® przyjmuje konformacje syn.

Przypisania sygnatow pochodzacych od atoméw wodoru reszty cukrowej, grupy metylowej oraz
grup ochronnych -OAc dla blokowanych rybonukleozydow Il i Il dokonatam na podstawie

analizy przesunigé¢ chemicznych atoméw wegla w widmach *H-*C HSQC (rys. 97, 98).

w ppm _/UJM\ Ppm
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(=~

H5'/H5" 60

-15

H.2' FE 70 4% -Ac

Ha' o © -20
“ 80

H = 25
90
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6.0 5.5 5.0 4.5 ppm 26 25 24 23 22 21 20 ppm

Rys. 97. Fragmenty widma *H-"*C HSQC czgsteczki Ac,GM wraz z przypisaniami

Przesunigcia chemiczne 'H i %C NMR dla pierscieni cukrowych czasteczek Il i 11l podane sg w
tabeli 15. Wedtug reguty Remina i Shugara (210) przyjetam, Ze prochiralne atomy H5" (pro-R) leza

przy mniejszych wartosciach ppm niz prochiralne atomy H5' (pro-S).

Tabela. 15. Przesuniecia chemiczne *H i *C NMR potproduktow 11 111 [ppm]

Nukleozyd H,' Cl' H,' Cc2' H3' C3' H, C4' Hs'/Hs" C5' -CH; -CHj

Il Ac,G™ 6.08 88.2 6.08 72.3 5.86 70.7 4.46 79.6 4.68, 4.40 62.9 -
11 Ac,G™® 5.87 86.7 6.12 725 5.89 70.9 4.44 79.2 4.65, 4.37 62.9 2.55 141

Przesunigcia chemiczne sygnatow H1' w zwiazkach 11 i 111 r6znig si¢ o 0.21 ppm. Efekt ten moze
by¢ zaréwno wynikiem wpltywu réznych podstawnikéw w pozycji C8, jak réwniez rdznic

konformacyjnych wokot wigzania N-glikozydowego.
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Rys. 98. Poréwnanie przesunieé¢ chemicznych zwigzkéw AcGM® oraz Ac,G® w widmie *H-*C HSQC.
Zaznaczone sq sygnaly korelacyjne H1'-C1' dla obu zwigzkow oraz sygnat od grupy metylowe;j.
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111.2. Analiza czgsteczek RNA zawierajgcych modyfikowane reszty ®'G oraz G

W wyniku wzajemnej asocjacji czasteczek zbudowanych z powtérzen CGG oprocz par
zasad G:C typu Watsona-Cricka mogg powstawac takze niekanoniczne pary zasad G:G. Z uwagi na
mozliwe wystepowanie w roztworze usrednienia konformacyjnego pomigdzy parami
G(syn):G(anti) oraz G(anti):G(syn), ten typ niedopasowania jest bardzo trudny do analizy
metodami spektroskopii NMR. Z doswiadczenia naszej pracowni byto wiadomo, iz jesli jedna
z reszt guanozyny w obrebie pary G:G jest usztywniona w konformacji syn, to mozliwe sg do
osiggniecia stabilne wigzania wodorowe pomiedzy takimi resztami. Takg nietypowg dla RNA forme
syn przyjmuje reszta 8-bromoguanozyny. W strukturze krystalograficznej dupleksu o sekwencji
(G-C®'GGCGG-C), uczestniczy ona w tworzeniu pary zasad 2'G(syn):G(anti) (1). Dla czasteczek 0
sekwencjach 1 i 2 zastapienie jednej z reszt guanozyny w parze G:G 8-bromoguanozyna (°'G)
znacznie podwyzsza ich trwalos¢ termodynamiczna (205). Okazalo sie, ze rowniez obecno$é MG
w czgsteczce 3 prowadzi do powstania stabilnych struktur. Przeprowadzone przeze mnie pomiary
termodynamiczne (tab. 16) pokazaly, iz MG tworzy mniej stabilne struktury niz czasteczka 1,
niezaleznie od stezenia jonow sodu. W 1M NaCl réznica temperatur topnienia pomiedzy
czasteczkami 1 i 3 wynosi 9°C. W warunkach stosowanych zazwyczaj do pomiarow NMR
(150 mM NacCl) réznica ta wynosi ~ 6°C.

W celu poznania struktury czasteczek zawierajacych modyfikacjie G oraz MG
wykorzystalam takie metody jak dichroizm kotowy (CD), analiza absorpcyjnych widm
roznicowych (TDS), analiza profilu migracji czasteczek RNA w zelu poliakrylamidowym,

spektroskopia NMR oraz spektrometria mas.
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Tabela. 16. Parametry termodynamiczne czasteczek 1 i 2, zawierajacych modyfikowane reszty MG i ®'G.

Srednia dopasowania krzywych topnienia

Wykres zaleznoéci Ty* od log Cr

-AH° -AS° -AG®; Tw -AH°® -AS° -AG®; Tm AAGPy; ATwm (°C)
Sekwencja RNA stezenie NaCl* (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) °0) (kcal/mol)
Parametry termodynamiczne czasteczek zawierajacych modyfikowane reszty guanozyny MG lub ®'G
G-CM*GGCGG-C (1)a 1M NaCl 70.98+8.37 202.68+25.83  8.12+0.44 48.1 52.62+6.87 145.28+21.47  7.56+0.28 485 2a-la:-2.9 2a-1a: 9.2
G-CM*GGCGG-C (1)b 0.15M NacCl 83.98+15.12 248.39+48.46  6.94+0.15 41.7 76.13+4.66 223.12+14.81  6.92+0.07 422 2b-1b:-1.6  2b-1b:6.2
G-CM*GGCGG-C (1)c - 75.49+8.61 229.60+28.83  4.28+0.51 31.4 87.63+£1537 269.85+35.1  3.94+0.34 310 2c-lc:-1.7 2¢-1c¢:5.9
G-C"GGCGG-C (2)a 1M NaCl 98.70+£5.00 280.90+15.40  11.53+0.24 56.6 76.40£3.20  212.70+£9.60  10.45+0.33 57.7
G-C*GGCGG-C (2)b 0.15M NaCl ~ 84.18+16.42 243.30+50.96  8.72+0.62 486 79.11£5.62 227.70£17.46  8.49+020  48.4
G-C*GGCGG-C (2)c - 74.81+7.76 222.90+24.87  5.67+0.17 37.0 75.69+10.45 225.81+33.81  5.65+0.23 36.9

x — bufor podstawowy zawiera, 20 mM kakodylan sodu, 0.5 mM EDTA, pH 7




Na rysunku 99 zestawione sa widma CD czasteczek G-C*'GGCGG-C oraz G-CV*GGCGG-C
z widmem wzajemnie komplementarnego dupleksu o sekwencji G-CAGCUG-C (99 A) oraz
z widmem oktamerow G-CGGCGG-C i G-CCGCCG-C (99 B). Warunki, w ktorych wykonatam
widma podane sg pod rysunkami. Ksztalt krzywych oraz potozenie poszczegdlnych pasm dla tych
czgsteczek sg charakterystyczne dla widm CD dupleksow RNA (rys. 69 C).
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Rys. 99. Poréwnanie widm CD czgsteczek RNA (~ 0.01 mM) o sekwencjach zasad podanych w legendzie.
[150 mM NaCl, 10 mM bufor fosforanowy, 0.1 mM EDTA]

Z kolei na rysunku 100 przedstawitam zmiany obserwowane w widmach CD w zaleznosci od
stezenia i typu soli (NaCl lub KCI) oraz stezenia RNA. Widma CD dla G-C®'GGCGG-C niewiele
zmieniaty si¢ w zaleznosci od warunkow roztworu (rys. 100 B), znacznie mniej niz dla czasteczki
zawierajacej modyfikacje V°G (rys. 100 A). Jedynie dla 10 mM stezenia kationow Na* amplituda
pasm przy ~ 260 nm oraz ~ 210 nm dla czasteczki 3 byla wyraznie nizsza niz w widmach CD

zarejestrowanych w pozostatych warunkach (rys. 100 A, kolor czerwony).
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Rys. 100. Zaleznosé¢ widm CD od: stezenia RNA, stezenia i typu soli (NaCl lub KCI) (A, B), typu modyfikacji
(C, D) dla czgsteczek G-CM*GGCGG-C oraz G-C*'GGCGG-C.
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Niezaleznie od stezenia kationow sodu widma CD czasteczek 1 i 3 rd6znig si¢ miedzy sobg gldwnie
amplitudg poszczegolnych pasm (rys. 100 C, D). Oznacza to, ze czgsteczka 3 w mniejszych
stezeniach soli jest mniej ustrukturalizowana od czasteczki 1. Jednak dla obu czasteczek
obserwowalam pasma przy takich samych dlugosciach fal, co sugerowato, iz dominujaca
konformacja czasteczki 3 jest taka sama jak czasteczki 1. W zakresie stezen RNA porownywalnych
do tych stosowanych w spektroskopii NMR (~ 0.6 mM), widmo CD czasteczki G-CV*GGCGG-C
nie zmieniato si¢, co wskazywato, ze dalszy wzrost stezenia RNA nie wptywal znaczaco na

strukturg powstajaca W roztworze (rys. 101).

——G-L™GGCGG-C, ¢, =0.18mM
——G-C™MGGCGG-C, ¢, = 0.57 mM

T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360

Rys. 101. Zaleznos¢ widm CD od stezenia G-CMGGCGG-C, [150 mM NaCl, 10 mM fosforan sodu,
0.1 mM EDTA].

Aby uzyska¢ wigcej informacji o typie zawigzujacych si¢ w roztworze struktur wykonatam
seri¢ r6znicowych widm UV. Widma TDS przypominaja swoim wygladem te, ktore uwaza si¢ za
charakterystyczne dla struktur dupleksow (rys. 102). Chociaz dla czgsteczki zawierajacej
modyfikacje 5G pasmo przy 240 nm ma znacznie nizszg intensywno$¢ niz dla innych oktamerow,
to ksztalty krzywych TDS czasteczek G-CM*GGCGG-C i G-CGGCGG-C sg bardzo zblizone.
Jedynie w widmie TDS czgsteczki G-CCGCCG-C, pasmo przy 240 nm jest nieznacznie przesuni¢te

w kierunku krotszych dtugosci fali.

— G-C(*G)GCGG-C
G-C("“G)GCGG-C
—— G-CCGCCG-C
—— G-CGGCGG-C

—T T 7T T T T T
220 240 260 280 300 320 340

Rys. 102. Poréwnanie réznicowych widm absorpcyjnych czgsteczek: G-C*GGCGG-C, G-CY*GGCGG-C,
G-CGGCGG-C oraz G-CCGCCG-C, [150 mM NaCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA].

Zaobserwowanie roznic W widmach TDS (rys. 102) oraz CD (rys. 100 C) czasteczek

zawierajacych modyfikacje ®'G i M*G bylo nieoczekiwane. Najwicksze zmiany obserwowalam
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w widmach CD zarejestrowanych dla niskich stezen kationow Na® (rys. 100 D). Na podstawie
samych widm UV i CD nie moglam jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie, czy réznice
w intensywnosci poszczegdlnych pasm wynikaty z przyjmowania przez te czasteczki odmiennych
struktur. Aby uzyska¢ dodatkowe informacje o strukturze tych czasteczek postanowitam
wykorzysta¢ inne techniki eksperymentalne. Jako pierwszg zastosowatam analize profilu migracji
RNA w Zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych. Na rysunku 103 przedstawitam
eksperyment, w ktérym poréwnatam migracje czasteczek G-CV*GGCGG-C (3) (pasma la-5a) oraz
G-CB'GGCGG-C (1) (pasma 1b-5b) w zaleznosci od stezenia RNA. Jako czasteczke referencyjna
zastosowatam oktamer G-CGGCGG-C (12). Niespodziewanie okazato si¢, ze czasteczki
zawierajace modyfikacje MG i ®'G migruja znacznie wolniej niz czasteczka referencyjna.
Dodatkowo widoczne byly stabe pasma, ktore w przypadku czasteczki 1 migrowaty podobnie,
a w przypadku czasteczki 3 szybciej, niz czasteczka 12. Sugerowato to, ze zar6wno
G-CM*GGCGG-C jak i G-CP'GGCGG-C moga przyjmowaé alternatywne formy obok spodziewanej
struktury dupleksu. Dla czasteczki G-CGGCGG-C obserwowatam dwa pasma o podobnej
szybkosci migracji (rys. 103, pasmo 1c, 104, pasmo 3). Uzyskane wyniki pokazaty, ze dla
wickszych stezeh RNA dominujace formy oktameréw G-CM*GGCGG-C i G-C*'GGCGG-C sa
rozne od tej jaka przyjmuje czasteczka G-CGGCGG-C. Poniewaz na podstawie analizy

otrzymanego zelu nie mozna bylo jednoznacznie stwierdzi¢, z jaka réwnowaga miatam do

L. | <
Nuuuwgu-f . dupleks

1a 2a 3a 4a '!9. 1b 2b 3b 4b 5b ‘lts‘
Rys. 103. Profil migracji w zelu natywnym 15% (277 K) w zaleznosci od stezenia RNA. Pasma la-5a:
G-CMGGCGG-C, pasma 1b-5b: G-C*GGCGG-C, pasmo 1c: G-CGGCGG-C, [150 mM NaCl,
10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA].

czynienia, wykonatam kolejny eksperyment, w ktérym poréwnatam szybkos¢ migracji wiekszej
liczby oktameréw o sekwencjach kolejno: G-CV*GGCGG-C, G-C*'GGCGG-C, G-CGGCGG-C,
G-CCGCCG-C oraz zlane w rownomolowym stosunku czasteczki zawierajace powtorzenia

CCG 1 CGG, ktore powinny utworzyé catkowicie komplementarny  dupleks:
5'-G-CGGCGG-C/5'-G-CCGCCG-C (rys. 104).
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upleks c
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1 2 3 4 5
1. G-C™GGCGG-C
2. G-C®'GGCGG-C
3. G-CGGCGG-C
4. G-CCGCCG-C
5. G-CGGCGG-C/G-CCGCCG-C

Rys. 104. Poréwnanie profilu migracji w zelu natywnym 15% (277 K), [150 mM NaCl,
10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA].

Roéwniez 1 tym razem uzyskalam niejednoznaczng odpowiedz. Czasteczki zawierajagce modyfikacje
B'G i ™G oraz 5'-G-CGGCGG-C/5'-G-CCGCCG-C odpowiadaja pasmom migrujacym najwolniej,
natomiast czasteczka zbudowana z powtorzen CCG migruje najszybciej, a zbudowana z powtorzen
CGG =z szybkoscig posredniag. Gdyby czasteczka zbudowana z nici 5-G-CGGCGG-C/
5-G-CCGCCG-C rzeczywiscie tworzyla oczekiwang struktur¢ dupleksu oznaczatoby to, ze
w roztworze czasteczka 0 sekwencji G-CGGCGG-C przyjmuje strukturg spinki. Pozostawato wiec
pytanie, jaka struktur¢ posiadata w tych warunkach czasteczka zbudowana z powtorzen CCG?
Poszukujac dodatkowych informacji o strukturze tych czasteczek wykonatam pomiary temperatury
topnienia wykorzystujac spektroskopie UV w zaleznosci od stgzenia RNA (w obecnosci
0.15 mM NaCl lub 1M NaCl). Czgsteczka G-CCGCCG-C w roztworze zawierajgcym
0.15 mM NaCl nie byta wystarczajaco trwata aby mozna bylo uzyskaé prawidtowy przebieg
krzywych topnienia. Dla czasteczki G-CCGCCG-C zaobserwowatam jedynie niewielka zaleznos¢
temperatury topnienia od stezenia RNA, co wskazywalo, ze czasteczka ta w badanym zakresie
stezen 1 w 10 mM buforze fosforanowym z dodatkiem 1 M NaCl przyjmuje struktur¢ spinki
(rys. 105 A). Z kolei zalezno$¢ temperatury topnienia od stgzenia RNA dla czasteczki
G-CGGCGG-C wskazywata, ze dominujaca jej formg jest najprawdopodobniej struktura dupleksu
(rys. 105 B).

0,8

06

024

0,0

A 0 10 2 30 40 S0 60 70 80 9 B = 2 % a0
Temp Temp
Rys. 105. Krzywe topnienia dla G-CCGCCG-C (10 mM fosforan sodu, 1 M NaCl) oraz G-CGGCGG-C
(10 mM fosforan sodu, 0.15 M NaCl) w zaleznosci od szesciu stezeri RNA, w zakresie 10-10°M.
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Biorgc pod uwage wyniki otrzymane z analizy widm UV 1 z poréwnania profili migracji w zelach
natywnych zatozytam, ze jes$li czasteczka G-CCGCCG-C tworzy strukture spinki, G-CGGCGG-C
migruje jak dupleks, to czasteczki zawierajace modyfikacje MG i ®'G oraz czasteczka
G-CGGCGG-C/G-CCGCCG-C tworzg prawdopodobnie struktury zbudowane z wiecej niz dwoch
nici i dlatego migruja w zelu wolniej w stosunku do dupleksu. Sugerowato to, ze by¢ moze
w roztworze dwa dupleksy RNA asocjuja tworzac struktury czteroniciowe. Aby wykluczy¢
mozliwos$¢ zlej interpretacji wynikow analizowanych zeli, otrzymatam dodatkowo inne oktamery
o sekwencjach G-CACGUG-C oraz G-C®'GGCAG-C. W zelu poliakrylamidowym, w warunkach
natywnych, czasteczka o sekwencji wzajemnie komplementarnego dupleksu G-CACGUG-C, ktéra
nie zawierala powtorzen trojnukleotydowych CGG czy CCG, migrowata jak czasteczka
C-CGGCGG-C (rys. 106). Takze oktamery o sekwencji G-C**GGCAG-C oraz G-CGGC*GG-C

migrowaly z szybko$cig porownywalng do dupleksu.

N } » _q_’
dupleks A ot o
—_— n 'y
Spinka ' 4 dup|ekS ‘-'"_ =4
i 3 — " 5 — -
: 1 2 3 4 5
A 1 2 3 4 5 B

1. G-CCGCCG-C 1. G-CACGUG-C

2. G-CACGUG-C 2. G-CGGCGG-C

3. G-CGGCGG-C 3. G-C*'GGCAG-C

4. G-CM™GGCGG-C 4. G-C®'GGCGG-C

5. G-C®'GGCGG-C 5. G-CGGC®'GG-C

Rys. 106. Poréwnanie profilu migracji w 15% zelu natywnym czgsteczek RNA o sekwencjach podanych pod
rysunkami [277 K, 150 mM NaCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA].

Zdolno$¢ czasteczek 1 i 3 do asocjacji powinna silnie zaleze¢ od stezenia RNA,
postanowitam wigc przeprowadzi¢ eksperyment, w ktorym do czasteczki znakowanej
radioaktywnym izotopem *?P na koncu 5' dodawalam czasteczke pozbawiona radioaktywnosci.
Pozwolitoby mi to na przebadanie szerokiego zakresu stezen RNA. Eksperymenty te daty jednak
znowu niejednoznaczne wyniki. Okazato si¢ mianowicie, ze obecno$¢ dodatkowej, obdarzonej
fadunkiem ujemnym grupy fosforanowej wplywa na istniejace rownowagi konformacyjne oraz na
szybko§¢ migracji oligomerdéw. Czasteczki G-CP'GGCGG-C (rys. 107) oraz G-CM*GGCGG-C
(rys. 108) wyznakowane izotopem *2P tworza gléwne konformery w innym stosunku ilogciowym,

niz te same sekwencje bez dodatkowej grupy fosforanowej na koncu 5'.
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1 2 3 4 5 6 7 el il il ol 1 2

pasmo 1-3, 5-12: 150 mM NaCl, 4: 150 mM KClI

1. ¥p-G-CGGCGG-C - 7. ¥p-G-C*GGCGG-C  +0.016 OD RNA

2. p-G-CGGCGG-C +0.5 OD RNA 8. *p-G-C*'GGCGG-C  +0.03 OD RNA

3. *p-G-C*'GGCGG-C - 9. ¥p-G-C*"GGCGG-C  +0.06 OD RNA

4. ¥p-G-C*GGCGG-C (KCI) - 10. *p-G-C*GGCGG-C  +0.125 OD RNA

5. ¥p-G-C*'GGCGG-C +0.004 ODRNA  11. ¥p-G-C®*GGCGG-C  +0.25 OD RNA

6. ¥p-G-C*GGCGG-C +0.008 ODRNA  12. ¥p-G-C®*GGCGG-C  +0.5 0D RNA

1',2'- pasma 1i 2, ale pokazane przy mniejszej intensywnosci

Rys. 107. Porownanie profilu migracji roznych czgsteczek RNA w 15% zelu natywnym  [277 K,
150 mM NacCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA].

dupleks

e 23 R S RN SN 011

1. ¥p-G-C™GGCGG-C - 7. ¥p-G-CM*GGCGG-C +0.125 OD RNA
2. ¥p-G-C™*GGCGG-C +0.004 ODRNA 8. ¥p-G-CM™GGCGG-C +0.25 ODRNA
3. ¥p-G-CM*GGCGG-C +0.008ODRNA 9. ¥p-G-CM™GGCGG-C +05 ODRNA
4. ¥p-G-CM*GGCGG-C +0.016 OD RNA 10. *p-G-CM*GGCGG-C -

5. ¥p-G-C™*GGCGG-C +0.03 OD RNA 11.*p-G-CGGCGG-C -

6. *p-G-C™*GGCGG-C +0.06 OD RNA

Rys. 108. Poréwnanie profilu migracji réznych czqgsteczek RNA W 15% zelu natywnym  [277 K,

150 mM NacCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA].

Dla znakowanych radioizotopem **P czasteczek p-G-C®'GGCGG-C oraz p-G-CM*GGCGG-C
wykonatam wiele eksperymentow, jednak na ich podstawie mogtam wyciggnaé jedynie ogdlne
wnioski dotyczace dynamiki przej$¢ pomiedzy poszczegdlnymi formami. Szybkos$¢ migracji
dupleksu pG-CGGCGG-C nie zalezy od stezenia RNA (rysunek 107, pasmo 1-2; 109, pasmo 2-4),
natomiast dla czasteczki o sekwencji p-G-C®*'GGCGG-C zaobserwowatam tworzenie si¢ trzech
réznych form w zaleznosci od stezenia RNA (rysunek 107, 109). Po przytaczeniu dodatkowej grupy
fosforanowej na konicu 5' oligomer pG-CM*GGCGG-C tworzy réwniez trzy konformery, lecz
W innym niz czasteczka 3 stosunku ilogciowym. Dla niskich stezen oligomeru p-G-CM*GGCGG-C
preferowane jest prawdopodobnie powstawanie struktury spinki/formy jednoniciowej oraz dupleksu
(rys. 108), a obecnos¢ dodatkowej grupy fosforanowej moze wptywacé zarowno na Kkinetyke

powstawania, jak takze na stabilno$¢ formy czteroniciowej (211). Jak juz wczesniej wynikato
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z widm CD (rys. 100 B), czasteczka 1 z modyfikacja *'G asocjuje najtatwiej, niezaleznie od
warunkoéw srodowiska oraz tworzy jedng dominujgca form¢ w roztworze.

Poniewaz znakowanie na koncu 5' wptywa na rownowagi konformacyjne badanych przeze
mnie oktamerow, chciatam sprawdzi¢ jaki efekt na szybko$¢ migracji bedzie miato znakowanie na
koncu 3'. Radioizotopowe znakowanie konca 3' polega na przytgczeniu dodatkowej reszty cytydyny
[5'-*3P] pCp do grupy 3-OH terminalnej reszty nukleotydowej. Okazalo sie, ze czasteczki
wyznakowane na koncu 3' tworza jedna, dominujaca konformacje, niezaleznie od stgzenia RNA
(rys. 110). Czasteczka 9-meru o sekwencji G-CGGCGG-C*pCp migruje znacznie szybciej niz
czasteczka 2p-G-CGGCGG-C (rys. 109, pasmo 1 i 2). Sposob znakowania nie wptywa natomiast
na szybko$¢ migracji gléwnego pasma pochodzacego od czasteczki G-C*'GGCGG-C (rys. 109,
pasmo 5-13, rys. 110).

9-mer 8-mery 9-mer

L
-

'1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 G-CGGCGG-C*pCp - 8. ¥p-G-C*'GGCGG-C +0.016 OD RNA
2. ¥p-G-CGGCGG-C - 9. ¥p-G-C*'GGCGG-C +0.03 ODRNA
3. ¥p-G-CGGCGG-C +0.1 OD RNA 10.*p-G-C*"GGCGG-C +0.06 OD RNA
4. *p-G-CGGCGG-C +0.5 0D RNA 11. ¥%p-G-C*GGCGG-C +0.125 OD RNA
5. *p-G-C*'GGCGG-C - 12.%p-G-C*GGCGG-C +0.5 ODRNA
6. *p-G-C*'GGCGG-C +0.004 ODRNA  13.  G-C®'GGCGG-C *pCp

7. ¥p-G-C*'GGCGG-C +0.008 OD RNA

Rys. 109. Poréwnanie profilu migracji réznych czqsteczek RNA W 15% Zelu natywnym, [277 K, 150 mM
NacCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA ]

Poréwnujac  szybko$¢ migracji czasteczek G-CGGCGG-C¥pCp i *%p-G-CGGCGG-C
(rysunek 109, pasmo 1 i 2) oraz G-CGGCGG-C i G-CCGCCG-C (rys. 106 A) mozna zauwazy¢, iz
roznica w szybko$ci migracji pomiedzy nimi jest podobna. Moze to sugerowac, ze czasteczka
G-CGGCGG-C*pCp zawierajaca dodatkowa reszte cytydyny, podobnie jak G-CCGCCG-C,
przyjmuje strukture spinki. Jednak na podstawie analizy profili migracji w Zelu nie mozna
jednoznacznie ustali¢ jaka forma powstaje w tych warunkach. Nie mozna wykluczy¢ rowniez, iz
czasteczka G-CGGCGG-C*pCp migruje w zelu jako forma nieuporzadkowana. Poniewaz w
przypadku znakowania na koncu 3' wprowadza si¢ dodatkowo dwie grupy fosforanowe, ich

obecno$¢ moze wptywac na szybkos$¢ migracji takiej czasteczki w zelu natywnym.
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| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1. G-CGGCGG-C¥*pCp - 8. G-C*GGCGG-C*pCp +0.016 OD RNA
2. G-CGGCGG-C¥*pCp +0.06 OD RNA 9. G-C*GGCGG-C*pCp +0.03 ODRNA
3. G-CGGCGG-C¥*pCp +0.25 OD RNA 10. G-C®'GGCGG-C*pCp +0.06 ODRNA
4. G-CGGCGG-C¥*pCp +0.5 ODRNA 11. G-C®'GGCGG-C¥*pCp +0.125 OD RNA
5. G-C®'GGCGG-C*pCp - 12.G-C®'GGCGG-C*pCp +0.5 ODRNA
6. G-C®'GGCGG-C*pCp +0.004 ODRNA  13. G-C®'GGCGG-C *3pCp

7. G-C*'GGCGG-C*pCp +0.008 OD RNA

Rys. 110. Porownanie profilu migracji roznych czgsteczek RNA znakowanych z konca 3' W 15% zelu
natywnym, [277 K, 150 mM NacCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA]

Analiza wynikow uzyskanych z widm UV i CD pokazata, ze w zakresie niskich stezen
(10° - 10* M), w obecnosci kationdw Na®, czasteczka G-CGGCGG-C przyjmuje
najprawdopodobniej strukture dupleksu, natomiast czasteczka o sekwencji G-CCGCCG-C tworzy
strukture spinki. Z Kolei dla czasteczek zawierajacych modyfikacje MG oraz ®'G widma CD, TDS
oraz pomiary termodynamiczne sugerowaty, ze w roztworze tworzy si¢ dupleks, jednak ich wolna
migracja w natywnym zelu poliakrylamidowym mogla $wiadczy¢ o tworzeniu si¢ struktur
zbudowanych najprawdopodobniej z czterech nici. Taka czteroniciowa czgsteczka moglaby tworzy¢
kwadrupleks, jednak nie potwierdzity tego widma UV, gdyz nie obserwowalam
charakterystycznego dla typowych kwadrupleksow profilu topnienia przy 295 nm, ani tez ujemnego

pasma przy 295 nm w widmach TDS.

111.2.1. Analiza widm *H NMR czgsteczek RNA zawierajacych modyfikacje ®'G lub MG

Poniewaz z widm CD, UV i z eksperymentow wykonanych z uzyciem natywnych zeli
poliakrylamidowych uzyskatam wyniki, ktorych analiza nie dostarczyta jednoznacznych informacji
o strukturze badanych czgsteczek, jako nastepng metode wykorzystalam spektroskopie NMR.
Widma "H NMR zwigzkow 1-3 przedstawitam na rys. 111. Je§li w objasnieniu pod rysunkiem nie
podatam sktadu buforu, oznacza to, iz uzylam buforu o sktadzie: 10 mM fosforan sodu, 150 mM
NaCl oraz 0.1 mM EDTA. W RNA obecnos¢ grupy hydroksylowej w pozycji C2' powoduje
przesuniecie sygnatu H2' w Kierunku pasm rezonansowych H3', H4', H5' i H5". W efekcie dochodzi
do silnego skupienia sygnatow w zakresie 5.2-3.8 ppm. W widmach czasteczek RNA 1-3

zaznaczytam charakterystyczne zakresy spektralne.
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G-CGGCP®'GG-C

IS S s S S B B S S S S S S S S I S S BN L B S S S S S S I S S ]

A 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm
~ ~ —~ ~ YT —~ Y ~
H8/H6 H1'/H5 H2'/H3'/H4'[H5'/H5"
HOD

G-C®*'GGCGG-C

B 3.0 ii 7./0 6.5 \6.0 is 3\0 4.5\/ 4.0 L ppm
H8/H6 H1'/H5 H2'/H3'/H4'/H5'/H5"
HOD
G-CM*GGCGG-C
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H8/H6 H1'/H5 H2'/H3'/H4'/H5'/H5" -CH;

Rys. 111. Widma *H NMR czgsteczek G-CGGCP'GG-C (A), G-C®'GGCGG-C (B) oraz G-CY*GGCGG-C (C). Na
widmach zaznaczono charakterystyczne zakresy spektralne: H8/H6, H1'/H5 oraz H2'/H3'/H4'/H5'/H5"; [D,0,
25°C]

Pomimo powtarzajacego si¢ W Sekwencji motywu CGG sygnaly rezonansowe pochodzace od
aromatycznych i anomerycznych atoméw wodoru sg stosunkowo dobrze rozdzielone. Wyrdzniajaca
cechg widm modyfikowanych czgsteczek 1-3 jest brak sygnatu H8 od reszty guanozyny, poniewaz
zostal on zastgpiony atomem bromu (*'G) Iub grupa metylowa MG), ktérej sygnal znajduje sie
przy 2.26 ppm.
Z dwoch czasteczek zawierajacych modyfikacje BIG, wiekszos$¢ eksperymentéw przeprowadzitam
dla czasteczki G-C®'GGCGG-C. Jednakze oligomer G-CGGCP'GG-C badatam w takim stopniu,
aby mie¢ pewnos¢, iz oba zwiazki przyjmuja taka samg forme¢ w roztworze. Analiz¢ widm 2D
przedstawie rownolegle (rys. 113).

Na podstawie analizy dwuwymiarowych widm homo- i heterojadrowych (*H-'H NOESY,
'H-'H cosY, 'H-*C HSQC, H-*'P HSQC) dokonatam przypisania sygnatow dla wszystkich
niewymienialnych z wodg atoméw wodoru (dla uproszczenia zwanych dalej po prostu

niewymienialnymi atomami wodoru) dla czasteczek 1 i 3. Ze wzgledu na niedoskonatos¢ metod
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wygaszania sygnalu wody, w widmie *H-'H NOESY nie obserwowalam sygnatu korelacyjnego
C5:H1'-C5:H2" (rys. 112). Bez dodatkowych informacji z widm *H-'H COSY oraz *H-*C HSQC
proces przypisania sygnatow dla czasteczek 1 i 3 nie bylby mozliwy. Wartosci przesunigc
chemicznych 8(*H) dla czasteczek G-C®'GGCGG-C oraz G-CM*GGCGG-C zebralam w tabelach
17, 18.

Tabela 17. Wartosci przesunie¢ chemicznych d(*H) dla G-C®'"GGCGG-C [ppm]

reszta H8/H6 H5 H1' H2' H3' H4' HS5' H5"
Gl 8.03 - 5.70 4.65 4.55 431 4.02 3.88
Cc2 7.87 5.28 5.70 4.95 4.59 441 4.61 4.16
G3 - - 6.05 4.88 4.35 4.66 5.29 4.12
G4 7.05 - 5.81 4.64 4.48 4.48 4.46 411
C5 7.57 5.06 5.47 4.72 4.54 4.42 4.44 4.10
G6 7.50 - 5.70 4.45 4.58 4.47 4.57 411
G7 7.40 - 5.77 4.44 4.52 4.46 4.52 4.07
C8 7.60 5.25 5.76 4.00 4.16 4.17 4.55 4.04

Tabela 18. Wartosci przesunie¢ chemicznych (*H) dla G-CM*GGCGG-C [ppm]

reszta H8/H6 H5 H1' H2' H3' H4' H5' H5" Me
Gl 7.99 - 5.65 461 4.53 4.25 3.99 3.86 -
Cc2 7.83 5.26 5.68 4.94 4.60 4.39 4.57 4.13 -
G3 - - 6.01 4.63 4.36 4.64 5.29 411 231
G4 6.93 - 5.79 4.62 4.47 4.47 4.44 4.10 -
C5 7.57 5.06 5.48 4.70 4.52 4.42 4.47 4.09

G6 7.47 - 5.70 4.44 4.58 4.45 4.54 4.10

G7 7.40 - 5.79 4.46 4.52 4.46 4.53 4.07

C8 7.58 5.24 5.74 4.00 4.13 4.18 4.52 4.04

Widma 2D NOESY, 2D COSY oraz 'H-*C HSQC obu modyfikowanych w pozycji trzeciej
czasteczek 0 sekwencjach G-C®'GGCGG-C oraz G-CM*GGCGG-C sa bardzo podobne (rys. 114,
115). Obecnos¢ w widmach analogicznych sygnatow korelacyjnych, zblizonych wartosci
przesunie¢ chemicznych &(*H) oraz 8(*3C) przemawialy za powstaniem podobnych struktur
W roztworze, niezaleznie od typu modyfikacji, G lub MG. Ze wzgledu na obecno$é az trzech
atoméw wodoru w grupie metylowej czasteczki 3, obserwowatam silne a zarazem kluczowe dla
ustalenia struktury drugorzedowej sygnaty korelacyjne w widmach 2D NOESY (rys. 112, rejon 7).
W widmach DQF-COSY czasteczek 1 i 3 sygnat korelacyjny H1'-H2' obserwowatam tylko dla
terminalnej reszty cytydyny C8 (rys. 114). Brak innych sygnatow korelacyjnych H1'-H2' §wiadczyt
0 tym, ze pozostale pierScienie cukrowe posiadaty konformacje C3'-endo. W widmach
dwuwymiarowych sygnaty od atoméw wodoru oraz atomoéw wegla podzielitam na Kilka

charakterystycznych obszaréw opisanych pod kazdym widmem (rys. 115).
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Rys. 112. Widmo NOESY (ds = 150 ms) dla G-CM*GGCGG-C [D,0, 25°C] A. Na widmie zaznaczone sq rejony: 1. — H8/H6- H8/H6 2. — H8/H6-H1'/H5
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7. — H8/H6/H1'/H5/H2'/H3'/H4'/H5'/H5"-CH3; B. Rejon H8/H6-H1'/H5 widma NOESY (dg=150 m ), na ktérym zaznaczytam sciezke NOE. Pomiedzy resztami
C2 a G3 sciezka NOE jest przerwana.
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Rys. 113. Rejon H8/H6-H1'/H5 widm NOESY (dg =150 ms ) dla G-C®’'GGCGG-C (A) oraz G-CGGC®'GG-C (B) [D,0, 25°C]. Na widmach zaznaczone sg
sciezki NOE. Zaznaczytam réwniez sygnafy korelacyjne H6:H5. Pomiedzy resztami C2 a G3 (A) oraz C5 a G6 (B) sciezka NOE jest przerwana. W trakcie
trwania badar czgsteczka G-C*'GGCGG-C ulegla czesciowej degradacii.
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Rys. 114. Widma DQF-COSY dla G-C®**GGCGG-C [10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA](A) oraz G-CY*GGCGG-C (B) [D,0, 25°C]
Na widmach zaznaczone sq sygnaty korelacyjne pochodzqce od sprzezen skalarnych:

1A — H8/H6-H1'/H5 (na niebiesko zaznaczone sq sygnaly H6:H5 reszt C2, C5 i C8)

2A, B — H1'/H5-H2'/H3'/H4'/H5'/H5"- (na zielono zaznaczony sygnat H1'-H2' reszty C8)

3A, B — H1'/H5-H2'/H3'/H4'/H5'/H5" (na czerwono zaznaczony nietypowy w tym obszarze sygnal H5-H4’ oraz H5-HS5 "’ reszty G3)
4A, B —H2'/H3'/H4'/H5'/H5" (zaznaczony kolorem czarnym)
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Rys. 115. Widma korelacyjne 'H-"*C-HSQC [D,0, 25°C] dla G-C*'GGCGG-C [10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA] (A) oraz G-C"*GGCGG-C (B).
Na widmach zaznaczytam zakresy wystepowania sygnatéw korelacyjnych: na czerwono — C5-H5, granatowo- C1'-H1', zielono — C4'-H4', fioletowo — C2'-H2',
niebiesko — C3'-H3', czarno — CH5'/H5" oraz w kotku sygnaty o nietypowych przesunieciach dla reszty G3



Ustalenie konformacji syn/anti wokdét wigzania N-glikozydowego dla modyfikowanych reszt *Gi®'G

Przy pomocy widm NMR potwierdzitam, iz w czasteczkach 1 i 3 modyfikowane reszty guanozyny
MG oraz ®G przyjmuja konformacjc syn wokol  wiazania  N-glikozydowego.
W konformacji syn odleglos¢ pomigdzy atomem wodoru H1' reszty C2 a grupg metylowg -CHj
reszty G3 jest zbyt duza (> 4 A), dlatego w widmie NOESY nie obserwuje sie sygnatu
korelacyjnego C2:H1'-G3:CHgs, a s$ciezka NOE jest przerwana (rys. 112 B). Z kolei sygnat
korelacyjny G3:CH3-G3:H1' jest bardzo silny. W orientacji syn odleglos¢ pomigdzy tymi atomami
jest porownywalna z odlegloscia pomiedzy atomami H6:H5 pirymidyn (2.45 A). Integracja
sygnatow korelacyjnych w widmie NOESY zarejestrowanym z krotkim czasem mieszania (150 ms)
pokazata, ze objeto$¢ sygnatu korelacyjnego G3:CH3-G3:H1'w przeliczeniu na jeden atom wodoru
jest porownywalna z objgtoscig sygnatow C2:H6-C2:H5 czy C5:H6-C5:H5, co oznacza, ze
odleglosci te sa bardzo zblizone. Dane te jednoznacznie potwierdzity, ze reszta MeG3 przyjmuje
konformacje syn. W przypadku czasteczek z modyfikacja ®'G, z uwagi na brak atomu wodoru
w pozycji C8, $ciezka NOE jest takze przerwana (rys. 113). Z tego samego powodu na podstawie
analizy wielkosci efektu NOE nie mozna wnioskowa¢ o konformacji wokot wigzania
N-glikozydowego. Konformacja syn dla tej reszty zostata potwierdzona na podstawie analizy
przesunigé chemicznych *H, **C i #P. Jak juz wspominatam (rozdziat 11.3.1.), charakterystyczne dla
reszt guanozyny w konformacji syn jest przesuniecie sygnatu anomerycznego atomu wodoru H1'
w kierunku wiekszych warto$ci ppm oraz jednoczesne przesunigcie w przeciwnym kierunku
sygnatu od atomu H3' (tab. 17, 18, rys. 115, 116). Jak wida¢ z tabeli 17, sposrod wszystkich
sygnatéw protondéw anomerycznych sygnat G3-H1' jest najsilniej odstaniany, a sygnat G3-H3'
najsilniej przestaniany (poza terminalng reszta), co wskazywalo na orientacj¢ syn reszty G3.
Dodatkowe dowody potwierdzajace konformacje syn reszt MG i ®'G pochodzity z analizy widm
'H-13C HSQC oraz *H-3'P HSQC. Zgodnie z oczekiwaniem, rowniez atomy wegla C8 oraz C1' obu
reszt, G i ®'G, sa przesuniete w kierunku wyzszych wartosci ppm o ok. 3-4 ppm, w stosunku do
analogicznych sygnatow pochodzacych od reszt w konformacji anti. Ponadto sygnat pochodzacy od
atomu fosforu 3P faczacego reszty C,pGs(syn) wystepuje przy wyzszych wartoéciach ppm niz
pozostale atomy 31p (rys. 116) (6).

