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SPIS SKROTOW:

A — adenozyna

A-RNA - forma A kwasu rybonukleinowego

B-DNA - forma B kwasu deoksyrybonukleinowego

BrC — 5-bromocytozyna

BrG — 8-bromoguanozyna

BrJ — 5-bromourydyna

C - cytydyna

CD - spektroskopia dichroizmu kolowego (ang. Circular Dichroism)
C-MYTC - protoonkogen kodujacy biatko Myc

COSY - ang. COrrelation SpectroscopY

DLS - dynamiczne rozpraszanie $wiatla (ang. Dynamic Light Scattering)
DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

ESI-MS - spektrometria mas =z jonizacja za pomoca elektrorozpraszania
(ang. Electrospray Mass Spectrometry)

FAM - karboksyfluoresceina

FMR1 — gen (ang. Fragile X Mental Retardation 1)

G — guanozyna

GFL - 2’-fluoro-2’-deoksyguanozyna

HCV - wirus zapalenia watroby typu C (WZW C, ang. Hepatitis C Virus)
HIV — wirus niedoboru odpornoéci (ang. Human Immunodeficiency Virus)
HMBC - ang. Heteronuclear Multiple Bond Coherence

HSQC - ang. Heteronuclear Single Quantum Correlation

HSYV — wirus opryszczki pospolitej (ang. Herpes Simplex Virus)

hTERT - podjednostka bialkowa ludzkiej telomerazy (ang. Telomerase Reverse
Transcriptase)

I — inozyna
IMS - spektrometria mobilnoéci jondéw (ang. Ion Mobility Spectrometry)

LNA - ang. Locked Nucleic Acid
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mRNA — matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy)

NOE - ang. Nuclear Overhauser Effect

NOESY - ang. Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY
NRAS - onkogen Neuroblastoma RAS

OD - gestos¢ optyczna (ang. Optical Density)

PAGE - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (ang. Poliacrylamide Gel
Electrophoresis)

PNA - kwas peptydonukleinowy (ang. Peptide Nucleic Acid)
RNA - kwas rybonukleinowy

SAXS — malokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (ang. Small-Angle
X-ray Scattering)

T — tymidyna
TDS - absorpcyjne widmo réznicowe (ang. Thermal Difference Spectra)

TERRA - RNA, ktore zawiera powtdrzenia telomerowe (ang. Telomeric Repeat—
containing RNA)

TNRs — powtorzenia trinukleotydowe (ang. Trinucleotide Repeats)

TREDs - grupa choroéb neurodegeneracyjnych zwigzana z niekontrolowana ekspansja
ciagow powtorzen trinukleotydowych (ang. Triplet Repeat Expansion Diseases)

U — urydyna
UTR - rejon RNA nieulegajacy translacji (ang. Untranslated Region)
UV-Vis — spektroskopia UV-Vis

Z-RNA - forma Z kwasu rybonukleinowego
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1. WPROWADZENIE

Poznanie struktury przestrzennej czasteczek RNA stanowi wazny kierunek
badan w naukach medycznych i genetycznych, poniewaz dopiero jej znajomos¢
pozwala w pelni wyjasni¢ funkcje tych biomolekul. Ponadto dane strukturalne
wykorzystuje sie przy projektowaniu lekow przeznaczonych na przyklad do terapii
chorob nowotworowych, infekeyjnych (np. HCV, HIV) i neurodegeneracyjnych.

Obiektem moich badan byly kwadrupleksy RNA zbudowane z dwobch
i czterech trinukleotydowych powtoérzen (TNRs, ang. Trinucleotide Repeats) AGG
i UGG. TNRs naleza do rodziny sekwencji mikrosatelitarnych, ktore wystepuja
w blisko 4% ludzkiego mRNA. Sekwencje typu TNRs wykazuja silng tendencje
do mutacji przejawiajacych sie niekontrolowana ekspansja ciaggéw powtdrzen.
Prowadza one do wielu schorzen ukladu mieSniowo-szkieletowego i ukladu
nerwowego, jak np. choroba Huntingtona, ataksja, czy syndrom lamliwego
chromosomu X, znane pod wspélna nazwa TREDs (ang. Triplet Repeat Expansion
Diseases) (1—3).

Analiza bioinformatyczna sekwencji ludzkich mRNA, przeprowadzona
w Zakladzie Biomedycyny Molekularnej IChB PAN wykazala, ze sposrod
wszystkich 1030 mozliwych trinukleotydowych traktow, zawierajacych sze$é
lub wiecej tandemowych powtorzen, najczesciej wystepuja powtorzenia sekwencji
CGG (365 przypadkow), CAG (301 przypadkow) oraz AGG (169 przypadkéw). Dla
kontrastu, takiej samej dlugosci sekwencja zawierajgca powtorzony motyw UGG
wystepuje jedynie w 6 ludzkich transkryptach (4). Badania prowadzone w naszej
Pracowni skupiaja sie wokét sekwencji bogatych w reszty guanozyny (powtorzenia
AGG, CGG i UGG), potencjalnie sklonnych do formowania struktury G-
kwadrupleksu. Analiza ludzkiego transkryptomu wykazala, ze badane przez nas
powtorzenia wykazuja ro6zna lokalizacje w obrebie mRNA (4). Okazalo sie, ze
powtorzenia AGG wystepuja gléwnie w rejonie otwartej ramki odczytu (ORF, ang.
Open reading frame), powtbérzenia CGG znajduja sie najczeSciej w rejonie
nieulegajacym translacji na koncu 5’ (5°-UTR, ang. Untranslated region),
a powtorzenia UGG sa zlokalizowane réwniez w rejonie nieulegajacym translacji,
ale na koncu 3’ (3’-UTR). R6zne rozmieszczenie tych powtérzen sugeruje, ze moga
one pehi¢ rozne funkcje biologiczne. Jak dotad, jedynie ekspansja powtérzen CGG
zostala zidentyfikowana jako genetyczne podloze chorob neurodegeneracyjnych.

Niekontrolowana ekspansja tych powtorzen w rejonie 5-UTR genu FMR1
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prowadzi do wystapienia zespolu lamliwego chromosomu X, jednego z najczeSciej
wystepujacych zaburzen rozwoju umystowego (5) oraz zespolu drzenia i ataks;ji
zwigzanego z zespolem lamliwego chromosomu X (6).

ZespOl badawczy profesora Wlodzimierza Krzyzosiaka (IChB PAN)
przeprowadzil analize strukturalng czasteczek RNA zbudowanych z siedemnastu
powtoérzen trinukleotydowych, wykorzystujac techniki biochemiczne (zele
poliakrylamidowe w warunkach niedenaturujacych, hydrolize indukowang jonami
olowiu i selektywna hydrolize w obecno$ci endogennych nukleaz) i biofizyczne
(spektroskopie UV-Vis i CD). Wyro6znione zostaly cztery rodziny struktur: (i)
tworzgce stabilne lub (ii) semi-stabilne spinki, (iii) kwadrupleksy oraz (iv)
czasteczki pozbawione okreslonej struktury drugorzedowej (7). Okazalo sie, ze
sposréd 20 przebadanych czasteczek, reprezentujacych wszystkie mozliwe
powtorzenia trinukleotydowe, wystepujace w ludzkim transkryptomie, jedynie
czasteczki (AGG); i (UGG)y; maja zdolno§¢ do przyjmowania struktury
kwadrupleksu, a preferowana forma czasteczki (CGG):; jest struktura spinki
do wlosow (7, 3).

Do konca pazdziernika 2014r. w bazie danych RCSB PDB (ang. Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics; Protein Data Bank) zostaly
zdeponowane jedynie cztery struktury czasteczek zbudowanych z trinukleotydo-
wych powtdrzen typu AGG, CGG lub UGG. Wsréd nich jest jedna struktura
czasteczki RNA zbudowanej z czterech powtdérzen GGA (kwadrupleks) (8) oraz trzy
struktury czasteczek RNA zbudowanych z dwoch powtorzen CGG (dupleksy) (9).
Nieznane sg natomiast struktury czasteczek RNA zbudowanych z powtérzen UGG.
Szersze poznanie wlasciwo$ci tej rodziny czgsteczek, w tym roéznic strukturalnych
pomiedzy czasteczkami o roznej liczbie powt6rzen danego motywu, moze pomoc
w projektowaniu terapii przeciw chorobom zwigzanym z niekontrolowanym
wydluzaniem sekwencji typu TNRs.

Kwadrupleks jest motywem strukturalnym wystepujacym zaréwno w czaste-
czkach DNA, jak i RNA, ktérych sekwencje sa bogate w reszty guanozyny (10).
Motyw ten powstaje z co najmniej dwoch oddzialujacych ze soba warstwowo G-
tetrad (czterech guanozyn polaczonych siecia wigzan wodorowych, ulozonych
wjednej plaszczyznie). Kwadrupleksy charakteryzuja sie  niezwyklym
polimorfizmem strukturalnym i wcigz niewiele jest danych dotyczacych ich

struktury i dynamiki. Badania strukturalne kwadrupleksow, wykorzystujace
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technike NMR, skupiajg sie glownie wokol czasteczek DNA. W bazie danych RCSB
PDB, do konca pazdziernika 2014 roku, zdeponowanych zostalo 100 struktur
kwadrupleksow DNA i tylko 5 struktur kwadrupleksow RNA, ustalonych metodami
spektroskopii NMR. Ta niewielka liczba poznanych z rozdzielczo$cia atomowa
struktur, obrazuje zar6wno poziom obecnej wiedzy, jak i ogromny potencjal
dla tego typu badan.
Analiza bioinformatyczna ludzkiego genomu zidentyfikowala ponad 370 000
sekwencji potencjalnie zdolnych do tworzenia kwadrupleksow DNA, obecnych
m.in. w telomerach, regionach promotorowych onkogendéw, czy tzw. goracych
miejscach mutacji, a takze kwadrupleksow RNA: w obrebie intronéw i innych
fragmentow mRNA nie ulegajacych translacji, czy telomerowego RNA (11, 12).
Dowiedziono zaréwno ich istnienia in vivo jak i ich potencjalu funkcjonalnego (13—
16). Struktury kwadrupleksu obecne w ludzkim RNA uznane zostaly za atrakcyjne
cele przy projektowaniu lekow, z drugiej strony wykazano szereg interesujacych
aktywnos$ci biologicznych krétkich oligonukleotydow o potencjale do tworzenia
kwadruplekséw, w tym antynowotworowa, czy antywirusowa (17, 18).
Dla przykladu, wazng funkcje odgrywa kwadrupleks RNA zbudowany z czterech
powtorzen GGA (8). Udowodniono, ze czasteczka ta jest aptamerem przeciwko
bialkowym czastkom zakaznym zwigzanym z gabczasta encefalopatig bydta (tzw.
choroba szalonych kréow). Kwadrupleks ten specyficznie laczy sie zaréwno
znieaktywnym bialkiem prionowym, jak i z jego forma chorobotworcza,
posiadajacg konformacje B-harmonijki (19).

Przeprowadzona przeze mnie w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
analiza strukturalna przyczyni sie do poznania i glebszego zrozumienia funkcji
fragmentow RNA o zroznicowanej dlugosci zbudowanych z powtoérzen

trinukleotydowych motywow AGG i UGG.

19



20



CEL PRACY



22



2, CEL PRACY

Gléwnym celem niniejszej dysertacji bylo ustalenie topologii
kwadruplekséw RNA zbudowanych z trinukleotydowych powtérzen AGG i UGG.
Praca ta stanowi uzupekienie badan strukturalnych czasteczek RNA zbudowanych
z powtoérzen CGG, ktére byly prowadzone w Pracowni Biomolekularnego NMR
IChB PAN w momencie rozpoczecia przeze mnie studium doktoranckiego. W ten
sposob zidentyfikowane zostaly motywy strukturalne, charakterystyczne dla
kazdego rodzaju powtoérzen, a czeS¢ uzyskanych przez nas wynikow zostala
opublikowana w 2014 roku w Nucleic Acids Research, w pracy pod tytulem
»Distinctive structural motifs of RNA G-quadruplexes composed od AGG, CGG
and UGG trinucleotide repeats” (20), stanowiacej zalacznik nr 1 do niniejszej
rozprawy doktorskie;j.

W czasie realizacji przedstawianej rozprawy wykorzystalam r6znorodny
wachlarz technik pomiarowych, takich jak spektroskopia UV-Vis, CD, NMR,
spektrometria mas oraz obrazowanie za pomoca mikroskopii konfokalne;.
Wiekszoé¢ z tych technik zostala opisana w pracy przegladowej, opublikowanej
w kwartalniku BioTechnologia w 2012 roku (21), stanowiacej zalacznik nr 2
do iniejszej dysertacji. Nawigzalam réwniez wspolprace z dr Valérie Gabelica,
wramach akcji COST MPo8o02 (ang. European Cooperation in Science and
Technology, europejskiej organizacji promujacej miedzynarodowa wspodlprace
pomiedzy sektorami naukowymi i technologicznymi). Otrzymatam dofinansowanie
na zrealizowanie projektu badawczego ,Stoichiometry and kinetics of RNA G-
quadruplexes composed of AGG, CGG and UGG trinucleotide repeats”
z wykorzystaniem techniki ESI-IMS-MS na University of Liege w Belgii.
Rozpoczelam réwniez wspoélprace z Pracownig Analiz Struktur Subkomoérkowych
IChB PAN, dzieki ktorej mozliwe bylo zarejestrowanie widm *H NMR w ekstrakcie
z komorek Hela, przeprowadzenie eksperymentéw transfekcji komoérek Hela
czasteczkami RNA zbudowanymi z powtorzen AGG i UGG, oraz obrazowanie
wynikow z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego.

Poza ustaleniem topologii badanych przeze mnie kwadrupleksow w swoich
badaniach postanowilam zbada¢ wplyw jonow K+, Na+ i NH,+* na strukture
kwadrupleksu. Interesowalo mnie réwniez, czy struktura kwadrupleksu, ktora
obserwuje w czasie badan metodami spektroskopii NMR jest taka sama,

jak struktura wystepujaca w probkach poddanych badaniom UV-Vis, CD i ESI-
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IMS-MS. W tym celu wykonalam pomiary widm 'H NMR dla tych samych
roztworow, ktore jednoczes$nie byly wykorzystywane do pomiaréw widm UV-Vis
i CD, zawierajacych 0.01 mM RNA. Dodatkowo przygotowalam probki zawierajace
jony NH,*, ktore sa stosowane do badan ESI-IMS-MS. Wedlug mojej wiedzy sa to
pierwsze badania NMR wykonane dla probek kwadrupleksow o tak niskim
stezeniu RNA. Z uwagi na bardzo mala czulos¢ metody NMR w poréwnaniu
dometod UV-Vis, CD i ESI-IMS-MS, takie badania nie byly dotychczas
wykonywane. Nalezy doda¢, ze przeprowadzenie tych badan bylo mozliwe dzieki
otrzymanemu dofinansowaniu w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka w celu stworzenia IChB PAN w Poznaniu infrastruktury
do kompleksowych badan strukturalnych biomolekul. Od 2011 roku nasza
pracownia wyposazona jest w wysokorozdzielczy spektrometr NMR 700 MHz
z glowica kriogeniczna, dzieki ktorej czulo$¢ metody wzrosla czterokrotnie.
Niemniej jednak, aby otrzyma¢ widmo *H NMR o zadowalajacym stosunku sygnatu
do szumu, jego pomiar trwat okolo 14 godzin.

Postanowilam takze opracowac¢ metode rejestracji widm NMR w warunkach
najbardziej zblizonych do warunkéw panujacych w komorce, sprawdzié wplyw
Srodowiska komérkowego na strukture badanych przeze mnie kwadrupleks6w oraz
przesledzic¢, czy kwadrupleksy zbudowane z powtorzen AGG i UGG moga przenikaé

do wnetrza komorki, a jesli tak, to jaka jest ich lokalizacja subkomorkowa.
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3. WSTEP LITERATUROWY

3.1 RNA — budowa i konformacja

Kwas rybonukleinowy (RNA) jest biopolimerem zbudowanym z jednostek
nukleotydowych. Nukleotyd sklada sie z heterocyklicznej zasady azotowej (sa to
pochodne puryny — adenina (A), guanina (G), lub pirymidyny — cytozyna (C)
iuracyl (U) (Rys. 1), polaczonej wigzaniem N-glikozydowym z atomem C1’ reszty
cukrowej (rybozy) oraz z grupy fosforanowej, przytaczonej do atomu O5’ rybozy
(Rys. 2). Poszczeg6lne bloki budulcowe sa polaczone wigzaniem 5’, 3'-

fofsodiestrowym.

Adenina Guanina Cytozyna Uracyl

Rys. 1. Wzory strukturalne heterocyklicznych zasad azotowych wraz z numeracja atomow.

Guanozyna Urydyna

Rys. 2. Przyklady nukleotydow.

W zalezno$ci od ulozenia heterocyklicznej zasady azotowej wzgledem
pierscienia rybozy, wyr6znia sie konformacje syn i anti. Konformacje te opisuje kat
torsyjny x, definiowany jako kat dwuscienny wyznaczony przez atomy O4’-C1’-No-
C4 (dla nukleotydow purynowych) lub 04’-C1’-N1-C2 (dla nukleotydow
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pirymidynowych). Jesli nad pierécieniem rybozy znajduje sie atom C2 puryny
lub atom N3 pirymidyny, to nukleotyd przyjmuje konformacje syn, natomiast
w konformacji anti nad pier$cieniem rybozy znajduje sie atom C8 puryny lub atom
C6 pirymidyny (Rys. 3). Uprzywilejowana konformacjg zar6wno reszt purynowych,
jak i pirymidynowych jest konformacja anti.

Rys. 3. Guanozyna w konformacji (A) syn i (B) anti.

Piecioczlonowy pierScien rybozy, zbudowany z czterech atomoéow wegla, C1’, C2’,
C3’, C4’ i atomu tlenu O4’ moze przyjmowaé konformacje typu potkrzesta
(konformacja skrecona T, ang. twist) lub koperty (E, ang. envelope) (22).
O konformacji typu potkrzesta, T, moéwimy, gdy dwa sposrod pieciu atomow rybozy
sa wychylone poza plaszczyzne, przy czym jeden atom znajduje sie po tej samej
stronie reszty cukrowej, co atom C5’ (pozycja endo), a drugi po stronie przeciwnej
(pozycja egzo) (Rys. 4). Z kolei, o konformacji typu koperty, E, méwimy, gdy tylko
jeden atom jest wychylony z plaszczyzny pierScienia (Rys. 4). Kazdy z wyzej
wymienionych atoméw moze by¢ wychylony z plaszczyzny piecioczlonowego
pierscienia cukrowego zar6wno w kierunku endo, jak i egzo, dzieki czemu,
dla rybozy mozna wyré6zni¢ 10 konformacji typu T i 10 konformacji typu E.
Parametrami pozwalajacymi pozna¢ pofaldowanie pierécienia rybozy sa: kat
fazowy pseudorotacji — P, opisujacy typ konformacji cukru oraz amplituda
pofaldowania cukru - tm, okreslajgca maksymalny kat pofaldowania pierscienia.
Zaleza one od pieciu endocyklicznych katow torsyjnych, przedstawionych

na rysunku 5.
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5C N
3 / \ 2' N
\a/N T o)
2"

Rys. 4. Konformacja rybozy typu poétkrzesta (%T - C2’-egzo, C3’-endo) i typu koperty ( 2F - Ca’-

endo).
Symbol Kat torsyjny
To C4’-04'-C1’-C2’
T 04’-C1’-C2’-C3g’
To C1’-C2’-C3’-C4’
T3 C2’-C3’-C4’-04’
T C3’-C4'-04'-C1’

Rys. 5. Definicja katow torsyjnych rybozy.
Parametry P oraz tm, opisane s wzorami:

(tu+ 1) — (t5+710) Ty
tanP = - - T, =
2 * T, * (sin 36° + sin 72°) cos P

Kat fazowy pseudorotacji moze przyjmowaé wartoS¢ od 0° do 360°. Wszystkie
mozliwe konformacje rybozy typu T i E, uszeregowane wedlug wartosci kata P
tworza tzw. kolo pseudorotacji (Rys.6). W kwasach nukleinowych obecnosé
podstawnikow w pozycjach Ci1’, C3’ oraz C4’ rybozy ogranicza jej przejScia
konformacyjne. Z tego wzgledu, dla kwasow nukleinowych preferowane sa
rotamery: C3’-endo, na kole pseudorotacji znajduje sie w rejonie N (ang. North,
wartosci kata P w zakresie 0° - 36°), konformacja typowa dla struktury A-RNA
i C2’-endo, znajdujacy sie w rejonie S (ang. South, wartosci kata P w zakresie 144° -
180°), konformacja typowa dla B-DNA. Dla kwasoéw rybonukleinowych $rednia

warto$¢ amplitudy pofaldowania cukru, tm, wynosi ~ 35.2°.
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Rys. 6. Kolo pseudorotacji, na ktérym zaznaczone zostaly zakresy katéw fazowych P
dla konformacji C3’-endo i C2’-endo, najbardziej uprzywilejowanych energetycznie, odpowiednio
dla RNA i DNA (22).

Konformacje lancucha fosfodiestrowego okresla sze§¢ egzocyklicznych katow
torsyjnych, przedstawionych na rysunku 7. Ich $rednie warto$ci wyznaczono
na podstawie 27 struktur krystalograficznych A-RNA o rozdzielczosci < 1.9 A,
zawierajacych jedynie kanoniczne pary zasad (23) (Rys. 7).

Symbol Kat torsyjny Srednia wartoéé
a 03'n-1-Pn-1-05'-C5’ 205
B Pn1-O5"-C5’-C4’ 173
Y 05'-C5'-C4'-C3’ 54
) C5’-C4’-C3’-03’ 80
e C4’-C3'-03'-Pn 210
4 C3’-03'-Pn-05"n+1 287

Rys. 7. Definicja katoéw torsyjnych tancucha fosfodiestrowego i ich érednie wartoéci (23).
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Struktura podwdjnej, prawoskretnej helisy typu A-RNA powstaje przez
hybrydyzacje dwoch antyrownoleglych nici, polgczonych ze soba wigzaniami
wodorowymi, wystepujacymi pomiedzy parami zasad azotowych. Kanoniczne pary
zasad typu Watsona-Cricka zawigzuja sie pomiedzy adening i uracylem oraz
guaning i cytozyng (Rys.8 A). W ten sposob, hydrofobowe pierécienie zasad
heterocyklicznych sa schowane wewnatrz struktury, a hydrofilowe lancuchy
fosfodiestrowe sg skierowane na zewnatrz, dzieki czemu czasteczki te sg stabilne
w hydrofilowym $rodowisku wewnatrzkomoérkowym. Znana jest rowniez
nietypowa, lewoskretna forma dwuniciowa, Z-RNA, ktéra powstaje, gdy sekwencja
RNA jest bogata w pary G:C i czasteczka znajduje sie w roztworze zawierajagcym
duze stezenie soli (6M NaClO,) (24). Poréwnanie dwuniciowych struktur RNA
z typowa helisa B-DNA zostalo przedstawione na rysunku 9, a parametry opisujace

poszczegoblne formy zebrane w Tabeli 1.

ryboza

Rys. 8. (A) Kanoniczne pary zasad A:U i G:C typu Watsona-Cricka. (B) Niekanoniczne pary zasad
G:G1i C:C* typu Hoogsteena.
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Rys. 9. Modele form A-RNA, Z-RNA i B-DNA (25).

Tabela 1. Parametry konformacyjne trzech form podwaéjnej helisy: A-RNA, Z-RNA i B-DNA (25).

Parametry strukturalne A-RNA Z-RNA B-DNA
Kierunek skrecenia prawoskretna lewoskretna prawoskretna
Liczba nukleotydéw na jeden skret 11 12.4 10
helisy
Skok helisy (wysoko$c¢ jednego skretu) 3094 40.9A 33.8A
Konformacja reszty cukrowej C3’-endo C3’-endo dla G C2’-endo
C2’-endo dla C
Kat wokdt wigzania N-glikozydowego anti syndla G anti
antidla C
Parametry duzej bruzdy
szeroko$é 274 4.8A 11.7A
glebokosé 13.5A 4.9A 8.5A
Parametry malej bruzdy
szeroko$é 11.0 A 11.8A 5.7 A
glebokos¢ 2.8A -2.9A 7.5 A
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W $rodowisku komoérkowym, w odrdéznieniu od czasteczki DNA, ktora
wystepuje glownie w formie dwuniciowej helisy, czasteczka RNA wystepuje
najczeSciej w formie jednoniciowej, ktéra moze sie zwijaé, tworzac zlozone
struktury przestrzenne. Struktury te sa stabilizowane nie tylko przez kanoniczne
pary zasad typu Watsona-Cricka, ale réwniez przez niekanoniczne pary zasad,
m. in. typu Hoogsteena (Rys. 8 B). W strukturach RNA mozna wyrézni¢ rézne
motywy strukturalne. Najpowszechniej wystepujacym jest motyw spinki do wlosow
(ang. hairpin). Jest on zbudowany z trzonu (ang. stem) — dwuniciowej helisy
utworzonej przez dwie komplementarne sekwencje, wystepujace w jednej nici
RNA, oraz petli terminalnej (ang. apical loop) — kilkunukleotydowego fragmentu
jednoniciowego laczacego dwa komplementarne fragmenty RNA. Bardzo czesto
we fragmentach helikalnych RNA wystepuja niesparowania (ang. mismatch), czego
konsekwencja jest utworzenie takich motywdéw strukturalnych jak wybrzuszenia
(ang. bulge), czy petle wewnetrzne (ang. internal loops), ktére sa kluczowe
dla oddzialywan RNA-RNA, RNA-bialko, czy RNA-ligand (25-30). Znane s3
rOwniez struktury zbudowane z trzech lub czterech nici. Wybrane przyklady

trzeciorzedowych struktur RNA zostaly przedstawione na rysunku 10.

Rys. 10. Przyklady trzeciorzedowych struktur RNA (A) tRNAPhe, (B) rybozym typu hammerhead,
(C) pseudowezel oraz (D) struktura typu kissing loop.
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Pomimo tego, ze pod wzgledem zlozono$ci struktury RNA moga niejednokrotnie
konkurowa¢ z bialtkami, w bazie danych RCSB PDB, zdeponowano zaledwie 1110
struktur przestrzennych RNA i az 96 153 struktur bialek (pazdziernik 2014r.).
Wskazuje to na stopien trudno$ci badan strukturalnych czasteczek RNA, zwigzany
zarowno z konieczno$cia uzyskania odpowiedniej jakosSci krysztalow do badan
metodami rentgenowskiej analizy strukturalnej, jak réwniez ze zlozonoScig analizy

wysokorozdzielczych widm NMR wiekszych fragmentéw RNA.
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3.2 Struktura i funkcja G-kwadrupleksow
3.2.1. Budowa G-kwadrupleksow

Kwadrupleks jest motywem strukturalnym tworzonym zaréwno przez
czasteczki DNA, RNA, jak i ich modyfikowane warianty, np. LNA (ang. Locked
Nucleic Acid) i PNA (ang. Peptide Nucleic Acid) (31—35). Podstawowa jednostka
budulcowa G-kwadrupleksu sa co najmniej dwie oddzialujace warstwowo G-
tetrady. Kazda reszta guanozyny w obrebie G-tetrady jest donorem dwoch wigzan
wodorowych typu Watsona-Cricka oraz akceptorem dwoéch wigzan wodorowych
typu Hoogsteena (Rys.11A). W ten sposéb karbonylowe atomy tlenu
sa skierowane do wnetrza struktury kwadrupleksu, tworzac specyficzny, ujemnie
naladowany kanal, w ktéorym zostaja skoordynowane kationy metali. W zaleznosci
od rozmiaru kationdéw, moga one by¢ umiejscowione zar6wno w plaszczyZznie G-
tetrady (np. Nat), jak roéwniez pomiedzy dwiema G-tetradami (np. K+*),
koordynujac odpowiednio cztery lub osiem karbonylowych atoméw tlenu (Rys. 12)
(36). Kationy te maja fundamentalne znaczenie zarowno dla topologii powstajace;j
struktury, jak rowniez dla jej stabilnoSci, ktéra wzrasta wraz ze wzrostem

promienia jonowego kationu metalu, Li+ < Na+ < K+ (37).

B

Monomer Dimer Tetramer

d/ |
: | |

Rys. 11. (A) G-tetrada z zaznaczonymi oSmioma wigzaniami wodorowymi i skoordynowanym

jonem metalu. (B) Przykladowe modele kwadrupleksu jedno-, dwu- i czteroniciowego.

W zalezno$ci od liczby nici zaangazowanych w utworzenie tego motywu
strukturalnego, mozna wyrézni¢ kwadrupleksy jedno-, dwu- lub cztero-
czasteczkowe (Rys.11B). Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystepowania roznej
kierunkowo$ci nici, konformacji syn lub anti reszt guanozyny oraz sposob ulozenia
petli laczacych poszczegolne G-tetrady, G-kwadrupleksy -charakteryzuja sie

niezwyklym polimorfizmem strukturalnym.
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Ulozenie nici wzgledem siebie warunkuje rodzaj powstajacej struktury.
Kwadrupleks rownolegly powstaje, gdy wszystkie cztery nici sg zorientowane
wtym samym Kkierunku (Rys. 13 A). Wyr6zniamy trzy rodzaje kwadrupleksow
antyrownoleglych: kwadrupleks typu (3+1), inaczej nazywany hybrydowym,
powstaje, gdy trzy nici sa skierowane w jednym kierunku, a czwarta nié jest
skierowana przeciwnie (Rys. 13 B); kwadrupleks antyrownolegly typu goéra-gora-
dol-dol, jest to taki kwadrupleks, w ktorym dwie przylegle nici skierowane sa
wtym samym Kkierunku i dwie pozostale w przeciwnym (Rys.13C) oraz
kwadrupleks antyrownolegly typu gora-dol-gora-dél, w ktéorym dwie
naprzemianlegle nici sa zorientowane w tym samym kierunku, a dwie pozostale
w przeciwnym (Rys. 13 D). Na kierunkowo$¢ nici, a co za tym idzie takze na rodzaj
powstajacego kwadrupleksu ma bezposredni wplyw konformacja reszt guanozyny
tworzacych G-tetrady. Kwadrupleks réwnolegly powstaje, gdy w poszczegblnych G-
tetradach wszystkie reszty guanozyny przyjmuja te sama konformacje — syn lub
anti. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze w kwadrupleksach DNA reszta
deoksyguanozyny wystepuje zaro6wno w konformacji syn, jak i anti, natomiast
reszta guanozyny we wszystkich znanych dotychczas kwadrupleksach RNA
wystepuje wylacznie w konformacji anti. Taka konformacje wokol wigzania N-
glikozydowego wymusza zawada steryczna wynikajaca z konformacji C3’-endo
reszty rybozy, bedaca wynikiem obecnosci grupy hydroksylowej w pozycji C2’. Stad
tez wszystkie poznane dotad struktury niemodyfikowanych kwadruplekséw RNA
posiadaja rownoleglte ulozenie nici. W kwadrupleksach antyrownoleglych
konformacja reszt guanozyny =zalezy od typu struktury. Antyréwnolegly
kwadrupleks hybrydowy posiada w obrebie G-tetrady jedna guanozyne
w konformacji syn, a pozostale w konformacji anti lub jedna reszte w konformacji
anti, a pozostale w konformacji syn. Nastepnie, G-tetrada antyréwnoleglego
kwadrupleksu typu gora-gora-dot-dot jest zbudowana z dwoch sasiadujacych reszt
guanozyny w tej samej konformacji syn lub anti i dwoch pozostalych
w konformacji, odpowiednio anti lub syn, a G-tetrada antyrownoleglego
kwadrupleksu typu gora-dot-gora-dot jest utworzona przez reszty guanozyny
posiadajace naprzemiennie konformacje syn i anti.

Reszty nukleotydowe laczace poszczegdlne G-tetrady tworza tzw. petle.
W strukturach kwadrupleksow wyréznia sie cztery rodzaje petli:
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- petla boczna (ang. lateral loop lub edge wise loop) laczy dwie przylegle,
antyrownolegle nici (Rys. 14 A),

- petla przekatna lub diagonalna (ang. diagonal loop) laczy dwie przeciwlegte,
antyrownolegle nici (Rys. 14 B),

- petla zewnetrzna (ang. external loop, propeller loop lub double-chain reversal
loop) taczy dwie sasiednie, rownolegle nici (Rys. 14 C),

- petla w ksztalcie litery V (ang. V-shaped loop) laczy dwa wierzcholki sasiednich
G-tetrad, w ktérych jedna z reszt guanozyny pozbawiona jest wsparcia w postaci

lancucha fasfodiestrowego (Rys. 14 D).

Rys. 12. (A) Struktura kwadrupleksu DNA o sekwencji d(TGGGGT) ze skoordynowanymi
kationami sodu. (B) Struktura kwadrupleksu DNA o sekwencji d(A(GGGTTA)3GGG)

ze skoordynowanymi kationami potasu (reprodukcja za zgodg © Oxford University Press) (38).

A | B | L C D 1

Rys. 13. Schematyczne modele czteroniciowego kwadrupleksu (A) réwnoleglego, (B) anty-
rownoleglego typu hybrydowego, (C) antyrownoleglego typu goéra-gora-dot-dot, (D) anty-

rownoleglego typu gora-dot-gora-dol. Strzalki reprezentuja orientacje nici od konica 5' do 3’.

A

Rys. 14. Schematyczne przedstawienie petli (A) bocznej, (B) przekatnej, (C) zewnetrznej
i (D) w ksztalcie litery V.

A
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Najwiecej struktur kwadrupleksow poznano dla czasteczek w serii DNA.
Do konca pazdziernika 2014 r. w bazie danych RCSB PDB znajdowalo sie 128
struktur kwadrupleksow DNA (w tym 100 ustalonych za pomoca metod
spektroskopii NMR) i jedynie 12 struktur kwadrupleksow RNA (w tym 5
okreSlonych za pomoca metod spektroskopii NMR). Wykaz struktur
kwadruplekséw DNA i RNA, poznanych z rozdzielczo$cia atomowg, bez
uwzglednienia struktur kompleksow typu kwadrupleks-ligand, zestawilam

w tabelach 21 3.

Tabela 2. Wykaz struktur kwadruplekséw, zdeponowanych w bazie danych PDB, ustalonych
metodami spektroskopii NMR (stan na pazdziernik 2014r.)

