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I. WPROWADZENIE 

 

Liczba struktur kwasów nukleinowych (zarówno DNA jak i RNA) otrzymanych na 

podstawie danych krystalograficznych i NMR (~1800) zdeponowanych w bazie PDB1 

(Protein Data Bank; http://www.rcsb.org/) jest wciąż zdecydowanie mniejsza od ilości 

zdeponowanych w niej białek (~44000). Jest jednak wystarczająco duża, aby móc stwierdzić, 

że złożoność struktur RNA jest porównywalna do tej, jaka występuje dla białek. Cząsteczki 

RNA mogą tworzyć skomplikowane struktury drugo- i trzeciorzędowe, które są 

nierozerwalnie związane z ich funkcją in vivo2. Fragmenty dwuniciowe składające się 

z ciągów par zasad Watsona-Cricka stanowią jedynie około 50% wszystkich reszt 

występujących w cząsteczkach RNA3. Trzeciorzędowe struktury RNA tworzą się drogą 

wewnątrzcząsteczkowych oddziaływań między charakterystycznymi domenami struktury 

drugorzędowej. Małe, powtarzalne i naturalnie występujące elementy strukturalne nazywamy 

„motywami RNA”. Wiele motywów strukturalnych cząsteczek RNA stanowią fragmenty, 

które są konformacyjnie labilne, a co za tym idzie, bardzo podatne na zmiany warunków 

środowiska. 

Z uwagi na brak jednoznacznych reguł dotyczących oceny jakościowej struktur 

biomolekuł otrzymanych metodami spektroskopii NMR, są one nadal postrzegane jako mniej 

dokładne niż struktury krystalograficzne. Należy jednak podkreślić, że struktura badanej 

cząsteczki otrzymana w roztworze nie musi być identyczna z jej strukturą w krysztale. 

W szczególnych przypadkach struktura krystaliczna może być zdeterminowana obecnością sił 

upakowania. W nieobecności wspomnianych sił, cząsteczka białka czy kwasu nukleinowego 

może wykazywać znaczną dynamikę. Konsekwencją tego mogą być zmiany konformacyjne 

całej cząsteczki lub jej fragmentów, co oznacza, że przedstawienie jej za pomocą jednej tylko 

struktury przestrzennej może być często niewystarczające. Biomolekularna spektroskopia 

NMR jest jedyną metodą eksperymentalną pozwalającą na ustalenie współrzędnych 

atomowych makrocząsteczek w roztworze. Ma to duże znaczenie podczas rozwiązywania 

realnych zagadnień biochemicznych np. prób powiązania struktury cząsteczek z ich funkcją 

w komórce. Zaletą ustalania struktury kwasów nukleinowych metodami NMR jest możliwość 

rejestrowania funkcjonalnie istotnych zmian konformacyjnych cząsteczki, opis ich dynamiki, 

a także analiza procesów wiązania ligandów. 

Już w 1985 roku zauważono, że w 16S rRNA z Escherichia coli aż 62% wszystkich reszt 

adeniny stanowią reszty niesparowane, podczas gdy jedynie około 30% reszt guanozyny, 

cytydyny i urydyny nie uczestniczy w tworzeniu par zasad Watsona-Cricka4. Przeprowadzona 
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w 2000 roku analiza porównawcza dla dużej liczby modeli bakteryjnych 16S i 23S rRNA 

potwierdziła tę niezwykłą skłonność reszt adeniny5. Stwierdzono, że reszty te uczestniczą 

w tworzeniu takich motywów strukturalnych jak np. platformy adenozynowe, zwroty U 

(ang. U-turn), stabilne pętle czteronukleotydowe, pętle wewnętrzne, wybrzuszenia 

(ang. bulges) czy też zakończenia trzonów helikalnych tandemowymi parami zasad G-A. 

Wybrzuszenia są najprostszymi, a jednocześnie jednymi z najczęściej występujących 

elementów strukturalnych, funkcjonalnie istotnych dla wielu cząsteczek RNA6. Obecnie 

wiadomo, że wiele wybrzuszeń uczestniczy nie tylko w procesie zwijania RNA, ale jest 

zaangażowanych w oddziaływanie RNA-RNA, RNA-białko7-9 oraz w rozpoznawaniu 

niskocząsteczkowych ligandów5,10-12. 

Znajomość konformacyjnych preferencji wybrzuszeń jest istotna dla zrozumienia procesu 

zwijania się RNA. Zauważono, że w strukturach krystalograficznych dupleksów RNA oraz 

dupleksów hybrydowych DNA-RNA, wybrzuszone reszty adeniny wystają na zewnątrz helisy 

biorąc udział w oddziaływaniach międzycząsteczkowych13-17. Sugeruje to, że jest to 

uprzywilejowana konformacja wybrzuszonej adenozyny w ciele stałym. Taką samą orientację 

przyjmuje reszta adeniny w krysztale kompleksu RNA-białko, chociaż samo RNA w 

badaniach w roztworze wykazuje odmienną, bo schowaną do wnętrza helisy, konformację 

wybrzuszonej reszty18. 

W literaturze toczy się dyskusja dotycząca zagadnienia, czy konformacja, w której 

wybrzuszona reszta wystaje na zewnątrz helisy stanowi jedynie efekt sił upakowania w 

krysztale, czy też jest to konformacja istniejąca również w roztworze, a w szczególności 

in vivo. Chociaż wiadomo, że ekspozycja aromatycznej zasady do roztworu jest energetycznie 

niekorzystna, to często uważa się, że konformacja ta nie jest jedynie wynikiem procesu 

krystalizacji. Dodatkowym argumentem używanym na potwierdzenie tej tezy jest wiele 

przykładów wystających na zewnątrz helisy niesparowanych zasad, najczęściej reszt 

adenozynowych, które zostały uznane za specyficzne miejsca oddziaływania 

z białkiem8,9,17,19,20. Nie wiadomo jednak, w jaki sposób następuje rozpoznanie RNA-białko. 

Nadal pozostaje bez odpowiedzi pytanie, czy białko rozpoznaje wpierw miejsce, w którym 

reszta adeniny interkaluje pomiędzy sąsiednie pary zasad, a następnie oddziaływanie 

RNA-białko wymusza zmianę jej orientacji, czy to właśnie wystająca na zewnątrz helisy 

reszta stanowi miejsce rozpoznania. Dopiero dokładna analiza struktur cząsteczek RNA 

w stanie wolnym i w kompleksie z białkiem może dostarczyć tej odpowiedzi. 
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II. CEL PRACY 

 

Celem mojej pracy było ustalenie metodami wysokorozdzielczej spektroskopii NMR 

konformacji wybrzuszonych reszt nukleotydowych oraz określenie wpływu jaki ich obecność 

wywiera na strukturę krótkich fragmentów RNA. 

Obiektem moich badań były trzy dupleksy RNA zawierające odpowiednio dwie, trzy 

i cztery kolejne reszty adenozyny umieszczone naprzeciw jednej, komplementarnej do nich 

reszty urydyny. Zadaniem moim było także ustalenie, z którą z kolejnych reszt adenozyny 

asocjować będzie w tych dupleksach reszta urydyny: 

 

  

II III 

 

 

IV 

 

Dla ilościowego określenia zmian strukturalnych wywołanych obecnością niesparowanych 

reszt adenozyny należało również ustalić strukturę przestrzenną dupleksu referencyjnego, 

w którym wszystkie pary zasad były typu Watsona-Cricka: 

 

 

I 

 

Dodatkowo w trakcie realizacji pracy doktorskiej zająłem się ustaleniem struktur 

przestrzennych dupleksów o strukturach drugorzędowych V i VI, które zawierały 

jednonukleotydowe wybrzuszenie adenozynowe i urydynowe ograniczone przez dwie pary 

zasad G:C. 

 

  

V VI 

 

Bardzo ważnym elementem mojej pracy było również opracowanie protokołu 

komputerowego modelowania molekularnego z uwzględnieniem więzów NMR służącego do 

obliczeń strukturalnych. 
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Pracę wykonałem w Zespole Biomolekularnego NMR Pracowni Chemii Strukturalnej 

Kwasów Nukleinowych pod kierunkiem dr hab. Zofii Gdaniec. Badania prowadziłem 

w ramach następujących projektów badawczych: 

• Analiza strukturalna wybrzuszonych dupleksów RNA metodami biomolekularnej 

spektroskopii NMR 

projekt promotorski MNiSZW nr 2 P04A 033 30, 

• Budowa uniwersalnej architektury dla Laboratorium Wirtualnego 

projekt KBN nr 4 T11F 010 24. 

W ramach drugiego z projektów finansowane były zarówno prowadzone przeze mnie badania 

dotyczące projektu Laboratorium Wirtualnego (Aneks 2), jak również trzy lata moich studiów 

doktoranckich. 

 

Znaczna część wyników ujętych w rozprawie doktorskiej zawarta została dwóch pracach: 

• Popenda, Ł.; Adamiak, R.W.; Gdaniec, Z. 

Bulged adenosine influence on the RNA duplex conformation in solution. 

Biochemistry, 2008, 47 (18), 5059-5067. 

• Popenda, Ł.; Bielecki, Ł.; Gdaniec, Z.; Adamiak, R.W. 

Structure and dynamics of adenosine bulged RNA duplex reveals formation of the 

dinucleotide platform in the C:G-A triple. 

Arkivoc, 2008 – praca przyjęta do druku. 

Pełny spis komunikatów oraz publikacji, których jestem współautorem zamieszczony jest na 

końcu pracy (Aneks 3). 
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III. CZĘŚĆ LITERATUROWA 

 

1. Budowa kwasu rybonukleinowego (RNA) 

 

Cząsteczka kwasu rybonukleinowego (RNA) jest biopolimerem zbudowanym z jednostek 

monomerycznych zwanych nukleotydami. W cząsteczkach RNA nukleotydy powiązane są ze 

sobą wiązaniami 5' - 3' fosfodiestrowymi między resztami cukrowymi tworząc polimeryczną 

strukturę szkieletu nukleotydowego. Utworzony w ten sposób łańcuch RNA wykazuje 

polarność – pierwszy nukleotyd z końca 5' posiada wolną grupę 5'-OH, natomiast ostatni 

(z końca 3') odznacza się wolną grupą 2',3'-cis diolową. Stąd przyjęto konwencję, że 

sekwencja reszt nukleotydowych, czyli struktura pierwszorzędowa cząsteczki, zapisywana 

jest zawsze w kierunku 5' = 3'. 

Każdy nukleotyd składa się z azotowej zasady heterocyklicznej (pochodnej puryny lub 

pirymidyny), cyklicznej formy cukru (β-D-rybofuranozy) oraz grupy fosforanowej (reszty 

kwasu ortofosforowego). W cząsteczkach RNA, reszta cukrowa związana jest w pozycji C1' 

z zasadą azotową wiązaniem N-glikozydowym, natomiast miejscem wiązania grupy 

fosforanowej jest atom tlenu O5' rybozy. Zasadami azotowymi występującymi w RNA są 

adenina, guanina, cytozyna oraz uracyl (Rys. 1). W przypadku pochodnych puryny, 

w wiązaniu glikozydowym uczestniczy atom azotu N9, natomiast pochodne pirymidyny łączą 

się z pierścieniem cukrowym przez atom azotu N1. 

 

    
Adenina Guanina Cytozyna Uracyl 

Rys. 1. Wzory strukturalne i sposób numeracji adeniny, guaniny, cytozyny i uracylu. 

 

Położenie zasady heterocyklicznej względem pierścienia rybozy opisane jest za pomocą 

kąta torsyjnego χ. Kąt ten w nukleotydach purynowych zdefiniowany jest przez atomy 

O4'-C1'-N9-C4, natomiast w nukleotydach pirymidynowych określony jest przez atomy 

O4'-C1'-N1-C2. Rotacja wokół wiązania glikozydowego prowadzi do przejść 

konformacyjnych pomiędzy dwoma charakterystycznymi konformerami (Rys. 2). 

Konformację nukleotydu określa się jako anti, jeżeli nad pierścieniem cukrowym leży atom 
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C6 zasady pirymidynowej lub atom C8 zasady purynowej. W przeciwnym wypadku, tzn. gdy 

nad pierścieniem cukru znajduje się grupa karbonylowa przy atomie C2 zasady 

pirymidynowej, lub atom N3 układu purynowego, mówimy o konformacji syn. W większości 

poznanych struktur cząsteczek DNA i RNA dominującą formą jest konformacja anti. 

Konformacja syn spotykana jest na przykład w regionach jednoniciowych struktur typu pętli, 

w niekanonicznych parach zasad oraz w cząsteczkach Z-RNA21. 

 

  

Rys. 2. Zakres kątów χ dla konformacji anti oraz syn na przykładzie nukleozydu pirymidynowego22. 

 

Pięcioczłonowy pierścień cukrowy w naturze nie występuje w formie planarnej, 

ponieważ konformacja taka jest sterycznie oraz energetycznie bardzo niekorzystna23. Może on 

być pofałdowany w ten sposób, że cztery atomy pierścienia leżą w jednej płaszczyźnie a piąty 

znajduje się poza nią. Mówimy wówczas, że cukier przyjmuje konformację koperty 

(ang. envelope). Znacznie częściej spotykana jest sytuacja, gdy dwa atomy pierścienia 

wychylone są poza płaszczyznę wyznaczoną przez trzy pozostałe. W tym przypadku cukier 

znajduje się w konformacji półkrzesła (forma skręcona, ang. twist). Jeśli wychylony 

z płaszczyzny pierścienia atom leży po tej samej stronie co atom C5', to znajduje się on 

w pozycji endo, natomiast jeśli jest po stronie przeciwnej, to oznaczamy, że jest w pozycji 

egzo. Geometrię pierścienia cukrowego można opisać za pomocą pięciu endocyklicznych 

kątów torsyjnych νi, których definicje podane zostały na rysunku 3. 

 

 

 

   

Symbol Definicja  

ν0 C4-O4-C1-C2  

ν1 O4-C1-C2-C3  

ν2 C1-C2-C3-C4  

ν3 C2-C3-C4-O4  

ν4 C3-C4-O4-C1  
   

Rys. 3. Definicja kątów endocyklicznych pierścienia rybozy. 
 



 

 

 

 

13 

Ponieważ reszta cukrowa tworzy zamknięty układ pierścieniowy, dlatego kąty torsyjne νi są 

od siebie zależne. Stąd też konformację pierścienia rybozy można z dobrym przybliżeniem 

opisać za pomocą dwóch parametrów - kąta fazowego pseudorotacji (P), oraz amplitudy 

pofałdowania (max) 
24,25. Kąt fazowy określa konformację pierścienia cukrowego, natomiast 

amplituda wyraża stopień pofałdowania tego pierścienia. Parametry P i max zdefiniowane są 

odpowiednio przez równania (1) i (2). 

 

)]52sin()5[sin(2
tan

2

0314





+

−−+
=P , (1) 

 

)cos(

0
max

P


 = . (2) 

 

Reszta rybozy charakteryzuje się znaczną swobodą konformacyjną wynikającą z pewnej 

możliwości rotacji wokół pojedynczych wiązań pierścienia26. Przejścia konformacyjne, 

ograniczone obecnością podstawników na atomach pierścienia dają możliwość występowania 

20 różnych rotamerów. Wszystkie te konformacje można uszeregować według wielkości kąta 

fazowego na tzw. kole pseudorotacji (Rys. 4).  

 

 

Rys. 4. Koło pseudorotacji, na którym podane zostały różne notacje konformacji pierścieni cukrowych22. 
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Energetycznie uprzywilejowane dla kwasów nukleinowych konformacje C3'-endo (RNA) 

oraz C2'-endo (DNA) znajdują się po przeciwnych stronach koła, dlatego często określane są 

mianem konformacji N (ang. North) lub S (ang. South). 

W cząsteczkach RNA, reszty rybozy powiązane wiązaniami fosfodiestrowymi tworzą 

szkielet fosforocukrowy. Konformację tego łańcucha opisuje sześć kątów torsyjnych, 

charakteryzujących rotacje wokół kolejnych wiązań. Zgodnie z systemem nazewnictwa 

IUPAC27 kąty te przyjęto oznaczać kolejnymi literami alfabetu greckiego (Rys. 5). 

 

 

 
 

  

Symbol Kąt torsyjny φ 

α O3n-1-P-O5-C5 

β P-O5-C5-C4 

γ O5-C5-C4-C3 

δ C5-C4-C3-O3 

ε C4-C3-O3-Pn+1 

ζ C3-O3-Pn+1-O5n+1 

  

Rys. 5. Egzocykliczne kąty torsyjne szkieletu fosforocukrowego28. 

 

 

 

2. Wybrane drugo- i trzeciorzędowe motywy strukturalne RNA 

 

Kwasy nukleinowe są biopolimerami, które występują we wszystkich komórkach 

organizmów żywych i wirusach, pełniąc w nich szereg funkcji biologicznych, strukturalnych, 

regulatorowych oraz katalitycznych. Liczne badania dowiodły, iż funkcje biologiczne 

kwasów nukleinowych zależą bezpośrednio od ich struktury przestrzennej. Cząsteczki RNA, 

w przeciwieństwie do DNA, które preferują postać podwójnej helisy, występują zazwyczaj 

w postaci pojedynczej, silnie pofałdowanej nici polinukleotydowej (ssRNA), która lokalnie 

może tworzyć fragmenty dwuniciowe. Stąd w odróżnieniu od form kanonicznych DNA, 

różnorodność struktur przestrzennych RNA, powstałych w procesie zwijania pojedynczej nici 

oligorybonukleotydowej (ang. RNA folding), jest bardzo duża. W przyrodzie spotyka się 
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również postać dwuniciową (analogiczną do DNA), przeważnie jednak w postaci materiału 

genetycznego niektórych wirusów i wiroidów. 

Omawiając strukturę kwasów nukleinowych często wyróżnia się trzy poziomy ich 

strukturalnego uporządkowania. Struktura pierwszorzędowa określa sekwencję nukleotydów 

w cząsteczce. Drugorzędowa struktura zdefiniowana jest układem wiązań wodorowych 

między resztami zasad heterocyklicznych w cząsteczce. Natomiast pojęcie struktury 

trzeciorzędowej odnosi się do przestrzennej aranżacji fragmentów jedno- i dwuniciowych. 

Rozróżnienie pomiędzy strukturą drugo- a trzeciorzędową często nie jest jednoznaczne 

i zależy od indywidualnego spojrzenia. 

 

 

2.1. Podwójna helisa (ang. double helix) 

 

Najpowszechniej występującym motywem strukturalnym kwasów nukleinowych jest 

podwójna helisa, zbudowana z dwóch antyrównoległych łańcuchów polinukleotydowych 

skręcających się wokół wspólnej osi. W strukturze tej zasady heterocykliczne każdej z nici 

zwrócone są do wnętrza helisy oddziałując między sobą poprzez system wiązań wodorowych. 

Najczęściej spotykane są pary zasad typu Watsona-Cricka, w których adenina tworzy parę 

z uracylem, natomiast guanina z cytozyną (Rys. 6). Obok klasycznego sposobu parowania, 

postulowanego przez Watsona i Cricka, w układach helikalnych może dojść do parowania 

innego typu22. 

 

 
 

Rys. 6. Układ wiązań wodorowych typu Watsona-Cricka w parach A:U i C:G. 

 

W warunkach naturalnych cząsteczka DNA przyjmuje formę typu B, natomiast podwójna 

helisa RNA złożona z par zasad Watsona-Cricka ma formę typu A22 (Tabela 1). Struktura 

przestrzenna kwasów nukleinowych w dużym stopniu zależy od warunków środowiska 

i w zależności od stopnia hydratacji może przyjąć inną konformację. Na przykład cząsteczki 

RNA przyjmują postać prawoskrętnej helisy typu A, podobną do występującej przy 
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mniejszym stopniu uwodnienia formy DNA. Interesujące jest, iż forma A-DNA może 

współistnieć w cząsteczce z formą B22. Obserwowano również przejścia z formy B-DNA do 

A-DNA indukowane zmianami wilgotności względnej otoczenia, przy czym przejścia te mają 

charakter kooperatywny i co ciekawe, związane są ze zmianami konformacyjnymi pierścieni 

rybozy. Takich przemian nie obserwowano dotąd w dupleksach RNA, które występują 

w postaci A-RNA. 

Forma lewoskrętna może wystąpić wówczas, gdy sekwencja fragmentu RNA bogata jest 

w pary zasad C:G, które wymuszają lewoskrętność helisy oraz powodują zróżnicowanie 

konformacyjne pierścieni cukrowych i kątów wokół wiązań glikozydowych. Warunkiem 

koniecznym do utworzenia formy lewoskrętnej Z-RNA21 jest również obecność odpowiednio 

dużego stężenia soli (6M NaClO4), której zadaniem jest zminimalizowanie oddziaływania 

między grupami fosforanowymi łańcucha. Do tej pory nie stwierdzono istnienia struktury 

typu B-RNA, odpowiadającej najczęściej spotykanej konformacji DNA. Parametry opisujące 

struktury helikalne A-RNA, B-DNA i Z-RNA przedstawione zostały w tabeli 1. 

 

Tabela 1. Właściwości konformacyjne dwuniciowych struktur A-RNA, B-DNA i Z-RNA. 