G 31p
[~ 7-1
Se&y -45
Gg;‘ggu-
[ -3
- - GJ
22 [
Cs
_ 0
- o
~-35
C2:H3 -p;
== --3.0
T T T
'H a6 4.5 4.4 ppm

Rys. 116. Widmo korelacyjne *H-*P-HSQC dla G-CM*GGCGG-C [D,0, 25°C].
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Na rysunku 117 schematycznie przedstawitam roznice przesunigé chemicznych 8(*H) pomiedzy
czasteczkami 1 i 3. Zastapienie atomu bromu grupa metylowa powoduje jedynie niewielkie zmiany
warto$ci przesuni¢¢ chemicznych, na ogét nieprzekraczajace 0.05 ppm. Najwigksze rdznice
przesuni¢¢ chemicznych obserwowalam dla atoméw wodoru reszt G3-H2', G4-H6 oraz G1-H4'
(rys. 117, tab. 17, 18). Niewielka roznica przesunie¢ chemicznych pozostatych atoméw wodoru
H8/H6 moze s$wiadczyé o podobienstwie oddziatywan warstwowych w obu analizowanych

czasteczkach (rys. 117).
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Rys. 117. Roéznice przesunigé chemicznych re;z&yltr)‘emydlavc;epm] pomiedzy G-C*GGCGG-C (1) oraz
G-CM*GGCGG-C(3); 4 ppm = o(*H)(1) — 5(*H)(3)

Na rysunku 118 przedstawitam przekroj widma 2D NOESY dla wartosci ppm
odpowiadajacej przesunieciu chemicznemu grupy metylowej. Pomimo, iz odlegto$¢ pomigdzy
grupg -CHsz a atomem wodoru H1' jest mniejsza niz odleglos¢ G3CH3-G3H2' to obecnosé
podstawnika w pozycji C8 ma wptyw tylko na potozenie sygnatu G3-H2'. Odleglos¢ grupy
metylowej lub atomu bromu od atomu G3-H2' jest zbyt duza, aby zmiana przesunigcia
chemicznego atomu H2' byta spowodowana jedynie typem podstawnika na atomie wegla C8
(rys. 118). W resztach ®'G i MG, w obrebie konformacji syn, kat N-glikozydowy moze przyjmowaé
rozne wartosci. W kazdej z tych reszt ulozenie zasady heterocyklicznej nad pier§cieniem
cukrowym, szczegodlnie w stosunku do atomu H2' jest inne i moze w ten sposob wptywac na

warto$¢ przesunigcia chemicznego atomu H2' reszty G3.

G :H1'
|
G, -H8 G4 :HT' G;3:H2'
. |G4 H4'/GgH2"
| G4 H3'
1 |
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R L
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Rys. 118. Przekroj widma 2D NOESY wzdiuz wartosci ppm odpowiadajqgcej przesunieciu chemicznemu
grupy metylowej, zintegrowano wzgledng objetos¢ sygnatow
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W celu ustalenia struktury drugorzedowej czasteczek G-C*'GGCGG-C (1), G-CGGCP'GG-C
(2) oraz G-CM*GGCGG-C (3) w roztworze nalezalo najpierw okresli¢, ktére atomy sa
zaangazowane w tworzenie wigzan wodorowych, czyli zidentyfikowa¢ zaréwno donory i akceptory
wigzan wodorowych, jak takze same atomy wodoru. Aby spowolni¢ proces wymiany iminowych
i aminowych atoméw wodoru z woda, widma 'H NMR dla czasteczek 1-3 rejestrowatam
W obnizonej temperaturze od 7°C do 15°C (rys. 119 A-C). Jako rozpuszczalnik stosowalam
mieszaning H,O/D,0 w stosunku 90%/10% (v/v), w dalszej czesci pracy nazywana skrotowo H-O.
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Rys. 119. Fragmenty widm 'H NMR dla G-CGGC®GG-C (A), G-C*GGCGG-C (B) oraz
G-CMGGCGG-C (C) [10°C, H,0]; zaznaczone sq sygnaly od iminowych atoméw wodoru NHI pochodzqgce
od reszt guanozyny oraz zaangazowanych w wigzanie Wodorowe aminowych atomoéw wodoru NH4,
w resztach cytydyny, * - dwa natozone sygnaly rezonansowe

Widma 'H NMR zarejestrowane w H,O wydawaly si¢ byé zgodne z modelem dupleksu,
w ktorym w wyniku asocjacji kazdego powtorzenia CGG powstaje cigg kanonicznych par zasad
C:G i G:C, przedzielony pojedynczym niedopasowaniem *G:G (rys. 120).
0§ symetrii

G C, "Gs G4 |Cs Gg G; Cs

Ce Gr Gs¢ Cs |Gy "Gy Cp Gy
Rys. 120. Schemat dupleksu z zaznaczong osig symetrii (X = Br, Me)
Ze wzgledu na symetri¢ takiego dupleksu, przesunigcia chemiczne reszt G1-C8 sa identyczne
z przesunigciami reszt G1'-C8'. Obecno$¢ osi symetrii powoduje dodatkowo, iz dla reszt
usytuowanych w §rodkowej czesci czasteczki, w widmach NMR nie mozna rozr6ézni¢ sygnatéw
pochodzacych  od  oddziatywan  migdzyczasteczkowych — G4:C5" od  oddziatywan
wewnatrzczgsteczkowych G4:C5.
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W widmach pokazanych na rys. 119 A-C, w zakresie 13.5 - 12.5 ppm obserwowatam trzy sygnaty
typowe dla kanonicznych par zasad G:C oraz dwa dodatkowe, ostre sygnaly w zakresie
11.00 - 10.00 ppm. O zawigzaniu si¢ typowych dla par zasad Watsona-Cricka G:C wigzan
wodorowych (rys. 121) $wiadczylo rowniez potozenie sygnalow pochodzacych od protondéw
aminowych reszt cytydyny. Sygnaty atoméw wodoru grup aminowych (NH4;) zaangazowanych
w wigzanie wodorowe wystepuja w zakresie 9 - 8 ppm, natomiast te, ktére nie uczestniczg
w wigzaniu wodorowym (NH4,) przesuni¢te sg w gore pola o ok. 1,5 ppm i znajdujg si¢ w regionie
7 -6 ppm (rys. 119).

Rys. 121. Schemat typowych wigzan wodorowych w parze zasad Watsona-Cricka G:C.

Obecnos¢ dwoch sygnatéw w rejonie 11.00 - 10.00 ppm wskazywata na tworzenie si¢
stabilnych par zasad ®'G:G oraz MG:G. Sposréd wielu wariantéw par G:G, mozliwe sa tylko cztery
typy niedopasowania G:G zawierajace dwa wigzania wodorowe (rys. 122). Dla antyroéwnoleglego
dupleksu, w trzech przypadkach (rys. 122 A-C) wymogiem strukturalnym jest, aby orientacja jednej
z reszt guanozyny wzgledem pier§cienia rybozy byta syn, w czwartym przypadku (rys. 122 D) obie
reszty guanozyny sg w konformacji anti. Para typu D wystepuje w dupleksie niezwykle rzadko. Do
tej pory w bazie dla niekanonicznych par zasad (http://prion.bchs.uh.edu) zostat opisany tylko jeden
taki przypadek (212). Najczesciej wystepujaca parg zasad G:G jest tzw. para typu imino-aminowego
(rys. 122 B), w ktorej zawiazuja si¢ wigzania wodorowe G(06):G(N1H) oraz G(N7):G(N2H,). Para
taka obserwowana byta rowniez w strukturze krystalograficznej czasteczki G-C®'GGCGG-C (1).
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Rys. 122. Para zasad *G(syn):G(anti) typu N1-karbonylo (A), N1-karbonylo, N7-amino (B), N3-amino (C)
oraz N7-imino, mozliwa w dupleksie rownolegtym (D)
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Pojawienie si¢ dwoch sygnatow w rejonie 11.0-10.0 ppm wskazywato na obecno$é¢ pary zasad G:G
typu imino-iminowego (rys. 122 A). Chociaz zakres ten jest typowy dla polozenia sygnatow
atomow iminowych to nie mozna byto wykluczy¢, ze sg to sygnaty pochodzace od protondéw grup
aminowych, o ile uczestniczylyby w zawiazaniu silnych wigzan wodorowych. Dla jednoznacznego
zidentyfikowania tworzacej si¢ pary zasad nalezato najpierw z calg pewnoscig ustali¢, czy sygnaly
te pochodza od iminowych atoméw wodoru. Jedng z metod stosowanych w spektroskopii NMR
kwasow nukleinowych do rozréznienia sygnatow pochodzacych od iminowych i aminowych
atomoéw wodoru jest analiza widma korelacyjnego *H->N HSQC. Rozroznienie tych atoméw
wodoru w parze zasad M¥®'G3:G6 byto mozliwe na podstawie znajomosci przesunie¢ chemicznych
zwigzanych z nimi atomow azotu. Jak podalam w tabeli 9, przesunigcia chemiczne atoméw azotu
w resztach nukleotydowych majg charakterystyczne wartosci. Niestety, czulos¢ eksperymentow
korelacyjnych *H-"N HSQC jest bardzo mata (naturalna zawarto$é¢ izotopu N wynosi 0.36 %,
a wartos¢ wspotczynnika magnetogirycznego jest ~ 10 razy mniejsza niz dla *H) i dla otrzymania
jednego takiego widma konieczne byto wykorzystanie spektrometru przez okres 3-4 dni. Fragmenty
widm *H-""N HSQC przedstawitam na rysunku 123.
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Rys. 123. Widma "H-""N HSQC dla G-C®'GGCGG-C [H,0, 15°C] (A) oraz G-CM*GGCGG-C [H.0, 10C]
(B). Czerwong ramkq zaznaczone sq sygnaly korelacyjne pochodzgce od par zasad *'G:G oraz Y*G:G, na
zielono zaznaczone sq sygnaty korelacyjne pochodzqgce od grup aminowych.

W obu czasteczkach, G-C®'GGCGG-C oraz G-CM*GGCGG-C, sygnaly w zakresie
11.00 - 10.0 ppm daja korelacje do atomdéw azotu przy ~ 145 ppm, pochodza wiec z cata pewnosciag
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od iminowych atoméw wodoru. Jesli oba sygnaty pochodzg od protonéw iminowych, to jedyna
mozliwg parg zasad, w zawigzywanie si¢ ktorej zaangazowane s dwa iminowe atomy wodoru,
bytaby para typu N1-karbonylo pokazana na rysunku 122 A. Aby potwierdzi¢ lub wykluczy¢
tworzenie si¢ takiej pary potrzebna byta pelna interpretacja widm NMR. W celu przypisania
iminowych i aminowych atoméw wodoru wykorzystatam opisane w metodologii metody,
wykorzystujac widma 2D NOESY zarejestrowane w HyO. Niestety, istotne dla badan
strukturalnych sygnaty pochodzace od grup aminowych reszt guanozyny sg bardzo szerokie
I na ogdt trudne do zaobserwowania z uwagi na posrednig, W skali czasu NMR, rotacje wokot
wigzan C-N. Sygnaly korelacyjne pomiedzy grupg metylowg a protonami wymienialnymi,
obserwowane w widmie 2D NOESY dla czasteczki zawierajacej modyfikacje G, byly niezwykle
pomocne w ustaleniu typu pary zasad “°G:G. Na rys. 124 pokazane sa widma 2D NOESY
wykonane w H,O dla czasteczek 1 i 3.
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Rys. 124. Fragmenty widm 2D NOESY (d8 = 150 ms) dla G-C®*GGCGG-C (A) oraz G-C™*GGCGG-C (B); [H,0, 15°C]. Zaznaczono sygnaly na podstawie
ktorych przypisano protony wymienialne np. (G7:NH1-C2:H4,, C2:H4,-C2:H4, oraz C2:H4,-C2:H5; czerwonym prostokgtem zaznaczono sygnaly
korelacyjne pochodzqgce od grupy metylowej



W widmie 2D NOESY zaobserwowatam dwa kontakty NOE pomiedzy grupg metylowa a iminowymi
atomami wodoru, z czego jeden pochodzit od oddzialywania z protonem G7:NH1. Poniewaz
niemozliwa jest obserwacja sygnatu korelacyjnego pomigdzy grupa metylowag G3:CH3z a iminowym
atomem wodoru tej samej reszty (G3:NH1), to sygnat przy 10.75 ppm musi pochodzi¢ od iminowego
atomu wodoru reszty G6 (rys. 125). Natomiast dla czasteczki G-C®'GGCGG-C iminowe atomy

wodoru reszt G3 oraz G6 przypisalam na podstawie specyficznych kontaktow NOE od tych atomow.

G1G7 G4 G6G3
M JVL_ ppm
@ @ 21

22
.

G6:H1-HsC:G3 |
T
13 12 11 ppm

T
Rys. 125. Fragment widma 2D NOESY. Sygnaly korelacyjne pomiedzy grupg metylowg i iminowymi atomami
wodoru.

W tzw. rejonie iminowo-iminowym widma NMR (rys. 126 C) obserwowatam jedynie sygnaty
korelacyjne pomiedzy atomem wodoru G6-NH1 a atomami G4-NH1 i G7-NH1, co swiadczyto
o istnieniu oddzialtywan warstwowych pomiedzy parami zasad G3:G6 a C2:G7 i G4:C5. Inne
charakterystyczne kontakty NOE od reszty G6, ktore opisane sg na rys. 126 to: G6:NH1-G4:H1
G6:NH1-C5:NH4,, G6:NH1-G4:H8 oraz od reszty G3 sygnat G3:NH1-G3:NH2; ,.

Warto$ci przesunie¢ chemicznych sygnatow rezonansowych pochodzacych od protonow aminowych
reszt cytydyny C2, C5, C8 oraz iminowych reszt guanozyny G1, G3, G4, G6, G7 w temperaturze
15°C zestawitam w tabeli 19.

Tabela. 19. Wartosci przesunieé¢ chemicznych 3(*H) protonéw iminowych i aminowych [ppm]

G-C”'"GGCGG-C G-CM*GGCGG-C

reszta NH1 NH4, NH4, NH2,,, reszta NH1 NH4, NH4, NH2,,,
Gl 13.12 - - - Gl 13.03 - -

C2 - 8.83 6.80 - C2 - 8.75 6.71 -

G3 10.89 - - 6.51 G3 10.64 - - 6.23
G4 12.68 - - - G4 12.64 - - -

C5 - 8.32 6.84 - C5 - 8.25 6.77

G6 10.4 - - - G6 10.75 - -

G7 13.00 - - - G7 12.91 - -

C8 - 8.35 7.00 - C8 - 8.29 6.93

Dla czasteczek o sekwencjach G-C®'GGCGG-C oraz G-CM*GGCGG-C wyznaczenie atoméw i grup
zaangazowanych w tworzenie wigzan wodorowych w parach G:G nie bylo proste. Chociaz
identyfikacja sygnatow w zakresie 11.00 — 10.00 ppm, jako pochodzacych od protonéw iminowych
sugerowala zawigzywanie si¢ pary G3:G6 typu A (rys. 122 A), to jednak pojawienie si¢ kontaktow
NOE pomiedzy grupg metylowag a atomem wodoru, ktérego sygnat pojawiat si¢ przy 10.75 ppm
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przemawiatlo za zawigzywaniem si¢ pary pokazanej na rys. 122 B lub 122 D. Dowodoéw
potwierdzajacych lub wykluczajacych tworzenie si¢ par zasad G:G typu A, C lub D szukatam
analizujac szczegotowo sygnaty wystepujace w widmie 2D NOESY. Niezaleznie od st¢zenia probek
G-C®'GGCGG-C oraz G-CM*GGCGG-C i temperatury pomiaru, w widmach 2D NOESY
zarejestrowanych w H,O (rys. 126), nie udato mi si¢ zaobserwowa¢ sygnatu korelacyjnego pomiedzy
protonami iminowymi reszt G3 i G6 (zaznaczone na czerwono na rys. 127). Dla pary zasad typu
N1-karbonylo (para zasad A) odlegtosé¢ pomiedzy atomami B"™®G3NH1-G6NH1 bytaby niewielka,

wiec powinnam obserwowac silny sygnat korelacyjny pochodzacy od tego oddziatywania.

G7 G4 G7 G4 G6
g jU\* jbﬁi
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| 23
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3 ' F12.5 - - - T T -3
0o — m e e e e e e = - e ES 2 3
) -
= - T 8
--------------------- = [13.0 -— &
p - F9
= T T T T T T 13'5 T T T T T T
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Rys. 126. Fragmenty widm 2D NOESY [H,O] dla czgsteczek zawierajgcych modyfikacje MG (A, B)
oraz ®'G (C, D); A, C - zaznaczone sq rejony, gdzie powinny pojawié¢ sie sygnaly korelacyjne w przypadku pary
zasad pokazanej na rys. 122; B, D - zaznaczone sq najwazniejsze sygnaly korelacyjne: 1. G6:NH1-G4:H1',
2. G6:NH1-C5:NH4,, 3. G6:NH1-G4:H8, 4. G3:NH1-G3:NH2;,, 5. G6:NH1-G3:CH;

Dodatkowo dla pary zasad typu A sygnat korelacyjny G6:NH1-G3:CHj3 nie moglby by¢ obserwowany
ze wzgledu na zbyt duzg odlegto$¢ pomigdzy grupa metylowa G3-CHjs a protonem G6-NHL1 (rys. 127,

kolor zielony).
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Rys. 127. Para zasad “*G:G typu N1-karbonylo. Czerwong strzatkq zaznaczytam atomy wodoru, dla ktérych
powinnam zaobserwowa¢ silne oddziatywanie NOE, zielong strzatkq zaznaczytam obserwowane oddziatywanie.

Pary zasad G3:G6 typu B jak i D (rys. 128) zawieraja po jednym iminowym atomie wodoru
zaangazowanym w wiazanie wodorowe. Przesuniecia chemiczne 8(*H), przy ktorych obserwowatam
ich sygnatly, wskazywaty na par¢ typu B, gdyz Sygnal pochodzacy od protonu iminowego obecnego
w parze D powinien pojawiac si¢ przy znacznie wyzszych wartosciach ppm. Przyktadowo, w typowej
parze zasad G:C, w ktorej wystepuja wigzania NH-N, sygnat od protonu iminowego wystepuje przy
ok. 13.5-12.5 ppm, a w przypadku pary zasad D taki sygnat wystepowaltby przy ok. 10.8-10.4 ppm.
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Rys. 128. Pary zasad: N1-karbonylo, N7-amino,(po lewej), N7-imino, (po prawej), w ktérych zaangazowany jest
jeden iminowy atom wodoru. Strzatkq zaznaczytam atomy wodoru, dla ktérych powinnam zaobserwowaé
oddziatywanie NOE.

Dla obu typow par zasad B i D, w widmach 2D NOESY powinny by¢ widoczne sygnaty korelacyjne
pomiedzy grupg metylowg G3:CH; a iminowym atomem wodoru G6:NH1, jednak dla tych
odmiennych aranzacji wigzan wodorowych odleglo$¢ pomigdzy grupa metylowa a iminowym atomem
wodoru drugiej reszty jest zdecydowanie rézna. W przypadku pary zasad D sygnat korelacyjny
G3:CH3-G6:NH1 bylby znacznie silniejszy od pozostalych sygnatéw korelacyjnych grupy metylowe;,
tymczasem sygnatly korelacyjne pomiedzy grupa metylowa a protonami iminowymi (G3:CH3-G6:NH1
oraz G3:CH3-G7:NH1) sg porownywalnej intensywnos$ci (rys. 125 oraz 126 B). W efekcie jedyna
mozliwg parg zasad, ktora zgodna bytaby z widmami NMR, byta para zasad typu B, czyli taka sama,
jak w strukturze krystalograficznej (1).

Niezwykle interesujacym i trudnym problemem byto wyjasnienie spowolnionej wymiany z woda
atoméw wodoru G3-NH1 oraz G6-NH1, nawet w temperaturze pokojowej. W spektroskopii NMR
kwasow nukleinowych w temperaturze pokojowej, na ogét obserwuje si¢ tylko te wymienialne z H,O
atomy wodoru, ktore sa zaangazowane w wigzanie wodorowe lub w inny sposob sg chronione przed
wymiang z woda. O ile wiadomo bylo, ze atom wodoru G6-NH1 uczestniczy w zawigzywaniu pary
G3:G6, to dane NMR sugerowaty, ze rowniez atom wodoru G3-NH1 powinien by¢ zaangazowany
w tworzenie wigzania wodorowego lub w jaki$ inny sposob chroniony przed szybka wymiang z H,O.
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Para zasad typu N1-karbonylo, N7-amino posiada dwie grupy donorowe oraz dwa miejsca
akceptorowe wigzan wodorowych od strony szerokiej bruzdy (rys. 129 A). Asocjacja dwoch takich par
G:G moze prowadzi¢ do powstania typowej G-tetrady (rys. 129 B). Réwniez para zasad G:C od strony
szerokiej bruzdy posiada miejsca akceptorowe (N7, O6) oraz donorowy atom wodoru (NH4,),
co umozliwia tworzenie tetrady G:C:G:C pokazanej na rys. 129 C. Asocjacja dwoch dupleksow do
formy czteroniciowej wydaje si¢ wigc by¢ prawdopodobna i korzystna termodynamicznie.
Teoretycznie taki dupleks moze asocjowa¢ z drugg czasteczka bez konieczno$ci rearanzacji juz
zawigzanych wigzan wodorowych (rys. 129 B, C). W takiej strukturze pojedyncza tetrada G:G:G:.G
przedzielona bytaby dwiema tetradami G:C:G:C.
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Rys. 129. Dla pary zasad YG(syn):G(anti) strzatkami zaznaczylam Qrupy donorowe oraz akceptorowe moggce
uczestniczy¢  w  zawigzywaniu  dodatkowych wigzan wodorowych (A), dla symetrycznej G-tetrady
MeG(syn):G(anti):"*G(syn):G(anti) w kétku zaznaczylam iminowe atomy wodoru zaangazowane w tworzenie
wigzan wodorowych; strzatka pokazuje obserwowane w widmie 2D NOESY sygnaly korelacyjne (B), mozliwa
aranzacja zasad W mieszanej tetradzie G:C:G:C

Tworzenie si¢ G-tetrady wyjasniatoby spowolniong wymiane atomu wodoru G3-NH1, z uwagi
na jego zaangazowanie w tworzenie wigzania wodorowego G3:NH1-G6:06 oraz usytuowanie
wewnatrz trudno dostgpnego dla czasteczek wody kanatu biegngcego wzdtuz struktury utworzonej
z dwoch dupleksow. Jak pokazatam na rysunku 129, w przeciwienstwie do dupleksu, w G-tetradzie
oba protony iminowe G3:NH1 i G6:NH1 s3 zaangazowane w tworzenie wigzania wodorowego
i w widmie '"H NMR powinny byé¢ widoczne jako dwa rézne sygnaly, co zgadza sie z wynikami
eksperymentéw 'H-N HSQC.

Struktura kwadrupleksu a widma NMR

Rozréznienie metodami spektroskopii NMR pomiegdzy strukturg spinki a dupleksu nie jest
zadaniem trywialnym. Podobnie rozréznienie pomiedzy strukturg dupleksu i kwadrupleksu
utworzonego w wyniku asocjacji dwoch duplekséow bylo rowniez zadaniem niezwykle trudnym. Na
tym ectapie badan niewiele danych wskazywato na to, ze w warunkach pomiaru NMR mam

do czynienia z inng strukturg niz dupleks. Ponizej przedstawitam argumenty uzyskane z analizy widm
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NMR, ktore przemawialy za asocjacja dwoch dupleksow prowadzaca do powstania struktury
kwadrupleksu:
e niezgodnoé¢ obserwowanych kontaktéw NOE z tworzeniem sie par zasad ®'G:G oraz M*G:G typu

A, Coraz D (rys. 122), obserwowanych w strukturach dupleksow

e spowolniona wymiana z woda iminowego atomu wodoru reszty G3
Sytuacja taka jest mozliwa tylko przy zatozeniu, ze zawigzuje si¢ dupleks z parg zasad G3:G6 typu
N1-karbonylo, N7-amino, ktory nastgpnie asocjuje prowadzac do powstania G-tetrady.

e pojawienie si¢ W widmie NOESY sygnatoéw korelacyjnych pomiedzy protonem H8 reszty G1 oraz

protonami grupy aminowej reszty C8 (rys. 130 A) dla terminalnej tetrady G1:C8:G1:C8.

Z jednej strony obserwacja tych sygnatow jest niemozliwa w przypadku dupleksu, z drugiej strony
kontakty te sg charakterystyczne dla struktury kwadrupleksu i §wiadcza 0 zawigzywaniu sig
mieszanej tetrady pokazanej na rys. 130 B. Typowe dla tetrad G:C:G:C sygnaty korelacyjne
G1:H8-C8:H4, oraz C8:H4,-G1:H8 obserwowalam takze dla czasteczki 3, w obecnosci kationdw

potasu, jak takze dla czasteczki 1, w srodowisku kationdw sodu.

Gl CZ CS,SGGG7

4
aminowe NH4, aminowe NH4,

C, Ces \ A C CsCo
I J\ AW A W

~ ppm
7.0
7.5
e

I-8.5

A‘ 8:8 ' 816 ‘ 814 - 8:2 . 810 . 7f8 - 716 . 714 . 712 . 7!0 ' 618 . 616' pPpm B
Rys. 130. Fragment widma 2D NOESY dla G-C"*GGCGG-C przedstawiajgcy rejon aminowo-aromatyczny.
Zaznaczone sq sygnaty korelacyjne swiadczqce o powstawaniu mieszanej tetrady G1:C8:G1:C8. [H,0, 150 mM
NaCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA] (A), Mieszana tetrada G1:C8:G1:C8, zielonymi strzatkami
zaznaczone sq atomy wodoru, dla ktérych zaobserwowatam charakterystyczne dla tej tetrady kontakty NOE. (B)

Niestety, ani dla czasteczki G-C*GGCGG-C ani dla G-CM*GGCGG-C nie zaobserwowatam
innych sygnatow NOE, ktére jednoznacznie wskazywatyby na powstawanie struktury kwadrupleksu.
W Zadnych warunkach nie udato mi si¢ znalez¢ sygnatow korelacyjnych pomiedzy atomami wodoru
NH1 i H8 (G6:H8-G3:NH1), ani tez stabych kontaktow typu G3:NH1-G6:NH1 (rys. 59). Mozna to
jednak wytlumaczy¢ tym, iz kation Na* w takich kwadrupleksach jest na przyktad usytuowany w
ptaszczyznie G-tetrady, co wptywa na zwigkszenie $rednicy kanalu oraz przyczynia si¢ do wzrostu
odlegto$ci miedzyprotonowych, co powoduje, iz charakterystyczne dla kwadrupleksow kontakty

pomig¢dzy iminowymi atomami wodoru nie sg obserwowane W widmach NMR. Brak tych kontaktow
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moze by¢ takze efektem szybkiej wymiany pomigdzy formag dupleksu a kwadrupleksu. Wstepne
wyniki analizy trwato$ci sygnatow iminowych atoméw wodoru w zaleznosci od temperatury
pokazywaty, iz sygnal protonu iminowego reszty G3 wraz ze wzrostem temperatury szybciej ulegal
poszerzeniu, co wskazywato na nieco stabsze wigzanie wodorowe oraz przemawiato za dynamiczng
rownowagg pomiedzy formg dupleksu a kwadrupleksu. Poniewaz, wedlug mojej wiedzy, nie jest do tej
pory znana zadna struktura czteroniciowa z G-tetrada, ktora powstataby poprzez asocjacje dwoch
dupleksow, w dalszej cze$ci mojej pracy skupitam si¢ na wyszukaniu takich cech w widmach NMR,
ktore potwierdzityby powstanie takiej formy lub ja wykluczyly. Omowie réwniez wplyw takich
czynnikow jak stezenic RNA, typ kationu, stezenie kationu oraz temperatura na réwnowage
dupleks-kwadrupleks. Analize tych czynnikéw rozpoczng od omodwienia wplywu temperatury na

trwato$¢ protonéw wymienialnych.

111.2.2. Zaleinosé temperaturowa widm 'H NMR czgsteczek RNA zawierajgcych
modyfikacje VG lub ®'G

Zalezno$é temperaturowa widm *H NMR w rejonie iminowym dla G-C**GGCGG-C oraz
G-CM*GGCGG-C przedstawitam na rysunkach 131,132,
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1
13.5 13.0 12.5 120 115 11.0 10.5 ppm
Rys. 131. Widma *H NMR dla G-C®*'GGCGG-C wykonane w zakresie temperatur od 10°C do 50°C
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Rys. 132. Widma *H NMR dla G-C*GGCGG-C wykonane w zakresie temperatur od 10°C do 25°C
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Jesli czgsteczki 1 1 3 tworzylyby w roztworze typowg strukture dupleksu, wowczas atom wodoru NH1
reszty G3 z pary G3:G6 bylby tatwo dostepny dla rozpuszczalnika, ulegatby efektywnej hydratacji
i szybko wymieniatl si¢ z atomami wodoru wody. Ponadto dla dupleksow DNA i RNA sygnaty od
protonéw iminowych reszt terminalnych zazwyczaj sg niewidoczne nawet w temperaturach bliskich
0°C, jednak w przypadku czasteczek G-CE"™®GGCGG-C sygnat ten byt obecny nawet w temperaturze
pokojowej. Stosunkowo duza trwato$é sygnalu pochodzacego od atomu wodoru NH1 reszt 'G3
i ™G3 jest dodatkowym argumentem przemawiajacym za tworzeniem si¢ kwadrupleksu. Zmiany
przesuni¢¢ chemicznych w kierunku mniejszych warto$ci ppm, obserwowane dla sygnalow
iminowych reszt 'G3 i M®G3 wraz ze wzrostem temperatury, $wiadczyly o0 latwiejszym rozrywaniu
wigzan wodorowych tworzonych z ich udziatem (rys. 131, 132). Wykres zaleznosci przesunigé
chemicznych od temperatury dla wybranych sygnatow czasteczki G-C*GGCGG-C przedstawiony jest
na rysunku 133. W temperaturze ponizej 45°C, zmiany warto$ci przesunieé¢ chemicznych 8(*H) wraz
ze wzrostem temperatury sa nieznaczne (rys. 133). Dla analizowanych sygnalow rezonansowych
zmiany 8(*H) przypadajace na wzrost temperatury o 1°C sa na og6t mniejsze niz 0,004 ppm. Tak mate
warto$ci zmian przesuni¢¢ chemicznych sa charakterystyczne dla stabilnych struktur helikalnych.
Jedynie sygnat NH1 reszty ®'G3 wykazuje zmiany do 0,008 ppm/1°C, co wynika prawdopodobnie

z dynamicznego uktadu dupleks-kwadrupleks.
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Rys. 133. Zaleznosé przesunieé¢ chemicznych protonéw HI, H8 oraz H1' od temperatury w zakresie od 10°C do
45°C dla G-C*"GGCGG-C.

W temperaturze okoto 50°C linie rezonansowe ulegaty silnemu poszerzeniu i dalsze §ledzenie zmian
przesunie¢ chemicznych poszczegdlnych sygnaléw wraz ze wzrostem temperatury byto niemozliwe.
Z tej przyczyny nie moglam wyznaczyé temperatury topnienia czasteczki G-C*'GGCGG-C metodami
NMR, a jedynie mogtam okresli¢ temperature, w ktorej zaczyna zanikac struktura kwadrupleksu, co

przejawiato si¢ zwigkszong swoboda konformacyjng czasteczki i poszerzeniem sygnatow.
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111.2.3. Wplyw typu soli i sily jonowej roztworu na widma ‘H NMR czgsteczek RNA
. . . Me Br
zawierajgcych modyfikacje "G lub ~'G

W tabelach 20 oraz 21 podane sg warto$ci przesunie¢ chemicznych §(*H) dla czasteczek 1 i 3,

w buforze zawierajacym jedynie 10 mM fosforan sodu i 0.1 mM EDTA.

Tabela 20. Wartosci przesunie¢ chemicznych 6(*H) [ppm] dla G-C®**GGCGG-C w buforze zawierajgcym 10 mM
fosforan sodu oraz 0.1 mM EDTA

reszta ~ H8/H6 H5 H1' H2' H3' H4' H5' H5"
Gl 8.11 - 5.77 4.73 4.61 4.40 4.08 3.94
c2 7.88 5.36 5.74 4.97 4.61 4.43 4.60 4.20
G3 - - 6.06 4.92 4.39 4,67 5.29 4.14
G4 7.07 - 5.80 4.68 4.49 4.48 4.45 4.11
C5 7.58 5.10 5.48 471 454 4.42 4.46 4.11
G6 7.58 - 5.71 4.47 4.60 4.49 4.55 4.10
G7 7.47 - 5.78 4.42 4.55 4.47 4.55 4.10
Cs8 7.61 5.28 5.79 3.99 4.18 4.17 4.52 4.03

Tabela 21. Wartosci przesunie¢ chemicznych 6(*H) [ppm] dla G-CMGGCGG-C w buforze zawierajgcym
10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA

reszta ~ H8/H6 H5 H1' H2' H3' H4' H5' H5" Me
G1 8.08 - 5.75 471 4.6 4.39 4.07 3.92 -
c2 7.84 5.36 5.72 4.96 461 4.40 4.57 4.19 -
G3 - - 6.01 4.69 4.4 463 5.27 4.14 2.32
G4 6.97 - 5.77 4,65 4.47 4.47 4.42 4.1 -
C5 7.56 5.08 5.47 4.69 4.52 4.41 4.45 4.1 -
G6 7.51 - 5.7 4.45 458 4.46 4.53 4.10 -
G7 7.45 - 5.80 4.42 454 4.44 4.54 4.07 -
C8 7.58 5.27 5.78 3.99 417 418 4.5 4.02 -

W poréwnaniu do widm zarejestrowanych w roztworze zawierajacym oprocz 10 mM fosforanu sodu
dodatkowo 150 mM NaCl (tab. 17, 18), najwigkszej zmianie ulegajg potozenia protonow terminalne;j
reszty G1, protonéw HS5 reszty C2 oraz protonéw H8 reszt G6 oraz G7 (rys. 134, tabela 20, 21).
Jednak w przypadku czasteczki G-CY®GGCGG-C silniejszym zmianom ulegaja przesunigcia
chemiczne protonéw HS5 reszty C2, H8 reszty G4, H2' reszty G3. W mniejszym stopniu zmiany

warunkow roztworu odczuwajg protony H8 reszt G6 oraz G7.