Lp. |PDBID | Sekwencja | Rok
Kwadrupleksy RNA
1 2M18 r(GGGUUAGGGU) (39) | 2013
2 2RQJ r(GGAGGAGGAGGA) (8) | 2009
3 2KBP r(UAGGGUUAGGGU) (40) | 2009
4 1MYo9 r(GGAGGUUUUGGAGG) (41) | 2003
5 1RAU r(UGGGGU) (42) | 1992
Kwadrupleksy DNA

1 2M6W | d(GGGGTTGGGGTTTTGGGGAAGGGG) 2014
2 oM6V | d(GGGTTGGGTTTTGGGTGGG) 2014
3 o2MB4 | d(AGGGGGGAGGGAGGGTGG) 2014
4 2M27 | d(CGGGGCGGGCCTTGGGCGGGGT) 2013
5 2MBJ | d(TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA(B'G)GGTTA) 2013
6 2M8Z | d(GGTTGGCGCGAAGCATTCGCGGGTTGG) 2013
7 2M9o | d(GCGCGAAGCATTCGCGGGGAGGTGGGGAAGGG) 2013
8 2Mo1 | d(GGGAAGGGCGCGAAGCATTCGCGAGGTAGG) 2013
9 2M92 | d(AGGGTGGGTGCTGGGGCGCGAAGCATTCGCGAGG) 2013
10 | 2M93 | d(TTGGGTGGGCGCGAAGCATTCGCGGGGTGGGT) 2013
11 oM4P | d(TTGTGGTGGGTGGGTGGGT) 2013
12 oM1G | d(TAGGGTTA(GFL)GGT); GFL-2’-fluoro-2’-deoksyguanozyna | 2013
13 1LXQ | dA(TAGGGTGGGTTGGGTGGGGAAT) 2012
14 2LXV | d(GGGTGGGTTGGGTGGG) 2012
15 2LK7 | A(TTGGGTGGGTGGGTGGGT) 2012
16 2LED | d(TAGGGCGGGAGGGAGGGAA) 2012
17 2LEE | d(TAGGGCGGGAGGGAGGGAA) 2012
18 | 2LOD | d(GGGATGGGACACAGGGGACGGG) 2012
19 2LPW | d(AAGGGTGGGTGTAAGTGTGGGTGGGT) 2012
20 |2LBY | d(TAGGGAGGGTAGGGAGGGT) 2012
21 | 2LE6 | d(GIGTGGGTGGGTGGGT); I-inozyna 2011
22 2L.LD8 d(TAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG) 2011
23 | 2L88 | d(GGGGCGGGGCGGGGCGGGGT) 2011
24 | 2KZD | d(AGGGIAGGGGCTGGGAGGGC); I-inozyna 2010
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2KZE
2KYO
2KYP
2KPR
2KKA
2KQG
2KQH
2WCN
2KOW
2KM3
2K8Z
2K90
2K97
2KF7
2KF8
2KAZ
2JSL
2JSQ
2JSK
2JSM
2E41
2JPZ
203M
2HY9
2HK4
2IDN
1F8U
2GKU
2CHJ
2CHK
2AQY
2AKG
2A5P
1XCE
1XAV
1Y8D
1U64
iINYD
10Z8
1RDE
1NP9
1N96
1IMYQ
1LVS
1JVC
1JJP
1134
1EU2
1F3S
1EVM
1EVN

d(AIGGGAGGGICTGGGAGGGC); I-inozyna
d(CGGGCGGGCGCGAGGGAGGGT)
d(CGGGCGGGCGCTAGGGAGGGT)
d(GGGTGGGGAAGGGGTGGGT)
d(AGGGTTAGGGTTAIGGTTAGGGT); I-inozyna
d(CGGGCGGGCACGAGGGAGGGT)
d(CGGGCGGGCGCGAGGGAGGGT)
d(GLGGLGTTTTGLGGLG); L-reszty typu LNA
d(TAGGGTAGGGTAGGGTAIGG); I-inozyna
d(AGGGCTAGGGCTAGGGCTAGGG)
d(TCGTTGCT)

d(TGCTTCGT)

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

d(A(B"*G)GGTTA(B'G)GGTTA('G)(B*G)GTTA(®'G)GG)

d(TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT)
d(AGGGAGGGCGCTGGGAGGAGGG)
d(AAAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGAA)
d(pCCGTCCGT)
3'-d(GGT)-5"-5'-d(TGGTGTGGTTGG)-3'
d(GGGCGCGGGAGGAATTGGGCGGG)
d(TTGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGA)
d(TGLGGLGT); L-reszty typu LNA
d(TLGLGLGLGT); L-reszty typu LNA
d(GIGTTAGGGTTAGGGT); I-inozyna
d(GGGGTTTTGGGG)
d(TGAGGGTGGIGAGGGTGGGGAAGG); I-inozyna
d(GCGGTTGGAT)
d(TGAGGGTGGGTAGGGTGGGTAA)
d(GGGGTGGGAGGAGGGT)
d(GGGTTTTGGGG)

d(GCGGTGGAT)
d(GGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGA)
d(GGTTGGTGTGGTTGG)

d(TTAGGGT)

d(pCGCTCATT)

d(GGAGGAGGAGGA)
d(GGGGTTTTGGG)

d(GAGCAGGT)

d(GGGAGGTTTGGGAT)
d(GGTTTTGGCAGGGTTTTGGT)
d(pTGCTCGCT)

d(GGGTTCAGG)

d(AGGGT)

d(AGGGT)

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
2006
2006
2006
2005
2005
2005
2005
2005
2004
2004
2004
2003
2003
2003
2002
2002
2001
2001
2001
2001
2000
2000
2000
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76 | 1EVO | d(TGGGCGGT) 2000
77 | 1IEMQ | dA(TGGTGGC) 2000
78 1EEG | d(GGAGGA) 2000
79 | 1D6D | d(AAGGTTTTAAGG) 2000
80 |1C38 d(GGTTGGTGTGGTTGG) 1999
81 |1C32 d(GGTTGGTGTGGTTGG) 1999
82 |1C34 d(GGTTGGTGTGGTTGG) 1999
83 |1C35 d(GGTTGGTGTGGTTGG) 1999
84 |1K4X | d(GGGGTTTTGGGG) 1999
85 |1A8N | d(GGGCTTTTGGGC) 1998
86 | 1A8W | d(GGGCTTTTGGGC) 1998
87 |1A6H | d(GCGGTTTGCGG) 1998
88 | 1AFF d(TAGG) 1997
89 |1FQP | d(GGGTTTTGGG) 1997
90 |1QDF | d(GGTTGGTGTGGTTGG) 1996
o1 1QDH | d(GGTTGGTGTGGTTGG) 1996
92 |1QDI | d(GGGGTTTTGGGG) 1996
93 |1QDK | d(GGGGTTTTGGGG) 1996
94 | 230D | d(GGGGTUTUGGGGTTTTGGGGUUTTGGGI) 1995
95 |201D | d(GGGGTTTTGGGGTTTTGGGGTTTTGGGG) 1995
96 |143D | A(AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG) 1994
97 | 148D | d(GGTTGGTGTGGTTGG) 1994
98 | 156D | d(GGGGTTTTGGGG) 1994
99 | 139D d(TTGGGGT) 1994
100 | 186D d(TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGG) 1994

Tabela 3. Wykaz struktur kwadruplekséw, zdeponowanych w bazie danych PDB, rozwiagzanych za
pomoca rentgenowskiej analizy strukturalnej (stan na pazdziernik 2014r.)

Lp. |PDBID | Sekwencja | Rok
Kwadrupleksy RNA
1 3IBK r(B"'UAGGGUUAGGGU) (43) | 2010
2 2GRB | d(BU)r(GIGGU) (44) | 2006
3 2AWE | rU(dB*G)r(GUGU) (45) | 2006
4 1J6S dC®"U)r(GAGGU) (46) | 2003
5 1MDG | rU(dB'G)r(AGGU) (47) | 2003
6 1P79 rU(dBG) r(UGGU) (48) | 2003
7 1J8G (UGGGGU) (49) | 2001
Kwadrupleksy DNA
1 4H29 | d(GGGCGGGGAGGGGGAAGGGA) 2013
2 3QXR | d(AGGGAGGGCGC(B'U)GGGAGGAGGG) 2012
3 2GWE | d(GGGGTTTTGGGG) 2007
4 2GWQ | d(GGGGTTTTGGGG) 2007
5 204F | d(TGGGGT) 2007
6 2GWO | d(TGGGGT) 2007
7 2HBN | d(GGGGTTTTGGGG) 2006




8 2AVH | d(GGGGTTTGGGG) 2006
9 2AVJ | d(GGGG(B'U)TTGGGG) 2006
10 1V3N | d(G(B*C)GAGAGC) 2004
11 1V30 | d(G(IC)GAGAGC); IC-5-jodocytydyna 2004
12 | 1V3P | d(GIC)GAGAGC); IC-5-jodocytydyna 2004
13 10Z8 | d(GGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGA) 2004
14 | 1S45 d(TGGGGT) 2004
15 1S47 d(TGGGGT) 2004
16 1QYK | d(GCATGCT) Baz2+ 2003
17 1QYL | d(GCATGCT) Vs+ 2003
18 1QZL | d(GCATGCT) Coz2+ 2003
19 1R20 | d(GCATGCT) Niz2+ 2003
20 |1MF5 | d(GCATGCT) Coz2+ 2003
21 1JPQ d(GGGG(B'U)TTTGGGG) 2002
22 | 1JRN | d(GGGGTTTTGGGG) 2002
23 | 1K8P d((B"U)AGGG(B'U)TAGGGT) 2002
24 | 1KF1 d(AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG) 2002
25 |352D | d(TGGGGT) 1997
26 |184D | d(GCATGCT) 1995
27 | 244D | A(TGGGGT) 1995
28 |1D59 d(GGGGTTTTGGGG) 1993

Ta mala liczba poznanych z rozdzielczoScia atomowa struktur kwadrupleksow
RNA, wynika przede wszystkim z trudno$ci otrzymania jednorodnego krysztalu lub
dobrej jakosci widm NMR. Ponadto, w przypadku badan NMR, ograniczenie
stanowi rowniez konieczno$é¢ uzyskania pojedynczej konformacji kwadrupleksu
w roztworze, czy handlowa niedostepno$¢ fosforynoamidéow RNA, znakowanych
izotopami 15N, 13C, ktérych uzycie znacznie przyspiesza proces przypisania
sygnalow w widmach NMR (Rozdzial 3.3.1). Niemniej jednak, jak pokazuje
historia, pomimo tego, ze pierwsze doniesienia na temat samoorganizacji
guanozyny pojawily sie juz w 1910 roku (50), badania nad kwadrupleksami zostaly
zintensyfikowane dopiero po tym, jak w 1988 roku R.K. Moyzis, i inni, odkryli, ze
ludzkie sekwencje telomerowe sa bogate w reszty guanozyny i zawieraja
tandemowe powtorzenia d(TTAGGG) (51), a Y. Wang i D.J. Patel udowodnili
w1993 roku, stosujac metody NMR, ze czasteczka zbudowana z czterech
powtorzen ludzkiej sekwencji telomerowej tworzy strukture G-kwadrupleksu (52).
W 2013 roku zesp6l badawczy profesora S. Balasubramaniana dostarczyt
jednoznacznych dowodow na wystepowanie zaréwno kwadruplekséw DNA,
jaki RNA w ludzkich komoérkach in vivo (13, 14). Dokonali tego stosujac

przeciwciala oraz ligandy aktywne fluorescencyjnie, ktore selektywnie wigza sie
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do struktur kwadrupleksow. Jestem przekonana, ze od tego momentu wiecej grup
badawczych podejmie trudne wyzwanie ustalenia struktury przestrzennej
kwadrupleksow RNA, poniewaz, jak wiadomo, poznanie i wyja$nienie funkcji
biologicznej danej czasteczki jest latwiejsze, gdy znana jest jej struktura

przestrzenna.

3.2.2. Nietypowe motywy strukturalne kwadrupleksé6w

Analiza zdeponowanych w bazie danych RCSB PDB struktur G-
kwadruplekséw DNA i RNA ukazala ich niezwykla réznorodno$é. Okazuje sie, ze
oprocz wystepowania czterech rodzajow petli laczacych G-tetrady, w sklad
kwadruplekséw wchodza réwniez nietypowe motywy strukturalne, takie jak
nieguanozynowe homotetrady oraz mieszane tetrady, pentady, heksady, heptady,
czy nawet oktady. Juz w pierwszej strukturze kwadrupleksu RNA, okre$lonej
w 1992 roku dla czasteczki o sekwencji r(UGGGGU), zidentyfikowano tworzenie sie
stabilnej U-tetrady na koncu 3’ oraz znacznie mniej stabilnej U-tetrady na koncu 5’
(42). Tetrada ta jest stabilizowana przez wigzania wodorowe, powstajace pomiedzy
atomem wodoru grupy iminowej N3H jednej reszty urydyny i atomem tlenu O4
nastepnej reszty (Rys.15A). Powstawanie tego motywu strukturalnego
zaobserwowano na koncu 3’ wiekszoSci struktur kwadrupleksow RNA,
rozwigzanych przy pomocy rentgenowskiej analizy strukturalnej (36 — 41). Jak
dotad, dla kwadruplekséow RNA nie zaobserwowano wystepowania
nieterminalnych U-tetrad. W strukturach kwadrupleksow DNA znaleziono
analogiczne tetrady zbudowane z reszt tymidyny (Rys. 15 B). W przeciwienstwie
do U-tetrady, T-tetrady powstaja zaréwno na koncach 5’ oraz 3’ (53, 54, 34),
jak rowniez wewnatrz struktury kwadrupleksu (55-57). Pozostale dwie reszty
nukleotydowe, adenozyna oraz cytydyna, takze sa zdolne do tworzenia motywu
homotetrady. W strukturze kwadrupleksu tworzonego przez czasteczke DNA
o sekwencji d(AGGGT), za pomoca metod spektroskopii NMR, zidentyfikowano
dwa typy A-tetrady, znajdujace sie w szybkiej wymianie (58). W obu przypadkach
reszty adenozyny tworzace tetrade byly w konformacji syn. Jedna z tetrad byla
stabilizowana przez wigzania wodorowe powstajace pomiedzy atomem wodoru
grupy aminowej N6H jednej reszty a atomem azotu N1 drugiej reszty adenozyny
(Rys. 15 C). Reszty adenozyny tworzace drugi rodzaj A-tetrady byly polaczone

wigzaniami wodorowymi pomiedzy atomem N6H jednej reszty a atomem N7
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drugiej reszty (Rys. 15 D). Podobnie do A-tetrady, C-tetrada réwniez moze by¢
stabilizowana przez dwa rodzaje wigzan wodorowych. W strukturze
czteroniciowego, rownolegltego kwadrupleksu DNA o sekwencji d(TGGGCGGT)
zidentyfikowano wigzania wodorowe pomiedzy atomem wodoru grupy aminowej
N4H jednej reszty a atomem tlenu O2 kolejnej reszty tworzacej C-tetrade (Rys.
15 E) (59). Inny typ wigzania wodorowego zaobserwowano dla czteroniciowego,
rownoleglego kwadrupleksu utworzonego przez czasteczke DNA o sekwencji
d(TGGTGGC). Wiazanie powstaje pomiedzy grupa aminowa jednej reszty
a atomem N3 kolejnej reszty cytydyny (Rys. 15 F) (55).

B

Rys. 15. Przyklady homotetrad. (A) U-tetrada, PDB ID: 1RAU; (B) T-tetrada, PDB ID: 1EMQ); (C)
A-tetrada, PDB ID: 1EVM; (D) A-tetrada, PDB ID: 1EVN; (E) C-tetrada, PDB ID: 1EMQ; (F) C-
tetrada, PDB ID: 1EVO. Kolorem czarnym zostaly zaznaczone wigzania wodorowe stabilizujace

poszczegodlne tetrady.
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Sekwencje kwaséw nukleinowych bogate w reszty guanozyny i cytydyny
zazwyczaj tworzg struktury zawierajace kanoniczne pary zasad typu Watsona-
Cricka. Z analizy struktur kwadrupleksow wynika, ze pary G:C sa zdolne
do asocjacji prowadzacej do powstania mieszanej tetrady G:C:G:C. W zaleznoSci
od sposobu asocjacji, takie tetrady mogg by¢ stabilizowane przez r6zng sie¢ wigzan
wodorowych, co jest przedstawione na rysunku 16 A-C. Przykladem mieszanej
tetrady typu G:C:G:C jest tetrada powstala przez oddzialywanie elektrostatyczne
pomiedzy dwiema parami G:C a kationem potasu (Rys. 16 D), zidentyfikowana dla
antyrownolegltego kwadrupleksu tworzonego przez czasteczke DNA o sekwencji
d(AGGG(CTAGGG);3) (60). W naszej pracowni dr Dorota Gudanis prowadzila
badania dotyczace rownowag konformacyjnych czasteczek RNA zbudowanych
z powtorzen CGG (61). Okazalo sie, ze czasteczki zbudowane z dwdch powt6rzen
CGG s3 zdolne do tworzenia struktury kwadrupleksu zawierajacego tetrady
G:C:G:C w obecnosci kationow potasu i sodu. Czasteczka r(GCGGCGGC) tworzy
strukture kwadrupleksu w wyniku dimeryzacji dwuniciowych podjednostek
kwadruplekséw zbudowanych z dwoch G-tetrad, zawierajacych niesparowane
reszty G1 i C2 na koncu 5’ (Rys. 17 A). Dwie podjednostki lacza sie na zasadzie
zazebienia niesparowanych koncow 5’, co prowadzi do utworzenia dwéch tetrad
G:C:G:C (Rys.17B). Interesujacy wynik dr Dorota Gudanis otrzymala
dla czasteczki o sekwencji r(GCB*GGCGGC), w ktorej jedna z reszt guanozyny
zostala zastgpiona 8-bromoguanozyna (B'G), ktorej uprzywilejowana konformacja,
z uwagi na objetoSciowy podstawnik w pozycji C8, jest forma syn (dane
niepublikowane). Wykazala mianowicie, ze utworzony przez t3 czasteczke
antyrownolegly dupleks, zawierajagcy niesparowania typu G:G dimeryzuje,
w wyniku czego powstaje czteroniciowy, antyréwnolegly kwadrupleks zbudowany
z dwbch tetrad G:B'G:G:P'G i az sze$ciu mieszanych tetrad G:C:G:C (Rys. 17 C).

Jak sie okazuje, nie tylko pary G:C, ale réwniez pary A:T sa zdolne
do tworzenia mieszanej tetrady. Zidentyfikowano ja w strukturze kwadrupleksu
DNA o sekwencji d(GAGCAGGT). Struktura ta jest zlozona z trzech rodzajow
tetrad: klasycznej G-tetrady, mieszanych tetrad G:C:G:C i A:T:A:T, oraz dwoch
petli bocznych (Rys.18 A) (62). Tetrada A:T:A:T jest zbudowana z dwdch
kanonicznych par A:T typu Watsona-Cricka, ktore dimeryzuja poprzez utworzenie
dodatkowych wigzan wodorowych typu Hoogsteena pomiedzy dwiema resztami

adenozyny (Rys. 18 B).
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Rys. 16. Przykladowe tetrady G:C:G:C pochodzace ze struktur kwadruplekséw zdeponowanych
w bazie danych PBD: (A) PDB ID: 1EU2, (B) PDB ID: 2HK4, (C) PDB ID: 1A8N. (D) Tetrada
G:C:G:C stabilizowana przez oddzialywanie elektrostatyczne pomiedzy dwiema parami G:C,
a kationem potasu. Kation potasu zostal zaznaczony kolorem szarym, a oddzialywanie
elektrostatyczne kolorem czerwonym (PDB ID: 2KM3). We wszystkich tetradach G:C:G:C wigzania

wodorowe zostaly zaznaczone kolorem czarnym.

A

Rys. 17. (A) Model podjednostki kwadrupleksu RNA o sekwencji GCGGCGGC, (B) Model struktury
kwadrupleksu RNA o sekwencji GCGGCGGC powstaly przez zazebienie dwoch podjednostek,
(C) Model struktury kwadrupleksu RNA o sekwencji GCB*GGCGGC.
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b2

Rys. 18. (A) Model struktury d(GAGCAGGT), PDB ID: 1JVC, (B) schemat tetrady A:T:A:T.
Reprodukcja za zgoda © Elsevier (62).

Zaobserwowano takze, ze w strukturach kwadrupleksow reszty adenozyny,
wystepujace w petli zewnetrznej, laczacej dwie kolejne G-tetrady, czesto oddziatuja
z jedng z G-tetrad, tworzac kolejne nietypowe motywy strukturalne — pentady,
heksady i heptady (Rys. 19 A-C) (63). Ze wzgledu na prowadzone przeze mnie
badania strukturalne czgsteczek RNA zbudowanych z powtorzen AGG, skupilam
sie przede wszystkim na analizie struktur czasteczek, ktore w sekwencji zawieraly
takie powtorzenia. Czasteczka DNA, zawierajgca dwa powtorzenia GGA,
d(GGAGGAG), przyjmuje strukture dwuniciowego kwadrupleksu, zbudowanego
zjednej G-tetrady i jednej heksady A:(G:G:G:G):A. Dwie jednostki
kwadrupleksowe tworza dimer stabilizowany poprzez oddzialywania warstwowe
pomiedzy dwiema heksadami (Rys.20A) (64). Bardzo podobnag strukture
przyjmuje czasteczka RNA zbudowana z czterech powtorzen GGA,
r(GGAGGAGGAGGA) (8). Jest to dimer jednoniciowych kwadrupleksow
stabilizowany przez oddzialywanie warstwowe typu heksada-heksada (Rys. 20 B).
Rowniez kwadrupleksy DNA, zbudowane odpowiednio z czterech i o$miu
powtorzen GGA, formuja analogiczne struktury, lecz zamiast motywu heksady
zawieraja motyw heptady G:A:G:A:G:A:G (Rys. 20 C, D) (65, 66).
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Rys. 19. — Przyklady (A) pentady (G:G:G:G):A, PDB ID: 1Y8D, (B) heksady A:(G:G:G:G):A, PDB
ID: 2RQJ, i (C) heptady G:A:G:A:G:A:G, PDB ID: 1iMYQ. Kolorem czarnym zostaly zaznaczone

wigzania wodorowe stabilizujace poszczegbdlne motywy strukturalne.

Rys. 20. — Modele struktur kwadruplekso6w utworzonych przez czasteczki: (A) d(GGAGGAG), PDB
ID: 1EEG (Reprodukcja za zgoda © Elsevier) (64), (B) r(GGAGGAGGAGGA), PDB ID: 2RQJ
(Reprodukcja za zgodg © Oxford University Press) (8), (C) d(GGAGGAGGAGGA), PDB ID: 1MYQ
(Reprodukcja za zgoda © ASBMB) (66), (D) d(GGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGA), PDB ID:
10Z8 (Reprodukcja za zgoda © ASBMB) (66).

W poznanych do tej pory strukturach kwadruplekséw znaleziono trzy
rodzaje oktad. Oktada G:U:G:U:G:U:G:U (Rys. 21 A) wystepuje w strukturze
krystalicznej czasteczki RNA o sekwencji r(UGGGGU) (49). Czasteczka ta tworzy
dimer czteroniciowych kwadruplekséw zazebionych koncami 5’, przy czym reszty
U1 jednej podjednostki tworza oktade dolaczajac sie do G-tetrady tworzonej przez
reszty G3 drugiej podjednostki. W ten spos6b w miejscu dimeryzacji dwie oktady
przedzielone sa dwiema tetradami G2:G2:G2:G2, pochodzacymi od dwoch
podjednostek (Rys. 21 B). Podobny dimer czteroniciowych kwadruplekséw tworzy
w krysztale czasteczka RNA o sekwencji rU(dB*G)r(AGGU) (dB*G — 8-bromo-
deoksyguanozyna) (47). W tej strukturze, w miejscu dimeryzacji powstaja dwie
oktady typu A:U:A:U:A:U:A:U (Rys.21C) przedzielone dwiema G-tetradami
(Rys. 21 D).
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Trzeci rodzaj oktady zaobserwowano dla czasteczki DNA o sekwencji
d(CGGTGGT) (57), w ktorej dwie podjednostki oddziatuja warstwowo koncami 5’.
Na styku dwoch czteroniciowych, rownoleglych kwadrupleksow tworza sie dwie
oktady typu G:C:G:C:G:C:G:C (Rys. 21 E). Na podstawie analizy strukturalnej
przeprowadzonej metodami spektroskopii NMR pokazano, ze reszty Ci1 jednej
podjednostki oddzialuja warstwowo z resztami C1 drugiej podjednostki, a kazda
zoktad jest stabilizowana dodatkowymi wigzaniami wodorowymi pomiedzy
atomem wodoru grupy aminowej reszty Ci1 a atomem azotu N3 reszty G2 oraz
pomiedzy atomem wodoru grupy aminowej reszty G2 a atomem azotu N3 reszty C1

(Rys. 21 E). Model dimeru kwadrupleksow jest przedstawiony na rysunku 21 F.

t
Tetraplex

+

Tetraplex 2

Octad

t
Octaplex

Octad

Tetraplex

Rys. 21. — (A) Model oktady G:U:G:U:G:U:G:U (49)(49)kolorem czerwonym zaznaczono wigzania
wodorowe (49); (B) struktura r(UGGGGU), PDB ID: 1J8G, kolorem czerwonym zaznaczono jony
Sr2+; a bialym jon Nat+ (49); (C) model oktady A:U:A:U:A:U:A:U, z zaznaczong mapa gestoSci
elektronowej oraz umiejscowieniem jonu Na+* - kolor czerwony i czasteczek wody — kolor zielony
oraz siecig wigzan wodorowych — kolor czrwony (47); (D) struktura rU(d®*G)r(AGGU), PDB ID:
1MDG, kolorem czerwonym zaznaczono jony Na+, a kolorem niebieskim - jony heksaaminokobaltu
(ITI) (47); (E) model oktady G:C:G:C:G:C:G:C, linig przerywana zaznaczono wigzania wodorowe
(57); (F) struktura d(CGGTGGT), czerwonymi krzyzykami zaznaczono jony K+ (57).

Reprodukcje za zgoda: A i B © The National Academy of Sciences of the United States of America,
CiD @© Elsevier, E i F © Oxford University Press.
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3.2.3. Funkcja biologiczna G-kwadrupleksu

Jednej z pierwszych informacji dotyczacej potencjalnej funkeji biologicznej
kwadrupleksow dostarczyli A.M. Zahler, i inni (67), pokazujac, ze G-kwadrupleks
formowany przez czasteczke zawierajaca sekwencje telomerowa orzeska Oxytricha
nova oddzialuje z telomeraza tego organizmu (enzymem odpowiedzialnym
za wydluzanie koncéw chromosomoéw w czasie replikacji DNA). Ze wzgledu na to,
ze poziom telomerazy w komoérkach czlowieka wplywa na proces nowotworzenia
(68), zaczeto intensywnie bada¢, jakie znaczenie moze mie¢ powstawanie G-
kwadruplekséw w procesie odtwarzania koncoéw telomerow (69, 70). Okazalo sie,
ze stabilizacja struktury kwadrupleksu w obrebie telomeréow prowadzi
do wyciszenia funkcji telomerazy i $mierci komoérki rakowej. Na tej podstawie
zaproponowano nowa strategie przeciwnowotworowg, ktora polega na stosowaniu
niskoczasteczkowych ligandéw stabilizujacych strukture kwadrupleksu tworzona
przez sekwencje telomerowe (71).

W 2005 roku przeprowadzono analize bioinformatyczng ludzkiego genomu
w celu znalezienia sekwencji bogatych w reszty guanozyny, czyli potencjalnie
sklonnych do tworzenia struktury kwadrupleksu (11, 72). Pokazano, ze wiekszo$¢
takich sekwencji znajduje sie w rejonach promotorowych gendw, sugerujac, ze
formowanie kwadrupleksu DNA moze mie¢ wplyw na proces transkrypcji (73, 74).
Taki zwigzek pomiedzy powstawaniem kwadrupleksu a regulacja transkrypcji jako
pierwsi zauwazyli T. Simonsson, i inni, dla protoonkogenu C-MYC (75). Badania
prowadzone w laboratorium profesora L.H. Hurleya potwierdzily te teorie,
ukazujac trzykrotny wzrost procesu transkrypcji spowodowany wprowadzeniem
mutacji destabilizujacej strukture kwadrupleksu w rejonie promotorowym genu C-
MYC (76). Obecnie uwaza sie, ze stabilizacja G-kwadrupleksow tworzacych sie
w rejonach promotorowych gené6w moze poshuzy¢ do walki z nowotworami (77).

Podobnie jak w badaniach strukturalnych, wysitki badaczy starajacych sie
pozna¢ funkcje G-kwadrupleksow skupiaja sie glownie wokol czasteczek DNA.
Jedne z pierwszych badan nad poznaniem funkcji kwadrupleksow RNA dotyczyly
wirusow HIV (ang. Human Immunodeficiency Virus) i HSV (ang. Herpes Simplex
Virus) (78, 79). Jednakze, dopiero odkrycie w 2007 roku czasteczek RNA
zawierajacych powtdrzenia telomerowe, tzw. TERRA (ang. Telomeric Repeat-
containing RNAs), zbudowanych z tandemowych powtorzen r(UUAGGG) (80, 81)
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oraz wyniki analizy bioinformatycznej ludzkiego transkryptomu, identyfikujace
wiele sekwencji zdolnych do tworzenia G-kwadrupleksu na koncu 5° mRNA,
w rejonie nieulegajacym translacji (UTR, ang. Untranslated Region) (82, 12),
zapoczatkowalo rozwoj badan nad znaczeniem kwadrupleksow RNA. Wykazano,
m. in., ze mozliwe jest utworzenie hybrydowego kwadrupleksu DNA-RNA
pomiedzy telomerowym DNA a TERRA (83), czy pomiedzy powstajacym w czasie
transkrypcji RNA a jednoniciowym DNA (84), sugerujac wplyw sekwencji RNA,
bogatych w reszty guanozyny na proces transkrypcji. Zidentyfikowano réwniez
biatka wigzace TERRA (85, 86) oraz biatko, ktore wytworzylo mechanizm unikania
laczenia z TERRA (87). Z kolei kwadrupleksom potencjalnie tworzacym sie
wrejonie 5° UTR przypisana zostala rola regulatora procesu translacji, dzieki
czemu zostaly one uznane za potencjalnie dobre cele projektowanych terapii
antynowotworowych (37). S. Kumari, i inni, jako pierwsi pokazali, ze kwadrupleks
RNA utworzony w rejonie 5 UTR protoonkogenu NRAS obniza poziom ekspresji
tego genu poprzez hamowanie procesu translacji (82). Co wiecej, ta sama grupa
badawcza zauwazyla rbéznice w poziomie inhibicji ekspresji genu NRAS
w zalezno$éci od tego, w ktérym miejscu rejonu 5° UTR mRNA znajduje sie
sekwencja sklonna do utworzenia kwadrupleksu (88). Natomiast K. Halder, i inni,
stosujac sztuczne sekwencje RNA, wywodzace sie z sekwencji naturalnie
wystepujacych w ludzkim mRNA (89), dodatkowo ukazali wplyw dlugosci petli
laczacej poszczegdlne G-trakty oraz liczby powt6rzen danego motywu sekwencji
zawierajacej trakt GGG na proces ekspresji genow.

Niezwykla stabilno$¢ G-kwadruplekséw, jak réwniez zdolno$¢ do wnikania
do wnetrza komorki oraz odpornoéé na dzialanie nukleaz sprawiaja, ze sa one
coraz czeSciej wykorzystywane w celu stworzenia nowej klasy terapeutykow,
ktéorymi sa aptamery, czyli krétkie fragmenty DNA lub RNA specyficznie
oddzialujace z docelowa czasteczka (37). Do tej pory starano sie wykorzystaé
czasteczki tworzace struktury kwadrupleksu w celu opracowania terapii
przeciwzakrzepowej (90—93), antynowotworowej (94—96), anty-HIV (97-99),

czy przeciw biatkom prionowym (8, 19, 100).
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3.3 Przeglad wybranych metod eksperymentalnych stosowanych

w badaniach kwadrupleksow
3.3.1. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego - NMR

Spektroskopia NMR pozwala na ustalenie struktury przestrzennej kwasow
nukleinowych z rozdzielczosScia atomowg. Glowna zaleta tej metody jest mozliwos¢
prowadzenia badan w roztworze, czyli w warunkach zblizonych do rzeczywiScie
wystepujacych w komorkach zywych organizmoéow. JednoczeSnie spektroskopia
NMR pozwala na zglebienie wielu innych aspektéw dotyczacych kwadrupleksow,
jakimi sg np. oddzialywanie kwadrupleks-biatko (19), oddzialywanie kwadrupleks-
ligand (101), wplyw warunkéw roztworu na strukture kwadrupleksu (20, 102),
okreslenie stechiometrii kwadrupleksu (103), wplyw jednonukleotydowych zmian
w sekwencji na formowanie kwadrupleksu (104), wplyw modyfikacji na strukture
kwadrupleksu (33, 105), badanie stabilnosci kinetycznej kwadrupleksow (106),
badanie rownowagi monomer-dimer (107, 108), czy identyfikacja miejsc wigzania
jonow (54).

Rejestrujgc jednowymiarowe widmo, *H NMR, probki DNA lub RNA
rozpuszczonej w wodzie (90% H-0:10% D.O, v:v), mozna szybko uzyskaé
odpowiedzZ na pytanie, czy czasteczka tworzy w danych warunkach roztworu (rézne
bufory, dodatek soli, r6zne warto$ci pH) strukture kwadrupleksu. Jest to mozliwe,
poniewaz sygnaly protonéw iminowych reszt guanozyny tworzacych G-tetrady sa
widoczne w charakterystycznym regionie 10 — 12 ppm. Dla poréwnania, sygnaly
protonow iminowych uwiklanych w tworzenie wigzan wodorowych typu Watsona-
Cricka wystepuja w regionie 13 — 14 ppm (109, 110). Zazwyczaj liczba sygnalow
obserwowanych w zakresie 10 — 12 ppm widma H NMR odpowiada liczbie reszt
guanozyny tworzacych G-tetrady. Dla przykladu, obserwacja dwunastu sygnalow
iminowych w regionie 10 — 12 ppm dla kwadrupleksu DNA o sekwencji
d[AAGGGTGGGTGTAAGTGTGGGTGGGT] (PDB 1ID: 2LPW) oznacza, ze
kwadrupleks ten jest zbudowany z trzech G-tetrad (Rys.22) (111). Dodatkowo,
iminowe atomy wodoru reszt guanozyny, szczegélnie te, pochodzace od reszt
tworzacych wewnetrzng G-tetrade, sa silnie chronione w wewnetrznym kanale
struktury kwadrupleksu i s3 widoczne nawet w widmach rejestrowanych
w wysokich temperaturach. Ponadto atomy te bardzo trudno ulegaja wymianie

na deuter, dzieki czemu s3 obserwowane w widmach rejestrowanych dla probek
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rozpuszczonych w D.O (Rys.22 A). Przykladem niedostepnosci protonow
iminowych znajdujacych sie wewnatrz struktury jest kwadrupleks DNA o sekwencji
d(GGGGTGGGAGGAGGGT). Iminowe atomy wodoru, pochodzace od reszt
guanozyny, tworzacych wewnetrzne G-tetrady, nie ulegaja wymianie na deuter i sa
widoczne w widmie 'H NMR nawet po uplywie dwoch miesiecy od momentu
rozpuszczenia probki w DO i przechowywaniu jej w temperaturze pokojowej oraz
kolejnym ogrzewaniu w temperaturze 100 °C przez 10 minut (112).
Dla porownania, w przypadku struktur takich jak dupleks, czy spinka, tak zwane
wymienialne atomy wodoru, pochodzace od grup iminowych, aminowych
i hydroksylowych poszczegblnych reszt nukleotydowych, ulegajg natychmiastowej
wymianie na deuter w momencie zmiany rozpuszczalnika z H.O na D.O i nie sa
obserwowane w widmach *H NMR. Szybko$¢ takiej wymiany zalezy glownie
od struktury czasteczki, temperatury oraz pH roztworu, a dla par zasad typu

Watsona-Cricka jest rzedu kilku milisekund.
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Rys. 22. (A) Rejon iminowy widm 'H NMR. Widma zarejestrowane w H.O (widmo dolne)
ipo uplywie godziny od wymiany rozpuszczalnika na D,O (widmo gobérne). Gwiazdkami sa
zaznaczone sygnaly pochodzace od wewnetrznej G-tetrady. (B) Schemat topologii kwadrupleksu,

dla ktérego zarejestrowano prezentowane widma *H NMR (reprodukcja za zgoda © Elsevier) (110).