 

Parametry strukturalne A-RNAa) B-DNAa) Z-RNAb) 

Kierunek skręcenia prawoskrętna prawoskrętna lewoskrętna 

Liczba nukleotydów na jeden 

skręt helisy 
11 10 12.4 

Skok helisy (wysokość jednego 

skrętu) 
30.9 Å 33.8 Å 40.9 Å 

Konformacja reszty cukrowej C3-endo C2-endo 
C2-endo dla C 

C3-endo dla G 

Kąt wokół wiązania glikozydo-

wego 
anti anti 

anti dla C 

syn dla G 

Parametry dużej bruzdy    

    szerokość 2.7 Å 11.7 Å 4.8 Åc) 

    głębokość 13.5 Å 8.5 Å 4.9 Åc) 

Parametry małej bruzdy    

    szerokość 11.0 Å 5.7 Å 11.8 Åc) 

    głębokość 2.8 Å 7.5 Å -2.9 Åc) 
a)na podstawie badań dyfrakcyjnych włókien RNA i DNA22, b)dla struktury poli(CG)21, c)obliczone dla struktury 

PDB: 2GXB29 przy użyciu programu Curves30,31. 

 

Charakterystyczną cechą natywnych form helikalnych A-RNA i B-DNA jest konformacja 

reszt cukrowych22. W cząsteczkach A-RNA dominującą jest konformacja C3-endo, natomiast 

w kanonicznych helisach B-DNA reszty cukrowe przyjmują konformację C2-endo. Różnica 

w konformacji pierścieni cukrowych prowadzi w konsekwencji do różnych odległości 

pomiędzy sąsiadującymi grupami fosforanowymi. Odmienne jest również ułożenie zasad 
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heterocyklicznych względem osi helisy. W helisach typu A, pary zasad ulegają odchyleniu od 

płaszczyzny prostopadłej do osi helisy średnio o 20, natomiast w przypadku formy B, 

ułożone są prawie prostopadle w stosunku do osi helisy. Różnica pomiędzy formą A i B 

uwidacznia się także w przesunięciu par zasad względem osi helisy, czego konsekwencją jest 

różna geometria dużej i małej bruzdy oraz obecność wewnętrznego kanału biegnącego wzdłuż 

osi dupleksu A-RNA (Rys. 7). W helisie typu A mała bruzda jest bardzo szeroka i płytka, 

a przez to prawie niewidoczna. W strukturze B-DNA duża bruzda jest nieco płytsza i znacznie 

szersza niż w helisie A-RNA, natomiast mała bruzda jest zdecydowanie węższa i głębsza 

w porównaniu do formy A. Ponadto helisa A-RNA jest bardziej zwarta, a jej średnica większa 

w stosunku do B-DNA. Na jeden skręt cząsteczki A-RNA o wysokości 30.9 Å przypada 11 

par zasad, a w przypadku formy B skok helisy o długości 33.8 Å zawiera 10 par zasad. 

 

A-RNA B-DNA Z-RNA 
   

  
 

   

   

Rys. 7. Modele kanonicznych form A-RNA, B-DNA oraz Z-RNA w dwóch rzutach, wykonane za pomocą 

programu MOLMOL32 w oparciu o współrzędne wygenerowane programem Insight II (Accelrys) 

(A-RNA i B-DNA), oraz dane PDB: 1T4X21 (Z-RNA). 
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2.2. Wybrzuszenia (ang. bulges) 

 

W helikalnych regionach RNA występują tzw. wybrzuszenia, motywy struktury 

drugorzędowej, w których w jednej nici podwójnej helisy pojawia się dodatkowo jedna lub 

więcej kolejnych reszt nukleotydowych, które nie posiadają odpowiadającej im reszty w nici 

naprzeciwległej. Wybrzuszenia są najprostszymi, a jednocześnie jednymi z najczęściej 

występujących motywów strukturalnych, funkcjonalnie istotnych dla wielu cząsteczek 

RNA33. Obecnie wiadomo, że wiele wybrzuszeń helikalnych regionów RNA uczestniczy nie 

tylko w procesie zwijania RNA, ale jest zaangażowanych w oddziaływania RNA-RNA, 

RNA-białko oraz w rozpoznanie niskocząsteczkowych ligandów 7,9-12,17. 

W naturalnie występujących cząsteczkach RNA najczęściej spotykane są wybrzuszenia 

jednonukleotydowe. W strukturach tych możliwe są dwie orientacje niesparowanych reszt. 

Aglikony niesparowanych nukleotydów mogą być skierowane do wnętrza helisy, oddziałując 

warstwowo z sąsiadującymi parami zasad (struktura typu "stack-in"), lub wystawać na 

zewnątrz helisy (struktura typu "loop-out") (Rys. 8). Z dotychczasowych badań 

prowadzonych zarówno dla DNA jak i RNA wynika, że jednonukleotydowe wybrzuszenia 

purynowe na ogół chowają się do wnętrza helisy, natomiast jednonukleotydowe wybrzuszenia 

pirymidynowe, w zależności od temperatury i sekwencji par zasad sąsiadujących 

z wybrzuszeniem, mogą być schowane zarówno do wnętrza helisy, jak i być wyeksponowane 

do roztworu11. Niesparowana reszta może układać się wzdłuż małej lub dużej bruzdy, tworzyć 

struktury o charakterze platformy (ang. platform) lub też może być wyrzucona na zewnątrz 

helisy nie zachowując kontaktu z sąsiadującymi resztami. 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 8. Przykłady wybrzuszeń skierowanych do wnętrza helisy w strukturze PDB: 1RHT18 (A) i na zewnątrz 

– w strukturze PDB: 1CSL34 (B). 

 

Spośród wybrzuszeń jednonukleotydowych najliczniej reprezentowane są niesparowane 

reszty adenozyny, które mogą stanowić obiekt dla niespecyficznego rozpoznawania RNA 

przez białka. Niektóre białka płaszczowe fagów (R17, GA i QB) rozpoznają pętle spinkowe 
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RNA oddzielone przez kilka par zasad od pojedynczej wybrzuszonej adenozyny35. 

Wybrzuszona adenozyna odgrywa również istotną rolę w intronach grupy II podlegających 

procesowi autokatalitycznego cięcia i dojrzewania jądrowego pre-mRNA. 

 

 

2.3. Pętle wewnętrzne (ang. internal loops) 

 

Pętla wewnętrzna jest strukturą, w której dwa fragmenty podwójnej helisy przedzielone 

są kilkoma niesparowanymi resztami zamkniętymi z obu stron (5' i 3') parami zasad typu 

Watsona-Cricka. Jeżeli liczba niesparowanych reszt jest równa w obu łańcuchach, wówczas 

mówimy o pętlach symetrycznych, w przeciwnym przypadku mamy do czynienia z pętlami 

niesymetrycznymi. Szczególnym przypadkiem pętli symetrycznych są tzw. niesparowania 

(ang. mismatches). Niesparowania powstają wówczas, gdy znajdujące się naprzeciw siebie 

zasady oddziałują w inny sposób aniżeli w modelu Watsona-Cricka. Wśród nich najczęściej 

spotykane są niekanoniczne pary G-U oraz G-A. 

Pętle wewnętrzne rozpoznawane są przez białka rybosomalne, regulatorowe oraz 

eukariotyczny czynnik transkrypcyjny TFIIIA. Znajdują się one w miejscach katalitycznych 

rybozymów36,37 i stanowią potencjalne miejsca oddziaływań trzeciorzędowych RNA-RNA 

dalekiego zasięgu, stabilizujących strukturę RNA38. W dużych pętlach mogą tworzyć się 

różne nietypowe pary zasad. Przykładem może być pętla E w cząsteczce 5S rRNA, w obrębie 

której występują cztery niekanoniczne pary zasad39. Analogiczne sekwencje i struktury 

przestrzenne pętli E są zachowawcze w różnych strukturach RNA, jak na przykład 

w wiroidzie PSTVd40 i jednostce 23S rRNA, gdzie jednocześnie stanowią miejsce wiązania 

białkowych cytotoksyn -sarcyny i rycyny41. 

 

 

2.4. Struktura spinki do włosów (ang. hairpin) 

 

Struktura typu spinki do włosów powstaje, gdy pojedynczy łańcuch polinukleotydowy 

zawija się, przyjmując postać helikalnego trzonu (ang. stem) i pozostawia przy tym 

niesparowane nukleotydy w tzw. pętli terminalnej (ang. terminal loop) (Rys. 9). Oddziałujące 

w trzonie pary zasad przyjmują postać podwójnej helisy, natomiast niesparowane nukleotydy 

w pętli posiadają większą swobodę konformacyjną, dzięki czemu mogą stanowić potencjalne 

miejsce rozpoznawania przez cząsteczki białka oraz inne fragmenty RNA. Motywy te bardzo 
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często spotykane są w naturalnie występujących cząsteczkach RNA42,43. Na przykład, blisko 

70 % całego RNA w podjednostce 16S rRNA Escherichia coli tworzy struktury typu spinki44. 

 

  

A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 9. Struktura czteronukleotydowej pętli terminalnej o sekwencji GAGA (PDB: 1ZIG)45 (A) oraz pętli 

AGUU, z rodziny struktur czteronukleotydowych pętli, formująca miejsce rozpoznania dla 

Saccharomyces cerevisiae RNazy III (PDB: 1K4B)46 (B). 

 

Pętle terminalne mogą składać się z różnej liczby reszt nukleotydowych. Wyniki 

eksperymentów NMR wskazują, iż kilkunukleotydowe pętle charakteryzują się znacznie 

większym stopniem wewnętrznej organizacji aniżeli pętle zbudowane z większej liczby reszt. 

Szczególnie stabilne są pętle czteronukleotydowe (ang. tetraloop motif) o sekwencjach 

UNCG, GNRA oraz CUUG, w których N oznacza dowolną resztę nukleotydową, natomiast 

R – resztę purynową47. Badania krystalograficzne oraz analiza struktur drugorzędowych 

metodami filogenetycznymi wykazały, że spinki zawierające czteronukleotydowe pętle 

stanowią 55% wszystkich struktur spinkowych występujących w rRNA48. Drugą, często 

spotykaną rodziną stanowiącą 13% populacji są struktury zawierające pięć nukleotydów 

w pętli. Natomiast stosunkowo rzadko w strukturach RNA spotykane są duże pętle 

terminalne, złożone z sześciu i większej liczby reszt. W tych dużych strukturach często 

występują nietypowe oddziaływania pomiędzy zasadami w obrębie pętli lub też zachodzą 

interakcje z innymi fragmentami RNA tworząc struktury typu pseudowęzła lub motyw 

oddziałujących pętli (ang. kissing loop) (Rys. 10). Obecność siedmio- 

i ośmionukleotydowych pętli stwierdzona została między innymi w cząsteczkach tRNA. 

Dużą, siedmionukleotydową pętlę w strukturze typu spinki reprezentuje pętla antykodonowa 

w tRNA49. W pętli tej zachowana jest ciągłość oddziaływań warstwowych pomiędzy resztami 

zasad począwszy od strony 3' trzonu do momentu silnego skrętu, zwanego zwrotem U 

(ang. U-turn), który odwraca o 180 kierunek przebiegu łańcucha oligorybonukleotydowego. 
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Znane są również małe pętle terminalne składające się z dwóch lub trzech 

niesparowanych nukleotydów50,51. 

 

 

Rys. 10. Motyw oddziałujących pętli (PDB: 1KIS)52. Kolorem zielonym oraz złotym zaznaczono reszty 

nukleotydowe dwóch różnych nici RNA, które związane zostały wiązaniami wodorowymi. 

 

 

 

2.5. Platformy adenozynowe (ang. adenosine platforms) 

 

Analiza struktury krystalicznej domeny P4-P6 intronu grupy I z Tetrahymena 

thermophila ujawniła obecność nieobserwowanego dotąd motywu, który nazwano platformą 

adenozynową3. Motyw ten utworzony jest przez dwie kolejne reszty adenozynowe w nici, 

które układają się koplanarnie i oddziałują ze sobą za pośrednictwem wiązań wodorowych 

(Rys. 11). Cechą charakterystyczną tego motywu jest powstanie sąsiadującej z platformą po 

stronie 3' niekanonicznej pary zasad G:U lub pary A:U typu Hoogsteena, której obecność 

wpływa na stabilizację motywu53. Jak wykazano, region ten jest miejscem specyficznego 

wiązania jonów Mg2+ lub K+, których obecność dodatkowo przyczynia się do jego 

stabilizacji54. Ponadto reszta adenozyny tworząca platformę od strony 3' końca może być 

zaangażowana w oddziaływania warstwowe z resztami heterocyklicznymi innej cząsteczki 

(jak ma to miejsce w domenie P4-P6 intronu z Tetrahymena thermophila)55. W miejscu 

adenozyny od strony 3' platformy może też akomodować cytydyna tak, jak to zaobserwowano 

w strukturze aptameru RNA wiążącego teofilinę56 oraz podczas selekcji in vitro wariantów 

oddziaływania pomiędzy receptorem pętli a czteronukleotydową pętlą57. 

Wraz z poznawaniem struktur przestrzennych coraz większej liczby cząsteczek RNA 

zaobserwowano, że motyw platformy nie jest ograniczony jedynie do reszt adenozynowych. 

Obecność tak zwanych platform dinukleotydowych stwierdzono również w innych 

cząsteczkach jak na przykład w rybosomalnych RNA i rybozymach58-60. Zauważono również, 
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iż platformy dinukleotydowe zaangażowane są często w tworzenie trzech oddziałujących 

koplanarnie zasad61,62. 

 

 

Rys. 11. Motyw platformy adenozynowej występujący w strukturze domeny P4-P6 intronu grupy I z 

Tetrahymena thermophila (PDB: 1GID)55. Przerywane linie symbolizują wiązania wodorowe 

stabilizujące motyw. 

 

 

 

2.6. Oddziaływanie trzech zasad (ang. base triples) 

 

Początkowe badania biofizyczne heterodupleksów poli(A)-poli(U) wykazały, że 

w środowisku o dużym stężeniu soli, nici polinukleotydowe wykazują tendencje do 

przechodzenia w potrójne helisy poli(U)-poli(A)-poli(U) i pojedynczy łańcuch poli(A)63,64. 

W powstałej strukturze łańcuchy poli(A) i poli(U) tworzą klasyczne pary Watsona-Cricka, 

natomiast dodatkowy łańcuch poli(U) oddziałuje po stronie małej bruzdy tworząc pary typu 

Hoogsteena z łańcuchem poli(A). Znane są również struktury trypleksów typu C:G-C+, 

w których dodatkowa nić polipirymidynowa zawiera protonowane reszty cytydyny, tworząc 

wiązania wodorowe typu Hoogsteena z resztą guanozyny65. Jak wykazały badania NMR, ten 

dodatkowy łańcuch asocjuje w obrębie dużej bruzdy RNA nie indukując znaczących zmian 

w strukturze helikalnej typu A66. Jednak pomimo stabilizacyjnej funkcji dodatkowego 

łańcucha w trypleksach, motyw ten nie został zaobserwowany w naturalnie występujących 

cząsteczkach RNA53. Wiele cząsteczek RNA zawiera motyw trzech oddziałujących zasad, 

jednak jest on zazwyczaj izolowany i ograniczony do pojedynczych trójek zasad (ang. base 

triples). Takie motywy znaleziono między innymi w cząsteczkach tRNA, w których ramię 

DHU tworzy dwie kolejne trójki zasad67-69. W odróżnieniu od modelu trypleksu, w tym 

przypadku dodatkową zasadą jest reszta puryny, która umiejscawia się po stronie dużej 

bruzdy. Natomiast obecność dodatkowej zasady oddziałującej po stronie małej bruzdy 

zaobserwowano w oddziałujących ze sobą pętlach terminalnych typu GAAA w intronie 
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z Tetrahymena thermophila55. Trójki oddziałujących zasad odgrywają istotną rolę 

w oddziaływaniach z małocząsteczkowymi ligandami oraz oddziaływaniach typu 

RNA-białko70. Motywy te wpływają na architekturę przestrzenną cząsteczek RNA i powodują 

zagięcie fragmentów helikalnych w dużych cząsteczkach RNA. 

 

 

2.7. Trój- i czteroczłonowe styki (ang. junctions) 

 

W miejscu „skrzyżowania” trzech lub większej liczby helis powstają tak zwane styki. 

W motywie tym często występują niesparowane nukleotydy, których zadaniem jest 

połączenie fragmentów dwuniciowych. Na przykład styki trójczłonowe tworzą się wówczas, 

gdy trzy helikalne fragmenty RNA łączą się ze sobą w ten sposób, że powstaje rozgałęziona 

pętla wewnętrzna (z niesparowanymi resztami), od której wychodzą trzy ramiona złożone 

z fragmentów podwójnej helisy. Wprawdzie struktury te nie były do tej pory tak szczegółowo 

badane jak na przykład struktury typu spinki lub pętle wewnętrzne, to można ustalić pewne 

wspólne cechy charakterystyczne dla styków trójczłonowych71-73. W zależności od 

wzajemnego ułożenia ramion struktury te dzielą się na trzy rodziny: A, B i C. W rodzinach 

tych dwa ramiona ułożone są współosiowo zachowując ciągłość oddziaływań warstwowych 

(ang. coaxial stacking), natomiast trzecie ramię może być zorientowane prostopadle lub 

równolegle do jednego z dwóch pozostałych (Rys. 12). 

 

 A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 B) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 12. Struktury rybozymu hammerhead (PDB: 1MME)74 (A) oraz struktury RNA krytycznej dla inicjacji 

translacji zależnej od elementu IRES wirusa HCV (PDB: 1KH6)75 (B). 
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Trój- i czteroczłonowe styki występują we wszystkich rybosomalnych RNA, takich jak 5S, 

16S i 23S rRNA, cząsteczkach tRNA, jak również w rybozymach typu hammerhead, czy 

w rdzeniu katalitycznym intronów grupy I43,73. W badaniach hydrodynamicznych 

(ang. transient electric birefringence), metodami FRET (ang. Fluorescence Resonance 

Energy Transfer), oraz elektroforezy na żelu natywnym zaobserwowano, że struktura 

przestrzenna tego motywu w znacznym stopniu stabilizowana jest przez oddziaływania RNA 

z jonami metali, oraz że obecność jonów ma decydujący wpływ na przestrzenną architekturę, 

a także funkcję tych cząsteczek RNA76-79. 

 

 

2.8. Pseudowęzły (ang. pseudoknots) 

 

Pseudowęzeł jest motywem struktury trzeciorzędowej, który powstaje, gdy reszty 

nukleotydowe jednoniciowego regionu pętli w strukturze o charakterze spinki, asocjują 

według modelu Watsona-Cricka z komplementarnym fragmentem znajdującym się na 

zewnątrz tej pętli. W utworzonej w ten sposób strukturze możemy zawsze wyróżnić dwa 

odcinki helikalne połączone fragmentami jednoniciowymi o charakterze pętli (Rys. 13). 

Strukturalnie pseudowęzły stanowią bardzo zróżnicowaną grupę. Zależnie od elementu 

struktury drugorzędowej tworzącej ten motyw, można dokonać klasyfikacji pseudowęzłów na 

trzy główne typy: I-typ (ang. interior loop), B-typ (ang. bulge loop) oraz H-typ (ang. hairpin 

loop)33. 

Pseudowęzły stanowią istotny element architektury RNA i odgrywają ważną rolę w wielu 

procesach biologicznych. Pseudowęzły RNA zostały zidentyfikowane w prawie każdym 

organizmie, występują w rdzeniach katalitycznych różnych rybozymów80,81, stanowią 

funkcjonalne domeny autokatalitycznych intronów82, telomeraz83, kompleksów 

rybonukleoproteinowych84,85, genomów wirusowych86, a także wielu innych systemów 

biologicznych87. Dodatkowo pseudowęzły odgrywają decydującą rolę w regulacji ekspresji 

genów poprzez wymuszenie przesunięcia rybosomów w alternatywne ramki odczytu 

(ang. frameshifting) na RNA licznych wirusów88-91. 

Naturalnie występujące pseudowęzły są zdolne do przeprowadzania reakcji hydrolizy 

oraz transestryfikacji92, ale i wyselekcjonowane in vitro mogą katalizować także wiele innych 

reakcji enzymatycznych93. 

Topologia pseudowęzłów prowadzi do powstania wielu różnych, złożonych struktur, 

w związku z czym pseudowęzły stanowią istotny element architektury RNA, ponieważ 
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umożliwiają pojedynczej nici RNA zwinięcie się tak, aby utworzyć strukturę globularną 

zdolną do pełnienia ważnych funkcji biologicznych. 

 

A) 

 

 B) 

Rys. 13. Struktura przestrzenna pseudowęzła z SRV-1 RNA zaangażowanego w rybosomalne 

przesunięcie  ramki odczytu (PDB: 1E95)90 (A), oraz pseudowęzeł w strukturze rybozymu HDV 

(PDB: 1CX0)94 (B). 