122



I H8/H6 [ Hs/He
0,14 - EEH5 014l EmH5
- ' . -
0,12+ O H 0,12 [
-3 . H3
0,10 + C1H4 0,104 [ H4
I H5' I HS'
0,08 ~ 5 0,08+ . H5"
E £ I Ve
S 0,06 — S 0,06+
= <
0,02 I H n [
0'02: _ I { I‘IH H I‘ 1 _ Ill]l . o027 Y T T " T
00T T ; ‘ O ‘ !
Gl €2 G3 G4 C5 GB G7 C8 09 o v @ e o5 @8 G cs
A -0,04 4 reszty nukleotydowe B reszty nukleotydowe

Rys. 134. Réznice przesunie¢ chemicznych S(H) [ppm] w zaleznosci od stezenia jonéw sodu dla:
G-C®'GGCGG-C (A) oraz G-CM*GGCGG-C (B); (1. 10 mM Na™) (2. 160 mM Na*), na osi rzednych zaznaczono
réznice wieksze niz 0.015 ppm, 4 ppm = 5(H) (1) — 5(H) (2)

Na rysunku 135 pokazane sa fragmenty widm *H NMR zarejestrowanych w D,0, w zaleznosci od
rodzaju i stezenia soli, obejmujace zakres protonéw aromatycznych H8/H6. W tym regionie dla obu
czgsteczek 1 i 3, obserwowatam zalezne od stezenia NaCl przesuniecie linii rezonansowych reszt G1,
G4, G6 i G7 w kierunku wyzszego pola (rys. 135). Potozenie sygnatu pochodzacego od atomu
H8 reszty G6 czasteczki 1 jest bardzo czute na zmiang stezenia NaCl (rys. 135 A, kolor niebieski).
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Rys. 135. Fragment widm *H NMR obejmujqgcy rejon aromatycznych atoméw wodoru dla G-C®'GGCGG-C (A)
oraz G-C™*GGCGG-C (B) w zaleznosci od rodzaju i stezenia soli; strzatkami oznaczytam dodatkowg forme
obecng w roztworze; [ D,0, 25°C]

W obecnosci kationow potasu, pomimo dwukrotnie mniejszego stezenia RNA, takze obserwowatam
diamagnetyczne przesuni¢cie sygnatow aromatycznych atomow wodoru, réwne co do wartosci
przesuni¢ciom obserwowanym w widmie zarejestrowanym w obecnosci 150 mM NaCl. Wynik ten
sugeruje, ze w obecno$ci kationow potasu kwadrupleks powstaje tatwiej. Natomiast, dla czasteczki 3

W roztworze zawierajacym jedynie 10 mM stezenie kationow Na® obserwowatam pojawienie sig
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dodatkowych, szerokich sygnatéw 0 matej intensywnosci, co oznaczytam strzatkami na rys. 135 B.
W poréwnywalnych warunkach dla czasteczki G-C®*GGCGG-C dodatkowe sygnaly nie byty
widoczne. W widmie 2D NOESY, zarejestrowanym w tych warunkach dla czasteczki
G-CM*GGCGG-C, w rejonie przydiagonalnym obserwowatam sygnaly korelacyjne pochodzace od
wymiany chemicznej (rys. 136). Obecno$¢ tych sygnatow Swiadczyto o wolnej, w skali czasu NMR,
wymianie pomiedzy dwiema formami wspotistniejacymi w roztworze. Niestety, nie istnieje zadna
metoda NMR, ktéra w jednoznaczny sposob mogtaby rozstrzygna¢, jaka dodatkowa forma powstaje
w tych warunkach. Jedynie obecno$¢ dodatkowych sygnatow korelacyjnych H1'-H2' w widmie
2D COSY wskazywata na obecno$¢ formy, w ktorej wiele reszt rybozy wystepuje w konformacji

C2'-endo, co jest najczesciej obserwowane dla nieuporzadkowanej formy jednoniciowe;.

WM ppm

T \ T T T T T
82 80 78 76 74 72 7.0 ppm

Rys. 136. Region przydiagonalny widma 2D NOESY dla G-CMGGCGG-C; liniami polgczylam sygnaly
pochodzqce od wymiany chemicznej. Widmo wykonano w D,O w buforze fosforanowym o stezeniu 10 mM Na”,
w temperaturze 25°C.

Wynik ten jest zgodny z danymi otrzymanymi z widm CD (rys. 100 A), w ktorych dla czasteczki 3
obserwowalam zmiany w zalezno$ci od stezenia kationéw Na®. Nizsza amplituda w widmie CD dla
10 mM stezenia kationow Na®, dla czasteczki G-CM*GGCGG-C, mogta wynikaé z obecnosci pewnej
frakcji formy jednoniciowe;j.

Dla obu badanych czasteczek, w widmach wykonanych w H,O (rys. 137), w obecnosci
10 mM stezenia kationdw Na®, obserwowalam dwa intensywne sygnaty w zakresie 11.10-10.50 ppm.
Za pomocg widm 'H->N HSQC potwierdzitam, iz sygnaty te pochodzg od protonéw iminowych reszt
G3 oraz G6 (rys. 138 B). Obecnos¢ tych charakterystycznych sygnalow wskazywata, ze rowniez
w niskim stezeniu kationéw Na® dominujaca struktura w roztworze jest kwadrupleks. Dodatkowym
argumentem przemawiajagcym za tworzeniem si¢ formy czteroniciowej byt efekt diamagnetyczny
obserwowany dla sygnatéw pochodzgcych od iminowych atoméw wodoru wraz ze wzrostem stezenia
soli (rys. 137).
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Rys. 137. Rejon iminowy widm 'H NMR dla: G-C®*GGCGG-C (A, B) oraz G-C"*GGCGG-C (C, D)
w zaleznosci od stezenia soli: 10 mM Na™ (A, C), 160 mM Na* (B, D); [H.O, 10°C]

Stabe i szerokie sygnaty pochodzace od dodatkowej formy, ktore pojawiaty si¢ w widmach czasteczki
3 wykonanych w D,O byty niewidoczne w widmach zarejestrowanych w H;O. Moze to wynikac
z szybkiej wymiany z woda iminowych atoméw wodoru pochodzacych od formy nieuporzadkowane;j
i/lub odfiltrowania z widma szerokich sygnatow w wyniku zastosowanej metody wygaszania wody
[WATERGATE, (213)].

W roztworze zawierajagcym jedynie 10 mM fosforan sodu kwadrupleks utworzony z czterech nici
G-CM*GGCGG-C jest rowniez do$é trwaty, pomimo obecnosci dodatkowej formy. Sygnat pochodzacy
od protonu G3-NH1 jest widoczny jeszcze w temperaturze 25°C (rys. 138 A).
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Rys. 138. Zaleznosé¢ temperaturowa widm *H NMR dla G-CYGGCGG-C, [H,0] (A), Fragment widma
'H-5N HSOC przedstawiajgcy sygnaly korelacyjne od protonéw iminowych pary zasad YG:G (B)

Gdy dla czasteczki 3 zarejestrowatam widma w buforze potasowym (160 mM K), w catym
zakresie widma pojawity si¢ bardzo szerokie sygnaty (rys. 139 A, B), pochodzace prawdopodobnie od

agregatow powstajacych w wyniku niespecyficznej asocjacji kwadrupleksow.
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Rys. 139. Zaleznos¢ temperaturowa widm 'H NMR, [H,0, 160 mM K] (A) oraz fragment widma ‘H NMR
w D,0 (B) dla G-C™*GGCGG-C. Dla uwypuklenia szerokich sygnatow przerywang linig zaznaczylam linie
bazowg.

Kluczowe dla potwierdzenia struktury kwadrupleksu sygnaty pochodzace od atoméw wodoru G3-NH1
I G6-NHI1 naktadajg si¢ w temperaturze powyzej 10°C, co oprocz obecnosci szerokich sygnatow
dodatkowo utrudniato interpretacje widm. Naktadanie si¢ sygnatow potwierdzitam analizujagc widmo
2D NOESY. Dla sygnatu przy ~ 10.7 ppm, oprocz sygnatow korelacyjnych typowych dla reszty G6
jak np. G6:NH1-G3:CH3;, obserwowatam takze charakterystyczny dla reszty G3 sygnal korelacyjny
G3:NH1-G3:NH23,,. Poréwnanie sygnatow korelacyjnych wystepujacych w widmach 2D NOESY
wykonanych w obecnosci kationéw Na® i K pozwolito mi stwierdzi¢, ze w roztworze zawierajagcym

kationy K" powstajaca gtéwna forma jest takze kwadrupleks.

I|\5|I'2'4' %Vplyw stezenia RNA na widma 'H NMR czgsteczek RNA zawierajgcych modyfikacje
*Glub°'G

Ponizej pokazalam zmiany obserwowane w widmach *H NMR w zaleznosci od stezenia RNA
dla czasteczek G-CM*GGCGG-C oraz G-C®'GGCGG-C (rys. 140).
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Rys. 140. Zmiany przesunieé¢ chemicznych w widmach 'H NMR obserwowane dla G- CMeGGCGG C (3) oraz
G-CP*"GGCGG-C (1) wywolane wzrostem stezenia RNA; [D,0, 25°C]

Wzrost stezenia RNA dla czasteczki 3, podobnie jak wzrost stezenia kationéow sodu, wplywa na
przesuniecie linii rezonansowych wszystkich reszt nukleotydowych w kierunku nizszych warto$ci ppm
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(rys. 140). W przypadku czgsteczki 1 przesuni¢ciu ulegaja glownie sygnaty reszt G1 i C2. Podobny

efekt zaobserwowatam dla sygnatow iminowych atoméw wodoru, co pokazane jest na rysunku 141.

Gl G7 G4 GS GG

2.67 mM M M

130 125 120 115 110 105 100 &5 90 85 80 75 7.0 65 ppm
Rys. 141. Zmiany przesunie¢ chemicznych w widmach *H NMR dla G-C®'GGCGG-C wywolane wzrostem
stezenia RNA; [H,0, 10°C]

W wyzszych st¢zeniach RNA, czyli w warunkach sprzyjajacych asocjacji dupleksu do
kwadrupleksu, dla czasteczek 1 i 3 obserwowatam diamagnetyczne przesunigcia sygnalow. Wraz ze
wzrostem stezenia RNA oraz stezenia kationdw Na® obserwowalam przesuniecie réwnowagi
w strone formy czteroniciowej. Obecno$¢ kationow K* zazwyczaj sprzyja powstawaniu
kwadrupleksow, jednak w tych warunkach dodatkowo tworzyty sie struktury wyzszych rzedow, wigc
do dalszych badan metodami NMR Kkorzystniejsze byto stosowanie kationu Na”.

Podczas asocjacji dwoch dupleksow do kwadrupleksu zmienia si¢ otoczenie chemiczne
protondw aromatycznych wszystkich reszt guanozyny. W wyniku asocjacji atom H8 reszty G6
znajduje sic w bliskiej odlegtosci do grup aminowych reszt M*G3 lub ®'G3 (rys. 142 A), natomiast
atomy wodoru H8 reszt G1, G4, i G7 uczestniczace w tworzeniu tetrad G:C:G:C znajdujg si¢

w niewielkiej odlegltosci do protonéw aminowych reszt cytydyn (rys. 142 B).
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Rys. 142. Schemat G-tetrady (A) oraz mieszanej tetrady G:C:G:C (B), zaznaczytam aromatyczne atomy wodoru
w resztach guanozyn oraz grupy aminowe w ich bliskim sgsiedztwie

Wymiana pomiedzy forma dupleksu a kwadrupleksu jest szybka w skali czasu NMR i we wszystkich

przebadanych przeze mnie warunkach sygnaty pochodzace od obu tych form usredniaty sig.
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111.2.5. Widma masowe czgsteczek RNA zawierajgcych modyfikacje MG lub *'G

Do tej pory nie jest znana zadna struktura antyrownoleglego, czteroniciowego kwadrupleksu
z pojedyncza G-tetradg. Poniewaz w widmach NMR nie obserwowatam wigkszosci spodziewanych
dla takiej struktury sygnatow, dlatego aby mie¢ catkowita pewnosé, ze czasteczki 1 i 3 tworzg
kwadrupleks, poszukiwatam niezaleznej w stosunku do spektroskopii NMR metody, ktéra
jednoznacznie potwierdzitaby powstawanie zaproponowanej przeze mnie wczesniej formy. Taki
niepodwazalny dowod $wiadczacy o zawigzywaniu sie struktury czteroniciowej dla czasteczek 1 i 3
otrzymatam przy uzyciu spektrometrii mas. Jak juz wczes$niej wspominatam w rozdziale 11.3.5 nawet
dla typowych, bardzo trwatych kwadrupleksow (temp. topnienia > 90°C) eksperyment ten wymaga
odpowiedniego doboru parametrow. Tym bardziej, w przypadku znajdujacych sie w szybkiej
wymianie form dupleksu i kwadrupleksu, znalezienie wtasciwych warunkéw pomiaru miato kluczowe
znaczenie dla detekcji interesujacej mnie formy. Okazato si¢, ze aby zarejestrowaé sygnatl od form
czteroniciowych (G-C*GGCGG-C), i (G-CM*GGCGG-C)4, nalezato obnizyé temperature pomiaru
az o ok. 50°C w stosunku do parametrow zalecanych dla typowych kwadrupleksow. Pomimo
trudnos$ci, dzieki pomocy dr Lukasza Marczaka z Zespotu Biochemii Ros$linnych Metabolitow
Wtérnych ICHB PAN, dla czasteczek 1 oraz 3 potwierdzitam tworzenie si¢ kwadrupleksu w obecnosci
kationéw amonowych. Wraz ze wzrostem st¢zenia RNA narastata intensywno$¢ piku kwadrupleksu.
Dla ~ 5 pM roztworu G-C*GGCGG-C obserwowatam tylko $ladowy pik od formy czteroniciowej
(rys. 143 A), natomiast w widmie masowym wykonanym dla ~70 uM probki RNA (1) widoczny byt
wyrazny pik odpowiadajacy tej formie, ktora zwiazala trzy jony NH;" (rys. 143 B). We wszystkich
widmach MS masy czasteczkowe RNA zostaly wyliczone wedtug wzoru: m/z = [Mgna + N X 17 - Z]/z
(n - liczba NH,", z - tadunek).

Monoizotopowe masy czasteczkowe dla poszczegolnych form G-CP'GGCGG-C oraz
G-CM*GGCGG-C wynosza:

G-C®"GGCGG-C G-CM*GGCGG-C
[M] pojedyncza ni¢ 2656.3158 2592.4209
[M] dupleks 5312.6316 5184.418
[M] kwadrupleks 10625.2632 10368.836
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Rys. 143. Widmo masowe czgsteczki G-C®'"GGCGG-C w obecnosci kationéw amonowych; jonizacja poprzez
elektrorozpraszanie: stezenie RNA ~5 uM (A), ~70 uM, (B)

100+

Chociaz widmo masowe uzyskane dla czasteczki 3 (rys. 144) bylo znacznie gorsze niz dla
czasteczki 1, jednak i w tym przypadku udato mi si¢ potwierdzi¢ obecnos¢ piku pochodzacego od
kwadrupleksu, ktory zwiazat pie¢ Kationow NH,". Mniej jednoznaczne wyniki uzyskane dla
czasteczki 3 moga wynika¢ na przyktad z faktu, ze czasteczka ta moze trudniej tworzy¢ kwadrupleks
w obecnos$ci jonéw amonowych oraz metanolu.

Ze wzgledu na stosunkowo skomplikowana synteze czasteczki G-CM*GGCGG-C, do
eksperymentdow metoda elektrorozpraszania moglam przeznaczy¢ mniejszg ilos¢ zwigzku, niz
w przypadku czasteczki zawierajacej modyfikacje 'G. Poniewaz dla zarejestrowania widma
pokazanego na rys. 144 zuzytam bezpowrotnie caty material przeznaczony na ten cel, eksperymentu
nie powtarzatam. Zalezalo mi przede wszystkim na potwierdzeniu tworzenia si¢ kwadrupleksu takze

przez ta czasteczke 1 ten cel udato mi si¢ zrealizowac.
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Rys. 144. Widmo masowe czgsteczki G-CY*GGCGG-C [~70 uM] w obecnosci kationéw amonowych; jonizacja
poprzez elektrorozpraszanie

Zespoty pikéw molekularnych pochodzace od formy kwadrupleksu dla czasteczek 1 i 3 zgadzaly si¢

z tymi obliczonymi teoretycznie (rys. 145).
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145. Zespol piku molekularnego wyliczony teoretycznie dla (G-C*'GGCGG-C),+3NH," (A),
(G-CM*GGCGG-C),+5NH," (B)
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111.2.6. Model struktury antyréwnolegtego kwadrupleksu

W oparciu 0 widma NMR, MS oraz na podstawie analizy profilu migracji oktamerow
G-C*GGCGG-C i G-CV*GGCGG-C w zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych
pokazatam, ze dominujaca forma czasteczek 1 i 3 jest struktura kwadrupleksu. W roztworze cztery nici
RNA asocjuja tworzac antyrownolegle, helikalne kwadrupleksy (rys. 146) zbudowane z tetrad
G:(®™G):G:(®*™G) przedzielonych dwiema tetradami G:C:G:C (rys. 129). W tetradach
G:(®™2G):G:(®™°G) obie reszty ™G przyjmuja konformacje syn, a reszty guanozyny wystepuja
w formie anti. Struktury tetrad G:C:G:C utworzonych z dwoch par Watsona-Cricka stabilizowane sg
prawdopodobnie siecig wigzan wodorowych, w ktére zaangazowana jest krawedz Hoogsteena reszt
guanozy oraz grupa aminowa reszt cytydyny.

W oparciu o informacje uzyskane z analizy widm NMR zbudowatam model czasteczki

kwadrupleksu pokazany na rysunku 146.

& :
Rys. 146. Model struktury antyrownolegtego kwadrupleksu otrzymany na podstawie analizy widm NMR. Widok
z boku (po srodku) i wzdtuz osi gtownej (po prawej)

W strukturze tej widoczne sg cztery bruzdy — dwie szerokie i dwie bardzo waskie (rys. 147).

szeroka bruzda

waska bruzda

Rys. 147. Szerokosci bruzd dla G-tetrad w uktadzie syn*antissyneanti.
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Kwadrupleks pokazany na rys. 146 jest nietypowy, poniewaz powstaje w wyniku asocjacji dwoch
wzajemnie komplementarnych dupleksow. Dowiodltam, ze rownowaga miedzy forma dupleksu
a kwadrupleksu zalezy przede wszystkim od takich czynnikéw jak: typ modyfikacji (*™M°G), rodzaj
kationu i jego stezenie, stezenie RNA czy temperatura pomiaru. W przypadku badanych przeze mnie
antyrownolegtych kwadrupleksow zaobserwowatam, ze sg one czule na typ oraz stezenie kationow
jednowarto$ciowych, jednak w zaleznosci od tych czynnikow ich topologia pozostawata niezmieniona.
W niskim stezeniu kationéw sodu oprocz kwadrupleksu powstaje dodatkowo druga nieuporzadkowana

forma. Obecno$¢ kationow potasu promuje z kolei powstawanie struktur wyzszych rzedow.
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111.3. Analiza czgsteczek RNA zawierajgcych oprécz modyfikacji VG i ®'G dodatkowo
reszte inozyny lub grupe fosforanowq na koncu 5'

W dalszym etapie badan zamierzalam sprawdzi¢, jak inne modyfikacje zasad
heterocyklicznych lub reszty cukrowej wptyng na rownowage konformacyjng dupleks - kwadrupleks.
W tym celu otrzymatam rozne czasteczki RNA, z ktérych najwazniejsze to G-CM*GGCIG-C (4),
G-CP'GGCIG-C (5), G-CIGCP'GG-C (6), pG-CM*GGCGG-C (7), pG-C*GGCGG-C (8) oraz
G-C'GGCGG-C (9), ktore oprocz reszt ™G zawieraly dodatkowe modyfikacje takie jak reszta
inozyny (1), grupa fosforanowa na koficu 5' (p) lub reszta LNA-G (*G) zamiast ™G (rys. 149).
Najbardziej interesujgcym zagadnieniem z punktu widzenia badan struktury RNA bylo sprawdzenie,
czy czasteczki te takze beda wykazywaly tendencje do asocjacji prowadzacej do tworzenia
kwadrupleksow. Brak grupy aminowej na atomie wegla C2 w resztach inozyny moze wptywac
Znaczaco na tworzace si¢ struktury. Pomimo, iz inozyna posiada stabszy niz guanozyna potencjal do
tworzenia wigzan wodorowych, to znane sg tetrady utworzone z czterech reszt inozyny (23),

analogiczne do G-tetrad, jednakze wprowadzenie reszty inozyny do G-tetrady zazwyczaj silnie ja

destabilizuje (214).
(0] (o]
a0t o0t
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>
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Rys. 149. Wzory strukturalne modyfikowanych rybonukleozydow: inozyny (A) LNA- guanozyny (B)

Rowniez i tym razem wstepne informacje o strukturze czasteczek 4-9 uzyskatam z widm
dichroizmu kotowego, réznicowych widm UV oraz z analizy krzywych topnienia. W widmach CD
zarejestrowanych dla tych czasteczek, podobnie jak uprzednio dla czasteczek G-CY*GGCGG-C oraz
G-C*GGCGG-C, obserwowane pasma wystepowaly przy dlugosciach fal charakterystycznych dla
dupleksow RNA (rys. 150). Jako wzorzec dupleksu postuzyta mi czgsteczka 0 sekwencji wzajemnie
komplementarnego dupleksu, G-CAGGUG-C (rys. 150 C).
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Rys. 150. Widma dichroizmu kolowego (CD) zarejestrowane dla czgsteczek RNA o sekwencjach podanych
w legendzie [10 mM fosforan sodu, 150 mM NacCl, 0.1 mM EDTA, pH=6.8].
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Dotychczas nie jest znane zadne widmo CD kwadrupleksu RNA o topologii pokazanej na rys. 146 lub
zawierajacego tylko pojedyncza G-tetrade, zatem réwniez dla czasteczek o sekwencjach
G-CMGGCIG-C, G-C*'GGCIG-C, G-CIGC*'GG-C, pG-CM*GGCGG-C, pG-C*GGCGG-C oraz
G-C"GGCGG-C, na podstawie widm CD nie moglam stwierdzi¢, czy pasma obserwowane
przy ~ 210 nm, 240 nm oraz 260 nm pochodza od dupleksu, czy tez od kwadrupleksu z pojedyncza
G-tetrada.

Takze w absorpcyjnych widmach roznicowych nie zaobserwowatam charakterystycznego dla
kwadruplekséw ujemnego pasma przy 295 nm, natomiast zaleznie od badanej sekwencji, zmieniata si¢
intensywno$¢ pasma przy ~ 245 nm. Dla czasteczek zawierajacych reszte¢ inozyny pasmo
przy ~ 245 nm bylo znacznie bardziej intensywne niz dla czasteczek G-C*'GGCGG-C oraz
G-CM*GGCGG-C (rys. 151). Z kolei dla czasteczki obdarzonej dodatkowa grupa fosforanowa (7)

pasmo to bylo mniej intensywne, niz dla czasteczki 3.

1,254 & 125 e 1
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\ ——GC"GGCGGC \ .
| GC"GGCIGC / I\
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Rys. 151. Temperaturowe widma roéznicowe zarejestrowane dla czgsteczek RNA o sekwencjach podanych
w legendzie [10 mM fosforan sodu, 150 mM NacCl, 0.1 mM EDTA, pH=6.8].

Interesujacych wynikow dostarczyta elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach
niedenaturujacych. Na rysunku 152 przedstawitam eksperyment, w ktorym poroéwnalam rdznice
w szybkosci migracji czasteczek G-CP'GGCGG-C (pasma 1-2), G-CM*GGCGG-C (pasma 3-4),
z czasteczkami o sekwencjach G-CM*GGCIG-C (pasma 5-6), G-C*'GGCIG-C (pasma 7-8) oraz
G-CIGCP'GG-C (pasma 9-10), w zaleznosci od stezenia soli. Czasteczka G-CB'GGCIG-C, niezaleznie
od st¢zenia soli, migruje porownywalnie do czasteczek tworzacych kwadrupleks (rys. 152, pasma 1-4).
W warunkach elektroforezy czasteczka zawierajaca modyfikacie MG i | migruje z szybkoscia
odpowiadajgcg formie kwadrupleksu dopiero przy duzym stezeniu kationow sodu (rys. 152, pasmo 6).
Czasteczka o sekwencji G-CIGC®'GG-C (rys. 152, pasma 9, 10) niezaleznie od stezenia soli migruje
szybciej niz czasteczki wzorcowe i w tych warunkach obserwowatam jedynie pasmo odpowiadajace

prawdopodobnie szybkosci migracji dupleksu.
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Rys. 152. Profil migracji w zelu natywnym 15% (277 K) czgsteczek RNA utworzonych z trojuukleotydowych
powtérzern CGG (pasmo 1-2: G-C*GGCGG-C, pasmo 3-4: G-CMGGCGG-C, pasmo 5-6: G-C"*GGCIG-C,
pasmo 7-8: G-C*GGCIG-C, pasmo 9-10: G-CIGC®GG-C; czgsteczki w kieszonkach nieparzystych byly
inkubowane przed nafozeniem na zel w 10 mM buforze fosforanowym, w parzystych dodatkowo z 150 mM NaCl

Jak juz wczesniej wspominatam (str. 99-100), wprowadzenie dodatkowej grupy fosforanowej na
koncu 5' wptywa na szybsza migracje takiej czasteczki, co zaobserwowatam podczas eksperymentow,
w ktorych stosowatam znakowanie radioizotopem *?P. Dla otrzymanych na drodze syntezy chemicznej
czasteczek posiadajacych na koncu 5' grupe fosforanowa powtdrzytam rozdziaty elektroforetyczne
w warunkach natywnych. Jak wida¢ na rys. 153 prazki odpowiadajace czasteczkom
pG-CM*GGCGG-C oraz pG-C*"GGCGG-C, migruja szybciej niz te, ktore posiadajag wolng grupe -OH,

co jest zwigzane raczej z obecnoscig dodatkowego tadunku niz odmienng strukturg.

i

P

1 2 1 3 4
Rys. 153. Profil migracji w zelu natywnym 15% (277 K) czgsteczek RNA (pasmo 1: G-C®'GGCGG-C,
2: pG-C*GGCGG-C, 3: G-C"*GGCGG-C, 4: pG-CM*GGCGG-C)

Czasteczka o sekwencji G-C"GGCGG-C zawierajaca reszte cukrowa typu LNA (“G) migrowala
w zelu w warunkach natywnych, z taka sama szybkoscia jak czasteczka G-CM*GGCGG-C (rys. 154).
Widma CD tych czasteczek byly takze podobne (rys. 150). Niestety, widma NMR wykazaly
wspolistnienie w roztworze wielu form, wigc czasteczki tej nie analizowatam dalej metodami

spektroskopii NMR.

Rys. 154. Profil migracji w zelu natywnym 15% (277 K) czgsteczek RNA (pasmo 1: G-CM*GGCGG-C,
2: G-C®'GGCGG-C, 3: G-C'GGCGG-C)
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Informacji o strukturze czgsteczek 4-9, uzyskanych z analizy profilu migracji w zelu, nie mozna
byto bezposrednio przelozy¢ na ogolng preferencje tych czasteczek do tworzenia analogicznych
struktur w innych warunkach pomiaru. Inne czynniki, ktére moga wptywac na szybko$¢ migracji, jak
na przyklad obecno$¢ dodatkowej grupy fosforanowej, znacznie utrudnialy wyciagniecie
jednoznacznych wnioskow o typie powstajacych struktur. Stezenia RNA stosowane w rozdziatach
elektroforetycznych sg duzo nizsze niz st¢zenia stosowane w spektroskopii NMR. Jesli czasteczki 4-9
tworzytyby kwadrupleks w wyniku wzajemnej asocjacji dwoch dupleksow, to szybkos¢ takiej asocjacji
silnie zalezataby od stezenia RNA.

Od samego poczatku, gdy analizowatam czasteczki zawierajace podwdjne modyfikacje VG i I,
G i I oraz | i G® lub dodatkowa grupe fosforanowa na koncu 5' zadawatam sobie pytanie, czy ich
obecno$¢ wplywa na zmiane konformacji w stosunku do czasteczek G-CM*GGCGG-C,
G-CP'GGCGG-C oraz G-CGGC®GG-C? Poszukujac odpowiedzi na to pytanie wykorzystalam
spektroskopi¢ NMR.

Na rysunku 155 zestawione sa kolejno widma NMR czasteczek G-CM*GGCGG-C
i G-CY*GGCIG-C, G-CGGC®'GG-C i G-CIGC*'GG-C oraz G-C*GGCGG-C i G-C*GGCIG-C.
Jak widaé, potozenia sygnatéw w widmach czasteczek zawierajacych jedna modyfikacije, ®'G lub MG,
oraz czasteczek posiadajacych w swojej sekwencji dodatkowo reszte inozyny s3 bardzo podobne.
We wszystkich trzech przypadkach mozna byto zaobserwowa¢ zanik jednego z sygnatéw (13-NH1 lub
16-NH1). Poréwnanie widm wskazywalo, ze sygnal widoczny przy ~10.6 ppm pochodzit
najprawdopodobniej od reszty G3 w przypadku czasteczek G-C®*'GGCIG-C i G-CM*GGCIG-C, oraz
od reszty G6 czasteczki G-CIGC®* GG-C (rys. 155).

G6G3 G6 G3 G3 G6

N DV U .
M . J‘ﬁk. Al M A

T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T
A 13.0 125 120 115 110 105 100 13.0 125 120 115 110 105 10.0 C 13.0 125 12.0 115 11.0 105 10.0

Rys. 155. Poréwnanie przesunie¢ chemicznych w zakresie wystegpowania protonow iminowych dla sekwencji:
G-CM*GGCGG-C oraz G-C"*GGCIG-C (A), G-CGGCP'GG-C oraz G-CIGC*GG-C (B), G-C**GGCGG-C oraz
G-C®'GGCIG-C (C); [H.0] (kolor zielony - czgsteczki 1-3, kolor granatowy - czgsteczki 4-6)

Aby upewni¢ sie, ze jest to na pewno sygnat iminowy reszty M°G3, a nie reszty 16 (rys. 155 A), dla
czasteczki G-CM*GGCIG-C wykonatam widmo 2D NOESY. Gdyby sygnat przy ~ 10.6 ppm pochodzit
od reszty inozyny, nalezaloby oczekiwac silnego sygnatu korelacyjnego do protonu H2 tej reszty.
Zamiast tego w widmie widoczna jest korelacja pomigdzy protonem iminowym a aminowym reszty

MeG3 (rys. 156).

136



G- Gy G; C,Cs C

@ = |

16: H2-G3:CH3

13 12 11 10 9 8 7 6 ppm
Rys. 156. Fragment widma 2D-NOESY dla G-CMGGCIG-C, [H.,O, 15°C]; zaznaczone sq sygnaly, ktore
postuzyly do przypisania sygnatéow protonéw wymienialnych (kolor czerwony: 1- G7:NH1-C,:H4,,
2- C,:H4,-Cy:H4,, 3- C,:H44-C,:H5; kolor zielony: 4- G4:NH1-Cs:H4,, 5- Cs:H4,-Cs:H4,, 6- Cs:H4,-Cs:H5);
czerwonym prostokqtem zaznaczono sygnal korelacyjny pochodzgcy od protonu iminowego reszty G3

W parach zasad ®'G3:16, MeG3:16 oraz 13:®"G6, przedstawionych na rys. 157, iminowy atom wodoru
reszt 16 lub 13 jest zaangazowany w wigzanie wodorowe, a jego sygnal powinien by¢ widoczny
w widmach NMR przy ok. 13.5 ppm (141). Nalezatlo wigc wyjasni¢, czy w przypadku czasteczek 4-6
rzeczywiscie zawiazuja sie pary zasad °'G3:16, M°G3:16 oraz 13:°'G6, analogiczne do pary typu
N1-karbonylo, N7-amino. Z drugiej strony, nie byto zrozumiale, ze jesli inozyna uczestniczylaby
w zawigzywaniu par zasad (rys. 157), to dlaczego w widmach nie obserwowatam sygnatow od

iminowych atoméw wodoru 16-NH1 lub 13-NHL1.
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Rys. 157. Pary zasad: ®'G3:16 (A), "*G3:16 (B) oraz 13:*G6 (C); w kétku zaznaczytam atom iminowy reszty 16
lub 13, ktérego sygnatu nie obserwowalam w widmach NMR

Fakt, ze sygnaty NH1 reszt inozyny nie byly widoczne w widmach NMR wynika¢ mogt z tatwiejszej
dostepnos$ci czasteczek wody do wnetrza ich struktury, prowadzac do szybkiej wymiany protonow
iminowych z woda. Dla pordwnania, W tetradzie ®"™¢G:G:®"™G:G obecnos¢ grupy aminowej,
zaangazowane] w tworzenie wigzania wodorowego z atomem azotu N7 reszty BIMeG, skutecznie

chroni atom wodoru NH1 reszt guanozyny przed wymiang z woda.
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Widmo 'H NMR zarejestrowane dla czasteczki G-CM*GG-CIG-C wraz z przypisaniami
najwazniejszych sygnalow przedstawitam na rysunku 158. W widmie pojawia si¢ dodatkowo singlet
pochodzacy od protonu 16-H2.

|5Gl |6'H2 G7 G4
CZ CB!S

-CH;3

I | I
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 ppm
Rys. 158. Widmo *H NMR czgsteczki G-CY*GGCIG-C [D,0, 25°C]

Atom wodoru H2 reszty 16, w przeciwienstwie do atomoéw wodoru grupy aminOwej reszty guanozyny
G6, nie wymienia si¢ na deuter. Dzigki temu moglam zaobserwowaé dodatkowe kontakty NOE
pochodzace od atomu H2, ktore dostarczyty mi cennych informacji o strukturze niekanonicznej pary
zasad M°G3:16. Na przykiad, w przedstawionym na rysunku 159 widmie 1D NOE zaznaczylam
najwazniejsze sygnaty pochodzace od wzmocnienia NOE, otrzymane w odpowiedzi na naswietlenie
sygnatu grupy metylowej reszty MeG3, Pojawienie si¢ sygnatu NOE pomiedzy protonem H2 reszty 16
a grupa metylowa reszty “°G3 potwierdzalo powstawanie pary zasad “*G:1 (rys. 159), analogicznej do
pary M*G:G typu N1-karbonylo, N7-amino (rys. 122 B), gdyz tylko dla takiej pary zasad, odlegtosé
pomiedzy atomem H2 a atomami wodoru grupy metylowej jest mniejsza niz 5A.
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Rys. 159. Widmo 1D NOE zarejestrowane dla czgsteczki G-C*GGCIG-C. W widmie naswietlano atomy
wodoru grupy metylowej reszty G3. W bliskiej odlegtosci (< 5 A) od grupy metylowej znajdujq sie atomy H2
reszty 16, H8 reszty G4 oraz H1' reszty G3.

Analiza widm dwuwymiarowych wskazywata na podobienstwo struktur tworzonych przez czasteczki
G-CM*GGCGG-C oraz G-CM*GGCIG-C. We fragmencie widma 2D NOESY pokazanym na rysunku
160 zaznaczylam przypisania najwazniejszych sygnaléw w regionie aromatyczno-anomerycznym.
Obecnos¢ intensywnego sygnatu korelacyjnego G3:CH3-G3:H1' oraz brak oddziatywania pomiedzy
atomem wodoru C2-H1' a grupa metylowa reszty M*G3 wskazywato na konformacje syn reszty MG3.
Dla obu czasteczek, G-C*GGCIG-C oraz G-CGGCGG-C, $ciezki NOE sa analogiczne
(odpowiednio rys. 160, 112 B). W widmie tym obserwowalam takze sygnat korelacyjny 16:H2-

G3:H1', ktoérego obecnos¢ dodatkowo potwierdzata powstawanie pary zasad pokazanej na rys. 159 B.
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Rys. 160. Fragment widma 2D NOESY z zaznaczong Sciezke NOE dla G-CM*GGCIG-C [ D,0, 25°C]. Pomiedzy
resztq C2 a G3 sciezka ta jest przerwana. Czarnym prostokgtem zaznaczono sygnaty korelacyjne H6-H5 reszt
cytydyny, czerwonym sygnaly pochodzgce od oddziatywan z atomem wodoru 16-H2.

Na rys. 161 poréwnatam przekroje otrzymane z widm 2D NOESY dla czasteczek G-CM*GGCGG-C
oraz G-CM*GGCIG-C odpowiadajace przesunigciu grup metylowych. Otrzymane w ten sposob
pseudo-widma 1D NOESY odzwierciedlaja wzgledne odlegtosci pomigdzy grupa metylows
I zaznaczonymi atomami wodoru. Poniewaz intensywnosci wszystkich sygnalow sg porownywalne,
a co za tym idzie rowniez ich odleglosci do grupy metylowej sa zblizone, t0 czasteczki te powinny

przyjmowac podobne struktury.

H1":G3
H1:G3
H2:16
H8:G4
H1:G7 H8:G4
H1:G7 H1:G6
A A
T T T T I T I T |
13 12 11 10 9 8 7 6 ppm

Rys. 161. Nafozone przekroje widma 2D NOESY otrzymane dla grupy metylowej dla czgsteczek
G-CM*GGCGG-C (kolor niebieski) oraz G-CY*GGCIG-C (kolor zielony), [H,O, 10°C]; zaznaczono przekroje
przez sygnaly korelacyjne G3:CH3-X (X - opisane na widmie dla kazdego sygnatu)

Na podstawie informacji uzyskanych z widm NMR uwazam, iz czasteczka G-CM*GGCIG-C
zawierajagca dwie modyfikowane reszty (MeG, ), podobnie jak czgsteczka wzorcowa
G-CM*GGCGG-C, tworzy strukture kwadrupleksu powstajacego w wyniku asocjacji dupleksow
zawierajacych pary typu “V°G:l. W efekcie zamiast tetrady typu M°G:G:*G:G powstaje mieszana

tetrada M°G:1:M*G:1 (rys. 162). Nalezy podkresli¢, ze obserwowanie sygnatu protonu iminowego reszty
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MeG3 w widmach zarejestrowanych w H,0, w temperaturze 15°C, mozliwe jest tylko w nastepstwie
asocjacji dwoch dupleksow, prowadzacej do powstania dwoch tetrad typu M°G:1:M*G:1, przedzielonych
G:C:G:C tetradami. W powstajacych tetradach proton iminowy reszty M*G3 jest zaangazowany
w wigzanie wodorowe i dzieki temu jest chroniony przed szybka wymiang z H,O. Wolna wymiana
atomu wodoru M*G3-NH1 wskazuje rowniez na zawigzywanie si¢ wigzania wodorowego pomig¢dzy
grupa aminowa reszty “°G3 i atomem azotu N7 reszty inozyny. W przeciwnym przypadku, podobnie
jak atom wodoru 16-NH1, réwniez atom wodoru “M°G3-NH1 ulegatby szybkiej wymianie z woda.
Na rys. 162 strzatkami zaznaczylam te kontakty NOE, ktérych obecno$¢ pozwolita mi na
zaproponowanie modeli tetrad M¢G3:16:M°G3:16 oraz 16:M°G3:16:™*G3. Tetrady te roéznig sie

kierunkowos$cig wigzan wodorowych.
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Rys. 162. Tetrada “G3(syn):I16(anti):"*G3(syn):16(anti) (A), I6(anti):"*G3(syn):16(anti):"*G3(syn) (B).
Czerwonym kotkiem zaznaczone sq iminowe atomy wodoru zaangazowane w wigzania wodorowe, strzatki
pokazujg atomy wodoru pomiedzy ktorymi obserwowane sq sygnaty korelacyjne w widmie 2D NOESY; szarym
kotkiem zaznaczone sq iminowe atomy wodoru reszty 16, ktorych sygnat nie jest widoczny w widmach NMR

Réwniez w przypadku czasteczek G-C*'GGCIG-C i G-CIGCP'GG-C obecnoéé sygnatu od iminowych
atomow wodoru ®'G3-NH1 oraz ®'G6-NH1 $wiadczy o utworzeniu formy czteroniciowej (rys. 163 A,
B). W mieszanych tetradach (rys. 163 C, D) wigzanie wodorowe pomig¢dzy grupa aminowg reszty G3

i atomem azotu N7 reszty inozyny, podobnie jak dla czasteczki G-CM*GGCIG-C, zapobiega szybkiej
wymianie iminowego atomu wodoru reszty ®'G3 z woda.
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Rys. 163. Modele struktur kwadruplekséw dla czgsteczek o sekwencjach G-CP'GGCIG-C (A),
G-CIGC®GG-C (B); G-tetrady o kierunkowosci wigzar wodorowych: zgodnej z ruchem wskazéwek zegara (C),
przeciwnej z ruchem wskazowek zegara (D).
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Struktury pokazane na rys. 163 A i B réznig si¢, gdyz kierunkowos$¢ wigzan w obrebie mieszanych
G-tetrad dla tych czasteczek jest przeciwna. Wolniejsza migracja czasteczki G-CIGC®*'GG-C niz
G-CP'"GGCIG-C, w zelu natywnym moze byé spowodowana réznica w budowie tych kwadrupleksow.
Jednak nie mozna wykluczy¢, iz dla niskiego st¢zenia RNA oraz warunkéw stosowanych w tej
metodzie, czasteczka G-CIGC®'GG-C tworzy dupleks.