Ustalenie struktury przestrzennej kwadrupleksu metodami biomolekularne;j
spektroskopii NMR jest mozliwe, jezeli sygnaly w widmie *H NMR sa waskie,
dobrze rozdzielone i odpowiadaja pojedynczej konformacji. Wystepowanie
w réwnowadze wielu konformeréw czasteczek DNA lub RNA mozna zaobserwowaé
analizujac rejon 10 — 12 ppm. Gdy mamy do czynienia z wiecej niz jedng forma
kwadrupleksu, to liczba sygnalow iminowych przekracza liczbe reszt guanozyny
obecnych w sekwencji. Co wiecej, gdy sygnaly pochodzace od ro6znych
konformerow sg silnie na siebie nalozone, to niemozliwe jest ich przypisanie

i przeprowadzenie analizy strukturalnej (110). W celu znalezienia czasteczki, ktora
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w warunkach NMR przyjmuje pojedyncza konformacje, zazwyczaj sprawdza sie
wiele czasteczek, nieznacznie réznigcych sie miedzy soba sekwencja (113-115).
Inne podejScie poszukiwania pojedynczej formy kwadrupleksu zaklada
manipulacje warunkami roztworu. W tym przypadku testowane sa r6zne wartoSci
stezenia DNA lub RNA, stezenia i rodzaju soli, zmiana pH, czy temperatury
pomiaru (108, 111, 116—120).

Analize strukturalng kwadruplekséw metodami NMR rozpoczyna sie
od przypisania jak najwiekszej liczby sygnalow rezonansowych 'H, 13C, 15N i 3!P.
W przypadku czasteczek o naturalnej zawartosci izotopow, rejestruje sie zestaw
widm dwuwymiarowych homo- i heterojadrowych: tH-*H NOESY, H-tH COSY,
1H-13C HSQC, H-15N HSQC, H-3:P HSQC i *H-3C HMBC.
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Rys. 23. Widmo NOESY, D20, zarejestrowane dla kwadrupleksu RNA.
Zaznaczone rejony przedstawiajg wystepowanie sygnaléw korelacyjnych pomiedzy:
1 - H6/HS8 — H6/HS,
2 - H6/H8 — H5/H1/,
3 - H6/H8 — H2'/H3'/H4’/H5'/H5",
4 - H5/H1" - H5/HY,
5-Hs/H1" - H2’/H3'/H4'/H5'/H5",
6 — H2'/H3'/H4'/Hs5'/H5" - H2'/H3'/H4'/H5'/H5"

Najwiecej informacji, w procesie poznania struktury biomolekuly, dostarcza
widmo 2D NOESY (ang. Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY),

w ktorym obserwowane sa sygnaly korelacyjne proton — proton, pochodzace
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od oddzialywan dipolowych pomiedzy atomami wodoru oddalonymi od siebie
w przestrzeni na odleglos¢ < 6 A. Na rysunku 23 przedstawilam przyktadowe
widmo 2D NOESY, zarejestrowane dla kwadrupleksu RNA i zaznaczylam sze$c
charakterystycznych rejonow, w ktéorych wystepuja sygnaly korelacyjne,
pochodzace od oddzialywan pomiedzy poszczegdlnymi grupami protondéw.
Interpretacje widma rozpoczyna sie od tzw. rejonu aromatyczno-anomerycznego
(Rys. 23, rejon 2), w ktorym obserwowane sa sygnaly korelacyjne pomiedzy
atomami H8/H6/H2 - Hi1’/Hs. W rejonie tym najlatwiej jest zidentyfikowacé
sygnaly korelacyjne pomiedzy atomami H6 - H5 pirymidyn oraz pomiedzy
atomami H2 - H1’ reszt adenozyny. Pierwsze sygnaly charakteryzuje najwieksza
intensywno$é, z uwagi na bliska odleglos¢ pomiedzy atomami Hs i H6 (2.5 A),
z kolei drugie sa charakterystycznie waskie, co jest konsekwencja dlugiego czasu
relaksacji protonow H2. Pierwszy etap analizy polega na wyznaczeniu
sekwencyjnej Sciezki NOE, czyli charakterystycznej dla kwaséw nukleinowych
nieprzerwanej $ciezki przekazywania magnetyzacji pomiedzy kolejnymi resztami
nukleotydowymi, n i n+1, w kierunku od konca 5 do 3’, wedlug schematu:
H8/H6(n) - H1'(n) - H8/H6(n+1), ktéora w klasycznych strukturach A-RNA
przebiega wzdluz calego lafncucha (121, 122). Taka S$ciezke mozna réwniez
wyznaczy¢ dla kwadrupleksow, jednakze obecno$¢ poszczegbdlnych sygnalow
korelacyjnych zalezy od konformacji syn lub anti sgsiadujacych w sekwencji reszt
guanozyny (Rys.24 A-D). Ze wzgledow geometrycznych, sygnaly korelacyjne
pomiedzy atomami Hi’(n) - H8(n+1), pochodzacymi od reszt guanozyny
znajdujacych sie w konformacji syn lub anti (n) oraz sasiadujacej reszty guanozyny
w konformacji syn (n+1), sa bardzo slabe lub niewidoczne (Rys. 24 B, D).
Dla kontrastu, gdy po guanozynie w konformacji syn (n) wystepuje reszta
guanozyny w konformacji anti (n+1), to widoczny jest zaré6wno sygnal pomiedzy
atomami H1’(n) - H8(n+1), jak i H8(n) - H1'(n+1) (Rys. 24 C). Rysunek 24 E
przedstawia rejon aromatyczno-anomeryczny przykladowego widma NOESY
zarejestrowanego dla kwadrupleksu DNA utworzonego przez katalityczna
podjednostke ludzkiej telomerazy, hTERT (119). Na widmie zaznaczona zostala
Sciezka NOE, wraz z charakterystycznymi sygnalami korelacyjnymi pomiedzy
guanozynami w konformacjach syn i anti. Podobne sekwencyjne $ciezki moga by¢
rOwniez wyznaczone pomiedzy aromatycznymi atomami wodoru H8/H6

a atomami wodoru reszty cukrowej, H2’, H3’, H4’, H5’ i H5” (rejon 3, Rys. 23).
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Rys. 24. Obserwowane sekwencyjne kontakty NOE pomiedzy sgsiadujacymi w sekwencji resztami
guanozyny (odpowiednio w kierunku od konca 5’ do 3’), w konformacjach: (A) anti-anti, (B) syn-
syn, (C) syn-anti, i(D)anti-syn. (E) Rejon aromatyczno-anomeryczny widma NOESY
kwadrupleksu hTERT, ktérego topologia jest schematycznie przedstawiona w prawym dolnym
rogu. Na widmie zaznaczone zostaly sygnaly korelacyjne pomiedzy resztami w konformacjach anti-
anti (wypelniony niebieski kwadrat), syn-syn (wypeliony roézowy kwadrat) i syn-anti
(niewypehiony rézowy kwadrat) (119) (reprodukcja za zgoda © Elsevier) (110).
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Pomocna w procesie wyznaczania sekwencyjnej Sciezki NOE jest jednoczesna
analiza rejonu aromatyczno-aromatycznego (rejon 1, Rys.23), w ktorym
obserwowane sa oddzialywania warstwowe pomiedzy H8/H6(n) - H8/H6(n+1),
dajace informacje o tym, ktore reszty nukleotydowe sasiaduja ze soba w sekwencji
(rejon ten jest rowniez przedstawiony na rysunkach 64. i 75., w rozdziale Wyniki
badan wlasnych).

W celu jednoznacznego przypisania sygnaldow 'H czesto stosuje sie
selektywne, miejscowo specyficzne znakowanie izotopami 5N, 3C lub D (ang. site-
specific isotope labeling) (110). Na przyklad dla identyfikacji protonéw iminowych
poszczegblnych reszt guanozyny, jedna z reszt w sekwencji kwadrupleksu jest
w kilku procentach zastepowana przez reszte guanozyny znakowang izotopem 5N
w pozycji N1. Nastepnie rejestruje sie widmo *H NMR filtrowane w taki sposob,
ze widoczny jest tylko sygnal pochodzacy od atomu wodoru polaczonego
wigzaniem kowalencyjnym ze znakowanym atomem azotu 5N (Rys. 25 A). W taki
sposob znakuje sie po kolei kazda reszte guanozyny, dzieki czemu otrzymuje sie
jednoznaczne przypisanie wszystkich sygnaléw iminowych. Niestety, metoda ta nie
moze by¢ stosowana rutynowo dla czasteczek RNA, poniewaz do dzi§ brak jest
dostepnych handlowo amidofosforynéw RNA znakowanych 15N, syntonéw
niezbednych do chemicznej syntezy oligorybonukleotydow.

Podobna strategia jest stosowana w celu przypisania sygnalow pochodzacych
od protonow aromatycznych. Jezeli sekwencyjna $ciezka NOE w widmie NOESY
jest przerwana, to przypisanie sygnalow pochodzacych od protonow
aromatycznych do poszczegblnych reszt w sekwencji jest niezwykle trudne,
poniewaz w widmie tym nie wystepuja inne sygnaly, ktore umozliwialyby ich
jednoznaczne przypisanie. W takim przypadku wykorzystywane s3 reszty
nukleotydowe, ktore zamiast atomu wodoru w pozycjach C8 lub C6 maja
podstawiony atom deuteru. Nastepnie rejestruje sie widmo H NMR, a sygnal
H8/H6, pochodzacy od wyznakowanej reszty zanika pozwalajac na jednoznaczne

przypisanie sygnatu do danej reszty nukleotydowej (Rys. 25 B).
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Rys. 25. Przyklady selektywnego znakowania izotopowego (N i D) w celu jednoznacznego
przypisania sygnaléw 'H dla (A) protonéw iminowych i (B) protonéw aromatycznych (reprodukcja

za zgoda © Elsevier) (110).

Dla kwadrupleksow o naturalnej zawartosci izotopoéw mozliwe jest zarejestrowanie
widma 'H-13C HMBC (ang. Heteronuclear Multi-Bond Correlation). W widmie *H-
13C HMBC obserwowane sygnaly korelacyjne sa wynikiem sprzezen skalarnych
dalekiego zasiegu, pomiedzy atomami oddalonymi od siebie najcze$ciej o dwa
lub trzy wigzania chemiczne. Na podstawie analizy tego widma mozna
jednoznacznie przypisa¢ sygnaly H8 i N1H do danej reszty guanozyny, gdyz oba
atomy wykazuja korelacje do tego samego atomu wegla C5 (Rys. 26). W ten sposéb
mozna rowniez skorelowa¢ atomy H8/H6 z atomem H1’ poprzez atom wegla
C8/C6 (123). Niestety, eksperyment typu 'H-13C HMBC cechuje bardzo mala
czulo$¢, poniewaz naturalna zawarto$¢ izotopu 3C wynosi zaledwie ~ 1 %,
a transfer magnetyzacji nastepuje pomiedzy atomami, dla ktérych sprzezenie
skalarne nie przekracza 10 Hz. Aby eksperyment zakonczyl sie powodzeniem,
sygnaly rezonansowe w widmie *H NMR, pochodzace od atoméw wodoru N1H
i H8 musza by¢ intensywne, waskie i dobrze rozdzielone, a stezenie probki
mozliwie jak najwieksze (przynajmniej 3 mM).

Kolejna mozliwo$é przypisania sygnalow N1H daje zastepowanie kolejnych reszt
guanozyny inozyna. Inozyna nie posiada grupy aminowej w pozycji C2 zasady
heterocyklicznej, przez co zmienia sie otoczenie chemiczne iminowego atomu

wodoru, skutkujace silng zmiang przesuniecia chemicznego sygnalu N1H w widmie
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tH NMR. Oznacza to, ze sygnal N1H, pochodzacy od modyfikowanej reszty nie jest
obserwowany w regionie 10-12 ppm i moze by¢ przypisany do konkretnej reszty
guanozyny (wymienionej na inozyne) przez poréwnanie z widmem *H NMR probki
niemodyfikowanej (Rys. 81., rozdzial Wyniki). Jednakze musi by¢ spelniony
warunek, ze zastgpienie reszty guanozyny inozyna nie wplywa na zmiane struktury

kwadrupleksu.
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Rys. 26. Fragmenty widma 'H-13C HMBC z zaznaczonymi sygnalami korelujacymi proton iminowy
i aromatyczny do atomu wegla 3C5 w obrebie jednej reszty guanozyny (reprodukcja za zgoda ©

Elsevier) (110).

Informacje o wigzaniach wodorowych pomiedzy resztami guanozyny
tworzgcymi poszczegéolne G-tetrady, otrzymuje sie z widma NOESY wykonanego
w wodzie (90% H.0/10% D.0, v/v). W takim widmie obserwuje sie dodatkowo
sygnaly korelacyjne, pochodzace od wymienialnych atoméw wodoru. Na rysunku
27. zaznaczylam rejony widma NOESY, w ktorych wystepuja charakterystyczne
dla kwadrupleksow sygnaly korelacyjne. Sa to gléwnie sygnaly pomiedzy
protonami iminowymi wewnatrz G-tetrady, oraz pomiedzy protonem N1H jednej
reszty guanozyny a protonami aminowym i aromatycznym reszty sasiadujacej w G-
tetradzie: GaN1H - GBN1H, GBN1H - GyN1H, GyN1H - G6N1H, G6N1H - GaN1H
(kolor czerwony), GaN1H - GPHS8, GPN1H - GyH8, GyN1iH - GS6HS8, GSN1H -
GaHS8 (kolor zielony) oraz GaNH. - GBHS8, GBNH.H - GyH8, GyNH. - GSHS,
GONH. - GaH8 (kolor pomaranczowy).
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Rys. 27. (A) G-tetrada z zaznaczonymi atomami, pomiedzy ktorymi wystepuja charakterystyczne
sygnaly korelacyjne. (B) Fragment widma 2D NOESY kwadrupleksu RNA, na ktérym zaznaczone
zostaly zakresy spektralne, w ktéorych wystepuja sygnaly korelacyjne, charakterystyczne dla motywu
G-tetrady.

W widmie tym mozna réwniez znalez¢ dowody na powstawanie nietypowych
tetrad, jak np. G:C:G:C, A:T:A:T oraz A-, T- czy U-tetrady. Na przyklad o obecnosci
tetrady G:C:G:C w strukturze kwadrupleksu $wiadcza dodatkowe sygnaly
pomiedzy atomem wodoru grupy aminowej reszty cytydyny i atomem wodoru H8
guanozyny pochodzacej z przyleglej pary =zasad typu Watsona-Cricka,
wspottworzacej tetrade (124, 125). Z kolei dla przesunietej tetrady A:T:A:T
charakterystyczna jest obecno$¢ sygnalow NOE pomiedzy atomem wodoru N3H
tymidyny a atomami wodoru pochodzacymi od grupy aminowej i H2 adenozyny
oraz sygnalow pomiedzy H8 adenozyny i atomem wodoru grupy aminowej,
pochodzacych od drugiej reszty adenozyny, wspoltworzacej tetrade (62). Z kolei
o powstawaniu homotetrad mozna wnioskowa¢ na podstawie obserwacji
nastepujacych charakterystycznych sygnalow NOE:

- w zalezno$ci od rodzaju powstajacej tetrady A:A:A:A sa to sygnaly pomiedzy
aminowym atomem wodoru jednej reszty i atomem H8 pochodzacym od drugiej
reszty adenozyny lub pomiedzy aminowym atomem wodoru jednej reszty i atomem

H2 pochodzacym od drugiej reszty adenozyny, (58);
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- dla tetrady T:T:T:T oczekiwana jest obecno$¢ sygnalow NOE pomiedzy
iminowym atomem wodoru jednej reszty a grupa metylowa drugiej reszty
tymidyny (55, 57);
- dla tetrady U:U:U:U charakterystyczny jest intensywny sygnal pomiedzy
iminowym atomem wodoru jednej reszty a atomem Hj5 drugiej reszty urydyny oraz
duzo mniej intensywny sygnal pomiedzy tym iminowym atomem wodoru
a atomem H6 drugiej reszty urydyny (126).

Proces przypisywania sygnaléw wspomaga rowniez rejestracja widm typu
COSY (ang. COrrelation SpectroscopY) i HSQC (ang. Heteronuclear Single
Quantum Correlation), ktore wykorzystuja transfer magnetyzacji poprzez

sprzezenia skalarne.
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O
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Rys. 28. Mozliwe sprzezenia skalarne pomiedzy atomami wodoru rybozy oraz pomiedzy atomami

Hs i H6 pirymidyn, obserwowane w widmach COSY.

Sygnaly korelacyjne w widmie COSY pochodza od atoméw wodoru
oddalonych od siebie o dwa lub trzy wigzania kowalencyjne (Rys. 28).
Intensywno$¢ sygnalu korelacyjnego zalezy od warto$ci wicynalnej stalej
sprzezenia (im wieksza stala sprzezenia tym sygnal jest bardziej intensywny).
Na przyklad, gdy reszta cukrowa posiada konformacje C3’-endo, to stala
sprzezenia pomiedzy atomami wodoru H1’ a H2’ wynosi < 1 Hz, a sygnal
korelacyjny pomiedzy tymi atomami nie jest obserwowany w widmie COSY. Z kolei
stala sprzezenia pomiedzy atomami Hs5 a H6 pirymidyn wynosi ~ 7.5 Hz,
co sprawia, ze ich sygnal korelacyjny jest bardzo intensywny. Niestety, sygnaly
pochodzace od atoméw H2'/H3'/H4'/Hs'/H5"” wystepuja w waskim zakresie 3.5 —
5.0 ppm, przez co silnie sie na siebie nakladaja, niejednokrotnie uniemozliwiajac
ich identyfikacje.

W widmach typu HSQC obserwowane sa korelacje pomiedzy atomem
wodoru a zwigzanym z nim kowalencyjnie heteroatomem, np. 3C, 15N, 31P.

Na podstawie wartos$ci przesunie¢ chemicznych atomow wegla 3C w widmach
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tH-13C HSQC mozna wyr6zni¢ charakterystyczne zakresy dla kazdego typu atomow
wegla, C1’, C2’/, C3’, C4’ i C5’ (Rys.29). W ten sposob, dzieki skorelowaniu
konkretnego atomu wegla ze zwigzanym z nim kowalencyjnie atomem wodoru,
mozna sprawdzi¢ poprawno$¢ przypisan dla atoméw wodoru rybozy (Hi’/
H2’/H3’/H4'/H5’/H5"), dokonanych na podstawie analizy widm NOESY. Z kolei,
analiza warto$ci przesunie¢ chemicznych atomoéw 1N w widmie 'H-15N HSQC
pozwala rozr6zni¢ sygnaly pochodzace od grup iminowych reszt guanozyny
iurydyny oraz wydzieli¢c grupy sygnalow pochodzacych od sygnalow grup
aminowych reszt guanozyny, adenozyny i cytydyny (Rys. 30).

Proces przypisania sygnalow H3’, H4’, H5’ i H5” ulatwiaja informacje otrzymane
zwidm tH-3'P HSQC. Na przyklad dla typowych dla A-RNA warto$ci katow
torsyjnych szkieletu fosfodiestrowego w widmie tym obserwowane s3 sygnaly
sekwencyjne pomiedzy atomem wodoru H3’ reszty n-1 a atomem fosforu kolejnej
reszty (n), oraz pomiedzy atomem fosforu reszty n a atomami H4'/H5'/H5" tej
samej reszty nukleotydowej (n): H3'(n-1) - P(n) - H4'/H5’/H5"”(n), przy czym
sygnal H3’(n-1) - P(n) charakteryzuje sie najwiekszg intensywnoscig (Rys. 31).

Na podstawie przypisanych sygnalow i zidentyfikowanych oddzialywan
pomiedzy poszczegblnymi atomami w przestrzeni, mozliwe jest okreSlenie
topologii kwadrupleksu. W celu otrzymania wysokorozdzielczej struktury, nalezy
w kolejnych etapach wyznaczy¢ wiezy strukturalne (odleglo$ciowe oraz na katy
torsyjne) oraz przeprowadzi¢ obliczenia z wykorzystaniem metod restryktywnej
dynamiki molekularnej. Szczegélowych informacji na temat protokolow
wykorzystywanych w celu obliczenia wysokorozdzielczej struktury G-kwadrupleksu
na podstawie danych uzyskanych z badan NMR dostarczyli M. Adrian, B. Heddi
1 A.T. Phan (110).
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Rys. 29. Przykladowe widmo 'H-13C HSQC zarejestrowane dla czasteczki o sekwencji
d(GGCACUUCGGUGCC), ktora tworzy strukture spinki do wlos6w. W widmie zaznaczono zakresy
przesunie¢ chemicznych charakterystyczne dla poszczegoélnych atoméw wegla rybozy (reprodukcja

za zgoda © John Wiley and Sons) (122).
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Rys. 30. Przykladowe widmo !H-15N HSQC zarejestrowane dla czasteczki o sekwencji
d(GGCACUUCGGUGCC), ktora tworzy strukture spinki do wloséw. W widmie zaznaczono zakresy
przesunie¢ chemicznych atoméw 15N, charakterystyczne dla grup iminowych i aminowych

(reprodukcja za zgoda © John Wiley and Sons) (122).
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Rys. 31. Przykladowe widmo 'H-31P HSQC zarejestrowane dla czasteczki o sekwencji
d(GCGGTGGAT), ktora tworzy strukture kwadrupleksu (reprodukcja za zgoda © American
Chemical Society) (127).
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3.3.2. Spektroskopia UV-Vis

Informacje o tworzeniu sie kwadruplekséw mozna uzyska¢ na podstawie
analizy krzywych topnienia oraz absorpcyjnych widm ro6znicowych - TDS (ang.
Thermal Difference Spectrum).

Pomiar krzywych topnienia dla kwasow nukleinowych wykonuje sie przy dlugosci
fali 260 nm, przy ktorej wykazuja one maksimum absorpcji (128). W czasie
topnienia struktury dupleksow B-DNA lub A-RNA przy tej dtugos$ci fali nastepuje
wzrost absorbancji o ~ 25%. Natomiast w przypadku topnienia struktury
kwadrupleksu przy dlugosci fali 260 nm ro6znica absorbancji pomiedzy stanem,
w ktorym  czgsteczka jest ustrukturyzowana a stanem, w ktéorym jest
zdenaturowana wynosi zaledwie 4% (129, 130). Z tego wzgledu pomiar krzywych
topnienia dla kwadruplekséw przeprowadzany jest przy dlugosci fali 295 nm, przy
ktorej warto$¢ absorbancji jest mniejsza, jednakze, w czasie topnienia zmienia sie
0~ 50%, ukazujac jednocze$nie charakterystyczny odwrocony profil krzywej
topnienia (Rys. 32 A) (129, 130). Spadek absorpcji przy 295 nm wraz ze wzrostem
temperatury spowodowany jest stopniowa dysocjacja G-tetrad (129). Krzywe
topnienia rejestruje sie najczeSciej w celu sprawdzenia, czy dana czasteczka tworzy
strukture kwadrupleksu oraz w celu okreslenia stabilnoSci powstajacej struktury
(21). Spektroskopia UV-Vis jest réwniez szeroko stosowana w celu monitorowania
wplywu, m. in. rodzaju i stezenia jonu (20, 131, 132), zmiany sekwencji (131, 133,
134), czy modyfikacji reszty cukrowej (90, 135, 136) na trwalo$¢ termodynamiczng
kwadrupleksu.

Absorpcyjne widma réznicowe (TDS) powstaja w wyniku odjecia widm
rejestrowanych w fali cigglej, w przedziale ~ 220 — 350 nm, w temperaturach
powyzej i ponizej temperatury topnienia (21). Widma TDS maja charakterystyczny
profil zalezny od struktury jaka przyjmuja kwasy nukleinowe. Zostaly one
zidentyfikowane na podstawie widm wykonanych dla 200 ro6znych
oligonukleotydéw, reprezentujacych wszystkie znane motywy strukturalne (137).
Wykazano, ze dla kwadrupleksow profil TDS zawiera charakterystyczne ujemne
pasmo przy dhugosci fali 295 nm i dwa pasma dodatnie ~ 240 i 270 nm (Rys. 32 B).
Niestety, nie jest to metoda, ktéra moze samodzielnie dostarczy¢ dowoddéw
na istnienie struktury kwadrupleksu, poniewaz bardzo podobne profile TDS

posiadaja struktury Z-DNA, dupleksy z parami zasad typu Hoogsteena, i-motywy
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oraz trypleksy (137), niemniej jednak, moze ona by¢ stosowana jako metoda

uzupekniajaca.
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Rys. 32. (A) Przykladowa krzywa topnienia kwadrupleksu RNA otrzymana przy dlugoéci fali 295
nm. (B) Przyklad typowego widma TDS dla kwadrupleksu RNA.

3.3.3. Spektroskopia dichroizmu kolowego - CD

Widmo CD (ang. Circular Dichroism Spectroscopy) jest wynikiem réznicy
w absorpcji Swiatla spolaryzowanego kolowo lewo- i prawoskretnie przez czasteczki
optycznie czynne (chiralne) (138). Dla kwadruplekséw widmo to jest rejestrowane
w zakresie 220 — 320 nm, w ktéorym dla kazdego typu topologii (rownolegla,
antyrownolegla, hybrydowa) wystepuja charakterystyczne maksima i minima
(139—143). Rownolegle kwadrupleksy posiadaja maksimum przy dlugosci fali
~260 nm i minimum przy 240 nm, dla antyréwnoleglych kwadrupleksow
charakterystyczne jest wystepowanie minimum przy 265 nm i maksimum przy 295
nm, natomiast w przypadku kwadrupleksow hybrydowych wyrézni¢ mozna
minimum przy ~ 240 nm oraz maksima przy 255 nm, 270 nm i 290 nm.
Narysunku 33 przedstawione zostaly przykladowe widma CD dla kazdego typu
kwadrupleksu. Niestety widma CD rownoleglych kwadruplekséw sa podobne
do widm duplekséw typu A-RNA, uniemozliwiajgc tym samym jednoznaczne
potwierdzenie powstawania kwadrupleksu o takiej topologii tylko na podstawie
widm CD (138).
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Rys. 33. Przykladowe widma CD dla kwadrupleksu o topologii (A) réwnolegtej, (B) anty-
rownoleglej i (C) hybrydowej (reprodukcja za zgoda © John Wiley and Sons) (141).

Spektroskopia CD jest rowniez stosowana w celu sprawdzenia wplywu typu jonéw
(20, 92, 144—148), zmiany sekwencji (20, 131, 133, 134, 146, 147), czy modyfikacji
(33, 90, 149, 150) na topologie kwadrupleksu. Dla przykladu, w 2009 roku
Joachimi A., i inni, wykorzystujac spektroskopie CD poréwnywali topologie oraz
termiczng stabilno§¢ szeSciu par sekwencji kwadrupleksow DNA i RNA
wobecno$ci jondw Na+ i Kt. Najwazniejsze wnioski plynace z tej pracy
sa nastepujace: kwadrupleksy RNA zawsze przyjmuja topologie rownolegla,
natomiast kwadrupleksy DNA moga byé¢ rownolegle lub antyréownolegle;
kwadrupleksy RNA sg bardziej stabilne termicznie w poréwnaniu z odpowiednimi
sekwencjami w serii DNA. Niezaleznie od rodzaju kwasu nukleinowego (DNA,
czy RNA), kwadrupleksy formowane w obecno$ci kationow potasu wykazuja
wieksza stabilno§¢ termiczng, o co najmniej 20°C, w pordéwnaniu

z kwadrupleksami powstalymi w obecno$ci kationow sodu (151).

3.3.4. Spektrometria mas

Spektrometria mas z jonizacja za pomocg elektrorozpraszania (ESI-MS, ang.
Electrospray Mass Spectrometry) jest uzytecznym narzedziem pozwalajacym
na badanie, miedzy innymi, liczby nici zaangazowanych w tworzenie kwadrupleksu
(57, 152—-155), oddzialywan ligand-kwadrupleks (156—158), przemian
strukturalnych (159-161), czy kinetyki tworzenia struktury kwadrupleksu (162,
153). W 2011 roku Yuan G., i inni, opublikowali prace przegladowa na temat
zastosowania spektrometrii mas w badaniach kwadrupleksow DNA (163).
Niewatpliwymi zaletami tej metody sa jej czulo$§¢ i dokladno$é, szybkosé

prowadzonych analiz oraz zuzycie malej iloSci materiatu.
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ESI-MS polega na jonizacji czasteczki w celu wygenerowania dodatnio
lub ujemnie naladowanych czasteczek lub fragmentéw czasteczek, zwanych jonami
molekularnymi, dla ktérych mierzony jest stosunek masy do ladunku (m/z).
W przypadku pomiaréw wykonywanych dla kwadrupleksow wazne jest stosowanie
mozliwie lagodnych warunkoéw jonizacji, aby zapobiec fragmentacji kwasow
nukleinowych. W trakcie pomiaru generowane s3 ujemne jony, powstajace
przez deprotonacje lancucha fosfodiestrowego. W celu uzyskania mozliwie
najbardziej lagodnych warunkéw jonizacji, wymagajacych niestandardowej
kalibracji aparatu, metoda ta wciaz wymaga do$wiadczonego operatora. Dr Valérie
Gabelica opracowala protokdl, ktéory pozwala uzyska¢ optymalne warunki
eksperymentow ESI-MS dla roznych typow struktur kwaséw nukleinowych (164).
Zwraca ona przede wszystkim uwage na unikanie stosowania kationéw sodu
lub potasu, poniewaz w procesie powstawania jonéw molekularnych kondensuja
sie one wokol ujemnie naladowanego laficucha DNA lub RNA i tworza
niespecyficzne addukty [DNA/RNA + n Na+*/K+], co znaczaco pogarsza jakoS¢
widm masowych oraz dokladno$¢ i czulo$¢ pomiaréow. Jednocze$nie jako
optymalne wskazuje zastosowanie roztworu 150 mM octanu amonu, poniewaz
w czasie powstawania jonow molekularnych, jony CH;COO- odparowuja, a protony
od nieskoordynowanych wewnatrz struktury kwadrupleksu jonéw NH,* sa
przenoszone do ujemnie naladowanego lancucha fosfodiestrowego (grup PO-),
pozwalajac na swobodne odparowanie w postaci NHjs. Dzieki temu praktycznie nie
wystepuja niespecyficzne addukty, a widmo jest czytelne i latwe w interpretacji.

W celu okreélenia liczby nici tworzacych strukture kwadrupleksu, na podstawie
zmierzonej wartosci m/z, nalezy najpierw okresli¢ jego mase czasteczkows.
Warto$¢ m/z kryje w sobie rowniez informacje o liczbie skoordynowanych
wewnatrz struktury jonow, ktora z kolei moze pomdc w okresleniu liczby G-tetrad
skladajacych sie na dang strukture kwadrupleksu (157). Aby mozliwe bylo

uzyskanie tych informacji nalezy zastosowacé wzor:
m/z=(nxmwu+({t—-1)x17—-2)/z

gdzie: n — liczba nici DNA lub RNA; mxa — masa czasteczkowa DNA lub RNA [Da]
t — liczba G-tetrad; z — ladunek jonu; wyrazenie (t — 1) odpowiada liczbie

jonow NH,*; 17 — to przyblizona masa molowa jonu NH,*.
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Poznanie warto$ci ladunku jonu, z, jest mozliwe, jesli widmo MS ma wysoka
rozdzielczo$¢, ktéra umozliwia odczytanie rozkladu izotopowego danego jonu
molekularnego, czyli roznicy w wartosci masy poszczegolnych izotopéw, poniewaz
jest ona rowna 1/z. Czyli, jeSli réznica masy kolejnych izotopdéw wynosi 0.5,
to ladunek jonu, z, jest réwny 2; jesli 0.33, to z = 3; jesli 0.25, to z = 4; itd.

Dla przykladu, masa czasteczkowa, mya, dla r(AGGAGGA) wynosi 2306.50 Da,
a odczytana z widma ESI-MS warto$¢ m/z wynosi 1854.85 (Rys. 34 A). Odlegtosé
pomiedzy pikami odpowiadajacymi poszczegbdlnym izotopom wynosi 0.22
(Rys. 34 B), czyli ladunek jonu molekularnego, z, jest réwny 5 (1/5 = 0.2).
W miejsce n podstawiamy najwyzsza mozliwg liczbe naturalng, ktéra pomnozona
przez warto$¢ mys da wynik zblizony do wyniku otrzymanego z rownania m/z x z
(1854.85 x 5 = 9274.25). W tym przypadku jest to liczba 4 (4 x 2306.50 = 9226),
czyli struktura jest utworzona z czterech nici kwasu nukleinowego. W celu
obliczenia liczby skoordynowanych jonéw NH,*, oraz liczby G-tetrad
stabilizujacych kwadrupleks glowne rownanie nalezy przeksztalcic do postaci:
(m/zx z — n x mua + z)/17 = (t — 1). Podstawiajgc uzyskane wcze$niej wartosci
otrzymujemy: (9274.25 — 9226)/17 = 2.8. Wynik ten wskazuje, ze kwadrupleks
AGGAGGA jest stabilizowany przez 3 jony NH,4* i najprawdopodobniej sklada sie
z czterech G-tetrad (t — 1 = 3, wiec t = 4) (21).
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Rys. 34. (A) Widmo ESI-MS czagsteczki r(AGGAGGA). (B) Przyblizenie jonu molekularnego
odpowiadajacego czteroniciowej strukturze, z ktérego mozna oczytaé¢ odleglos¢é pomiedzy pikami

odpowiadajgcymi poszczegbdlnym izotopom.

Widma ESI-MS zarejestrowane dla probek przygotowanych w roztworach
wodnych charakteryzuje mala intensywno$¢ sygnalow jonéw molekularnych.
Dzieje sie tak ze wzgledu na wysokie napiecie powierzchniowe tworzonych kropli,

co spowalnia proces odparowywania rozpuszczalnika i w efekcie mniej jonow

68



dociera do detektora (21). W celu poprawy intensywnos$ci sygnaldéw, na krétko
przed rozpoczeciem pomiaru widma stosuje sie 10 — 20% (v/v) dodatek metanolu
(161).

Spektrometria mobilnosci jondéw, IMS (ang. Ion Mobility Spectrometry)
polaczona ze spektrometrem mas (IMS-MS) pozwala rozdzieli¢ jony o danej
warto$ci m/z na podstawie ich ruchliwosci w komorze jonizacyjnej. Ruchliwo$c
jonow jest bezposrednio skorelowana z ich przekrojem czynnym (ang. collision
cross section), czyli, w zasadzie, IMS pozwala rozdzieli¢ jony w zaleznoSci od ich
pola powierzchni (153). Mobilno$¢ jonu zalezy od jego wilasciwosci, takich jak:
ladunek (ze wzrostem ladunku jonu, z, wzrasta jego mobilno$¢, a czas dryfowania
jonu w komorze (ang. drift time) maleje) i przekrdj czynny jonu (im przekroj
czynny jonu jest wiekszy, tym czas dryfowania jonu w komorze jest dluzszy, a jego
ruchliwo$¢ mniejsza) (161). Uzyteczno$¢ tej techniki w badaniu kwadruplekséw
wykazano po raz pierwszy dla probki zawierajacej roznej dlugos$ci oligonukleotydy,
zbudowane wylacznie z reszt deoksyguanozyny, (dG)s, (dG)i2, (dG)is, (dG)24 (165).
W roztworze octanu amonu, odczytana z widma ESI-MS wartoS§¢ m/z jest
identyczna dla jonow molekularnych (6dG + NH,)*, (12dG+2 NH,)2+,
(18dG + 3NH,)3+* i (24dG + 4 NH,)4*, wiec sa one nierozr6znialne na widmie ESI-
MS (na rysunku 35 A sygnal odpowiadajacy wymienionym jonom molekularnym
zostal oznaczony jako (6dG + NH,)*). Natomiast w widmie mobilno$ci jonow
wyraznie widoczne jest, ze jednej wartoSci m/z odpowiadaja cztery rozne czasy
przylotu (ang. arrival time), dowodzac, ze w badanej probce byly obecne wszystkie

cztery mozliwe, wymienione powyzej formy (Rys. 35 B).