 

 

 

3. Spektroskopia NMR w badaniach strukturalnych kwasów nukleinowych 

 

Istnieje wiele technik mających na celu poznanie struktury biocząsteczek, jednakże 

jedynie dwie metody eksperymentalne umożliwiają pełne i precyzyjne poznanie struktury 

przestrzennej z rozdzielczością atomową. Są to badania krystalograficzne oraz spektroskopia 

jądrowego rezonansu magnetycznego. Biomolekularna spektroskopia NMR jest obecnie 

jedyną metodą eksperymentalną, która umożliwia prowadzenie badań strukturalnych 

w roztworze. Badania cząsteczek prowadzone w różnym środowisku mają szczególne 

znaczenie, gdyż dają możliwość określenia pełnionych przezeń funkcji, na przykład 

w komórce. Postęp jaki dokonuje się w dziedzinie spektroskopii NMR, zarówno 

w konstrukcji spektrometrów NMR, opracowaniu nowych technik impulsowych czy też 

metod syntezy enzymatycznej i chemicznej pozwala na otrzymywanie coraz to większych 

struktur z wciąż poprawiającą się precyzją i dokładnością tak, iż mogą one konkurować 

z najnowszymi osiągnięciami metod krystalograficznych95. Liczba zdeponowanych w bazie 

PDB współrzędnych atomów cząsteczek DNA i RNA otrzymanych metodami NMR jest 

zdecydowanie mniejsza niż analogicznych danych dotyczących struktur białek. Warto w tym 

miejscu zaznaczyć, że analiza strukturalna cząsteczek RNA, jak i DNA jest procesem 

zdecydowanie trudniejszym niż badania struktury białek. Wynika to między innymi z małej 
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heterogenności jednostek nukleotydowych, w porównaniu ze zróżnicowaniem reszt 

aminokwasowych w białkach i wynikającym z tego nakładaniem się sygnałów 

rezonansowych, jakie obserwuje się w widmach NMR kwasów nukleinowych. Przyjmuje się, 

że w przypadku cząsteczek RNA o naturalnym składzie izotopowym możliwe jest ustalenie 

struktury fragmentów nie większych, niż zbudowanych z około 20 reszt nukleotydowych. 

W przypadku większych fragmentów, z uwagi na silne nakładanie się sygnałów 

rezonansowych, niezbędne jest zastosowanie preparatów znakowanych izotopami 13C i 15N. 

Dzięki takiemu postępowaniu udało się otrzymać strukturę przestrzenną fragmentu RNA 

wirusa MLV złożonego ze 101 reszt nukleotydowych96. 

Wyznaczenie struktury przestrzennej biocząsteczek z wykorzystaniem metod 

spektroskopii NMR jest procesem bardzo złożonym. W ogólnej, stosowanej zazwyczaj 

procedurze, można wyróżnić kilka charakterystycznych etapów (Rys. 14), z których 

wymienić należy: przygotowanie próbki; zebranie danych eksperymentalnych; przypisanie 

możliwie dużej liczby sygnałów rezonansowych 1H, a także 13C, 15N i 31P; wyznaczenie 

więzów strukturalnych; przeprowadzenie obliczeń metodami restryktywnej dynamiki 

molekularnej (rMD, ang. restrained Molecular Dynamics) w celu otrzymania struktur 

przestrzennych, zgodnych z danymi NMR oraz dokonanie analizy uzyskanych struktur 

końcowych. 

 

 

Rys. 14. Ogólny tok postępowania podczas wyznaczania struktury przestrzennej metodami NMR. 

 

Poszczególne etapy wyznaczania struktury przestrzennej cząsteczek RNA metodami 

NMR omówione zostaną w kolejnych rozdziałach. Procesy związane z przygotowaniem 

próbki, wykonaniem i analizą widm NMR opisane zostaną na przykładzie badanych przeze 

mnie cząsteczek w części eksperymentalnej niniejszej rozprawy. W rozdziale III.4 bliżej 
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przedstawię zagadnienia dotyczące rodzaju więzów strukturalnych i metod ich otrzymywania, 

oraz metod obliczeniowych stosowanych w celu ustalenia struktur przestrzennych cząsteczek 

RNA metodami NMR. Opisane również zostaną pewne aspekty związane z oceną oraz 

analizą przestrzenną otrzymanych struktur końcowych. 

 

 

4. Metody obliczeniowe spektroskopii NMR w zastosowaniu do badań struktury kwasów 

nukleinowych 

 

4.1. Więzy strukturalne 

 

Dane eksperymentalne wraz z wiedzą o sieci wiązań kowalencyjnych stanowią główne 

źródło informacji służących do otrzymania przestrzennych struktur biomolekuł metodami 

spektroskopii NMR. Stąd też w głównej mierze od rodzaju, liczby i dokładności 

wprowadzonych więzów zależy precyzja oraz dokładność otrzymanych w wyniku obliczeń 

struktur (Rozdział III.4.3). W celu uzyskania odpowiedniego zbioru dobrej jakości więzów 

wykorzystuje się kilka istotnych, znanych reguł. Waga, którą przypisuje się danej grupie 

więzów powinna być wprost proporcjonalna do stopnia wiarygodności danych, z których 

więzy te zostały otrzymane. Powszechna jest zasada, iż duża liczba więzów o szerokim 

zakresie tolerancji w rezultacie da większą liczbę poprawnych struktur, aniżeli mała ilość 

więzów o wąskim zakresie. 

Więzy, wykorzystywane w badaniach strukturalnych metodami NMR mogą zostać 

podzielone na więzy eksperymentalne i więzy wynikające z modelu. Więzy otrzymane 

w drodze eksperymentu to więzy odległościowe, więzy na kąty torsyjne, więzy orientacyjne 

dalekiego zasięgu, oraz stereochemiczne, wynikające z istniejącej sieci wiązań chemicznych 

w cząsteczce (ang. covalently imposed constraints). Natomiast do drugiej grupy więzów 

zalicza się m.in. więzy na wiązania wodorowe, czy też planarność par zasad97. Niekiedy, gdy 

dane eksperymentalne wykazują typowe cechy struktury A-RNA, zakłada się a priori dla 

danego fragmentu istnienie formy A, narzucając na strukturę więzy charakterystyczne dla 

formy A-RNA (ang. A-form restraints). Różnica pomiędzy więzami wynikającymi z modelu 

a więzami eksperymentalnymi nie zawsze jest wyraźna, ponieważ niektóre więzy, choć są 

zgodne z danymi spektralnymi, to wynikają raczej z przesłanek, a nie bezpośrednio 

z eksperymentu. 
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4.1.1. Jądrowy efekt Overhausera. Więzy na odległości międzyprotonowe 

 

Głównym źródłem informacji strukturalnych wykorzystywanych w badaniach kwasów 

nukleinowych metodami spektroskopii NMR są odległości międzyprotonowe, otrzymane 

z pomiaru jądrowego efektu Overhausera (NOE, ang. Nuclear Overhauser Effect). Jądrowym 

efektem Overhausera nazywamy zjawisko zmiany natężenia sygnału NMR pochodzącego od 

spinów jądrowych I w wyniku wyprowadzenia ze stanu równowagi termodynamicznej 

oddziałujących z nimi dipolowo spinów J 98,99. Wielkość tej zmiany możemy wyrazić poprzez 

tzw. współczynnik wzmocnienia NOE (η), który zdefiniowany jest za pomocą wyrażenia: 
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gdzie  0

izI  oznacza intensywność sygnału NMR jądra o spinie I w stanie równowagowym, 

natomiast  izI  jest intensywnością tego sygnału w układzie zaburzonym. 

Wielkość efektu NOE (V) jest odwrotnie proporcjonalna do szóstej potęgi odległości (dij) 

między dwoma oddziałującymi dipolowo spinami 1H, a sam efekt obserwowany jest dla jąder 

oddalonych od siebie nie więcej niż o 6 Å. Transfer magnetyzacji zależy zarówno od 

odległości dij, jak i od ruchów molekularnych, określonych w funkcji czasu korelacji f(τc) 

(równanie 4). 

 

)(6

cij fdV = −  (4) 

 

Obecnie stosowanych jest kilka metod wyznaczania więzów na odległości między protonami, 

z których każda opiera się na analizie objętości sygnałów w widmach 2D NOESY (D2O). 

Najprostsza, a zarazem najczęściej stosowana metoda, polega na szacunkowym 

porównywaniu wielkości wzmocnienia NOE między protonami do wzmocnienia, 

obserwowanego dla odpowiednich sygnałów wzorcowych, pochodzących od oddziaływań 

pomiędzy protonami o znanej odległości, niezależnej od konformacji cząsteczki, w oparciu 

o widma NOESY wykonane z różnymi czasami mieszania (ang. mixing time). Tym samym 

dokonuje się klasyfikacji sygnałów jako silne (ang. strong), średnie (ang. medium) oraz słabe 

(ang. weak) i przypisuje każdej kategorii górną granicę więzów97. I tak, intensywnym 

sygnałom, porównywalnym do korelacji H5-H6 reszt pirymidynowych przypisuje się górną 

granicę 2.5 – 3.0 Å, sygnałom o średniej intensywności – granicę 3.5 – 4.0 Å, natomiast 
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słabym: 5 – 6 Å. Często wprowadza się dodatkową klasę (~7 Å) dla sygnałów widocznych 

tylko w widmach wykonanych z długim czasem mieszania (~300 – 400 ms). Dolną granicę 

więzów w tym podejściu wyznacza suma promieni van der Waalsa oddziałujących protonów, 

choć często można spotkać prace, w których i te granice są zróżnicowane. 

Zdecydowanie dokładniejsza jest metoda ISPA100 (ang. Isolated Spin Pair 

Approximation) oparta na możliwie dokładnym określeniu wielkości wzmocnienia NOE 

i przyrównaniu otrzymanej wartości do objętości sygnału wzorca. Do wyznaczonych tą 

metodą odległości międzyprotonowych dodaje się procentowy błąd w celu określenia górnej 

i dolnej granicy więzów. Pewną niedoskonałością tej metody może być nieuwzględnienie 

podczas obliczeń wpływu zjawiska dyfuzji spinów i reorientacji wewnątrzcząsteczkowych na 

wielkość efektów NOE, dlatego stosowalność tej metody jest ograniczona. Dyfuzja spinów 

jest procesem, w wyniku którego w czasie mieszania dochodzi do pośredniego transferu 

magnetyzacji. Wówczas relacja między intensywnością sygnałów korelacyjnych a czasem 

mieszania przestaje być liniowa. W takim przypadku możliwa jest obserwacja sygnałów 

korelacyjnych w widmach typu NOESY pomiędzy protonami bardziej odległymi od siebie 

niż 6 Å, pomiędzy którymi znajduje się jeden lub więcej protonów. Dla badanych przeze 

mnie cząsteczek o masie rzędu 6 kD wpływ efektu dyfuzji spinów może być zaniedbany 

jedynie w widmach wykonanych z krótkim czasem mieszania około 100 ms. Aby całkowicie 

zniwelować wpływ wspomnianych oddziaływań, zaproponowanych zostało kilka innych 

metod101,102, które jednak z uwagi na ich dużą czasochłonność są rzadko stosowane. 

Dodatkowe więzy na odległości międzyprotonowe można otrzymać na podstawie analizy 

widm 2D NOESY wykonanych w H2O. Sygnały korelacyjne pochodzące od protonów 

wymienialnych należy jednak traktować z większą ostrożnością, gdyż w wyniku procesów 

wymiany objętości tych sygnałów mogą być zakłamane. Dlatego dla tych więzów można 

jedynie stosować górną granicę więzów z przedziału 5 – 6 Å. 

 

 

4.1.2. Sprzężenia skalarne. Więzy na kąty torsyjne 

 

Więzy na kąty torsyjne stanowią drugą, równie istotną grupę danych wykorzystywanych 

podczas obliczeń, które można otrzymać z eksperymentów NMR. Wartości kątów torsyjnych 

można ustalić na podstawie analizy wicynalnych stałych sprzężenia spinowo-spinowego (3J). 

Istotą wykorzystania sprzężeń skalarnych w badaniach strukturalnych jest fakt, iż wielkość 

oddziaływania między spinami jądrowymi, którego miarą jest wartość stałej sprzężenia, silnie 
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zależy od czynników stereochemicznych (konformacji, typu oddziałujących jąder oraz jąder 

pośredniczących i związanych z nimi podstawników). Zależność ta wyznaczona została drogą 

obliczeń kwantowo-mechanicznych przez Martina Karplusa103. Dla kwasów nukleinowych 

dokonano empirycznej parametryzacji równania dla układów H-C-C-H, C-C-C-H, C-C-O-P 

oraz H-C-O-P. Relację między stałą sprzężenia 3J pomiędzy dwoma protonami reszty 

cukrowej a kątami torsyjnymi w rybozie opisuje wzór104: 

 

 +−+−=
i iii z |)]|9.16(cos47.256.0[cos73.0cos7.13J 22

HH
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W wyrażeniu tym φ określa dany kąt torsyjny, natomiast zmienne i  oraz zi zależą 

odpowiednio od elektroujemności i orientacji podstawników przy atomach węgla i przyjmują 

wartości: Δχ = 0.4 (C), 0.85 (N), 1.3 (O) oraz -0.05 (P), a zi = ±1. W przypadku 

heterojądrowych sprzężeń 3JCH w układzie C-C-C-H, wartość kąta torsyjnego wyznaczyć 

można za pomocą równania104: 

 

5.0cos6.0cos7.5J 2

CH

3 +−=  . (6) 

 

Natomiast zależności stałych sprzężeń 3JPH i 3JCP od wartości kąta torsyjnego opisują 

równania Karplusa w postaci104: 

 

6.1cos1.6cos3.15J 2

PH

3 +−=  , (7) 
 

7.0cos4.3cos9.6J 2

CP

3 +−=  . (8) 

 

Pomimo znanych zależności, dokładność z jaką zostały one sparametryzowane dla sprzężeń 

heterojądrowych jest niska, a wyznaczone na ich podstawie wartości kątów torsyjnych są 

obarczone dużym błędem. Mimo tego rozwiniętych zostało wiele technik NMR 

umożliwiających pomiar zarówno homo- jak i heterojądrowych wartości sprzężeń 2J oraz 3J, 

pozwalających określić konformację szkieletu fosforocukrowego. Wykresy wybranych 

zależności przedstawione zostały na rysunku 15 oraz 16. 

Podobnie jak więzy NOE, więzy na kąty torsyjne wyznaczane są często jakościowo, stąd 

wprowadzone restrykcje ograniczają przyjmowane wartości dla danego kąta do jednej 

z trzech możliwych konformacji rotameru. Mimo tego, wykorzystanie tych danych podczas 

obliczeń wpływa na poprawę zarówno dokładności jak i precyzji otrzymanych struktur. 
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Potencjalne źródło informacji odnośnie przyjmowanych przez niektóre kąty torsyjne wartości 

stanowić może również pomiar efektu NOE, bądź analiza przesunięć chemicznych 

jąder 31P 28,105,106. 

 

A) 

    

B) 

     
 

 

 

 

 

 C3'-endo (N) C2'-endo (S) 
3JH1'H2' 1.3 Hz 7.6 Hz 
3JH2'H3' 3.8 Hz 4.4 Hz 
3JH3'H4' 8.8 Hz 1.2 Hz 

 

 

 

 gauche+ trans gauche- 
3JH4'H5' ~1.0 Hz ~3.0 Hz ~10.5 Hz 
3JH4'H5'' ~3.0 Hz ~10.5 Hz ~5.0 Hz 

 

 

Rys. 15. Krzywe Karplusa opisujące zależności wicynalnych stałych sprzężeń spinowo-spinowych 3JHH od kąta 

fazowego pseudorotacji P (A) oraz kąta torsyjnego γ (B)104. 

 

A) 

     

B) 

       
 

 

 

 

 

 gauche+ trans gauche- 
3JPH5'  ~2.5 Hz ~2.5 Hz ~22.5 Hz 
3JPH5'' ~22.5 Hz ~2.5 Hz ~2.5 Hz 
3JPC4'  ~2.5 Hz ~11.0 Hz ~2.5 Hz 

 

 

 

 gauche+ trans gauche- 
3JPH3' 23.0 Hz 2.2 Hz 2.2 Hz 
3JPC2' 2.1 Hz 2.1 Hz 11.8 Hz 
3JPC4' 2.2 Hz 11.8 Hz 2.1 Hz 

 

 

Rys. 16. Krzywe Karplusa opisujące zależności wicynalnych stałych sprzężeń spinowo-spinowych 3JPH oraz 
3JCP od kąta torsyjnego β (A) i kąta torsyjnego ε (B)104. 
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4.1.3. Resztkowe sprzężenia dipolowe. Więzy orientacyjne dalekiego zasięgu 

 

Resztkowe sprzężenia dipolowe (RDC, ang. Residual Dipolar Couplings) stanowią 

stosunkowo nowe źródło informacji kierunkowych, zarówno lokalnych jak i dalekiego 

zasięgu, dlatego też są niezwykle pomocne podczas ustalania wzajemnej orientacji odległych 

od siebie regionów cząsteczki lub słabo zdefiniowanych (z uwagi na brak sygnałów NOE) 

fragmentów106-108. W roztworach sprzężenia dipolowe (np. między spinami 1H i 13C) na 

skutek izotropowej reorientacji cząsteczek uśredniają się do zera. Jedynym symptomem ich 

obecności jest występowanie jądrowego efektu Overhausera. Wprowadzenie różnych mediów 

orientujących109-116 powoduje częściowe uporządkowanie molekuł i pojawienie się na ogół 

niewielkiego rozszczepienia linii NMR. Wkład resztkowego sprzężenia dipolowego DIJ do 

rozszczepienia wywołanego pośrednim oddziaływaniem spinowym dany jest wzorem117,118: 

 

]2cossin
2

3
)1cos3[(D),(D 22

aIJ  R+−= , (9) 

 

w którym Da oznacza stałą sprzężenia dipolowego, R = Aa/Ar określa stosunek składowych 

asymetrii i anizotropii tensora uporządkowania A, natomiast kąty θ i  są współrzędnymi 

cylindrycznymi opisującymi orientację wektora łączącego oddziałujące spiny I-J w układzie 

współrzędnych cząsteczki. W układzie tym składowe diagonalne tensora A odzwierciedlają 

prawdopodobieństwo, że osie układu będą równoległe do kierunku pola B0. Ponieważ 

obserwowane sprzężenia dipolowe w cząsteczce określone są względem tego samego układu 

współrzędnych, stąd odległości między poszczególnymi wektorami I-J nie wpływają na 

dokładność wyznaczenia ich wzajemnej orientacji, a wiedza o wielkości sprzężeń stanowi 

informację strukturalną o zasięgu globalnym. Zazwyczaj w badaniach strukturalnych 

wykorzystuje się eksperymenty dające możliwość analizy heterojądrowych sprzężeń 

resztkowych 1DCH lub 1DNH. Jednakże znakowanie izotopowe 15N dostarcza jedynie 

ograniczonej liczby sprzężeń dipolowych z uwagi na szybką wymianę protonów iminowych 

z wodą, dla których sprzężenie można by zaobserwować. Dlatego też, w celu uzyskania 

większej liczby więzów kierunkowych dokonuje się pomiaru wartości DCH dla próbek 

wzbogaconych lub o naturalnej zawartości izotopu 13C. W tym przypadku najczęściej 

dokonuje się pomiaru wartości 1DC2H2 w resztach adeniny, 1DC8H8 w resztach puryny, 1DC5H5 

i 1DC6H6 – w pirymidynach oraz 1DC1'H1' dla pierścieni cukrowych. Ponieważ związane 

wiązaniami wodorowymi pary zasad odznaczają się stosunkowo małą swobodą 



 

 

 

 

33 

konformacyjną stąd relatywne orientacje zasad heterocyklicznych mogą stanowić cenne 

źródło informacji strukturalnych RNA. Okazuje się, iż tylko trzy liniowo niezależne wartości 

RDC są potrzebne, aby przewidzieć pozostałe sprzężenia RDC w resztach zasad i tym samym 

określić orientację danej reszty. Pomiar dodatkowych wartości RDC poprawia jednak 

zarówno dokładność jak i zbieżność wyznaczonych struktur RNA. W celu otrzymania 

dodatkowych sprzężeń resztkowych w zasadach heterocyklicznych rozwinięto wiele metod 

NMR106. Metody te opierają się o dwu i trójwymiarowe eksperymenty pozwalające 

wyznaczyć wartości stałych sprzężeń również pomiędzy sprzężonymi dipolowo ciężkimi 

jądrami. Zaproponowanych zostało także wiele innych technik pozwalających otrzymać 

dodatkowe więzy kierunkowe dla pierścieni cukrowych a także, co ciekawe, wyznaczyć 

wartości resztkowych sprzężeń dipolowych 1H-1H dalekiego zasięgu, zawierających zarówno 

informacje o orientacji, jak i odległości pomiędzy konkretną parą oddziałujących jąder. 

Chociaż otrzymanie więzów kierunkowych nie jest zadaniem prostym, to w badaniach 

strukturalnych NMR są one coraz szerzej stosowane. Nawet niewielka liczba więzów 

kierunkowych prowadzi do uzyskania cennych informacji strukturalnych, a przy dostatecznie 

dużej ich liczbie możliwe jest ustalenie detali porównywalnych z tymi, jakie otrzymać można 

na podstawie badań krystalograficznych119. 

 

 

4.1.4. Inne typy więzów. Dodatkowe źródła informacji strukturalnych 

 

Podstawowych informacji o typie parowania zasad dostarcza analiza sygnałów 

korelacyjnych protonów wymienialnych zaangażowanych w tworzenie wiązań wodorowych. 

W zależności od stosowanej metody więzy na wiązania wodorowe wprowadzane są z dużą 

wagą od początku obliczeń, albo uwzględnione zostają jedynie podczas etapu udokładnienia. 

Ich natura podobna jest do więzów NOE, jednak zadawane są ze znacznie mniejszym 

zakresem błędu (0.1; 0.2 Å), zazwyczaj pomiędzy donorem i akceptorem oraz donorem 

i atomem związanym kowalencyjnie z akceptorem, choć stosowane są również inne 

restrykcje. Coraz częściej w badaniach strukturalnych kwasów nukleinowych wykorzystuje 

się eksperymenty, w których obserwuje się sprzężenia skalarne poprzez wiązania 

wodorowe106,120,120,121. Chociaż zastosowanie tych metod wymaga znakowania izotopowego 

15N a często także 13C, to jednak w przypadku występowania niekanonicznych par zasad 

metody te dostarczają niezwykle cennych informacji. Pozwalają one na jednoznaczną 
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identyfikację wiązań wodorowych stanowiąc tym samym źródło istotnych dla ustalenia 

struktury więzów. 