W kwadrupleksach obecno$¢ reszt guanozyny na koncach 5' lub 3' czesto prowadzi do
powstania ztozonych struktur w wyniku oddzialywania warstwowego pomiedzy terminalnymi
G-tetradami (31). Drugi mechanizm prowadzgcy do powstawania agregatow zaktada tworzenie si¢
dodatkowych wigzan wodorowych pomiedzy niesparowanymi koncami w  asocjujacych
podjednostkach kwadrupleksow (139). Charakterystyczne dla widm ‘H NMR agregatow sa bardzo
szerokie linie rezonansowe, ktorych obecno$¢ sprawia wrazenie, ze sygnaly nie schodzg do linii
bazowej. Badane przeze mnie czasteczki o sekwencjach rozpoczynajacych si¢ od guanozyny,
niezaleznie od typu i miejsca wprowadzone] modyfikacji wykazywaly tendencje do tworzenia
agregatow. Okazalo si¢, ze wprowadzenie grupy fosforanowej na koncu 5' do oligomerow
pG-CM*GGCGG-C (7) oraz pG-C®'GGCGG-C (8) zapobiega agregacii czasteczek. Linie rezonansowe
w widmach NMR zarejestrowanych w D,O staly si¢ wezsze, a poszczegdlne sygnaly lepiej
rozdzielone, co jest widoczne na rys. 164, 165. Dla uwidocznienia zmian w obu widmach zaznaczytam

dodatkowo linie bazowe.

G G CgsGeGr G,

G, (.:2 08159(?67 Gy
B A l I ;H h
I s S LA HE T

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm
Rys. 164. Poréwnanie widm *H NMR czgsteczek G-CY*GGCGG-C (A) oraz pG-CMGGCGG-C (B).
Widma wykonano w D,O w temperaturze 25°C, przerywanymi liniami zaznaczono linie bazowg
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Rys. 165. Poréwnanie widm 'H NMR czgsteczek G-C*GGCGG-C (A) oraz pG-C*GGCGG-C (B).
Widma wykonano w D,O w temperaturze 25°C, przerywanymi liniami zaznaczono linie bazowg

Przypisania chemiczne sygnatow ‘H dla pG-CY*GGCGG-C zostaly zebrane w tabeli 22.
Obecnos¢ dodatkowej grupy fosforanowej na koncu 5' nie wplywa znaczaco na przesunigcia

chemiczne protonow, 0procz reszty G1.

Tabela 22. Wartosci przesunie¢ chemicznych 5*H (ppm) dla pG-C*GGCGG-C

reszta H8/H6 HS H1' H2' H3' H4' HS5' H5" Me
Gl 8.12 - 571 4.68 4.5 4.45 431 4.10
Cc2 7.8 5.38 5.69 4.94 4.58 4.38 4.54 4.14
G3 - - 6.00 4.60 4.33 4.60 5.28 4.08 2.28
G4 6.89 - 5.76 4.60 4.44 4.44 4.40 4.06
C5 7.54 5.04 5.44 4.67 4.49 4.42 4.42 4.06
G6 7.44 - 5.66 4.39 4.54 4.41 4.50 4.06
G7 7.38 - 5.77 4.39 4.75 4.43 451 4.03
C8 7.56 5.20 5.74 3.95 4.13 414 4.48 3.98

Na rys. 166 przedstawitam $ciezki NOE dla czasteczek pG-CP'"GGCGG-C oraz pG-CM*GGCGG-C.
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Rys. 166. Rejon H8/H6-H1/H5 widma 2D NOESY dla czgsteczek: pG-C*GGCGG-C (A) oraz
pG-CM*GGCGG-C (B). Na widmach zaznaczono $ciezke NOE; pomiedzy resztq C2 a G3 $ciezka NOE jest
przerwana. W prostokqcie zaznaczono sygnaly korelacyjne H6-H5 reszt cytydyn. [D,0, 25°CJ

142



Wszystkie charakterystyczne dla czgsteczek G-CP'GGCGG-C i G-CM*GGCGG-C sygnaly korelacyjne
w takich widmach jak 2D NOESY (D,0, H,0), 2D COSY oraz *H-*'P HSQC obserwowatam takze
w widmach czgsteczek 7 1 8.

Fragmenty widm czgsteczek 7-8, ukazujace sygnaty iminowe, przedstawitam na rysunku 167.

T T T T T 1

A 13 12 11 ppm B 130 125 120 115 10 105 pom
Rys. 167. Rejon iminowy widm *H NMR dla sekwencji zawierajgcych podwéjng modyfikacje:
pG-C*GGCGG-C (A), pG-CY*GGCGG-C (B); [10°C, H,0]

W widmach tych, podobnie jak dla zwiazkow 1 i 3 obserwowatam trzy sygnaty pochodzace od par
zasad G:C oraz dwa sygnaly od niekanonicznych par zasad M°G:G oraz ®'G:G, co potwierdzitam za
pomoca widm Kkorelacyjnych *H-">N HSQC. Podobnie jak w calej grupie czasteczek zawierajacych
modyfikacje wymuszajaca konformacje Syn reszty guanozyny, sygnal protonu NH1 reszty M*G3
zanikal szybciej wraz ze wzrostem temperatury.

Czasteczki 7 1 8 tworzg struktury czteroniciowe. Oznacza to, ze dotaczenie grupy fosforanowej nie

wplywa na zmiang struktury tych czasteczek, natomiast zapobiega tworzeniu si¢ agregatow.

I1l. 4. Analiza czgsteczki RNA zbudowanej 7 powtorzen CGG, zawierajgcej
modyfikacje ®' G oraz petle.

Planowatam rowniez sprawdzi¢, czy czasteczki o sekwencjach zawierajacych dluzsze ciagi
powtorzen G-C*GGCGG-C, przedzielone lacznikami (X - dowolna modyfikacja wymuszajaca
konformacje syn dla tej reszty), beda zdolne do tworzenia antyrownolegtych kwadrupleksow. Miatam
nadziejg, ze poprzez asocjacj¢ dwoch spinek powstang trwalsze termodynamicznie, a tym samym
tatwiejsze do badania metodami NMR, kwadrupleksy dwuniciowe oraz jednoniciowe. Poniewaz,
z dotychczas omowionych sekwencji, czasteczka G-C®'GGCGG-C wykazywata najwicksza tendencje

do asocjacji, zaprojektowatam pokazane na rysunku 168 czasteczki 20-meru oraz 44-meru.

GCGGCGGLY
U
CCOBCGEEA , U CBGCGGCaU
A Y uesceaeaeeu
GCGGCGGC A U
A CGGCGGCG | B.CGGCGGCG A c cocceeccuY

Rys. 168. Schematyczne przedstawienie struktur drugorzedowych dla: 8-meru (A), 20-meru (B), 44-meru (C);
reszta guanozyny oznaczona kolorem czerwonym oznacza modyfikacje *'G

Obecnos¢ reszty B'G utrudnia powstawanie réwnolegtych form kwadrupleksow, gdyz reszta ta
preferuje konformacje syn. Powinno to ogranicza¢ mozliwo$¢ wystgpowania rownowag
konformacyjnych wytacznie do form antyréwnolegtych z petlami bocznymi lub przekatnymi, badz

form nieuporzadkowanych.
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Zakres sygnaléw iminowych widma ‘H NMR czasteczki G-C*GGCGG-C-AAAA-G-CP'GG-
CGG-C przedstawitam na rys. 169 A. Pojawiajace si¢ w widmie sygnaly protonéow iminowych sa

analogiczne do sygnalow obserwowanych dla sekwencji G-C*'GGCGG-C (rys. 126 D).
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Rys. 169. Widma czgsteczki G-C*'GGCGG-C-AAAA-G-CB'"GGCGG-C: *H NMR: zalezno$é od temperatury (4),
2D NOESY wykonane w temperaturze 7°C, zaznaczone sq nakladajgce si¢ sygnaly korelacyjne
G3:NH1- G3:H2,,, oraz G15:NH1- G15H2,,, (B); [H.0O]

Na podstawie widm wykonanych w H,O mogltam wnioskowaé, ze w 20-merze zawigzuje si¢
prawdopodobnie 8 par zasad, w tym sze$¢ kanonicznych par G:C oraz dwie nickanoniczne pary zasad,
najprawdopodobniej ®'G3:G18 i G6:°'G15, co wskazywalo na tworzenie si¢ struktury spinki
(rys. 170).

G; C; G3 G4 C5 G G7 C5A

A
C20619G18C17G16615C14613 A
Rys. 170. Hipotetyczna struktura spinki (20-mer), kolorem czerwonym oznaczone sq reszty 'G

Wraz ze wzrostem temperatury obserwowatam spadek intensywnosci sygnatéw iminowych reszt G3
i G15 oraz ich przesuniecie w kierunku mniejszych wartosci ppm, czyli efekt analogiczny do tego
obserwowanego dla czasteczki G-C*GGCGG-C. W widmie 2D NOESY zarejestrowanym w H,0
rowniez obserwowatam charakterystyczny kontakt NOE pomig¢dzy protonem iminowym reszt G3 oraz
G15 a wiasng grupg aminowg (rys. 169 B). Niestety, jak si¢ okazalo, czasteczka ta nie tworzy jednej,
dominujacej konformacji i w widmie zarejestrowanym w D,O widoczne sg liczne dodatkowe sygnatly
o mniejszej intensywnosci, pochodzace od co najmniej dwoch innych form (rys. 171).

Temperatura topnienia oligomeru G-C®'GGCGG-C-AAAA-G-C®*'GGCGG-C byta duzo wyzsza niz
czasteczki G-C®*GGCGG-C. Dla oktameru temperatura topnienia wynosi ~ 48.5°C, z kolei dla
20-meru nawet w temperaturze 80°C nie obserwowatam jeszcze sygnatow pochodzacych od formy
jednoniciowej. Obecnos¢ licznych sygnatow od dodatkowych form uniemozliwiata analize 20-meru
metodami NMR.
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Rys. 171. Widmo *H NMR dla G-C*GGCGG-C-AAAA-G-CP'GGCGG-C [1.3 mM RNA, D,0, 25°C]

Poszukujagc warunkow, w ktorych powstataby stabilna, pojedyncza forma zauwazylam, ze
w zaleznosci od stezenia RNA oraz stezenia uzytej soli widmo 20-meru ulegalo znacznym zmianom.
Po dwukrotnym rozcienczeniu probki (~ 0.65 mM RNA, 75 mM NaCl), dla ktérej widmo pokazano na
rys. 171, sygnaly pochodzace od atoméw wodoru ulegly poszerzeniu oraz pojawily si¢ nowe,
swiadczace 0 powstawaniu jeszcze innej formy. Na podstawie otrzymanych przeze mnie danych
eksperymentalnych nie mogtam jednoznacznie potwierdzi¢ tworzenia si¢ struktury spinki, ani tym
bardziej ustali¢, czy istnieje mozliwo$¢ asocjacji dwoch spinek 1 utworzenia si¢ struktury
kwadrupleksu.

Niestety synteza oligomeru zbudowanego z 44 reszt nukleotydowych nie powiodta si¢. W przysztosci

planuje powtorzy¢ ta synteze¢ stosujac inne grupy ochronne.

145



I1l. 5. Analiza czgsteczek zbudowanych 7 dwoch powtorzen CGG, zawierajgcych rozne
sekwencje flankujgce

Czasteczki o sekwencjach:
CGGCGG-C (10)

CGGCGG-CG  (11)
G-CGGCGG-C  (12)

posiadaja trzon ztozony z dwoch powtorzen CGG i rozne reszty na koncach 3' 1 5'. Istniejg doniesienia
(rozdziat 11.5.), ze czasteczki zawierajace trojnukleotydowe powtdrzenia r(CGG) moga przyjmowac
strukture spinki, dupleksu lub kwadrupleksu. W strukturach spinki oraz dupleksu reszty guanozyn
w niekanonicznych parach zasad G:G mogg wystepowaé w konformacji syn lub anti. Natomiast
w strukturach kwadrupleksow istnieje zalezno$¢ pomigdzy kierunkowos$cia nici a konformacja
G(syn)/G(anti) (rozdziat 11.2.1.).

Wyniki badan uzyskane metodami spektroskopii UV, takie jak profile topnienia przy 295 nm
(rys. 172) oraz widma réznicowe TDS (rys. 173) wskazywaly, iz wszystkie trzy czasteczki (10, 11, 12)
w $Srodowisku zawierajacym kationy potasu maja tendencj¢ do tworzenia kwadrupleksow. Krzywe
topnienia zarejestrowane przy dlugosci fali 295 nm, w obecnos$ci kationdow potasu, wykazuja typowy

dla kwadrupleksow, zwigzany z zanikiem G-tetrad, spadek absorbacji wraz ze wzrostem temperatury.
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Rys. 172. Krzywe topnienia dla czgsteczek 10, 111 12 w obecnosci 150 mM NaCl i 10 mM fosforanu sodu (A, C i E).
Kolorem zielonym oznaczone sq pomiary przy 260 nm, niebieskim - 295 nm. B, D i F - krzywe topnienia w obecnosci
150 mM KClI i 10 mM fosforanu potasu przy diugosci fali 295 nm.
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W widmach roznicowych takze obserwowatam charakterystyczne dla kwadruplekséw ujemne pasmo
przy ok. 295 nm (rys. 173 B, D, F). Natomiast, w obecnos$ci kationéw sodu, dla niskich stgzen RNA
stosowanych przy pomiarach UV (rzegdu 10* - 10° mM) nie obserwowatam zadnych dowodow
wskazujacych na tworzenie si¢ kwadrupleksow (rys. 173 A, C, E). Przedstawione na
rys. 172- 73 A, C, E krzywe sa typowe dla struktur dupleksow lub spinek.
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Rys. 173. Réznicowe widma absorpcyjne (TDS) dla czgsteczek 10, 11 i 12 w obecnosci 150 mM NaCl
i 10 mM fosforanu sodu - 4, C i E oraz w obecnosci 150 mM KCl i 10 mM fosforanu potasu - B, D i F

Na rysunku 174 pokazane sa rdznice szybkosci migracji czasteczek 10, 11 i 12 w zelu natywnym. Jak
wida¢ czasteczki CGGCGG-C oraz CGGCGG-CG migrujg szybceiej niz G-CGGCGG-C.

Rys. 174. Profil migracji w Zelu natywym 1% (277 K) czgsteczek RNA utworzonych z trojnukleotydowych
powtorzen CGG: pasmo 1-2: CGGCGG-C, 3-4: CGGCGG-CG, 5-6: G-CGGCGG-C (pasma nieparzyste:
10 mM Na®, pasma parzyste: 160 mM Na*)

Omoéwiona juz wczesniej analiza profilu migracji czasteczki G-CGGCGG-C w  zelu

poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych, wzgledem innych czasteczek sugerowata, iz
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migruje ona jak dupleks. Jednak w zelu, w warunkach natywnych dla czasteczki G-CGGCGG-C
obserwowalam najczeSciej dwa prazki o podobnej szybkosci migracji (rys. 103, 104). Byto to bardzo
interesujace, szczegdlnie gdy okazato sig, ze intensywno$¢ tych prazkow ulegata zmianie w zaleznosci
od typu i stezenia soli (rys. 175). Czasteczka ta migrowala jako dwa oddzielne prazki
o poréwnywalnej intensywnosci, jedynie w obecnoséci 50 mM kationow K*. W pozostatych warunkach
wolniej migrujace pasma byly intensywniejsze. Zwigkszenie st¢zenia soli do 300 mM zmienito
rownowage pomiedzy tymi formami w dwoch przypadkach. Dla duzego st¢zenia NaCl intensywno$é
prazkow pochodzacych od dwoch form byta zblizona, podobnie jak uprzednio w 50 mM KCI.
Natomiast, zwigkszenie st¢zenia chlorku potasu do 300 mM silnie przesuwato rownowage w kierunku

formy szybciej migrujacej (rys. 175, pasmo 8).

Li Na K" NH,” Mg~| Li Na K" NH; Mg™ Na  Na

Rys. 175. Profil migracji w Zelu natywnym 15% (277 K) czasteczek: G-CGGCGG-C (pasma  1-10),
G-CCGCCG-C (pasmo 11) oraz G-C*GGCGG-C (pasmo 12) w zaleznosci od stezenia i rodzaju soli; stezenie
soli: pasma 1-5 - 50 mM , pasma 5-10 -300 mM, pasma 11-12 - 150 mM (bufor Tris-HCI)

Whyniki uzyskane z widma TDS (rys. 173 F) oraz przebiegu krzywej topnienia przy 295 nm
(rys. 172 F) wskazywaty, ze w obecnosci kationow K* czasteczka 12 tworzy kwadrupleks. Dlatego tez
wydaje si¢ by¢ prawdopodobne, iz z dwoch podobnie migrujacych pasm, pasmo migrujace szybciej
odpowiada wtasnie formie kwadrupleksu. Czasteczka G-CCGCCG-C tworzaca spinke (pasmo 11)
migruje znacznie szybciej od czasteczki 12, wigc obecnos¢ dwoch prazkéw w zelu natywnym
najprawdopodobniej odzwierciedla rownowage pomigdzy forma dupleksu a kwadrupleksu.

Wigcej informacji o strukturze badanych czasteczek uzyskatam z analizy widm *H NMR. Na
rysunkach 176-177 pokazane sa roznice obserwowane w widmach NMR w zaleznosci od typu kationu,
Na* lub K", dla czasteczek 10 oraz 11. Wszystkie sygnaty w widmach sg silnie poszerzone, zaréwno
w obecnosci kationow sodu jak i potasu. Poszerzenie sygnatéw rezonansowych moze by¢ zwigzane
z usrednieniem konformacji Gsyny/Gantiy, Wystgpowaniem mieszaniny konformeréw lub powstawaniem

struktur z lepkimi koncami.
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Rys. 176. Poréwnanie fragmentéw widm *H NMR dla CGGCGG-C w 150 mM NaCl , 10 mM fosforanie sodu (A),
150 mM KCI, 10 mM fosforanie potasu (B). Po lewej stronie widma wykonane w D,0, po prawej w H,0.
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Rys. 177. Poréwnanie fragmentéw widm *H NMR dla CGGCGG-CG w 150 mM NaCl , 10 mM fosforanie sodu (A),
150 mM KCI, 10 mM fosforanie potasu (B). Po lewej stronie widma wykonane w D,0, po prawej w H,0.

H,0, 10°C

W widmach czasteczki CGGCGG-C zarejestrowanych w H,O, w obecnosci kationdw sodu, widoczne
sg dwa sygnaty przy ~13 ppm (rys. 176), charakterystyczne dla kanonicznych par zasad G:C oraz dwa
w rejonie 11.0-10.5 ppm wskazujace na zawigzywanie si¢ par zasad typu G:G. Obecnos¢ tych
sygnatow sugerowata, ze w roztworze zawierajacym 150 mM NaCl glowna forma, jaka przyjmuje
czasteczka 10 jest dupleks z lepkimi koncami pokazany na rys. 178 A.

5'CGGCGGC 5'CGGCGGCG
A CGGCGGCY B GCGGCGGCY

Rys. 178. Prawdopodobna struktura dupleksu: 10 (A) i 11 (B)
W tych warunkach dla czasteczki 11, w widmie *H NMR (rys. 177) wystepuja trzy sygnaly od
iminowych atomoéw wodoru par zasad G:C oraz dwa od pary G:G, co jest zgodne z przedstawionym na
rys. 178 B modelem dupleksu. Dla obu czasteczek, 10 i 11, sygnaly pochodzace od protonow
iminowych par G:G sa nietrwate i zanikaja w temperaturze pokojowej. Sygnaty od iminowych atoméw
wodoru w zakresie 11.5-10.0 ppm sa analogiczne do tych obserwowanych dla czgsteczek np.
G-C*GGCGG-C (X = Me, Br), jednak zdecydowanie mniej trwate. Nie ma wicc przestanek, ktore
wskazywalyby na powstawanie kwadrupleksow. Wszystkie dane pokazuja, ze w obecnosci kationéw
Na’ obydwie czasteczki sg stosunkowo nietrwale i labilne konformacyjnie.

Natomiast profile topnienia przy 295 nm oraz widma TDS pokazaly, ze

W obecnosci kationdow K czasteczki 10 i 11 zawiazuja struktury kwadrupleksow (rys. 172, 173).
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Z kolei wykonane w tych warunkach widma *H NMR ujawnily, ze w roztworze wspélistnieje wiecej
form. Z poréwnania widm pokazanych na rys. 176 B i 177 B (zarejestrowanych w H,0) wynikato, ze
czasteczki 10 1 11 wystepuja najprawdopodobniej w réwnowadze pomiedzy dupleksem
i kwadrupleksem. Sygnaly od dodatkowej formy, pojawiajace si¢ w widmach wykonanych w D,0O
w obecnosci jonow K*, sa szczegdlnie widoczne w rejonie anomerycznym (rys. 176 B, 177 B).
W érodowisku kationow Na* sygnaly od protondéw iminowych par zasad G:C oraz G:G zanikaty
prawie catkowicie juz w temperaturze pokojowej. Natomiast, w obecnosci kationéw K™ sygnaty od
protonéw iminowych (w zakresie ~ 12 - 10.5 ppm), widoczne byly nawet w temperaturze 40°C, co
potwierdzato tworzenie si¢ struktury kwadrupleksu stabilizowanego kationami potasu. Niestety, silne
poszerzenie linii rezonansowych widoczne w przedstawionych widmach *H NMR uniemozliwito mi
przeprowadzenie bardziej szczegotowej analizy czasteczek CGGCGG-C i CGGCGG-CG.

Widmo TDS czasteczki G-CGGCGG-C (12) pokazane na rys. 173 F oraz przebieg krzywej
topnienia przy 295 nm (rys. 172 F) wskazywaly, iz W obecno$ci kationdéw potasu powstaje
kwadrupleks. Na rysunku 179 zestawione sa widma CD wykonane dla tej czasteczki w réznych
warunkach roztworu. Jak wida¢, w zaleznosci od stezenia RNA oraz st¢zenia i typu soli zmieniaty si¢
zar6wno potozenia jak i intensywno$Ci pasm, szczegblnie potozenie maksimum. Sugerowalo to, ze
konformacja tej czasteczki, w zakresie stezen RNA stosowanych w spektroskopii CD, silnie zalezy od

warunkow roztworu (rys. 179).

kolor czarny: 0.10 mM RNA, 60 mM Na+
czerwony: 0.01 mM RNA, 10 mM Na+

zielony: 0.01 mM RNA, 160 mM Na+
niebieski: 0.01 mM RNA, 160 mM K+

T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340

Rys. 179. Porownanie widm CD czgsteczki G-CGGCGG-C, w zaleznosci od stezenia RNA, typu i stezenia soli

Wezesniej pokazatam (roz. 111.2., str. 97), ze preferowang forma czasteczki G-(CCG),-C jest spinka.
Dodatkowo, widmo CD tej czasteczki jest analogiczne z widmami czgsteczek G-(CCG)s-C oraz
G-(CCG)4-C (rys. 210 B), ktore prawdopodobnie takze przyjmuja strukture spinki. Poréwnujgc widmo
CD wykonane dla czasteczki G-(CCG),-C w 150 mM NaCl oraz widmo CD dla G-CGGCGG-C (12)
wykonane dla 0.1 mM stezenia RNA i 50 mM NaCl zauwazylam, ze s3 one bardzo podobne
(rys. 180). Wyniki te sugerowaly, ze w takich warunkach czasteczka 12 przyjmuje prawdopodobnie
forme spinki. Widma 'H NMR czasteczki G-CGGCGG-C w 50 mM NaCl oraz czasteczki
G-CCGCCG-C sg takze bardzo podobne, jednak podobiefstwo widm CD tych czasteczek jest dla
mnie bardziej wiarygodnym argumentem przemawiajacym za powstawaniem struktury spinki w obu
przypadkach.
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——G-CGGCGG-C 50 mM NaCl
10+ —— G-CCGCCG-C 150 mM NaCl

Rys. 180. Porownanie widm CD czgsteczek G-CCGCCG-C (150 mM NaCl) oraz G-CGGCGG-C
(50 mM NacCl), ~ 0.1 mM RNA

W buforze zawierajacym kationy K* zaréwno widma UV jak i profil krzywej topnienia przy
295 nm jednoznacznie wskazywaty na zawigzywanie si¢ struktury kwadrupleksu przez czasteczke
G-CGGCGG-C. Aby potwierdzi¢, czy w tych warunkach powstaje tylko jedna forma kwadrupleksu
oraz aby pozna¢ jego budowe przeanalizowatam seri¢ widm NMR.
W obecnosci kationéw potasu, w widmie *H wykonanym w H,O, w rejonie charakterystycznym dla
G-tetrad obserwowatam pojawienie si¢ czterech ostrych sygnatéw oraz dodatkowo jednego sygnatu

przy 12.6 ppm (rys. 181).

150 mM KCI
1.10 MM RNA

L A
135 130 125 120 115 110 105 10.0 9.5 9.0 ppm

Rys. 181. Rejon iminowy widma ‘H NMR dla G-CGGCGG-C, [H,0, 10°C, bufor potasowy: 150 mM KCl,
10 mM fosforan potasu, 0.1 mM EDTA]

W cigzkiej wodzie obserwowatam bardzo wolny zanik sygnatow od iminowych atomow wodoru, co
jest charakterystyczne dla trwatych G-tetrad. Sygnaty dwoch protonow iminowych obserwowatam
nawet po 24 godzinach od rozpuszczenia probki w DO (rys. 182), co jednoznacznie potwierdzato

powstawanie typowego kwadrupleksu zawierajgcego co najmniej dwie sasiadujace ze sobg G-tetrady.

'H NMR w D,0, po 24 godzinach Aol P
"H NMR w D,0, po 1 godzinie }\ A ,

HNMR W 90% H:0+10% D:0 ) Mﬁ__

Rys. 182. Fragmenty widm ‘H NMR obej}nujqce zakres pr-otonéw iminowyéh dla czgsteczki G-CGGCGG-C,
[1.1 mM RNA, D,0, 25°C, bufor potasowy: 150 mM KCI, 10 mM fosforan potasu, 0.1 mM EDTA]

Na rysunku 183 przedstawitam zalezno$¢ temperaturowg widm 'H NMR dla iminowych atomow
wodoru. Ich stosunkowo duza trwatos¢ to kolejny argument przemawiajacy za powstawaniem formy

typowego kwadrupleksu. Natomiast sygnat przy 12.6 ppm zanika nieco szybciej (rys. 183), co moze
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by¢ spowodowane zaangazowaniem tego atomu w tworzenie terminalnej G-tetrady lub tetrady innego

typu.
G:G:G:G - terady J»u
60°C
!
(S
5OOC WML. s heindi A_.WJUW\V‘/‘WW Vmﬂ

40°C A, M _,JJML,JL_
10°C ._.«»/\u .'M“ W

Rys. 183. Zaleznos¢ temperaturowa wzdm H NMR dla G CGGCGG C, ;Urzérywanyml liniami zaznaczono linig
bazowg, [bufor potasowy: 150 mM KCI, 10 mM fosforan potasu, 0.1 mM EDTA]

Obecno$¢ kationéow K* promowata rowniez powstawanie struktur wyzszych rzedow.
Wskazywato na to silne poszerzenie sygnatow nie tylko w rejonie iminowym (rys. 183), ale w calym
zakresie, co bylo szczeg6lnie widoczne w widmach wykonanych w D,0 (rys. 184). Obecno$¢ takich
szerokich sygnatow znacznie utrudniala interpretacje widm. W wyzszej temperaturze, ~ 40°C, sygnaty
iminowych atomow wodoru stawaly si¢ wezsze oraz bardziej schodzity do linii podstawowe;j
(rys. 183). Roéwniez w widmach zarejestrowanych w D,O wraz ze wzrostem temperatury szerokie
sygnaty pochodzace od struktury wyzszych rzedow czegsciowo zanikaty (rys. 184 B), a efekt ten byt

bardziej zauwazalny niz w widmach wykonanych w H;0.

A 8 5 8.0 75 70 65 6.0 55 ppm B 8 5 8.0 75 7.0 6.5 6 0 55 ppm

Rys. 184. Widmo *H NMR dla G-CGGCGG-C w rejonie aromatyczno-anomerycznym [25°C] (A), [40°C] (B);
przerywanymi liniami zaznaczono lini¢ bazowg, [D,0, bufor potasowy: 150 mM KCI, 10 mM fosforan potasu,
0.1 mM EDTA]

Poniewaz w temperaturze 40°C czasteczka 12 wystgpowata nadal w formie kwadrupleksu, co
potwierdzata obecno$¢ sygnatow charakterystycznych dla G-tetrad, to probowatam przeprowadzié
analiz¢ widm w tej temperaturze rownolegle z analiza widm zarejestrowanych w temperaturze
pokojowej. W wyzszej temperaturze spodziewatam si¢ zaobserwowaé wiecej sygnalow korelacyjnych,
z uwagi na czeSciowy zanik struktur wyzszego rzedu. Okazato si¢ jednak, ze chociaz sygnaty
w widmie *H NMR wykonanym w 40°C byty stosunkowo intensywne to w widmach 2D NOESY
zarejestrowanych w tych warunkach obserwowatam tylko nieliczne kontakty NOE (rys. 185) o stabe;j

intensywnosci.
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Rys. 185. Alternatywne sekwencyjne sciezki NOE w widmie 2D NOESY dla G-CGGCGG-C [40°C, D,0, bufor
potasowy: 150 mM KCI, 10 mM fosforan potasu, 0.1 mM EDTA], sygnafy korelacyjne H6-H5 reszt cytydyn
zaznaczono prostokqtem

Proba wyznaczenia sekwencyjnej $ciezki NOE (H8/H6,-H1',-H8/H6,.1-H1'1+1) prowadzita do dwdch
alternatywnych rozwigzan pokazanych na rys. 185. Obie S$ciezki taczyly ze sobg sygnaly pochodzace
jedynie od reszt guanozyny, co wskazywato na zawigzywanie si¢ struktury pokazanej na rysunku 186.
Poniewaz w widmie tym nie obserwowatam, typowych dla struktur helikalnych, sygnatow
korelacyjnych pomiedzy resztami cytydyny i guanozyny zalozylam, ze tworzy si¢ struktura

rownoleglego kwadrupleksu, w ktorym reszty cytydyny C2 i C5 sg wybrzuszone.

Rys. 186. Model kwadrupleksu zaproponowany na podstawie analizy widma 2D NOESY w 40°C

Aby sprawdzié, czy zaproponowany model kwadrupleksu byt poprawny wykonatam dodatkowe
eksperymenty. Sadzitam, ze protonowanie cytydyny, ktore tatwo zachodzi w pH ponizej 5 sprawi, iz
usytuowane dotychczas na zewnatrz helisy cytydyny utworza tetrady C:C*:C:C*. Z danych
literaturowych wynikato, ze w przypadku czasteczki DNA zbudowanej z powtorzen CGG obnizenie
pH roztworu prowadzito do utworzenia protonowanych tetrad C:C*:C:C" (rys. 89). Niestety, w moim
przypadku obnizenie pH nie miato wptywu na konformacj¢ czasteczki G-CGGCGG-C. W widmie
'H NMR, oprocz pojawienia si¢ trzech dodatkowych sygnatow pochodzacych prawdopodobnie od
protonowanych reszt cytydyny, nie zaobserwowatam znaczacej zmiany przesuni¢¢ chemicznych, ktora
swiadczylaby o zmianie dotychczasowej struktury.

Jak wezeéniej wspomniatam, w temperaturze 25°C sygnaty w widmie *H NMR byty szerokie

i mato intensywne. Jednak w widmie 2D NOESY w tych warunkach obserwowatam wigcej sygnatow
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korelacyjnych niz w temperaturze 40°C (rys. 187).
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Rys. 187. Rejon H8/H6-H1'/H5 widma 2D NOESY dla G-CGGCGG-C [D,0O, 25°C]. W kétku zaznaczono
sygnat korelacyjny pomiedzy resztami G1 a G6.

Niestety, rowniez 1 w tym przypadku nie udalo mi si¢ wyznaczy¢ sekwencyjnej $ciezki NOE, ktora
umozliwitaby mi przypisanie sygnatéw rezonansowych. Jednym z powoddéw, dla ktérych trudno byto
dokona¢ jednoznacznych przypisan w widmie, byto niewielkie zréznicowanie przesuni¢é chemicznych
az pigciu sygnatdow wystepujacych przy ~ 5.67 ppm (rys. 187). Na podstawie tego widma mogtam
jedynie zaproponowaé fragmenty $ciezek pomigdzy resztami Gl i G4 oraz pomigdzy G6 a C8
(rys. 187). Ich poprawno$¢ potwierdzitam analizg innych regionéw widma (rys. 187 - kolor niebieski,
rys. 188 - region aromatyczno-aromatyczny). Brak sekwencyjnej Sciezki NOE pomiedzy resztami G4
I G6 mogl wynika¢ ze znacznego poszerzenia sygnaldw. Ze wzgledu na niedoskonato$¢ metody
rejestracji  widm sygnaly korelacyjne pochodzace od szerokich sygnatow sa trudne do
zaobserwowania. W widmie 2D NOESY pojawily si¢ dodatkowe sygnaly pochodzace od wymiany

chemicznej z inng formg wspotistniejacg w roztworze (rys. 188, kolor czerwony).

G: G4CiG; C, G; GCs G,
%M ppm

G6:H8-G1:H8 @

[ I I [ I | I I [ I T | I | I I T

84 83 82 81 80 79 78 7.7 76 75 74 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 ppm
Rys. 188. Fragment widma 2D NOESY, przedstawiono sygnaly pochodzqce od oddziatywan warstwowych
pomiedzy aromatycznymi atomami wodoru dla G-CGGCGG-C [D,0, 25 “C]; w czerwonym kétku zaznaczono
sygnaty od wymiany chemicznej, [bufor potasowy:150 mM KCI, 10 mM fosforan potasu, 0.1 mM EDTA]
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Na tym etapic nie potrafitam wyjasni¢ obecnosci sygnatéow korelacyjnych G6:H8-G1:H1'
I G1:H8-G6:H1' (rys. 187) oraz oddzialywania pomiedzy protonami G1-H8 i G6-H8, $wiadczacego
0 istnieniu oddziatywania warstwowego pomigdzy resztami G1 i G6 (rys. 188).

Ustalenie kontaktow NOE pomiedzy atomami wodoru NH1 a H8 w obr¢bie G-tetrad jest kluczowe dla
wyznaczenia topologii kwadrupleksu. Niestety, zarowno w temperaturze 10°C, jak i 40°C widoczne

byty tylko niektore z tych sygnatow (rys. 189).
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Rys. 189. Fragment widma 2D NOESY obejmujgcy sygnaly korelacyjne pomiedzy protonami iminowymi
a aromatycznymi dla G-CGGCGG-C, 10°C (4), 40°C (B), [bufor potasowy: 150 mM KCI, 10 mM fosforan
potasu, 0.1 mM EDTA, H,0, 1.1 mM RNA]

Z tej przyczyny nie byto rowniez mozliwe przypisanie iminowych atoméw wodoru oraz okreslenie,

ktore reszty guanozyny sa zaangazowane w tworzenie poszczegdlnych G-tetrad (rys. 189, 190).
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Rys. 190. Fragment widma 2D NOESY dla G-CGGCGG-C, na ktérym zaznaczono charakterystyczne kontakty

od iminowych oraz aminowych atomow wodoru; kolory uzyte w widmie 2D NOESY odpowiadajq kolorom linii

tgczqcych odpowiednie atomy wodoru, pomiedzy ktorymi obserwujemy te kontakty, zaznaczone w tetradach na

rys. 59 B oraz 60 B; [H,0, 10°C - po lewej, 40°C - po prawej]

W widmie 2D NOESY wykonanym w temperaturze 10°C, pokazanym na rys. 190 A, obserwowatam

wicgcej sygnatow korelacyjnych w stosunku do widma zarejestrowanego w temperaturze 40°C,
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zwlaszcza W rejonie typowym dla oddziatywan pomigdzy iminowymi a aminowymi atomami wodoru
(rys. 190, kolor niebieski i fioletowy). Sygnaty te sg charakterystyczne dla G-tetrad. Ustalitam wigc, ze
w obecnosci kationow potasu, z catg pewnoscig powstaje kwadrupleks, jednak nie mogtam przypisac
kluczowych sygnatow, a tym samym nie mogtam okresli¢ jego topologii.

Na rys. 191 przedstawione sg widma 'H NMR wykonane w D,0, w obecnosci kationow Na*
dla réznych stezen RNA, w zakresie od 0.09 mM do 1.65 mM. Wraz ze wzrostem stezenia RNA
zaobserwowaé¢ mozna pojawianie si¢ dodatkowych sygnatéw i1 zanik tych obecnych dla nizszych

stezen RNA.