A B

(4dG + NH,)" (6dG + NH,)" IE=30ev  (12dG+2NH,)*
(23dG + aNH,* |
(17dG + 3NH,)*
(11dG + 2NH,)"\
(164G + 3NH,)*"

24dG+4NH,)*
(@G +H) (3G +H) . LA (64GNH,)
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Rys. 35. (A) Widmo ESI-MS zarejestrowane dla probki dG. Dla jonu molekularnego oznaczonego
(6dG + NH,*)* w panelu (B) przedstawione zostalo widmo IMS w zalezno$ci od czasu przylotu jonu

molekularnego (reprodukcja za zgoda © Springer) (165).
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W praktyce, wspolczesne spektrometry masowe umozliwiajga rejestracje
klasycznych widm masowych réwnoczes$nie z rejestracja widm mobilno$ci jonow,
dzieki czemu mozliwa jest dokladniejsza analiza obecnych w roztworze form (133,
153, 161, 166—170). Wyniki uzyskane metoda IMS-MS moga by¢ roéwniez
przedstawione w postaci widma dwuwymiarowego w funkcji czasu dryfowania
jonu w komorze i wartoSci m/z. Tak przedstawione dane pozwalaja latwo
zobrazowa¢ obecno$¢ w badanej probce wiecej niz jednej formy, odpowiadajace;j tej
samej warto$ci m/z. Na przyklad, na rysunku 36 przedstawione jest widmo
masowe w funkcji czasu dryfowania jonu w komorze, otrzymane dla czasteczki
d(TAGGGATAGGGA). Jak wida¢ na rysunku, wartosci m/z réwnej 1251.02,
odpowiadaja dwa jony molekularne: forma jednoniciowa, bez skoordynowanych
jonow amonu, zaznaczona na niebiesko (C) oraz forma dwuniciowa

ze skoordynowanymi dwoma jonami amonu, zaznaczona na czerwono (D).
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Rys. 36. Gorny panel przedstawia widmo ESI-MS otrzymane dla czasteczki d(TAGGGATAGGGA),
natomiast dolny panel przedstawia dwuwymiarowe widmo IMS-MS. Na zielono zaznaczono
zastosowany wzorzec intensywnos$ci sygnatu (dTs), natomiast kolory niebieski i czerwony zostaly
uzyte w celu zaznaczenia odpowiednio jednoniciowej oraz dwuniciowej formy czasteczki
(reprodukcja za zgoda © Elsevier) (161).
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3.3.5. Podsumowanie

Istnieje wiele metod eksperymentalnych, zaré6wno posérednich, jak i
bezposrednich, dostarczajacych informacji na temat konformacji kwadruplekséw.
W rozdziale tym skupilam sie jedynie na opisaniu metod najczeSciej stosowanych
w badaniach kwadruplekséw oraz tych, ktére byly zastosowane w czasie realizacji
niniejszej rozprawy doktorskiej. Niestety zadna z opisanych metod, pomimo
licznych zalet, nie jest pozbawiona wad. W przypadku badan strukturalnych
metodami spektroskopii NMR zZrodlem trudnosci jest przede wszystkim
konieczno$¢ stosowania wysokich stezeni kwaséw nukleinowych (powyzej 1 mM),
przez co wrzrasta prawdopodobienstwo powstawania agregatow. Otrzymana
struktura moze nie odpowiadac tej strukturze, ktora wystepuje w roztworze
zawierajacym male stezenie DNA/RNA (~ 0.01 mM), standardowo stosowane
w badaniach z zastosowaniem spektroskopii UV-Vis i CD. Dodatkowo, aby mozliwe
bytlo poznanie struktury przestrzennej kwadrupleksu za pomoca spektroskopii
NMR, konieczne jest otrzymanie w roztworze pojedynczej konformacji (co dla
kwadruplekséw obserwowane jest niezwykle rzadko) lub w przypadku np. dwoch
konformerow wystepujacych w rownowadze, konieczne jest otrzymanie waskich,
dobrze rozdzielonych sygnalow rezonansowych. Trudna i czasochlonna jest
roOwniez interpretacja widm NMR, ze wzgledu na ro6znorodno$¢ topologii
kwadruplekséw oraz wystepowanie w ich strukturze motywow strukturalnych,
ktoére czesto sg unikalne dla danej sekwencji.

Alternatywna metoda pozwalajaca na poznanie struktury kwadrupleksu
z wysoka rozdzielczo$cia jest rentgenowska analiza strukturalna. To wlasnie przy
uzyciu tej metody w 1962 roku po raz pierwszy pokazano, ze oligonukleotydy
poliguanozynowe ukladaja sie w czteroniciowe helisy, stabilizowane przez
oddzialywania warstwowe pomiedzy G-tetradami (171). Struktury otrzymane
metodami rentgenowskimi dostarczaja informacji nie tylko o przestrzennym
ulozeniu atomoéw, ale réwniez o hydratacji kwadrupleksu, miejscach wigzania
kationow, czy oddzialywaniach ligand-kwadrupleks (37). W tej metodzie
czynnikiem determinujacym szybko§¢ procesu rozwigzywania struktury
kwadrupleksu jest konieczno$¢ otrzymania dobrej jakoSci krysztalu.
Niejednokrotnie w celu jego uzyskania, do sekwencji badanej czasteczki

wprowadza sie pojedyncze modyfikowane reszty nukleotydowe, np. 8-
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bromoguanozyne (45). Ponadto testuje sie r6zne warunki roztworu, ktore czesto sa
dalekie od warunkow panujacych w komorkach. W sklad buforu krystalizacyjnego
wchodzi zazwyczaj kilka jonow, oprocz typowych dla kwadrupleksow kationow
potasu i sodu dodawane sg jony Lit, Mg2+, Ca2+, czy Sr2+. Stosuje sie réwniez
roznego rodzaju czynniki wytragcajace (2-metylo-2,4-pentanodiol, glikol
polietylenowy lub siarczan (VI) amonu) oraz duze stezenia RNA (zazwyczaj ~ 3
mM) (172). Z tego wzgledu, wyciagajac wnioski na temat funkcji pelnionej przez
dany kwadrupleks, na podstawie struktury otrzymanej metodami rentgenowskimi,
nalezy zachowa¢ szczeg6lng ostrozno$¢, gdyz struktura obserwowana w krysztale
moze by¢ zupelie r6zna od struktury obserwowanej w roztworze, czy w komorce.
Dla przykladu, obserwowana przez dr Dorote Gudanis struktura, jaka tworzy
czasteczka RNA o sekwencji GCGGCGGC w roztworze, to czteroniciowy
kwadrupleks zawierajacy G-tetrady oraz mieszane tetrady G:C:G:C (Rys. 17 B),
natomiast w krysztale ta sama czasteczka wystepuje jako dupleks typu A-RNA,
ktory zawiera zaré6wno kanoniczne pary zasad G:C oraz niedopasowania G:G (9).
Spektroskopia NMR i rentgenowska analiza strukturalna to jedyne metody
pozwalajace na poznanie struktury z wysoka rozdzielczoScig. Istnieja jednak
niskorozdzielcze metody eksperymentalne dostarczajace informacji o wielkosci
i ksztalcie powstajacej w roztworze struktury. Sa to: malokatowe rozpraszanie
promieniowania rentgenowskiego - SAXS (ang. Small-angle X-ray scattering)
oraz dynamiczne rozpraszanie $wiatla — DLS (ang. Dynamic Light Scattering).
Przy uzyciu obu tych technik pokazano, miedzy innymi, ze 5’-monofosforan
guanozyny w roztworze zawierajacym jony potasu jest zdolny do samoorganizacji
w agregaty zbudowane z oddzialujacych warstwowo G-tetrad (173—175). Technika
DLS moze by¢ stosowana w celu sprawdzenia mozliwo$ci blokowego ulozenia
kwadruplekséw w dhlugie struktury przypominajace przewody (stad angielska
nazwa G-wires), ktore moga znalezé zastosowanie w nanotechnologii,
a w szczegoOlnosci w elektronice molekularnej (176, 177). Natomiast przy pomocy
analizy danych SAXS mozna udowodni¢ istnienie danej struktury w roztworze.
Poréwnujac ksztalt czasteczki DNA o sekwencji telomerowej, (TTAGGG),, z innymi
strukturami o podobnych sekwencjach pokazano, ze struktura przyjmowana przez
te czasteczke w roztworze zawierajacym 0.1 mM KCl, swoim ksztaltem odpowiada
strukturze rownoleglego kwadrupleksu DNA tworzonego przez TAGGG(TTAGGG);
(178). Metoda SAXS dostarczyla dr Dorocie Gudanis jednoznacznego dowodu,
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ze w roztworze czasteczka GCB'*GGCGGC tworzy strukture kwadrupleksu, co bylo
bardzo trudne do udowodnienia innymi metodami (publikacja w przygotowaniu).

Jedna z najwiekszych wad niskorozdzieleczych metod, takich jak
spektroskopia UV-Vis i CD jest brak mozliwoséci identyfikacji mieszaniny
konformerow obecnych w badanej probce. Takiej informacji, oprocz widm NMR,
dostarczy¢ moze réwniez spektrometria mas. Ograniczeniem metody ESI-IMS-MS
jest z kolei konieczno$¢ unikania kationéw sodu i potasu, przez co pomiary
sq prowadzone w roztworze octanu amonu. Struktura obserwowana w obecnoSci
NH,40Ac moze by¢ inna niz struktura powstajaca w buforze fosforanowym
z dodatkiem chlorku sodu Ilub potasu, typowo stosowanym do badan
kwadruplekséw. Ponadto do rutynowych pomiaréw widm ESI-IMS-MS stosowane
jest bardzo male stezenie DNA/RNA, rzedu 0.005 mM, co réwniez moze prowadzi¢
do powstania innej struktury. W celu oszacowania liczby nici tworzacych strukture
kwadrupleksu oraz dla sprawdzenia strukturalnej homogenno$ci probki, zamiast
spektrometrii mas stosuje sie czesto badanie szybko$ci migracji czasteczek kwasow
nukleinowych w zelu poliakrylamidowym (PAGE, ang. Poliacrylamide Gel
Electrophoresis) (38). Ruchliwo$é¢ elektroforetyczna czasteczki kwadrupleksu
zalezy, miedzy innymi, od ladunku oraz od pola powierzchni powstajacej struktury,
dlatego, w celu interpretacji wynikoéw nalezy zastosowac¢ wzorce wielkosci, ktorych
dobranie jest niezwykle trudne. Dla duplekséw DNA i RNA, wielko$¢ powstajacej
struktury jest skorelowana z liczba par zasad wchodzacych w sklad danej struktury,
a jako wrzorzec stosuje sie marker mas, tzw. drabinke, ktéry sklada sie
z fragmentéow o $ci$le zdefiniowanej liczbie par zasad. Niestety, do badan
kwadruplekséw nie mozna zastosowaé takiego markera, ze wzgledu na ich
roznorodno$¢ strukturalng i trudno$¢ w przewidywaniu jego topologii jedynie
na podstawie sekwencji.

Jak sie okazuje, nie istnieje jedna idealna metoda, ktéra mozna by
zastosowa¢ w celu poznania topologii kwadrupleksu, a obraz struktury
wystepujacej w Srodowisku komorkowym mozna uzyskaé jedynie przez

zastosowanie kilku metod rownoczesnie.
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4. WYNIKI BADAN WEASNYCH

4.1. Optymalizacja warunkéw pomiaru widm NMR

Przeprowadzone przeze mnie badania poczatkowo mialy na celu zbadanie
wplywu réznych czynnikéw na widma NMR badanych czasteczek. Badaniom tym
poddalam dwie czasteczki RNA o sekwencjach AGGAGGA ((AGG).A) oraz
UGGUGGU ((UGG).U). Rysunek 37. obrazuje wplyw typu kationu na widmo H
NMR czasteczek (AGG).A (Rys. 37 A) i (UGG).U (Rys. 37 B). W obu przypadkach,
w roztworze zawierajagcym kationy potasu dominuje jedna forma kwadrupleksu,
natomiast w roztworze zawierajacym kationy sodu wspolistnieja co najmniej dwie
rozne struktury. Jak sprawdzilam, stezenie jonow K+ nie ma duzego wplywu
na ostateczng forme powstajacego kwadrupleksu. Jedynie widmo zarejestrowane
dla (AGG)-A tylko w buforze, bez dodatku soli (10 mM fosforan potasu), réznilo sie
nieznacznie od pozostalych widm. Oproécz sygnaldéw rezonansowych
odpowiadajacych gléwnej formie kwadrupleksu, widoczne byly dodatkowe sygnaly
0 znacznie mniejszej intensywnos$ci w regionach iminowym i aromatycznym widma
'H NMR, ktére zanikaly wraz ze wzrostem stezenia soli (Rys. 38, zaznaczone
gwiazdkami). Sygnaly te mogly pochodzi¢ od alternatywnej struktury
kwadrupleksu oraz od nieustrukturalizowanej nici RNA. Do dalszych badah NMR,
jako optymalny, uznalam dodatek 50 mM KCl. Juz tak niewielki dodatek soli
okazal sie by¢ wystarczajacy, aby badane przeze mnie czasteczki przyjmowaly
w roztworze pojedyncza forme. Zalezalo mi na jak najmniejszym stezeniu soli,
poniewaz wraz ze wzrostem przewodnictwa probki maleje czulo$é stosowanej
do pomiaréw glowicy kriogenicznej, co prowadzi do pogorszenia jakoSci
otrzymywanych widm NMR.

Liczba sygnaldow rezonansowych w widmie (UGG).U odpowiadala
pojedynczej formie kwadrupleksu, jednakze sygnaly te nie schodzily do linii
bazowej, tworzac charakterystyczng goérke. Powszechnie uwaza sie, ze obecnosé
takich szerokich sygnalow wskazuje na tworzenie sie w roztworze niespecyficznych
agregatow struktur kwadrupleksowych, np. w wyniku oddzialywan warstwowych
pomiedzy tetradami z koncow 5’ (typ: glowa-do-glowy, ang. head-to-head),
z koncow 3’ (typ: ogon-do-ogona, ang. tail-to-tail) lub z koncow 5’1 3’ (typ: glowa-
do-ogona, ang. head-to-tail) (177). Jak pokazal M.K. Uddin, i inni, zastosowanie

dodatkowej grupy fosforanowej na koncu 5’ sekwencji kwadrupleksowej czesto
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przyczynia sie do poprawy jakosci widma, gdyz obecno$¢ dodatkowego tadunku
zapobiega powstawaniu agregatow (179). Rowniez w moim przypadku,
zastosowanie tej grupy wplynelo na poprawe widma *H NMR czasteczki (UGG).U.
Linie rezonansowe staly sie wezsze, lepiej rozdzielone i bardziej schodzace do linii
bazowej (Rys. 39 A). Jednakze, w przypadku (AGG).A, ktorej sygnaly schodzily
do linii bazowej, dodatkowa grupa fosforanowa na koncu 5’ wywolala efekt
destabilizujacy, co w widmie *H NMR objawilo sie znacznym poszerzeniem linii

rezonansowych (Rys. 39 B).

A
AGGAGGA
150 mM NacCl
50 mM KCI
1é.0‘ ‘ '11‘-5' o '117.0‘ o 1(;.5’ o '1(;.07 - VQW.SV ' '9;0' o 7815‘ VBZOV o 77;5‘ ' Vp|‘2m
B
UGGUGGU
150 mM NaCl
50 mM KCI
J\NL\ --v/"’/\*ﬁw
1.5 11.0 10.5 10‘.0 9‘.5 910 8.5 8.0 7.‘5 7:0 ppm

Rys. 37. Widma 'H NMR zarejestrowane dla (A) (AGG).A oraz (B) (UGG).U w zalezno$ci
od obecnego w roztworze jonu [bufor: 10 mM fosforan sodu lub potasu, 0.1 mM EDTA, 90% H.O :
10% D-0, v:v, pH 6.8, 25 °C]
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Rys. 38. Widma 'H NMR zarejestrowane dla (AGG).A w zaleznoéci od stezenia KCl. Gwiazdkami
zaznaczono dodatkowe sygnaly pojawiajace sie w widmie probki bez dodatku soli [bufor: 10 mM
fosforan potasu, 0.1 mM EDTA, 90% H.O : 10% D.0, v:v, pH 6.8, 25 °C]

A

pUGGUGGU

Rys. 39. Wplyw dodatkowej grupy fosforanowej na konicu 5’ na widma 'H NMR (A) (UGG),U oraz
(B) (AGG).A [bufor: 50 mM KCIl, 10 mM fosforan potasu, 0.1 mM EDTA, 90% H.O : 10% D,0, v:v,
pH 6.8, 25 °C]
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W tabeli 4. zestawilam wyniki badan, podsumowujace moje poszukiwania

czasteczki RNA, ktérg moglabym poddaé¢ dalszym badaniom z zastosowaniem

wysokorozdzielczej spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego. Badania

te prowadzilam nie tylko stosujac opisane powyzej eksperymenty *H NMR,

ale rowniez wykorzystujac spektroskopie CD, UV-Vis oraz spektrometrie mas.

Otrzymane widma zamie$cilam w zalgczniku nr 3 do niniejszej dysertacji.

Tabela 4. Wyniki badan wstepnych, majacych na celu identyfikacje czasteczki, ktéra w warunkach

NMR przyjmowalaby pojedyncza forme kwadrupleksu. Widma obrazujace zebrane w tabeli wyniki

stanowia zalgcznik nr 3.

TDS
Sekwencja NMR CD (iyome ESI-MS
pasmo
A =295 nm)
pojedyncza rownolegly T
AGGAGGA forma kwadrupleks v [4 mxa+ 3NH4*J5
mieszanina rownolegly )
GAGGAGGA form kwadrupleks v [ ma]®
mieszanina rownolegly brak e
PAGGAGGA form kwadrupleks | danych [4 s+ 3NH4* 5
GAGGAGGA mieszanina roOwnolegly brak brak danveh
P form kwadrupleks | danych Y
. rownolegly s
UGGUGGU agregacja kwadrupleks v [4 mna+ 5NH,*]5
mieszanina rownolegly )
GUGGUGGU form kwadrupleks v [ 1mxa ]2
UGGUGGUG mieszanina roOwnolegly brak brak danveh
form kwadrupleks | danych y
pojedyncza rownolegly e
pUGGUGGU forma kwadrupleks v [4 mxa + 5NH4*]5
mieszanina roOwnolegly
pGUGGUGGU formn lwadrupleks v | brak danych
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Badania wstepne ukazaly, ze wiele czynnikow wplywa na strukture
kwadruplekséw utworzonych z czasteczek zbudowanych z powtérzen AGG i UGG.
Z tego wzgledu wybrane czasteczki poddalam szczegbélowym, systematycznym
badaniom z uzyciem spektroskopii NMR, UV-Vis i CD oraz spektrometrii mas.
Sprawdzilam, jaki wplyw na tworzace sie w roztworze struktury ma obecno$c
jonéw K+, Na+ oraz NH,*. Pierwsze dwa wystepuja w komorce oraz sg znanymi
stabilizatorami struktury kwadrupleksu, natomiast kation amonu wybralam
ze wzgledu na planowane badania z wykorzystaniem ESI-IMS-MS (164). Bardzo
wazne bylo dla mnie réwniez sprawdzenie, czy struktura jaka obserwuje sie
w warunkach pomiaru NMR jest taka sama jak struktura obserwowana
w warunkach pomiaru UV-Vis, CD i ESI-IMS-MS. W tym celu przygotowalam
roztwory zawierajace 0.01 mM stezenie RNA, ktore stosowalam do pomiaréow UV-
Vis, CD i *H NMR. Jedynie metoda ESI-IMS-MS wymagala odmiennego
przygotowania prébki. Otrzymane widma 'H NMR poréwnywalam z widmami
zarejestrowanymi dla prébek zawierajacych stezenie RNA rzedu 1 mM,
standardowo uzywane w naszej pracowni do badain NMR.

Dla czasteczek (AGG)-2A oraz p(UGG).U rownolegle prowadziltam badania
strukturalne z wykorzystaniem metod wysokorozdzielczej spektroskopii NMR,

ktére mialy na celu poznanie topologii kwadrupleksu tworzacego sie w roztworze.
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4.2. Analiza widm *H NMR, UV-Vis, CD i ESI-IMS-MS w obecnosci

jonow K+, Na+i NH,4*
4.2.1. Analiza widm *H NMR

Moje badania rozpoczelam od poréwnania widm 'H NMR wykonanych
wroznych warunkach roztworu. Na rysunkach 40 — 45 pokazane s3 widma
tHNMR czasteczek AGGAGGA (Rys. 40), 2’-O-Me AGGAGGA (Rys. 41),
AGGAGGAGGAGGA (Rys. 42), UGGUGGU (Rys. 43), pUGGUGGU (Rys. 44)
i pPUGGUGGUGGUGGU (Rys. 45), w obecno$ci jonow K+, Na+ i NH,+ (Rys. 40-45,
a-c). Widma te, otrzymane dla 0.01 mM stezenia RNA poréwnane sa w kazdym
przypadku z widmem zarejestrowanym dla bardziej stezonej probki znajdujacej sie
w Dbuforze fosforanowym z dodatkiem 50 mM KClI (Rys. 40-45, d).
Dla przejrzystosci pokazany jest tylko zakres, w ktorym wystepuja protony

iminowe i niektore zwigzane wodorowo protony aminowe.
AGGAGGA

W widmie tH NMR zarejestrowanym dla czgsteczki (AGG).A w roztworze
zawierajagcym 0.01 mM RNA i jony K+, obserwowalam 11 sygnaléw iminowych
(Rys. 40 a). Wskazywalo to na wspolistnienie trzech réznych form kwadrupleksu,
z ktorych jedna odpowiadala formie dominujacej przy wyzszym stezeniu RNA
(Rys. 40 d - sygnaly zaznaczone gwiazdka). Analiza widma otrzymanego dla probki
zawierajacej jony NH,+ sugerowala, ze czgsteczka (AGG).A przyjmuje pojedyncza
forme (Rys. 40 c¢). Pomimo, ze w tych warunkach dwa sygnaly ulegaja silnemu
poszerzeniu, jednak przesuniecia chemiczne dwdch pozostalych protonéw
(10.97 ppm i 11.47 ppm) nie ulegaja zmianie w stosunku do widma stezonej prébki
(Rys. 40 d). Sugeruje to, ze w obu warunkach roztworu powstaja takie same
struktury. Obserwowane poszerzenie sygnaldbw moze by¢ nastepstwem mniejszej
stabilno$ci kwadrupleksu w obecno$ci jonow NH,*. Poniewaz widma
rejestrowalam w temperaturze 25 °C, poszerzenie sygnalow moze by¢ efektem
czeSciowego rozplatania sie struktury. Takze w obecnos$ci jonow Na+
zaobserwowalam wystepowanie pojedynczej formy (Rys.40Db). Jednakze
przesuniecia chemiczne sygnalow iminowych ro6znia sie znaczaco od sygnalow
obserwowanych dla probek zawierajacych kationy potasu i amonu, co sugeruje,

ze kationy sodu prawdopodobnie promuja powstawanie innej formy

82



kwadrupleksu. Nalezy jednak podkresli¢, ze obserwowane zmiany nie stanowig
jednoznacznego dowodu na obecno$é réznych struktur. Zrédtem zmian przesunie¢
chemicznych poszczegblnych protonéw moga byé roéwniez zmiany otoczenia
iminowych atoméw wodoru, bedace nastepstwem réznych kationoéw znajdujacych

sie pomiedzy G-tetradami.

*

’ 1WmM -
c) 0.%MmM NH.CI

*

N
120 115 1.0 105 ppm

Rys. 40. Widma 'H NMR zarejestrowane dla (AGG).A w zaleznoéSci od rodzaju zastosowanego

jonu oraz stezenia RNA.

2’-0-Me AGGAGGA

Z danych literaturowych wynika, ze modyfikacja reszty cukrowej grupa
2’-0O-Me wplywa na wzrost stabilnoSci czteroniciowych kwadrupleksow (33). Moze
to wynika¢ z faktu, ze dodatkowa grupa metylowa podstawiona w miejsce atomu
wodoru grupy 2’ hydroksylowej powoduje usztywnienie reszty cukrowej
w konformacji C3’endo. Postanowilam sprawdzi¢ wplyw tej modyfikacji
na strukture czasteczki (AGG).A.

Widma 'H NMR zarejestrowane dla czasteczki 2’-O-Me (AGG)-A s3 przedstawione
na rysunku 41. Sygnaly rezonansowe $wiadczace o powstawaniu struktury
kwadrupleksu zaobserwowalam tylko w widmach zarejestrowanych w obecnosci
jonow K+ (Rys. 41 a, d). Jednakze liczba tych sygnalow byla wieksza niz liczba reszt
guanozyny w sekwencji, co wskazywalo na wspolistnienie kilku form w roztworze,
niezaleznie od stezenia RNA. Z kolei w obecnos$ci kationéw amonu lub sodu nie
obserwowalam zadnych ostrych sygnalow w rejonie 10-12 ppm (Rys. 41 b, c),
a jedynie bardzo szerokie sygnaly o malej intensywnosci, co moglo $wiadczy

0 obecno$ci agregatow.
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d) 0.27 mM RNA 50 mM KClI

¢) 0.01 mM RNA 150 mM NH,CI
b) 0.01 mM RNA 150 mM NaCl

a) 0.01 mM RNA | 50 mM KCI

: |
115 11.0 105 100 9.5 ppm

Rys. 41. Widma 'H NMR zarejestrowane dla 2’-O-Me (AGG).A w zalezno$ci od rodzaju

zastosowanego jonu oraz stezenia RNA.
AGGAGGAGGAGGA

Niezaleznie od stezenia RNA, w roztworze zawierajacym kationy potasu,
widmo 'H NMR czasteczki AGGAGGAGGAGGA ((AGG)4A) wskazywato
na wystepowanie pojedynczej formy kwadrupleksu (Rys. 42a,d). Widmo
otrzymane w obecno$ci kationéw amonu bylo trudne do interpretacji ze wzgledu
na znaczne poszerzenie sygnaléw rezonansowych. Z kolei widmo zarejestrowane
dla roztworu zawierajgcego kationy sodu réznilo sie od widma zarejestrowanego
dla roztworu zawierajacego kationy potasu, co wspdélnie z wynikami otrzymanymi
dla (AGG).A, sugeruje, ze dla powtorzen AGG kationy sodu promuja inng forme

kwadrupleksu niz kationy potasu i amonu.

d) 0.4 mM RNA 50 mM KCl
¢) 0.01 mM RNA 150 mM NH,CI

b) 0.01 mM RNA 150 mM NacCl
" mwl

\|‘\|!|||||||r||r||r|||||1||

120 115 1.0 105 ppm

Rys. 42. Widma 'H NMR zarejestrowane dla (AGG),A w zalezno$ci od zastosowanego jonu

oraz stezenia RNA.
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UGGUGGU

Pomimo malego stosunku sygnalu do szumu w widmach *H NMR,
zarejestrowanych dla probki (UGG).U zawierajacej 0.01 mM RNA, w obecnosci
jonow K+, mozna zauwazyC, ze sygnaly rezonansowe posiadaja takie same
przesuniecia chemiczne jak sygnaly w widmie zarejestrowanym dla stezenia RNA
wynoszacego 0.38 mM (Rys. 43 a, d). Oznacza to, ze struktura, jaka przyjmuje
ta czasteczka w obecnoSci kation6w potasu jest taka sama, niezaleznie od stezenia
RNA. Z uwagi na zlg jako$¢ widma zarejestrowanego w obecnosci jonow NH,*
nie mozna jednoznacznie potwierdzi¢, ani zaprzeczy¢, ze struktura formowana
w tych warunkach jest taka sama jak w przypadku widm rejestrowanych dla probki
w obecnosci jonow K+ (Rys. 43 ¢). Widmo 'H NMR zarejestrowane w obecnoSci
jonow Na+ rowniez ukazuje pojedyncza forme, ale podobnie jak w przypadku
czasteczek zbudowanych z powtorzen AGG, widmo to rbézni sie od widm

rejestrowanych w obecno$ci kationéw potasu i amonu (Rys. 43 b).

d) 0.38 mM RNA 50 mM KCl
c) 0.01 mM RNA / “f" 150 mM NH,CI
b) 0.01 mM RNA 150 mM NaCl
a) 0.01 mM RNA 50 mM KCI

L B L A B T

120 115 11.0 105 100 9.5 ppm

Rys. 43. Widma *H NMR zarejestrowane dla (UGG).U w zalezno$ci od rodzaju zastosowanego

jonu oraz stezenia RNA.
pUGGUGGU

W  przypadku czasteczki p(UGG).U zastosowanie dodatkowej grupy
fosforanowej na koncu 5’ doprowadzito do uzyskania lepszej jakoSci widm :H NMR

(lepiej rozdzielone sygnaly, schodzace do linii bazowej) w stosunku do widm
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zarejestrowanych dla czasteczki (UGG).U. Widoczna golym okiem roznica
w stosunku sygnalu do szumu oznacza, ze w przypadku, gdy brak jest dodatkowe;j
grupy fosforanowej na koncu 5’, bardzo latwo dochodzi do agregacji
kwadrupleksow. Niemalze identyczne przesuniecia chemiczne i wyglad sygnalow
iminowych obserwowalam dla probki zawierajacej kationy potasu (niezaleznie
od stezenia RNA) oraz amonu (Rys. 44 a, ¢, d). Wynik ten sugerowal, podobnie jak
w przypadku czasteczek zbudowanych z powtorzen AGG, ze jony te promujq
powstawanie kwadrupleksu o takiej samej topologii. Rowniez podobnie do sytuacji
obserwowanej w przypadku czasteczek AGG, w obecnoSci kationéow sodu
obserwowalam znaczace zmiany przesunie¢ chemicznych sygnalow iminowych

(Rys. 44b), co sugerowalo odmienna topologie tworzonego w tych warunkach

d) 2.2 mM RNA 50 mM KCI
¢) 0.01 mM RNA 150 mM NH,CI

b) 0.01 mM RNA 150 mM NacCl
a) 0.01 mM RNA 50 mM KCI

R
120 115 110 105 ppm

Rys. 44. Widma H NMR zarejestrowane dla p(UGG).U w zaleznoSci od rodzaju zastosowanego

kwadrupleksu.

jonu oraz stezenia RNA.
pUGGUGGUGGUGGU

We wszystkich widmach *H NMR zarejestrowanych dla czasteczki
pUGGUGGUGGUGGU (p(UGG)4U) obserwowalam wystepowanie sygnalow
rezonansowych w rejonie ~ 11 ppm, co wskazywalo na wystepowanie struktury
kwadrupleksu we wszystkich badanych warunkach (Rys. 45). Niestety, sygnaly
rezonansowe byly silnie poszerzone i nie schodzily do linii bazowej. Oznacza to,
ze pomimo zastosowania dodatkowej grupy fosforanowej na koncu 5’, czasteczka
zbudowana z czterech powtorzen UGG wykazuje silng tendencje do tworzenia
agregatow lub przyjmuje w roztworze réznorodne formy. Niestety, ztozono§¢ widm

1H NMR nie pozwolila na ich dalszg interpretacje.
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d) 0.74 mM RNA 50 mM KCI

c) 0.01 mM RNA 150 mM NH,CI
Wi,

b) 0.01 mM RNA 150 mM NaCl
A,

a) 0.01 mM RNA 50 mM KCI
M,

R
120 115 11.0 105 ppm

Rys. 45. Widma 'H NMR zarejestrowane dla p(UGG),U w zaleznoSci od rodzaju zastosowanego

jonu oraz stezenia RNA.

4.2.2. Spektroskopia UV-Vis

Rysunek 46. przedstawia profil krzywych topnienia przy dlugosci fali
295 nm oraz absorpcyjne widma réznicowe zarejestrowane dla czasteczek (AGG).A
(Rys. 46 A, B), 2’-O-Me (AGG)-A (Rys. 46 C, D), (AGG)4A (Rys. 46 E, F), (UGG).U
(Rys. 46 G, H), p(UGG).U (Rys. 46 1, J) oraz p(UGG),U (Rys. 46 K, L). Kolorem
zielonym, czerwonym i niebieskim zaznaczylam widma wykonane odpowiednio
w obecno$ci jondw K+, NHu+ oraz Nat+. Dla wszystkich badanych czasteczek,
we wszystkich warunkach roztworu obserwowalam odwroécony profil krzywych
topnienia przy dlugosci fali 295 nm Swiadczacy o obecno$ci w roztworze struktur
kwadrupleksu. W widmach TDS, réwniez przy 295 nm, widoczne jest ujemne
pasmo, ktore uznawane jest za charakterystyczne dla struktury kwadrupleksu.

Analiza profili krzywych topnienia pokazala, ze czasteczka (AGG).A tworzy
najbardziej stabilng strukture w obecnosci jonoéw potasu (Rys. 46 A, kolor zielony).
Zarejestrowane dla czasteczki 2’-O-Me (AGG).A widma *H NMR w obecnosci
kationéw sodu i amonu posiadaly bardzo szerokie sygnaly w rejonie Swiadczacym
o wystepowaniu struktury kwadrupleksu, a zarejestrowane krzywe topnienia
pokazuja, ze w tych roztworach powstaja stabilne struktury kwadrupleksu
[Rys. 46 C, kolor niebieski (Na+*) i czerwony (NH4*)], co potwierdza hipoteze
o tworzeniu sie agregatow. Krzywa topnienia zarejestrowana dla czasteczki
2’-0-Me (AGG).A w obecnoSci kationéw potasu posiada dwa punkty przegiecia

(Rys. 46 C, kolor zielony), co réwniez jest zgodne z obserwacja mieszaniny réznych
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form kwadrupleksu w widmach *H NMR. Bardzo podobne profile widm TDS
czasteczki modyfikowanej, niezaleznie od typu jonu obecnego w roztworze,
wskazywaly, ze struktura kwadrupleksu moze by¢ bardzo podobna we wszystkich
zastosowanych warunkach roztworu (Rys. 46 D). Natomiast, z widm 'H NMR
wynikalo, ze struktura kwadrupleksu przyjmowana przez czasteczke (AGG).A
w obecnos$ci jonow sodu rézni sie od struktury powstajacej w obecnoSci jonow
potasu i amonu (Rys. 40). W widmie TDS zarejestrowanym dla prébki zawierajace;j
kationy sodu widoczne jest przesuniecie maksimum pasma TDS z ~ 250 nm
do ~ 270 nm (Rys. 46 B), co dodatkowo potwierdza, ze w tych warunkach powstaje
kwadrupleks o odmiennej topologii.

Widma 'H NMR zarejestrowane dla czasteczki (AGG),4A (Rys. 42) pokazaly,
ze przyjmuje ona pojedyncza forme jedynie w obecnosci jonéw K+ oraz,
ze kwadrupleks powstajacy w roztworze zawierajacym jony Na+ ma inng topologie
niz struktura obecna w roztworze zawierajacym jony K+. Jak wynika z analizy
krzywej topnienia, struktura powstajagca w obecnos$ci jonéw K+ jest najbardziej
stabilna (Rys. 46 E). Obserwowane w widmie TDS przesuniecie maksimum pasma
z rejonu ~ 250 nm (dla roztworu zawierajacego kationy potasu) do ~ 260 nm
(dla roztworu zawierajacego kationy sodu) potwierdzalo, ze jony Na+ promuja
powstawanie odmiennej topologii kwadrupleksu (Rys. 46 F).

Porownanie profili krzywych topnienia uzyskanych dla czasteczki (UGG).U
(Rys. 46 G) oraz dla czasteczki z dodatkowa grupa fosforanowa na koncu 5’,
p(UGG).U, (Rys. 46 I) wykazalo, ze struktura utworzona przez p(UGG).U jest
bardziej stabilna (o co najmniej 20 °C) we wszystkich badanych warunkach.
Szczegblng uwage zwraca przebieg krzywej topnienia otrzymanej dla czasteczki
p(UGG).U w obecnosci kationow potasu. Pokazuje ona, ze struktura kwadrupleksu
nie jest calkowicie stopiona nawet w temperaturze 9o °C (Rys. 46 I). Pomimo
znaczacych roéznic w przesunieciach chemicznych protonéw iminowych
widocznych w widmach *H NMR pomiedzy strukturga formowana w obecno$ci
jonow K+ i NH,* a struktura przyjmowang w obecno$ci Na+, widma TDS nie ro6znia
sie znaczaco (Rys. 46 H, J).