Dla par zasad wprowadzane są również więzy na planarność, które w powszechnie 

rozumianej definicji mają zorientować oddziałujące pary możliwie koplanarnie, tak jak 

w strukturach krystalograficznych. Jednakże takie podejście nie ma żadnych podstaw 

eksperymentalnych i mimo wyraźnej poprawy precyzji otrzymanych struktur, powinno się go 

raczej unikać. Zrozumiałym wykorzystaniem więzów na planarność jest takie wyskalowanie 

stałych siłowych, które pozwoli uzyskać energetycznie uprzywilejowane konformery, lub 

zdefiniowanie ich w taki sposób, aby ograniczały dostępną przestrzeń konformacyjną tylko do 

tych obserwowanych w kwasach nukleinowych122. Takie podejście poprawia zbieżność 

struktur lecz nie prowadzi do niepoprawnych wyników. 

Struktura podwójnej helisy A-RNA została bardzo dobrze scharakteryzowana na 

podstawie badań rentgenograficznych, dlatego też dla regionów złożonych z par Watsona-

Cricka, podczas etapu udokładnienia struktury, zakresy kątów torsyjnych szkieletu ogranicza 

się często do prawie idealnych wartości. Takie podejście może być usprawiedliwione przez 

fakt, iż bardziej interesujące fragmenty RNA (np. pętle terminalne, pętle wewnętrzne, 

wybrzuszenia) znajdują się poza regionami helikalnymi. 

Innym źródłem informacji strukturalnych, które potencjalnie może być wykorzystane 

podczas obliczeń lub na etapie selekcji końcowych współrzędnych, jest na przykład wiedza 

o obecności i geometrii centrów wiążących jony metali. Ponadto, w niedalekiej przyszłości 

całkiem nowego rodzaju więzów dostarczy zapewne postęp w zrozumieniu źródeł przesunięć 

chemicznych w kwasach nukleinowych123, która to wiedza w przypadku badań strukturalnych 

białek jest już standardowo wykorzystywana124. 

 

 

4.2. Algorytmy obliczeniowe 

 

Określenie struktury przestrzennej kwasów nukleinowych na podstawie danych NMR 

sprowadza się do znalezienia takiej konformacji, dla której energia cząsteczki byłaby 

najniższa a sama struktura spełniała określone (m.in. w eksperymencie NMR) kryteria. 

Spośród wielu metod w spektroskopii NMR dotychczas najczęściej stosowane były metody 

badań strukturalnych biomolekuł oparte na algorytmie DG (ang. Distance Geometry) oraz 

metodach restryktywnej dynamiki molekularnej. 
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4.2.1. Metoda DG 

 

Metoda DG125,126 (ang. Distance Geometry) jest pierwszą a zarazem najbardziej ogólną 

metodą optymalizacyjną wykorzystywaną do określenia struktury całej cząsteczki bądź jej 

fragmentu, w oparciu o dane NMR. Podejście to stosowane zarówno dla kwasów 

nukleinowych jak i białek, opiera się na możliwości przedstawienia międzyprotonowych 

kontaktów NOE oraz większości danych stereochemicznych w postaci macierzy 

metrycznej124. Macierz ta powinna zawierać wartości odległości między wszystkimi atomami 

cząsteczki. Z teorii wiadomo126-128, że jeśli znane są dokładne wartości wszystkich możliwych 

odległości między elementami zbioru punktów w trójwymiarowej przestrzeni euklidesowej, 

to istnieje możliwość ich transformacji na współrzędne kartezjańskie. Główny problem 

wykorzystania metody DG w badaniach strukturalnych wynika stąd, że nigdy nie posiadamy 

kompletnego zbioru informacji o odległościach międzyatomowych w cząsteczce, a niewielka 

liczba danych, którymi dysponujemy obarczona jest pewną granicą błędu. Dlatego 

w pierwszym etapie następuje określenie metodami triangulacyjnymi granic błędu dla 

odległości międzyatomowych, o których nie mamy żadnych danych (ang. bounds smoothing). 

Następnie losowo wygenerowany zostaje kompletny zbiór odległości, które zawierają się 

w określonych wcześniej przedziałach błędu (ang. metric matrix). W ten sposób otrzymujemy 

pełną macierz odległości, która jest następnie transponowana na współrzędne kartezjańskie 

atomów (ang. embedding). Ostatnim etapem protokołu jest optymalizacja długości wiązań 

i kątów, na przykład metodą gradientów sprzężonych129. 

Otrzymane tą drogą struktury charakteryzują się zazwyczaj wysoką energią z powodu 

dużej liczby naprężeń sterycznych oraz oddziaływań niewiążących. Dlatego też stosowane 

obecnie w badaniach strukturalnych biomolekuł programy ograniczają zastosowanie 

algorytmu DG do otrzymania współrzędnych startowych będących punktem wyjścia dla 

innych algorytmów obliczeniowych. 
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4.2.2. Metody restryktywnej dynamiki molekularnej 

 

4.2.2.1. Restryktywna dynamika molekularna w przestrzeni kartezjańskiej 

 

Metody dynamiki molekularnej, które uwzględniają więzy eksperymentalne, jako 

dodatkowe warunki (potencjały) ograniczające dowolność zmian współrzędnych atomowych 

cząsteczki są podstawowymi metodami obliczeniowymi i zebrane są pod wspólną nazwą 

restryktywnej dynamiki molekularnej (rMD, ang. restrained Molecular Dynamics). 

Cechą charakterystyczną dynamiki molekularnej w porównaniu do metod opartych tylko 

na minimalizacji energii jest wprowadzenie energii kinetycznej, której obecność umożliwia 

pokonywanie barier energii potencjalnej i tym samym znacznie redukuje 

prawdopodobieństwo uwięzienia cząsteczki w lokalnym minimum potencjału. Dynamika 

molekularna oparta jest na numerycznym rozwiązywaniu równań ruchu dla układu 

molekularnego znajdującego się w określonej temperaturze, w celu zarejestrowania ewolucji 

tego układu. W klasycznej dynamice każde jądro atomowe badanej cząsteczki traktowane jest 

jako punkt materialny obdarzony ładunkiem elektrostatycznym, a cała cząsteczka jest zbiorem 

punktów znajdujących się w przestrzeni kartezjańskiej w zadanym polu potencjalnym. 

Ponieważ każdy taki punkt obdarzony jest trzema stopniami swobody, stąd cała cząsteczka 

składająca się z N atomów dysponuje liczbą 3N stopni swobody. W układzie tym ruch 

każdego punktu zdefiniowany jest klasycznym równaniem Newtona: 

 

i
i

i F
dt

rd
m


=

2

2

, gdzie VFi −=


 (10) 

 

Całkowanie układu równań ruchu wykonywane jest numerycznie przy zadanych warunkach 

początkowych, tj. przy znanych położeniach i prędkościach wszystkich jąder atomowych. 

Współrzędne początkowe mogą być wyznaczone na przykład za pomocą metody DG, lub 

wygenerowane losowo, natomiast prędkości początkowe jąder atomowych zadawane są 

stochastycznie zgodnie z rozkładem Maxwella dla określonej (symulowanej) wartości 

temperatury. Każde jądro atomowe poddawane jest działaniu sił, które wymuszają ruch, 

a jego energia kinetyczna i potencjalna zmieniają się w czasie zgodnie z prawem ruchu 

Newtona. Całkowanie równań ruchu odbywa się metodą różnic skończonych co założony 

okres czasu t, najczęściej z wykorzystaniem algorytmu „żabich skoków”130 (ang. leap-frog 

scheme), metody Verlet131 lub metody Beemana132. Ważne jest aby wartość przedziału 

czasowego całkowania była stosunkowo krótka, gdyż zależy ona od najwyższych 



 

 

 

 

37 

częstotliwości oscylacji jąder atomowych cząsteczki. W celu optymalizacji protokołu 

powszechnie stosuje się praktykę nakładania więzów na istniejące w modelu wiązania 

chemiczne. Metoda ta zwana SHAKE133 nie powoduje zakłóceń konformacyjnych, lecz 

pozwala dzięki wydłużeniu czasu całkowania na ograniczenie iteracji niezbędnych do 

wykonania przez komputer, a tym samym znacznie przyspiesza obliczenia. Po każdym 

interwale czasowym położenia jąder atomowych ulegają zmianie i mogą być rejestrowane 

w trakcie obliczeń. Zbiór położeń atomów zarejestrowany w czasie symulacji tworzy 

trajektorię układu. Trajektoria ta zależy od parametrów początkowych oraz pola siłowego, 

zdefiniowanego poprzez energię potencjalną V, wyrażoną wzorem (11): 

 

    
exp

planrdccdihNOE

nonb

elecvdW

cov

imprdiheanglebond

V

VVVV

V

VV

V

VVVVV ...++++++++++= , 
(11) 

 

w którym dwa pierwsze człony opisują energie potencjalne związane ze strukturą wiązań 

kowalencyjnych cząsteczki (Vcov), oraz oddziaływaniami niewiążącymi (Vnonb). Składnik 

związany z oddziaływaniami kowalencyjnymi zawiera wielkości równowagowe dla długości 

wiązań i kątów między wiązaniami oraz stałe siłowe, które określają energię związaną 

z odchyleniem od struktury zdeterminowanej przez wartości równowagowe, natomiast 

składnik energii potencjalnej odpowiadającej oddziaływaniom niewiążącym zawiera wartości 

promieni van der Waalsa, ładunki elektrostatyczne i parametry określające oddziaływania 

Lenarda-Jonesa. W restrykcyjnej dynamice molekularnej obecny jest dodatkowy człon energii 

potencjalnej związany z energią potencjalną wynikającą z nałożonych na cząsteczkę więzów 

strukturalnych (Vexp), które wyprowadzone zostały z danych eksperymentalnych. Ten 

potencjał zawiera zarówno wartości przedziałów dla różnych typów więzów 

eksperymentalnych jak i stałe siłowe, które określają dodatkową energię, przy założeniu, że 

więzy w strukturze zostaną naruszone. W różnych, stosowanych polach siłowych, powyższy 

opis może być modyfikowany lub uzupełniany o inne składniki, w celu poprawy reprezentacji 

różnych rodzajów oddziaływań obecnych w badanym układzie. Takie założenie, w którym 

całkowita energia układu rozłożona jest na szereg składników pochodzących od 

poszczególnych typów oddziaływań jest podstawą koncepcji pola siłowego, przy czym warto 

nadmienić, że składniki te opisywane są równaniami nawiązującymi do znanych z mechaniki 

klasycznej (poczynając od funkcji kwadratowych, Morse’a, szeregów Fouriera, potencjałów 

Lenarda-Jonesa itp.). 
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W powszechnie stosowanym do obliczeń strukturalnych biomolekuł programie X-PLOR, 

energia potencjalna cząsteczki opisana jest wyrażeniem134: 
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Parametry kb, k, k, ka oraz kd określają stałe siłowe funkcji danego typu oddziaływań, 

natomiast r0, 0, i  – oznaczają odpowiednio długości wiązań chemicznych, kąty pomiędzy 

tymi wiązaniami oraz kąty torsyjne struktury idealnej znajdującej się w warunkach 

równowagowych. W potencjale na oddziaływania niewiążące parametr Rij oznacza odległość 

pomiędzy parą oddziałujących atomów, ij – jest wartością proporcjonalną do sumy promieni 

van der Waalsa,  oznacza stałą dielektryczną, zaś qi i qj – ładunki jąder atomowych. 

Wszystkie te wartości wyprowadzane są doświadczalnie lub obliczane metodami mechaniki 

kwantowej i definiowane są dla danego pola siłowego z podziałem na atomy poszczególnych 

typów potencjału. Spośród powszechniej znanych i stosowanych w przypadku badań kwasów 

nukleinowych pól siłowych warto wymienić pole AMBER135-137, CHARMM138, CVFF139, 

GROMOS140 i OPLS141. 

W porównaniu do klasycznych metod dynamiki molekularnej, których celem jest symulacja 

zachowania się badanego układu do rzeczywistego systemu fizycznego jak najdokładniej, 

istotą restryktywnej dynamiki molekularnej jest znalezienie w dostępnej przestrzeni 

konformacyjnej stabilnej struktury o minimalnej energii potencjalnej, która dodatkowo 

zgodna byłaby z danymi eksperymentalnymi. Dlatego też podczas dynamiki molekularnej 

cała przestrzeń konformacyjna powinna być wielokrotnie przeszukana w celu znalezienia 

najbardziej stabilnej struktury z zachowanymi warunkami eksperymentalnymi. Uzyskane tą 

metodą wyniki powinny być niezależne od punktu wyjścia, który obierany jest arbitralnie. 

W stosowanych powszechnie podejściach najczęściej wychodzi się z różnych punktów 

startowych i sprawdza zbieżność ostatnich klatek zarejestrowanych trajektorii, które 

w przypadku badań NMR stanowią poszukiwane rozwiązanie struktury. Jeżeli uzyskana 

zbieżność jest duża oznacza to, że liczba więzów jest wystarczająca, a struktura dobrze 

określona. 
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4.2.2.2. Restryktywna dynamika molekularna w przestrzeni kątów torsyjnych 

 

Dynamika molekularna w przestrzeni kątów torsyjnych (TAMD, ang. Torsion Angle 

Molecular Dynamics) stanowi obecnie najbardziej efektywną metodę stosowaną w badaniach 

strukturalnych biomolekuł metodami NMR124. Metoda TAMD pozwala na zmniejszenie 

liczby stopni swobody badanego układu poprzez zastąpienie współrzędnych kartezjańskich 

odpowiednimi wartościami kątów torsyjnych. Dodatkowo zmiana ta pociąga za sobą 

konieczność zastąpienia równań ruchu Newtona równaniami Lagrange’a, stąd w klasycznej 

dynamice w przestrzeni kątów torsyjnych równanie ruchu przedstawia się następująco142: 
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gdzie L jest funkcją Lagrange’a będącą sumą energii kinetycznej i potencjalnej badanego 

układu, natomiast  określa wartość danego kąta torsyjnego w cząsteczce. Ponieważ podejście 

takie w przypadku dużych cząsteczek (kwasów nukleinowych, białek) jest czasowo zbyt 

kosztowne, stąd opracowane zostały różne algorytmy w celu optymalizacji obliczeń, 

z których najważniejsze to zaimplementowany w programie X-PLOR algorytm Bae143 oraz 

stosowany w aplikacji Cyana144 algorytm Jaina145. 

W dynamice molekularnej w przestrzeni kątów torsyjnych cząsteczka jest postrzegana jako 

rozgałęziony łańcuch kinematyczny w postaci dendrytu. W modelu tym wyróżnić można 

szereg ogniw, połączonych pojedynczymi wiązaniami, wokół których ogniwa te mogą się 

obracać. W przypadku dynamiki kwasów nukleinowych wiązania umożliwiające rotacje 

poszczególnych ogniw to wiązania glikozydowe oraz wiązania w szkielecie 

fosforocukrowym. Obroty wokół tych wiązań są zdefiniowane przez odpowiednie kąty 

torsyjne (Rozdział III.1), a zbiór tych kątów dokładnie określa konformacje cząsteczki. Warto 

wspomnieć, iż w przeciwieństwie do metod dynamiki klasycznej, w metodzie TAMD 

odległości między atomami związanymi kowalencyjnie, a także kąty płaskie między nimi 

zawsze są zachowane. W zastosowaniu do badań strukturalnych metody dynamiki 

w przestrzeni kątów torsyjnych, podobnie jak metody dynamiki w przestrzeni kartezjańskiej 

zazwyczaj wspomagane są metodą symulowanego wyżarzania. 
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4.2.2.3. Metoda symulowanego wyżarzania (SA, ang. simulated annealing) 

 

Opracowany przez Kirkpatricka146 i zmodyfikowany przez Nilgesa147 algorytm 

optymalizacji zwany symulowanym wyżarzaniem jest obecnie najbardziej popularną metodą 

wykorzystywaną do obliczeń strukturalnych zarówno kwasów nukleinowych jak i białek. 

Można powiedzieć, że metoda SA jest zaadaptowanym na potrzeby obliczeń strukturalnych 

rozwinięciem dynamiki molekularnej, w którym dla zmniejszenia prawdopodobieństwa 

uwięzienia w jednym z lokalnych minimów powierzchni energii potencjalnej cząsteczki i tym 

samym sprawniejszej penetracji przestrzeni konformacyjnej układu, stosowany potencjał 

podlega ciągłym zmianom w czasie148. Pokonanie barier energetycznych, a tym samym 

modyfikacja trajektorii układu, odbywa się poprzez zmianę parametrów takich, jak 

temperatura i stałe siłowe określające potencjał. Stąd też metoda ta jest bardziej skuteczna 

i wydajna aniżeli klasyczne podejście stosowane w rMD. Różne grupy badawcze używają 

różnych protokołów dynamiki SA, a ich cechą wspólną jest między innymi zredukowanie 

pola siłowego, czyli nie uwzględnianie oddziaływań elektrostatycznych, dalekiego zasięgu 

oraz wpływu rozpuszczalnika. Każdy protokół dynamiki SA obejmuje wysokotemperaturową 

fazę przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej (etap próbkowania), po której następuje 

powolne schładzanie układu (zwijanie, porządkowanie). Punktem wyjścia jest stan, w którym 

początkowa temperatura układu jest bardzo wysoka, a atomy osiągają bardzo wysoką średnią 

energię kinetyczną, która umożliwia pokonanie przez układ wysokich barier energii 

potencjalnej. Często w fazie tej potencjały na więzy eksperymentalne i oddziaływania van der 

Waalsa zostają częściowo zredukowane i pozostają zamrożone do końca etapu bądź też, 

w zależności od protokołu, wzrastają liniowo w kolejnych iteracjach. W następnym etapie 

temperatura jest powoli obniżana, a całkowita energia układu maleje. Współczynniki 

określające energie naruszonych więzów przyjmują w tej fazie maksymalne wartości, co 

prowadzi do zwinięcia struktury, gdyż cały układ dąży do zachowania tych więzów. Ważne 

jest, aby zarówno czas poszczególnych etapów był odpowiednio dobrany jak i temperatura. 

Zbyt szybkie schładzanie uniemożliwi wystarczające zbadanie przestrzeni konformacyjnej, 

natomiast nieodpowiednio zadane temperatury spowodują, że cząsteczka nie będzie potrafiła 

pokonać mniejszych barier potencjału albo „ucieknie” z globalnego minimum. Ostatnim 

etapem protokołu metody SA jest minimalizacja energii. Stosowane są tutaj różne podejścia, 

z których warto wyróżnić najczęściej stosowaną metodę najostrzejszego spadku (ang. steepest 

descent algorithm), która umożliwia szybszą eliminację lokalnych nieregularności 

konformacyjnych oraz metodę gradientów sprzężonych129 (ang. conjugate gradients 
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algorithm) pozwalającą na efektywniejsze znalezienie najbliższego minimum energii bardziej 

złożonej cząsteczki. 

Metoda SA pozwala zbadać zdecydowanie większy obszar przestrzeni konformacyjnej, daje 

również lepszą zbieżność z danymi eksperymentalnymi, niezależnie od przyjętych struktur 

początkowych. W różnych wariantach znajduje zastosowanie zarówno do badań 

strukturalnych kwasów nukleinowych83,96,149, białek150 i analizy procesów zwijania większych 

cząsteczek RNA151. Przeprowadzone dodatkowo testy wykazały, że w połączeniu z dynamiką 

TAMD, metoda symulowanego wyżarzania odznacza się zdecydowanie większą wydajnością 

niż metoda DG, czy konwencjonalne algorytmy SA w przestrzeni kartezjańskiej152,153. 

 

 

4.3. Kryteria oceny otrzymanych struktur - precyzja i dokładność 

 

Istotnym etapem badań strukturalnych metodami NMR jest analiza otrzymanych 

w trakcie obliczeń struktur, zawartych w dostępnej dla badanego obiektu przestrzeni 

konformacyjnej. Z zagadnieniem tym związane są takie pojęcia jak precyzja (ang. precision) 

oraz dokładność (ang. accuracy, quality) z jaką struktury zostały otrzymane28,100. Precyzja jest 

miarą podobieństwa pomiędzy otrzymanymi strukturami, podczas gdy dokładność stanowi 

miarę podobieństwa otrzymanych struktur do poprawnej struktury, o ile taka struktura jest 

znana. Dlatego też dokładność może zostać oceniona jedynie w przypadku, gdy współrzędne 

struktury, do której dążymy są znane. Jednakże stosowane są pewne metody, które w sposób 

pośredni pozwalają na ocenę dokładności otrzymanych współrzędnych. Stąd w pierwszym 

kroku analizy dokonuje się selekcji struktur, które najlepiej zgadzają się z danymi 

eksperymentalnymi oraz odpowiadają określonym warunkom stereochemicznym. 

Podstawową formą wyboru końcowych struktur ze zbioru wszystkich otrzymanych 

konformerów jest analiza statystyczna naruszonych (dla tych struktur) więzów 

(ang. violations). Przyjmuje się, że jeśli dla danej struktury istnieje znaczna liczba 

naruszonych więzów, o wartościach przekraczających o 0.5 Å dopuszczalne granice, to taką 

strukturę należy odrzucić. Podobne kryterium zakłada się w przypadku więzów kątowych, dla 

których dopuszczalna tolerancja niezgodności z zadanym przedziałem wynosi 5. 