1.65 mM MMMM
0.62 mM W_M

0.09 mM MMWMWJ\M

8!0 7.5 7.‘0 615 6‘.0 5‘.5 p;)m
Rys. 191. Zaleznos¢ widm *H NMR dla G-CGGCGG-C od stezenia RNA; fioletowymi prostokgtami zaznaczono
sygnaly pojawiajgce si¢ ze wzrostem stezenia RNA, zielonym — charakterystyczne dla niskich stezenn RNA,
[bufor sodowy: 150 mM NacCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA, D,O]

Widma typu DOSY, oprocz wyznaczenia wspotczynnika dyfuzji translacyjnej, w przypadku
mieszaniny zwigzkéow lub konformeréw, umozliwiaja rozseparowanie sygnalow w zalezno$ci od
wielkosci wspotczynnika dyfuzji poszczegolnych sktadowych. Poniewaz wspotczynnik dyfuzji zalezy
miedzy innymi od promienia hydrodynamicznego czasteczki, otrzymuje si¢ wigc rozseparowanie
sygnatow zalezne od wielko$ci czgsteczek. Widma 2D DOSY pokazaty, iz czasteczka G-CGGCGG-C
przyjmuje inng forme dla niskich i wysokich stgzen RNA. Dla 0.6 mM stezenia RNA dominujacg byta
forma o mniejszym wspoétczynniku dyfuzji (rys. 192 A), natomiast w wyzszym stezeniu RNA
(~ 1.65 mM) zaczynata dominowa¢ konformacja, ktorej wspotczynnik dyfuzji odpowiadat czgsteczce
0 wyzszej masie czgsteczkowej (rys. 192 B). Posrednia wielko$¢ wspotczynnika dyfuzji obserwowana

w widmach 2D DOSY wynikata z usrednienia wspotczynnikow dyfuzji naktadajacych si¢ sygnatow.
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M log (m2/s)
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B 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm

Rys. 192. Widmo 2D DOSY dla G-CGGCGG-C: 0.6 mM RNA (A), 1.65 mM RNA (B); [D,0, bufor sodowy:
150 mM NacCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA]. Na osi odcietych (F2) - wartos¢ przesunieé chemicznych
[9(*H)], a w kierunku osi rzednych (F1) - logarytm wartosci wspélczynnika dyfuzji [log(m2/s)]

Takze w widmach wykonanych w H,0, wraz ze wzrostem stezenia RNA obserwowatam duze zmiany.
Zanikaty sygnaty pochodzace od iminowych atomoéw wodoru par zasad G:C (zakres 13-12.5 ppm),
wzrastata natomiast intensywnos$¢ sygnatow w zakresie 11.5-11.0 ppm (rys. 193, po lewej). Sygnaty
iminowe od par zasad G:C zanikaly juz w temperaturze pokojowej, natomiast te przy 11.5-11.0 ppm
pozostawaly nadal intensywne (rys. 193, po prawej). Dane te, wraz z informacjami uzyskanymi
z widm 2D DOSY, wskazywaty, ze dla wyzszych stezen RNA, w obecnoéci jonéw Na®, dominujaca
forma jest kwadrupleks. Obserwacja ta byta 0 tyle zaskakujaca, gdyz jak juz wczesniej pokazatam, ani

widma UV ani CD nie wskazywaty na mozliwo$¢ tworzenia si¢ kwadruplekséw w tych warunkach.

10°C 25°C
G-tetrady
G:C.G:C
tetrada
glownie /\
kwadrupleks
1.65 mM RNA

G:C - dupleks G:G -dupleks
kwadrupleks
dupleks
0.6 mM RNA
1‘3 1‘2 1l1 1‘0 ‘ ppm 1l3 1I2 1I1 ‘ ppm

Rys. 193. Zaleznos¢ widm "H NMR dla G-CGGCGG-C od stezenia RNA [10°C] (po lewej) oraz temperatury [25°C]
(po prawej), [bufor sodowy:150 mM NaCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA, H,O]. Rejon protonéw
iminowych.

157



Aby upewnic¢ sig¢, ze rzeczywiscie mam do czynienia ze strukturg kwadrupleksu, porownatam widma
'H NMR wykonane dla czasteczki G-CGGCGG-C w roztworach réznigcych si¢ typem kationow, Na*
lub K*. Jak wida¢ na rysunku 194, widma te sa bardzo podobne, co potwierdza, ze dla wysokich stezen

RNA, nawet w obecnosci kationow Na', preferowana struktura tej czasteczki jest kwadrupleks.

150 mM KCI i
1.10 mM RNA N Ay 150 mM KCI
5 LA ; S 110 mM RNA
\
M MR
]_12g mm :;Iilil\ ﬂil] 7:5 ?‘.O G:5 E‘.O 5.‘5 p;)m
A 13 12 1 10

Rys. 194. Poréwnanie widm 'H NMR dla G-CGGCGG-C w zaleznosci od typu soli w rejonie: iminowym,
[H20, 10°CJ (A), aromatyczno-anomerycznym, [D,O, 25°C], (B), (C)

Aby ustali¢ optymalne warunki dla dalszych pomiardw zarejestrowatam szereg widm ‘H NMR
w roznych warunkach roztworu. Oprécz stezenia RNA, czasu koniecznego do ustalenia si¢ rownowagi
pomiedzy dwiema formami, istotnym czynnikiem okazata si¢ takze temperatura pomiaru. Najwezsze
linie rezonansowe uzyskatam w temperaturze 15°C i w tej temperaturze zarejestrowatam wszystkie
widma dwuwymiarowe.

Szczegblowa analiza widm NMR (2D: 'H-'H NOESY, 'H-'H-COSY, 'H-*P HSQC,
y-Bc HSQC) wykonanych dla czasteczki G-CGGCGG-C w D,0O, w obecnosci kationow Na*
pozwolita mi zaproponowa¢ pokazany schematycznie na rysunku 195 model tworzacej si¢ struktury.
Ta czteroniciowa struktura tworzy si¢ z dwoch identycznych podjednostek, zbudowanych z dwadch
rownoleglych G-tetrad posiadajacych niesparowane reszty G1 i C2 na koncu 5' oraz niesparowang
reszte C8 na koncu 3' (rys. 195 B, C). Dwie takie podjednostki asocjuja i powstaja dodatkowo dwie
mieszane tetrady G:C:G:C o antyrownoleglym utozeniu nici typu goéra-dot-gora-dot. W efekcie
powstaje kwadrupleks zbudowany z czterech nici, w ktorym G-tetrady sa przedzielone mieszanymi
tetradami G:C:G:C. W obr¢bie G-tetrad nici sg utozone rownolegle, a wszystkie reszty guanozyny sg

w konformacji anti.
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Rys. 195. Model struktury zazebionego kwadrupleksu utworzonego z czterech nici G-CGGCGG-C w obecnosci
kationow sodu. Strzatkq zaznaczytam oddzialywanie kluczowe dla ustalenia poprawnego modelu (A), jednostka
dimeru, ktorego asocjacja prowadzi do utworzenia czteroniciowego kwadrupleksu (B), Gantiy: G anti): G anti): Ganti)
tetrada (C)

Model ten zaproponowatam na podstawie nastepujacych dowodoéw otrzymanych z widm NMR:

e Na podstawie analizy widma *H-""N HSQC ustalitam, iz sygnal iminowy przy 13.25 ppm jest
zaangazowany w tworzenie tetrady G:C:G:C, pozostate sygnaty w tworzenie tetrad G:G:G:G

(rys. 196).

A

™
‘ ‘ ‘1\‘/\ f‘ \
.,m*/ W e N, ppm

) p g £143
G:G:G:G tetrada i a 14
145

146
] 147

148

@ G:C:G:C tetrada 0 U

T T T T T T T T T T
132 13.0 128 126 124 122 120 118 116 114 112 ppm

Rys. 196. Fragment widma *H-">N HSQC czgsteczki G-CGGCGG-C [H,O, bufor sodowy: 150 mM NaCl,
10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA]

149

e W widmie 2D NOESY zarejestrowanym w H;O obserwowatam wszystkie kontakty NOE
charakterystyczne dla G-tetrad oraz mieszanych G:C:G:C tetrad. Unikalne dla G-tetrady (rys. 197 A)
oraz G:C:G:C tetrady (rys. 197 B) sygnaty korelacyjne zaznaczytam na widmie pokazanym na rysunku

197 C. Na podstawie tych kontaktéw potwierdzitam, iz kazda podjednostka zbudowana jest z dwoch
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G-tetrad utworzonych z reszt G4:G7:G4:G7 oraz G3:G6:G3:G6, a asocjujgce podjednostki tworza

dwie rownocenne, mieszane tetrady G1:C2:G1:C2.

b T R
|
R-N/I*N' H/N\!//N [ N/>—H

N
A Iil H H
Kluczowe sygnaty korelacyjne obserwowane w widmach 2D NOESY dla G-tetrad (A) i mieszanych tetrad G:C:G:C (B):
tetrada G:G:G:G - kolor czerwony: G:NH1 - G:NH1
kolor zielony: G:NH1 - G:H8
kolor niebieski: G:NH, - G:H8
tetrada G:C:G:C - kolor fioletowy: C:NH, - G:H8

h. G6:NH1-C2:NH2

n. G3:NH2,-G6:H8

a. G1:NH1-C2:NH2
b. G1:NH1-C2:H1' i. G6:NH1-G3:H8 0. G6:NH2,-G3:H8
c. G7:NH1-G4:H8 j. G6:NH1-G7:H8 p. C2:NH2- G1:H8
d. G7:NH1-G3:H8 k. G6:NH1-C2:H6 r. G7:NH2,- G7:NH2,
e. G4:NH1-G7:H8 . G6:NH1-G1:H8 s. G3:NH2,- G7:NH2,
f. G4:NH1-G6:H8 1. G7:NH2,-G4:H8 t. G6:NH2;- G7:NH2,
g. G3:NH1-G6:H8 m. G7:NH2,-G3:H8
Gl G7G4
G3G6 G7:NH2; G3:NH2;
G4:NH2; C2:NH,

-
-

bq&fg.

11

& G1:NH1-G3:NH1

12
e O B B B B R BN RS B
C 130 125 120 115 11.0 105 100 95 90 85 ppm

Rys. 197. Fragment widma 2D NOESY dla G-CGGCGG-C. Zaznaczone sq charakterystyczne dla G-tetrad
kontakty od protonéw iminowych oraz aminowych (C); uzyte kolory odpowiadajg kolorom linii {gczgcych
odpowiednie atomy wodoru, pomiedzy ktorymi obserwujemy te kontakty, zaznaczone w tetradach powyzej,
[H20, 15°C]
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® Obecnos$¢ silnego sygnatu korelacyjnego G1:H8-G6:H1' (rys. 198) oraz sygnatu G1:H8-G6:H8
(rys. 199) potwierdzajacego wystepowanie oddziatywania warstwowego pomiedzy resztami G1 a G6

wskazywata na dimeryzacj¢ dwoch podjednostek kwadrupleksow (rys. 195, zaznaczono strzatkami).

e W widmie 2D NOESY pokazanym na rysunku 198 brak jest sekwencyjnych potaczen
G4:H1'-C5:H6 oraz C5:H6-G6:H1'". Dla reszty C5 nie obserwowatam takze charakterystycznego dla
helisy A-RNA kontaktu typu C,:H5-Gy.1):H8 (rys. 198, kolor niebieski dla reszt C2 i C8). Dane te
wskazywaly, ze reszta C5 moze tworzy¢ petle, za czym przemawiato rowniez nietypowe przesunigcie
protonu C5-H5. Analiza objeto$ci sygnalow korelacyjnych w widmie 2D NOESY pokazata ponadto,
ze reszta C5 przyjmuje konformacje syn (rys. 198).

G4 G3  GIG6 C5 c2 c8 G1
|
\ Il
PL"//JKJ M\\
RF-------------=---=---- ° |
: - ot nann | 0
° B 613 GLHL =
o © 5.2
C2_H6:HL' 5.4
S-mmmoooooo- N EEEEEEEE [®Dcs_He:H1
@ ~5.6
5.8
G3_H8:HI' _
& G6_H8:HL' 6.0
G7 H8:H1' = g T b
_ = (5 F6H1 "H8-G6:
64 HEHL g C5_ GLH-GOHL |

84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 ppm

Rys. 198. Rejon H8/H6-H1'/H5 widma 2D NOESY dla G-CGGCGG-C [D,0, 15°C]. W Sciezce NOE
zaznaczone sq wewngtrzczgsteczkowe sygnaty korelacyjne H8/H6-H1'. Zielonym kétkiem zaznaczone sq sygnaty
korelacyjne pomiedzy resztami G6 a Gl, sygnaly korelacyjne HG6:HS5 reszt cytydyny zostaly 0znaczone
prostokgtem

Na rysunku 199 przedstawitam fragment widma 2D NOESY pokazujacy oddzialywania warstwowe

pomiedzy aromatycznymi atomami wodoru.
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Rys. 199. Widmo 2D NOESY dla G-CGGCGG-C, zakres aromatyczno-aromatyczny

e Obecno$¢ sygnalu korelacyjnego G7:H8-C8:H6 wskazywata na istnienie oddzialywan
warstwowych pomiedzy resztami G7 i C8, co jest mozliwe tylko wtedy jesli zasada heterocykliczna
reszty C8 umiejscowiona jest pod resztg G7 (rys. 199).

Sygnaty pochodzace od protonow H1' reszt C2, C8 i G1 oraz protonow H2' reszt C2 oraz C8 sg
silnie przesunigte w strone nizszych wartosci ppm w stosunku do pozostatych reszt nukleotydowych
(rys. 200). Takie przesunigcia moga by¢ wynikiem zaangazowania reszt G1 oraz C2 w tworzenie
mieszanych tetrad G:C:G:C. Natomiast reszta C8 jest niesparowana i dlatego przesunigcia chemiczne
dla tej reszty moga przyjmowac nietypowe wartosci.

G4 C?G7 GG

62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 ppm

Rys. 200. Fragment widma 2D NOESY dla G-CGGCGG-C, [D,O, dg = 80 ms], zaznaczone sq sygnatly
korelacyjne H1'-H2'
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W typowej helisie A-RNA przesuniecia chemiczne atomu >'P wystepuja w waskim zakresie
1 ppm (-4.6 do -3.6 ppm). Dla czasteczki G-CGGCGG-C zakres ten wynosi ~ 2.5 ppm (rys. 201).

-55
G,
oY) 5.0
=X =,
= = -_a5
-X=4
- X-]
G- Cs-H5"/H5' L _a.0
e |28 - &8
-3.5
G Goha Cs Ge-H5"/H5'
] @ -3.0
T T

T T T T T T T T T T
51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 ppm

Rys. 201. Widmo 'H-*P HSQC dla G-CGGCGG-C, z zaznaczonymi  przypisaniami
H3'(n-1)-P(n)-H4'/H5'/H5"(n).

Szeroki zakres przesunigé chemicznych 8(*'P) moégt byé¢ spowodowany bliskoscia atomow fosforu
w petli zewngtrznej lub nietypowa konformacjg tancucha fosfodiestrowego.

Przypisania sygnaléw "H NMR dla czasteczki G-CGGCGG-C zebratam w tabeli 23.

Tabela 23. Przypisania atomow wodoru dla czgsteczki G-CGGCGG-C [150 mM NaCl, 10 mM fosforan sodu,
0.1 mM EDTA]

G(CGG),C HB/H6 H5 H1* H2' H3' H4" H5'/H5"

G 7.04 499 472 4.05 444 402, 3.68
C, 7.52 494 540 412 457 - 4.39, 4.04
Gs 8.07 586 510 5.01 - 458, 4.12
G, 8.36 6.18 478 484 480 441, 428
Cs 7.83 6.15 6.11 450 4.70 - 4.50, 4.29
Gs 7.89 6.00 480 461 - 452, 4.44
Gy 791 6.09 462 464 - 4.56, 4.15
Cs 7.25 551 528 371 438 4.08 3.88, 3.71

Zaproponowana przeze mnie struktura nie jest nowym motywem wsrdéd znanych struktur
kwadrupleksow (143). Kwadrupleks o takiej topologii tworzy réwniez czasteczka DNA o sekwencji
GCGGTGGAT w obecnosci kationéw sodu [rozdziat 11.8.]. Wszystkie kluczowe sygnaty, ktore byly
niezbe¢dne dla ustalenia jej pofaldowania sg analogiczne do tych oméwionych powyzej dla czasteczki
G-CGGCGG-C.

Probowatam takze potwierdzi¢ tworzenie si¢ kwadrupleksu przy pomocy spektrometrii mas.
Jak juz wczesniej wspomniatam, dla zwigkszenia czutosci metody eksperyment ten wykonuje sie
w obecnosci kationéw amonu. Jednak, jak wynikalo z porownania profili migracji czasteczki
G-CGGCGG-C w zelach natywnych, obecno$¢ kationdéw amonowych nie sprzyjata powstawaniu
struktury kwadrupleksu (rys. 175). Obecno$¢ kationdow K* ani NH," nie sprzyjala rowniez

powstawaniu analogicznego kwadrupleksu DNA (143). Prawdopodobnie dlatego w widmie masowym
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dla st¢zenia ~ 5 uM RNA obserwowatam tylko pik od formy dupleksu (rys. 202). W wyzszym
stezeniu RNA (~ 70 uM) pojawil si¢ mato intensywny pik odpowiadajacy formie czteroniciowego
kwadrupleksu, ktory zwiazat dwa kationy NH," (rys. 203, 204).

Masy czasteczkowe RNA zostaly wyliczone wedlug wzoru: m/z = [Mgrna + N x 17 - Z]/2
(n - liczba NH4", z - tadunek). Zespoty pikow molekularnych zgadzaja si¢ z tymi obliczonymi
teoretycznie (rys. 205).

Monoizotopowe masy czgsteczkowe dla poszczegélnych form G-CGGCGG-C wynosza:

- pojedyncza ni¢, [M c77H97N34054p7] = 2578.40520

- dupleks, [M cisan194n680108r14] = 5156.8104

- kwadrupleks, [M c3osH3ssni13s0216p28] =10313.6208

Intens -MS, 0.0-1.4min #(2-81))
1288.6437
1288.6437

12881416

- 12883048 dupleks bez NH;;Jr
/ M= 5156.5664

0 L TN ll. T | lh Ln].]u.... Lok b .l l L |I - s

T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 s

Rys. 202. Widmo masowe czgsteczki G-CGGCGG-C (~5 uM), [150 mM NH,CI]; jonizacja poprzez
elektrorozpraszanie

Intens. -MS, 0.1-1.9min #(3-112
1288.6455

dupleks bez NH,"
500-] / M= 5156.5664

kwadrupleks + 2NH,"'
M= 10313.638

3004

dupleks + 2NH,"
M= 5156.8418

1212.1358

1125.8742 1730.5165

Ll " VRN .
o — akauad
T T T T T T T T
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Rys. 203. Widmo masowe czgsteczki G-CGGCGG-C (~70 uM), [150 mM NH,CI]; jonizacja poprzez
elektrorozpraszanie
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Intens -MS, 0.1-1.9min #(3-112

1954.2365
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Rys. 204. Rozciggnigcie piku od kwadrupleksu w widmie masowym dla G-CGGCGG-C (~ 70 mM)

1SO:C154 H200 N70 O108 P14 - (H)3 1S0:C308 H394 N138 0216 P28 - (H)S

729 1730

Rys. 205. Zespét piku molekularnego wyliczony teoretycznie dla: (G-CGGCGG-C),+2NH,", z=4 (A),
(G-CGGCGG-C),+2NH,", z=5 (B)

20688 2069.6 2070.4 20712

W przypadku czgsteczki G-CGGCGG-C zmiana warunkow srodowiska wpltywa na przesunigcie
rownowagi pomiedzy strukturg dupleksu i kwadrupleksu. Jak ustalitam na podstawie analizy widm
NMR, jedynie w obecnosci kationéw Na' i dla niskich stezen RNA (~ 0.1 mM) dupleks stanowit
glowng forme w roztworze. Dla wyzszych stezefi G-CGGCGG-C niezaleznie od typu kationu, K* lub
Na*, dominujaca forma jest kwadrupleks. Niestety, ze wzgledu na obecnoéé struktur wyzszego rzedu
w roztworze zawierajacym kationy K*, nie udato mi sie ustali¢ topologii zawigzujacego sie w tych
warunkach kwadrupleksu. Jednakze analiza widm NMR kwadrupleksow dostarczyta argumentéw
przemawiajacych za tym, ze struktury powstajace w obecnosci jonéw K* i Na* sg takie same. Przede
wszystkim, w obu przypadkach, w widmach wykonanych w H;O pojawiaja si¢ cztery sygnaty
iminowe w regionie 12.0-11.0 ppm, charakterystycznym dla G-tetrad i jeden sygnal odsunigty

w kierunku wigkszych wartosci ppm (~ 13.5-12.5 ppm), wskazujacy na zawigzywanie si¢ tetrady
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G:C:G:C. Ponadto, obecno$¢ sygnatéw korelacyjnych pomig¢dzy resztami G1 i G6 w widmach
NOESY, kluczowych dla potwierdzenia dimeryzacji dwoch podjednostek kwadrupleksow, przemawia
za tworzeniem si¢ takich samych struktur. Z kolei, stosunkowo duze réznice przesuni¢é chemicznych,
obserwowane dla poszczegolnych atoméw wodoru, moga by¢ spowodowane innym otoczeniem wokot
protonow w G-tetradach generowanym przez inng wielko$¢ promienia jonowego kationow potasu

i sodu oraz innym ich usytuowaniem wzgledem tetrad.
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111.6. Analiza czgsteczki RNA zawierajgcej dodatkowq grupe fosforanowg
na koncu 5'

Dla czasteczki G-CGGCGG-C (12), w obecnosci kationéw potasu, obserwowatam narastajace
W czasie poszerzenie sygnatow w widmie 'H NMR zwigzane z powstawaniem agregatow. Poniewaz
proces silnej agregacji zwigzany byt gldéwnie z obecnoscig kationéw potasu, a kwadrupleks
0 strukturze pokazanej na rysunku 195 nie moze agregowac, to jest wysoce prawdopodobne, Ze
kationy potasu promujg powstawanie rowniez innej struktury kwadrupleksu, na przyktad takiej jak na
rysunku 186. Dla czasteczek G-CB'GGCGG-C oraz G-CV*GGCGG-C, wprowadzenie dodatkowej
grupy fosforanowej z konca 5' zapobiegato agregacji typu glowa do glowy, postanowitam wigc
sprawdzi¢, czy podobny efekt uzyskam dla sekwencji G-CGGCGG-C. Okazato si¢ jednak, ze
czasteczka pG-CGGCGG-C (13) tworzy gtownie dupleks, o czym $wiadczyta obecnos¢ usrednionego
sygnatu od par zasad G:G (rys. 206 A) przy 10.75 ppm oraz trzech sygnatow iminowych od par G:C.
Podczas, gdy w obecnosci kationéw sodu dla czasteczki G-CGGCGG-C wraz ze wzrostem stezenia
RNA obserwowatam narastanie sygnaléw od kwadrupleksu, to dla czasteczki z dodatkowa grupa
fosforanowa na koncu 5' widmo praktycznie nie ulegalo zmianie, niezaleznie od st¢zenia RNA
(rys. 206). Rowniez w obecnosci kationdw K* widma *H NMR nie zmieniaty si¢ i nie wskazywaly na

powstawanie kwadrupleksu.
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Rys. 206. Zaleznosc widm 1H NMR dla pG CGGCGG C od stezenia RNA: rejon iminowy (A),
rejon aromatyczny (B), [H.O, 10°C, bufor sodowy: 150 mM NaCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA]

Na rysunku 207 pokazana jest zaleznos¢ widm *H NMR od stezenia RNA i temperatury, w obecnosci
150 mM NaCl w D;0O. Zwigkszenie stezenia pG-CGGCGG-C oraz obnizenie temperatury
powodowato podwojenie liczby sygnatow, co byto szczegdlnie widoczne dla sygnatu przy ok. 8.2 ppm

(rys. 207).
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Konformacyjna labilno$¢ tej czasteczki jest spowodowana mozliwoscig przyjmowania konformacji
syn lub anti przez poszczegdlne reszty guanozyny w parach zasad G:G. Dla czagsteczki
pG-CGGCGG-C, w temperaturze pokojowej pary zasad G(syn):G(anti) oraz G(anti):G(syn) wystepuja
z takg sama czgstoScig i sygnaty przy ~ 8 ppm sg pordéwnywalnej intensywnosci, natomiast w niskich

temperaturach (10 °C) zaczyna dominowaé jedna forma wigc intensywnos$¢ jednego z sygnatow

wyraznie maleje (rys. 208).
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Rys. 207. Zaleznos¢ widm *H NMR dla pG-CGGCGG-C od: stezenia RNA (A), temperatury, 1.1 mM RNA (B)
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8
Rys. 208. Zaleznos¢ widm *H NMR dla pG-CGGCGG-C od temperatury [H,0, 1.1 mM RNA, bufor sodowy:
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Ponizej przedstawitam schematycznie rownowage pomiedzy dupleksami:

5PGCG ) GCG ansfGC
CGG (21/CGG 1oy CGP5’

5DGCG (26/GCG (5 GC
CGGsyn LGGanfCGPS’
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IIL.7. Analiza rownowag konformacyjnych czgsteczek G(CCG).C, G(CGG),C oraz
G(CGG),C/IG(CCGB).C (n=2-4)

Oczekiwalam, ze czgsteczka utworzona z potgczenia komplementarnych nici G-CGGCGG-C
(12) i G-CCGCCG-C (16) bedzie tworzy¢ dupleks zbudowany jedynie z kanonicznych par G:C.

5'GCGGCGGC
CGCCGCCGY

Jednak, jak juz wczesniej wspomniatam, szybko$¢ migracji tej czasteczki w zelu, w warunkach
natywnych, byta porownywalna z szybkoscia migracji czasteczki G-CM*GCCG-C tworzacej strukture
czteroniciowa (rys. 104).

Postanowitam sprawdzi¢ co si¢ stanie, gdy potacz¢ ze sobg komplementarne nici zbudowane
wiekszej Okazalo sig,
G(CGG)3;C/IG(CCG);C 1 G(CGG)4C/G(CCG)4C migrowaty wolniej nie tylko od czasteczki
G(CGG),C/IG(CCG),C (rys. 209 A, kolor czarny, pasmo 7), ale rowniez od kwadrupleksu
(G-CP'"GGCGG-C), (rys. 209 A, pasmo 10, rys. 209 B, pasmo 1), co sugerowalo, ze polaczenie

z liczby powtdrzen. ze w warunkach natywnych czasteczki

komplementarnych nici prowadzi do utworzenia struktur zbudowanych z wigcej niz dwoch tancuchow
oligonukleotydowych. Ze wzgledu na czeSciowa degradacje czasteczki G(CGG)sC (14), czasteczka
G(CGG)3C/G(CCG)3C (rys. 209 A, pasmo 8) zostala utworzona z potgczenia dwoch nici w
nierownomolowym stosunku i w konsekwencji gtowny prazek odpowiadat czasteczce G(CCG)3C (17).
W powtorzonym eksperymencie czasteczka G(CGG)3C/G(CCG);C migrowata wolniej niz czasteczka
G(CCG)3C oraz G(CGG)3C (rys. 209 B, pasmo 5).

dupleks k! “
—_—p R L A\ 7T /S S L
_oe8osNEEE ..
ww = SCRRPET )
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 S S
pasmol: G(CCG),C 7: G(CGG),C/G(CCG),C pasmol: G-C*'GGCGG-C 6: G(CCG),C
2: G(CCG);C 8: G(CGG)sC/G(CCG);C 2: pG-C*GGCGG-C  7: G(CCG),C
3: G(CCG),C 9: G(CGG)4,C/G(CCG)4C 3: G(CGG);C 8: G(CGG),C/G(CCG),C
4: G(CGG),C 10: G-C*"GGCGG-C 4: G(CGG),C
5: G(CGG);C 5:G(CGG);C/IG(CCG):C
6: G(CGG),C

Rys. 209. Profil migracji w zelu natywnym 15% (277 K) czgsteczek RNA utworzonych z trojnukleotydowych
powtorzenn CGG i CCG [150 mM NacCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA];

Z kolei czgsteczki zawierajagce powtorzenia CCG, niezaleznie od liczby tych powtdérzen (n=2,3,4),

migrowaty bardzo podobnie, szybciej od dupleksu G-CGGCGG-C (rys. 209 A, pasmo 1-3; rys. 209 B,
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pasmo 6-7). Poniewaz czgsteczka G-CCGCCG-C (16) przyjmuje w roztworze strukture spinki, co juz
uprzednio pokazalam w rozdziale 11l.2, porownywalna szybko$¢ migracji pozostatych czasteczek
wskazywata, ze czasteczki G(CCG)3C (17) i G(CCG)4C (18) tworza rowniez spinki.

W odpowiednich warunkach czasteczki zbudowane z powtorzen CGG wykazuja tendencje do
tworzenia kwadrupleksow. Jak pokazalam na rysunku 209 dla czasteczki G(CGG)4C (15)
obserwowalam dwa pasma znacznie réznigce si¢ migracjg (kolor zielony: rys. 209 A, pasmo 6;
rys. 209 B, pasmo 4). Jedno odpowiadalo najprawdopodobniej formie czteroniciowej, drugie
migrowato porownywalnie do dupleksu (kolor czerwony: rys. 209 A, pasmo 6; rys. 209 B, pasmo 4).
Czasteczka G(CGG)3C (14) migruje podobnie jak dupleks (kolor czerwony: rys. 209 B, pasmo 3).
Powstawanie struktur kwadruplekséw dla czasteczek G(CGG),C/G(CCG),C, G(CGG);C/G(CCG)sC,
G(CGG)4C/IG(CCG)4C oraz G(CGG)4C probowatam potwierdzi¢ przy pomocy technik takich jak CD,
czy spektroskopia NMR. Widmo CD czasteczki G(CGG)4C, w buforze zawierajacym kationy Na* nie
wskazywato na istnienie kwadrupleksu (rys. 210). W widmach CD czasteczek utworzonych przez
asocjacj¢ komplementarnych nici G(CGG),C/G(CCG),C (n=2-4) rowniez obserwowalam jedynie
pasma charakterystyczne dla dupleksu (rys. 210 A). W przypadku czasteczek tworzacych spinke,
liczba powtdorzen CCG nie miata praktycznie wptywu na widmo CD (rys. 210 B).
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Rys. 210. Widma CD czgsteczek G(CGG),C, G(CCG),C oraz G(CGG),C/G(CCG),C, (n=2,3,4); bufor: 150 mM
NaCl,10 mM fosforan sodu, 0.1 mM EDTA

Na rysunku 211 pokazane jest widmo *H NMR zarejestrowane dla czasteczki G(CGG)4C (~ 0.45 mM)

Ll : r +
w obecnosci kationow Na'.
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13.0 125 120 115 11.0 105 ppm

Rys. 211. Rejon iminowy widma "H NMR dla G(CGG),C (15) [H-0, bufor: 150 mM NaCl, 10mM fosforan sodu,
0.1 mM EDTA]

Widma H NMR czasteczki 12 oraz 15, w obecnosci kationow Na" oraz dla niskiego stezenia RNA,
dla obu tych czgsteczek sg bardzo podobne. Obecnos¢ sygnatow od par zasad G:C (13.2 - 12.5 ppm)
oraz G:G (10.8 - 10.4 ppm) $wiadczy, iz dominujgcg formg czasteczki 15 jest spinka lub dupleks.
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Postanowitam sprawdzi¢, jak obecno$é kationdow K* wplywa na strukture przyjmowana przez
czasteczke G-CGGCGGCGGCGG-C. Okazalo sie, ze Czasteczka ta w obecnosci kationow K, jak
wskazywaty widma TDS oraz profil krzywej topnienia przy 295 nm, tworzy kwadrupleks (rys. 212).
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Rys. 212. Dla czgsteczki G(CGG)4C w obecnosci 150 mM KCI i 10 mM fosforanu potasu: Krzywa topnienia przy
diugosci fali 295 nm (A), réznicowe widmo absorpcyjne TDS, [25°C, 90°C] (B)

Zastgpienie kationow Na® kationami K powodowato zmiane preferowanej struktury czasteczki
G-CGGCGGCGGCGG-C. W widmie *H NMR, zarejestrowanym w obecnosci kationow K,
obserwowatam gtéwnie sygnaty od protondw iminowych, w rejonie 12.0-10.7 ppm, co wskazywato na
powstawanie typowego kwadrupleksu (rys. 213). Oprocz sygnalow typowych dla G-tetrad
obserwowalam rowniez sygnal przy ~ 12.7 ppm, ktory byl trwaly nawet w temperaturze 40°C

1 sugerowat mozliwo$¢ tworzenia si¢ mieszanej tetrady G:C:G:C.
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RyS. 213. Fragment widma lH NMR dla G(CGG)4C (A). Zaleznosé szybkosci wymiany protonéw iminowych od
temperatury (B); [H.O, bufor: 75 mM KCI, 10mM fosforan potasu, 0.1 mM EDTA]

Niestety, liczba sygnatow pojawiajacych sie¢ w widmie 'H NMR oraz ich silne poszerzenie dowodzito
o wspotistnieniu r6znych struktur, w tym struktury wyzszych rzedoéw jak 1 w niewielkim stopniu formy
spinki/dupleksu. Probujac znalez¢ warunki, w ktorych linie rezonansowe bylyby waskie i dobrze

rozdzielone zauwazylam, iz w zaleznosci od sposobu topnienia probki zmienia si¢ rOwnowaga
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konformacyjna pomiedzy formg spinki/dupleksu a kwadrupleksu (rys. 214 A, B). Natychmiastowe
umieszczenie probki, po jej stopieniu, w temperaturze 4°C prowadzito do powstania glownie formy
spinki/dupleksu (rys. 214 B), natomiast jej powolne chtodzenie prowadzito do powstania w przewadze

formy kwadrupleksu (rys. 214 A).

KWADRUPLEKS A 13 12 11 ppm
90°C — 60°C — 40°C— 25°C co 5 minut

G-CGGCGGCGGCGG-C

SPINKA/DUPLEKS

b G

B 13 12 11 ppm
90°C - 5minut — 4°C - 5 minut
Rys. 214. Zaleznos¢ widm "H NMR od sposobu topnienia prébki G-CGGCGGCGGCGG-C (~ 0.45 mM)
w obecnosci buforu potasowego: 75 mM KCI, 10mM fosforan potasu, 0.1 mM EDTA

Czasteczka G(CGG)4C/G(CCG)4C migrowata w zelu bardzo wolno, glownie w postaci jednego
pasma. Jednak widmo *H NMR wykonane dla tej czasteczki rowniez pokazato wspotistnienie roznych
form w roztworze, co uniemozliwito dalszg analiz¢ metodami NMR (rys. 215). Réwnowaga pomiedzy

tymi formami nie zmieniata si¢ w czasie.
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Rys. 215. Widmo 'H NMR dla czgsteczki G(CGG),C/IG(CCG),C [150 mM NaCl, 10 mM fosforan sodu,

0.1 mM EDTA]
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IV. Podsumowanie
G-C*'GGCGG-C (1), G-CGGC*GG-C (2), G-CM*GGCGG-C (3)

Z uwagi na niedopasowanie G:G wystepujace w czasteczkach zbudowanych z powtorzen CGG,
takie czasteczki sg bardzo trudne do analizy metodami spektroskopii NMR. Dla uzyskania stabilnych
par zasad G:G jedna z reszt guanozyny zastgpitam jej analogiem posiadajgcym objetosciowy
podstawnik w pozycji C8. Otrzymatam czasteczki RNA, ktore zawieraly modyfikacje
8-bromoguanozyn¢ oraz 8-metyloguanozyne. W przeciwienstwie do typowej dla formy A-RNA
konformacji anti, reszty ®'G i MG przyjmuja konformacje syn. W widmach *H NMR zarejestrowanych
w H;0 obserwowatam dwa sygnaty od iminowych atoméw wodoru, ktore wskazywaly na tworzenie
sic par zasad ®'G:G, G:®'G lub M*G:G. Poniewaz na podstawie widm 2D NOESY wykluczylam
mozliwos$¢ powstawania pary zasad typu N1-karbonylo (rys. 122 A), w ktorej zaangazowane bylyby
dwa iminowe atomy wodoru, najbardziej prawdopodobne bylo powstawanie pary zasad typu
N1-karbonylo, N7-amino przedstawionej na rys. 122 B. Dla czasteczki G-CM*GGCGG-C sygnaly
korelacyjne w widmie 2D NOESY pomig¢dzy protonem iminowym reszty G6, a protonami grupy
metylowej reszty G3, jednoznacznie potwierdzily powstawanie tej pary zasad. Poniewaz nawet
w temperaturze pokojowej i wyzszej obserwowatam w widmie NMR sygnal iminowego atomu
wodoru G3-NH1 (zaznaczony w koétku, rys. 129 B), to musial on by¢ zaangazowany w wigzanie
wodorowe oraz niedostgpny dla czasteczek wody. Jedynym wytlumaczeniem tego zjawiska byta
mozliwos$¢ asocjacji dwoch dupleksow, co prowadzitoby do powstania struktury czteroniciowej
z pojedynczymi G-tetradami oraz mieszanymi tetradami G:C:G:C. Taki kwadrupleks bylby nietypowy,
stosowatam wigc rozne metody takie jak spektroskopie CD, TDS, analizowatam krzywe topnienia przy
roznych dlugosciach fali, wykorzystywalam migracj¢ w Zelu poliakrylamidowym oraz spektrometrig¢
mas aby potwierdzi¢ jego powstawanie. Pomimo, iz w przypadku czasteczki 1 i 3, na podstawie widm
2D NOESY potwierdzitam tworzenie si¢ mieszanych G1:C8:G1:C8 tetrad, to jednak nie
obserwowalam  wigkszosci  sygnatow  korelacyjnych  charakterystycznych dla  typowych
kwadrupleksow. Ze wzgledu na brak w strukturze powstajacych kwadruplekséw, co najmniej dwoch
sasiadujacych G-tetrad czasteczki te dawaty widma UV typowe dla duplekséw. Niezalezny w stosunku
do spektroskopii NMR dowod, iz czasteczki 1 i 3 tworzg struktury czteroniciowe otrzymalam na
podstawie widm masowych, stosujac jonizacje poprzez elektrorozpraszanie. Dodatkowo okazalo sig,
ze rownowaga miedzy formg dupleksu a kwadrupleksu zalezata od wielu czynnikow takich jak:
stezenie RNA, typ modyfikacji &'G, MG), rodzaj kationu i jego stgzenie czy tez temperatura pomiaru.
Finalnie, w oparciu o informacje uzyskane z analizy widm NMR zarejestrowanych dla czasteczki
G-CM*GGCGG-C, zbudowatam model antyrownoleglego kwadrupleksu pokazany na rysunku 146.
Kwadrupleks ten zbudowany jest z M°G:G:G:G tetrad przedzielonych dwiema mieszanymi G:C:G:C
tetradami (rys. 129 B, C, 146).
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Takze czasteczki RNA o sekwencjach G-C®'GGCGG-C oraz G-CGGCP'GG-C tworza w roztworze
antyrownolegle kwadrupleksy o takiej samej topologii jak czasteczka G-CM*GGCGG-C. W tetradach
(B™¢G):G:(B"™°G):G obie modyfikowane reszty ®'G lub MG przyjmuja konformacje syn, a guanozyny
wystepujg w formie anti. Wszystkie te reszty tworza wigzania wodorowe na sposob Hoogsteena.
Mieszane tetrady G:C:G:C utworzone z dwoch par Watsona-Cricka stabilizowane sa siecig wigzan
wodorowych, w ktore zaangazowana jest krawedz Hoogsteena reszt guanozyny oraz grupa aminowa

reszt cytydyn.