Widma *H NMR wykazaly, ze czasteczka p(UGG)4U przyjmuje strukture
kwadrupleksu we wszystkich testowanych warunkach. Potwierdzily to rowniez
badania z zastosowaniem spektroskopii UV-Vis. Czasteczka zbudowana z czterech

powtoérzen UGG formuje najbardziej stabilng strukture w roztworze zawierajacym
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jony potasu (Rys.46 K). W widmach TDS, charakterystyczne dla struktury
kwadrupleksu ujemne pasmo przy dlugosci fali 295 nm, obserwowalam
dla wszystkich roztworow (Rys. 46 L). Jednakze w widmie zarejestrowanym
w obecnos$ci kation6w sodu pasmo to bylo tylko minimalnie ujemne. Niemniej
jednak, profil krzywej topnienia oraz obecno$¢ w widmie protonowym sygnalow
rezonansowych pochodzacych od G-tetrad potwierdzitlo, ze i w tych warunkach

roztworu powstaje kwadrupleks.
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UGGUGGU
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Rys. 46. Krzywe topnienia zarejestrowane przy dlugosci fali 295 nm i absorpcyjne widma
roznicowe otrzymane dla: (A, B) (AGG).A, (C, D) 2’-0O-Me (AGG).A, (E, F) (AGG),A, (G, H)
(UGG).U, (1, J) p(UGG).U oraz (K, L) p(UGG),U w obecnoéci jondéw K+ (kolor zielony), NH,* (kolor

czerwony) oraz Na+ (kolor niebieski).
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4.2.3. Spektroskopia dichroizmu kolowego (CD)

Widma dichroizmu kolowego, zarejestrowane w obecnosci jonow K+, NH,+
i Na+ pokazane na rysunku 47 A-E oznaczone sa odpowiednio kolorem zielonym,
czerwonym i niebieskim. Wszystkie widma, z wyjatkiem jednego, posiadaja
maksimum przy dlugosci fali ~ 260 nm i minimum przy ~ 240 nm, $wiadczace
o réwnoleglym ulozeniu nici w kwadrupleksie. Wyjatek stanowi widmo CD
otrzymane dla czasteczki p(UGG)4,U w obecnosci jonow NH,+ (Rys. 47 F, kolor
czerwony). W widmie tym brak jest ujemnego pasma przy dlugosci fali 240 nm,
pojawia sie natomiast dodatkowe szerokie maksimum przy ~ 290 nm. Pozostale
widma CD otrzymane dla tej czasteczki posiadaly typowe pasma wskazujace
na rownolegla topologie kwadrupleksu [Rys. 47 F, kolor zielony (K*), niebieski
(Na®)].

Widma CD czasteczek (AGG).A oraz (AGG)4A sa bardzo podobne
(Rys. 47 A, C). W widmach zarejestrowanych w obecnodci jonow K+ i NH,*,
wystepuje dodatkowe maksimum przy dlugosci fali ~ 305 nm [Rys. 47 A, C, kolor
zielony (K+) i czerwony (NH4*)]. Takie pasmo bylo wcze$niej obserwowane
w widmach CD dimeréw kwadrupleksow DNA oraz RNA, zawierajacych motyw
heksady A:(G:G:G:G):A i stabilizowanych poprzez oddzialywania warstwowe typu
heksada-heksada (180, 181). Ostatnie badania pokazuja, ze pasmo pojawiajace sie
przy 305 nm moze byé¢ charakterystyczne dla oddzialywan warstwowych typu
glowa-do-glowy lub ogon-do-ogona z udzialem G-tetrad (142). W widmach CD obu
czasteczek zarejestrowanych w obecnos$ci jonow Na+ (Rys. 47 A, C, kolor niebieski)
nie obserwowalam dodatkowego maksimum przy ~ 305 nm, co jest spOjne
z obserwowanym w tych warunkach przesunieciem maksimum w widmie TDS oraz
odmiennym widmem 'H NMR i potwierdza powstawanie kwadrupleksu
o odmiennej topologii.

W widmach CD czasteczek zbudowanych z dwbch powtorzen UGG, oprocz
sygnalow  potwierdzajacych = powstawanie  rownoleglego  kwadrupleksu,
obserwowalam dodatkowo ujemne pasmo o niskiej intensywnosci przy dlugosci
fali ~ 290 nm (Rys. 47D, E). Dla czasteczki zawierajacej grupe fosforanowa
na koncu 5’ dodatkowe minimum pojawia sie we wszystkich widmach, niezaleznie
od zastosowanego jonu. Natomiast dla czasteczki (UGG).U dodatkowe ujemne

pasmo bylo widoczne tylko w widmie zarejestrowanym w obecno$ci kationow
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potasu (Rys. 47D, kolor zielony). Poszukujac w literaturze wytlumaczenia
dla obecnosci tego pasma zaobserwowalam, ze podobne, ujemne pasmo,
wystepowalo w widmach CD kwadrupleksow RNA, ktore zawieraly w swojej
strukturze motyw U-tetrady, jednakze jego obecno$¢ nie byla dyskutowana (33,
126).
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Rys. 47. Widma dichroizmu kolowego otrzymane dla (A) (AGG).A, (B) 2'-O-Me(AGG).A,
(C) (AGG),A, (D) (UGG).U, (E) p(UGG).U (F) p(UGG),U, zarejestrowane w obecnosci jondéw K+

(kolor zielony), NH,* (kolor czerwony) oraz Na+ (kolor niebieski).
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4.2.4. Spektrometria mas ze zrédlem jonizacji poprzez elektroroz-
praszanie oraz z zastosowaniem trybu pomiaru mobilnos$ci jonéw -
ESI-IMS-MS

AGGAGGA i 2’-0-Me AGGAGGA

Na rysunku 48. przedstawilam zestawienie wynikow uzyskanych
dla czasteczek (AGG).A (Rys. 48 A, B) i 2’-O-Me (AGG).A (Rys. 48 C, D) dla dwoch
roznych stezen RNA: 0.005 mM i 0.5 mM. W widmach ESI-MS obu czasteczek,
otrzymanych dla 0.005 mM stezenia RNA widoczne s3 jedynie sygnaly
odpowiadajace pojedynczej nici, bez skoordynowanych kationéw amonu
(Rys. 48 A, C). Natomiast, gdy do wykonania widm uzylam prébek RNA o stezeniu
0.5 mM, w widmach pojawily sie dodatkowe sygnaly odpowiadajace formie
czteroniciowej. Dla czasteczki (AGG).A zaobserwowalam sygnaly odpowiadajace
pojedynczej nici przy m/z 1151.91 oraz strukturze czteroniciowej
ze skoordynowanymi kationami amonu przy m/z 1854.62 (Rys. 48 B). W widmie
zarejestrowanym dla czasteczki modyfikowanej (Rys. 48 D) w przewadze
wystepuje sygnal od pojedynczej nici (m/z 1201.44), jednakze widoczny jest
rowniez slaby sygnal od struktury czteroniciowej ze skoordynowanymi kationami

amonu (m/z 1933.14) oraz sygnal pochodzacy od krotszego fragmentu RNA

(zaznaczony gwiazdka).
A  AGGAGGA C  2-0-Me AGGAGGA
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100 1151.83 100 1201.46
0 o S —
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Rys. 48. Widma ESI-MS zarejestrowane dla prébek (A, B) (AGG).A oraz (C, D) 2’-O-Me (AGG).A
dla stezenia RNA wynoszacego (A, C) 0.005 mM i (B, D) 0.5 mM. Podpis jonu molekularnego, [n]z
okresla liczbe nici RNA (n) i calkowity ladunek jonu molekularnego (z). Gwiazdka zaznaczono

sygnal pochodzacy od krétszego fragmentu RNA.
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Dla obu probek zawierajacych 0.5 mM stezenie RNA wykonalam dodatkowe
pomiary po uplywie pieciu oraz jedenastu dni od momentu ich przygotowania,
aby sprawdzi¢, czy wraz z uplywem czasu zmieni sie populacja poszczeg6lnych
form w roztworze. Zaobserwowalam, ze w przypadku obu czasteczek wraz
z uplywem czasu w roztworze narastala ilo$¢ formy czteroniciowej (Rys. 49 A, B).
Po jedenastu dniach forma ta wystepowala w przewadze, pojawily sie réwniez
sygnaly pochodzace od jonu molekularnego o tadunku 6-, rowniez odpowiadajacy
czteroniciowej strukturze ze skoordynowanymi jonami NH,*. W widmach
czasteczki  2’-O-Me (AGG).A narastaly dodatkowe sygnaly pochodzace
od krotszych fragmentow RNA (Rys. 49 B, sygnaly zaznaczone gwiazdka).
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[4] , [4] .
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i " S
* 1610.98 *
0 0 Ill v ‘ Y | -, k| |
- 4T ier 1 o
100 ﬂ[;]; 18[54162 1 dzien 100- 12[01]44 1 dzien
# ] (4]
. 1933.14
0ty ' : i :

0 m'z T T T T T mz
1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

Rys. 49. Widma ESI-MS zarejestrowane po uplywie 1, 5 i 11 dni, dla préobek (A) (AGG).A
i (B) 2’-O-Me (AGG).A, zawierajagcych 0.5 mM RNA. Podpis jonu molekularnego, [n]= okreéla
liczbe nici RNA (n) i calkowity tadunek jonu molekularnego (z). Gwiazdkami zaznaczono sygnaly

pochodzace od kroétszych fragmentéw RNA.

Zblizenie na jon molekularny odpowiadajacy czteroniciowej strukturze (AGG).A
pokazalo, ze w zastosowanych przeze mnie warunkach jonizacji struktura
kwadrupleksu jest stabilizowana przez trzy, cztery lub nawet pie¢ kationéw
amonowych (Rys.50). Taki sam wynik, jak w czasie pierwszego pomiaru,
uzyskalam w widmie zarejestrowanym po uplywie pieciu dni, natomiast w widmie
otrzymanym po jedenastu dniach od momentu przygotowania proébki
zaobserwowalam jeszcze szersza dystrybucje kationow amonowych (Rys. 50). Taka
sytuacja moze obrazowaé wystepowanie r6znych form kwadrupleksu w roztworze

lub wynikaé z niespecyficznego przylaczenia kationu amonu, np. w miejscu petli
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(182). W celu sprawdzenia, ktéra z form kwadrupleksu jest najbardziej stabilna,
w kolejnych pomiarach stopniowo zwiekszalam warto$¢ napiecia elektrycznego
do20 i 25 V. Oczekiwalam, ze w takich warunkach jonizacji jon molekularny
odpowiadajacy najbardziej stabilnej formie kwadrupleksu bedzie najbardziej
intensywny. Jak sie okazuje, dla czasteczki (AGG).A najbardziej trwala jest

struktura kwadrupleksu stabilizowana przez cztery kationy amonu (Rys. 50).

100+ 3 5 20V
- 2
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Rys. 50. Dystrybucja jonéw NH,* skoordynowanych wewnatrz czteroniciowej struktury
formowanej przez AGGAGGA, w zalezno$ci od wielkoSci napiecia elektrycznego panujacego

wewnatrz komory jonizacyjne;j.

W najlagodniejszych stosowanych przeze mnie warunkach jonizacji strukture
kwadrupleksu 2’-O-Me (AGG)-A stabilizowaly trzy lub cztery jony NH,* (Rys. 51).
Jak wida¢é w widmach zarejestrowanych po czasie, liczba kationéw
skoordynowanych wewnatrz struktury kwadrupleksu oraz ich dystrybucja
nie ulegla zmianie (Rys.51). Stopniowe zwiekszanie napiecia -elektrycznego
ukazalo, ze najbardziej trwala jest struktura stabilizowana przez trzy kationy

amonu (Rys. 51).
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Rys. 51. Dystrybucja jondéw NH,* skoordynowanych wewnatrz czteroniciowej struktury
formowanej przez 2’-O-Me AGGAGGA, w zaleznoSci od wielkoSci napiecia elektrycznego

panujacego wewnatrz komory jonizacyjne;j.

Postanowilam sprawdzi¢, czy obecno$¢ trzech i czterech jonéw NH,*
zwigzana jest z ich niespecyficznym przylaczeniem, czy tez jest to wynikiem
wspOlistnienia w  formie gazowej ro6znych struktur kwadrupleksow.
Zarejestrowalam w tym celu widma masowe z jednoczesnym pomiarem mobilnosci
jonow IMS. Przykladowe widma IMS otrzymane dla poszczegbdlnych jonow
molekularnych czasteczki (AGG).A, odpowiadajacych formom stabilizowanym
przez 3 lub 4 jony NH,* prezentuje na rysunku 52. Dla kazdego jonu
molekularnego odczytalam czas dryfowania danej formy kwadrupleksu w komorze
jonizacyjnej. Czasy te roznig sie miedzy sobg i wynosza odpowiednio 8.03 msi 7.94
ms (Rys. 52), co sugeruje, ze w fazie gazowej znajdowaly sie dwie r6zne formy
kwadrupleksu. Czasy odczytane dla czasteczki modyfikowanej, 2’-O-Me (AGG).A,
byly identyczne, bez wzgledu na liczbe skoordynowanych kation6w i wynosily 8.75

ms.
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Obszar jonu molekularnego [4]" + 3 NH,*: 1853.781-1856.02 m/z Obszar jonu molekularnego [4]" + 4 NH,": 1857.859-1861.06 m/z
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Rys. 52. Chromatogram przedstawiajacy czas dryfowania jonu molekularnego czasteczki (AGG).A
w komorze jonizacyjnej dla jonu ze skoordynowanymi trzema kationami amonu (A) oraz czterema

kationami amonu (B).

Jak widaé¢ na rysunku 53 a, w widmie dwuwymiarowym zarejestrowanym
dla czasteczki (AGG).A, przedstawiajacym obrazowo czas dryfowania jonow
molekularnych, smuga odpowiadajaca jonowi molekularnemu z trzema kationami
amonu dryfuje nieznacznie wolniej od pozostalych (zaznaczona strzalka).
Narysunku 53 b wszystkie smugi sa na tym samym poziomie, co jest zgodne
zidentycznym czasem dryfowania jonow molekularnych, odczytanym

dla czgsteczki modyfikowane;j.
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Rys. 53. Graficzne przedstawienie pomiaru mobilnoéci jonéw molekularnych w komorze
jonizacyjnej dla (a) (AGG).A oraz (b) 2’-O-Me (AGG).A.
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AGGAGGAGGAGGA

Na podstawie analizy widm ESI-MS ustalilam, ze niezaleznie od stezenia
RNA czasteczka (AGG)4A tworzy dwuniciowa strukture kwadrupleksu
ze skoordynowanymi trzema kationami amonu (Rys.54 A). Swiadezyla o tym
obecno$¢ w widmie ESI-MS tylko jednego sygnalu od jonu molekularnego
o ladunku 5- i wartosci m/z 1747.59 (warto$¢ odczytana dla stezonej probki),
odpowiadajacej masie dwoch nici RNAga)4a 1 trzech jonéw NH,+. W widmie brak
jest sygnalu od jonu molekularnego odpowiadajacego pojedynczej nici
bez skoordynowanych kationéw, ale obecne sa sygnaly pochodzace od krotszych
fragmentow RNA (zaznaczone gwiazdka). W widmach zarejestrowanych
po uplywie pieciu i jedenastu dni od momentu przygotowania probki nie pojawity
sie zadne dodatkowe sygnaly, ktore moglyby §wiadczy¢ o powstaniu innej formy,
ale obserwowalam dodatkowy sygnal pochodzacy od jonu molekularnego
o ladunku 6-, réwniez odpowiadajacy dwuniciowej strukturze ze skoordynowanymi
trzema jonami NH,*. (Rys. 54 B).
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Rys. 54. Widma ESI-MS zarejestrowane dla probki (AGG),A, (A) dla stezenia RNA wynoszacego
0.005 mM i 0.5 mM oraz (B) widma zarejestrowane po uplywie 1, 51 11 dni, dla probki zawierajacej
0.5 mM RNA. Podpis jonu molekularnego, [1n1]z okre$la liczbe nici RNA (n) i calkowity ladunek jonu

molekularnego (z). Gwiazdkami zaznaczono sygnaly pochodzace od kroétszych fragmentéw RNA.

Rowniez i dla tej czasteczki sprawdzilam, czy wraz ze wzrostem napiecia
elektrycznego wewnatrz komory jonizacyjnej pojawia sie inne formy kwadrupleksu
oraz, czy powstajaca dwuniciowa struktura jest stabilna. Jak sie okazalo,

niezaleznie od zastosowanych warunkoéw jonizacji obserwowalam tylko forme
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dwuniciowa stabilizowang przez trzy kationy amonu (Rys. 55). Ten wynik obrazuje
niezwykla trwalo$¢ powstajacej struktury, poniewaz nawet przy napieciu 25 V

dystrybucja jonéw wewnatrz struktury nie ulegla zmianie.
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Rys. 55. Dystrybucja jon6w NH,* skoordynowanych wewnatrz dwuniciowej struktury formowanej
przez AGGAGGAGGAGGA, w zalezno$ci od wielkoSci napiecia elektrycznego panujacego wewnatrz

komory jonizacyjne;j.

UGGUGGU i pUGGUGGU

Na rysunku 56. przedstawilam wplyw stezenia RNA na widma masowe
czasteczek (UGG).U (Rys.56 A,B) i p(UGG).U (Rys.56C,D). Dla probek
zawierajacych 0.005 mM RNA obserwowalam jedynie sygnal pochodzacy
od pojedynczej nici, bez skoordynowanych kationow amonu (m/z 1117.35
im/z1157.35, odpowiednio dla (UGG).U i p(UGG).U, wartos¢ odczytana
dla stezonej probki). W widmie probki (UGG).U o stezeniu 0.5 mM RNA dominuje
sygnal pochodzacy od formy jednoniciowej, ale widoczny jest rowniez bardzo staby
sygnal odpowiadajacy formie czteroniciowej ze skoordynowanymi kationami
amonu (Rys. 56 B, m/z 1805.97). Gléowny sygnal widoczny w widmie
zarejestrowanym dla probki p(UGG).U o stezeniu RNA 0.5 mM (Rys. 56 D)
przypisalam czteroniciowej strukturze kwadrupleksu ze skoordynowanymi

kationami amonu (m/z 1870.37).
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Rys. 56. Widma ESI-MS zarejestrowane dla probek (A, B) (UGG).U oraz (C, D) p(UGG).U
dla stezenia RNA wynoszgcego (A, C) 0.005 mM i (B, D) 0.5 mM. Podpis jonu molekularnego, [n]>
okreéla liczbe nici RNA (n) i calkowity ladunek jonu molekularnego (z). Gwiazdka zaznaczono

sygnal pochodzacy od krétszego fragmentu RNA.

W widmach masowych wykonanych dla (UGG).U po uplywie pieciu
ijedenastu dni zaobserwowalam narastanie sygnalow od krétszych fragmentow
RNA, co $wiadczylo o degradacji probki (Rys. 57 A, zaznaczone gwiazdka). Z kolei
w widmach czasteczki p(UGG).U, wraz z uplywem czasu, zaobserwowalam
narastanie sygnalu odpowiadajacego formie czteroniciowej oraz pojawienie sie
sygnalu od jonu molekularnego o ladunku 6-, rowniez odpowiadajacy formie

czteroniciowej ze skoordynowanymi jonami NH,4* (Rys. 57 B).
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Rys. 57. Widma ESI-MS zarejestrowane po uplywie 1, 5 i 11 dni, dla probek (A) (UGG).U
i (B) p(UGG).U, zawierajacych 0.5 mM RNA. Podpis jonu molekularnego, [n]# okresla liczbe nici
RNA (n) i calkowity tadunek jonu molekularnego (z). Gwiazdkami zaznaczono sygnaly pochodzace

od krétszych fragmentéw RNA.
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Pomimo stosunkowo stabej jako$ci widm uzyskanych dla czasteczki (UGG).U
bytam w stanie ustali¢, ze struktura czteroniciowa jest stabilizowana przez cztery
lub pie¢ kation6w amonu (Rys. 58). Sprawdzilam réwniez trwalo$¢ poszczegdlnych
jonow molekularnych w zalezno$ci od napiecia elektrycznego panujacego
w komorze jonizacyjnej i jak sie okazalo, najbardziej stabilna jest forma

zawierajaca w swej strukturze cztery kationy amonu (Rys. 58).

4 4
25V 100-, 25V

100+

4 ° 15V 4 3 15V
100 100: 100
M«W bt N ﬂ
il I ! Ao
Y 0 Y
1800 1810 1820 1800 1805 1810 1815
1 dzien 5 dni 11 dni

Rys. 58. Dystrybucja jonéw NH,* skoordynowanych wewnatrz czteroniciowej struktury
formowanej przez UGGUGGU, w zaleznoSci od wielkoSci napiecia elekirycznego panujacego

wewnatrz komory jonizacyjne;j.

Praktycznie taki sam wynik uzyskalam dla czasteczki p(UGG).U. Jedyna réznice
stanowilo pojawienie sie w widmie zarejestrowanym przy uzyciu najlagodniejszych
warunkow sygnalu odpowiadajacego formie stabilizowanej przez sze$¢ kationdéw

amonu (Rys. 59).
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Rys. 59. Dystrybucja jonéw NH,* skoordynowanych wewnatrz czteroniciowej struktury
formowanej przez pUGGUGGU, w zalezno$ci od wielkoSci napiecia elektrycznego panujacego

wewnatrz komory jonizacyjne;j.

Poniewaz w przypadku czasteczki (AGG).A okazalo sie, ze struktura
stabilizowana przez trzy kationy amonowe jest r6zna od tej stabilizowanej przez
cztery kationy, interesowalo mnie, czy w warunkach pomiaru ESI-IMS-MS
kwadrupleksy (UGG)-U i p(UGG).U rowniez tworza rézne formy. Na podstawie
pomiaru mobilnoSci jonéw ustalilam, ze czgsteczki (UGG).U oraz p(UGG).U takze
w fazie gazowej wystepuja w postaci dwoch odmiennych form. Jon molekularny
czasteczki bez dodatkowej grupy fosforanowej, zawierajacy cztery kationy amonu
dryfowal z czasem 7.40 ms, a jon zawierajacy pie¢ kationéw z czasem 7.58 ms.
Zkolei jon molekularny czasteczki p(UGG).U, odpowiadajacy strukturze
zawierajacej cztery kationy amonu dryfowal z czasem 7.58 ms, a jon zawierajacy
pie¢ kationdbw z czasem 7.94 ms. Roznice te dobrze obrazuje widmo
dwuwymiarowe pokazane na rysunku 60.a,b. W obu przypadkach smuga
odpowiadajaca jonom molekularnym zawierajacym cztery kationy amonowe

dryfuje szybciej od pozostalych (zaznaczone strzatka).
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Rys. 60. Graficzne przedstawienie pomiaru mobilnoSci jonéw molekularnych w komorze

jonizacyjnej dla (a) (UGG).U oraz (b) p(UGG).U.

pUGGUGGUGGUGGU

Widma ESI-MS otrzymane dla p(UGG),U w zalezno$ci od stezenia RNA
oraz rejestrowane wraz z uplywem czasu dla probek o stezeniu RNA 0.005 mM
i0.5 mM zostaly zestawione na rysunku 61 A. We wszystkich widmach, bez
wzgledu na stezenie RNA, obserwowalam jon molekularny o ladunku 5-,
odpowiadajacy dwuniciowej strukturze z trzema skoordynowanymi kationami
amonu (m/z 1733.55 w widmie czasteczki o 0.005 mM RNA i m/z 1733.53
dla 0.5 mM RNA). W widmach tych obserwowalam réwniez sygnal odpowiadajacy
pojedynczej nici (m/z 1076. 59) oraz sygnaly pochodzace najprawdopodobniej
od degradacji prébki (zaznaczone gwiazdka). W widmach zarejestrowanych
po uplywie pieciu i jedenastu dni od momentu przygotowania probki
obserwowalam te same sygnaly (Rys. 61 B), z tym, ze po uplywie jedenastu dni
obserwowalam dodatkowy sygnal pochodzacy od jonu molekularnego o tadunku
6-, robwniez odpowiadajacy dwuniciowej strukturze ze skoordynowanymi trzema

jonami NH,*.
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Rys. 61. Widma ESI-MS zarejestrowane dla probki p(UGG),U, (A) dla stezenia RNA wynoszacego

0.005 mM i 0.5 mM oraz (B) widma zarejestrowane po uplywie 1, 5 i 11 dni, dla probki zawierajacej

0.5 mM RNA. Podpis jonu molekularnego, [n]7 okre$la liczbe nici RNA (n) i catkowity ladunek jonu

molekularnego (z). Gwiazdkami zaznaczono sygnaly pochodzace od krotszych fragmentéw RNA.

Podobnie jak w przypadku czasteczki zbudowanej z czterech powtdrzen

AGG, niezaleznie od stosowanego napiecia elektrycznego wewnatrz komory

jonizacyjnej, obserwowalam tylko forme dwuniciowa stabilizowana przez trzy

kationy amonu (Rys. 62).
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Rys. 62. Dystrybucja jonéw NH,*+ skoordynowanych wewnatrz dwuniciowej struktury formowanej

przez pUGGUGGUGGUGGU, w zaleznoéci od wielkoéci napiecia elektrycznego panujacego

wewnatrz komory jonizacyjnej.
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4.3. Ustalenie pofaldowania kwadrupleks6w AGGAGGA i pUGGUGGU

Jak juz wczeéniej wspomnialam (Rozdzial 4.1) przeprowadzone przeze mnie
wstepne wyniki badan wykazaly, ze jedynie czasteczki (AGG).A oraz p(UGG).U
wystepuja w roztworze w postaci pojedynczej formy. Dlatego tez dla obu tych
czasteczek postanowilam ustali¢ sposob ich pofaldowania, wykorzystujac dostepne

metody spektroskopii NMR.

4.3.1. AGGAGGA

Na rysunku 63. zestawilam jednowymiarowe widma H NMR
zarejestrowane dla probki (AGG).A rozpuszczonej w H.O (90% H.0 : 10% D-O,
v:v) i D.O. Na widmach tych zaznaczylam charakterystyczne zakresy spektralne
dlaréznych typow protonéw (rejon iminowy, aminowy, aromatyczny,
anomeryczny i cukrowy). Obecno$¢ w widmie dobrze rozdzielonych, stosunkowo
waskich linii rezonansowych wskazywala, ze struktura, ktéra przyjmuje czasteczka
(AGG).A jest stabilna i jednorodna. W widmie zarejestrowanym w D.O
po 24 godzinach od wymiany rozpuszczalnika nadal byly widoczne dwa sygnaly
iminowe (~ 11.5 ppm), ktére nie ulegly wymianie na deuter, co oznaczalo, ze sa one
uwiklane w tworzenie wigzan wodorowych i sg silnie chronione wewnatrz

struktury.

H,0

rejon rejon aminowy,
iminowy protony zaangazowane

(_Aﬁ W wigzanie wodorowe

DS WS

rejon
hydroksylowy

\ M, J

Y
H6/HS/H2 Y
el bt H5/H1’ H2' H3" H4', H5', H5”
D,0O A A

i W 3

115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 ppm
Rys. 63. Widma H NMR, czasteczki (AGG).A, zarejestrowane w 25 °C, z zaznaczonymi rejonami
charakterystycznymi dla ré6znych grup protonéw; [50 mM KCl, 10 mM K.HPO,/KH.PO,, 0.1 mM

EDTA, pH 6.8].
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Przypisanie  sygnaléw  rezonansowych  poszczegélnym  protonom
rozpoczelam od analizy widm wykonanych w D.O. W tym celu zarejestrowalam
zestaw dwuwymiarowych widm homo- i heterojadrowych: H-'H NOESY,
tH-tH COSY, 'H-13C HSQC, 'H-5N HSQC oraz 'H-31P HSQC. Jako pierwsze
przeanalizowalam widmo 2D NOESY przy czasie mieszania 400 ms, gdzie
w rejonie aromatyczno — anomerycznym wyznaczylam nieprzerwana sekwencyjna
Sciezke NOE (Rys. 64 A). Na tej podstawie przypisalam sygnaly protonéw H8 i H1'.
Pozostale cztery sygnaly w rejonie aromatycznym widma, nie nalezace do Sciezki
NOE, moglam przypisa¢ do sygnaléw od protondéw H2. Obserwowane korelacje
pomiedzy protonami H2 i H1’ umozliwily mi na przypisanie ich poszczegolnym
resztom adenozyny. Zauwazylam jednak, ze intensywno$¢ sygnalu
odpowiadajacego oddzialywaniom pomiedzy protonami A4H2 i A4H1’ jest duzo
wieksza niz mozna by oczekiwa¢ (Rys.64 A, sygnal zaznaczony kolorem
czerwonym). Na podstawie wzglednej objetosSci sygnalow w widmach NOESY
mozna wnioskowac o odleglo$ci pomiedzy atomami wodoru. Oszacowana przeze
mnie odleglo$¢ pomiedzy atomami H2 a H1’ byla duzo mniejsza niz 5 A (mniej
wiecej tyle wynosi odleglo$§¢ pomiedzy atomami H2 a H1’ pochodzacymi od tej
samej reszty adenozyny), co oznaczalo, ze sygnal ten musi pochodzic¢
od oddzialywann miedzyczasteczkowych. Jednoczeénie analizowalam rejon
aromatyczno-aromatyczny widma (Rys. 64 B), aby wustali¢, czy istnieja
oddzialywania warstwowe pomiedzy kolejnymi resztami (5’-A1—G2—G3—A4—
G5—G6—A7-3"). W rejonie tym obserwowalam sygnaly korelacyjne $wiadczace
o istnieniu oddzialywan warstwowych jedynie pomiedzy resztami G2 a G3, G5 a G6
i G6 a A7 (Rys. 64 B). Dodatkowo, obserwowalam sygnal NOE pomiedzy
protonami G3H8 a A7H2 oraz bardzo intensywny sygnal pomiedzy protonami
A4H8 a A4H2 (Rys. 64 B, sygnal zaznaczony kolorem czerwonym). Poniewaz
nie jest mozliwe wystepowanie tego typu oddzialywania pomiedzy protonami
nalezagcymi do jednej reszty adenozyny (odleglo$¢ pomiedzy protonami A4HS8
a A4H2 dla danej reszty jest wieksza niz 5 A), obecno$é tego sygnatu sugerowala,
ze reszta A4 oddzialuje warstwowo z reszta A4 pochodzaca od drugiej czasteczki.
Brak sekwencyjnych oddzialywan warstwowych pomiedzy resztami A1 a G2, G3
a A4 oraz A4 a G5 oznaczal, ze kwadrupleks (AGG).A nie jest typowa, liniowa

czteroniciowg struktura (Rys.13), a reszta A4 jest najprawdopodobniej
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wybrzuszona lub stanowi element petli. W nastepnej kolejnoSci przypisalam

sygnaly korelacyjne pomiedzy protonami H6/H8 a pozostalymi protonami reszty

cukrowej, H2', H3', H4', H5' oraz H5" (Rys. 65). Na tym etapie bardzo pomocne
okazaly sie widma *H-tH COSY, tH-13C HSQC oraz tH-31P HSQC (Rys. 66, 67, 68).

Niestety, pomimo rownoczesnej analizy wszystkich widm, dla reszty G5 nie bytam

w stanie przypisa¢ sygnalu od protonu H4’. Warto$ci przesunie¢ chemicznych,
O0(*H), dla czasteczki (AGG).A zebralam w tabeli 5.

Tabela 5. Wartos$ci przesunie¢ chemicznych 'H, §(*H), dla czasteczki (AGG).A, [ppm].

reszta | H6/HS8 H2 Hz1’ H2’ H3’ Hy' Hs’ H5"”
A1 8.29 8.08 6.10 4.91 4.91 4.55 3.96 3.01
G2 8.01 - 5.53 4.89 4.97 4.82 4.41 4.30
G3 7-79 - 5.39 4.26 4.42 3.04 3.64 2.93
Aq 7.62 8.40 5.67 3.83 5.13 4.35 4.19 3.58
G5 7.63 - 5.82 4.66 4.61 - 4.55 4.51
G6 7.89 - 5.57 4.38 4.65 4.10 4.52 3.97
A7 7-79 7.69 5.70 3.88 4.14 4.14 4.33 3.94
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Rys. 64.
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Fragmenty widma 2D NOESY zarejestrowanego dla (AGG),A w D20

wraz z przypisaniami sygnaléw w rejonach (A) aromatyczno — anomerycznym oraz (B) aromatyczno

— aromatycznym. Kolorem pomaranczowym zaznaczona zostala sekwencyjna $ciezka NOE;
[50 mM KCl, 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H,O : 10% D0, v:v, 25 °C, pH 6.8].
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Rys. 65. Fragment widma 2D NOESY zarejestrowanego dla (AGG).A w D20 wraz z przypisaniami
sygnatéw [50 mM KCl, 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 25 °C, pH 6.8]
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Rys. 66. Widmo tH-tH COSY zarejestrowane dla (AGG).A w D20 wraz z przypisaniami sygnatow;
[50 mM KCl, 10 mM K.HPO,/KH.PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H.0 : 10% D.0, v:v, 25 °C, pH 6.8].
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Rys. 67. Widmo 'H-13C HSQC zarejestrowane dla (AGG).A w D20 wraz z przypisaniami sygnalow;
[50 mM KCl, 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 25 °C, pH 6.8]
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Rys. 68. Widmo tH-3:P HSQC zarejestrowane dla (AGG).A w D20 wraz z przypisaniami sygnalow;
[50 mM KCl, 10 mM K.HPO,/KH.PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H.0 : 10% D.0, v:v, 25 °C, pH 6.8]
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W nastepnym etapie nalezalo zidentyfikowaé, ktore reszty zaangazowane sg
w tworzenie poszczegdlnych G-tetrad. Analize rozpoczelam od widma !H-15N
HSQC, zarejestrowanego dla czasteczki (AGG).A w wodzie (90% H.O : 10% D-0,
v:v). Na podstawie charakterystycznych wartosci przesunie¢ chemicznych atomow
15N kowalencyjnie zwigzanych z iminowymi i aminowymi atomami wodoru
rozroznitam sygnaly protonow iminowych od aminowych (Rys. 69). Nastepnie
dokonalam przypisania sygnaléow iminowych do poszczeg6lnych reszt guanozyny
na podstawie analizy widm 2D: tH-3C HMBC oraz 'H-'H NOESY, rowniez
zarejestrowanych dla probki rozpuszczonej w wodzie (Rys. 70, 71). Mialam
szczescie, gdyz sygnaly protondéw iminowych byly ostre i dobrze rozdzielone,
moglam wiec wykorzystaé widma 'H-:3C HMBC, korelujace protony N1H i HS8
do atomu wegla Cs, ktore naleza do tej samej reszty guanozyny. W taki sposéb
udalo mi sie jednoznacznie przypisa¢ sygnaly iminowe reszt G2 (11.46 ppm),
G3 (11.35 ppm) i G6 (10.95 ppm). Oznaczalo to, ze pozostaly nieprzypisany sygnat
przy 11.29 ppm, najprawdopodobniej pochodzi od protonu iminowego reszty G5
(Rys. 70, zaznaczony gwiazdka). W kolejnym kroku, analizujac widma NOESY
zidentyfikowalam sygnaly nalezace do dwoch G-tetrad: G2:G5:G2:G5 (Rys. 71,
sygnaly zaznaczone kolorem pomaranczowym) oraz G3:G6:G3:G6 (Rys. 71, sygnaly
zaznaczone kolorem r6zowym). Dla reszty A4, o ktorej wiedzialam, ze nie
oddzialuje warstwowo z sgsiednimi resztami G3 i G5, zaobserwowalam w widmie
kilka sygnalow korelacyjnych. Dla protonu A4H8 zidentyfikowalam sygnaly NOE
do protonu iminowego reszty G2 oraz do obu jej protonéw aminowych. Ponadto
zaobserwowalam sygnaly NOE pomiedzy grupami aminowymi reszt G2 i A4 oraz
pomiedzy G5H8 a G2NH. (Rys. 71, sygnaly zaznaczone kolorem zielonym).
W oparciu o dane literaturowe (8, 181) ustalilam, ze obecno$¢ wymienionych
powyzej sygnalow w widmach NOESY $swiadczy o zawigzywaniu sie w strukturze
kwadrupleksu motywu heksady A4:(G2:G5:G2:G5):A4 (Rys. 19 B).
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Rys. 69. Widmo 1H-5N HSQC zarejestrowane dla czasteczki (AGG).A; [50 mM KCl,
10 mM K.HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H.O : 10% D0, v:v, 25 °C, pH 6.8].
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Rys. 70. Fragment widma 'H-13C HMBC czasteczki (AGG).A. Linie przerywane lacza sygnaly
korelacyjne N1H - C5 oraz H8 - Cs, dla tej samej reszty guanozyny [50 mM KCl, 10 mM
K.HPO,/KH.PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H.O : 10% D.0, v:v, 25 °C, pH 6.8].
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Rys. 71. Iminowo — aromatyczny fragment widma 2D NOESY zarejestrowanego dla (AGG).A
w wodzie wraz z przypisaniami sygnalow Swiadczacych o powstawaniu poszczegblnych G-tetrad
iheksady A:(G:G:G:G):A; [s0 mM KCl, 10 mM K.HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H.O : 10%
D0, v:v, 25 °C, pH 6.8].