Pomimo, że obecnie nie są one szeroko stosowane, istnieje kilka innych metod mających 

na celu określenie stopnia zgodności wyznaczonych struktur z danymi NMR123,154,155. 

Spośród nich warte przytoczenia są metody definiujące tzw. czynnik R, JRMS lub Q. 

Wzorowany na analogicznym parametrze stosowanym w badaniach krystalograficznych, 
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czynnik R określa różnice pomiędzy otrzymanymi z eksperymentu a oczekiwanymi 

teoretycznie (wyznaczonymi na przykład metodą RMA156) wartościami NOE. Wśród kilku 

zaproponowanych154,157,158, jednym z częściej używanych jest czynnik R wyrażony wzorem: 
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gdzie .exp

ijA  i .teor

ijA  oznaczają odpowiednio eksperymentalną i teoretyczną objętość sygnału 

pomiędzy każdą parą atomów i oraz j, dla których efekt NOE został zmierzony. 

Drugi parametr JRMS, określa odchylenie standardowe liczone pomiędzy obserwowanymi 

w widmach ( .exp

ijJ ) a wyznaczonymi z końcowych struktur ( .teor

ijJ ) wartościami wicynalnych 

sprzężeń skalarnych i opisany jest wzorem159: 
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gdzie sumowanie przebiega po wszystkich kątach torsyjnych, dla których wartości sprzężeń 

skalarnych zostały wyznaczone z eksperymentów NMR. 

Natomiast zgodność (lub rozbieżność) między otrzymanymi eksperymentalnie (Dexp.) 

wartościami resztkowych sprzężeń skalarnych a wyznaczonymi z modelu (Dteor.) określa 

ostatni - czynnik Q, zdefiniowany równaniem160: 
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Istotnym kryterium wyboru, często decydującym o doborze finalnych struktur, jest 

również selekcja konformerów pod kątem ich energii całkowitych. Spośród struktur 

spełniających powyższe kryteria dokonuje się selekcji tych, które charakteryzują się najniższą 

energią. 

Powszechnie stosowanym parametrem służącym do określenia podobieństwa zbioru 

struktur jest średnie odchylenie standardowe, RMSD28,100 (ang. Root Mean Square Deviation). 

Wartość parametru RMSD pomiędzy współrzędnymi dwóch nałożonych na siebie struktur 
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wyznaczana jest za pomocą wyrażenia: 
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gdzie xi, yi, zi są współrzędnymi i-tego atomu jednej struktury, natomiast xi', yi', zi' 

współrzędnymi odpowiedniego atomu drugiej struktury. 

Istnieje kilka metod określania zbieżności rodziny struktur, przy czym każda z nich 

prowadzi do nieco innego wyniku100. Najczęściej stosowanym podejściem jest wyznaczenie 

średniej ze wszystkich N(N - 1)/2 wartości RMSD liczonych dla każdej możliwej pary 

w zbiorze. Alternatywną drogą określenia zróżnicowania konformacyjnego struktur jest 

odniesienie pozycji poszczególnych atomów nie do struktury wyjściowej, ale do uśrednionej 

struktury. Przykłady różnej zbieżności struktur RNA, otrzymane z obliczeń przy 

wykorzystaniu odmiennej liczby więzów NOE przedstawione zostały na rysunku 17. 

 

  
   

4,0 Å 1,8 Å 1,0 Å 0,9 Å 0,85 Å 

 

Rys. 17. Superpozycja struktur pętli 20-meru RNA otrzymanych drogą obliczeń z wykorzystaniem różnej 

liczby więzów strukturalnych28. Poniżej struktur podana została średnia wartość RMSD. 

 

Warto zaznaczyć, że jeśli zbiór struktur charakteryzuje się dużą zbieżnością, ale 

otrzymane struktury mają złą geometrię lub powodują wiele naruszeń więzów, to nie mogą 

one być spójne z danymi NMR. Z drugiej strony, jeśli w strukturach jest mało naruszonych 

więzów i parametrów geometrii, ale precyzja jest zła, to ilość informacji eksperymentalnych 

nie wystarcza do dokładnego określenia struktury. 
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5. Parametry helikalne 

 

Najpełniejszy a zarazem najbardziej szczegółowy opis konformacji fragmentu kwasu 

nukleinowego wymaga podania 3N współrzędnych kartezjańskich dla N atomów cząsteczki. 

Możliwe jest jednak znaczne zredukowanie tej ilości danych161. Uwzględniając długości 

wiązań kowalencyjnych oraz kąty płaskie między tymi wiązaniami, można w oparciu 

o wartości kątów torsyjnych opisać pełną strukturę, która nie zależy od układu 

współrzędnych. W takim opisie pofałdowanie pierścienia cukrowego przyjęło się określać 

poprzez podanie dwóch parametrów: kąta fazowego pseudorotacji oraz amplitudy 

pofałdowania. Stąd każdy nukleotyd można opisać podając wartości dziewięciu zmiennych: 

sześciu kątów torsyjnych szkieletu fosforocukrowego, α – ζ (Rys. 5), kąta glikozydowego χ 

(Rys. 2) oraz kąta fazowego pseudorotacji P i amplitudy pofałdowania cukru νmax (Rys. 3 i 4). 

Te parametry nie są jednakże zbyt informatywne podczas opisu kształtu całej molekuły. 

Ponieważ cząsteczki kwasów nukleinowych często tworzą struktury helikalne, do opisu ich 

geometrii stosuje się tak zwane parametry helikalne, które wprowadzone zostały po raz 

pierwszy w latach pięćdziesiątych podczas analizy dyfrakcyjnych włókien DNA161. 

Obecnie do opisu struktur helikalnych kwasów nukleinowych stosowane są parametry, 

które przyjęte zostały w 1988 roku, zatwierdzoną przez IUPAC konwencją162,163 (Cambridge 

convention). Pozwoliła ona ujednolicić opis geometrii podwójnej helisy i wyeliminować inne, 

często niespójne ze sobą metody opisu. Zdefiniowane w Cambridge convention parametry 

helikalne otrzymywane są z przestrzennej lokalizacji zasad heterocyklicznych i tworzą zbiór 

parametrów rotacyjnych i translacyjnych. Ustalono również, iż znak parametrów 

translacyjnych wyznaczony jest przez kierunki odpowiednich osi układu, natomiast 

parametrów rotacyjnych przez regułę prawej dłoni. Parametry obliczane są względem 

lokalnych układów odniesienia wyznaczonych dla każdej pary nukleotydów lub względem osi 

helikalnej wyznaczonej przez punkty początkowe układów lokalnych (Rys. 18). 

Wszystkie parametry helikalne można podzielić na trzy podstawowe grupy: 

- lokalne parametry między zasadami (ang. Intra-base pair parameters)  

- lokalne parametry między parami zasad (ang. Inter-base pair parameters) 

- globalne parametry pary zasad względem osi głównej helisy (ang. Global base pair-

axis parameters) 
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Rys. 18. Schemat układów lokalnych dla dwóch sąsiednich par zasad dupleksu. 

 

Lokalne parametry między zasadami określają położenie oraz wzajemną orientację 

parujących się zasad. Grupa ta obejmuje trzy niezależne parametry translacji w kierunkach osi 

x, y i z lokalnego układu współrzędnych, oraz trzy parametry rotacji zasad heterocyklicznych 

wokół osi układu odniesienia. Nazwy wraz z symbolami oraz schematy parametrów 

przedstawione zostały na rysunku 19. 

 

   

Shear (Sx) Stretch (Sy) Stagger (Sz) 

 

   

Buckle (κ) Propeller twist (ω) Opening (σ) 

 

Rys. 19. Lokalne parametry helikalne określające wzajemne położenie dwóch sąsiadujących zasad. 

 

Lokalne parametry między parami zasad opisują wzajemną relację dwóch sąsiadujących 

ze sobą par. Zbiór ten składa się z sześciu niezależnych parametrów helikalnych – trzech 

parametrów translacyjnych oraz trzech rotacyjnych. Ich nazwy, symbole i schematy 

przedstawia rysunek 20. 
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Shift (Dx) Slide (Dy) Rise (Dz) 

 

   

Tilt (τ) Roll (ρ) Twist (Ω) 

 

Rys. 20. Lokalne parametry helikalne określające położenie sąsiadujących ze sobą par zasad. 

 

Globalne parametry helikalne opisują geometrię kanonicznej pary zasad względem 

wyznaczonej głównej osi dupleksu. Do grupy tej należą dwa parametry związane 

z położeniem pary zasad względem osi głównej dupleksu oraz dwa, określające nachylenie 

danej pary w stosunku do tej osi (Rys. 21). 

 

 

  

 x-Displacement (dx) y-Displacement (dy) 

 

 

  

Układ współrzędnych Inclination (η) Tip (θ) 

 

Rys. 21. Globalne parametry helikalne dla pary zasad względem osi głównej cząsteczki. 
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Pomimo zdefiniowania parametrów helikalnych (ustalenia ich nazw i zbioru wartości) 

nadal istnieje potrzeba ścisłego określenia sposobu, w jaki parametry te mają być obliczane. 

Konwencja nie podaje bowiem algorytmu ich wyznaczania. W związku z powyższym obecne 

programy30,31,164-170 wykorzystywane do obliczeń parametrów helikalnych dają wyniki, które 

mogą się nieznacznie między sobą różnić. W konwencji Cambridge nie zdefiniowano także 

układu odniesienia dla niekanonicznych par zasad, jednoniciowych fragmentów, trypleksów 

i kwadrupleksów. Ponadto niektóre programy obliczają dodatkowe parametry, takie jak: 

zakrzywienie osi helisy, wielkość dużej i małej bruzdy, średnicę dupleksu itp., które jak dotąd 

również nie zostały znormalizowane. 

Jedną z aplikacji powstałych z myślą o otrzymaniu pełnego opisu konformacji kwasów 

nukleinowych, uwzględniającego rekomendacje Cambridge convention, jest program 

Curves30,31, którego kolejne wersje są powszechnie stosowane w wielu laboratoriach już od 

kilkunastu lat. Jego rozwój kierowany był chęcią poszerzenia podejścia stosowanego dla 

regularnych struktur helikalnych, również do opisu geometrii układów nieregularnych31. 

Dzięki możliwości definiowania lokalnych układów współrzędnych dla każdej reszty 

heterocyklicznej, program ten pozwala obliczyć parametry helikalne dla pojedynczych nici 

i dla struktur wieloniciowych (dupleksów, trypleksów i kwadrupleksów), przy czym w tym 

drugim przypadku parametry helikalne mogą zostać obliczone także względem wyznaczonej 

osi helikalnej. Algorytm sprawdza się dobrze również w przypadku modyfikowanych 

jednostek nukleotydowych, fragmentów łańcucha fosforocukrowego pozbawionych zasad 

azotowych (ang. abasic sites), dupleksów z wybrzuszeniami, lub niesparowaniami. Ponadto 

program daje możliwość obliczenia parametrów konformacyjnych łańcucha 

fosforocukrowego, pofałdowania pierścieni cukrowych, kątów wokół wiązań 

N-glikozydowych, wykonuje analizę geometrii dużej i małej bruzdy wyznaczając ich 

szerokość i głębokość oraz oblicza średnicę podwójnej helisy. Alternatywnymi aplikacjami 

dającymi możliwość wyznaczenia parametrów helikalnych kwasów nukleinowych są 

programy FreeHelix169 oraz 3DNA170. 
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IV. OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ WŁASNYCH 

 

1. Część eksperymentalna 

 

1.1. Przygotowanie próbek 

 

Wszystkie badane przeze mnie oligorybonukleotydy (5'-GCAGAGAGCG-3', 

5'-GCAGAAGAGCG-3', 5'-GCAGAAAGAGCG-3', 5'-GCAGAAAAGAGCG-3', 

5'-CGCUCUCUGC-3', 5'-GUCGAGCUG-3', 5'-GUCGUGCUG-3' i 5'-CAGCCGAC-3') 

otrzymane zostały na drodze syntezy chemicznej (syntetyzer 392 RNA/DNA Applied 

Biosystems) metodą amidofosforynową na podłożu stałym171. Po syntezie każdy 

z oligorybonukleotydów wraz z podłożem przeniesiono z kolumienki do probówki, dodano 

2 ml metyloaminy i pozostawiono na około 18 godzin w temperaturze pokojowej. Następnie 

podłoże odsączono i przepłukano czterokrotnie mieszaniną EtOH/CH3CN/H2O w stosunku 

objętościowym 3:1:1, a uzyskane roztwory odparowano do sucha. Osuszone próbki zalano 

0.5 ml 98% trójfluorowodorkiem trójetyloaminy i pozostawiono na 21 godzin w temperaturze 

pokojowej, po czym przystąpiono do procesu odsalania oligorybonukleotydów. W tym celu 

użyto kolumn zawierających silanizowane podłoże C18 (Sep-Pak firmy Waters), które przed 

procedurą odsalania przemyte zostały 10 ml acetonitrylu oraz 10 ml 10 mM wodnego 

roztworu wodorowęglanu amonu. Dopiero na tak przygotowane kolumny naniesiono próbki 

rozcieńczone do objętości 10 ml 10 mM roztworem wodorowęglanu amonu. W każdym 

przypadku zebrane zostały po trzy frakcje: L – przesącz, otrzymany bezpośrednio po 

nałożeniu próbki na kolumnę, frakcję W – uzyskaną po przepłukaniu kolumny 10 ml 10 mM 

roztworem wodorowęglanu amonu, oraz frakcję właściwą – C, zebraną po wymyciu 

oligorybonukleotydu z kolumny 6 ml 30% wodnego roztworu acetonitrylu. Następnie frakcję 

C odparowano do sucha a pozostałe – L i W sprawdzono na obecność oligomerów.  

Po odblokowaniu i odsoleniu, próbki z frakcji C rozpuszczono w 150 l wody w celu 

wydzielenia poszczególnych oligorybonukleotydów na silikażelowych płytach TLC. Przy 

czym krótsze oligonukleotydy (do 10 nukleotydów) były oczyszczane na płycie silikażelowej 

przy użyciu mieszaniny nPrOH/NH4OH/H2O w stosunku objętościowym 55:35:10, natomiast 

dłuższe nici – mieszaniną w stosunku 52:38:10 v/v/v. Po zakończeniu rozdziału prążki 

zawierające badane oligorybonukleotydy wycięto z płytki silikażelowej i eluowano 

trzykrotnie 2 ml wody po czym odparowano do sucha. Dla każdego oligonukleotydu 
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dokonano pomiaru masy cząsteczkowej metodą MALDI w celu sprawdzenia poprawności 

oligonukleotydu. 

W celu dodatkowego sprawdzenia czystości syntetyzowanych oligomerów do badań 

NMR, wykonane zostały widma 1H NMR w D2O. Ponieważ otrzymany materiał zawierał 

szczątkowe ilości ubocznych produktów procesu odblokowania, konieczne było poddanie 

próbek dodatkowemu etapowi oczyszczania na kolumnach Sep-Pak. 

Końcowe stężenia otrzymanych oligomerów obliczone zostały na podstawie 

prowadzonych w temperaturze 80C pomiarów absorbancji, używając znanych wartości 

współczynników ekstynkcji172. W celu otrzymania dupleksów I-VI odpowiednie nici RNA 

rozpuszczono w wodzie w stosunku molowym 1:1. Asocjacja nici w dupleksach oraz ich 

czystość sprawdzane były za pomocą widm 1H NMR. 

Przed każdą serią pomiarową próbki były trzykrotnie odparowywane (w strumieniu gazu 

obojętnego – azotu lub helu) z buforem (99.8% D2O) zawierającym 50 mM NaCl, 10mM 

fosforanu sodu i 0.1 mM EDTA (pH 6.8), a następnie rozpuszczone w 99.96% D2O 

i umieszczone w probówce Shigemi. Końcowe stężenie badanych próbek wynosiło około 

1 mM. Po przeprowadzeniu wszystkich eksperymentów 1H, 13C oraz 31P NMR w D2O została 

przeprowadzona analiza sygnałów pochodzących od protonów wymienialnych. W tym celu 

próbki powtórnie odparowano i rozpuszczono w roztworze H2O/D2O w stosunku 

objętościowym 9:1. Przed każdą serią pomiarową, w celu otrzymania prawidłowej asocjacji 

dupleksów, próbki podgrzewane były do temperatury 80C a następnie powoli schładzane do 

temperatury pokojowej. 

 

 

1.2. Opis stosowanych w badaniach technik spektroskopii NMR 

 

Widma NMR dupleksów RNA wykonane zostały na spektrometrze Bruker Avance 600 

w Środowiskowym Laboratorium Unikalnej Aparatury Chemicznej Wydziału Chemii 

Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza. Spektrometr ten posiada trzy kanały częstotliwości 

i wyposażony jest w aktywnie ekranowany magnes nadprzewodzący UltraShieldTM, 

wytwarzający stałe pole magnetyczne o indukcji 14.095 T. Wszystkie pomiary NMR 

wykonywane były na sondzie z odwrotnym układem cewek i Z-gradientem 

(TBI - inverse triple 1H/{31P}/BB, 2H lock). Kontrolowane warunki pomiarowe uzyskiwano 

dzięki przystosowanemu do pomiarów dla biomolekuł układowi długoterminowej stabilizacji 

temperatury (BCU-5). Dodatkowo były wykonane widma na spektrometrze Bruker Avance II 
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400 w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN. Źródłem stabilnego, jednorodnego pola 

magnetycznego tego spektrometru jest ekranowany magnes nadprzewodzący (UltraShield 

PlusTM) o indukcji pola magnetycznego 9.397 T. Do pomiarów NMR wykorzystano sondę 

z detekcją odwrotną (Inverse Broadband Probehead H-BB-D) wyposażoną w cewkę 1H oraz 

szerokopasmową (o zakresie częstotliwości 31P – 109Ag). System pozwalał na generowanie 

impulsów kształtowanych na obu kanałach częstości radiowej oraz posiadał generator 

gradientów w kierunku osi Z. Ponadto spektrometr wyposażony był w jednostkę kontroli 

temperatury oraz urządzenie BCU-5, umożliwiające prowadzenie długoterminowych 

pomiarów w zakresie od -5C do temperatury pokojowej. Układ ten pozwalał na stabilizację 

temperatury pomiaru z dokładnością do 0.5C. Otrzymane dane eksperymentalne 

przetwarzałem za pomocą programu Topspin 2.0 (Bruker), a następnie analizowałem 

w programie Felix 2002 (Accelrys). 

Jednowymiarowe widma 1H NMR (600 MHz, D2O) wykonane zostały w temperaturach 

20, 25 i 30C. Szerokość spektralna widma (sw – ang. spectral width) wynosiła 5.4 kHz, czas 

akwizycji (at – ang. acquisition time) – 6 s, natomiast czas d1, potrzebny na relaksację układu 

(ang. relaxation delay) około 2 s. Resztkowy sygnał wody tłumiony był przyłożonym 

w tzw. czasie oczekiwania, pojedynczym impulsem o małej mocy (ang. presaturation). 

W celu poprawy stosunku sygnału do szumu, w każdym eksperymencie akumulowano 

średnio 64 przebiegi (ang. scans, transitions) składające się z 64K (1K = 1024) zespolonych 

punktów pomiarowych (ang. complex points). Podczas obróbki danych przeprowadziłem 

apodyzację sygnałów funkcją wykładniczą ze stałą poszerzenia linii (lb – ang. line 

broadening) równą 0.3 Hz.  

W przypadku widm 1D 1H NMR otrzymanych w D2O przy częstotliwości rezonansowej 

400 MHz, szerokość spektralna wynosiła sw = 4 kHz, czas akwizycji at = 8.2 s, a czas 

oczekiwania d1 = 1 s. Pomiary przeprowadzono w temperaturach 25 oraz 30C, przy czym 

w każdym eksperymencie rejestrowano średnio 32 sygnały precesji swobodnej zawierające 

64K zespolonych punktów pomiarowych. 

Jednowymiarowe różnicowe widma 1H NMR NOE (600 MHz, 90% H2O/10% D2O) 

zostały zarejestrowane przy selektywnym naświetlaniu pojedynczą częstotliwością 

rezonansową w temperaturach 2 i 10C. Widma zebrane były przy szerokości spektralnej 

sw = 14 kHz, czasie akwizycji at = 0.5 s i czasie oczekiwania d1 = 2 s. Każdy sygnał 

swobodnej precesji (FID – ang. Free Induction Decay) był sumą 512 spójnych rejestracji 

i składał się z 16K zespolonych punktów pomiarowych. Przed transformacją Fouriera (FT, 



 

 

 

 

51 

ang. Fourier transformation) dokonałem apodyzacji sygnałów funkcją wykładniczą, dla 

której wartość parametru lb = 3 Hz. 

Jednowymiarowe widma 1H NMR (600 MHz, 90% H2O/10% D2O) wykonane zostały 

w temperaturze 10C z zastosowaniem sekwencji 3-9-19 WATERGATE173 do wytłumienia 

sygnału wody. Eksperymenty wykonane były przy szerokości spektralnej sw = 13 kHz 

z czasem akwizycji at = 2.48 s oraz czasem oczekiwania d1 wynoszącym 2 s. Za każdym 

razem w trakcie pomiaru dokonano akumulacji 64 przebiegów czasowych, które zawierały 

64K zespolonych punktów pomiarowych. Podobnie, jak w przypadku widm wykonanych 

w D2O, podczas obróbki danych przeprowadziłem apodyzację sygnałów precesji swobodnej 

funkcją wykładniczą. 