G-CM*GGCIG-C (4), G-C®'GGCIG-C (5), G-CIGC®'GG-C (6), pG-CM*GGCGG-C (7),
pG-CP'GGCGG-C (8)

Zastapienie w czasteczkach 1-3 jednej reszty guanozyny inozyng wpltywato na réwnowage
konformacyjng dupleks-kwadrupleks. Dla czasteczek RNA zawierajacych reszte inozyny (4-6)
w zalezno$ci od st¢zenia NaCl, na podstawie analizy szybkos$ci migracji w Zelu w warunkach
niedenaturujacych, stwierdzilam, iz czasteczka GC®'GGCIGC najlatwiej tworzyta kwadrupleks,
niezaleznie od warunkéw solnych, czasteczka GCM*GGCIGC formowata kwadrupleks tylko
w obecnosei 150 mM NaCl, natomiast czasteczka GCIGC®'GGC migrowata wylacznie jako dupleks.
Natomiast dla stezeh RNA stosowanych do pomiarow NMR (~ 10° M) wszystkie te czasteczki
asocjowaty do form czteroniciowych. Pomimo braku grupy aminowej w reszcie inozyny,
obserwowatam tworzenie si¢ stabilnych tetrad *Gyny:1:*Gsyny:1 0raz 1:*Ggyny:1:*Gesyny (X = Br, Me)
stabilizowanych sze$cioma wigzaniami wodorowymi. Brak objetosciowej grupy aminowej,
ostaniajacej iminowy atom wodoru reszty 13 lub 16, prowadzit do jego hydratacji oraz szybkiej
wymiany z wodg. Analiza widm dwuwymiarowych wskazata na duze podobienstwo struktur
kwadrupleksow tworzonych przez czasteczke G-CV*GGCGG-C oraz G-CM*GGCIG-C.

W przypadku czasteczek pG-CY*GGCGG-C oraz pG-CP'GGCGG-C, wprowadzenie
dodatkowej grupy fosforanowej wplywato na ich szybsza migracji w zelu, co jest zwigzane
najprawdopodobniej z obecnoscig dodatkowego tadunku. Grupa fosforanowa na koncu 5' zapobiega
wtornej asocjacji kwadrupleksow, natomiast nie wplywa na powstawanie struktury antyrownolegtego
kwadrupleksu. Dodatkowo widma NMR byly latwiejsze do analizy, gdyz sygnaty byly lepiej

rozseparowane.

CGGCGG-C (10), CGGCGG-CG (11), G-CGGLCGG-C (12)

Czasteczki CGGCGG-C, CGGCGG-CG oraz G-CGGCGG-C nie zawieraja modyfikowanych
reszt oraz réznig si¢ miedzy soba potozeniem (koniec 5' i/lub 3'), liczbg jak 1 typem reszt
nukleotydowych otaczajacych dwa powtdrzenia CGG. Wykorzystujac profile topnienia przy 295 nm
oraz widma réznicowe TDS ustalitam, iz wszystkie te czasteczki w srodowisku zawierajacym kationy

potasu wykazuja tendencje do tworzenia kwadrupleksow. Na podstawie analizy widm 'H NMR

174



w rejonie iminowym wykazatam, iz tylko czgsteczka G-CGGCGG-C, ktorej sekwencja od strony 5'
rozpoczyna si¢ od reszty guanozyny, tworzy dominujacg forme¢ kwadrupleksu w obecnosci kationow
K*. Jednak jak si¢ okazato, czasteczka ta tworzy rowniez struktury wyzszych rzedow. Wskazywato na
to silne poszerzenie sygnatéow w widmach *H NMR, zarejestrowanych w D,0. Wiasnie ze wzgledu na
obserwowane w tych warunkach szerokie i mato intensywne sygnaly nie udato mi si¢ przypisac
kluczowych sygnalow, a tym samym nie mogltam okresli¢ topologii tworzacego si¢ kwadrupleksu.
Probowatam znalez¢ inne warunki, w ktorych czasteczka ta tworzylaby kwadrupleks a jednoczes$nie
nic obserwowalabym np. struktur wyzszego rzedu. W widmach CD czasteczki G-CGGCGG-C,
zarowno potozenia jak i intensywnos$¢ pasm, silnie zalezaty od stezenia i typu soli. Widmo CD, ktore
byto najbardziej zblizone do widma zarejestrowanego w obecnos$ci kationdéw potasu obserwowatam
dla 150 mM NacCl. Takze w zelu w warunkach niedenaturujgcych, przy ~ 300 mM stezeniu kationdw
sodu, obserwowatam pojawienie si¢ prazka, odpowiadajacego formie kwadrupleksu (obserwowanego
w obecnosci kationéw potasu). Jak pokazata analiza widm *H NMR w obecnosci 150 mM NaCl,
ustalata si¢ réwnowaga pomigdzy strukturg dupleksu i kwadrupleksu. Wraz ze wzrostem stezenia
RNA, obserwowatlam pojawianie si¢ sygnatdéw od formy kwadrupleksu 1 zanik tych
charakterystycznych dla dupleksu. Niezaleznie od rodzaju kationu jednowarto$ciowego, Na* czy K,
w rejonie iminowym widma ‘H NMR obserwowatam pie¢ sygnatéw od formy kwadrupleksu. Na
podstawie szczegdtowej analizy sygnatow korelacyjnych, w widmie 2D NOESY zarejestrowanym
w Hy0, zwlaszcza w rejonie wystepowania sygnaldow od iminowych i aminowych atomow wodoru
ustalitam, iz w obecnoéci kationow Na" powstaje kwadrupleks (G-CGGCGG-C), zbudowany z dwoch
G-tetrad, G3:G6:G3:G6 i G4:.G7:G4:G7, oraz mieszanych tetrad G:C:G:C (rys. 195). Dodatkowo
obecno$¢ silnych sygnatow korelacyjnych, G1:H8-G6:H1' i G1:H8-G6:H8, w widmach 2D NOESY
jednoznacznie potwierdzita dimeryzacj¢ dwoch podjednostek kwadrupleksow. Na podstawie
uzyskanych przeze mnie danych eksperymentalnych uwazam, ze w $rodowisku kationow K* powstaje
kwadrupleks o takiej samej topologii.

Czasteczkowos¢ kwadrupleksu (G-CGGCGG-C); potwierdzitam takze niezaleznie na
podstawie widma masowego, stosujagc ~ 70 uM stezenie probki. W warunkach pomiaru (jonizacja
poprzez elektrorozpraszanie) czteroniciowy kwadrupleks wigzat dwa kationy NH,*. Jednak, jak
wynikato z poréwnania profili migracji czasteczki G-CGGCGG-C w zelach natywnych, obecno$é¢

kationdow amonowych nie sprzyjata powstawaniu struktury kwadrupleksu.

pG-CGGCGG-C (13)

Podczas gdy dodatkowa reszta fosforanowa na koncu 5' zapobiegata powstawaniu struktur
wyzszego rzedu w przypadku czgsteczki zawierajacej reszte 8-metyloguanozyny, to dodanie grupy
fosforanowej do czgsteczki G-CGGCGG-C (pG-CGGCGG-C) uniemozliwiato  tworzenie

kwadrupleksu. Niezaleznie od typu uzytego kationu obserwowatam powstawanie dupleksu.
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W zaleznos$ci od stezenia RNA 1 temperatury obserwowatam rozng réwnowage pomiedzy parami

zasad G(syn):G(anti) a G(anti): G(Syn)'

G-CGGCGGCGGCGG-C (15)

W obecnoéci kationéw Na' czasteczka G(CGG),C, nie tworzyta jednej konformacji
I migrowata w Zzelu natywnym w postaci dwoch pasm. Szybko$¢ migracji jednego z nich byla
porownywalna do dupleksu, natomiast drugie pasmo migrowato znacznie wolniej i odpowiadato
najprawdopodobniej formie czteroniciowej. Jednak jak pokazaly widma 'H NMR, w obecnosci
kationu Na* czasteczka 15 zbudowana z 4 powtérzen CGG, tworzyta gtownie dupleks lub spinke.
Natomiast w buforze zawierajacym kationy K" powstaje kwadrupleks, co potwierdzitam na podstawie
analizy widm UV i '"H NMR. Zaleznie od sposobu topnienia probki zmieniata si¢ rownowaga
pomiedzy formg kwadrupleksu a dupleksu/spinki. Umieszczenie probki po grzaniu przez 5 minut
w 90°C bezposrednio w lodzie prowadzito do powstania w przewadze spinki/dupleksu, natomiast jej

wolniejsze schtadzanie sprzyjato tworzeniu kwadrupleksu.

G(CGG),C/G(CCG)C (n=2,3,4)

Wraz ze wzrostem iloSci powtdrzen czasteczki otrzymane przez rownomolowe zmieszanie
dwoch komplementarnych nici G(CGG),C i G(CCG),C (n=2,3,4), migrowaly w zelach natywnych
coraz wolniej. Jest to najprawdopodobniej spowodowane zwigkszong tendencje dtuzszych czasteczek
do tworzenia struktur czteroniciowych zbudowanych wytacznie z tetrad G:C:G:C. Nie udato mi si¢

jednak tego jednoznacznie potwierdzi¢ przy pomocy metod stosowanych w pracy.

Budowa G-tetrad w kwadrupleksach

Wszystkie czasteczki (1-8) zawierajace modyfikowane reszty: G, MG, | oraz pG tworza
dupleksy, ktore moga asocjowaé tworzac struktury czteroniciowych kwadrupleksow. Kluczowa dla
asocjacji takich dupleksow do antyrownolegltych kwadruplekséw jest preorganizacja niekanonicznej
pary zasad G:G. Dupleksy, w ktorych jedna z reszt guanozyny w parze G:G wystepuje w konformacji
syn, moga asocjowa¢ do nietypowych kwadrupleksow zawierajacych pojedyncze G-tetrady, bez
konieczno$ci rearanzacji zawigzanych juz wigzan wodorowych. Kazdy taki antyrownolegly
kwadrupleks zawiera dwie G-tetrady réznigce si¢ kierunkowo$cia wigzan wodorowych (tab. 24).
Z kolei kwadrupleks (G-CGGCGG-C),, ktory nie zawiera modyfikowanych reszt nukleotydowych,
tworzy si¢ z jednakowo zbudowanych G-tetrad, w ktorych wszystkie reszty guanozyny wystepuja W
konformacji anti (tab. 24). Wszystkie przedstawione w tabeli 24 czasteczki oprocz G-tetrad zawieraja

jeden typ mieszanych tetrad G:C:G:C.
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Tabela. 24. Budowa tetrad wystepujacych w badanych przeze mnie kwadrupleksach

para
zasad (3:6)
w dupleksie

sekwencja typ tetrady (3:6:3:6) tetrada (3:6:3:6)

kierunkowosé

G-CY™GGCGG-C ™MG3:G6 G3(syn):G6(anti):G3(syn):G6(anti) R
pG-CM*GGCGG-C
G-C®GGCGG-C

pG-C¥GGCGG-C

X
L* oy
0= N
N4

/" N-H
H
H- >_N/ Q H
N/ y=o..
N
RN AN )\/t >—H
X

X =Br, Me

B'G3:G6

kierunkowos¢
zgodna z ruchem
wskazdéwek
zegara

MeG3:16  G3(syn):16(anti):G3(syn):16(anti) R

B'G3:16

G-C™GGCIG-C

Br N
G-CT'GGCIG-C

\ X
NN H AR
AN
H= ?\J/ N7 N
N ~H —
[ 0=
(0]

kierunkowos$é
zgodna z ruchem
wskazowek
zegara

G-CGGC¥'GG-C G3:"'G6 G3(anti):G6(syn):G3(anti):G6(syn)

N~H

kierunkowos$¢
przeciwna do
ruchu wskazowek
zegara

G-CIGC*GG-C  13:"'G6 13(anti):G6(syn):13(anti):G6(syn)

N~

kierunkowos$¢é
przeciwna do
ruchu wskazowek
zegara
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G-CGGCGG-C

G3:G6 G3(anti):G6(anti):G3(anti):G6(anti) R H H
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V. DYSKUSJA

Na podstawie danych eksperymentalnych otrzymanych ze spektroskopii NMR, popartych
wynikami z innych metod, zaproponowalam powstawanie pieciu typow struktur w zaleznosci od
sekwencji:
Grupa 1. antyrownolegle kwadrupleksy

(G-CM™GGCGG-C,  G-C*GGCGG-C, G-C™GGCIG-C, G-C*GGCIG-C, pG-C"*GGCGG-C,
pG-C*'GGCGG-C)

antyrownolegly kwadrupleks

G-C*GGCGG-C G3(syn)G6(anti)G3(syn)G6(anti)
pG-CXGGCGG-C G3(syn)I6(anti)G3(syn)l6(anti)
G-C*GGCI G-C

rownolegly kwadrupleks

X = Br, Me
G3(syn)G3(syn)G3(syn)G3(syn)

(G-CGGC®?'GG-C, G-CIGC®*'GG-C)

antyréwnolegly kwadrupleks

G3(anti)G6(syn)G3(anti)G6(syn)
G-CGGCP'GG-C I3(anti)G6(syn)I3(anti)G6(syn)
G-C 1 GC*GG-C

réwnolegly kwadrupleks

G6(syn)G6(syn)G6(syn)G3(syn)
Antyréwnolegte kwadrupleksy zawieraja G-tetrady o naprzemiennej konformacji syn/anti.
Konformacja syn jest wymuszona poprzez wprowadzenie objetosciowego podstawnika lub grupy
w pozycje C8 guanozyny. W tej grupie modyfikowanych chemicznie czasteczek nie obserwowatam
powstania réwnolegtych kwadruplekséw (czerwony krzyzyk), poniewaz musialoby si¢ to wigzad
z powstaniem mniej trwatych G-tetrad, w ktorych cztery reszty 8-bromo-, lub 8-metyloguanozyny
wystepowatyby w konformacji syn.

Grupa 2. rownolegle kwadrupleksy
(CGGCGG-C, CGGCGG-CG, G-CGGLCGG-C, G-CGGLCGGLCGGLCGG-C)

antyréwnolegly kwadrupleks
G(syn)G(anti)G(syn)G(anti)

G-CGGCGG-C
rownolegly kwadrupleks

G(ant)G(anti)G(anti)G(anti)

Niemodyfikowane reszty guanozyny wykazuja silng tendencje do przyjmowania konformacji anti.
Czasteczki nalezace do tej grupy nie tworzg antyrownolegtych kwadruplekséw poniewaz niektore

z reszt guanozyny musialby przyja¢ konformacje syn.
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Grupa 3. dupleks
(pG-CGGCGG-C)

rownolegly kwadrupleks
- pGl(anti)pGl(anti)pGl(anti)pGl(anti)
- pG1:C2:pG1:C2

pG-CGGCGG-C dupleks G(syn):G(anti)—G(anti):G(syn)

antyrownolegly kwadrupleks
np. G3(syn):G6(anti):G3(syn):G6(anti)

Preferowang konformacjg czasteczki pG-CGGCGG-C jest dupleks z dwiema niekanonicznymi parami
zasad G:G. Powstawanie rownoleglego kwadrupleksu wigzatoby si¢ ze zblizeniem ujemnych
tadunkéw zgromadzonych na dodatkowych grupach fosforanowych. Obecno$¢ tej grupy uniemozliwia
takze powstawanie kwadrupleksu (o strukturze jak dla czgsteczki G-CGGCGG-C). Czasteczka
pG-CGGCGG-C nie wykazuje tendencji do tworzenia antyrownoleglego kwadrupleksu, poniewaz
wigzaloby sie to z powstaniem mieszanych tetrad G3(syn):G6(anti):G3(syn):G6(anti), w ktorych dwie
reszty guanozyny musiatyby przyjaé niekorzystng termodynamicznie konformacje syn.

Grupa 4. nieznane struktury
Do grupy tej naleza czasteczki o sekwencjach G-C'GGCGG-C, G-CGGCGGCGG-C,
G(CGG),L/IG(CCG),C, G(CGG)3C/G(CCG)3C oraz G(CGG)4C/IG(CCG)4C.

Grupa 5. spinki
Wszystkie badane przeze mnie czasteczki, zbudowane z powtdrzen CCG, tworza struktury typu spinek
(G-CCGCCG-C, G-CCGCLGLLG-C, G-CCGLCCGLCGLLG-C).

W trakcie realizacji doktoratu otrzymatam wiele nieoczekiwanych rezultatow, dla wyjasnienia ktorych
zastosowatam szeroki wachlarz metod badawczych takie jak spektroskopi¢ UV, spektroskopie 1D i 2D

NMR, metody elektroforetyczne czy spektrometri¢ mas.

Spektroskopia UV

Metody UV jak profil topnienia przy dlugosci fali 295 nm czy widma TDS sg szeroko
wykorzystywane w badaniach kwadrupleksow, poniewaz przy ich pomocy w bardzo krotkim czasie
mozna potwierdzi¢ tworzenie si¢ G-tetrad. Do uzyskania takich widm wystarczaja niewielkie iloSci
materiatu, a interpretacja wynikéw jest stosunkowo nieskomplikowana i szybka. Metody te nie s3
uniwersalne, gdyz przy ich uzyciu mozna potwierdzi¢ powstawanie tylko kwadrupleksow
zbudowanych z co najmniej dwoch sgsiadujacych G-tetrad. Dlatego tez w przypadku badanych przeze
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mnie czasteczek z grupy 1 nie obserwowatam zadnego efektu przy ditugosci fali 295 nm. Jednak
rejestrujgc  duzo takich widm, w réznych warunkach i dla szeregu zwiazkow z grupy 1,
zaobserwowatam pewne zaleznosci, ktore mozna skorelowa¢ ze zdolnoscig tych czasteczek do
tworzenia antyrownoleglych kwadruplekséw. Na przyktad w widmach TDS dla kwadrupleksow
nalezacych do grupy 1, intensywno$¢ pasma przy ~ 245 nm byla najnizsza dla czasteczek, ktore
najlatwiej tworzyly kwadrupleksy. Otrzymana na podstawie widm TDS zdolno$¢ asocjacji duplekséw
do kwadruplekséw wyglada nastepujaco: pG-CM*GGCGG-C > G-C*'GGCGG-C > G-CV*GGCGG-C
> (G-C*GGCIG-C, G-CIGC*'GG-C, G-CM*GGCIG-C). Przedstawiony szereg jest zgodny
z wnioskami uzyskanymi z pozostatych metod. Widma TDS wraz z analizg krzywych topnienia przy
295 nm doskonale sprawdzaja si¢ na wstepnym etapie badan zdolnosci czgsteczek pozbawionych
modyfikacji (grupa 2), do tworzenia kwadrupleksoéw. Przy pomocy widm UV szybko moglam
sprawdzié, jak typ kationu wptywal na powstawanie struktur kwadrupleksow.

Gloéwna zaleta widm CD, oprocz uzyskania szybkiego rezultatu, jest mozliwos¢ rozrdznienia
kwadrupleksu antyrownolegtego od rownoleglego, jak takze mozliwos¢ §ledzenia przej$¢ pomigdzy
tymi topologiami, w zalezno$ci od takich czynnikow zewnegtrznych jak temperatura czy dodatek
zwigzkow niskoczasteczkowych. Metoda ta, podobnie jak poprzednio nie mogta by¢ wykorzystana do
potwierdzenia powstawania kwadrupleksow z grupy 1, gdyz widma tych nietypowych struktur nie
roznity sie od widm dupleksow. Widmo CD czasteczki G-CGGCGG-C, w obecnosci kationow K,
robwniez nie potwierdzalo jednoznacznie tworzenia si¢ kwadrupleksu, pomimo obecnosci dwodch
sasiadujacych G-tetrad. Tym co odrdznialo je od typowego widma dupleksu oraz od pozostatych widm
tej czasteczki, zarejestrowanych w obecnosci innych kationéw, bylo ujemne pasmo o niewielkiej
intensywnosci przy ~ 210 nm. Istniejg prawdopodobnie dwa powody, dla ktorych na podstawie widm
CD nie udato mi si¢ potwierdzi¢, iz czasteczka G-CGGCGG-C tworzy kwadrupleks w obecnosci
kationow K*. Po pierwsze, struktura kwadrupleksu pokazana na rys. 195 A jest nietypowa, gdyz
oprocz G-tetrad o rownoleglym uloZzeniu nici zawiera takze mieszane tetrady G:C:G:C,
o antyrownolegtym utozeniu nici typu gora-dot-gora-dot. Obecnos¢ w kwadrupleksie fragmentu
zbudowanego z dwoch antyréwnoleglych tetrad G:C:G:C moze generowa¢ w widmie CD ujemne
pasmo przy ok. 210 nm, ktore jest typowe dla dupleksu. Niewykluczone takze, iz w warunkach
pomiaru widm CD (0.1 mM RNA) ustala si¢ rownowaga pomiedzy dupleksem i kwadrupleksem.
Widma CD tych form r6znig sig¢ tylko pasmem przy ~ 210 nm - dla kwadrupleksu jest ono dodatnie,
a dla dupleksu ujemne. W przypadku mieszaniny dwoch form, z przewaga dupleksu, w widmie CD
pasmo to bedzie nadal ujemne, ale 0 mniejszej intensywnosci.

Przy pomocy widm CD nie potrafitam rozstrzygna¢, czy dupleksy utworzone

z komplementarnych nici G(CGG),C i G(CCG),C (n=2,3,4) asocjuja do kwadrupleksow zbudowanych
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jedynie z tetrad G:C:G:C. Widmo CD takiego kwadrupleksu wygladatoby prawdopodobnie jak widmo
dupleksu.

Pomimo trudnosci w wykorzystaniu widm CD do potwierdzenia tworzenia si¢ kwadrupleksow,
stanowity one doskonate narzedzie do monitorowania zmian konformacji, w zaleznosci od st¢zenia
RNA i soli, zarbwno dla czgsteczek zawierajgcych modyfikowane chemicznie reszty jak i dla

czasteczek niemodyfikowanych.

Termodynamika

Dupleksy, ktore najtatwiej asocjowaty do antyréwnoleglych kwadrupleksow okazaty si¢ byc
takze najtrwalsze. Najwigkszy wplyw stabilizacyjny jest obserwowany w przypadku, gdy
modyfikowanym nukleotydem jest reszta ®'G, nastepnie “M°G. Wprowadzenie reszty inozyny, jako
drugiej modyfikacji, do czasteczek oktamerow, wptywa destabilizujaco na ich trwatos¢. Z kolei wzrost

stezenia soli zwigksza trwato$¢ kwadrupleksow niezaleznie od sekwencji zasad.

Profil migracji czasteczek RNA w zelu poliakrylamidowym, w warunkach niedenaturujacych
Dla czasteczek G-C*'GGCGG-C oraz G-CM*GGCGG-C oprocz glownego prazka, w zelu
w warunkach niedenaturujacych obserwowatam takze mniej intensywny, szybciej migrujacy prazek,
ktéry mogl odpowiadaé formie dupleksu. Byla to jedyna metoda, ktoéra pokazata niejednorodnosé
tworzonych przez te czasteczki struktur. Z kolei czasteczki, ktore zawieraly modyfikowane reszty B'G
w pozycji 6 oligomeru (2, 6), migrowaty z szybkoscia typowa dla dupleksu, co mogto oznaczac, iz dla
stezenia RNA stosowanego w tej metodzie, czasteczki te tworzyty po prostu dupleks. W zakresie
stezen RNA stosowanych w tej metodzie, obecno$¢ reszty inozyny utrudniata tworzenie kwadrupleksu
w przypadku czasteczki G-CM*GGCIG-C. Z kolei badania wptywu stezenia RNA na rownowagi
konformacyjne czasteczek G-C*'GGCGG-C i G-CM*GGCGG-C z zastosowaniem znakowania
radioaktywnym izotopem P daly niejednoznaczne wyniki. Jak okazalo si¢, obecnosé¢ dodatkowej,
obdarzonej fadunkiem ujemnym grupy fosforanowej wptywata na szybkos$¢ migracji oligomeréow oraz

na istniejace rownowagi konformacyjne.

Pomimo, iz czasteczki G(CGG),C (n=2,3,4) wykazuja podobng stabilnos¢ termodynamiczna,
to w zaleznosci od liczby powtorzen, ich profil migracji w zelu rozni si¢ znacznie. Czasteczka
G-CGGCGG-C, w obecnoéci kationow Na®, migruje w postaci dwoéch prazkéw o zblizone;
intensywnos$ci i szybkoSci migracji. Szybciej migrujagce pasmo odpowiadato najprawdopodobniej
formie czteroniciowej, a migrujace nieco wolniej formie dupleksu. Bylo dos¢ zaskakujace, iz
czasteczka (G-CGGCGG-C),; migrowata szybciej niz dupleks (G-CGGCGG-C), oraz znacznie
szybciej niz kwadrupleksy (G-C®*GGCGG-C), i (G-CM*GGCGG-C),. Kwadrupleks mogt migrowaé

szybciej od dupleksu z uwagi na bardziej globularny ksztatt oraz wiekszy tfadunek ujemny wynikajacy
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z obecnosci czterech nici. Z kolei kwadrupleksy (G-CB'GGCGG-C), i (G-CM*GGCGG-C)s maja
bardziej wydtuzony ksztalt niz (G-CGGCGG-C), oraz r6znig si¢ powierzchnig, co moze wplywaé na
ich odmienng szybko$¢ migracji. Profil migracji w zelu dostarczyl takze waznych informacji o
budowie czgsteczek utworzonych z wigkszej liczby powtorzen CGG. W warunkach elektroforezy
czgsteczka G(CGG)4C, podobnie jak G(CGG),C, tworzyta dwie formy. Prazek odpowiadajacy jednej z
nich migrowat bardzo wolno, co sugerowato, tworzenie si¢ migdzyczasteczkowego kwadrupleksu lub
struktury wyzszego rzedu. Z kolei czasteczki otrzymane przez réwnomolowe potaczenie nici
G(CCG),C i G(CGG),C (n=2,3,4) byly trudne do analizy. Jedynym dowodem $wiadczacym o
tworzeniu przez te czasteczki struktur czteroniciowych byta ich bardzo wolna migracja w zelu.

Ze wzgledu na roznorodno$¢ topologii kwadrupleksow oraz mozliwo$¢ powstawania
alternatywnych konformacji takich, jak forma spinki czy dupleksu, bardzo trudno jest wnioskowac
0 strukturze tych czasteczek jedynie na podstawie analizy profilu szybko$ci migracji w zelu,

w warunkach niedenaturujacych.

Spektroskopia NMR
e Liczba powtorzen CGG a widma NMR

Poniewaz czasteczki zbudowane z trojnukleotydowych powtorzen r(CGG) wykazuja silng tendencje
do tworzenia r6znorodnych struktur (spinka dupleks, dupleks z wystajacymi jednoniciowymi koncami,
kwadrupleks, struktury wyzszych rzedow) metodami spektroskopii NMR nie mozna bada¢ wigkszych
takich czasteczek, z powodu poszerzenia sygnatéw rezonansowych obserwowanych wraz ze wzrostem
liczby powtorzen. Widmo NMR zawiera sygnaty, bedace usrednieniem konformacyjnym tych struktur.
Dlatego pomimo szybkiego rozwoju metod spektroskopii NMR, struktury czgsteczek RNA
zawierajacych kilka powtorzen CGG sg trudne do analizy.

e Steienie RNA
Stezenia RNA stosowane do pomiaru metodami UV, rzedu 50 nM - 100 uM, sg znacznie nizsze niz
stosowane w badaniach NMR (~1 mM lub wyzsze). W warunkach rejestracji widm UV oraz NMR
mogg powstawa¢ odmienne formy, poniewaz stezenie RNA jest czynnikiem, ktory wplywa na typ
powstajacej struktury (spinka/dupleks/kwadrupleks), a takze moze decydowaé¢ o topologii
powstajacego kwadrupleksu. W przypadku badanych przeze mnie czasteczek 1-8 oraz 12, wzrost

stezenia RNA faworyzowat asocjacje dupleksow do form czteroniciowych.

e Potwierdzenie powstawania kwadrupleksu
Sygnaty pochodzace od iminowych atoméw wodoru zaangazowanych w tworzenie G-tetrad wystepuja
przy charakterystycznej wartosci przesuni¢¢ chemicznych i na ich podstawie w prosty i szybki sposob

mozna potwierdzi¢ powstawanie kwadrupleksu. Widma 'H NMR okazaly si¢ doskonatym narzedziem
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do monitorowania wptywu zmian warunkow $rodowiska oraz zmian w sekwencji na konformacj¢

czasteczek zbudowanych z powtérzen r(CGG).

e Ustalenie budowy kwadrupleksow

Gloéwng zaleta badan kwadrupleksow za pomocg spektroskopii NMR jest mozliwos¢ uzyskania
szczegdlowych informacji o ich budowie. Metoda ta pozwala nie tylko odr6zni¢ kwadrupleks
réwnolegly od antyrownoleglego, ale takze umozliwia ustalenie orientacji poszczegdlnych nici.
Dostarcza tez informacji, ktoére reszty guanozyny sa zaangazowane w tworzenie G-tetrad, a ktére
tworza taczace je petle. Jednakze koniecznym wymogiem takich badan jest utworzenie tylko jednej,
stabilnej formy, co dla sekwencji bogatych w reszty guanozyny zdarza si¢ rzadko. Obecnos¢ licznych
konformer6w mocno ogranicza ilo$¢ dostepnych informacji strukturalnych. Czesto jedynym
skutecznym rozwigzaniem jest stosowanie dodatkowych sekwencji flankujacych lub wprowadzenia
modyfikowanych chemicznie reszt nukleotydowych. Powszechng praktyka jest takze sprawdzanie
wielu dziesigtek roznych sekwencji roznigcych si¢ niewiele w stosunku do sekwencji typu dzikiego tak
dhugo, az uzyska si¢ w roztworze pojedyncza formg¢. Jednakze podejscie takie nie jest pozbawione wad
np. obecnos¢ modyfikowanych lub dodatkowych reszt moze wplywac¢ na strukture powstajacego
kwadrupleksu. W widmach NMR przypisanie sygnatéw pochodzacych od kwadrupleksu jest
trudniejsze niz dla innych motywow strukturalnych, jak np. dupleksu. Ze wzgledu na réznorodnosé
topologii oraz niezwykle skomplikowane, rzadkie motywy strukturalne czgsto unikalne dla danej
sekwencji, ustalenie budowy kwadruplekséw jest duzym wyzwaniem i wymaga duzej wiedzy
eksperymentatora. Metody UV w bardzo krotkim czasie pozwalaja potwierdzi¢ powstawanie
kwadrupleksu, jednak poznanie jego budowy przy pomocy krystalografii lub NMR wymaga sporego
naktadu czasu.

Do tej pory metody NMR byly sporadycznie stosowane do badania struktur utworzonych
z powtorzen r(CGG) (194). Jedno z gtownych osiggnie¢ mojej pracy polega na wykorzystaniu tej
techniki do potwierdzenia, iz czasteczki zbudowane z powtorzen r(CGG) moga tworzy¢ kwadrupleksy
oraz ukazania ich budowy. Najtrudniejsze do analizy okazaty si¢ kwadrupleksy sklasyfikowane
W grupie 1, poniewaz w roztworze obserwuje si¢ szybka w skali czasu NMR wymian¢ pomig¢dzy
formg dupleksu i kwadrupleksu. Prawdopodobnie dlatego tez nie obserwowatam w widmach NMR
wszystkich sygnatow korelacyjnych, typowych dla G-tetrad i mieszanych tetrad G:C:G:C. Dla
kwadruplekséw z grupy 1, zauwazylam, ze diamagnetyczne przesuni¢cie sygnatow aromatycznych
atomow wodoru odzwierciedlalo przesuniecie rownowagi dupleks-kwadrupleks w kierunku formy
czteroniciowej.

Na podstawie widm "H NMR ustalitam, ze cecha charakterystyczng kwadrupleksow z grupy 2
jest Scista zalezno$¢ ich struktury od st¢zenia RNA oraz od typu i stezenia jednowarto$ciowego

kationu. Dla mnigjszych stezen RNA dla czasteczek z grupy 2, w obecnosci kationow Na* dominowata
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forma dupleksu, natomiast kationy K" silnie promowaty powstawanie kwadrupleksow. Jednak wraz ze
wzrostem stezenia RNA zanikata forma dupleksu i zaczynal dominowa¢ kwadrupleks. Pomimo
wystepowania typowych dla G-tetrad sygnatéow korelacyjnych, ustalenie budowy kwadrupleksu
(G-CGGCGG-C), bylo trudne, gdyz jego topologia jest bardzo nietypowa. Na podstawie analizy widm
2D NOESY zidentyfikowatam, reszty guanozyny zaangazowane w tworzenie G-tetrad, mieszanych
tetrad G:C:G:C oraz zbudowatam model tego kwadrupleksu. Czasteczki CGGCGG-C, CGGCGG-CG
oraz G(CGG),C, w obecnosci kationéw K*, tworza mieszanine réznych form, a widma tych czasteczek
nie pozwalaly na wyznaczenie ich struktury. Tylko dla kwadrupleksu utworzonego z czasteczki
G(CGG),C udalo si¢ zaproponowaé pewne elementy jego budowy. Podobienstwo widm *H NMR
czasteczek G(CGG)4C | G(CGG),C sugerowalo, iz czgsteczka zbudowana z czterech powtorzen CGG,
w obecnosci kationéw K* rowniez ulegata dimeryzacji tworzac zazebiajacy sie kwadrupleks.

Czasteczki G(CCG),C/G(CGG),C (n=2,3,4), otrzymane przez rownomolowe potaczenie dwoch
nici o komplementarnych sekwencjach, wykazuja tendencje do tworzenia kwadrupleksow
zbudowanych jedynie z mieszanych tetrad G:C:G:C, jednak nie udato mi si¢ tego potwierdzi¢
metodami spektroskopii NMR.

Spektrometria mas

Widma masowe potwierdzajg niezalezne od innych metod, iz czasteczki 1 i 3 asocjuja do form
czteroniciowych. Oprocz danych z analizy widm NMR, jest to najwazniejszy dowdd na czteroniciowa
budowe czasteczek (G-CV*GGCGG-C); i (G-CP'GGCGG-C),. Spektrometria mas jest najprostsza
metoda, ktora pozwala ustali¢ stechiometri¢ kwadrupleksow. Ma to szczegolne znaczenie w przypadku
dhuzszych czasteczek, ktore moga tworzy¢ zarowno wewnatrzczasteczkowe jak 1 migdzyczasteczkowe

kwadrupleksy.

W tabeli 25 przedstawitam krotkie podsumowanie, na temat informacji o kwadrupleksach, ktore moga

by¢ otrzymane z poszczeg6lnych metod eksperymentalnych.

Tabela. 25. Informacje o kwadrupleksach, ktére moga by¢ otrzymane z poszczegolnych metod

metoda utworzenie topologia czgsteczkowos¢  réwnowaga struktura
badan kwadrupleksu kwadrupleksu kwadrupleksu konformacyjna kwadrupleksu

profil topnienia +
przy 295 nm

widma TDS

widma CD

profil migracji
w zelu

widma NMR

+l4+]+ |+ |+
+l+|+ |+

widma MS
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Nietypowe sygnaly i przesuni¢cia chemiczne dla kwadrupleksow z grupy 1

W widmach NMR czasteczek 1-3 charakterystyczne jest silne przesunigcie w kierunku
nizszych warto$ci ppm sygnatéw reszt guanozyny, sagsiadujacych z resztag w konformacji syn od strony
3'. Charakterystyczne jest takze przesuniecie chemiczne sygnatu protonu H5' reszt ®'G3 oraz M*G3
0 ~ 0.75 ppm w stosunku do pozostatych sygnatéow H5' (rys. 114, 115 - rejon C5', sygnat w kotku).

W widmach 2D NOESY czasteczki G-CM*GGCGG-C, zarejestrowanych w DO,
zidentyfikowatam kilka sygnatow niemozliwych dla struktury dupleksu. Odleglosci pomiedzy
atomami wodoru przedstawionymi w tabeli 26, w stosunku do znanej struktury krystalograficznej
dupleksu (G-CB'GGCGG-C), (1), sa zdecydowanie zbyt duze, aby mozna bylo zaobserwowa¢ efekt
NOE.