112



Jak juz wcze$niej wspomnialam, w przypadku struktur kwadrupleksow,
iminowe atomy wodoru zaangazowane w tworzenie G-tetrady wykazuja niezwykla
trwalo$¢ oraz sa chronione przed wymiang na atom deuteru. Na rysunku 72 A
pokazane s3 zmiany zachodzace w widmie *H NMR wraz ze wzrostem temperatury.
Jak widaé¢, sygnaly pochodzace od protonéow iminowych zanikaja dopiero
w temperaturze 80 °C, co oznacza, ze powstajacy kwadrupleks jest bardzo trwaly.
Nieoczekiwanie sygnal przy 10.16 ppm od protonu aminowego reszty G2, bioracej
udziat w tworzeniu motywu heksady byl réwniez widoczny przy wyzszych
temperaturach i zanikal dopiero przy okolo 60 °C. Oznaczalo to, ze w jaki$§ sposéb
musi by¢ chroniony wewnatrz struktury kwadrupleksu. Z kolei eksperyment
wymiany rozpuszczalnika z H.O na D.O wykazal, ze iminowe atomy wodoru reszt
G2 i G5 (zaangazowane w tworzenie heksady) réwniez sa chronione wewnatrz
struktury, poniewaz nie byly dostepne dla atomu deuteru nawet po uplywie 22 dni
(Rys. 72 B). Co ciekawe, takze aminowy atom wodoru reszty G2, nie ulegl

natychmiastowej wymianie na deuter.
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Rys. 72. (A) Zalezno$¢ widm H NMR (AGG).A od temperatury [50 mM KCl,
10 mM K,HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H.O : 10% D,O, v:v]. (B) Obserwowana w czasie
wymiana iminowych atoméw wodoru na deuter [50 mM KCl, 10 mM K.HPO,/KH.PO,, 0.1 mM
EDTA, 100% D-0, 25 °C, pH 6.8].

Bioragc pod uwage wszystkie uzyskane wyniki, a szczegblnie obecno$¢

miedzyczasteczkowych sygnalbw NOE pomiedzy A4H2 a A4H1’ oraz A4H2
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a AqH8, wskazujagcych na istnienie miedzyczasteczkowego oddzialywania
warstwowego pomiedzy resztami A4 oraz fakt, ze iminowe atomy wodoru reszt G2
i G5 oraz aminowy atom wodoru reszty G2 s3 silnie chronione wewnatrz struktury,
dla czasteczki (AGG).A zaproponowalam model struktury kwadrupleksu
przedstawiony na rysunku 73. Struktura ta utworzona jest z dwéch podjednostek —
dwuniciowych, rownoleglych kwadrupleksow, ktérych G-tetrady polaczone s3 petla
zewnetrzng, a wypetlona reszta A4 zaangazowana jest w tworzenie heksady
z tetrada G2:G5:G2:G5. Reszty A7 ulozone sg nad tetrada G3:G6:G3:G6, o czym
Swiadczy obecno$¢ sygnalu NOE pomiedzy A7H8 a G6HS8. W roztworze,
wobecno$ci kationow potasu dwie takie podjednostki asocjuja tworzac
czteroniciowg strukture stabilizowana przez oddzialywania warstwowe pomiedzy

heksadami oraz trzy kationy potasu.

Rys. 73. Model struktury kwadrupleksu (AGG).A. Kolorem szarym zaznaczylam kationy potasu
skoordynowane pomiedzy G-tetradami.

114



4.3.2. pUGGUGGU

Na rysunku 74. zestawilam widma *H NMR, zarejestrowane dla czasteczki
p(UGG).U w 90% H-0 : 10% D-0, v:v,iw D20 z zaznaczonymi charakterystyczny-
mi zakresami spektralnymi. Widma te wskazywaly, ze w obecnosci kationow
potasu w roztworze istnieje jedna, stabilna forma kwadrupleksu.

H,O
H,0

rejon rejon aminowy,
iminowy protony zaangazowane

(_Aﬁ w wigzanie wodorowe

I W

D,0 H6/H8/H2

rejon
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\ M J
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A
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A
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Rys. 74. Widma 'H NMR, czgsteczki p(UGG).U, zarejestrowane w 25 °C, z zaznaczonymi rejonami
wystepowania poszczegdlnych grup protonéw; [50 mM KCl, 10 mM K,HPO,/KH.PO,,
0.1 mM EDTA, pH 6.8].

Podobnie jak w omawianym wcze$niej przypadku, sygnaly rezonansowe
przypisalam analizujac dwuwymiarowe, homo- i heterojadrowe widma
1H-'H NOESY, 'H-'H COSY, 'H-BC HSQC, 'H-5N HSQC oraz 'H-3'P HSQC.
Narysunku 75A. pokazany jest rejon aromatyczno-anomeryczny widma 2D
NOESY, zarejestrowanego dla czasteczki p(UGG).U w D.O. W tym rejonie, jako
pierwsze zidentyfikowalam sygnaly korelacyjne pomiedzy protonami Hs5 i H6
urydyn. Takie sygnaly w widmie 2D NOESY charakteryzuja sie duza
intensywnos$cig. Ponadto w widmach 2D COSY sa to jedyne sygnaly korelacyjne
wystepujace w tym rejonie, dzieki czemu zostaja one latwo rozpoznane przez
natozenie obu widm. W ten sposob przypisalam wszystkie trzy sygnaty Hs5/H6.
Nastepnie wyznaczylam sekwencyjna Sciezke NOE pomiedzy protonami reszt H6
iH8 a protonami anomerycznymi (H1'). W celu sprawdzenia poprawnosci
przypisan w rejonie aromatyczno-aromatycznym analizowalam, czy pomiedzy
kolejnymi resztami w sekwencji wystepuja oddzialywania warstwowe

(5’-pU1—>G2—-G3— U4—-G5—G6—U7-3"). Sygnalu od oddzialywan warstwowych
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nie obserwowalam jedynie pomiedzy resztami G3 i U4, co moglo oznaczaé, ze
srodkowa reszta urydyny jest w tych warunkach wybrzuszona (Rys. 75 B).
Nieobecnos¢ tego sygnalu korelacyjnego w widmie NOESY moze réwniez wynikaé
z silnego poszerzenia sygnaldéw G3H8 i U4H6, co jest widoczne w gornej czesci
rysunku 75, gdzie pokazany jest fragment widma 1D *H NMR.

Nastepnie przypisalam sygnaly korelacyjne pomiedzy protonami H6/HS8
a pozostalymi protonami reszty cukrowej, H2', H3', H4', H5' oraz H5" (Rys. 76).
Jednoczesnie analizowalam widma *H-tH COSY, tH-3C HSQC oraz tH-3tP HSQC
(Rys. 77,78,79). Niestety, dla reszty G2 nie bylam w stanie zidentyfikowaé
sygnaléw protonow H3' oraz H4', dla reszty U4 sygnatlu protonu H4', a dla reszty
U7 sygnalu protonu Hs'. Moglo to by¢ nastepstwem silnego poszerzenia tych
zebralam warto$ci przesunie¢ chemicznych &(*H)

sygnalow. W tabeli 6.
dla p(UGG).U otrzymane z widm NMR wykonanych w temperaturze 30 °C.

Tabela 6. WartoS$ci przesunie¢ chemicznych atoméw wodoru dla czgsteczki p(UGG),U.

reszta H6/HS8 Hs5 Hi1’ H2’ H3’ Hy' Hs’ Hs5”
U1 7.98 5.66 5.35 4.02 4.60 4.36 4.24 4.08
G2 8.34 5.87 5.01 - - 4.42 4.22
G3 8.05 6.16 4.94 4.46 4.75 4.23 4.38
Ug 7-50 4.54 5.44 4.26 4.47 - 4.54 4.44
G5 8.47 5.89 4.35 5.03 4.54 4.75 4.19
G6 7.64 6.27 4.20 4.61 4.48 4.69 4.20
Uy 7.82 5.1 5.93 3.95 4-39 4.30 - 4.11
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75. Fragmenty widma 2D NOESY zarejestrowanego dla p(UGG),U w D20 wraz

z przypisaniami sygnaldéw w rejonach (A) aromatyczno — anomerycznym oraz (B) aromatyczno —
aromatycznym; [50 mM KCl, 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 30 °C, pH 6.8]. Czarna linig
ciggla zaznaczylam sekwencyjng $ciezke NOE (A). Czarng przerywang linig zaznaczylam sygnaly

pochodzace od sekwencyjnych oddzialywan warstwowych (B).
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76. Fragment widma 2D NOESY rzarejestrowanego dla p(UGG),U w D20 wraz
z przypisaniami sygnatéw [50 mM KCl, 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 30 °C, pH 6.8].
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Rys. 77. Widmo tH-tH COSY zarejestrowane dla p(UGG),U w D20 wraz z przypisaniami sygnalow;
[50 mM KCl, 10 mM K.HPO,/KH.PO,, 0.1 mM EDTA, 30 °C, pH 6.8]
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Rys. 78. Widmo 'H-3C HSQC zarejestrowane dla p(UGG),U w D20 wraz z przypisaniami
sygnatéw; [50 mM KCl, 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 30 °C, pH 6.8]
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Rys. 79. Widmo 'H-3'P HSQC zarejestrowane dla p(UGG).U w D20 wraz z przypisaniami
sygnaléw; [50 mM KCl, 10 mM K.HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 30 °C, pH 6.8]
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Nastepnym krokiem bylo przypisanie sygnaléw iminowych pochodzacych od reszt
guanozyny i urydyny. Na podstawie analizy widma *H-15N HSQC moglam rozréznic¢
protony iminowe reszt guanozyny od protonéw iminowych reszt urydyny, gdyz
atomy azotu N1 reszt guanozyny sa zawsze silniej ekranowane niz atomy N3 reszt
urydyny. Typowe warto$ci przesunie¢ chemicznych dla atoméw N3 reszt urydyny
to ~ 160 ppm, natomiast dla atomow N1 reszt guanozyny: 140 - 150 ppm. Widmo
to zarejestrowalam w temperaturze 3 °C w celu spowolnienia procesu wymiany
iminowych i aminowych atoméw wodoru z woda. Dzieki temu udalo mi sie
zidentyfikowa¢ trzy protony iminowe pochodzace od reszt urydyny (9.85 ppm,
10.73 ppm i 11.08 ppm) oraz cztery iminowe atomy wodoru reszt guanozyny
(11.11 ppm, 11.17 ppm, 11.28 ppm i 11.34 ppm) (Rys. 80).

Niestety w przypadku tej czasteczki, pomimo wielu proéb, nie uzyskalam
spodziewanych sygnaléw korelacyjnych w widmie *H-:3C HMBC. Jak juz wcze$niej
wspomnialam, widmo to charakteryzuje sie niezwykle mala czuloscig, dlatego
wykonuje sie je dla mozliwie jak najwiekszego stezenia RNA, zazwyczaj
w podwyzszonej temperaturze, aby otrzymac waskie sygnaly. Niestety w widmie
'H NMR czasteczki p(UGG).U, niektore sygnaly byly znacznie poszerzone, zaréwno
w rejonie iminowym, jak i aromatycznym i wyostrzaly sie dopiero w temperaturze
70 °C. Poniewaz rejestracja widma 'H-13C HMBC trwa przynajmniej dwa dni,
przetrzymywanie RNA w tak wysokiej temperaturze grozilo degradacja probki.
Dlatego tez w celu jednoznacznego przypisania sygnaléw iminowych
do poszczeg6lnych reszt guanozyny postanowilam wykorzysta¢ podejscie,
w ktoérym reszty guanozyny zastepuje sie kolejno reszta inozyny. Otrzymalam
cztery rézne czagsteczki, w ktorych reszty guanozyny G2, G3, G5 i G6 zostaly
zastgpione przez reszte inozyny. Dla kazdej z tych czasteczek zarejestrowalam
widmo 'H NMR i na podstawie obserwacji, ktory z sygnalow zanika w zakresie
10 — 12 ppm, w stosunku do widma czasteczki niemodyfikowanej, przypisalam
sygnaly iminowe reszt guanozyny (Rys. 81). Chociaz spodziewalam sie, ze
eksperyment ten dostarczy mi bardziej jednoznacznych informacji, uwazna analiza
widm zamieszczonych na rysunku 81., poparta obserwacja odpowiednich
kontaktow w widmach NOESY, pozwolila mi na przypisanie sygnaléw iminowych
poszczegblnym resztom guanozyny. Kolejnym krokiem bylo przypisanie sygnaléw
iminowych od reszt urydyny. W tym celu przeSledzilam Sciezke polaczen

sekwencyjnych w rejonie iminowo — iminowym widma NOESY (Rys. 82). Duzym
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ulatwieniem w poprawnym wyznaczeniu tej Sciezki byla znajomo$¢ polozenia
protonéw iminowych reszt guanozyny. Dzieki temu udalo mi sie ustalig,
ze najbardziej ekranowany jest sygnal pochodzacy od protonu U4N3H (9.85 ppm).
Szeroki sygnal przy 10.73 ppm przypisalam do UiN3H, a ostry sygnal przy
11.08 ppm do protonu U7N3H.

[protony iminowe reszt guanozyny| [protony iminowe reszt urydyny|

A A ppm

140

~145

150

155

160

T T
11.0 10.5 10.0 9.5 ppm

Rys. 80. Fragment widma 2D 'H-5N HSQC zarejestrowanego dla p(UGG).U, na podstawie
ktorego zidentyfikowane zostaly sygnaly iminowych atomoéw wodoru reszt guanozyny oraz reszt
urydyny [50 mM KCl, 10 mM K,HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H.O : 10% D0, v:v, 3 °C,
pH 6.8].
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Rys. 81. Poréwnanie rejonu iminowego widm *H NMR otrzymanych dla czasteczki p(UGG).U
oraz czasteczek, w ktorych reszty guanozyny G2, G3, G5 i G6 zostaly zastapione przez reszte inozyny
[50 mM KCl, 10 mM K.HPO,/KH.PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H.O : 10% D-0, v:v, 25 °C].
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Rys. 82. Rejon iminowo-iminowy widma 2D NOESY zarejestrowanego dla p(UGG).U w wodzie
wraz z zaznaczona S$ciezkg polaczen sekwencyjnych [s0 mM KCl, 10 mM K.HPO,/KH,PO,,
0.1 mM EDTA, 90% H.0 : 10% D.0, v:v, 3 °C, pH 6.8].
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Rys. 83. Fragment widma 2D NOESY zarejestrowanego dla p(UGG).U w wodzie wraz
z przypisaniami sygnaléw Swiadczacych o powstawaniu poszczegdlnych G-tetrad i U-tetrad
[50 mM KCl, 10 mM K.HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H.0 : 10% D.0, v:v, 3 °C, pH 6.8].
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W widmie 2D NOESY zarejestrowanym w wodzie w temperaturze 3 °C
zidentyfikowalam sygnaly korelacyjne pomiedzy protonem HS8 jednej reszty
guanozyny a protonem iminowym sgsiadujacej z nia reszty guanozyny, wewnatrz
G-tetrady (Rys. 83). Obecno$¢ tych charakterystycznych dla G-tetrad sygnalow
pozwolila mi ustali¢, ze w strukturze kwadrupleksu p(UGG).U wystepuja cztery G-
tetrady: G2:G2:G2:G2 (Rys. 83, sygnaly zaznaczone kolorem rézowym),
G3:G3:G3:G3  (Rys. 83, sygnal zaznaczony kolorem pomaranczowym),
G5:G5:G5:G5 (Rys. 83, sygnal zaznaczony kolorem granatowym) i G6:G6:G6:G6
(Rys. 83, sygnal zaznaczony kolorem niebieskim). Ponadto w widmie tym dla reszt
U1, U4 i U7 zaobserwowalam sygnaly korelacyjne pomiedzy protonami H6 i Hs
a protonem iminowym urydyny (Rys. 83, sygnaly zaznaczone kolorem: szarym dla
U1, czerwonym dla U4 oraz zielonym dla Uy), co jest typowym wzorem dla U-
tetrad (Rozdziat 3.3.1.). Wynik ten, lacznie z uzyskanymi wcze$niej wynikami CD
i ESI-MS wskazywal, ze p(UGG).U tworzy czteroniciowy, rownolegly, kwadrupleks
zbudowany z czterech G-tetrad i trzech U-tetrad, schematycznie przedstawiony

na rysunku 84.

@)

&—
&— &— 8— B— &— ©— ©
—e

Rys. 84. Model struktury kwadrupleksu p(UGG),U.

Nastepnie zarejestrowalam widma 'H NMR w funkcji temperatury
(Rys. 85 A) oraz sprawdzilam dostepno$¢ iminowych atomoéw wodoru reszt
guanozyny oraz urydyny dla atomu deuteru (Rys. 85 B). Okazalo sie, ze sygnaly
reszt iminowych, pochodzacych od reszt G6 i G5 byly najbardziej trwale i razem

z protonami reszt G3, U4 i U7 nie zanikaly nawet w temperaturze 80 °C
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(Rys. 85 A). Ten wynik wykazal niezwykla stabilno$¢ struktury na koncu 3'.
Spodziewalam sie, ze proces topnienia struktury rozpocznie sie od rozplatania obu
koncow, 5’1 3’, czyli, ze w widmie zarejestrowanym w podwyzszonej temperaturze
bede najpierw obserwowac¢ zanikanie sygnalow iminowych reszt terminalnych.
Analiza widm zarejestrowanych w D.O ukazala, ze protony iminowe reszt G5 i G6
sq silnie chronione wewnatrz struktury i nie ulegaja wymianie na deuter nawet

po uplywie 36 dni (Rys. 85 B).
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Rys. 85. (A) Zalezno$¢ widm 'H NMR p(UGG),U od temperatury [50 mM KCl,
10 mM K,HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H,O : 10% D,O, v:v]. (B) Obserwowana w czasie
wymiana iminowych atoméw wodoru na deuter [;50 mM KCl, 10 mM K,HPO,/KH,PO,,
0.1 mM EDTA, 100% D.0, 25 °C, pH 6.8].

W widmie 2D NOESY wykonanym w 90% H-0 : 10% DO, v:v, w temperaturze
3 °C udalo mi sie przypisa¢ sygnaly pochodzace od protonow grup OH2' reszt G3,
U4, G5 i U7. Nalezy podkresli¢, ze jest to niezwykle, poniewaz dotychczas znanych
jest niewiele przypadkow, gdzie w widmach NMR obserwuje sie sygnaly
od protonéow OH2’, gdyz zazwyczaj ulegaja one bardzo szybkiej wymianie z woda
isa niewidoczne nawet w widmie rejestrowanym w niskich temperaturach.
Najbardziej zaskakujaca byla obecno$¢ w widmie NOESY intensywnych sygnalow
korelacyjnych pomiedzy atomem wodoru U7OH2’ a G5H8, G6H8 i U7H6

(zaznaczone na czerwono, Rys. 86), co $wiadczylo o bliskim sasiedztwie tych
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atoméw wodoru w przestrzeni (odlegloéé < 5 A). Takie sygnaly moglabym
obserwowac¢ jedynie wtedy, gdy reszta U7 bylaby skierowana cze$cia cukrowa
do érodka struktury (w kierunku 5’), co przy réwnoleglym ulozeniu czterech nici
RNA jest niemozliwe. Zaczelam wiec przypuszczac, ze kwadrupleks p(UGG).U

w jakis$ sposéb dimeryzuje oddzialujac konicami 3’.

G5 G2 G3 U1 u7 G6 U4 OH2'
u7 PN
G3 U4 G5
-
[ E
@ GsHB/GEOHY GGEHEIGSOHZ' | &
GEHBUAOHZ - L
G2HB/GIOHZ' @ UTH8/GI0H2' - .
GEHBUTOH L @ -
z - =
e
hd
-]
® 2 a
-] = r
. e GEOH2/GEHE |
o e
U7OHZ'/UTHE L@
- = P~
o ( o
. B
a - ® G30HZ/G2H8 o
- = [ w
- o oD
= UTOH2'/G5H8  U4OH2IG5HB
T ; T . T T ; T T T T T T T T T T T
2.0 75 7.0 65  F2[ppm]

Rys. 86. Fragment widma NOESY dla p(UGG),U w wodzie; [50 mM KCl,
10 mM K,HPO,/KH,PO,, 0.1 mM EDTA, 90% H,O : 10% D.O, v:v, 3°C, pH 6.8]. Kolorem
czerwonym zostaly zaznaczone sygnaly korelacyjne sugerujace mozliwo§é powstawania dimeru

kwadruplekséw zazebionego koncami 3’.

Powstawanie takiego dimeru tlumaczyloby duza stabilno$é¢ termiczng konca 3’
oraz obecnos$¢ nietypowych sygnalow korelacyjnych dla protonu U70H2'. Niestety
pomiar ESI-MS (Rozdzial 4.2.4.) nie wykazal istnienia struktury zlozonej z o§miu
nici, co byloby jednoznacznym dowodem na powstawanie dimeru czteroniciowych
kwadrupleksow. Nalezy jednak pamieta¢, ze widma masowe wykonywane byly
winnych warunkach niz widma NMR. Co prawda poréwnanie widm 'H NMR
otrzymanych w obecnosci kationow K+ i NH,* sugerowalo tworzenie sie takiej
samej struktury w przypadku probek zawierajacych 0.01 mM stezenie RNA, mimo
wszystko postanowilam sprawdzi¢, czy w kwadrupleks p(UGG).U moze
dimeryzowa¢ w obecno$ci jonéw NH,*. W tym celu przygotowalam probke

w buforze Tris-HCl (10 mM) z dodatkiem 150 mM NH,Cl i zarejestrowatam widmo
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'H NMR. W widmie tym przesuniecia linii rezonansowych w rejonie aromatycznym
dla atom6w H6 i H8 sg bardzo podobne do sygnalow obserwowanych w widmie
zarejestrowanym w obecnosci jonéow K+, co potwierdza powstawanie analogiczne;j
struktury w obu tych warunkach. Jednakze w widmie otrzymanym w obecnoSci
jonow NH,* nie ma sygnalu od atomu wodoru OH2’ reszty U7, co oznaczalo, ze ten
atom wodoru ulegat szybkiej wymianie z wodg (widmo rejestrowane w 90% H.O :
10% D20, v:v). Ten wynik sugerowal, ze kation amonowy nie wspomaga tworzenia
dimeru. W celu potwierdzenia tej tezy, poroéwnac¢ wspolczynniki dyfuzji
translacyjnej dla kwadrupleksu p(UGG).U w obu tych warunkach. Wartoéé¢
wspoltezynnika dyfuzji zalezy posrednio od wielkoSci czasteczki, spodziewalam sie
wiec otrzymac rézne jego wartoSci dla czteroniciowego monomeru (dla roztworu
zawierajacego jony NH,*) i oSmioniciowego dimeru (dla roztworu zawierajacego
jony K+). Zgodnie z oczekiwaniem otrzymane metodami spektroskopii NMR
wspolezynniki r6znia sie i wynosza odpowiednio 1.154 x 107° [m2s] dla kwadru-
pleksu obecnego w roztworze zawierajagcym jony K+ oraz 1.228 x 1071° [m2s]
dla kwadrupleksu obecnego w roztworze zawierajagcym jony NH,+. Oznacza to, ze
struktura powstajaca w obecnoS$ci kationéw potasu dyfunduje wolniej, czyli musi
by¢ wieksza od struktury powstajacej w obecno$ci kationéw amonu,

co potwierdzalo mozliwos¢ dimeryzacji.
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4.4. Badania w ekstrakcie z komorek HeLa

Badania opisane w rozdziale 4.2. wykazaly, ze czasteczki zbudowane

z powtorzen AGG i UGG tworza rézne formy w roztworach zawierajacych kationy
potasu lub sodu, dwoch powszechnie wystepujacych w komoérce kationdw.
Postanowilam sprawdzi¢, ktéra z tych form wystepuje w Srodowisku komorkowym.
Aby zblizy¢ sie do warunkow panujacych wewnatrz komorki zastosowalam ekstrakt
z komorek HeLa, do ktérego dodawalam 5 OD odpowiednio (AGG).A, (AGG),A,
p(UGG).U oraz p(UGG),U. Ekstrakt z komorek HeLa jest dobrym systemem
modelowym do badan *H NMR, poniewaz w jego widmie nie wystepuja sygnaly
w zakresie spektralnym powyzej 9.5 ppm, w ktéorym obserwowane sa kluczowe
sygnaly iminowe pochodzace od G-tetrad.
Dla kazdej probki zarejestrowalam widmo *H NMR. Otrzymane widma
porownalam z widmami otrzymanymi wcze$niej dla niskich stezen RNA
w obecnosci jonéw K+ NH,4* i Na* oraz dla wysokiego stezenia RNA w §rodowisku
jonow K+ (Rys. 87 A-D).

Na rysunku 87 A zestawilam widma 'H NMR zarejestrowane dla czasteczki
(AGG).A. Jak widaé, sygnaly obecne w widmie wykonanym w ekstrakcie
odpowiadaja jednej z trzech form widocznych w widmie zarejestrowanym
w Srodowisku jonow K+ i niskim stezeniu RNA (sygnaly zaznaczone gwiazdka).
Na dodatek nie jest to struktura, ktora staje sie dominujgca, gdy zwieksza sie
stezenie RNA. W przypadku czasteczki zbudowanej z czterech powtérzen AGG,
widmo 'H NMR otrzymane w warunkach komorkowych bylo praktycznie takie
samo jak widma otrzymane zaréwno dla malego (0.01 mM), jak i duzego (1.14 mM)
stezenia RNA, w obecnoSci kationoéw potasu (Rys. 87 B). Wynik ten wskazuje na to,
ze wydluzenie sekwencji do czterech powtorzen AGG doprowadzilo do utworzenia
bardziej konserwatywnej struktury kwadrupleksu.

W widmie zarejestrowanym dla czasteczki p(UGG).U w ekstrakcie
z komorek HelLa, przesuniecia chemiczne sygnalow iminowych sg zblizone do tych
obserwowanych w widmach rejestrowanych w obecnosci kationéw potasu
(Rys. 87 C). Widoczny jest réwniez sygnat od protonu iminowego U4 przy 9.8 ppm,
co sugeruje, ze Srodkowa U-tetrada zawigzuje sie réwniez w tych warunkach.
Niestety widmo otrzymane dla czasteczki p(UGG),U w ekstrakcie komoérkowym,

podobnie jak widma rejestrowane w roztworach réznych buforéw, charakteryzuje
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sie szerokimi, nierozdzielonymi sygnalami rezonansowymi, ktére nie pozwalaja
na wyciagniecie wnioskbw na temat topologii powstajacego kwadrupleksu
(Rys. 87 D).

A AGGAGGA B AGGAGGAGGAGGA
\ i ekstrakt
d) 1.14 mM RNA 50 mM KCI d) 0.4 mM RNA

¢) 0.01 mM RNA Pl NHWMWWA

150 mM NaCl
b) 0.01 mM RNA b) 0.01 mTjMNA
L S R B A B B

120 15 11.0 105 ppm 120 1.5 110 105 ppm

C pUGGUGGU D pUGGUGGUGGUGGU
ekstr@kt

€) 0.34 mM RNA z kﬁg‘ge" M RNA

%50 mM KC' d) 0.74 mM RNA

o mMWSO B WMA

150 mM NaCl
b) 0.01 mM RNA b) 0.01 mM RNA
w

SN A I I L B Tt T T T T T T T T T T
120 15 1.0 105 ppm 120 1.5 1.0 105 ppm

Rys. 87. Widma 'H NMR zarejestrowane dla (A) (AGG).A, (B) (AGG)A, (C) p(UGG).U
i (D) p(UGG),U w obecnosci jonéw K+ (a, d), Na+ (b), NH,*+ (c) oraz w ekstrakcie z komoérek HeLa

(e).
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4.5. Badania z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej

Kolejnym etapem moich badan byla préba wprowadzenia czasteczek RNA
zbudowanych z powtorzen AGG i UGG i posiadajacych zdolno$¢ do tworzenia
kwadrupleksu w ekstrakcie, do ludzkich komorek. W tym celu, we wspoélpracy
z panig profesor Eliza Wyszko oraz pania dr Agnieszka Fedoruk-Wyszomirska
zIChB PAN, przeprowadzono transfekcje komoérek Hela czasteczkami
FAM-(AGG)4A oraz FAM-(UGG),U, ktore do konca 5 mialy dolaczona
karboksyfluoresceine (FAM). Rysunki 88 i 89 przedstawiajg obrazy komorek HeLa
w mikroskopie konfokalnym wykonane 24 godziny po transfekcji. Jak widaé
na zdjeciach, obie czasteczki ulokowane byly w cytoplazmie oraz w jadrze,
wskazujagc tym samym na bezposrednie oddzialywania kwadrupleksow
z genomowym DNA. Lokalizacja wewnatrzjadrowa zostala potwierdzona poprzez
dodatkowe skanowanie obrazu mikroskopowego w osi Y (Rys. 90). Stosujac
wybarwianie mitochondriéow, wykazano ponadto, ze badane czasteczki
nie przenikaly do ich wnetrza.

Przeprowadzone przeze mnie badania transfekcji oraz lokalizacji
subkomoérkowej czasteczek zbudowanych z powtorzen AGG i UGG rozpoczynaja
nowy, niezwykle interesujacy rozdzial, ktéry najprawdopodobniej w przyszlosci
pomoze wyjasni¢ funkcje, jaka peknia te czasteczki w komorce. Dalsze, niezbedne
do osiagniecia tego celu badania wykraczaja jednak poza ramy niniejszej rozprawy
doktorskie;.
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Rys. 88. Zdjecia wykonane przy pomocy mikroskopu konfokalnego dla FAM-(AGG),A.

Na zdjeciach, oprocz wykazujacych zielong fluorescencje czasteczek RNA widaé lokalizacje jader
komoérkowych (kolor niebieski), mitochondria (kolor czerwony) oraz obraz komoérek w Swietle

przechodzacym (kolor szary).
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Rys. 89. Zdjecia wykonane przy pomocy mikroskopu konfokalnego dla FAM-(UGG),U.
Na zdjeciach, oprocz wykazujacych zielong fluorescencje czasteczek RNA widaé lokalizacje jader

komoérkowych (kolor niebieski), mitochondria (kolor czerwony) oraz obraz komoérek w $wietle

przechodzacym (kolor szary).




Rys. 90 Zdjecia wykonane przy pomocy mikroskopu konfokalnego powstaly w wyniku skanowania
w osi Y dla (A) FAM-(AGG),A oraz (B) FAM-(UGG),U. Na zdjeciach, oprocz wykazujacych zielong
fluorescencje czasteczek RNA wida¢ lokalizacje jader komorkowych (kolor niebieski) oraz

mitochondria (kolor czerwony).

132



DYSKUSJA WYNIKOW
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5. DYSKUSJA WYNIKOW

Pomimo nieustannie rosnacego zainteresowania kwadrupleksami RNA,
wcigz niewiele tych struktur jest zdeponowanych w bazie danych RCSB PDB.
Podejmujac sie badan opisanych w rozprawie wierzylam, ze bede mogla
powiekszy¢ rodzine tych struktur, deponujac wspoélrzedne atomowe
kwadruplekséw zbudowanych z réznej dlugosci powtorzen AGG i UGG. Jednakze
juz na poczatku badan okazalo sie, ze bardzo trudno jest uzyskac¢ dobrej jakoSci
widma NMR, w ktorych sygnaly sa ostre i dobrze rozdzielone, co jest warunkiem
koniecznym dla  przeprowadzenia analizy strukturalnej za pomoca
wielowymiarowych widm korelacyjnych. Dzieje sie tak, poniewaz wiele czynnikow
wplywa na proces tworzenia struktury kwadruplekséw i nawet niewielkie zmiany
sekwencji, czy zastosowanie réznych kationow wywiera duzy wplyw na ich
ostateczng topologie. Na dodatek kwadrupleksy wykazuja silng tendencje
do tworzenia agregatow, co rdéwniez jest bardzo niekorzystne dla badan
strukturalnych. Dlatego tez swoje badania rozpoczelam od przeanalizowania widm
NMR roéznych czasteczek zawierajacych trinukleotydowe powtorzenia AGG i UGG.
Poniewaz dotychczas nie s3 znane zadne reguly, ktére umozliwilyby
zaprojektowanie kwadrupleksu o odpowiedniej topologii, czasteczki zbudowane
z dwbch i czterech powtorzen AGG i UGG modyfikowalam na koncach 5" i 3’.
Zaobserwowalam, ze widma poszczeg6lnych czasteczek roznily sie w zaleznosci
od stosowanego kationu (K+, Na* lub NH,*). Chcialam réwniez sprawdzic,
czy wnioski uzyskane przy pomocy niskorozdzielczych metod, takich jak UV-Vis
i CD sa spdjne z wnioskami otrzymanymi na podstawie analizy widm NMR i ESI-
MS otrzymanymi w ré6znych warunkach. Interesowalo mnie takze, jaka struktura
tworzy sie w warunkach komoérkowych, oraz czy kwadrupleksy zbudowane
z powtorzen AGG i UGG moga przenika¢ do wnetrza komorki, a jesli tak, to jaka

jest ich lokalizacja wewnatrzkomérkowa.
Wplyw jonow K+, Na+ i NH4* na strukture kwadrupleksu

Otrzymane przeze mnie wyniki pokazuja, ze bez wzgledu na typ
zastosowanego jonu, czasteczki zbudowane z powtorzen AGG i UGG tworza
strukture kwadrupleksu. Jak wynika z poréwnania widm *H NMR oraz profili
widm CD, kwadrupleksy powstajace w obecnosci kation6w potasu i amonu sg takie

same, gdy czasteczki zbudowane s3 z dwoch powtorzen AGG lub UGG, natomiast
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wobecnoSci  kationdéw sodu powstaje najprawdopodobniej inna forma.
Jak wiadomo, promienie jonowe kation6w potasu i amonu sg zblizone i wynosza
odpowiednio 1.33 A i 1.43 A. Sa one ulokowane pomiedzy dwiema G-tetradami,
dzieki czemu ich obecno$é¢ indukuje powstawanie identycznych struktur (36).
Z kolei kation sodu ma znacznie mniejszy promien jonowy (0.95 A), przez co moze
znajdowac sie zaré6wno pomiedzy sasiadujacymi G-tetradami, jak i w plaszczyznie
G-tetrady, co moze prowadzi¢ do tworzenia réznych struktur (36). Obecnosé
roznych struktur kwadrupleksu w zalezno$ci od typu kationu, K+ lub Na+, jest juz
zjawiskiem znanym. Przykladem moze by¢ czasteczka zawierajaca powtorzenia
ludzkiej sekwencji telomerowej, d(AGGG(TTAGGG);). Struktura, jaka tworzy
ta czasteczka w obecnoSci kationow potasu w krysztale, to réwnolegly kwadrupleks
zawierajacy trzy petle zewnetrzne (ang. external loop) utworzone przez reszty TTA
i laczace trzy kolejne G-tetrady. W strukturze tej wszystkie reszty guanozyny
znajduja sie w konformacji anti (183). Natomiast struktura tej samej czasteczki
ustalona metodami NMR, ale w obecnoéci jondbw Na*, to antyréwnolegly
kwadrupleks zawierajacy dwie petle boczne (ang. lateral loop) oraz jedna petle
przekatna (ang. diagonal loop), rowniez tworzone przez reszty TTA. Kazda z tych
G-tetrad zawiera dwie reszty guanozyny w konformacji syn i dwie reszty
w konformacji anti. Modele struktur obu kwadrupleksow zostaly przedstawione
na rysunku 91.