Dwuwymiarowe, fazoczułe widma NOESY174 (600 MHz, D2O) wykonane były przy 

trzech różnych czasach mieszania m = 50, 150 i 400 ms. Czułość fazową w kierunku t1 

otrzymano stosując metodę States-TPPI175. W eksperymencie zebranych zostało 2K 

zespolonych punktów pomiarowych w kierunku t2 oraz 512 inkrementów w kierunku t1, przy 

czym każdy składał się przeważnie z 96 spójnych rejestracji sygnałów precesji swobodnej. 

Widma wykonane były przy szerokości spektralnej sw = 5.4 kHz, z interwałem czasowym 

d1 = 1.5 s. Czas akwizycji wynosił 2 s. Podobnie jak w przypadku widm jednowymiarowych, 

do wygaszenia resztkowego sygnału HOD zastosowano metodę nasyceniową176,177 

(ang. presaturation). Aby ułatwić przypisanie sygnałów rezonansowych, oraz wyciągnięcie 

informacji strukturalnych, pomiary efektu NOE zostały przeprowadzone w trzech różnych 

temperaturach: 20, 25 i 30C. Podczas przetwarzania danych w obu kierunkach zastosowano 

sinusoidalną funkcję ważącą przesuniętą w fazie o 30. W celu poprawy rozdzielczości widm 

dokonałem ekstrapolacji sygnału swobodnej precesji metodą liniowej predykcji178 (LP, 

ang. linear prediction). Korektę linii bazowej przetransformowanej macierzy przeprowadzono 

w kierunku F2 za pomocą funkcji wielomianowej. 

Wykonane zostały także eksperymenty 2D NOESY w D2O przy częstotliwości 400 MHz. 

Widma zarejestrowane zostały z czasem mieszania 150 i 400 ms w temperaturze 25C. 

Szerokość spektralna wynosiła 3.4 kHz a czas akwizycji at = 0.4 s. Pozostałe parametry 

akwizycyjne, a także stosowane metody cyfrowej obróbki były takie same, jak w przypadku 

widm wykonanych na spektrometrze Bruker AVANCE 600. 

Dwuwymiarowe, fazoczułe widma NOESY173,179 (600 MHz, 90% H2O/10% D2O) 

wykonane zostały w temperaturze 10C metodą TPPI180 z czasem mieszania m = 150 ms. 

W celu wygaszenia silnego sygnału wody, podczas eksperymentu stosowano sekwencję 
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(3-9-19) gradientowych impulsów w metodzie WATERGATE. W eksperymencie 

rejestrowanych było 512 sygnałów FID, z których każdy był sumą 128 spójnych przebiegów 

i zawierał 2K punktów zespolonych. Szerokość spektralna w obu kierunkach wynosiła 

13.8 kHz, czas akwizycji 0.07 s, natomiast czas oczekiwania d1 = 2 s. W czasie obróbki 

danych, w obu kierunkach, dokonano apodyzacji sygnałów funkcją sinusoidalną przesuniętą 

w fazie o 60. 

Dwuwymiarowe, fazoczułe widma DQF-COSY181 (600 MHz, D2O) o wysokiej 

rozdzielczości wykonane były z szerokopasmowym odsprzęganiem sekwencją GARP182 od 

częstotliwości 31P w temperaturach 25 oraz 30C. Czułość fazową w kierunku t1 uzyskano 

stosując metodę TPPI. Resztkowy sygnał wody tłumiono metodą nasyceniową podczas 

interwału czasowego d1 = 1.5 s. Dużą rozdzielczość widma uzyskano poprzez zawężenie 

zakresu szerokości spektralnej do przedziału występowania sygnałów rezonansowych 

protonów H1'/H5 oraz H2'/H3'/H4'/H5'/H5'' (szerokość spektralna, sw = 2.2 kHz). Czas 

akwizycji wynosił 1 s. W eksperymencie rejestrowanych było 4K zespolonych punktów 

pomiarowych w kierunku t2 dla 512 inkrementów w kierunku t1. Każdy sygnał był zazwyczaj 

sumą 48 spójnych rejestracji. Podczas obróbki cyfrowej stosowano potęgową, sinusoidalną 

funkcję ważącą w kierunku t1 i t2, natomiast ekstrapolacji sygnałów dokonano metodą LP. Po 

transformacji Fouriera przeprowadzono korekcję linii bazowej przez aproksymację funkcją 

wielomianową. 

Analogiczne pomiary wykonane zostały na spektrometrze Bruker AVANCE II 400. 

W przypadku dwuwymiarowych, fazoczułych widm TOCSY183,184 (600 MHz, D2O) 

okres mieszania, podczas którego zastosowano sekwencję impulsów MLEV-17, trwał 60 ms. 

Widma zarejestrowane zostały przy szerokości spektralnej, która w obu kierunkach wynosiła 

około 6 kHz, z czasem akwizycji 0.2 s w kierunku t1 i interwale czasowym między kolejnymi 

repetycjami d1 = 2 s. Akumulowane z 32 przebiegów sygnały FID zawierały 2K zespolonych 

punktów pomiarowych. W każdym eksperymencie zebranych zostało 512 sygnałów 

w kierunku t1. W czasie obróbki danych w obu kierunkach t1 i t2 zastosowałem apodyzację 

funkcją sinusoidalną. Doświadczenia przeprowadzone zostały w temperaturze 25C. 

Dwuwymiarowe eksperymenty korelacyjne 1H-13C HSQC185-187 (D2O) przeprowadzone 

zostały na próbkach o naturalnej zawartości izotopu 13C w temperaturze 25 i 30C metodą 

odwrotnej detekcji. Aby zniwelować wpływ sprzężeń proton-węgiel, podczas akwizycji 

danych na kanale 13C przykładano sekwencję impulsów GARP. Pomiary wykonane były przy 

częstotliwości rezonansowej, która wynosiła 600 MHz dla jąder 1H i 150.9 MHz dla jąder 
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13C. Doświadczenia wykonano dla dwóch zakresów przesunięć chemicznych. Widma dla 

pełnego zakresu zebrane zostały przy szerokości spektralnej sw = 19.6 kHz w kierunku t1 

oraz przy sw = 3.6 kHz w kierunku t2. W drugim przypadku szerokość spektralna została 

zawężona (sw = 8.5 kHz w kierunku t1 i 3 kHz w kierunku t2) do zakresu występowania 

sygnałów korelacyjnych pomiędzy atomami węgla i związanymi kowalencyjnie protonami 

H1', H5 oraz H2', H3', H4', H5', H5''. Widma przetwarzałem stosując metodę LP i ważenie 

funkcją sinusoidalną. 

Zarejestrowane zostały również widma korelacyjne 1H-13C HSQC (D2O) dla zawężonego 

zakresu przesunięć chemicznych na spektrometrze Bruker AVANCE 400. Temperatura 

pomiaru wynosiła 25C. 

Jednowymiarowe widma 31P (D2O) zarejestrowane zostały przy częstotliwości 

rezonansowej 243 MHz na spektrometrze Bruker AVANCE 600. Badania przeprowadzono 

w zakresie temperatur od 10C do 35C, co 5C. 

Dwuwymiarowe, fazoczułe widma korelacyjne 1H-31P HSQC188,189 (D2O) zostały 

wykonane na spektrometrze Bruker AVANCE 600 dla szerokości spektralnej sw = 2.4 kHz 

w kierunku 31P oraz 1.5 kHz w kierunku 1H. Końcowe widma zawierały 256 sygnałów FID, 

akumulowanych na ogół z 96 przebiegów, przy czym każdy sygnał zawierał 2K punktów 

zespolonych. Przed transformacją Fouriera przeprowadzono apodyzację sinusoidalną funkcją 

kwadratową. Eksperymenty przeprowadzono w temperaturach: 20, 25 i 30C. 

Kalibracja przesunięć chemicznych 1H, 13C NMR względem DSS oraz sygnałów 31P NMR 

względem TMP wykonana została w oparciu o zależność przesunięcia chemicznego sygnału 

wody od temperatury pomiaru, stężenia soli i pH próbki metodą opisaną w pracy Wisharta190. 
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2. Badanie wpływu niesparowanych reszt adenozynowych na strukturę dupleksów RNA. 

 

2.1. Ustalenie struktury referencyjnego dupleksu RNA 

 

2.1.1. Analiza widm NMR dupleksu referencyjnego (I) 

 

2.1.1.1. Analiza widm 1H NMR w D2O 

 

Jednowymiarowe widmo 1H NMR w D2O dupleksu referencyjnego o sekwencji I 

(Rys. 22) wykonane w temperaturze 25C przedstawione zostało na rysunku 23.  

 

 

Rys. 22. Struktura drugorzędowa dupleksu I.  
 

Sygnały rezonansowe badanego dupleksu grupują się w trzech charakterystycznych dla 

cząsteczek RNA zakresach spektralnych28,191. Przy najwyższych częstotliwościach znajdują 

się pasma absorpcyjne pochodzące od protonów zasad heterocyklicznych. Odpowiada im 

zakres przesunięć chemicznych od 6.9 do 8.1 ppm. Wyjątek stanowią sygnały H5 reszt 

pirymidynowych, które wraz z sygnałami pochodzącymi od protonów H1' grupują się 

w środkowej części widma 1H NMR w zakresie 5.1 – 6.1 ppm. Pozostałe sygnały 

rezonansowe pochodzące od protonów pierścieni cukrowych znajdują się w dolnym zakresie 

przesunięć chemicznych (3.8 – 4.8 ppm), w najsilniej zagęszczonym regionie. Ta duża 

koncentracja linii rezonansowych stwarza istotne trudności podczas ich identyfikacji. 

Dodatkowym utrudnieniem jest fakt występowania w tym zakresie resztkowego sygnału 

wody (HOD), który może przesłaniać niektóre sygnały badanego związku. 

Jednym z podstawowych wymogów analizy strukturalnej cząsteczek RNA metodami 

spektroskopii NMR jest otrzymanie próbki o bardzo wysokiej czystości. Stąd już na samym 

wstępie badań bardzo ważnym było uzyskanie preparatu o zadowalającej jakości. Analiza 

widma 1H NMR wykazała, że badana próbka nie zawierała zanieczyszczeń, które mogłyby 

w istotny sposób powodować trudności w interpretacji widm NMR. Również całkowanie 

opisanych powyżej obszarów spektralnych w przybliżeniu odpowiada ilości spodziewanych 

sygnałów od poszczególnych protonów, co dodatkowo potwierdzało czystość badanego 

związku. 
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Rys. 23. Widmo 1H NMR dupleksu I wykonane w temperaturze 25C w D2O (600 MHz). Nad widmem 

zaznaczono charakterystyczne zakresy występowania sygnałów rezonansowych pochodzących od 

protonów H2, H6 i H8; protonów H5 i H1'; pozostałych protonów pierścieni rybozy. 

 

Dobrze rozdzielone linie rezonansowe w dwóch pierwszych regionach są stosunkowo 

wąskie, co wskazuje, że struktura jest stabilna i jednorodna. W widmie można także rozróżnić 

charakterystyczne sygnały należące do protonów H5 i H6, dla których ujawnia się struktura 

subtelna linii widmowej w postaci dwóch składowych. Łatwo rozpoznawalne w widmie są 

również singlety pochodzące od protonów H2, które odznaczają się małą szerokością 

połówkową oraz dużą amplitudą. Wąskie linie rezonansowe od tych protonów są wynikiem 

ich dłuższych czasów relaksacji. Stosunkowo wąskie linie rezonansowe wskazują również na 

brak zanieczyszczeń jonami paramagnetycznymi, które mogłyby powodować ich poszerzenie. 

Pomimo tego, widmo jest bardzo złożone i dalsza analiza mogła zostać przeprowadzona 

w oparciu o serię dwuwymiarowych homo- i heterojądrowych eksperymentów. 

Przypisania linii rezonansowych 1H NMR dokonałem głównie za pomocą 

dwuwymiarowych widm 2D NOESY (Rys. 24) oraz eksperymentów DQF-COSY. 

Heterojądrowe widma korelacyjne 1H-13C oraz 1H-31P HSQC, pomocne również podczas 

identyfikacji linii rezonansowych poszczególnych protonów, omówione zostaną 

w następnych rozdziałach. 
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Rys. 24. Widmo 2D NOESY dupleksu I w D2O (600 MHz, 25C). W widmie zaznaczono regiony 

występowania sygnałów korelacyjnych pochodzących od oddziaływań między protonami: 

1) H2/H6/H8 – H2'/H3'/H4'/H5'/H5'';   4) H2/H6/H8 – H5/H1'; 

2) H5/H1' – H2'/H3'/H4'/H5'/H6'';    5) H5/H1' – H5/H1'; 

3) H2'/H3'/H4'/H5'/H5'' – H2'/H3'/H4'/H5'/H5'';  6) H2/H6/H8 – H2/H6/H8. 

 

Analizę widm rozpocząłem od tak zwanego regionu aromatyczno-anomerycznego, 

w którym występują sygnały korelacyjne pomiędzy protonami H2/H6/H8 a protonami H5/H1' 

(obszar 4 na Rys. 24). Na widmach DQF-COSY (Rys. 25) w tym regionie, ze względu na 

duże wartości sprzężeń skalarnych, obserwowałem dziesięć bardzo intensywnych sygnałów 

pochodzących od par protonów H5-H6 reszt pirymidynowych. W badaniach kwasów 

nukleinowych są to jedyne sygnały występujące na widmach typu COSY w tym regionie. 

Przy tych samych częstotliwościach rezonansowych, co w eksperymencie DQF-COSY, 

obserwowałem również, na skutek silnego efektu NOE między protonami H5 i H6, korelacje 

na widmach 2D NOESY. Pozwoliło mi to na wyodrębnienie tych sygnałów od pozostałych 

obecnych w analizowanym regionie. W rozróżnieniu sygnałów korelacyjnych H5-H6 reszt 

cytydyny od tych pochodzących od reszt urydyny pomocna była analiza heterojądrowych 

widm 1H-13C HSQC, prezentowanych w rozdziale IV.2.1.1.3. Jednakże na podstawie widm 

DQF-COSY oraz 1H-13C HSQC nie można otrzymać informacji, której reszcie nukleotydowej 

odpowiada dany sygnał. 
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Rys. 25. Widmo DQF-COSY dupleksu referencyjnego w D2O (600 MHz, 25C). W widmie zaznaczono 

regiony występowania sygnałów korelacyjnych pochodzących od sprzężeń skalarnych miedzy 

protonami H5-H6 oraz H1'-H2'. 

 

Na tym etapie przypisań kluczowymi okazały się pozostałe sygnały regionu 

aromatyczno-anomerycznego widm 2D NOESY. Sygnały te, o znacznie mniejszej 

intensywności, pochodzą od oddziaływań NOE pomiędzy protonami reszt heterocyklicznych 

(H6/H8) a protonami anomerycznymi (H1'). W oparciu o analizę tych oddziaływań oraz 

korzystając z właściwości prawoskrętnej struktury RNA, w której odległości H6/H8-H1' są 

mniejsze niż 5 Å, wyznaczyłem ścieżki przekazywania magnetyzacji pomiędzy protonami 

H6/H8(i)-H1'(i)-H6/H8(i+1)
28,192 (Rys. 26 i 27). Te, tak zwane sekwencyjne ścieżki NOE 

(ang. NOE pathways) łączą na przemian intra- i internukleotydowe sygnały korelacyjne, a ich 

wyznaczenie umożliwiło jednoznaczne określenie częstotliwości rezonansowych wszystkich 

zaangażowanych w tworzenie tych ścieżek protonów. Dla obu nici dupleksu I 

zaobserwowałem nieprzerwane ścieżki NOE, co świadczy o dużej stabilności badanej 

struktury. 
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Rys. 26. Schemat wewnątrzcząsteczkowych oddziaływań dipolowych tworzących tzw. ścieżkę NOE 

w strukturach typu A-RNA na przykładzie łańcucha o sekwencji GCA. 

 

 

Rys. 27. Region H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (m = 400 ms) dupleksu I w D2O (600 MHz, 25C). 

W widmie zaznaczone zostały sekwencyjne ścieżki H6/H8(i)-H1'(i)-H6/H8(i+1) – kolorem zielonym dla 

górnej nici, natomiast niebieskim – dla dolnej nici. Szarymi prostokątami wyróżnione zostały 

intranukleotydowe sygnały H5-H6, natomiast przerywane linie wskazują położenie sygnałów H2 

reszt adenozyny. 
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W analizowanym fragmencie widma 2D NOESY zaobserwowałem również słabe 

internukleotydowe kontakty NOE pomiędzy protonami H6(i)-H5(i+1) oraz H8(i)-H5(i+1). 

Oddziaływania te, jak również sekwencyjne sygnały H6/H8(i)-H6/H8(i+1) znajdujące się 

w pobliżu linii diagonalnej (Rys. 28) pomogły w prawidłowym wyznaczeniu ścieżki NOE 

i dodatkowo potwierdziły obecność silnych oddziaływań warstwowych między zasadami obu 

nici dupleksu. 

 

 

Rys. 28. Przydiagonalny region sygnałów korelacyjnych H2/H6/H8 w widmie 2D NOESY dupleksu I w D2O 

(600 MHz, 25 °C). W widmie zaznaczone zostały sekwencyjne ścieżki H6/H8(i)- H6/H8(i+1) kolorem 

zielonym dla górnej nici, niebieskim – dla dolnej nici. Kolorem czerwonym zaznaczone zostały 

przesłoniete przez sygnały diagonalne sygnały korelacyjne. Przerywane linie wskazują położenie 

sygnałów H2 reszt adenozyny. 

 

Wartości przesunięć chemicznych protonów H2 reszt adenozyny wyznaczyłem w oparciu 

o widma jednowymiarowe 1H NMR oraz dwuwymiarowe widma 1H-13C HSQC, omówione 

w rozdziale IV.2.1.1.2. Korelacje tych protonów z protonami H1' tej samej reszty oraz 

z protonem anomerycznym reszty sąsiadującej od końca 3' obserwowane na widmie 

2D NOESY, okazały się bardzo pomocne podczas przypisań pozostałych sygnałów 

w aromatyczno-anomerycznym regionie widma. Niezwykle istotnymi w badaniach 

strukturalnych były również korelacje występujące pomiędzy protonami H2 reszt adenozyny 

a protonami H1' w nici komplementarnej, które znacznie ułatwiły ich identyfikację. Sygnały 
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te pochodzące od oddziaływań pomiędzy atomami wodoru z dwóch różnych nici są jedynym 

dowodem na zawiązywanie się struktury dupleksu jaki mogą dostarczyć widma wykonane 

w D2O. 

Najtrudniejszym zadaniem podczas przypisywania sygnałów rezonansowych cząsteczek 

RNA jest identyfikacja sygnałów pochodzących od protonów H2', H3', H4', H5' i H5'' reszt 

cukrowych. W widmach NMR sygnały te występują w wąskim zakresie (3.7 – 5 ppm), 

wskutek czego bardzo silne nakładają się na siebie. 

W celu przypisania sygnałów pochodzących od protonów H2' analizę widm rozpocząłem 

od zidentyfikowania sygnałów korelacyjnych H1'-H2'. W widmie DQF-COSY 

w interesującym obszarze H5/H1'-H2'/H3'/H4'/H5'/H5'' obserwowałem tylko 4 sygnały 

korelacyjne. Intensywniejsze sygnały pochodziły od protonów H1'-H2' terminalnych reszt 

z końca 3' (G10, C20), natomiast dwa słabsze należały do reszt G1 i C11 z końca 5'. Nie 

obserwowałem natomiast sygnałów korelacyjnych od pozostałych reszt nukleotydowych, 

z uwagi na małe wartości sprzężeń skalarnych H1'-H2'. Dlatego też możliwość wykorzystania 

widm DQF-COSY do określenia przesunięć chemicznych protonów H2' dupleksu była w tym 

przypadku bardzo ograniczona. Znacznie więcej informacji uzyskałem z widm 2D NOESY 

wykonanych z czasem mieszania m = 50 ms. W tych widmach, sygnały H1'-H2' z uwagi na 

ich dużą intensywność łatwo mogłem zidentyfikować. Silne wzmocnienie NOE pomiędzy H1' 

i H2' wynika ze stosunkowo małej odległości (~2.8 – 3.0 Å) między tymi protonami, która 

w niewielkim stopniu zmienia się w zależności od konformacji pierścienia cukrowego. 

Poprawność przypisań sygnałów H2' potwierdzona została przez obserwację silnych 

internukleotydowych oddziaływań NOE pomiędzy protonami H2'(i)-H6/H8(i+1). 

Występowanie takich sygnałów jest charakterystyczną cechą struktur typu A-RNA, w których 

odległość pomiędzy protonem H2' i H6 lub H8 następnej reszty jest rzędu 2 Å193. W widmie 

2D NOESY (m = 400 ms) obserwowałem również dodatkowe sygnały korelacyjne H5-H2' 

oraz intra- i internukleotydowe sygnały pomiędzy protonami H6/H8-H2', co pozwoliło mi 

wyznaczyć ścieżki NOE pomiędzy H6/H8(i)-H2'(i)-H6/H8(i+1)
28,192 (Rys. 29). 
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Rys. 29. Region sygnałów H2/H6/H8-H2'/H3'/H4'/H5'/H5'' w widmie 2D NOESY (m = 400 ms) dupleksu I w 

D2O (600 MHz, 25C). W widmie zaznaczone zostały sekwencyjne ścieżki H6/H8(i)-H2'(i)-H6/H8(i+1) 

– kolorem zielonym dla górnej nici, natomiast niebieskim – dla dolnej nici. Przerywane linie 

wskazują położenie sygnałów H2 reszt adenozyny. 