Tabela 26. Zestawienie nietypowych dla dupleksu sygnatow korelacyjnych obserwowanych w widmach

czasteczki G-CM*GGCGG-C oraz odpowiadajacych tym kontaktom odlegtosci w znanej strukturze dupleksu
(G-C®'GGCGG-C), w krysztale

(G-C"*GGCGG-C),w roztworze (G-C®"GGCGG-C), w krysztale
obserwowane sygnaty analogiczne sygnaty, (PDB ID: 3R1E)
C8:H6-G1:H5" C8:H6-G1:H5" ~15.5A
C8:H6-G1:H4' C8:H6-G1:H4' ~14.6A
G7:H1'- G3:CH; G7:H1-G3:Br ~4.1A
G3:H1-G7:H4' G3:H1-G7:H4' ~9.7A
G7:H1-C2:H2' G7:H1-C2:H2' ~ 96A
G7:H1'-G3:H5" G7:H1-G3:H5" ~10.0 A
G7:H1'-G3:H3' G7:H1-G3:H3' ~8.7A
G7:H2'- G3:CH,4 G7:H2-G3:Br ~5.6A
G6:H2'- G3:CH; G6:H2-G3:Br ~7.6A

Ustalenie atomoéw zaangazowanych w wiazania wodorowe w parze zasad G:G

Sygnaty korelacyjne pomig¢dzy protonem iminowym reszty G6, a protonami grupy metylowej
reszty G3, byty kluczowe dla ustalenia zawiazujacej si¢ pary zasad *G:G, dla czasteczki o sekwencji
G-CM*GGCGG-C (rys. 128, po lewej). Dla wyznaczenia typu parowania w czasteczce
G-CM*GGCIG-C kluczowe okazaty sie kontakty NOE od protonu H2 reszty inozyny do atomow
wodoru grupy metylowej reszty G3 (rys. 159 B). Obecnosc¢ sygnatu korelacyjnego pomigdzy protonem
H2 reszty 16 a grupa metylowa reszty G3 potwierdzita, iz para zasad MG:| jest typu N1-karbonylo,
N7-amino. W przypadku pary M°G3:G6 nie udalo sie zaobserwowaé sygnaldéw korelacyjnych
pomiedzy atomami wodoru grupy aminowej reszty G6 a atomami wodoru grupy metylowej.
Ze wzgledu na brak sygnalow korelacyjnych dla pary ®'G:G nie moglam jednoznacznie ustalié¢ czy
rowniez w tym przypadku zawigzuje si¢ para zasad typu N1-karbonylo, N7-amino. Jednak widma
jedno- i dwuwymiarowe potwierdzity, iz czasteczki G-C*GGCGG-C oraz G-CV*GGCGG-C tworza
bardzo zblizone struktury. Na tej podstawie zatozytam, iz w przypadku obu par zasad, ®'G3:G6 oraz
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MeG3:G6, zawiazuja sie pary zasad typu Nl-karbonylo, N7-amino. Zastapienie jednej reszty

guanozyny resztg inozyny nie ma wptywu na typ powstajacej pary zasad.

Wplyw dodatkowej grupy fosforanowej na koncu 5' na strukture kwadrupleksow

W przypadku kwadrupleksu (pG-CM*GGCGG-C), obecnosé grupy fosforanowej zapobiegala
tworzeniu si¢ struktur wyzszych rzedoéw i prowadzila do powstania stabilniejszej struktury. Z Kolei
wprowadzenie grupy fosforanowej na koncu 5 do czgsteczki G-CGGCGG-C zapobiegato

powstawaniu kwadrupleksu.

Wplyw preorganizacji pary zasad G:G na powstawanie antyrownoleglych kwadrupleksow
Usztywnienie pary zasad G:G w konformacji Gsyn):Gantiy Iub Ganti):Gsyn) byto kluczowe dla
asocjacji dupleksow do antyréwnoleglych kwadrupleksow. Sposrod wszystkich badanych przeze mnie
zwigzkow zawierajacych powtorzenia CGG jedynie czasteczka pG-CGGCGG-C, niezaleznie od
stezenia RNA 1 typu jednowarto$ciowego kationu tworzyta dupleks, w ktorym obserwowatam

rownowage pomiedzy parami zasad Gsyn):Gantiy @ Gantiy:G(syn)-

Wplyw reszty guanozyny na koncu 5' na tworzone struktury

Pomimo, iz zazwyczaj obecno$¢ reszty guanozyny na koncu 5' prowadzi do powstawania
struktur wyzszych rzedow, to jej obecnos¢ okazata si¢ by¢ kluczowa dla utworzenia trwatego
kwadrupleksu (G-CGGCGG-C),4. W przypadku tej czasteczki dwie reszty z konca 5', G1 i C2, byty
zaangazowane w tworzenie mieszanych tetrad G1:C2:G1:C2, ktére powstawaty na skutek dimeryzacji
dwoch podjednostek kwadrupleksow (rys. 195). Natomiast dla czasteczek CGGCGG-C oraz
CGGCGG-CG, pozbawionych reszty guanozyny na koncu 5', forma kwadrupleksu nie jest

dominujaca.

Polimorfizm strukturalny czasteczek zbudowanych z powtorzen CGG

Czasteczki zbudowane z powtorzen CGG, ktore nie zawieraja zadnych modyfikacji
chemicznych, wykazuja tendencje do tworzenia zarowno dupleksow/spinek jak i réwnoleglych
kwadrupleksow. W poréwnywalnych warunkach stezenia RNA oraz soli, czynnikiem decydujacym
0 przyjmowanej konformacji jest rodzaj jednowartosciowego kationu. W §rodowisku zawierajacym
kationy K* ‘latwo tworza si¢ kwadrupleksy natomiast dla przesunigcia rownowagi
dupleks - kwadrupleks w kierunku formy czteroniciowej, w obecnos$ci soli sodowej, wymagane jest

wigksze stezenie RNA.
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Trwalos$¢ sygnaléw iminowych a topologia kwadrupleksow

W widmach czasteczek 1 i 3, zarejestrowanych w obnizonych temperaturach, obserwowatam
dwa sygnaly pochodzace od protonow iminowych w tetradach G3:G6:G3:G6. Wraz ze wzrostem
temperatury sygnat od protonu iminowego reszty G3 stopniowo zanikat oraz przesuwat si¢ w kierunku
nizszych warto$ci ppm, natomiast drugi sygnal iminowy nie ulegal zmianie w szerokim zakresie
temperatur. Na podstawie réznic w szybkosci zaniku tych sygnalow mozna postulowac, iz najpierw

kwadrupleks rozpada si¢ do dupleksu, a nastepnie powstaje forma jednoniciowa (rys. 216).

_ A | |
-_— | X %
| > | >
kwadrupleks dupleks forma jednoniciowa

Rys. 216. Prawdopodobny schemat rozpadu antyréwnoleglego kwadrupleksu wraz ze wzrostem temperatury

W tetradach typu G:C:G:C wigzania wodorowe, ktore powstaja w momencie asocjacji dwodch
dupleksow sa stabsze niz wigzania Watsona-Cricka w parze G:C i dlatego tatwiej ulegaja zerwaniu.
W przypadku antyrownoleglego kwadrupleksu przedstawionego schematycznie na rys. 216 rozpad
mieszanych tetrad wymusza jednoczesny rozpad G-tetrad. W zalezno$ci od typu kwadrupleksu
schemat zaniku sygnalow iminowych moze by¢ odmienny. W kwadrupleksie (G-CGGCGG-C),
0 topologii pokazanej na rys. 195 najpierw zanika sygnatl od mieszanych tetrad G:C:G:C nastgpnie
rownoczesnie od czterech bardziej trwatych G-tetrad. Tak wiec trwato$¢ poszczegolnych sygnatow

iminowych powiazana jest z topologia kwadruplekséw oraz z typem tworzacych je tetrad.

Tworzenie struktur wyzszego rzedu

Niezaleznie od sposobu przygotowania probki, w widmach 'H NMR czasteczek, ktore
zawieraly reszte MG lub B'G przy wigkszym wzmocnieniu, bylo wida¢, iz sygnaty rezonansowe nie
schodzg do linii podstawowej. Te dodatkowe, bardzo szerokie sygnaty byly szczegdlnie widoczne
w $rodowisku kationow K*. Obecnosé tych szerokich sygnatow jest dosé typowa dla kwadrupleksow
i jest wynikiem tworzenia si¢ struktur wyzszego rzedu, ktére powstaja poprzez asocjacje
kwadrupleksow. Mozliwe jest powstawanie rowniez bardziej skomplikowanych struktur, w ktorych
nowe tetrady zawigzuja si¢ z udzialem reszt pochodzacych od r6éznych kwadrupleksow,
niezaangazowanych w stabilizacje poszczegdlnych podjednostek.

Najbardziej prawdopodobne mechanizmy prowadzace do powstania takich agregatow, dla

czasteczek zbudowanych z powtérzen CGG, przedstawitam na rys. 217.
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GCGGCGGC GCGGCGGCIGCGGLGGC p-GCGGCGGC

CGGCGGCG CGGCGGCG|CGGCGGLG CGGCGGCG-p
A GCGGCGGC c GCGGCGGCIGCGGCEGL p-GCGGCGGC +’
CGGCGGCG CGGCGGCG|CGGCGGLG CGGCGGCG-p
GCGGCGGC GCGGCGGCIGCGGLCGGL p-GCGGCGGC
CGGCGGCG CGGCGGCG|CGGCGGLG CGGCGGCG-p )( >
B GCGGCGGC D GCGGCGGCIGCGGCGGC p-GCGGCGGC
CGGCGGCG CGGCGGCG|CGGCGGLG CGGCGGCG-p

Rys. 217. Potencjalny mechanizm powstawania struktur wyzszego rzedu dla czgsteczek 1 1 3. Hipotetyczna
struktura: dimeru kwadrupleksu (C), ktory powstal w wyniku oddzialywania warstwowego dwoch
kwadrupleksow (A4); dimeru kwadrupleksu (D), ktory powstal w wyniku asocjacji dwoch kwadrupleksow
z lepkimi koricami (B); (G - oznacza modyfikowang reszte *G, ®'G)

Taki dimer kwadrupleksu z lepkimi koncami (rys. 217 D) moze dalej tatwo asocjowaé, tworzac
kwadrupleksy o jeszcze wyzszych masach czgsteczkowych. Poniewaz powstajacy w ten sposob
kwadrupleks jest zbudowany z sasiadujacych G-tetrad (rys. 217 D, kolor szary), powinien by¢ bardzo
trwaly, zwlaszcza w obecno$ci kationow potasu. Dlatego uwazam, iz agregaty kwadrupleksow
o roznej dlugosci moga stanowi¢ glowng forme uboczng w roztworze. W przypadku obu
mechanizmow (rys. 217), wprowadzenie grupy fosforanowej na koniec 5' powinno zapobiega¢ wtornej
asocjacji kwadrupleksow. Zgodnie z oczekiwaniem w widmach czasteczek pG-C*GGCGG-C oraz

pG-CM*GGCGG-C nie obserwowatam tych szerokich sygnatow.

Wystepowanie w genomie sekwencji, zdolnych do tworzenia kwadrupleksow

W genomie wystepuje ~ 376,000 sekwencji zawierajacych rejony powtdrzen guanozynowych
przedzielonych fragmentami nieguanozynowymi, zdolnych do tworzenia kwadruplekséw (66).
Wystepuja one gltownie w kluczowych biologicznie obszarach jak regiony promotorowe genow
onkogennych czy konce chromosoméw. Poznanie i zrozumienie natury kwadruplekséw jak rowniez
sposobu ich stabilizacji w komoérce (np. BRACO-19) stwarza nadziej¢ na nowe formy leczenia
przeciwnowotworowego. Takze w regionie 5'-UTR mMRNA moze znajdowa¢ si¢ ponad 3000
elementow majacych tendencj¢ do tworzenia kwadrupleksow RNA. Ws$rod powtdrzen
trojnukleotydowych powtarzajacych si¢ tandemowo, wystepujacych w genomie, oproécz powtdrzen
CGG (166;188;189;191), dowiedziono mozliwo$¢ tworzenia si¢ kwadrupleksow takze dla powtdrzen

(AGG)n oraz (UGG)n (152).

Mechanizm powstawania kwadruplekséw zbudowanych z powtérzen CGG

Nadal niewiele wiadomo o budowie i wlasciwosciach kwadrupleksow DNA zbudowanych
z powtorzen CGG, a analogiczne struktury lub modele kwadruplekséw RNA w ogole nie sg znane. Dla
czasteczki DNA o sekwencji GCGGTTTGCGG juz w 1995 roku Patel (141) zaproponowat
mechanizm formowania si¢ kwadrupleksu poprzez dimeryzacje dwoch spinek, co prowadzito do
powstania G-tetrad i mieszanych tetrad typu G:C:G:C (rys. 218). Mechanizm ten nie moze by¢

uniwersalny dla typowych powtorzen CGG, gdyz w sekwencji tej dwa motywy CGG sg przedzielone
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trojnukleotydowym fragmentem TTT, co z pewnoscig wplywa na strukture tego kwadrupleksu.

A

e - G:G:G:G tetrada

- - - C:G:C:G tetrada
/
| |

Rys. 218. Model kwadrupleksu zaproponowany przez Patela (141) dla czgsteczki GCGGTTTGCGG

Mechanizm ten nie moze by¢ odniesiony tez do podobnych czasteczek RNA. Przede wszystkim
dlatego, ze kwadrupleksy RNA preferuja rownolegle utozenie nici, ktore jest determinowane silng
tendencjg rybonukleotydéw do przyjmowania konformacji anti wokot wiagzania N-glikozydowego. Na
podstawie wynikow moich badan zaproponowalam alternatywny mechanizm powstawania
kwadrupleksow, dla czasteczek RNA zbudowanych z powtorzen CGG. Pokazatam, iz reszta cytydyny
w sekwencji GGCGG jest zdolna do tworzenia petli zewnetrznej (rys. 219). Taki motyw strukturalny
moze tworzy¢ zarowno kwadrupleks jednoczasteczkowy (dla czasteczek zawierajacych co najmniej
cztery powtorzenia CGG), jak i kwadrupleks dwuczasteczkowy (dla czasteczek zawierajacych dwa

powtorzenia CGG).

G

Rys. 219. Petla zewnetrzna utworzona przez reszte cytydyny

Mechanizm ten zostal zaproponowany dla czgsteczki o naturalnej sekwencji, co sprawia, iz jest on
bardziej uniwersalny i moze by¢ poprawny takze dla innych czasteczek RNA, zbudowanych
z powtorzen CGG. W DNA pojedyncze reszty pirymidyn latwo tworza petle zewnetrzne, dlatego
wedlug tego mechanizmu by¢ moze moga takze powstawa¢ kwadrupleksy DNA, bogate w
powtorzenia CGG. Udowodnitam rowniez, ze w kwadrupleksach zbudowanych z powtorzen r(CGG)

reszty cytydyny, oprocz petli zewngtrznej, moga tez wchodzi¢ w sktad tetrad G:C:G:C.

Liczba powtorzen CGG a struktura

Analizujac dane literaturowe mozna dostrzec pewng zalezno$¢ pomiedzy strukturg czasteczek
zbudowanych z powtorzen CGG, a liczbg takich powtorzen. Wyniki eksperymentéw sugerowaty, iz
czasteczKi r(CGG)y7 i r(CGG)y tworzg strukture spinki (probkowanie enzymatyczne, spektroskopia
UV i CD) (152;192), natomiast czasteczki zbudowane z ponad 90 powtdrzen r(CGG) tworza
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przypuszczalnie struktury kwadrupleksu (probkowanie enzymatyczne, badania biochemiczne
z uzyciem biatek z rodziny hnRNP) (166;189). Jest wysoce prawdopodobne, iz to wilasnie liczba
powtorzen r(CGG) odgrywa kluczowa role 1 przy wigkszej liczbie powtorzen CGG powstawanie
kwadrupleksu moze by¢ bardziej korzystne niz prostej spinki badz bardziej skomplikowanego uktadu

spinek (rys. 220).

...CGGCGGCGG... ...CGGCGGCGGCGGCGGAGGLEGGEGG...

Rys. 220. Schematyczne przedstawienie zaleznosci tworzonych struktur od liczby powtorzen CGG

Struktury czasteczek zbudowanych z powtérzen CGG, w roztworze i w krysztale

Czasteczki RNA o takich samych sekwencjach tworzg zupelnie odmienne struktury
w roztworze i w krysztale. W roztworze czasteczka G-C®'GGCGG-C przyjmuje forme
antyrownolegtego kwadrupleksu, a w krysztale tworzy si¢ dupleks z dwiema niekanonicznymi parami
zasad ®'G3syn):G6iantiy i GBantiy:> G3syn). Podobnie czasteczka, o sekwencji G-CGGCGG-C, wystepuje
w roztworze jako rownolegty kwadrupleks, a w krysztale powstaja dupleksy roznigce si¢ konformacja
syn/anti w parach zasad G3:G6 i G6:G3.

|G-CF'GGCGG-C] | G-CGGCGG-C |
krystalografia NMR krystalografia NMR
- I \ . 1 \ - 1 \ . 1 \
|__ dupleks \ | kwadrupleks | | dupleks \ | kwadrupleks |

Rys. 221. Poréwnanie struktur powstajgcych dla tych samych sekwencji w krysztale i roztworze: dupleks
(PDB ID: 3R1E) (A), antyréwnolegly kwadrupleks z pojedynczg °'G:G:*'G:G tetradg (B), dupleks
(PDB ID: 3R1C) (C), rownolegly kwadrupleks (D).
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W swojej pracy po raz pierwszy pokazatam jak sg zbudowane kwadrupleksy RNA utworzone
z powtorzen CGG (rys. 221 B, D). Przedstawitam takze unikalne, nie opisane dotad cechy widma UV
zaobserwowane dla kwadrupleksow zawierajacych izolowane oraz modyfikowane chemicznie
G-tetrady (rys. 221 B). Chociaz w trakcie realizacji moich badan dowiedziatam si¢ wiele o strukturze

I wlasciwos$ciach czasteczek zbudowanych z powtérzen CGG, jednak nadal kryjg one wiele tajemnic.
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VI. MATERIALY I METODY

V1.1 Synteza chemiczna

Analizowane czasteczki RNA (tab. 27) otrzymano metoda amidofosforynowa na podtozu statym,
wykorzystujac doswiadczenie kierowanej przez prof. R. Kierzka Pracowni Chemii RNA, w syntezie
chemicznej kwasow nukleinowych. Synteze prowadzono w skali 1 mikromolowej przy uzyciu
handlowo dostepnych amidofosforynow z blokadg 2'-O-TOM (2'-O-triizopropylosililoksymetylowa).
Czg$¢ modyfikowanych nukleozydéow takich jak LNA, czy inozyna pochodzila z pracowni
prof. R. Kierzka. Po syntezie otrzymywatam oligorybonukleotydy z wolng grupa 5'-OH. Wydajnos¢
czystego oligomeru z jednej skali syntezy wynosita ~ 10 - 20 OD (10D RNA =40 pg/ml).

Tabela 27. Sekwencje czgsteczek RNA otrzymanych metodg amidofosforynowg na podtozu statym

Czasteczki RNA

7-mery G-C"GGCGG-C
CGGCGG-C pG-CGGCGG-C
8-mery G-C*GGCAG-C
CGGCGG-CG G-CACGUG-C
G-CGGCGG-C G-CCGCCG-C
G-CGGC?GG-C 11-mery
G-C*GGCGG-C G(CGG)sC
pG-C*GGCGG-C G(CCG);C
G-C*GGCIG-C 18-mery
G-CIGC®*'GG-C G(CGG).,C
G-CM*GGCGG-C G(CCG).C
pG-C"*GGCGG-C 20-mer
G-C™GGCIG-C G-C*GGCGG-C-AAAA-G-C*"GGCGG-C

Synteza 2',3"tri-O-acetylo-N2-acetylo-8-metyloguanozyny (Ac,G, 111)

Ac,”'G 726 mg, 1.36 mM
[(CeHs)sP]4Pd 90 mg
Al(CH3)3 4 ml

THF bezwodny (SIGMA) 30 ml
suszka: zel krzemionkowy firmy MERCK

2',3',tri-O-acetylo-N2-acetylo-8-bromoguanozyne (I1) oraz Kkatalizator palladowy [(CesHs)sP]4Pd
rozpuscitam w 10 ml THF, odparowatam i dosuszylam przez ok. 40 minut pod zmniejszonym
cisnieniem. Nastepnie oba zwiazki rozpuscitam w 30 ml THF, a tr6jszyjng kolbe zaopatrzong w balon
z argonem oraz sept¢ umie$citam na mieszadle magnetycznym, pod chtodnicg zwrotng z suszkg. Do
ochtodzonej na tazni lodowej o temperaturze 4°C mieszaniny reakcyjnej wkroplitam Al(CHs)s1 reakcje
prowadzitam przez 24 godziny w temperaturze wrzenia. Po zakonczeniu reakcji odparowatam THF,
dodatam wodny roztwor kwasnego weglanu sodu i przeprowadzitam 3-krotnie ekstrakcj¢ chlorkiem

metylenu. Warstwy organiczne potaczytam, osuszytam dodajac bezwodny siarczan sodu, odsgczytam,
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a nastepnic odparowatam do sucha. Otrzymatam 465 g 2',3'tri-O-acetylo-N2-acetylo-8-metylo-
guanozyny (111). Wydajnos¢: okoto 65 %.

Kolejne etapy syntezy 3'-O-amidofosforynu 5'-O-dimetoksytrytylo-2'-O-tertbutylodimetylsililo-
2N-((dimetyloamino)metyleno)-8-metyloguanozyny (V1) przebiegaty standardowo (215).

V1.2. Przygotowanie RNA do badan

Przygotowanie czasteczek RNA do badan po syntezie chemicznej przebiegato w kilku etapach.

VI.2.1. Usunigcie grup ochronnych oraz rozdzielenie czgsteczek RNA

W celu odcigcia oligomeréw od podioza, usuniecia grup zasadolabilnych oraz odsililowania, podtoze
traktowano:

A

Oligomery nie zawierajace atomu bromu

40% roztworem CH3NH; w H,O (2 ml), cato$¢ inkubowano ~ 20 godzin w temperaturze pokojowe;.

Oligomery zawierajace atom bromu

32% roztworem NH,OH:EtOH (2ml, 3:1 v/v), calo$¢ inkubowano przez 2 dni w temperaturze
pokojowe;j.

Nastepnie roztwor zbierano znad podtoza, podtoze doktadnie ptukano mieszaning EtOH:CH3CN:H,0
(3:1:1 vivlv). Roztwory taczono i odparowano do sucha (wyparka wirowkowa). Otrzymany osad
oligorybonukleotydu rozpuszczono w 0.5 ml trojfluorowodorku trojetyloaminy (1M w THF)
1 inkubowano przez 20 godzin w temperaturze pokojowej (z wytrzagsaniem do momentu
rozpuszczenia).

B.

Oligomery - niezaleznie od sekwencji

32% roztworem NH;OH:EtOH (2ml, 3:1 v/v), cato$¢ inkubowano przez noc w temperaturze ~50°C.
Nastepnie probowke wymrozono przez 15 minut w temperaturze -20°C, roztwor znad silikazelu
przesaczono przez saczek, silikazel przeptukano 3 x 0.5 ml wody 1 przesacz odparowano do sucha. Po
dodaniu 30 pul DMF-u i 270 pl (Et)sN-3HF, zapewniajac bezwodne warunki, probowke ogrzewano
w temperaturze 55°C przez 2-3 h, mieszajac co 10 minut az do rozpuszczenia osadu. Nastepnie dodano
5 ml n-butanolu i umieszczono probke w temperaturze -20°C w celu stracenia osadu oligomeru. Po
1 godzinie osad zostal zwirowany w temperaturze 4°C (10 min, 5000 obr/min), roztwoér zostat zlany,

a osad wysuszony pod zmniejszonym cis$nieniem.

W celu rozdzielenia oligomerow o roznej dtugosci po syntezie stosowano rézne metody:
Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (TLC)

Probki RNA rozpuszczono w 100 pl wody i1 natozono na ptytki silikazelowe (20x20 cm), nastgpnie

ptyty rozwijano w uktadzie n-propanol/amoniak/woda 55:35:10 lub 58:32:10 (v/v/v). Po zakonczeniu
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rozdziatu (~ 4-5 h) prazki odpowiadajace wiasciwym oligorybonukleotydom wyskrobano z ptytek
i eluowano 3-krotnie 2 ml wody. Potaczone frakcje odparowano do sucha.

W celu usunigcia resztek silikazelu, probki rozpuszczono w 500 pl wody, nastgpnie wirowano
w temperaturze pokojowej przy 12000 obr/min przez 3 minuty, roztwér przeniesiono do nowych
probowek (Eppendorf) oraz uzyto kolumn zawierajacych silanizowane podtoze C18 (Sep-Pak,
firmy Waters). Oczyszczone oligomery RNA liofilizowano i przechowywano w -20°C. Otrzymywano
10 — 20 OD z syntezy w skali 1 mikromolowej.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)
Jest to alternatywna metoda, ktora byta stosowana do oczyszczania czgsteczek RNA. Probki RNA
w ilo$ciach podanych w tabelach 28 i 29 byly nastrzykni¢te do ukladu chromatograficznego,
a nastgpnie eluowane gradientowo. Czas retencji dla G-CGGCGG-C wynosit w skali analitycznej
~ 16.3 min (20% B), a w skali pétprepatratywnej ~ 12 min (8% B) dla 1 piku oraz ~ 19.4 min (43% B)
dla 2 piku (rys. 222). Po zakonczeniu rozdziatu frakcje zawierajace glowna czasteczka odparowano do

sucha. Czystos¢ sprawdzono wykonujac spektrometr mas typu MALDI-TOF.

Tabela 28. Program gradientowy zastosowany do rozdzialu w skali analitycznej

kolumna analityczna - XTerra™ RP18°*™ (4.6X150mm)

czas przeplyw (ml/min) A% B% informacje dodatkowe
program gradientowy 1

0 1 100 0

25 1 90 10 0.1-0.20D RNA

30 1 50 50

32 1 100 A -10 mM NH4HCO;
47 1 100 B - 10 mM NH4HCO3/CH3CN (1/1 viv)
47.01 0.10 100 AUFS =0.2

program gradientowy 2

0 1 100 0

15 1 90 10

27 1 0 100

32 1 100 0

42 1 100 0

42.02 0.10 100 0

Tabela 29. Program gradientowy zastosowany do rozdziatu w skali potpreparatywnej

kolumna pélpreparatywna - XTerra' " RP18™"™ (7.8X150mm)

czas przeplyw (ml/min) A% B% informacje dodatkowe

program gradientowy

0 2 100 0

15 2 90 10 10 OD RNA

27 2 0 100

32 2 100 0 A 10 mM NH4HCO,

42 2 100 0 B 10 mM NH4HCO4/CH5CN (1/1 v/v)
42.02 0.10 100 0 AUFS =2
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Rys. 222. Chromatogramy z rozdzzalu zanieczyszczonej czgsteczki G-CY*GGCGG-C, otrzymane technikg
HPLC: skala analityczna (A), skala preparatywna (B)

Elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach denaturujacych (PAGE)

Zel denaturujacy 19% na duza plyte:

- mocznik 47.25 g

- zel poliakrylamidowy 40% (19:1) — 56.25 ml
- bufor TBEx10 — 11.25 ml

- woda — 11.25 ml

-APS -1ml

korek: 10 ml roztworu zelu + 10 ul TEMED

- TEMED — do reszty 20 pl

- bufor elektroforetyczny - 1xTBE

Elektroforezg preparatywnag w warunkach denaturujacych stosowano do oczyszczania dlugiego
oligorybonukleotydu (44-meru) syntetyzowanego chemicznie po etapie usunig¢cia grup ochronnych
(grubos¢ zelu 2 mm, rozmiar zelu 30x40 cm). Elektroforez¢ prowadzono 4 godziny przy mocy pradu
60 W. Gtowny oligorybonukleotyd eluowano z zelu 7 ml sterylnej, dejonizowanej wody przez 2 dni
i nastepnie odsalano na kolumienkach NAP-25 (elucja sterylng, dejonizowang H,0). Dla odsolonego
oligomeru RNA wykonano widma masowe (MALDI-TOF), w celu sprawdzenia czy otrzymano

czasteczke o whasciwej dlugosci.
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V1.2.2. Oczyszczenie czgsteczek RNA od niskoczgsteczkowych zwigzkow

Stosowane roztwory:
10 mM NH;HCO;

NH4HCO; =7 9.8 mg
H,O do 100 ml

W celu odsolenia probek lub usunigcia innych niskoczgsteczkowych zanieczyszczen uzywano:
Kolumienki Sep-Pak C18

Kolumny zawierajace silanizowane podloze C18 przemyto 10 ml acetonitrylu, a nastgpnie 10 ml

10 mM roztworu wodoroweglanu amonu. Na tak przygotowane kolumny naktadano probki

rozpuszczone w 10 ml 10 mM roztworu wodoroweglanu amonu. Zebrano trzy frakcje oznaczone

odpowiednio:

L — przesacz uzyskany po natozeniu probki na kolumne,

W — przemycie probki 10 ml 10 mM roztworem wodoroweglanu amonu oraz

C — frakcja wlasciwa, zawierajgca oligorybonukleotyd zebrany przez przemycie kolumny 5 ml 30 %

roztworu acetonitrylu w wodzie.

Na ptytce TLC wykonano w skali testowej prob¢ na obecno$¢ oligorybonukleotydu w trzech

zebranych frakcjach lub badano absorbancje poszczegdlnych frakcji, a frakcj¢ C zawierajaca

oligorybonukleotyd odparowano do sucha.

Kolumny Sephadex G-25
Odsalanie 44-meru przeprowadzono na kolumnie sporzadzonej z zelu Sephadex G-25. Predkosé
przemieszczania si¢ czasteczek wzdtuz zelu jest odwrotnie proporcjonalna do ich masy czasteczkowe;j.
Przed rozdziatem kolumng¢ przemyto 300 ml wody. Po prawie catkowitym odsgczeniu wody znad zelu
naniesiono roztwor RNA, a po jego wniknigciu w zel rowniez ostroznie naniesiono na kolumne 1 ml
wody w celu dalszego wniknigcia tego roztworu do wnetrza zelu. Po wniknieciu i tej porcji, kolumne
nad zelem napetniono ostroznie sterylna, dejonizowang woda i utrzymywano jej objetosé na wzglednie
stalym poziomie przez caty czas prowadzenia rozdziatu. Po zebraniu pierwszych 20 ml (frakcja bez
RNA) podstawiono kolejne probowki na 10 ml, zbierajac do nich nastepne frakcje po 10 ml. W sumie
zebrano 9 frakcji zawierajacych RNA, z czego pierwsze 2 byly odsolone, kolejne 7 bylo nadal
zasolonych. Frakcje zasolone odparowano i wykonano dla nich ponownie rozdzial na kolumnie.

Odsolone RNA odparowano (wyparka wirowkowa).

Wytracanie RNA
A.

Do 3 ml 2% NaClO4 w suchym acetonie dodano ok. 150 ul RNA i doktadnie wymieszano. Nastepnie

1,5 ml zawiesiny przeniesiono do proboéwki Eppendorf i wirowano 10 minut (10000 obr/min).
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Supernatant usuni¢to, dodano drugg porcje zawiesiny, ponownie zwirowano i usuni¢to supernatant.
Osad przemyto 3 razy 100 ul suchego acetonu i wysuszono.

B.

Do 4.5 ml n-butanolu dodano ok. 0.5 ml roztworu 44-meru w tréjfluorowodorku trdjetyloaminy
1 doktadnie wymieszano. Nastepnie 5 ml tej zawiesiny umieszczono na 1 godzing w -20°C, po czym

wirowano w 4 °C przez 5 minut (5000 obr/min). Supernatant usunigto, a osad dosuszono.

Dializa
woreczek dializacyjny: SpectralPor® CE(Cellulose Ester), MWCO 500, $rednica 5 mm, objetos¢ 1 ml
Do 3-krotnie przemytego sterylng woda woreczka dializacyjnego dodano roztwér zasolonego
oligomeru i woreczek umieszczono w litrowej butelce ze sterylng woda. Dialize prowadzono przez
24 h w temperaturze 4°C lub temperaturze pokojowej caty czas mieszajac. Wode zmieniano 3 razy.
Nastepnie zawarto$¢ woreczka dializacyjnego przeniesiono do probowki Eppendorf i odparowano do
sucha.

Ultrafiltracja
probowki ultrafiltracyjne: Amicon Ultra-4, membrana z regenerowanej celulozy o punkcie odcigcia
3 kDa, objetos¢ 4 ml
Do 3-krotnie przemytej sterylng woda probowki ultrafiltracyjnej dodano roztwor zasolonego
oligomeru i1 probéwke umieszczono w wirowce. Szybko$¢ wirowania (~ 10800 rpm) w temperaturze
25°C zostata tak dobrana, aby w ciggu 12 minut przefiltrowaé¢ ~ 3 ml roztworu. Wode zmieniano
3-4 razy otrzymujac w ten sposob odsolong probke. Metode ultrafiltracji stosowano takze do zmiany
buforu. W tym celu odsolong zawarto$¢ proboéwki przefiltrowano dodatkowo 2 krotnie, uzywajac
nowego buforu, a nastepnie pozostaty roztwor przeniesiono do proboéwki typu Shigemi i uzupetniono

buforem do objetosci 300ul. Tak przygotowana probka byta gotowa do dalszych badan.

Obliczanie iloSci RNA do badan

Ilos¢ RNA byla obliczana spektrofotometrycznie, korzystajac z wzoréw przedstawionych ponize;j:

OD=A‘'roz'V
A = absorbancja
roz = rozcienczenie W kuwecie
V = objetos¢ catkowita roztworu [ml]
C=A/el
¢ - stezenie [mol/dm®]
& - wspotezynnik ekstynkeji [dm®/mol-cm]
| - droga optyczna [cm]
Wspotczynniki € obliczano korzystajac z kalkulatora na stronie

[http://www.ribotask.com/calculator.asp?PagelD=40].
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RNA OD260 1 =40 pg/ml
Homogenno$¢ otrzymanego preparatu potwierdzano przy pomocy widma 'H NMR, MALDI-TOF MS

lub elektroforetycznie.

V1.3. Bufory i metody standardowe stosowane w spektroskopii NMR

Bufory stosowane do przygotowania roztworéw RNA do pomiarow NMR:
Bufor sodowy:

150 mM NacCl, 10 mM bufor fosforanu sodu, 0,1 mM EDTA, pH 6,6

NaCl —438.3 mg

Na;HPO, — 26.62 mg

NaH,PO,4 — 37.49 mg

EDTA - 1.86 mg

uzupetniono sterylng, dejonizowang woda do 50 ml

Bufor potasowy:

150 mM KCI, 10 mM bufor fosforanu potasu, 0,1 mM EDTA, pH 6,6
KCI -1.1169

K,HPO, —18.75 ml, 0.2 M - (1.776g w 50 ml wody)
KH,PO,—31.25 ml 0.2 M - (1.374g w 50 ml wody)

EDTA -0.1 mM, 3.72 mg

uzupetniono sterylng, dejonizowang woda do 100 ml

Tris-HCI

10mM Tris-HCI, pH 6,6
Tris-HCI - 12.11 mg
HCI (12.1 M) -8 ul

uzupetniono sterylng, dejonizowana wodg do 10 ml

Przygotowanie probek RNA

Probowka typu Shigemi
Wszystkie eksperymenty NMR zostaty wykonane w probowkach typu Shigemi, ktore umozliwiaja
uzyskanie 2-krotnie wyzszego stezenia roztworu niz w tradycyjnej préboéwce o Srednicy 5 mm.
Probowki te posiadajg plastikowe elementy, powyzej i ponizej badanego roztworu, ktore majg taka

samg podatno$¢ magnetyczng jak rozpuszczalnik.

ool QR e —
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Prébki w D,O
Roztwory oligomeréw byty odparowane do sucha, ponownie dwukrotnie odparowane do sucha z 50 ul
D20 (99,8%) a nastepnie rozpuszczone w D,0 (99,96% amputki Aldrich, 0,3 ml - proboéwka typu
Shigemi). Probki bezposrednio w probowce typu Shigemi byly umieszczone w plaszczu z goracej
wody oraz byly suszone przy uzyciu dtugiej igly, helem o czystosci 5.0 z dodatkowym filtrem.

Probki w H,O
W celu analizy sygnatow wymienialnych atoméw wodoru zliofilizowane probki byty rozpuszczone
w H,O/D,0 (270 pl : 30 pl - probowka typu Shigemi) przy pH 6,6. Obecnos¢ 10% deuteru jest

niezbe¢dna ze wzgledow aparaturowych dla celow tzw. stabilizacji jadrowej (ang. lock).

W celu uzyskania wtasciwego zwijania si¢ tancuchow RNA, przed rozpoczgciem serii pomiarow
w D,0 i H,0/D,0, prébki byty grzane w temperaturze 95°C przez 3 minuty i powoli schladzane do

temperatury pokojowej.

Rejestracja widm

Widma NMR przedstawione w pracy zostaly wykonane na spektrometrach Bruker AVANCE |1
400, Bruker AVANCE 111 700 (Instytut Chemii Bioorganicznej PAN) oraz Bruker AVANCE Il 600
(Wydziat Chemii UAM w Poznaniu). Widma byty procesowane za pomocg programu TOPSPIN 3.1

(Bruker Biospin) oraz analizowane za pomoca takich programow jak Cara, czy Felix.

Widma 'H NMR

Jednowymiarowe widma 'H NMR w D,O wykonano w zakresie temperatur 15°C-30°C,
glownie w temperaturze 25°C przy szerokosci spektralnej 12 ppm. Zalezno$¢ widm *H NMR od
temperatury badano w roznych zakresach w zalezno$ci od probki, najszerszy zakres obejmowatl
temperatury od 5°C do 80°C. Resztkowy sygnat wody HDO byt usuwany za pomoca naswietlania
malg mocg metodg presaturacji (ang. presaturation).

Jednowymiarowe widma *H NMR w mieszaninie H,O/D,O (v/v, 9:1) wykonano gléwnie
w temperaturze 10°C, 15°C, 20°C i 25°C, w niektorych przypadkach zakres temperatur wynosit do
80°C, przy szerokosci spektralnej 20 ppm. Silny sygnal pochodzacy od H>O tlumiony byt za pomoca
gradientowych impulséw metodg WATERGATE (213) (d19 = 264pus dla 400 MHz oraz 176 us dla 600
MHz).

Widma 2D NMR
Dwuwymiarowe, fazoczute widma 2D NOESY (D;0) wykonano w temperaturze 15°C, 20°C

lub 25°C. Temperatura byta dobierana w taki sposob, aby uzyska¢ jak najlepsze rozseparowanie
sygnatow. Widma wykonano przy dwoch réznych czasach mieszania (dg, ang. mixing time): 150 ms
oraz 400 ms. W celu przypisania sygnatow H2', czasami rejestrowano widmo 2D NOESY z czasem

mieszania 80 ms.
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Widma 2D NOESY w H,0/D,0 (9:1, v/v) wykonano w temperaturze 10°C, 15°C, 25°C lub 40°C
z czasem mieszania 150 ms z zastosowaniem sekwencji impulséow WATERGATE do tlumienia
sygnatu wody.

Fazoczule widma 2D DQF-COSY (D,O) wykonano w temperaturze 20°C lub 25°C.
Zarejestrowano widma dla dwoch réznych zakresow: obejmujgcego wszystkie protony 9.20 — 2.00
ppm, jak réwniez dla zawezonego zakresu obejmujacego tylko sygnaty reszt cukrowych 6.50 — 2.00
ppm. Dla zawezonego zakresu widma stosowano 4048 punktow w kierunku F2 w celu zwigkszenia

rozdzielczoSci.