Lateral loop

External TTA loops

5'A1 5'A Diagonal loop

Rys. 91. Modele struktur kwadrupleksow utworzonych przez czasteczke d(AGGG(TTAGGG);)
w obecnosci jonow (A) K+ i (B) Na+ (reprodukcja za zgoda © Nature Publishing Group) (183).

Roéwnoczesnie z badaniami prowadzonymi dla czasteczek zawierajacych
powtoérzenia AGG i UGG, w Pracowni Biomolekularnego NMR, byly prowadzone
badania dla czasteczek zbudowanych z powtorzen CGG. Zagadnienia te sa
realizowane przez dr Dorote Gudanis. Uzyskane przez nig wyniki dla czasteczek
zbudowanych z dwoch i czterech powtorzen CGG zostaly opisane w publikacji

stanowigcej zalacznik nr 1 do niniejszej dysertacji (20). Jak sie okazalo, obie

136



czasteczki G(CGG).C i G(CGG),4C sa zdolne do tworzenia kwadrupleksu, jednak
jego powstawanie jest silnie zalezne od typu zastosowanego kationu. W roztworze
zawierajacym 0.01 mM RNA i 50 mM KCI czasteczka G(CGG).C tworzy wylacznie
strukture kwadrupleksu (Rys. 5Aa, zalgcznik nr 1). Natomiast w obecnoSci
kationow sodu kwadrupleks jest w rownowadze z dupleksem. Gdy stezenie RNA
ro$nie, to w roztworze narasta forma kwadrupleksu (Rys. 5 Ab,d, zalacznik nr 1).
Natomiast w widmie *H NMR zarejestrowanym dla 0.01 mM G(CGG)-C, w buforze
zawierajagcym kationy amonu, zaobserwowano jedynie sygnaly odpowiadajace
formie dupleksu (Rys. 5 Ac, zalacznik nr 1) (20). Wyniki uzyskane dla czasteczki
zbudowanej z czterech powtorzen CGG (G(CGG),C) pokazuja, ze przewazajaca
forma, niezaleznie od zastosowanego jonu jest struktura spinki (20). Niemniej
jednak, w obecno$ci kationow potasu struktura spinki istnieje w réwnowadze
ze struktura kwadrupleksu. Wspdlistnienie w tych warunkach roztworu dwoéch
form mozna zauwazy¢ analizujac na przyklad przebieg krzywej topnienia.
Przy dlugosci fali 295 nm posiada ona poczatkowo (w zakresie temperatur
5 — 50 °C) sigmoidalny ksztalt charakterystyczny dla dupleksu lub spinki,
anastepnie  warto§¢ absorbancji maleje, ujawniajac charakterystyczny
dla struktury kwadrupleksu odwro6cony profil (Rys. S1D, zalacznik nr 1). Rowniez
w widmie 'H NMR mozna zaobserwowaé sygnaly w rejonie charakterystycznym
dla G-tetrad (~ 11 ppm) oraz sygnaly pochodzace od par zasad G:C typu Watsona-
Cricka (~ 13 ppm), ktore zanikaja stosunkowo szybko wraz ze wzrostem
temperatury (Rys. 5 a,d, S8, zalacznik nr 1).

Analiza uzyskanych krzywych topnienia pozwolila na dokonanie korelacji
pomiedzy stabilno$cig kwadrupleksu a zastosowanym jonem (Rys. 46 oraz Rys. S1
iS6, zalacznik nr 1). Niezaleznie od typu powtorzenia, AGG, UGG, czy CGG,
najbardziej stabilne struktury powstaja w obecnoSci kationéw potasu.
W przypadku pozostalych jonéw, Na+ i NH,* okazalo sie, ze struktury formowane
przez czasteczki zawierajace powtorzenia AGG lub UGG sa najmniej trwale
w obecnosci kationéw sodu, z kolei czasteczki zbudowane z powtorzen CGG tworza
najmniej trwale struktury w obecno$ci kationéw amonu. Ten wynik nie jest
zaskakujacy, poniewaz, jak wspomnialam powyzej, w roztworze zawierajacym jony
NH,*, czasteczki zawierajace powtorzenia CGG tworza dupleks lub spinke, a wiec
formy termodynamicznie mniej trwale od struktury kwadrupleksu. Podobne

wyniki uzyskali J. L. Mergny, i inni, badajac czteroniciowy kwadrupleks DNA
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utworzony przez czasteczke o sekwencji d(TGGGGT) (184). Trwalo$¢ tego
kwadrupleksu maleje zgodnie z szeregiem (K+)>(NH4+)>(Na+*) (Rys. 92 A) Autorzy
sprawdzali rowniez zalezno$¢ szybkoSci asocjacji kwadrupleksu od stosowanego
jonu i wykazali, ze obecno$¢ kationdw potasu przyspiesza proces tworzenia
kwadrupleksu, natomiast struktura ta powstaje najwolniej w obecnos$ci kationow

amonowych (Rys. 92 B).

A B
>90% 10"
- 10"
) o
e =
= xg 109
108
K* Na* NH;, K* Na* NH3
Cation Cation

Rys. 92. Wplyw rodzaju kationu na (A) stabilno$¢ termiczng i (B) szybkoS§¢ asocjacji
czteroniciowego kwadrupleksu DNA o sekwencji d(TGGGGT) (184). W obecnoéci kationéw potasu
kwadrupleks powstaje najszybciej i jest on najbardziej trwaly. Pomimo, iz struktura kwadrupleksu
tworzy sie wolniej w obecno$ci jondé6w amonu w stosunku do jonéw sodu, to kwadrupleks powstaly
w roztworze zawierajacym jony NH,* wykazuje znacznie wyzsza stabilno$é termiczna

niz kwadrupleks w roztworze bogatym w jony Na*.

Poré6wnanie wynikow uzyskanych ré6znymi metodami — UV-Vis, CD,
NMR oraz ESI-IMS-MS

Przeprowadzenie kompleksowych badan sze$ciu sekwencji RNA za pomoca
spektroskopii UV-Vis, CD, NMR oraz spektrometrii mas, ESI-IMS-MS, pozwolilo
uzyska¢ informacje o preferowanych strukturach tych molekul w roé6znych
warunkach. Jednoczesna analiza widm CD i NMR umozliwila identyfikacje takich
motywéw strukturalnych, jak heksada A:(G:G:G:G):A, czy U-tetrada. W niektérych
przypadkach pobiezna analiza wynikéw uzyskanych z ro6znych metod dawala
zpozoru niespdjne informacje. Tak na przyklad, w przypadku -czasteczki
2’-0-Me (AGG).A brak ostrych sygnalow iminowych charakterystycznych dla G-
tetrady, w widmach otrzymanych w obecnoéci kationow sodu i amonu
(Rys. 41 b, ¢) sugerowal, ze w tych warunkach roztworu kwadrupleks sie

nie tworzy. Z drugiej strony obecno$¢ w tym rejonie bardzo szerokiego sygnahu,
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cho¢ o niewielkiej amplitudzie, wskazywala, ze najprawdopodobniej kwadrupleks
2’-0-Me (AGG)-A latwo ulega agregacji, dajac widmo trudno poddajace sie analizie
za pomoca spektroskopii NMR. Analiza innych regionow widm NMR
zarejestrowanych w obecnos$ci jonéw Na+ i NH,* pokazala, ze w tych warunkach
czasteczka 2’-O-Me (AGG).A wystepuje gldbwnie w postaci nieustrukturyzowane;.
Z kolei krzywe topnienia zarejestrowane przy dlugosci fali 295 nm wskazywaly,
ze czasteczka ta tworzy stabilny kwadrupleks, bez wzgledu na typ jonu obecnego
w roztworze (Rys. 46 C). Ponadto stosunkowo wysoka temperatura topnienia
kwadrupleksu 2’-O-Me (AGG).A w obecnosci jonow NH,+ (~ 70 °C) oznaczala,
ze powstajaca struktura jest stabilna (Rys. 46 C, kolor czerwony). Z kolei w widmie
CD zarejestrowanym dla tej samej probki 2’-O-Me (AGG).A (zawierajacej jony
NH,*, Rys. 47 B, kolor czerwony) obserwowalam najnizsza intensywno$§¢ pasma
przy 260 nm, co wskazywalo na wystepowanie slabych oddzialywan warstwowych
pomiedzy G-tetradami (142). Zjawisko to mozna wyjasni¢ nastepujaco: obecnosé
odwroconego profilu topnienia w widmie UV-Vis odzwierciedla proces rozplatania
sie kwadrupleksu 2’-O-Me (AGG).A, latwo tworzacego agregaty. Obecna
w roztworze nieuporzadkowana struktura jednoniciowa nie wplywa na zmiane
absorbancji przy 295 nm. Z kolei jej obecno$¢ przejawia sie w widmie CD w postaci
obnizonej amplitudy pasma przy 260 nm, co jest nastepstwem uérednienia efektu
Cottona i wynika z wspdlistnienia w roztworze zaré6wno kwadrupleksu,
jak i pojedynczej nici. Dla kontrastu, widmo *H NMR zarejestrowane dla czasteczki
G(CGG)2C w obecnosci kationow sodu ukazalo wspolistnienie w roztworze formy
dupleksu i kwadrupleksu (Rys. 5 b,d, zalgcznik nr 1), natomiast zarejestrowana
dlatej samej probki krzywa topnienia przy 295 nm nie posiadala
charakterystycznego dla struktury kwadrupleksu odwroconego profilu (Rys. Sic,
zalacznik nr 1), a w widmie TDS nie wystapilo ujemne pasmo przy tej samej
dlugosci fali, co mogloby sugerowaé, ze w roztworze tym kwadrupleks
nie wystepuje (Rys. S2c, zalacznik nri1) (20). Wytlumaczenie tych wynikow
jest proste, jesli pamieta sie, ze zmiany absorbancji w zalezno$ci od temperatury
przy 295 nm dla dupleksu, czy spinki sg niewielkie. Uzyskane przeze mnie wyniki
zwracaja uwage na konieczno$¢ zachowania ostroznosci przy formowaniu
wnioskow odnos$nie przyjmowanej przez dang czasteczke struktury jedynie
na podstawie wynikow uzyskanych przy zastosowaniu niskorozdzielczych technik

badawczych.
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Jak juz wspomnialam, z analizy widm 'H NMR wynikalo, ze czasteczki
(AGG).A i p(UGG).U w obecnoSci kationéw amonu przyjmuja takie same
struktury, jak w obecno$ci kationow potasu. Uznalam wiec, ze informacje uzyskane
z widm ESI-IMS-MS, na temat liczby czasteczek zaangazowanych w tworzenie
struktury kwadrupleksu oraz liczby jonéw NH,*, stabilizujacych ta strukture,
mozna wykorzystywa¢ do ustalania topologii kwadrupleksu metodami NMR,
w przypadku roztwor6ow zawierajacych jony K+. Niemniej jednak, w tym przypadku
roOwniez nalezy zachowal ostrozno$¢, poniewaz, jak pokazuja badania
przeprowadzone za pomoca ESI-IMS-MS dla kwadrupleksow, ktorych struktury
zostaly wczesniej ustalone przy pomocy metod NMR w obecnos$ci znakowanych
izotopowo jonéw 1BNH,*, jednoznaczne okreSlenie liczby jonéw stabilizujgcych
kwadrupleks przy pomocy ESI-MS moze by¢ trudne (182). Uzyskane wyniki
pokazaly, ze kationy amonu stabilizujace kwadrupleks sg labilne w fazie gazowe;j
iw przypadku kwadrupleksow antyrownoleglych moga stosunkowo tatwo opuscié
miejsce koordynacji pomiedzy dwiema G-tetradami, co w efekcie prowadzi
do zanizenia liczby kationow zaangazowanych w stabilizacje struktury
kwadrupleksu. Co wiecej, zdarza sie, ze niektore struktury posiadaja dodatkowe
miejsca wigzania jondéw, np. w miejscach petli przekatnych, a to z kolei moze
prowadzi¢ do zawyzenia liczby kationow stabilizujacych kwadrupleks.

Uzyskane przeze mnie wyniki pokazuja, ze do badania kwadrupleksow
najlepiej stosowaé kilka metod, dostarczajacych uzupeiajacych sie informacji
orboznych aspektach powstajacej struktury. Wazne jest rOwniez, aby pomiary
wykonywane byly w mozliwie jak najbardziej zblizonych warunkach roztworu,
gdyz zmiana warunkow Srodowiska moze mie¢ duzy wplyw na tworzace sie
struktury. Uwazam, ze zastosowane przeze mnie techniki eksperymentalne
stanowig optymalny zestaw, pozwalajacy w pelni scharakteryzowa¢ powstajaca
strukture kwadrupleksu. Spektroskopia UV-Vis i CD oraz spektrometria mas
sq bardzo czulymi metodami, ktére pozwalaja stosunkowo szybko potwierdzi¢
wystepowanie kwadrupleksu w roztworze, ustali¢c typ powstajacej struktury
(rownolegla lub antyrownolegla), oraz okresli¢ jej stechiometrie. Natomiast dzieki
zastosowaniu spektroskopii NMR mozliwe jest zidentyfikowanie poszczego6lnych
reszt guanozyny zaangazowanych w tworzenie G-tetrady, reszt nukleotydowych
wchodzacych w sklad petli oraz charakterystycznych dla danej sekwencji motywow

strukturalnych.
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Ustalenie pofaldowania kwadrupleks6w AGGAGGA i pUGGUGGU
AGGAGGA

Analiza danych eksperymentalnych otrzymanych z widm UV-Vis, TDS, CD
i ESI-IMS-MS pozwolila stwierdzié, ze czasteczka (AGG).A przyjmuje strukture
czteroniciowego réwnoleglego kwadrupleksu. Za pomoca widm masowych
wykazalam, ze w fazie gazowej kwadrupleks ten moze przyjmowac¢ dwie rézne
formy, stabilizowane przez trzy lub cztery jony. Przeprowadzona przeze mnie
szczegOlowa analiza strukturalna metodami spektroskopii NMR doprowadzila
do ustalenia pofaldowania formy stabilizowanej przez trzy kationy potasu.
Struktura ta to dimer dwuniciowych kwadrupleksow zbudowanych z G-tetrady
i heksady A:(G:G:G:G:)A, stabilizowany przez oddzialywanie warstwowe pomiedzy
dwiema heksadami. Jak pokazalam na rysunku 73., w strukturze tej dwa jony
zaangazowane sa w tworzenie poszczegélnych podjednostek, natomiast trzeci
kation jest elementem wspomagajacym oddzialywanie warstwowe, koordynujac
atomy tlenu obu heksad. Zaproponowany przeze mnie model jest bardzo podobny
do innych zdeponowanych w bazie danych RCSB PDB struktur utworzonych przez
czasteczki zawierajace powtOrzenia GGA, schematycznie przedstawionych
na rysunku 20. Co ciekawe, J.M. Lipay, i inni, zasugerowali, ze to nie powtorzenia
GGA, a motyw sekwencji GGAGG moze by¢ kluczowy dla powstawania tego typu
struktur (181). Jak pokazali, czasteczka, ktéra w odréznieniu od badanej przeze
mnie czasteczki zawierala na koncach 5’ i 3’ reszty urydyny zamiast reszt
adenozyny, r(UGGAGGU), przyjmuje analogiczng forme jak badana przeze mnie
czasteczka r(AGGAGGA) (Rys.93 A). Analiza dostepnych struktur ukazala
rowniez, ze moze to by¢ prawdziwe tylko dla czasteczek RNA. Obrazuje to m. in.
przyklad czasteczek DNA i RNA, ktorych sekwencje zawieraja dwa motywy
GGAGG, rozdzielone lgcznikiem zbudowanym odpowiednio z czterech reszt
tymidyny lub  urydyny  (185). Czasteczka RNA o sekwencji
r(GGAGGUUUUGGAGG) w roztworze zawierajacym kationy potasu tworzy dimer
jednoniciowych  kwadrupleksow zbudowanych z G-tetrady 1 heksady
A:(G:G:G:G:)A, stabilizowany oddzialywaniem heksada — heksada (Rys. 93 B).
Natomiast czasteczka DNA o analogicznej sekwencji d(GGAGGTTTTGGAGG),

rowniez w obecno$ci kationow potasu, przyjmuje zupelnie inng strukture. Jest to
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dwuniciowy kwadrupleks zawierajacy cztery G-tetrady przedzielone $rodkowa A-
tetrada (Rys. 93 C). Roéwniez czasteczki DNA o sekwencjach d(TAGGAGGT) oraz
d(TGGAGGC), zawierajace pojedynczy motyw GGAGG, nie tworza w roztworze
motywu heksady A:(G:G:G:G:)A (186). Powstajace struktury to czteroniciowe
rownolegle kwadrupleksy z wewnetrzng A-tetrada, co jest schematycznie
przedstawione na rysunku 93 D. Mozliwe, ze druga, obecna w fazie gazowej
w czasie pomiarow ESI-IMS-MS, forma kwadrupleksu (AGG).A, ktora jest
stabilizowana przez cztery kationy amonowe, jest analogiczna do opisanej powyzej
struktury formowanej przez czasteczki DNA (Rys. 93 D). Przeprowadzone
dla czasteczki d(TAGGAGGT) badania z wykorzystaniem metod dynamiki
molekularnej wykazaly, ze kation potasu moze znajdowaé sie pomiedzy G-tetrada
a A-tetrada (186), co potwierdzaloby mozliwo$¢ utworzenia heliakalnego,
czteroniciowego kwadrupleksu przez czasteczke (AGG).A, co jest schematycznie

przedstawione na rysunku 93 E.
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Rys. 93. Modele struktur kwadruplekséw DNA i RNA zawierajacych sekwencyjny motyw GGAGG.
(A) r(UGGAGGU) (reprodukcja za zgoda © Royal Society of Chemistry) (181);

(B) r(GGAGGUUUUGGAGG) (reprodukcja za zgoda © Elsevier) (41); (C) d(GGAGGTTTTGGAGG)
(185); (D) A(TGGAGGC) (reprodukcja za zgoda © Royal Society of Chemistry) (186). (E) Schemat
potencjalnej formy kwadrupleksu (AGG).A, stabilizowanej przez cztery jony NH,*.

pUGGUGGU

Analiza wynikow uzyskanych za pomocg technik UV-Vis, CD i ESI-IMS-MS
wskazywala, ze w roztworze zawierajacym kationy potasu lub amonu czasteczka
zbudowana z dwoch powtérzen UGG tworzy czteroniciowy, réwnolegly
kwadrupleks stabilizowany przez cztery, pie¢ lub sze$¢ kationow (Rys. 59).
Przeprowadzone przeze mnie badania za pomoca metod spektroskopii NMR
poczatkowo sugerowaly, ze kwadrupleks ten jest zbudowany z czterech G-tetrad

itrzech U-tetrad. Model takiej struktury zostal schematycznie przedstawiony
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narysunku 84. Badania NMR przeprowadzone dla kwadrupleksow DNA
o sekwencjach TG4T, TG,U oraz UG,T wykazaly, ze jon NH,* moze stabilizowaé
oddzialywania warstwowe pomiedzy G-tetrada a U-tetrada (54). JeSli struktura
tworzona przez czasteczke p(UGG).U zawieralaby siedem tetrad (jak to jest
przedstawione na rysunku 84.), to powinna by¢ stabilizowana przez sze$¢ kationow
ulokowanych pomiedzy kolejnymi tetradami. Forma taka byla obserwowana
w widmach ESI-MS, ale tylko wowczas, gdy stosowalam najtagodniejsze warunki
jonizacji (Rys. 59). Rejestrujac widma *H NMR w funkcji temperatury ustalilam,
ze U-tetrada powstajaca na konicu 5’ jest bardzo mato stabilna, poniewaz sygnatl
pochodzacy od sygnalu iminowego reszty U1 zanikal juz w temperaturze 25 °C
(Rys. 85). Wynik ten tlumaczy, dlaczego forma stabilizowana przez sze$¢ kationow
amonu szybko zanika w warunkach pomiaru ESI-MS. Niestabilna tetrada na koncu
5’ powoduje otwieranie sie U-tetrady i uwalnianie jonu NH,*. Analiza widm
'H NMR zarejestrowanych w obecno$ci jonow K+, w wysokiej temperaturze
wykazala z kolei niezwykla stabilno$¢ U-tetrady na koncu 3’. Sygnal pochodzacy
od iminowego atomu wodoru reszty U7 nie zanikal nawet w temperaturze 80 °C
(Rys. 85). Szczegbdlnie trudna do wyjasnienia byla obecno$¢ sygnalow
korelacyjnych pomiedzy atomami wodoru U7yOH2’ a G5H8, G6H8 i U7H6
(Rys. 86). Jak juz wspomnialam, jeéli struktura czasteczki p(UGG).U bylaby taka,
jak przedstawiona na rysunku 84., to odleglo$¢ pomiedzy tymi atomami wodoru
musialaby by¢ znacznie wigksza niz 5 A i wowczas nie obserwowalabym tych
sygnalow w widmie NOESY. Aby to wyjas$ni¢ przeanalizowalam wszystkie
znajdujace sie w bazie danych RCSB PDB struktury kwadrupleksow zawierajacych
reszty urydyny na koncach 5’ i 3’. Okazalo sie, ze takie kwadrupleksy prawie
zawsze ulegaja dimeryzacji, ktora moze przebiega¢ na kilka réznych sposobow,
ale wszystkie zachodza przez oddzialywanie koncow 5’ (45—47, 49). Dla kazdej
ztych struktur pomierzylam odleglo$ci pomiedzy atomami wodoru OH2’
terminalnej reszty U1 a atomami HS8 reszt G2, czyli w miejscu ich dimeryzacji.
Okazalo sie, ze tylko w jednej ze struktur odleglo$ci pomiedzy tymi atomami
wodoru mieszcza sie w przedziale 4.1 — 5 A, wystarczajacym do zaobserwowania
efektu NOE. Strukture t3 tworzy czasteczka RNA o sekwencji r(UGGUGU)
i numerze PDB ID: 2AWE. Jest to czteroniciowy rownolegly kwadrupleks, ktory
dimeryzuje poprzez wzajemng interkalacje U-tetrad utworzonych na koncach 5’

obu podjednostek (Rys.94A) (45). Miejsce dimeryzacji kwadrupleksu
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r(UGGUGU) przedstawilam na rysunku 94 B., zaznaczajac ré6znymi kolorami
poszczeg6lne tancuchy. Kwadrupleks, ktory tworzy badana przeze mnie czasteczka
p(UGG).U wykazuje taki sam mechanizm dimeryzacji, ale zachodzacy na koncach
3’. PierScienie cukrowe reszt U7 znajduja sie wowczas jeszcze blizej atomow H8
reszt G6, co tlumaczyloby obecno$¢ niezwykle intensywnego sygnalu NOE
pomiedzy U70OH2’ a G6HS8, jak réwniez zaobserwowana korelacje pomiedzy
atomami wodoru U7OH2’ a Gs5H8. Model takiej struktury przedstawilam
na rysunku 95.

Rys. 94. (A) Model struktury kwadrupleksu r(UGGUGU) (reprodukcja za zgoda © The National
Academy of Sciences of the United States of America) (45) (B) Miejsce dimeryzacji koncow 5’
kwadrupleksu r(UGGUGU) przedstawione na podstawie struktury zdeponowanej w bazie danych
PDB o numerze 2AWE. Fragment przedstawia reszty U1 i G2. Nici zaznaczone kolorami zielonym,
zOltym, rézowym 1 niebieskim pochodza od jednej podjednostki, natomiast nici biala,

pomaranczowa, lososiowa i fioletowa pochodza od drugiej podjednostki kwadrupleksu.

Poniewaz w widmach ESI-IMS-MS nie obserwowalam piku, ktory
odpowiadalby strukturze zbudowanej z oSmiu nici, co jednoznacznie
potwierdziloby istnienie dimeru kwadrupleksow, sprawdzilam, czy obecno$c
kationbw amonu moze zapobiega¢ zazebianiu sie koncow 3. W tym celu
zarejestrowalam widmo NMR w 10 mM buforze Tris-HCl z dodatkiem 150 mM
NH,Cl. Okazalo sie, ze w tych warunkach sygnal protonu U70OH2’ jest
niewidoczny, co czeSciowo potwierdzalo moja hipoteze. Kolejnego dowodu na to,
ze jony amonu nie sprzyjaja powstawaniu dimeru kwadrupleksow otrzymalam
porownujac wspoélezynniki dyfuzji translacyjnej. Okazalo sie, ze kwadrupleks

powstajacy w obecnosci kationéw amonu dyfunduje szybciej niz kwadrupleks
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powstajacy w obecnoéci kationéow potasu. Uzyskane przeze mnie wyniki moga
wskazywaé na zalezno$¢ dimeryzacji od typu kationu, jednak konieczne jest
przeprowadzenie dalszych badan. W najblizszym czasie planuje wykonanie dla tej
préobki pomiaréw SAXS. Oczekuje, ze za pomoca tej metody poznam ksztalt
struktury, dzieki czemu uzyskam jednoznaczny dowdd na obecno§é w roztworze
zawierajacym kationy potasu dimeru kwadruplekséw.

Przeprowadzona analiza dostepnych struktur wykazala dodatkowo,
ze unikatowa moze by¢ nie tylko obserwowana przeze mnie dimeryzacja koncow
3’, ale wyjatkowe jest rowniez tworzenie sie centralnej U-tetrady w strukturze
kwadrupleksu p(UGG).U. W bazie danych RCSB PDB zdeponowane s3
wspolrzedne dwoch kwadrupleksow RNA, posiadajacych reszte urydyny pomiedzy
resztami guanozyny (UGGUGU oraz U(dB*G)UGGU) (45, 48). Jednak w obu tych
strukturach, otrzymanych za pomoca rentgenowskiej analizy strukturalnej sa one
wybrzuszone (Rys.94 A), co moze by¢ spowodowane silami upakowania

w krysztale.
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Rys.95. Model struktury dimeru kwadruplekséw p(UGG).U, powstalego przez zazebienie koncow
3.
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Srodowisko wewnatrzkomérkowe

Przeprowadzone eksperymenty NMR w ekstrakcie z komoérek HeLa
pokazaly, ze badane przeze mnie czasteczki sg trwale w Srodowisku komorkowym.
Jest to zaskakujaca obserwacja, poniewaz szereg badan prowadzonych
w ekstraktach komorkowych pokazuje, ze niemodyfikowane czasteczki RNA
ulegaja natychmiastowe] degradacji (187). Widma 'H NMR zarejestrowane
w ekstrakcie komorkowym w wiekszoSci przypadkow byly podobne do widm
rejestrowanych w obecnosci jonow K+. Wyjatek stanowily widma otrzymane
dla czasteczki (AGG).A. Mozliwe jest, ze struktura kwadrupleksu powstajacego
w warunkach komoérkowych odpowiada strukturze stabilizowanej przez 4 jony
NH,*, widocznej w widmach MS, ktora, jak sadze, jest czteroniciowym
kwadrupleksem z wewnetrzng A-tetradg. Potwierdzenie tej hipotezy wymaga
dalszych badan.

Kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie, czy kwadrupleksy RNA
zbudowane z powtorzen AGG i UGG mogg oddzialywaé¢ z komorkowym RNA
lub DNA. Eksperyment z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej jednoznacznie
udowodnil, Ze zaprojektowane przeze mnie czasteczki FAM-(AGG)4A oraz
FAM-(UGG),4U, moga przenikaé¢ do wnetrza komorki eukariotycznej. Interesujace
okazalo sie takze, ze niezaleznie od typu powtorzen, AGG lub UGG, wprowadzone
do komorki czasteczki RNA wykazuja zaréowno lokalizacje cytoplazmatyczna,
jak i jadrowa. W cytoplazmie, wprowadzone czasteczki maja mozliwosé
bezposredniego oddzialywania z bialkami oraz r6znego typu RNA i modulowania
roznych proceséw wewnatrzkomorkowych jak np., translacja. Interesujaca jest
roOwniez obserwacja obu czasteczek w jadrze komoérkowym, co umozliwia ich
potencjalne oddzialywanie z genomowym DNA, jak i RNA powstalym w wyniku
transkrypcji, co w efekcie daje mozliwo$¢ regulacji ekspresji genow na réznym
poziomie.

Dostepne w literaturze dane na temat lokalizacji kwadrupleksow DNA
wewnatrz komorki juz dzi§ pokazuja ciekawa zalezno$¢ pomiedzy struktura
wprowadzanego do komorki kwadrupleksu a jego rozmieszczeniem, czy nawet
efektywnoscia przylaczania do powierzchni komorki. Dla przykladu, T. Chang,
i inni, sprawdzili zdolno$¢ wigzania powierzchniowego 12 réznych kwadrupleksow
DNA na kilkunastu liniach komoérkowych i pokazali w ten sposob, ze jedynie

rownolegle kwadrupleksy efektywnie przylaczaja sie do powierzchni komorki
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(188). Z kolei, T. Tseng, i inni, pokazali, m.in. za pomoca zdje¢ wykonanych
mikroskopem konfokalnym oraz stosujac selektywne barwniki fluorescencyjne,
ze rownolegle kwadrupleksy DNA selektywnie lokalizuja sie w lizosomach,
natomiast antyrownolegle kwadrupleksy DNA obserwowane byly w mito-
chondriach (189). Jak wida¢ na zdjeciach przedstawionych na rysunkach 88, 89
i 90, badane przeze mnie czasteczki RNA, o strukturze réwnolegtego kwadrupleksu
(Rys. 47C,F), nie byly obserwowane w mitochondriach (wybarwionych
na czerwono), co jest zgodne z zaobserwowang przez T. Tseng zalezno$cia.

W  kolejnym etapie planowana jest izolacja jader komorkowych
i przygotowanie z nich ekstraktu, w ktorym prowadzona bedzie rejestracja widm
tHNMR dla obu zaprojektowanych czasteczek, w celu jednoznacznego
potwierdzenia powstajacej w tych warunkach struktury. Planuje takze wykonanie
kilku eksperymentéw kontrolnych, m.in. przeprowadzenie transfekcji przy pomocy
czasteczek RNA o sekwencjach, ktore nie beda zdolne do tworzenia struktury
kwadrupleksu. Eksperymenty kontrolne beda mialy na celu sprawdzenie,
czy obserwowana przeze mnie lokalizacja subkomoérkowa jest specyficzna
dla badanych przeze mnie kwadruplekséw zbudowanych z powtorzen AGG i UGG.
Jak wiadomo, w strukturach kwadruplekséw pokladane sa nadzieje na stworzenie
skutecznej terapii antynowotworowej. Co wiecej, badane przeze mnie czasteczki
naleza do rodziny sekwencji TNRs, o ktérych wiadomo, ze ich ekspansja, zar6wno
na poziomie DNA, jak i RNA wywoluje choroby neurodegeneracyjne. Dotychczas
nie zidentyfikowano choroby powiazanej z ekspansja badanych przeze mnie
powtorzen, ktore jako jedyne konserwatywnie tworza strukture kwadrupleksu,
niezaleznie od stosowanych warunkéw roztworu. Wierze, ze lgczac nasza wiedze
na temat struktur kwadrupleksow, mozliwo$¢ wykonywania pomiarow NMR
dla czasteczek kwaséw nukleinowych o stezeniu mikromolowym oraz obrazowanie
ich lokalizacji wewnatrzkomérkowej, pewnego dnia doprowadzimy do poznania

biologicznej funkeji kwadrupleksow zbudowanych z powtérzen AGG i UGG.
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PODSUMOWANIE
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6. PODSUMOWANIE

Warunki pomiaru widm NMR

Pojedyncza forma kwadrupleksu, niezbedna do przeprowadzenia badan
strukturalnych metodami NMR, w roztworze tworzy sie niezwykle rzadko.
Aby znalez¢ odpowiednia sekwencje niezbedne jest sprawdzenie wielu czasteczek,
nieznacznie roznigcych sie sekwencja oraz przetestowanie réznych warunkéw

roztworu.
Wplyw jonéw na strukture kwadrupleksu

Struktury kwadruplekséw (AGG).A i p(UGG).U powstajace w obecnoSci
kationéw potasu sg takie same, jak te w Srodowisku kationow amonu. Z kolei
kationy sodu, posiadajagce mniejszy promien jonowy, promuja powstawanie

odmiennej, mniej trwalej formy.

Poréownanie wynikow uzyskanych réznymi metodami — UV-Vis, CD,
NMR oraz ESI-IMS-MS

Zastosowanie tych samych roztworéw do pomiaréw widm H NMR, UV-Vis
i CD (0.01 mM RNA) i poréwnanie uzyskanych wynikow z widmem otrzymanym
dla RNA o stezeniu rutynowo stosowanym do pomiaréw widm NMR, ktore jest
wieksze o okolo trzy rzedy wielko$ci, wykazalo, ze w wiekszoS$ci przypadkoéw wyniki
te daja spojny obraz powstajacej struktury. Najszybszym sposobem potwierdzenia
zawigzywania sie struktury kwadrupleksu w roztworze jest rejestracja krzywych
topnienia przy dlugosci fali 295 nm oraz widma *H NMR.

Podobienstwo widm CD struktur A-RNA i réwnoleglych kwadrupleksow,
nie pozwala na wyciggniecie jednoznacznego wniosku o istnieniu struktury
kwadrupleksu, bez poparcia go innymi metodami. Niemniej jednak, uwazna
analiza dodatkowych pasm obserwowanych w widmach CD moze dostarczy¢
dowodow na powstawanie nietypowych motywow strukturalnych.