 

Przypisania sygnałów rezonansowych protonów H3' dokonałem na podstawie analizy 

sygnałów korelacyjnych H1'-H3' oraz H5-H3' w widmach 2D NOESY wykonanych z czasem 

mieszania 400 ms i potwierdziłem poprzez wyszukanie typowych dla struktur A-RNA ścieżek 

sekwencyjnych H6/H8(i)-H3'(i)-H6/H8(i+1)
28,192 (Rys. 30). Niezwykle pomocnymi podczas 

identyfikacji sygnałów H3' były także widma 1H-31P HSQC, w których obserwowałem bardzo 

intensywne sygnały korelacyjne pochodzące od sprzężeń skalarnych pomiędzy protonem H3' 

a jądrem fosforu następnej reszty nukleotydowej. 
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Rys. 30. Region sygnałów H2/H6/H8-H2'/H3'/H4'/H5'/H5'' w widmie 2D NOESY (m = 400 ms) dupleksu I w 

D2O (600 MHz, 25C). W widmie zaznaczona została sekwencyjna ścieżka H6/H8(i)-H3'(i)-H6/H8(i+1) 

– kolorem zielonym dla górnej nici, natomiast niebieskim – dla dolnej nici. Przerywane linie 

wskazują położenie sygnałów H2 reszt adenozyny. Sygnały H3' reszt A3 i G12 zostały stłumione 

wraz z sygnałem wody. 

 

Identyfikacji linii rezonansowych protonów H4' dokonałem w oparciu o szczegółową 

analizę kontaktów NOE oraz obserwowanych w widmach DQF-COSY sygnałów 

korelacyjnych pochodzących od sprzężeń H3'-H4'. W widmach 2D NOESY kontakty NOE 

pomiędzy protonami H1'-H4' obu energetycznie uprzywilejowanych konformacji C2'-endo 

oraz C3'-endo są podobnej intensywności i obok sygnałów korelacyjnych H1'-H2' są 

najsilniejszymi w regionie H5/H1'-H2'/H3'/H4'/H5'/H5''. Stąd sygnały H1'-H4' można było 

rozpoznać i tym samym przypisać protony H4' do odpowiednich reszt nukleotydowych. 

W widmach wykonanych z długim czasem mieszania (m = 400 ms) dodatkowo obserwowane 

były typowe dla formy A-RNA słabe oddziaływania pomiędzy protonami H4' a H6/H8 zasad 

heterocyklicznych. Istotne informacje podczas przypisywania sygnałów protonów H4' 

uzyskałem również z widm DQF-COSY. W diagonalnym obszarze sygnałów 

H2'/H3'/H4'/H5'/H5'' tego widma obserwowałem intensywne korelacje pomiędzy protonami 

H3' i H4' dla większości reszt cukrowych (Rys. 31). Obecność silnych sygnałów H3'-H4' na 

widmach DQF-COSY wynika z dużych wartości wicynalnych sprzężeń skalarnych między 

tymi jądrami, charakterystycznych dla konformacji C3'-endo194. 
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Rys. 31. Przydiagonalny region sygnałów H2'/H3'/H4'/H5'/H5'' w widmie DQF-COSY dupleksu I w D2O 

(600 MHz, 25C) z wyróżnionymi sygnałami korelacyjnymi pomiędzy protonami H3'-H4'. Szarym 

kolorem opisane są sygnały korelacyjne, które przesłonięte zostały przez sygnały diagonalne. 

 

Pomimo dużej intensywności sygnałów korelacyjnych pomiędzy geminalnymi protonami H5' 

i H5'' przypisanie ich w widmie 2D NOESY było utrudnione ze względu na silne nakładanie 

się tych sygnałów, występujących w najbardziej zagęszczonym regionie diagonalnym. 

Jedynie sygnały terminalnych reszt odsunięte od pozostałych, mogłem łatwo zidentyfikować. 

Najwięcej informacji uzyskałem z analizy słabych oddziaływań NOE protonów H5'/H5'' 

z protonami H6/H8 oraz H1', obserwowanych w widmach 2D NOESY wykonanych z długim 

czasem mieszania (m = 400 ms). Korelując otrzymane z widm 1H-13C HSQC zakresy 

przesunięć chemicznych sygnałów 1H NMR reszt rybozy z danymi otrzymanymi z widm 

2D NOESY przypisałem większość protonów H5'/H5''. Poprawność przypisań potwierdziły 

wyniki analizy widm DQF-COSY, w których najsilniejsze sygnały korelacyjne pochodziły 

właśnie od sprzężeń 2JHH między protonami H5' i H5'' (Rys. 32). 
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Rys. 32. Przydiagonalny region sygnałów H2'/H3'/H4'/H5'/H5'' w widmie DQF-COSY dupleksu I w D2O 

(600 MHz, 25C) z wyróżnionymi sygnałami korelacyjnymi pomiędzy protonami H5'-H5''. 

 

Wykonane dodatkowo widmo TOCSY potwierdziło istnienie większych niż 2 – 3 Hz 

sprzężeń skalarnych pomiędzy protonami H1'-H2' tylko dla terminalnych reszt dupleksu. 

Eksperyment potwierdził także poprawność przypisań dla tych reszt sygnałów H3' oraz H4'. 

Natomiast w przypadku pozostałych reszt, sygnały korelacyjne pomiędzy protonami 

anomerycznymi a protonami H2', H3' i H4' nie były obserwowane. Dla tych reszt, z uwagi na 

małe wartości sprzężeń skalarnych H1'-H2', transfer magnetyzacji z protonu H1' na pozostałe 

protony pierścieni rybozy nie był efektywny. 

Wartości przesunięć chemicznych sygnałów rezonansowych 1H NMR zmierzone 

w temperaturze 25C zestawione zostały w tabeli 2. 
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Tabela 2. Wartości przesunięć chemicznych 1H (ppm) sygnałów dupleksu I [D2O, 25C]. 

 

Res. H6/H8 H2/H5 H1 H2 H3 H4 H5/H5 amino imino 

G1 8.09 – 5.75 4.80 4.58 4.40 4.06/3.92 * / * * 

C2 7.86 5.35 5.64 4.63 4.64 4.50 4.56/4.22 6.87/8.52 – 

A3 8.02 6.96 5.98 4.70 4.76 4.53 4.56/4.21 6.32/7.75 – 

G4 7.15 – 5.56 4.51 4.48 4.48 4.47/4.09 6.07/8.01 12.47 

A5 7.66 7.39 5.91 4.63 4.63 4.48 4.55/4.11 6.53/ * – 

G6 7.12 – 5.58 4.51 4.46 4.46 4.43/4.05 6.08/8.00 12.53 

A7 7.68 7.48 5.92 4.63 4.64 4.50 4.54/4.11 6.64/ * – 

G8 7.22 – 5.63 4.43 4.40 4.43 4.48/4.04 * / * 13.54 

C9 7.45 5.20 5.49 4.35 4.41 4.38 4.49/4.04 6.92/8.42 – 

G10 7.69 – 5.84 4.14 4.29 4.24 4.41/4.05 * / * * 

C11 8.12 6.09 5.72 4.53 4.60 4.37 4.05/3.94 * /8.43 – 

G12 7.97 – 5.82 4.72 4.74 4.54 4.51/4.21 * / * 13.10 

C13 7.81 5.36 5.60 4.43 4.52 4.50 4.58/4.18 6.91/8.67 – 

U14 7.96 5.47 5.59 4.57 4.56 4.47 4.58/4.14 – 14.16 

C15 7.92 5.71 5.58 4.34 4.48 4.47 4.55/4.13 7.03/8.44 – 

U16 7.93 5.42 5.49 4.50 4.53 4.43 4.55/4.11 – 14.07 

C17 7.89 5.66 5.54 4.32 4.48 4.44 * /4.10 7.01/8.30 – 

U18 7.83 5.39 5.46 4.56 4.58 4.44 4.59/4.10 – 13.46 

G19 7.76 – 5.79 4.37 4.60 4.45 * /4.11 5.98/8.16 12.65 

C20 7.52 5.30 5.70 3.96 4.14 4.16 4.48/4.02 7.15/8.37 – 

* Sygnały, które nie zostały przypisane. 

 

 

2.1.1.2. Analiza widm 1H NMR w H2O/D2O 

 

Charakterystyczny schemat wewnątrz- i międzycząsteczkowych oddziaływań NOE 

obserwowany dla protonów iminowych zaangażowanych w tworzenie par zasad typu 

Watsona-Cricka może być wykorzystany jako dowód na powstawanie struktury dwuniciowej 

cząsteczek RNA czy DNA97,191. W widmach jednowymiarowych 1H NMR oraz 2D NOESY 

wykonanych w wodzie (90% H2O/10% D2O) w temperaturze 10C większość 

z oczekiwanych dla sekwencji I sygnałów pochodzących od protonów iminowych 

i aminowych zostało zidentyfikowanych, potwierdzając tym samym tworzenie się struktury 

dupleksu. 

Przesunięcia chemiczne protonów iminowych zaangażowanych w tworzenie wiązań 

wodorowych są bardzo czułe na wszelkie zmiany w układzie parowania zasad28. Stąd sygnały 

te dostarczają niezwykle cennych informacji o rodzaju wiązań wodorowych w cząsteczkach 

RNA. 

Wszystkie linie rezonansowe 1H NMR protonów iminowych dupleksu I są odsunięte od 

pozostałych sygnałów i występują w zakresie 12.4 – 14.2 ppm, typowym dla par Watsona-

Cricka97,191 (Rys. 33). Sygnały protonów iminowych reszt urydyny przypisałem w oparciu 

o silne sygnały NOE do protonów H2 komplementarnych reszt adenozyny (Rys. 35), 
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natomiast identyfikacji protonów iminowych reszt guanozyny dokonałem w oparciu 

o korelacje z protonami aminowymi reszt cytydyny. Ponadto, w regionie oddziaływań 

protonów iminowych, widoczne były typowe dla regularnych struktur helikalnych korelacje 

pomiędzy protonami iminowymi sąsiednich par zasad, tworząc w widmie 2D NOESY 

charakterystyczną ścieżkę przenoszenia magnetyzacji191 (Rys. 34 i 35). Obecność tych 

sygnałów wskazywała dodatkowo na zachowywanie silnych oddziaływań warstwowych 

pomiędzy sąsiadującymi resztami obu nici. 

 

 

Rys. 33. Fragment widma 1H NMR (600 MHz, 90% H2O/10% D2O) obejmujący zakres sygnałów protonów 

iminowych dupleksu I. Nad widmem zaznaczone zostały przypisania sygnałów rezonansowych. 

 

 

Rys. 34. Schemat oddziaływań dipolowych protonów wymienialnych w parach zasad Watsona-Cricka. 

Internukleotydowe oddziaływania pomiędzy protonami sąsiednich par zasad zaznaczone zostały 

liniami przerywanymi, natomiast obserwowane oddziaływania w obrębie par zasad – liniami ciągłymi. 

 

Analiza widm wykazała, że sygnały protonów iminowych reszt urydyny są przesunięte 

w stronę wyższych częstotliwości niż sygnały iminowe guanozyn28,97. Taka sytuacja jest 

typowa dla kanonicznych par zasad typu Watsona-Cricka. W analizowanych widmach 

sygnały iminowe są na ogół intensywne i wąskie z wyjątkiem dwóch linii, które pochodziły 

od protonów terminalnych reszt guanozyny (Rys. 33). W tym przypadku, poszerzenie linii 

jest wynikiem efektu topnienia końców dupleksu. 
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1)                   2) 
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Rys. 35. Wybrane regiony widma 2D NOESY dupleksu I w H2O/D2O (600 MHz, 10C): 

1) zakres iminowo – aminowy; 2) region, w którym występują sygnały korelacyjne pochodzące od 

protonów aminowych; 3) region przydiagonalny protonów iminowych z zaznaczoną ścieżką 

sekwencyjną. 

 

Sygnały pochodzące od grup aminowych cytydyn łatwo można rozróżnić ze względu na silne 

oddziaływania NOE między geminalnymi protonami. Przypisania tych sygnałów dokonałem 

w oparciu o korelacje z protonami H5 oraz z protonami iminowymi. Protony aminowe reszt 

cytydyny zaangażowane w tworzenie wiązań wodorowych typu Watsona-Cricka dawały 

korelacje w zakresie 8.3 – 8.7 ppm, natomiast protony nie uczestniczące w wiązaniach 

wodorowych znajdowały się w regionie 6.7 – 7.2 ppm. Pozostałe sygnały pochodzące od grup 

aminowych reszt adenozyny i guanozyny nie były obserwowane ze względu na pośrednią 

w skali czasu NMR rotację grupy aminowej wokół wiązań C-N28, co jest typowe dla 

cząsteczek RNA. 

Wartości przesunięć chemicznych 1H protonów iminowych i aminowych w temperaturze 

10°C zebrane zostały w tabeli 2 (Rozdział IV.2.1.1.1). 
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2.1.1.3. Analiza widm 13C NMR 

 

Przypisania linii rezonansowych 13C NMR dokonałem w oparciu o widma korelacyjne 

1H-13C HSQC wykonane dla próbek o naturalnym składzie izotopowym. W przedstawionym 

na rysunku 36 widmie, zaznaczone zostały charakterystyczne regiony występowania 

sygnałów korelacyjnych 1H-13C grup CH i CH2
28,191. W pierwszym kroku analizy 

przystąpiłem do identyfikacji sygnałów korelacyjnych C2-H2, C8-H8 i C6-H6. Sygnały 

pochodzące od atomów węgla C2 reszt adenozyny są najsłabiej ekranowane, co pozwala na 

ich jednoznaczne przypisanie. Również sygnały C8-H8 i C6-H6 bardzo dobrze są 

rozseparowane (Rys. 36), dzięki czemu mogłem wyznaczyć przesunięcia chemiczne 

odpowiadających im jąder. 

 

 

Rys. 36. Widmo korelacyjne 1H-13C HSQC dupleksu I w D2O (600 MHz, 25°C). Na osi F1 zaznaczona została 

skala przesunięć chemicznych jąder 13C, a na osi F2 – 1H. W widmie zaznaczono zakresy 

występowania sygnałów korelacyjnych: 

1) C2-H2/C6-H6/C8-H8; 2) C1'-H1'/C5-H5; 3) C2'-H2'/C3'-H3'/C4'-H4'/C5'-H5',H5''. 

 

Drugi region zaznaczony w widmie obejmuje sygnały pochodzące od korelacji pomiędzy 

atomami C5-H5 oraz C1'-H1'. Sygnały korelacyjne C5-H5 są dobrze rozdzielone 

w zależności od typu reszty pirymidynowej. Przesunięcia chemiczne 13C atomów węgla C5 

reszt urydyny mają mniejsze wartości niż analogiczne przesunięcia dla reszt cytydyny, co 
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pozwala na rozróżnienie tych reszt (Rys. 37). W tym regionie, przy mniejszych wartościach 

przesunięć chemicznych 13C, znajdują się również sygnały korelacyjne C1'-H1'. Pozostałe 

sygnały pierścieni cukrowych znajdują się przy najniższych wartościach przesunięć 

chemicznych 13C i 1H. Znajomość typowych zakresów przesunięć chemicznych 13C pierścieni 

rybozy umożliwiła takie wyodrębnienie regionów, w których występują sygnały C4'-H4', 

C2'-H2', C3'-H3' oraz C5'-H5'/H5''. Analiza widma 1H-13C HSQC znacznie ułatwiła 

wyznaczenie sekwencyjnych ścieżek NOE w widmach 2D NOESY oraz przypisanie 

pozostałych protonów cząsteczki. Wartości przesunięć chemicznych jąder 13C podane zostały 

w tabeli 3. 

 

 

Rys. 37. Fragment widma 1H-13C HSQC dupleksu I w D2O (600 MHz, 25C) obejmujący sygnały korelacyjne 

protonów z atomami węgla C1' oraz C5. Na osi F1 zaznaczona została skala przesunięć chemicznych 

jąder 13C, a na osi F2 – 1H. 
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Tabela 3. Wartości przesunięć chemicznych  (ppm) sygnałów 13C oraz 31P NMR [D2O, 25C]. 

 

Res. C6/C8 C2/C5 C1 C2 C3 C4 C5  31P 

G1 138.8 – 92.6 74.9 74.2 85.0 62.4  – 

C2 141.6 97.3 93.8 75.4 72.7 82.0 65.2  -4.26 

A3 139.6 152.4 92.9 75.7 73.0 82.0 65.2  -3.81 

G4 135.7 – 92.6 75.3 72.6 81.9 *  -3.94 

A5 139.1 153.3 92.7 75.6 72.7 81.9 *  -4.12 

G6 135.8 – 92.6 75.3 72.9 81.9 65.8  -3.97 

A7 139.2 153.4 92.7 75.6 72.5 81.9 *  -4.15 

G8 135.5 – 92.6 75.4 72.7 82.1 *  -4.15 

C9 140.1 97.5 93.9 75.5 72.4 81.9 64.8  -4.40 

G10 137.8 – 91.3 77.6 70.7 84.3 65.7  -3.97 

C11 144.0 98.6 93.5 75.6 74.1 84.7 62.3  – 

G12 137.4 – 92.5 75.1 73.4 82.8 65.5  -3.80 

C13 141.6 97.3 94.2 75.4 72.3 81.9 64.8  -4.35 

U14 142.1 103.3 93.7 75.2 72.2 81.9 *  -4.34 

C15 141.8 97.6 94.0 75.5 72.6 81.9 *  -4.30 

U16 142.1 103.1 93.9 75.3 72.2 82.1 *  -4.58 

C17 141.7 97.4 94.0 75.5 72.6 82.0 *  -4.45 

U18 141.5 103.7 93.6 75.2 72.4 82.0 64.4  -4.40 

G19 136.4 – 92.8 75.5 72.4 82.0 *  -4.17 

C20 141.5 97.4 92.7 77.5 69.7 83.4 65.2  -4.33 

* Sygnały, które nie zostały przypisane. 

 

 

2.1.1.4. Analiza widm 31P NMR 

 

Linie rezonansowe pochodzące od jąder 31P w widmie NMR dupleksu I koncentrują się 

w typowym dla formy A-RNA wąskim zakresie spektralnym o szerokości około 1 ppm105,195 

(Rys. 38). Przypisania tych linii przeprowadziłem w oparciu o widma korelacyjne 

1H-31P HSQC (Rys. 39). Eksperyment ten posłużył mi nie tylko do przypisania sygnałów 

rezonansowych 31P, ale także pomógł wyznaczyć i potwierdzić wartości przesunięć 

chemicznych protonów H3'. Ponadto analiza widm 1H-31P HSQC pozwoliła na oszacowanie 

wartości stałych sprzężenia 1H-31P, znajomość których była niezbędna do ustalenia 

konformacji szkieletu fosforocukrowego. 

 

 

Rys. 38. Widmo 31P NMR dupleksu I w D2O (243 MHz, 25C). 
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Najsilniejsze sygnały w widmie 1H-31P HSQC pochodzą od wicynalnych sprzężeń 

H3'(i)-P(i+1). Ponadto dostrzec można również kilka znacznie słabszych, intranukleotydowych 

sygnałów korelacyjnych pomiędzy jądrami 31P a protonami H5', H5'' i H4'. Korelacje te są 

wynikiem sprzężeń skalarnych dalekiego zasięgu, a ich charakter wskazuje na stabilną 

strukturę typu A-RNA dupleksu28,195. 

Wartości przesunięć chemicznych sygnałów 31P NMR analizowanej cząsteczki zamieszczone 

zostały w tabeli 3. 

 

 

Rys. 39. Widmo korelacyjne 1H-31P NMR dupleksu I w D2O (25C) z zaznaczonymi sygnałami H3'(n-1)-P(n). 

Na osi F1 zaznaczona została skala przesunięć chemicznych jąder 31P, a na osi F2 – 1H. 

 

Wyznaczone wartości przesunięć chemicznych sygnałów 1H, oraz 13C i 31P NMR dupleksu I 

zdeponowane zostały w banku BMRB196 (ang. Biological Magnetic Resonance Data Bank) 

i przechowywane są pod identyfikatorem 15571. 
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2.1.2. Analiza konformacyjna. Wyznaczenie więzów strukturalnych (I) 

 

2.1.2.1. Pomiar wielkości efektów NOE 

 

Pomiarów wielkości wzmocnienia NOE dla protonów dupleksu I, dokonałem na 

podstawie integracji sygnałów korelacyjnych w widmach 2D NOESY wykonanych z czasem 

mieszania m = 150 ms. W badaniach strukturalnych biomolekuł widma te stanowią główne 

źródło informacji o odległościach międzyprotonowych28,197. Efekt NOE obserwujemy gdy 

dwa spiny jądrowe znajdują się blisko siebie w przestrzeni, przy czym przyjmuje się, że 

odległość graniczna, dla której obserwujemy wzmocnienie NOE wynosi 6 Å. Wszystkie 

sygnały korelacyjne w widmie były w tej samej fazie, co sygnały diagonalne co świadczyło 

o tym, że spełniony został warunek τc 1 . 

Analizowane sygnały widma 2D NOESY optymalizowałem metodą nieliniowej 

aproksymacji krzywymi Lorentza, korzystając z dostępnej funkcji programu Felix. 

Optymalizacja pasm rezonansowych eliminowała wpływ szumów oraz umożliwiła także 

integrację tych sygnałów, które częściowo nakładały się na siebie. 