Fazoczute widma korelacyjne 'H-BC HSQC wykonano gtownie dla zawe¢zonego zakresu
obejmujacego sygnaty *3C tylko od reszt cukrowych (55-100 ppm). Widmo obejmujace caty zakres
sygnatow °C, takze od sygnaloéw aromatycznych (55-165 ppm), zarejestrowano stosujac sekwencje

wykorzystujacg ksztattne impulsy do odsprzg¢gania oddziatywan z Bc.

W fazoczutych widmach korelacyjnych 'H-31p HSQC (D,0) szeroko$é spektralna wynosita 2.5 ppm

w kierunku F2 i 5 ppm w kierunku F1 (O2 = -1 ppm, wzorzec trimetylofosforan).

Widma 2D *H-""N HSQC (H;0) wykonano w temperaturze 10°C lub 15°C. Zarejestrowano
widma dla dwoéch réznych zakresoOw: obejmujacego przesuni¢cia chemiczne atoméw azotu N2 reszt
guanozyn oraz N4 reszt cytydyn (zakres 50-100 ppm), jak rowniez dla zawezonego zakresu

obejmujacego tylko sygnaty NH1 (zakres 140-150 ppm).

Pomiar wspélczynnika dyfuzji translacyjnej
Szybkos$¢ procesu dyfuzji czastek okresla parametr zwany wspotczynnikiem dyfuzji D. Wartos¢
wspolczynnika dyfuzji translacyjnej zalezy od takich parametrow jak wielko$¢, ksztalt czasteczki,

temperatura oraz lepko$¢ roztworu.

kT

D=
6rnr,

k - stala Boltzmana;

T - temperatura;

1N - lepkos¢;

Is- promien hydrodynamiczny czasteczki

Pomiar metoda NMR opiera si¢ na zalezno$ci wspotczynnika dyfuzji od intensywnos$ci sygnatu widma

NMR zgodnie z rownaniem Stejskala-Tannera:

] _ ]“ e—[)q'(A—(f 3
q-4257.7 Hz/G
A -150 ms

0 -4ms
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Rejestrujgc zmiang intensywnosci widma wraz ze zmiang gradientu pola G (rys. 223 A, B) przy
ustalonym czasie pomi¢dzy gradientami (150 ms) i czasie trwania tych zaburzen pola magnetycznego
(4 ms) wyznaczono wspotczynniki dyfuzji w badanych probkach. Wartosci A oraz & zostaty tak
dobrane, aby przy mocy gradientu 2% intensywno$é¢ sygnatow w widmie *H NMR byta mozliwie
niezaburzona, natomiast przy mocy gradientow 95% intensywnos$¢ tych sygnatéw byta bliska zera
(rys. 223 C).

95%

2% ) "\ )\ )
widmo
Wzorcowe

‘ aplll I
AT T e e & A i wm B e il C 8.0 75 7.0 ppm

Rys. 223. Zmiana intensywnosci sygnatu w widmie NMR wraz ze zmiang gradientu pola G (4, B), sposob
optymalizacji wartosci delt (4, o)

Pomiary wspotczynnika dyfuzji wykonywano dla tych samych probek, ktore uzywane byly do
pozostatych eksperymentow. Wyniki analizowane byty w programie TOPSPIN 3.1 (modut DOSY lub
T1/T2). Technika ta pozwala na uzyskanie widm pseudo-2D (modut DOSY), zawierajacych
informacje o predkosci dyfuzji czasteczek w rozpuszczalniku. Poniewaz wspotczynnik dyfuzji zalezy
migdzy innymi od promienia hydrodynamicznego czasteczki, otrzymuje si¢ wigc rozseparowanie

sygnatow zalezne od wielkosci czasteczek (rys. 224).

log(m2/s)

T T T T T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3,5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

Rys. 224. Przykladowe widmo DOSY dla czgsteczki G-CY*GGCIG-C, w kierunku F1 podane sq wartosci log(D)

Przypisanie sygnaldéw w widmach NMR
Droga do wyznaczenia struktury w roztworze, rozpoczyna si¢ od przypisania sygnatow

rezonansowych pochodzacych od protondéw, jak takze od innych jader magnetycznych (13C, BN, 31P).
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Wszystkie sygnaly rezonansowe pochodzace od protondéw w RNA koncentrujg si¢ w trzech
charakterystycznych zakresach spektralnych: H8/H6, H1'/HS, H2'/H3'/H4'H5'/H5" i mieszcza si¢
w waskim przedziale 5 ppm (8.5-3.5 ppm) (np. rys. 111). Z uwagi na podobienstwo w strukturze
chemicznej reszt nukleotydoéw, ktore przektada si¢ na podobienstwo przesuni¢¢ chemicznych
w poszczegolnych rejonach, sygnaly te bardzo czgsto naktadaja si¢ na siebie. Ponadto probki RNA do
badan NMR rozpuszczone sa w D0, ktéra zawiera okolo 0.01% HOD. Sygnal resztkowy od
rozpuszczalnika (HDO) pojawia si¢ w obszarze H2'/H3'/H4'/H5'/HS". Podczas jego thumienia moga
ulec wygaszeniu lub sttumieniu réwniez sygnaly rezonansowe pochodzace od protonow H2' i H3'.

Przypisanie sygnatow w widmie 2D NOESY polega na analizie sygnatéw korelacyjnych
pomiedzy protonami znajdujacymi sie w odlegloéci mniejszej niz okolo 4-5 A. W widmach 2D
NOESY w pierwszej kolejnosci analizowatam obszar aromatyczno-aromatyczny H8/H6-H8/H6 oraz
aromatyczno-anomeryczny H8/H6-H5/H1', gdzie obserwuje si¢ trzy rodzaje oddziatywan dipolowych:
H8/H6n)-H8/H6n+1) oraz H8(y.1-H5(y) oraz H8/H6-H1' (rys. 225).

,,k\JL,ﬂﬁfL)JLJLm__*wJ___ppm

Cigrs @ I
C'HBIH5 C:H6/H5 E . o
= —5.5
Y1 L
[+] Pr— L
é > @ L obszar aromatyczno-anomeryczny
H8/H6-H1'
=~ "1 ppm
r obszar aromatyczno—aromatyczny
. ~7.5
(x1,Yl)  v1 [
: -8.0
I I I I I I

80 78 76 74 72 70 ppm

Rys. 225. Sposéb wyznaczania sekwencyjnej Sciezki NOE

W poblizu linii diagonalnej, w obszarze aromatyczno-aromatycznym, znajduja si¢ sygnaty
H8/H6(,)-H8/H6(1+1) pochodzace od oddziatywan warstwowych pomigdzy kolejnymi zasadami
w sekwencji. Dla regularnej struktury A-RNA w obszarze aromatyczno-anomerycznym obserwujemy
stabe migdzynukleotydowe sygnaty korelacyjny typu H8(n.1-H5(n), pomiedzy reszta cytydyny (n)
a poprzednig w sekwencji resztg guanozyny (n-1) (rys. 225, sygnaly w czerwonym koétku). Kontakty
te, podobnie jak korelacje typu H8/H6,)-H8/H6(,+1), dostarczaja informacji, ktore reszty nukleotydowe
sasiaduja ze sobg (rys. 225). Oddzialywania te sag pomocne przy wyznaczeniu tak zwanej sekwencyjne;j

sciezki NOE, czyli charakterystycznej dla kwaséw nukleinowych §ciezki przekazywania magnetyzacji,
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ktora dla regularnej, helikalnej struktury przebiega wzdluz catego tancucha. W sekwencyjnej $ciezce
NOE  oddziatywania  wewnatrznukleotydowe  H8/H6(n-H1'),  wystepuja na  przemian
z oddziatywaniami mi¢dzynukleotydowymi HI1'(-H8/H6(+1) (rys. 226, 227). Jesli w obszarze
aromatyczno-aromatycznym obserwujemy sygnat korelacyjny o przesunigciu chemicznym atomu
np. X1,Y1 (zaznaczone zielong linig) to w obszarze aromatyczno-anomerycznym pomie¢dzy atomami
o przesunigciach protonéw aromatycznych X1 oraz Y1 po przeprowadzeniu prostej (rys. 225, kolor
czerwony) powstaje odcinek $ciezki NOE. Kolorem niebieskim zaznaczytam Korelacje H8.1-H5¢),
ktore réwniez odpowiadajg odcinkom $ciezki NOE (rys. 225). Pozostate fragmenty Sciezki sg
wyznaczane na podstawie analizy wewnatrz- 1 mi¢dzynukleotydowych potaczen NOE obserwowanych
w regionie H8/H6-H1' widma NOESY (rys. 225). Przyktadowo dla czasteczki G-CM*GGCGG-C
Sciezka ta zaczyna si¢ od sygnalu korelacyjnego G1:H8-G1:H1', kolejnym sygnalem jest sygnat
mig¢dzyczasteczkowy G1:H1'-C2:H6, kolejny sygnat jest znow wewnatrzczasteczkowy C2:H6-C2:H1'

i tak dalej (rys. 226).
—

Y I

G1:H8- G1:H1', C2:H6-C2:H1' oraz migdzyczgsteczkowy sygnat G1:H1'-C2:H6.

ppm

G1:H1'-C2:H6

G1:H8-G1:H1'

5.65

S

C2:H6-C2:H1' |-5.70

T T T T T
800 795 790 785 7.80 ppm

Sygnaty korelacyjne wewnatrz- 1 migdzyczasteczkowe dla tego samego atomu majg takie samo
przesunigcie chemiczne w jednym z kierunkéw, dlatego taczy sie je w pary poziomymi liniami dla
wspolnych protonow HI1' (kolor niebieski) lub pionowymi liniami dla wspdlnych protonow H8/H6
(kolor czerwony) (rys. 226). Proton H8 reszty G1 jest bardziej odstaniany od pozostatych protonow
H8 i jego sygnal wystepuje przy najwigkszej wartosci ppm, gdyz dla terminalnej reszty G1 efekt
przestaniana indukowany pradami pierScieniowymi pochodzi tylko od sgsiedniej zasady z konca 3.
Wyznaczenie $ciezki NOE jest jednoznaczne z przypisaniem sygnatow od protonéw HS, H6 i H1'".
Sygnaly anomeryczne H1' sg singletami. Brak rozszczepienia sygnatow H1' jest wynikiem matych

wartosci statych sprzezen spinowo-spinowych 3Junz-.
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Rys. 227. Schemat wazniejszych oddziatywan dipolowych pokazanych na przykladzie oligomeru
G-CM*GGCGG-C: kolor czarny: sekwencyjna Sciezka NOE; kolor niebieski: sygnaly korelacyjne H6-H5; kolor
zielony: sygnaly korelacyjne H8.1-H5 )

W rejonie aromatyczno-anomerycznym (rys. 225, 228), sygnaly korelacyjne H6-H5
pochodzace od reszt cytydyn sa najintensywniejsze ze wzgledu na matg odleglos¢ NOE pomigdzy
atomami wodoru, dyspe = 2.45A. Dla sekwencji G-CM*GGCGG-C przyktadowe przypisanie sygnalow
H5 reszt cytydyn na podstawie rownoczesnej analizy trzech typéw widm pokazatam na rysunku
228 B. W widmie *H-'H DQF-COSY obserwowatam trzy charakterystyczne sygnaty korelacyjne od
reszt C2, C5 oraz C8, przy tych samych warto$ciach ppm co w widmie 2D NOESY. W widmie
'H-B¢ HSQC sygnaty korelacyjne C5-H5 pojawiaty si¢ w typowym dla atomu wegla C5 zakresie,
przy ok. 97 ppm, w ktorym nie wystepuja inne sygnaly. W ten sposdéb jednoznacznie
zidentyfikowatam sygnaty H5 i H6 tych reszt.
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Rys. 228. Przypisanie sygnatow rezonansowych pochodzgcych od protonow H6 i HS5 reszt cytydyny dla
czgsteczki G-CM*GGCGG-C.

Z powodu naktadania si¢ sygnatow H2' z sygnatami H3'/H4' przypisanie sygnatow od tych
protonow nie jest tatwe. Ponadto, dla regularnych struktur A-RNA, w widmach DQF-COSY nie
obserwuje si¢ sygnatow korelacyjnych H1'-H2', ze wzgledu na mate warto$ci wicynalnych, spinowo-
spinowych statych sprzezenia. Sygnatly H2' przypisalam na podstawie analizy sygnatow NOE
pomiedzy protonami H1'(n)-H2'(n) oraz H8/H6(n)-H2'(n) w widmie 2D-NOESY. Sygnaly H1'-H2'
pochodza od wewnatrzczasteczkowych oddziatywan dipolowych 1 s3 najsilniejsze w rejonie
H5/H1'-H2'/H3'/H4'/H5'/H5". Odlegto$¢ pomiedzy nimi wynosi ok. 2.7 - 2.8 A i nie zalezy od
konformacji reszty cukrowej.
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Rys. 229. Fragment widma 2D NOESY dla G-CY*GGCGG-C obejmujgcy region H5/HI1'-H2'/H3'/H4'/H5'/H5"
przedstawiony w formie mapy konturowej; linie w kierunku F2 (wzdluz przesunie¢ chemicznych oOpy)
wyznaczajgce przekroje widma 2D NOESY, pomocne do przypisania sygnatow protonow H2'. Sygnaly H2' na
przekrojach oznaczono gwiazdkq [dg=150 ms, D,0, 25°C, 150 mM NacCl, bufor sodowy: 150 mM NaCl, 10 mM

fosforan sodu, 0.1 mM EDTA]

Dla reszty nukleotydowej G4 w czasteczce G-CM*GGCGG-C intensywnos$¢ przekroju sygnatu
pochodzacego od protonu H2' jest niewielka, prawdopodobnie wynika to z cze$§ciowego naktadania si¢
sygnatu H1' reszty G4 1 G7 oraz zaburzenia intensywnosci catego przekroju wzdluz przesunigcia
chemicznego H1' (rys. 229). Oprécz tego sygnatu zaburzona byta takze intensywno$¢ sygnatu
pochodzacego od atomu H2' reszty C5, poniewaz jego przesuni¢cie chemiczne jest zblizone do

przesuni¢cia wody i sygnal ten zostat sttumiony wraz z sygnatem pochodzacym od wody (rys. 229).
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W rejonie, w ktorym znajdujg si¢ sygnaty korelacyjne migdzy atomami H8/H6 a H2'/H3'H4'/H5'/H5"
mozna takze wyznaczy¢ sekwencyjng $ciezke NOE typu H8/H6-H2'. Sygnaly te sg intensywne dla
struktur typu A-RNA, poniewaz typowa odleglos¢ wewnatrzczasteczkowa H8/H6-H2' wynosi
3.4-43 A, a miedzyczasteczkowa 1.8-2.6 A. Poniewaz wyznaczenie przesunie¢ chemicznych
protonéw H2' tylko na podstawie analizy widma 2D NOESY nie zawsze jest tatwe, to poprawnos¢
tych przypisan sprawdzatam w widmach *H-*C HSQC. Analizowatam, czy dla danej czestotliwosci
protonu H2" w kierunku F2 istnieje sygnal, ktorego przesuni¢cie chemiczne wegla znajduje si¢
w obszarze charakterystycznych przesuni¢¢ chemicznych dla atomu wegla C2.

Przypisania cze$ci pasm rezonansowych protonow H3', H4' oraz H5/H5" dokonatam na
podstawie analizy widm DQF-COSY, w ktorych obserwowatam sygnaly korelacyjne pomigdzy
protonami H2'-H3', H3'-H4', H4'-H5', H4'-H5" oraz H5'-H5" (obszar zaznaczony na czarno na
rys. 114). Poprawnos$¢ przypisania sygnatow protonow H3' dla reszt od C2 do C8 potwierdzitam
analizag widma 'H-3p HSQC (rys. 116). Sygnaty nieprzypisane na podstawie widma DQF-COSY
zostaly zidentyfikowane na podstawie widm *H-*C-HSQC (rejon H3', H4' oraz H5'/H5"; rys. 115)
oraz 'H-'H NOESY. W obszarze diagonalnym H2/H3/H4/H5'/H5" w widmie zarejestrowanym
z czasem mieszania 150 ms, sygnaty NOE dla protonéw HS5'-H5" sa najintensywniejsze. Dodatkowo
obserwowatam sygnaty korelacyjne typu H8/H6-H5' lub H8/H6-H5" w obszarze aromatyczno-
cukrowym H8/H6-H2'/H3'/H4'/H5'/H5",

W typowych eksperymentach wykonywanych dla probek RNA w H,O stezenie atomow
wodoru w czasteczce wody jest okoto 55000 razy wigksze od stezenia badanej probki
([H20] = 55000 mM, [RNA] ~ 2 mM). Dopiero po sttumieniu intensywnego sygnatu od czasteczki
wody mozna obserwowaé sygnaty od badanej czasteczKi. Jednak rejestrujgc widmo w H,O nalezy
zachowa¢ szczeg6lng ostrozno$é, gdyz intensywno$¢ takich sygnatéw zalezy réwniez od metody
zastosowanej do tlumienia sygnatu pochodzacego od rozpuszczalnika. Istnieje kilka metod redukcji
silnego sygnalu pochodzacego od H,0O, ale kazda z nich wprowadza innego typu zakldcenia
intensywnosci sygnatdow. W swojej pracy najczesciej stosowatam metode ,,WATERGATE” (213),
ktéra jest najskuteczniejsza oraz w najmniejszym stopniu zaburza sygnaly pochodzace od
oligorybonukleotydu. Dodatkowo wraz ze spadkiem temperatury zwigkszala si¢ lepkos$¢ roztworu,
w wyniku czego wszystkie sygnaty rezonansowe niekorzystnie poszerzaly si¢. Niejednokrotnie, aby
otrzyma¢ waskie sygnaty labilnych protonow, eksperymenty prowadzitam w 15°C, nawet kosztem ich
mniejszej intensywnosci.

Aby dokona¢ przypisania sygnatow protonéw iminowych oraz aminowych, nalezy
zarejestrowa¢ widmo 2D NOESY w obnizonej temperaturze, aby te sygnaly byly widoczne. Typowe

sygnaly korelacyjne od wymienialnych protonow w parach zasad G:C obserwujemy pomiedzy
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zaznaczonymi atomami wodoru (rys. 230). Na ich podstawie przypisatam wszystkie sygnaly

rezonansowe pochodzgce od protonéw iminowych reszt guanozyn i aminowych reszt cytydyn.
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Rys. 230. Para zasad G:C z zaznaczonymi oddziatywaniami dipolowymi

Sygnat protonu iminowego reszty guanozyny w obrebie kanonicznej pary G:C mozna
przypisa¢ analizujagc trzy kolejne oddzialywania dipolowe: wewnatrzczasteczkowe pomiedzy
protonem H5 cytydyny a niewigzacym protonem H4; grupy aminowej (C:H5-H4,:C), nastgpnie
pomiedzy niezwigzanym wodorowo protonem H4; a zwigzanym wodorowo protonem H4;
(C:H4,-H4,:C) oraz kluczowe, mig¢dzyczasteczkowe oddzialywania pomigdzy protonem H4, reszty
cytydyny a protonem iminowym H1 reszty guanozyny (C:H4,-H1:G). W ten sposob dla czasteczki
G-CM*GGCGG-C, na podstawie znanych juz przesunigé chemicznych protonu H5 reszt cytydyn

(tab. 18, przypisania w D,0), wyznaczytam przesunig¢cia chemiczne protonow NH1 w parach G:C.
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V1.4. Materialy i metody standardowe stosowane do elektroforezy

ZwiazKi promieniotworcze
[y**P] ATP (4000 — 5000 Ci/mmol, ICN)

Stosowane bufory i roztwory:

10xTBE

Tris -108 ¢
kwas borowy - 55 g
EDTA -744

H,0O do 1000 ml
1M Tris, 1000 mM kwas borowy, 25 mM EDTA; pH 8,3

Bufor elektroforetyczny 1 XxTBE
100 mM Tris, 100 mM kwas borowy, 2,5 mM EDTA,; pH 8,3

Bufor elektroforetyczny 0,25 xTBE
25 mM Tris, 25 mM kwas borowy, 0,625 mM EDTA; pH 8,3

Bufor dla T4 kinazy polinukleotydowej - Fermentas
50 mM Tris-HCI pH 7,3, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 0,1 mM spermidyna i 0,1 mM EDTA

40% roztwor Zelu poliakrylamidowego 19 : 1 (w/w)
190 g akrylamidu, 10 g bisakrylamidu, H,O do 500 ml

40% roztwor Zelu poliakrylamidowego 29 : 1 (w/w)
193,33 g akrylamidu, 6,66 g bisakrylamidu, H,O do 500 ml
Roztwory obcigiajgce do naktadania na Zel probek zawierajgcych RNA

Elektroforeza w warunkach denaturujgcych
8 M mocznik, probki obcigzano w stosunku 1:1

Elektroforeza w warunkach niedenaturujgcych
30% glicerol, probki obcigzano w stosunku 5:1

Barwniki stosowane w elektroforezie probek zawierajgcych RNA
0,02% w/v blekit bromofenolowy, 0,02% w/v ksylencjanol, 30% glicerol (warunki niedenaturujace)
lub 8 M mocznik (warunki denaturujgce)

Roztwor Stains-All:

0.1 % Stains-All (0.01 g na 10 ml formamidu)
10 ml 0.1 % Stains-All w formamidzie

10 ml formamidu

50 ml 2-propanolu

3 ml 1M Tris-HCI pH 8.6

127 ml H,O
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V1.4.1. Znakowanie kwaséw nukleinowych

VI1.4.1.1. Znakowanie konca 5' kwasow nukleinowych izotopem 2p

RNA A 010D (~luyl) B 0.050D
woda do 7.5l do 16.3 ul
bufor dla kinazy T4 1l 2ul

T4 kinaza polinukleotydowa Tul 1w
[y-2P]-ATP 0.5-1.5 pl 0.7 ul

Do reakcji znakowania izotopem 3P konca 5' czasteczek RNA z wolna grupa OH stosowatam
odczynniki podane powyzej. Reakcje prowadzitam w skali 10 lub 20 ul. Do jednej reakcji
wykorzystywatam ~ 10 pCi [y-*P]-ATP, 2U enzymu oraz 0.4 — 2 ug RNA. Reakcje prowadzitam
przez 30 min w temperaturze 37°C.

Wyznakowane izotopowo czasteczki RNA oczyszczalam w denaturujacym Zelu
poliakrylamidowym stosujgc bufor 1xTBE. Prazki odpowiadajace wlasciwym fragmentom RNA,
ktére bylo wizualizowane w $wietle UV, wycielam z zelu (po elektroforezie preparatywnej)
i eluowatam przez inkubacje kawatkow zelu w 300 pl sterylnej wody przez noc, w temperaturze 4°C,
z tagodnym wytrzgsaniem. Nast¢pnie stracatam etanolem (750 pl) z dodatkiem octanu sodu (30 pl)
i glikogenu (2 ul), po 30 minutach chtodzenia probki w suchym lodzie wirowatam (30 min, 4°C,
14 tys. rpm) i osuszatam. Poziom radioaktywnosci znakowanych czasteczek oznaczatam za pomoca

licznika scyntylacyjnego.

VI1.4.1.2. Znakowanie korica 3' RNA izotopem **P w reakcji ligowania

Synteza pCp Ligacja

0.1 mM Cp 1l RNA 0.05-0.1

bufor dla kinazy T4 0.4 ul bufor dla ligazy T4 2 pl

T4 kinaza polinukleotydowa 1 pl 10 mM ATP 4 ul

[y-*P]-ATP 1ul T4 RNA ligaza 2ul

H,O 1.0 pCp 4 ul
H,0 do 20 ul

Reakcje znakowania izotopem **P w pozycji 5',3-difosforanu cytydyny prowadzitam przez 30 minut
w temperaturze 37°C. Nastepnie enzym dezaktywowatam przez ogrzanie mieszaniny reakcyjnej
w temperaturze 65°C przez 5 min i umieSzczalam t¢ mieszaning w lodzie. W drugim etapie reakcji
przeprowadzatam znakowanie RNA na koncu 3' poprzez ligacje z 5',3-difosforanem cytydyny,
wykorzystujac T4 ligazg RNA. Przed dodaniem innych reagentéw, RNA zdenaturowatam przez
1 minute w 95°C i gwattownie Schtodzitam do 0°C. Reakcje prowadzitam przez 4 h w temperaturze
37°C. Wyznakowane izotopowo czasteczki RNA oczyszczalam w denaturujgcym  zelu
poliakrylamidowym stosujagc bufor 1XTBE. Wyciete z zelu wyznakowane RNA, ktore byto

wizualizowane w $wietle UV, umieszczalam w probowce Eppendorf i eluowatam przez 12 godzin
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300 pl wody. Nastepnie w celu precypitacji RNA, do zebranego znad zelu supernatantu dodatam 1/10
objetosci 3 M octanu sodu (30 ul), 3 objetosci schtodzonego (4°C) 96% etanolu (750 ul) i glikogenu
(2 ul), po czym catos¢ inkubowatam w suchym lodzie przez 30 minut. Nastgpnie roztwor wirowatam
(14.000 r.p.m., 30 min., 4°C), oddzielitam supernatant, a otrzymany osad suszylam w wyparce
wirdwkowej. Poziom radioaktywnosci znakowanych czasteczek oznaczytam za pomocg licznika

scyntylacyjnego.

V1.4.2. Elektroforeza kwaséw rybonukleinowych w zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych

Zel 19% na mata plyte:

- mocznik 10.5 g

- zel poliakrylamidowy 40% (19:1) - 12.5 ml
- bufor TBEx10 - 2.5 ml

- woda - 2.5 mi

- APS - 0.25 ml

- TEMED - 10 pl

- bufor elektroforetyczny - 1xTBE

Metode elektroforezy analitycznej (grubos¢ zelu 0,4 mm) w warunkach denaturujacych
wykorzystywatam rowniez do sprawdzania homogennoséci probki (rozmiar zelu 15x15 cm).
Stosowatam zel poliakrylamidowy o usieciowaniu 19:1 (stosunek wagowy akrylamidu do
bisacrylamidu) z 8 M mocznikiem. Elektroforeze prowadzitam przy mocy pradu 15 - 20 W. Kazda
elektroforeze poprzedzatam preelektroforeza, stosujac o potowe mniejsza moc niz podczas wlasciwej
elektroforezy. Probki obcigzalam w stosunku 1:1 8 M roztworem mocznika lub formamidu
z barwnikami elektroforetycznymi. W celu sprawdzenia homogennosci probki nakladatam na
kieszonke ~ 10,000 CPM znakowanego RNA lub 0.15 OD RNA z wolna grupg OH.

V1.4.3. Elektroforeza kwaséw rybonukleinowych w zelu poliakrylamidowym w warunkach
niedenaturujacych

Zel 15%:

- zel poliakrylamidowy 29:1 - 11.25 mi
- bufor TBEx10 - 0.75 ml

- woda - 17.75 ml

- APS - 0.25 ml

- TEMED - 10 pl

- bufor elektroforetyczny - 0.25xTBE

Elektroforeze¢ krotkich czasteczek RNA w  warunkach niedenaturujacych  prowadzitam
w kontrolowanych warunkach pragdowych i temperaturowych, korzystajac z zestawu DNA Pointer

System firmy Kucharczyk. Elektroforezy prowadzitam w kontrolowanej temperaturze zelu wynoszacej
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4°C lub 20°C, przy statej mocy pradu (15 do 20 W) przez 45-50 minut. Stosowatam ptyty o rozmiarze
16 x 10 cm i przektadki grubosci Imm. Probki obcigzatam 30% glicerolem z barwnikami w stosunku
5:1. Ilosci znakowanego RNA nakladane na kieszonkg wynosity 6,000 — 10,000 CPM. Ilosci RNA
z wolna grupg OH naktadane standardowo na kieszonke wynosity 0.15-0.50 OD.

Wyniki eksperymentéw byty wizualizowane:

A. Z uzyciem znakowanych izotopem *°P czasteczek RNA: po 3 do 4 godzin przy pomocy ekranéw
odwzorowujacych 1 skanera radioaktywnosci Typhoon 8600 z oprogramowaniem ImageQuant lub
FLA-5100 z oprogramowaniem MultiGauge V.3 (FujiFilm).

B. Z uzyciem czasteczek z wolng grupa 5'OH: Zele byly wybarwiane przez 30-60 min w barwniku
Stains-All, nast¢pnie ptukane woda do momentu odbarwienia zelu, zabezpieczone w bezbarwnej foli
oraz skanowane na skanerze.

Stezenie kwasu nukleinowego, z wolng grupag OH, oznaczatam na podstawie pomiaréw absorpcji przy
dhugosci fali A = 260 nm.

V1.5. Pomiary termodynamiczne oraz krzywe topnienia przy 295 nm

Bufory stosowane do topnieh:
A

10 mM fosforan sodu, 0.1 mM Na,EDTA
150 mM NaCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM Na,EDTA
1 M NacCl, 20 mM kakodylan sodu, 0.1 mM Na,EDTA
B
150 mM KCI, 10 mM fosforan potasu, 0.1 mM Na,EDTA

Trwalo$¢ termodynamiczng czasteczek RNA analizowatam na spektrofotometrze Beckman
DU-640 z termoprogramatorem, wykorzystujac metod¢ topnienia UV. Pomiary trwatosci
termodynamicznej czasteczek RNA prowadzitam w §wietle UV przy dhugosci fali 260 nm. Zakres
temperatur zawieral si¢ w granicach od 5°C do 90°C, a szybko$¢ zmian temperatury wynosita
1°C/min. Pomiar absorbancji nastgpowat co poét minuty. Dla okreSlenia parametrow
termodynamicznych stosowatam do dziewicciu stezen kazdego oligomeru w zakresie od 10™ do
10° M. Badane czasteczki rozpuszczone byty w jednym z trzech podanych wyzej buforow (A)
I umieszczone w trzech kuwetach kwarcowych o pojemnosci 30 ul, 150 pl oraz 300 ul i o drodze
optycznej odpowiednio 0,1 cm, 0,5 cm i 1 cm. Do pomiaru wzorcowego stosowatam taki sam bufor
w jakim przygotowywatam badane probki. Probki w kazdej kuwecie byly umieszczone pod warstwg

oleju, ogrzane do temperatury 90°C, a nast¢pnie, w celu usunigcia babelkow powietrza, kuwety byty
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wirowane. Po zakonczonym pomiarze roztwory oligomerow rozcienczatam w kazdej z kuwet
oddzielnie, aby uzyska¢ dziewig¢ roéznych stezen. Przykladowy protokdt rozcienczenia oligomeru

zostal przedstawiony na rysunku 231.

Sequence Abs. (80C) Folume (ml] Dilution #0D | Ext. Coeff| #Mol |Abs. (20C)
in water in buffer
RNA  [GCGGLGGC 7,790 0.3 2 78 71200 1,09E-07
RNA  |GUGGLGGEC 7,790 0.3 2 78 71200 1,1E-07
RNA SMER €260= | 71200
E5 E3
Conc. # Comnc. Path Th. Abs | Volume #Mol pol. Stock AVol. Stock HVol. Prevs. |Vol. Buffer
(M) (cm) (ul) (ul) {ul) (ul) (ul)
1 24E-4 0,100 1,70 30 7. 163E-09 16,37 16,37 Div Down 30
2 1.3E-04 0,100 1,06 30 4 483E-09 18.77 1123
3 9 4E-05 0,100 0.67 30 2 BOSE-09 18,77 11,23
4 50E-05 0,500 2,08 150 8,778E09 20,06 20,06 | Diy Down 150
3 3.7E-05 0,500 1.30 150 5A04E-09 03,87 36,13
] 23E05 0,500 0,82 150 3A3BE09 03,87 36,13
7 1.4E-05 1,000 1,02 300 4.303E-09 9.83 9,83 Dy Down 300
2 9 0E-06 1,000 0,64 300 2 693E-09 187,75 112,25
9 5.6E-06 1,000 0,40 300 1,685E-09 187,75 112,25

Rys. 231. Przyktadowy protokot rozcienczen stosowany w eksperymentach topnienia UV

Z analizy krzywych topnien oligomerow w programie MeltWin 3.5 uzyskiwatam takie parametry

termodynamiczne jak entalpie (AH®), entropi¢ (AS®) oraz energi¢ swobodng (AG°®).

Krzywa topnienia potwierdzajgca powstawanie kwadrupleksu rejestrowana byta przy dlugosci fali
295 nm w obecnosci buforu potasowego -150 mM KCI (B) lub buforu sodowego -150 mM NacCl.

V1.6. Absorpcyjne widma réznicowe (TDS)

Widma TDS otrzymatam przy uzyciu spektrofotometru UV/VIS Beckman DU 640 poprzez rejestracje
widm UV (zakres fal 200 nm - 350 nm, pomiar co 0.1 nm) w dwoch réznych temperaturach: ponize;
oraz powyzej temperatury topnienia dla kwasow nukleinowych. Widmo, ktdre otrzymuje si¢ w wyniku
ich odj¢cia nosi nazwe absorpcyjnego widma roéznicowego (TDS).

Do pomiaru stosowalam stezenia RNA rzedu 10°-10*M. Widma analizowatam za pomoca
oprogramowania Origin 8. W celu porownania widm pasmo wystepujace przy ~280 nm zostalo

znormalizowane do warto$ci 1.

V1.7. Widma dichroizmu kolowego (CD)

Widma dichroizmu kotowego (CD) wykonane zostaty przez dr P. Skowronka na spektropolarymetrze
Jasco J-810, znajdujagcym si¢ na Wydziale Chemii UAM w Poznaniu. Do pomiaru (zakres fal
200 nm -350 nm, pomiar co 0.5 nm, 4 zliczenia) stosowano probki RNA, ktorych absorbacja wynosita
pomigdzy 0.3-1.0. Probki przygotowywane byly w réznych buforach oraz kuwetach o réznych
drogach optycznych. Widma analizowane byty za pomoca oprogramowania Origin 8.
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Bufory stosowane do przygotowania probek:

10 mM fosforan sodu, 0.1 mM Na,EDTA
150 mM NaCl, 10 mM fosforan sodu, 0.1 mM Na,EDTA
150 mM KCI, 10 mM fosforan potasu, 0.1 mM Na,EDTA

Stosowane kuwety:

_: s
oS
/, /7 ®
':.:: r /
- droga optyczna 1 cm droga optyczna 0.5 cm droga optyczna 0.1 cm

Widma CD zostaly znormalizowane zgodnie ze wzorem:
Ae = 6/(32,980CLN)
A=¢CL
Ae = 0¢/(32,980AN)

Ag — molowa réznica absorpcji [cm?- mmol™]
0 — pierwotna amplituda CD [mdeg]

C — stgzenie probki [mol/litr]

L- grubos¢ kuwety [cm]

N- liczba nukleotydow w RNA

V1.8. Spektrometria mas (MS)

Do sprawdzania poprawnos$ci sekwencji otrzymanych oligonukleotydow wykorzystana zostata
spektrometria mas (MALDI — TOF). Do analizy oddawano ok. 0.2 OD (~15ul), odsolonej probki
RNA.

Stechiometria kwadrupleksow - ESI-MS
Czasteczki RNA przed pomiarem byly dializowane w obecno$ci 150 mM NH4OAc oraz dwukrotnie
w obecnosci dejonizowanej wody (Na*, K*, < 1Img/kg). Nastepnie, przygotowatam zatezone roztwory
200 mM NH4OAc oraz 800 uM RNA w formie jednoniciowej w wodzie. Roztwory te stuzyly do
przygotowanie probek RNA do pomiarow.

Roztwér bazowy

400 pl roztworu 50 uM kwadrupleksu w 150 mM NH4OAc przygotowatam przez zmieszanie 100 pl
800 uM RNA w formie jednoniciowej z 300 pl 200 mM NH4OAc. Roztwor byt ogrzewany przez
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5 minut w temperaturze ~ 100°C, nastgpnie schtodzony do temperatury pokojowej i przechowywany

w temperaturze 4°C.

Roztwdr do pomiaréw
A
Roztwér 5 puM oligonukleotydu np. (G-C®'GGCGG-C); w obecnosci metanolu (20%) zostat

przygotowany przez zmieszanie 5 pl 50 uM oligonukleotydu z 35 pl 150 mM NH4OAc oraz
10 pl metanolu (> 99,8%).

B

Roztwér 70 pM oligonukleotydu np. (G-C®'GGCGG-C)4 (280 uM formy jednoniciowej) w obecnosci
metanolu (20%) zostat przygotowany przez zmieszanie 17.5 pl 800 pM RNA w formie jednoniciowej

z22.5 pl 333 mM NH4OAc oraz 10 pl metanolu (> 99,8%).

Na rys. 232 przedstawitam warunki, w ktorych prowadzony byt eksperyment. Kluczowe dla

zarejestrowania sygnalu od kwadrupleksu okazato si¢ obnizenie temperatury pomiaru z 80°C do 30°C.

Rys. 232. Parametry stosowane do rejestracji widm masowych (ESI-MS); jonizacja poprzez elektrorozpraszanie

VI1.9. X-plor

Wstepne obliczenia, na podstawie ktorych zaproponowano model kwadrupleksu zbudowanego
z czasteczki G-CM*GGCGG-C przeprowadzilam za pomoca programu Xplor-NIH. Niezbedne dla
modyfikacji pola sitowego CHARMM parametry dla 8-metyloguanozyny otrzymatam na podstawie
obliczen programem MOPAC.
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VI1.10. WAZNIEJSZA APARATURA

- syntetyzer BioAtomation Corporation MerMade 12
- syntetyzer DNA/RNA firmy Applied Biosystems 392
- aparat do elektroforezy pionowej w $cisle kontrolowanej temperaturze zelu,
DNA Pointer System, firmy Kucharczyk
- aparat do elektroforezy pionowej w zelu poliakrylamidowym,
firmy Kucharczyk, model MEDIUM
- phosphorimager Typhoon G-8600 — Amersham Pharmacia
- Fluorescent Image Analyzer FLA-5100 — FujiFilm
- licznik scyntylacyjny Beckmann LS5000TA
- spektrofotometr Beckman DU-70 z termoprogramatorem
- LKB Bromma 8300 Uvicord II (monitorowanie elucji oligomeréow odsalanych metoda
chromatografii kolumnowej)
- pH-metr, firmy Denver Instrument
- instrument HPLC, firmy Waters
- spektrometr NMR: Bruker AVANCE Il 400 MHz oraz 600 MHz, Bruker AVANCE |11 700 MHz
- spektrometr MALDI — TOF, micro TOF-Q firmy Bruker
- spektrometr CD JASCO J-810
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