Aby informacje dotyczace stechiometrii powstajacego kwadrupleksu,
uzyskane z analizy widm ESI-IMS-MS, rejestrowanych w obecnosci jonéw NH,*,
mozna bylo wykorzystaé w procesie ustalania topologii kwadrupleksu metodami
NMR, konieczne jest wykonanie widm *H NMR w roztworze zawierajacym kationy

amonu. Dopiero z poro6wnania widm NMR zarejestrowanych w obecno$ci kationow
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potasu i amonu, mozna wnioskowa¢ o uzyteczno$ci wynikow ze spektrometrii mas

do analizy strukturalnej metodami spektroskopii NMR.
Pofaldowanie kwadrupleksow AGGAGGA i pUGGUGGU

Wszystkie przebadane przeze mnie czasteczki RNA, zbudowane z powtorzen
AGG i UGG istnieja w roztworze jako kwadrupleksy, niezaleznie od stezenia RNA,
czy zastosowanego kationu jednowarto$ciowego. Jednakze jedynie czasteczki
(AGG)2A i p(UGG).U przyjmuja pojedyncza forme w roztworze zawierajacym
50 mM KCl, 10 mM fosforan potasu i 0.1 mM EDTA. Na podstawie analizy widm
NMR zaproponowalam model powstajacych kwadrupleksow. Dla kazdej
z czasteczek  zaobserwowalam  obecno$¢  charakterystycznego  motywu
strukturalnego oraz odmienny mechanizm dimeryzacji. (AGG).A w swojej
strukturze posiada motyw heksady A:(G:G:G:G):A, natomiast p(UGG).U
charakteryzuje wystepowanie U-tetrad. Dimer dwuniciowych kwadrupleksow
(AGG).A powstaje w wyniku silnych oddzialywan warstwowych pomiedzy dwiema
heksadami  (oddzialywanie typu  glowa-do-glowy), natomiast dimer
czteroniciowych kwadrupleksow p(UGG).U powstaje przez wzajemna interkalacje
U-tetrad, znajdujacych sie na koncach 3’ poszczegolnych podjednostek
(oddzialywanie typu ogon-do-ogona).

Moje badania, oraz wyniki otrzymane w naszej Pracowni dla czasteczek
zbudowanych z powtorzen CGG, wskazuja na niezwykla rbéznorodnos$é
powstajacych struktur, co moze mie¢ znaczenie podczas prob wyjasnienia ich

funkcji biologicznych.
Srodowisko wewnatrzkomoérkowe

Struktura formowana przez czasteczki RNA zbudowane z dwbch
lub czterech powtérzen AGG lub UGG w ekstrakcie z komorek HeLa jest zazwyczaj
taka sama jak struktura obserwowana w roztworze zawierajacym kationy potasu.

Czasteczki FAM-(AGG)4A oraz FAM-(UGG),U moga przenikaé przez blone

komoérkowa i lokalizuja sie zaré6wno w cytoplazmie, jak i w jadrze komoérkowym.
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7. MATERIALY I METODY

7.1. Synteza chemiczna i przygotowanie RNA do badan

Wszystkie wykorzystane w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej
oligorybonukleotydy zostaly otrzymane we wspolpracy z profesorem Ryszardem
Kierzkiem. Czasteczki te byly otrzymywane za pomoca syntezy chemicznej stosujac
metode amidofosforynowa na podlozu stalym (190-192). Synteza byla prowadzona
w skali 1 mikromolowej przy uzyciu handlowo dostepnych amidofosforynow,
posiadajacych  blokade grupy 2’ hydroksylowej w  postaci grupy
2’-O-triizopropylosililoksymetylowej (2’-O-TOM). Po syntezie otrzymywalam
oligorybonukleotyd, ktéry koncem 3’ nadal byt polaczony z podlozem, natomiast
mial wolng grupe 5’-OH. Przygotowanie oligomeru RNA do badan przebiegalo
w kilku, opisanych ponizej etapach:

e W celu odciecia oligomeru od podloza, usuniecia zasadolabilnych grup
blokujacych oraz odsililowania, przylaczony do podloza oligomer traktowalam
roztworem NH,OH:EtOH (2 ml, 3:1 v/v) i pozostawialam przez noc w 55 °C.
Po tym czasie, probowke wymrazalam przez 15 minut w temperaturze — 20 °C.
Roztwor znad osadu kolejno przesaczalam przez kolumne filtracyjna
(Fiberbrand Filter Column, 11-387-50), pozostale podloze przemywalam
3x0.5 ml wody, a przesacz odparowywalam do sucha. Nastepnie
do wysuszonego oligomeru dodawalam 30 pl DMF i 270 pul (Et);N-3HF. Dbajac
o bezwodne warunki i calkowite rozpuszczenie osadu, probdwke
pozostawialam w temperaturze 55 °C przez 3 godziny. Po tym czasie
dodawalam 5 ml n-butanolu i probéwke umieszczalam w temperaturze — 20 °C
w celu wytracenia osadu oligomeru. Po uplywie 1 godziny osad byl
zwirowywany przez 10 minut, w temperaturze 4 °C (2935 x g), roztwor znad

osadu byl zlewany, a osad wysuszony pod zmniejszonym ci§nieniem.

e W celu odsolenia prébek i usuniecia niskoczasteczkowych zanieczyszczen
uzywalam kolumienki Sep-Pak Ci8 (Waters). W pierwszym etapie
silanizowane podloze C18 przemywalam kolejno 10 ml acetonitrylu i 10 ml
10 mM roztworu NH,HCO;. Na tak przygotowane podloze nanosilam
oligomer, rozpuszczony w 10 ml 10 mM roztworu NH,HCO; i zbieralam frakcje
L (od angielskiego slowa load, czyli zaladowaé). Byt to przesacz otrzymany

po nalozeniu probki na kolumne. W kolejnym etapie, podloze z oligomerem
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przemywalam 10 ml 10 mM roztworu NH,HCO; i zbieralam frakcje W
(od angielskiego stowa wash - przemy¢), czyli przesacz otrzymywany
po przemyciu kolumny. Kolejny etap polegal na wymyciu oczyszczonego
materialu z kolumny. Ostatnia frakcje otrzymywalam przez przemycie
kolumny 5 ml 30% roztworu acetonitrylu w wodzie. Po odparowaniu
rozpuszczalnika pod zmniejszonym ci$nieniem uzyskiwalam wstepnie

oczyszczony oligorybonukleotyd.

e Otrzymana w ten sposdb prébka byla jeszcze zanieczyszczona oligomerami
o r6znej dlugosci, stanowiacymi produkt uboczny syntezy chemicznej. W celu
uzyskania czystego produktu stosowalam cienkowarstwowa chromatografie
cieczcowa (TLC). Rozpuszczone w 100 pl wody probki RNA nakladalam
na silikazelowe plytki (20 x 20 cm), ktore rozwijalam w ukladzie
n-propanol:amoniak:woda, 52:38:10, v/v/v. Rozdzial trwal zazwyczaj okolo
pieciu godzin. Gléwny produkt znajdowat sie w najwolniej migrujacym prazku.
Byl on wyskrobywany z plytek i eluowany czterokrotnie z 2 ml wody. Polaczone
frakcje odparowywatam do sucha.

e Ostateczne przygotowanie probki RNA polegato na usunieciu resztek silikazelu
i ich dodatkownym odsoleniu na kolumienkach Sep-Pak C18. W ten sposo6b
oczyszczone  oligorybonukleotydy liofilizowalam i  przechowywalam
w temperaturze — 20 °C. Ostatecznie po syntezie w skali 1 UM i oczyszczaniu
otrzymywalam S$rednio 10 — 20 OD RNA, przy czym 1 OD (ang. Optical
Density) jest to taka ilo$¢ oligonukleotydu, ktéra, gdy zostanie rozpuszczona
w 1 ml wody i umieszczona w kuwecie o drodze optycznej rownej 1 cm, bedzie

miala warto$¢ absorbancji, mierzona przy dlugosci fali 260 nm, réwna 1.

Czystos¢ otrzymywanego do badan materialu byla potwierdzana
przy pomocy widm *H NMR lub MALDI-TOF MS.

Inne sposoby odsalania probek RNA:

Poniewaz stosowane do badan ESI-IMS-MS oligorybonukleotydy musza by¢
calkowicie pozbawione jonow K+ i Na+ (Rozdzial 3.3.4.), probki te poddawalam
dodatkowo dializie. Uzywalam do tego woreczkéw SpectralPor®CE (Cellulose
Ester), punkt odciecia 500 Da, $§rednica 5 mm, o objeto$ci 1 ml. Do czterokrotnie
przemytego sterylng woda dejonizowang (MiliQ) woreczka dializacyjnego
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dodawalam roztwor oligomeru w wodzie i woreczek umieszczalam w butelce
wypeklionej 1 1 sterylnej wody (MiliQ). Dialize przeprowadzalam przez trzy dni
w temperaturze pokojowej, caly czas mieszajac, i wymieniajac wode co 24 godziny.
Po tym czasie, zawarto§¢ woreczka przenosilam do probowki, odparowywalam
pod zmniejszonym ci$nieniem i przechowywalam w temperaturze — 20 °C.
Czasami, w celu zmiany buforu, stosowalam ultrafiltracje wykorzystujac
probéwki Amicon Ultra-4, posiadajace membrane z regenerowanej celulozy
o punkcie odciecia 3000 Da i objetosci 4 ml. Do czterokrotnie przemytej sterylna
woda (MiliQ) probéwki ultrafiltracyjnej dodawalam roztwor oligomeru znajdujacy
sie np. w buforze 10 mM K.HPO,/KH.PO,, 0.1 mM EDTA, z dodatkiem
50 mM KCl i probowke wirowalam z predkoscia 6603 x g, w temperaturze 10 °C
przez 30 minut. Do pozostalego po tym czasie roztworu dodawalam 3 ml buforu,
w ktérym chcialam otrzymaé¢ proébke RNA (np. 10 mM Na.HPO,/NaH.PO,,
0.1mM EDTA, z dodatkiem 150 mM NaCl), po czym probéwke poddawalam
wirowaniu. Czynno$c¢ te powtarzalam czterokrotnie. Ostatecznie pozostaly roztwor
(~ 50 ul) przenositam do 3 mm probowki NMR i uzupelialam buforem

do objetosci 200 pl.
Obliczanie iloSci RNA

Ilos¢ stosowanych do badan oligorybonukleotydow byla obliczana na podstawie

ponizszych wzoréw:
OD = Az60 - TOZC - V

Aseo — warto$¢ absorbancji, mierzona przy dlugoéci fali 26onm;
rozc — rozcienczenie probki, znajdujacej sie w kuwecie o drodze optycznej 1 cm;

V — objetos¢ catkowita roztworu [ml]
C=A/e-1
C - stezenie [mol/dms3]

e — wspolezynnik ekstynkeji [dm3/mol - em],
obliczony przy uzyciu kalkulatora, dostepnego na stronie internetowe;j:
http://www.ribotask.com/calculator.asp?PagelD=40

1 — droga optyczna [cm]
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7.2. Bufory stosowane do badan UV-Vis, CD i NMR:

Bufor fosforanowy zawierajacy jony K+:

50 mM KCl, 10 mM K.HPO,/KH.PO,, 0.1 mM EDTA, pH 6.8
KCl - 372.5 mg

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

uzupekhiono sterylng, dejonizowana woda do 100 ml

Bufor fosforanowy zawierajacy jony Na+:

150 mM NaCl, 10 mM Na.HPO,/NaH.PO,, 0.1 mM EDTA, pH 6.8
NaCl - 877.5 mg

Na.HPO, — 26.62 mg

NaH.PO, — 37.49 mg

EDTA - 1.86 mg

uzupelniono sterylng, dejonizowana woda do 50 ml

Bufor Tris-HCI:

1omM Tris-HCI, pH 6.6
Tris-HCl — 12.11 mg
HCl (12.1 M) - 8 ul

uzupekiono sterylna, dejonizowana woda do 10 ml
7.3. Aparatura pomiarowa

e Syntetyzer BioAutomation Corporation MerMade 12

e Syntetyzer DNA/RNA firmy Applied Biosystems 392

e Spektrofotometr UV-Vis JASCO V-650 z termoprogramatorem

e Spetropolarymetr JASCO J-815 z termoprogramatorem

e Spektrometr NMR Bruker AVANCE II 400 MHz

e Spektrometr NMR Bruker AVANCE III 700 MHz wyposazony w glowice
kriogeniczna

e Spektrometr mas MALDI — TOF, micro TOF-Q firmy Bruker
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e Spektrometr mas Synapt HDMS firmy Waters, stosowany do pomiarow
ESI-IMS-MS

e pH-metr, Denver Instrument

e Mikroskop konfokalny - system Leica TCS SP5 II, zawierajacy mikroskop
odwrécony DMI 6000 CS Trin, laser bialy 470 — 670 nm, laser 405, system
skanujacy SP5, detektory PMT i HyD, obiektyw immersyjny Plan Apo 63 x
o aperturze 1.4, kamere cyfrowa Leica DFC450 C oraz oprogramowanie
Leica LAS.

7.4. Pomiar krzywych topnienia RNA

Pomiar krzywych topnienia wykonywalam przy dlugosci fali 295 nm
i polegal na $ledzeniu zmian wartoSci absorbancji wraz ze wzrostem temperatury.
Zakres temperatur wynosil 5 — 90 °C, a szybko$§¢ zmian temperatury wynosila
0.5 °C. Absorbancja rejestrowana byla co 0.5°C. Probki byly umieszczone
w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 1 cm i objetoSci 300 pl. W celu
zabezpieczenia probek przed odparowaniem rozpuszczalnika, na jej powierzchnie
byt nanoszony olej silikonowy. Przed pomiarem, aby uniknaé formowania
pecherzykow powietrza, napelnione probka kuwety byly wirowane przez 3 minuty
z predkosciga 2935 x g. Jako wzorzec stosowalam ten sam bufor, w ktoérym

przygotowalam probki RNA.
7.5. Pomiar absorpcyjnych widm réznicowych (TDS)

W celu uzyskania absorpcyjnych widm réznicowych rejestrowalam widma
UV-Vis w zakresie fal 220 — 340 nm, w temperaturach 20 °C i 9o °C. Szybkos¢
skanowania wynosila 100 nm/min, absorbancja probki rejestrowana byla
co 0.5nm. Widmo TDS uzyskiwalam po odjeciu widma UV-Vis mierzonego
w temperaturze 20 °C od widma UV-Vis zarejestrowanego w 90 °C. Probki byly
umieszczone w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 1 cm i objetos$ci 300 pl.
W celu zabezpieczenia probek przed odparowaniem rozpuszczalnika, na jej
powierzchnie byt nanoszony olej silikonowy. Jako wzorzec stosowalam ten sam
bufor, w ktérym przygotowalam probki RNA. Przed pomiarem, aby uniknaé
formowania pecherzykéw powietrza, napelnione préobka kuwety byly wirowane

przez 3 minuty z predkoscia 2935 x g.
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7.6. Pomiar widma dichroizmu kolowego (CD)

Widma CD dla 0.01 mM RNA rejestrowalam w zakresie fal 220 — 340 nm,
w temperaturze 25°C. Pomiar byl wykonywany co 0.1 nm, z predkoScia
przemiatania 50 nm/min, i zawieral trzy powtoérzenia. Jako wzorzec stosowalam
ten sam bufor, w ktérym przygotowalam probki RNA. Pomiar wykonywalam
w kuwecie kwarcowej o drodze optycznej 1 cm i objetoSci 2500 pl. Roznica
absorpcji $wiatla spolaryzowanego prawo- i lewoskretnie, Ae [cm2 mmol-] zostala
znormalizowana wzgledem liczby nukleotydéw tworzacych sekwencje badanych
prébek RNA (193).

7.7. Spektrometria mas — ESI-IMS-MS

Badania z wykorzystaniem techniki ESI-IMS-MS wykonywalam
we wspolpracy z dr Valérie Gabelica, w ramach akcji COST MP0802 na University
of Liege w Belgii. Dla wszystkich badanych sekwencji przygotowalam dwa roztwory
wyjSciowe w 150 mM NH,OAc, roéznigce sie stezeniem RNA. Poddalam
je topnieniu w lazni wodnej (90 °C) przez 5 minut, po czym pozostawilam
w temperaturze pokojowej do ochtodzenia i przechowywalam w temperaturze 4 °C.
Pierwszy roztwor zawieral 0.005 mM RNA, ktore jest standardowym stezeniem
stosowanym w pomiarach ESI-IMS-MS, natomiast drugi roztwor zawierat 0.5 mM
RNA, odpowiadajagce standardowym pomiarom 'H NMR. Bezposrednio

przed pomiarem widma pobieralam:

e dla 0.005 mM RNA: 85 ul roztworu wyj$ciowego (0.005 mM RNA

w 150 mM NH40Ac), 5 pul wzorca intensywno$ci sygnatu (dTs), 10 ul MeOH.

Stezenie RNA w nastrzykiwanej do aparatu probce wynosito 0.00425 mM.

e dla 0.5 mM RNA: 4 ul roztworu wyjsciowego (0.5 mM RNA w 150 mM

NH,4OAc), 5 ul wzorca intensywnoSci sygnatu (dTs), 10 ul MeOH. Stezenie

RNA w nastrzykiwanej do aparatu probce wynosito 0.018 mM.

Metanol byl dodawany na 10 minut przed kazdym pomiarem (Rozdzial 3.3.4.).
Pierwszy pomiar byt wykonany po dobie od przygotowania roztworéw
wyjéciowych. Dla probek 0.5 mM RNA wykonalam dodatkowe pomiary po uplywie

5111 dni od momentu przygotowania roztworu wyjSciowego.
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Analizy spektrometryczne przeprowadzilam z wykorzystaniem aparatu
Synapt HDMS (Waters, Manchester, UK) pracujacego ze zrédlem jonizacji poprzez
elektrorozpraszanie (ESI). Probki analizowalam metoda bezposredniego nastrzyku
przy przeplywie 4 ul/min (ang. direct infusion).Widma masowe zostaly wykonane
w trybie jonéw ujemnych. Napiecie w zZrodle wynosilo -2.4 kV. Napiecia na wlocie
do analizatora wynosily odpowiednio: 40 V na pierwszej oslonie (ang. sampling
cone) i 4 V na drugiej (ang. extraction cone). Temperatura w zrodle wynosila
20 °C, a temperatura odparowywania probki 40 °C. Ci$nienie zwrotne w Zrodle
wynosito 3.40 milibara. Napiecie wylapujace oraz napiecie transferu kolizyjnego
wynosilo 4 V. Ci$nienie argonu w komorze zderzen wynosilo 2.57 x 10-2 milibara.
Powyzsze ustawienia zapewnily lagodne odparowanie i transfer probki. Aparat
pracowal w trybie pomiaru mobilno$ci jonéw (IMS). Ci$nienie azotu w komorze
IMS wynosilo 0.532 milibara z falg postepujaca o predkosci 300 m/s i o napieciu
8V.

7.8. NMR

Widma prezentowane w pracy zostaly zarejestrowane na spektrometrach
Bruker AVANCE II 400 mHz oraz Bruker AVANCE III 700 mHz. Do pomiaréw
widm NMR, na spektrometrze 400 MHz, uzywalam sondy z detekcja odwrotna
(ang. Inverse Broadband Probehead H-BB-D) wyposazong w cewke 'H oraz cewke
szerokopasmowa (o zakresie czestotliwosci 3'P —109Ag). Natomiast pomiary
na spektrometrze 700 MHz byly wykonywane przy uzyciu glowicy kriogenicznej
(ang. Cryo Probe), wyposazonej w cewki 'H-3'P/13C/15N/D. Obie sondy posiadaly
generator gradientbw w kierunku osi Z. Kalibracja przesunie¢ chemicznych
'H NMR wykonana byla wzgledem deuterowanego 3-(trimetylosililo)propionianu
sodu (TSP). Otrzymane widma byly procesowane i analizowane przy pomocy

programu TOPSPIN 3.1 (Bruker Biospin).
Widma tH NMR

Jednowymiarowe widma *H NMR w D.O (sekwencja: zgpr) wykonywalam gléwnie
w temperaturze 25°C przy szerokosci spektralnej 10 ppm. Resztkowy sygnal wody,

HDO, byl usuwany za pomoca naswietlania malg moca, metoda presaturacji (194).

161



Jednowymiarowe widma 'H NMR w mieszaninie H.O/D.O (v/v, 9:1)
wykonywalam w zakresie temperatur od 2 °C do 80 °C, przy szeroko$ci spektralne;j
20 ppm. Silny sygnal pochodzacy od H.O byt wygaszany za pomoca gradientowych
impulsow metoda WATERGATE (195) (sekwencja: p3919gp) lub metoda
Excitation Sculpting z impulsami gradientowymi RF (196) (sekwencja: zgesgp).

Widma 2D NMR

Dwuwymiarowe, fazoczule widma 2D NOESY w D.O (sekwencja impulsow:
noesyphpr) wykonywalam w tak dobranej temperaturze, aby uzyskac¢ jak najlepsze
rozseparowanie sygnalow. Widma wykonywalam przy dwoch réznych czasach
mieszania (d8, ang. mixing time): 150 ms oraz 400 ms. W celu przypisania
sygnalow H2', widmo 2D NOESY bylo rejestrowane z czasem mieszania 80 ms.
W eksperymencie zebranych zostalo 2K zespolonych punktéw pomiarowych
w kierunku t2 oraz 512 inkrementéw w kierunku t1, przy czym kazdy skladal sie
przewaznie z 128 spojnych rejestracji sygnaléw precesji swobodnej. Widma byty
wykonane przy szerokoS$ci spektralnej 10 ppm, z interwalem czasowym di1 = 1.5 s.
Do wygaszania resztkowego sygnalu wody, HDO, zastosowana bylo naswietlanie

malg moca, metoda presaturacji (194).

Widma 2D NOESY w H.O/D.0O (9:1, v/v) (sekwencja impulséw: noesyesgpph)
wykonywalam w temperaturze 3°C lub 25°C z czasem mieszania 150 ms
lub 400 ms. Do wygaszania sygnalu wody stosowana byla sekwencja impulséw
WATERGATE lub metoda Excitation Sculpting z impulsami gradientowymi RF.
W eksperymencie zebranych zostalo 2K zespolonych punktéw pomiarowych
w kierunku t2 oraz 512 inkrementéw w kierunku t1, przy czym kazdy skladal sie
przewaznie z 80 spoOjnych rejestracji sygnalow precesji swobodnej. Widma byly

wykonane przy szeroko$ci spektralnej 16 ppm, z interwalem czasowym d1 = 1.5 s.

Fazoczule widma 2D COSY w D.O (sekwencja impulséw: cosydfphpr)
wykonywalam w temperaturze 25°C lub 30°C. Do wygaszania resztkowego sygnalu
wody, HDO, zastosowana bylo naswietlanie mala mocg, metoda presaturacji (194).
Widma byly wykonane przy szeroko$ci spektralnej 10 ppm, z interwalem
czasowym d1 = 1.5 s. W eksperymencie zebranych zostalo 2K zespolonych punktéow
pomiarowych w kierunku t2 oraz 512 inkrementow w kierunku t1, przy czym kazdy

skladal sie przewaznie z 64 spdjnych rejestracji sygnaléw precesji swobodne;j.
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Fazoczule widma korelacyjne *H-13C HSQC (sekwencja impulséw: hsqcetgpsisp2.3)
rejestrowalam gléwnie dla zawezonego zakresu obejmujacego sygnaly 13C tylko
od reszt cukrowych (55-100 ppm) w temperaturze 25°C lub 30°C. Aby zniwelowaé
wplyw  sprzezen proton-wegiel, podczas akwizycji danych na kanale
13C przykladana byla sekwencja impulséw GARP. W eksperymencie wykonanym
dla (AGG).A zebranych zostalo 1K zespolonych punktéw pomiarowych w kierunku
t2 oraz 512 inkrementéw w kierunku t1, przy czym kazdy skladal sie przewaznie
z 92 spojnych rejestracji sygnalow precesji swobodnej. Natomiast dla p(UGG).U
zebranych zostalo 2K zespolonych punktéw pomiarowych w kierunku t2 oraz 256
inkrementéw w kierunku ti1, przy czym kazdy skladal sie przewaznie z 256

spojnych rejestracji sygnaléw precesji swobodne;j.

Widmo korelacyjne H-3:P HSQC w D.O dla czasteczki (AGG).A zarejestrowalam
stosujac sekwencje impulsow na_xhcoetf3gp. Widmo wykonywane bylo
przy szerokoéci spektralnej sw = 7 ppm w kierunku 3P (O2 = -1 ppm, wzorzec
trimetylofosforan, TMP) oraz 9 ppm w kierunku *H. Zawieralo ono 256 sygnaléw
FID, akumulowanych z 48 przebiegow, przy czym kazdy sygnal zawieral 1K
punktow zespolonych. Natomiast dla czasteczki p(UGG).U widmo Kkorelacyjne
tH-31P HSQC w D0 zarejestrowalam stosujac sekwencje impulséw inv4p3ind.hsg.
Widmo wykonywane bylo przy szeroko$ci spektralnej sw = 3.75 ppm w kierunku
31P (O2 = -1 ppm, wzorzec trimetylofosforan, TMP) oraz 9 ppm w kierunku *H.
Zawieralo ono 128 sygnatow FID, akumulowanych ze 128 przebiegéw, przy czym

kazdy sygnal zawieral 2K punktéw zespolonych.

Dla czgsteczki (AGG).A zarejestrowane zostalo widmo 'H-13C HMBC z uzyciem
sekwencji impulsow hmbcegpndqf. W eksperymencie tym kluczowe jest dobranie
wartoSci stalej sprzezenia dalekiego zasiegu, J(HX). Prezentowane w pracy widmo
zostalo zarejestrowane dla stalej sprzezenia 8 Hz. W czasie pomiaru zebranych
zostalo 2K zespolonych punktéw pomiarowych w kierunku t2 oraz 128
inkrementéw w kierunku ti1, przy czym kazdy skladal sie przewaznie z 1904

spdjnych rejestracji sygnaléw precesji swobodne;j.

Widma 2D H-5N HSQC w H.0O/D.O (9:1, v/v) (sekwencja impulsow:
hsqcfpf3gpphwg) rejestrowalam w temperaturze 3°C (dla p(UGG).U) oraz 25°C
(dla (AGG)-A). Widma zarejestrowano dla dwoch réznych zakresow: obejmujacego

przesuniecia chemiczne atomow azotu N1 i N2 reszt guanozyn (zakres
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50-160 ppm), jak rowniez dla zakresu obejmujacego sygnaly NH1 guanozyn
iurydyn (zakres 130-170 ppm). W eksperymencie zebranych zostalo 2K
zespolonych punktow pomiarowych w kierunku t2 oraz 64 inkrementy w kierunku
t1, przy czym kazdy skladal sie przewaznie z 512 spojnych rejestracji sygnalow
precesji swobodnej. Do wygaszania sygnalu wody zastosowana byla sekwencja
impulsow WATERGATE.

Do pomiaru wspolczynnika dyfuzji dla probek p(UGG).U zawierajacych jony K+
lub NH,+ zastosowalam sekwencje impulséw stebpgpis19. Do wygaszania sygnatlu
wody zastosowana byla sekwencja impulséw WATERGATE. Wspolczynnik dyfuzji
zostal wyznaczony przez rejestracje zmiany intensywnosci widma wraz ze zmiang
gradientu pola G, przy ustalonym czasie pomiedzy gradientami 150 ms (A) i czasie
trwania tych zaburzen pola magnetycznego — 4 ms (8). Wartos$ci A oraz 6 zostaly
tak dobrane, aby przy mocy gradientu 2% intensywno$¢ sygnalow w widmie
'HNMR byla mozliwie niezaburzona, natomiast przy mocy gradientow 95%
intensywno$¢ tych sygnalow byla bliska zera. W eksperymencie zebranych zostalo
3K zespolonych punktéw pomiarowych w kierunku t2 oraz 32 inkrementy
w kierunku t1, przy czym kazdy skladal sie przewaznie z 704 sp6jnych rejestracji
sygnalow precesji swobodnej. Wyniki analizowane byly w programie TOPSPIN 3.1

z zastosowaniem modutlu T1/T2 Relaxation.
7.9. NMR w ekstrakcie z komorek HeLa

Badania te wykonywalam we wspolpracy z Pracownig Analizy Struktur
Subkomorkowych IChB PAN. Do badan byl stosowany ekstrakt z ludzkich komoérek
nablonkowych, pochodzacych z raka szyjki macicy. Komoérki ulegly nowotworowe;j
transformacji na skutek zakazenia wirusem brodawczaka HPV 18 (ang. Human
Papiloma Virus). Nazwa linii komoérkowej (HeLa) pochodzi od imienia i nazwiska
dawcy: Henrietta Lacks.

Komorki HeLa byly hodowane w pozywce RPMI-1640, w sklad ktorej
wchodzily: plodowa surowica wolowa (FBS, ang. Fetal Bovine Serum) o stezeniu
10 %, roztwoér witamin RPMI-1640 o stezeniu 1 x oraz antybiotyk przeciwgrzybowy
(Antibiotic-Antimycotic) o stezeniu 1 x. Hodowle prowadzono przez 48 godzin
w atmosferze zawierajacej 5 % CO., w temperaturze 37 °C. Nastepnie, komorki

poddawano trypsynizacji i trzykrotnemu plukaniu w buforze PBS (8 g/l NaCl,
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0.2 g/l KCl, 1.44 g/l Na,HPO,, 0.24 g/l KH.PO,, pH 7.4). Ekstrakt komorkowy
przygotowywano przez sonikacje 1.6 x 107 komérek zawieszonych w 1 ml wody
dejonizowanej i wirowano przez 5 minut z predkosScig 20 000 x g.

Prébki przygotowane do eksperymentu *H NMR zawieraly 0.01 mM RNA,
180 pl ekstraktu z komorek HeLa i 20 pl D.O. Do pomiaréw byly stosowane
probowki NMR o $rednicy 3 mm. Widma byly rejestrowane od razu
po rozpuszczeniu RNA w ekstrakcie oraz po uplywie 24 godzin. Widma '*H NMR
byly rejestrowane w temperaturze 25 °C i akumulowane z 256 — 2048 skanéw.
Szeroko$¢ spektralna widma wynosila 20 ppm, czas akwizycji 1.16 s, a czas
relaksacji ukladu 1s. Resztkowy sygnal wody byl thumiony metoda Excitation
Sculpting z impulsami gradientowymi RF (196).

7.10. Badania transfekgcji i lokalizacji subkomoérkowej

Badania te rowniez byly wykonywane we wspolpracy z Pracownia Analizy
Struktur Subkomorkowych IChB PAN.

Komorki HeLa (1.2 x 105 komoérek) byly hodowane wedlug takiej samej
procedury, jak opisano w poprzedniej metodzie. Hodowla byla prowadzona przez
24 godziny. Po trypsynizacji i plukaniu w buforze PBS, komorki poddawano
kotransfekcji z uzyciem 0.5 pg FAM-(AGG)4A lub FAM-(UGG),U (FAM -
karboksyfluoresceina, przylaczona do konca 5’ oligorybonukleotydu) oraz 1 ul
lipofektaminy 2000 (zgodnie z opisem producenta — Life Tchnologies). Nastepnie,
kontynuowano inkubacje przez 24 godziny w atmosferze zawierajacej 5 % CO.
i w temperaturze 37 °C. Po tym czasie, komorki ptukano trzykrotnie w buforze PBS
i zawieszano w 300 pl roztworu barwigcego, zawierajacego 3 pug/ml Hoechst 33258
(barwi jadra na kolor niebieski) i 100 nM MitoTraker Red CMXRos (barwi
mitochondria na kolor czerwony). Jadra i mitochondria komérek byly barwione
in situ przez 15 do 20 minut. Komérki wizualizowano po uplywie 24 godzin
od transfekeji, uzywajac systemu Leica TCS SP5 II. Zdjecia wykonywane byly
z uzyciem obiektywu immersyjnego Plan Apo 63 x o aperturze 1.4. Spektrum
wzbudzenia/emisji wynosilo 405/460 nm dla barwnika jader, 579/599 nm
dla barwnika mitochondriéow oraz 494/518 nm dla FAM-RNA.
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9. STRESZCZENIE

Rozprawa doktorska poswiecona jest kwadrupleksom RNA zbudowanym z
dwoch i czterech trinukleotydowych powtérzen AGG i UGG. Kwadrupleks jest
motywem strukturalnym wystepujacym zaré6wno w czasteczkach DNA, jak i RNA,
ktérych sekwencje sa bogate w reszty guanozyny. Dotychczasowe badania
strukturalne kwadruplekséw, wykorzystujace technike NMR, skupiaja sie glownie
wokot czasteczek DNA. Do konca pazdziernika 2014 roku w bazie danych RCSB
PDB (ang. Research Collaboratory for Structural Bioinformatics; Protein Data
Bank) zdeponowanych zostalo 100 struktur kwadruplekséw DNA i tylko 5 struktur
kwadruplekséw RNA, ustalonych metodami spektroskopii NMR. Ta niewielka
liczba poznanych z rozdzielczo$cia atomowa struktur obrazuje zaré6wno poziom
obecnej wiedzy, jak i ogromny potencjal dla tego typu badan.

Glownym celem niniejszej dysertacji byto ustalenie pofaldowania czasteczek
RNA zbudowanych z trinukleotydowych powtorzen AGG i UGG. Wszystkie
przebadane czasteczki RNA istnieja w roztworze jako rownolegle kwadrupleksy,
niezaleznie od stezenia RNA, czy zastosowanego kationu jednowarto$ciowego.
Jednakze pojedyncza forme przyjmuja jedynie czasteczki (AGG).A i p(UGG).U w
roztworze zawierajacym kationy potasu. Ustalono, ze czasteczki te tworza dimery
czteroniciowych kwadruplekséw. W zalezno$ci od rodzaju powtérzenia, w
strukturach tych oprocz typowych G-tetrad zidentyfikowano charakterystyczne
motywy heksady A:(G:G:G:G):A oraz U-tetrady jak roéwniez odmienne
mechanizmy dimeryzacji.

W trakcie realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej, na podstawie badan z
wykorzystaniem spektroskopii NMR, UV-Vis, CD oraz spektrometrii mas, ustalono
rowniez, ze badane czasteczki przyjmuja w roztworze w obecno$ci kationow potasu
i amonu zazwyczaj takie same struktury, natomiast kationy sodu promuja
powstawanie odmiennej formy kwadrupleksu. Zarejestrowano widma 'H NMR
0.01 mM stezenia RNA, ktoére jest porownywalne z tym stosowanym do badan CD i
UV-Vis. Wykonano takze pomiary widm *H NMR czasteczek zbudowanych z dwoch
lub czterech powtorzen AGG lub UGG w ekstrakcie z komoérek Hela, sprawdzajac
wplyw $rodowiska komoérkowego na strukture badanych kwadrupleksow.
Wykazano takze, ze czasteczki zbudowane z czterech powtérzen AGG lub UGG
moga przenikaé przez blone komoérkows i lokalizujg sie zar6wno w cytoplazmie, jak

i w jadrze komoérkowym.
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ABSTRACT

The dissertation is devoted to the RNA quadruplexes composed of two and
four AGG and UGG trinucleotide repeats. Quadruplex is a structural motif
characteristic for DNA and RNA sequences rich in guanosine residues. In general,
the NMR structural studies are focused mainly on DNA quadruplexes. Currently,
the RCSB PDB data base contains 100 DNA quadruplex structures and only 5 RNA
quadruplex structures obtained using methods of NMR spectroscopy. This small
number of known RNA quadruplex structures reflects the current level of
knowledge as well as a big potential for this type of research.

The main aim of this work was the determination of the fold of RNA
molecules composed of AGG and UGG repeats. All of the studied molecules exist as
a quadruplexes in solution, regardless of the RNA concentration or the type of
monovalent cation. Nevertheless, only (AGG).A and p(UGG).U molecules adopt
single forms in a solution containing potassium cations. For these molecules the
structural models were proposed.

It was also shown, using NMR, UV-Vis, CD spectroscopies and mass
spectrometry, that the quadruplex folds in the solution containing potassium or
ammonium cations are usually similar, but the sodium cations promote the
formation of different quadruplex structures. Additionally, the *H NMR spectra
were collected for very low RNA concentration, 0.01 mM, typically used for the
UV-Vis, CD or ESI-IMS-MS experiments. For the molecules composed of two and
four AGG or UGG trinucleotide repeats the tH NMR spectra were also recorded in
the HelLa cells extract in order to test the influence of the cellular environment on
the quadruplex folding. Furthermore, it was demonstrated that the molecules
containing four AGG or UGG repeats are transported through the cell membrane

and are localized in both the cytoplasm and the nucleus.
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