Wielkości wzmocnienia NOE porównałem do średniej wartości tego efektu dla 

wszystkich par H5-H6. Objętości sygnałów dla każdej pary protonów mierzyłem po obu 

stronach diagonalnej i następnie je uśredniałem. W przypadkach, gdy sygnały silnie nakładały 

się oraz integracje mierzone po obu stronach diagonalnej znacznie się różniły, wtedy 

uwzględniałem tylko wyniki z regionu o lepszej rozdzielczości. Większość pomiarów 

integracji sygnałów NOE dokonałem z widma wykonanego w temperaturze 25C. Wyjątek 

stanowiły te sygnały, które były zasłonięte przez sygnał wody. W tym przypadku 

analizowałem widma 2D NOESY wykonane w temperaturze 20 C. W oparciu o efekty NOE 

wyznaczyłem więzy na odległości między atomami stosując metodę ISPA100. W metodzie tej 

odległość dij między dwoma protonami i oraz j otrzymuje się według wzoru: 

 

wz

ij

wz
ij d

A

A
d 6/1)(= , (18) 

 

 

gdzie Awz oraz Aij są odpowiednio objętością sygnału wzorca oraz danego sygnału NOE. We 

wzorze wielkość dwz jest odległością pomiędzy parą protonów wzorca. Jako sygnał wzorca 

przyjąłem sygnał korelacyjny protonów H5-H6 pirymidyn, które znajdują się w odległości 

2.45 Å197. Dolne i górne granice więzów odległościowych obliczałem przyjmując wartości 
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błędów odpowiednio -15% i +30%. Większy błąd dla górnej granicy przyjąłem dlatego, że 

przy zastosowanym czasie mieszania 150 ms możliwe jest wystąpienie efektu dyfuzji spinów. 

Efekt ten wpływa na wielkość wzmocnienia NOE i może prowadzić do jego zawyżenia. 

W widmach wykonanych z krótszym czasem mieszania niż 150 ms, stosunek sygnału do 

szumu był zbyt mały, aby widma te nadawały się do analizy ilościowej. 

Dodatkowe więzy odległościowe o zakresie 4.5 – 7.0 Å zadawałem na pary protonów, 

dla których sygnały NOE występowały w widmach 2D NOESY, wykonanych z czasem 

mieszania 400 ms, a nie były widoczne w analogicznych widmach z czasem mieszania 

150 ms.  

Dla protonów wymienialnych, dla których sygnały korelacyjne były widoczne w widmach 

2D NOESY wykonanych w mieszaninie 90% H2O/10% D2O, wprowadziłem więzy 

odległościowe w granicach 1.8 – 6.0 Å. W oparciu o te widma dla wszystkich reszt nałożyłem 

więzy na kanoniczne parowanie się zasad i ich planarność. Na istnienie wiązań wodorowych, 

typowych dla par Watsona-Cricka wskazywały między innymi charakterystyczne 

przesunięcia chemiczne protonów iminowych oraz aminowych. W przypadku par A:U 

dodatkowym argumentem przemawiającym za występowaniem par Watsona-Cricka były 

bardzo intensywne sygnały korelacyjne pomiędzy protonami H2 reszt adenozyny, 

a protonami iminowymi komplementarnych reszt urydyny. Na tworzenie się kanonicznych 

par G:C wskazywała obecność sygnałów korelacyjnych pomiędzy protonami iminowymi 

reszt guanozyny a protonami aminowymi komplementarnych reszt cytydyny. W oparciu 

o powyższe rozważania, oraz zgodnie ze znaną w kwasach nukleinowych geometrią 

oddziaływań Watsona-Cricka, zadałem więzy z granicą błędu ± 0.2 Å pomiędzy atomami 

parujących się zasad122. 

 

 

2.1.2.2. Analiza konformacji pierścieni cukrowych 

 

W cząsteczkach kwasów nukleinowych, utworzony przez atomy węgla C1, C2, C3, C4 

oraz atom tlenu O4 pierścień cukrowy może przyjmować różne konformacje. Typową dla 

dwuniciowych cząsteczek A-RNA jest konformacja C3-endo, natomiast charakterystyczną 

dla struktur B-DNA jest konformacja C2-endo. Geometrię pierścienia rybozy można opisać 

za pomocą pięciu endocyklicznych kątów torsyjnych i (Rys 3). 

Podstawową metodą analizy konformacyjnej części cukrowej kwasów nukleinowych są 

techniki oparte na pomiarze homojądrowych sprzężeń skalarnych 1H-1H. Z uwagi na różne 
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wartości sprzężeń 3JH1H2, 
3JH2H3 oraz 3JH3H4 techniki te pozwalają z dużą dokładnością 

określić, z którym konformerem mamy do czynienia w danej jednostce nukleotydowej. Dla 

próbek wzbogaconych izotopowo opracowane zostały dodatkowe metody opierające się na 

analizie heterojądrowych sprzężeń 1H-13C 198-200. Z uwagi na silne nakładanie się sygnałów, 

rzadziej stosowane są metody bazujące na pomiarze efektu NOE pomiędzy protonami 

pierścienia cukrowego201. 

Konformację reszt rybozy w dupleksie RNA wyznaczyłem w oparciu o analizę sygnałów 

korelacyjnych H1-H2 w widmach DQF-COSY. Stosunkowo łatwo ją określić, ponieważ 

dwie najczęściej występujące konformacje pierścieni cukrowych charakteryzują się znacznie 

różniącymi się wartościami sprzężeń skalarnych 3JH1H2. W konformacji N stała sprzężenia 

H1-H2 jest bardzo mała - poniżej 2 Hz, natomiast w konformacji S sprzężenie to wynosi 

około 8 – 10 Hz. 

W regionie H1-H2 widma DQF-COSY dupleksu I (Rys. 25) zauważyć można jedynie 

cztery sygnały należące do terminalnych reszt G1, G10, C11 i C20. Najsilniejsze z nich 

pochodzą od reszt G10 i C20 z końca 3. Na podstawie struktury subtelnej tych sygnałów 

zmierzyłem wartości stałych sprzężenia, które wynoszą około 4 Hz. Ponieważ wielkość ta jest 

pośrednia pomiędzy wartościami oczekiwanymi dla konformacji N i S, przyjąłem, że 

pierścienie cukrowe tych reszt znajdują się w równowadze pomiędzy stanem S i N. Dwa 

pozostałe sygnały pochodzą od reszt z końca 5 i mają mniejsze intensywności. Wyznaczone 

wartości stałych sprzężenia H1-H2 dla obu tych reszt wynoszą blisko 3 Hz. Stąd mogłem 

wnioskować, że również i te reszty rybozy znajdują się w równowadze N-S, lecz ze znaczną 

przewagą populacji N. Udział populacji C2-endo w terminalnych resztach nukleotydowych 

może być wynikiem tzw. zjawiska topnienia końców dupleksu. Brak sygnałów od 

pozostałych reszt w widmach DQF-COSY świadczy o tym, że wielkości sprzężeń H1-H2 są 

bardzo małe (< 2 Hz). W związku z tym mogłem założyć, że udział konformacji C3-endo dla 

tych nukleotydów wynosi prawie 100%. Ta analiza pozwoliła wprowadzić odpowiednie 

więzy na kąty torsyjne pierścieni cukrowych wszystkich reszt nukleotydowych. Dla układów 

cukrowych, dla których sygnały H1-H2 nie były obserwowane wprowadzałem więzy 

narzucające konformację N. W pozostałych przypadkach zadawałem bardzo słabe więzy 

(Tabela 4), które pozwalały na przyjęcie przez te reszty zarówno konformacji C3-endo jak 

i C2-endo. 
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Tabela 4. Zakresy zadanych więzów na kąty endocykliczne pierścieni cukrowych. 

 

  Symbol 
Definicja kąta 

torsyjnego 

Zakresy więzów 

dla reszt w 

konformacji N [] 

Zakresy więzów 

dla reszt 

terminalnych [] 

  

  ν0 C1-C2-C3-C4 3 ± 15 -0.5 ± 35   

  ν1 C2-C3-C4-O4 -25 ± 15 0 ± 55   

  ν2 C3-C4-O4-C1 37 ± 15 1 ± 65   

  ν3 C4-O4-C1-C2 -36 ± 15 -1.5 ± 65   

  ν4 O4-C1-C2-C3 21 ± 15 1.5 ± 50   

 

 

 

2.1.2.3. Analiza kątów torsyjnych wokół wiązań N-glikozydowych 

 

Orientacja zasady heterocyklicznej względem pierścienia cukrowego opisana jest za 

pomocą kąta torsyjnego , zdefiniowanego dla nukleozydów purynowych przez atomy 

O4-C1-N9-C4, lub O4-C1-N1-C2 dla nukleozydów pirymidynowych22. W cząsteczkach 

kwasów nukleinowych kąty te przyjmują wartości, które znajdują się w dwóch 

charakterystycznych zakresach. Gdy kąt torsyjny  przyjmuje wartość z przedziału od -180 

do 90 mówimy o konformacji anti, natomiast gdy znajduje się w przedziale od 40 do 90 

mamy do czynienia z konformacją syn. Wartość kąta wokół wiązania N-glikozydowego 

można wyznaczyć na podstawie pomiaru wielkości heterojądrowych sprzężeń 

skalarnych202,203, analizy przesunięć chemicznych28,204 lub na podstawie pomiaru efektu 

NOE28,201. 

Kąty torsyjne  określiłem na podstawie analizy sygnałów korelacyjnych widm 

2D NOESY (m = 150 ms) wykonanych w D2O. W aromatyczno-anomerycznym regionie 

widma większość sygnałów, za wyjątkiem korelacji protonów H5-H6 tych samych jednostek 

pirymidynowych, odznaczała się małą intensywnością. W konformacji syn odległość 

pomiędzy protonem H6 lub H8 a protonem anomerycznym tej samej jednostki wynosi 

2 – 2.5 Å. W przypadku tej konformacji należałoby oczekiwać w widmie 2D NOESY 

sygnałów o porównywalnych intensywnościach z sygnałami korelacyjnymi H5-H6 reszt 

pirymidynowych. Tak intensywne oddziaływania jednak nie występowały. Ta wstępnie 

przeprowadzona analiza intensywności sygnałów H6/H8-H1' wskazywała na konformację 

anti reszt nukleotydowych. Pomiar wielkości efektów NOE, którego podstawą była integracja 

sygnałów, jednoznacznie potwierdził wcześniejsze rozważania. Zmierzonym objętościom 

sygnałów odpowiadały odległości rzędu 3.4 – 3.5 Å, co wskazywało na konformację anti. 
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Jedynie dla terminalnych reszt efekty NOE były nieco silniejsze (3.2 Å), prawdopodobnie 

spowodowane ich większą swobodą konformacyjną wynikającą z topnienia końców dupleksu. 

Również analiza otrzymanych odległości międzyprotonowych H6/H8-H2' oraz 

H6/H8-H3', uwzględniająca ich zależność od konformacji pierścienia rybozy wskazywała na 

orientację anti. W przypadku jednostek adenozynowych dodatkowe argumenty 

potwierdzające taką konformację otrzymałem z analizy oddziaływań NOE protonów H2 

z protonami pierścieni cukrowych tych samych jednostek nukleotydowych. W widmach 

2D NOESY (400 ms) obserwowałem jedynie kontakty intranukleotydowe pomiędzy 

protonami H2 i H1, natomiast nie rejestrowałem korelacji do pozostałych protonów 

pierścienia cukrowego. 

Przeprowadzona analiza wskazywała na typową strukturę A-RNA i pozwoliła 

wyprowadzić więzy na kąty  w zakresie -158  30. 

 

 

2.1.2.4. Analiza kątów torsyjnych w łańcuchach fosforocukrowych 

 

Określenie wartości kątów torsyjnych  i  szkieletu fosforocukrowego zarówno 

cząsteczek RNA, jak i DNA metodami spektroskopii NMR obarczone jest dużym stopniem 

niepewności28. Kąty te, zdefiniowane przez atomy O3n-1-P-O5-C5 () oraz 

C3-O3-Pn+1-O5n+1 () nie mogą być wyznaczone bezpośrednio z pomiaru wartości stałych 

sprzężeń, ponieważ w przyrodzie nie występuje trwały izotop tlenu o spinie 1/2. Dlatego też 

jedyne źródło informacji o tych kątach stanowią przesunięcia chemiczne jąder fosforu105. 

Analiza przesunięć chemicznych 31P NMR badanego dupleksu wykazała, że wszystkie 

sygnały znajdują się w charakterystycznym dla konformacji A-RNA zakresie od -3.5 do -4.5 

ppm (względem sygnału TMP). Na tej podstawie można było wprowadzić tylko bardzo 

swobodne więzy wykluczające konformację trans obu kątów (0  120). 

Kąt , wyznaczony przez atomy P-O5-C5-C4, oraz kąt torsyjny  (C4-C3-O3-Pn+1) 

można określić na podstawie analizy heterojądrowych sprzężeń skalarnych pomiędzy 

atomami fosforu a protonami pierścienia cukrowego H3, H4, H5 i H5. Obserwowane 

w widmach 1H-31P HSQC intensywne sygnały korelacyjne pochodzą od oddziaływań H3-P 

i wskazują na duże wartości stałych sprzężeń skalarnych pomiędzy spinami tych jąder. 

W regularnych, prawoskrętnych strukturach helikalnych, sprzężenia te są rzędu 8 – 10 Hz. Na 

tej podstawie mogłem przyjąć, że w dupleksie I kąty  przyjmują wartości typowe dla formy 
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A-RNA z przedziału -153 ± 30, i tym samym pozwoliło mi to nałożyć podczas obliczeń 

odpowiednie więzy. Z uwagi na silne nakładanie się sygnałów H3-P dla reszt G1, G4, C13 

oraz U14 nie mogłem jednoznacznie oszacować wartości kątów , stąd dla tych jednostek 

nukleotydowych wprowadziłem swobodne więzy (-120 ± 120) wykluczające jedynie 

sterycznie wzbronioną konformację gauche+. 

W widmie obserwowałem również słabsze sygnały pochodzące od sprzężeń pomiędzy 

protonami H5, H5 a jądrami fosforu. Sprzężenia te dostarczają informacji o wartościach 

kątów 28. W typowej, najczęściej spotykanej w cząsteczkach RNA konformacji trans oba 

sprzężenia 3JPH5 i 
3JPH5 są małe (poniżej 5 Hz), w przeciwieństwie do konformacji gauche– 

oraz gauche+, dla których jedno ze sprzężeń jest rzędu 10 Hz. Ta szacunkowa ocena sprzężeń 

skalarnych pozwoliła mi przyjąć, że w badanym dupleksie kąty  odpowiadają typowej dla 

formy A-RNA konformacji trans. Tym samym podczas obliczeń mogłem wprowadzić 

odpowiednie więzy na kąty  (178 ± 30). 

Kąt torsyjny  określa przestrzenną orientację podstawnika przy atomie C5 w łańcuchu 

fosfodiestrowym względem pierścienia rybozy i zdefiniowany jest przez atomy 

O5-C5-C4-C3. Wartości kątów  można ustalić z pomiaru wicynalnych stałych sprzężeń 

3JH4H5 oraz 3JH4H5, ponieważ występujące w przyrodzie trzy klasyczne rotametry (gauche+, 

gauche– oraz trans) związane są z różnymi wartościami tych sprzężeń194. W niektórych 

przypadkach (konformacja trans oraz gauche–) dodatkowych informacji mogą dostarczyć 

pomiary heterojądrowych sprzężeń 3JC3H5 i 3JC3H5, prowadzone dla próbek wzbogaconych 

izotopem 13C. 

Kąty  badanego dupleksu wyznaczyłem na podstawie analizy widm DQF-COSY 

(600 MHz, D2O). W regularnych cząsteczkach A-RNA dominującą formą jest konformacja 

gauche+, dla której wartości sprzężeń 3JH4H5 i 3JH4H5 są rzędu 2 – 3 Hz. Brak sygnałów 

korelacyjnych w widmie DQF-COSY pomiędzy protonami H4 i H5/H5 wskazywał na małe 

wartości tych stałych sprzężeń. Stąd mogłem przyjąć, że w analizowanym dupleksie kąty  

znajdują się w typowym dla formy A-RNA zakresie (54  30). Również analiza widma 

1H-31P HSQC dostarczyła dodatkowych argumentów wskazujących na konformację gauche+. 

W widmie tym zaobserwować można słabe intranukleotydowe sygnały H4-P pochodzące od 

heterojądrowych sprzężeń skalarnych poprzez cztery wiązania. Obserwacja tych sprzężeń 

możliwa jest jedynie wtedy, gdy wiązania chemiczne w łańcuchu P-O5-C5-C4-H4 ułożone 

są w kształcie litery W. Taki przestrzenny układ wiązań jest charakterystyczny dla struktur 
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typu A-RNA, stąd obserwacja sygnałów H4-P była dodatkowym potwierdzeniem nałożonych 

więzów na kąty torsyjne  i . Podczas obliczeń na kąty torsyjne  wszystkich reszt 

nukleotydowych dupleksu I, zostały narzucone odpowiednie więzy determinujące 

konformację gauche+. 

W szkielecie fosforocukrowym kąt torsyjny δ, utworzony wzdłuż wiązań 

C5-C4-C3-O3, ściśle związany jest z konformacją rybozy. Analiza konformacyjna 

pierścieni cukrowych dupleksu I przedstawiona została w rozdziale IV.2.1.2.2. 

 

 

2.1.3. Restryktywna dynamika molekularna (I) 

 

Obliczenia strukturalne przeprowadziłem w oparciu o algorytm dynamiki molekularnej 

w przestrzeni kątów torsyjnych152 (TAMD – ang. Torsion Angle Molecular Dynamics) 

zaimplementowany w pakiecie Xplor-NIH205,206. Podczas obliczeń posługiwałem się 

zmodyfikowaną wersją pola siłowego CHARMM207. Wyjściowe modele dupleksu 

wygenerowane zostały za pomocą standardowego skryptu dostarczonego w programie 

(generate_template.inp). Aby uniezależnić wynik obliczeń od warunków początkowych, 

obliczenia prowadziłem dla zbioru pięćdziesięciu liniowych, przypadkowych struktur 

o prawidłowej geometrii wiązań kowalencyjnych i chiralności atomów węgla (Rys. 40). 

Następnie dla każdej struktury przeprowadziłem obliczenia dynamiki molekularnej zgodnie 

z protokołem TAMD, który składał się z czterech etapów. W pierwszym etapie 

przeprowadzana była 64 ps dynamika molekularna w przestrzeni kątów torsyjnych (8 000 

cykli) w temperaturze 20 000 K. Podczas tego etapu stałe siłowe na więzy NOE (wNOE) 

wzrastały liniowo od 2 do 75 kcalmol–1Å–2, natomiast współczynniki wagowe na 

oddziaływania van der Waalsa (wvdW) malały z 5 do 0.3. Stała siłowa na więzy kątów 

torsyjnych (wdihedral) była niezmienna i wynosiła 100 kcalmol–1rad–2. Po tym etapie nastąpiło 

powolne schładzanie w przeciągu 70 ps dynamiki TAMD (10 000 cykli) do temperatury 

300 K. W trakcie tego etapu stałe siłowe na oddziaływania vdW wzrastały od 0.3 do 1.0, 

natomiast stałe siłowe na więzy NOE nie zmieniały się i wynosiły 100 kcalmol–1Å–2. 

W trzecim kroku przeprowadzone zostało schładzanie od temperatury początkowej 3 000 K 

do 300 K w kartezjańskim układzie współrzędnych (6 000 cykli), a następnie przeprowadzona 

została minimalizacja energii metodą gradientów sprzężonych129 (1 000 cykli). Podczas obu 

tych etapów wartość stałej siłowej na kąty torsyjne wynosiła 200 kcalmol–1rad–2, natomiast 

współczynniki wagowe na więzy NOE wynosiły odpowiednio 125 kcalmol–1Å–2 dla etapu 
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schładzania, oraz 200 kcalmol–1Å–2 podczas minimalizacji. Końcowe struktury otrzymałem 

po przeprowadzeniu tzw. procedury udokładnienia. Podczas tego etapu obliczeń 

wprowadziłem dodatkowe więzy na planarność, które ograniczały parametry buckle i stagger 

parujących się zasad122. W protokole udokładnienia wykorzystałem również potencjały na 

kąty torsyjne (RAMA) i wzajemne orientacje zasad (ORIE) zdefiniowane w bazie 

DELPHIC208. Zastosowany przeze mnie standardowy protokół nie dawał wymaganej 

zgodności ze wszystkimi odległościami międzyatomowymi oraz długościami wiązań 

kowalencyjnych. Dlatego w końcowym etapie protokołu udokładnienia wprowadziłem 

dodatkowo 200 cykli dynamiki metodą Verlet, która zakończona została 600 krokami 

minimalizacji energii metodą gradientów sprzężonych. Zabieg ten nie zmieniał zasadniczo 

struktur końcowych, natomiast zdecydowanie poprawiał geometrię cząsteczki. 

 

 

Rys. 40. Przykładowa struktura początkowa dupleksu referencyjnego. 

 

Ważniejsze parametry zastosowanego protokołu zestawione zostały w tabeli 5, natomiast 

wykorzystane podczas obliczeń skrypty znajdują się w aneksie 5. 

 

Tabela 5. Protokół dynamiki symulowanego wyżarzania w przestrzeni kątów torsyjnych. 

 

 Etap 1 Etap 2 Etap 3 Etap 4 

 Dynamika 

wysokotempera-

turowa TAMD 

Powolne schładzanie 

w przestrzeni kątów 

torsyjnych 

Powolne schładzanie 

w układzie 

kartezjańskim 

Minimalizacja 

metodą gradientów 

sprzężonych 

temperatura 

liczba iteracji 

krok całkowania 

Δt 

wNOE 

wdihedral 

wvdW 

 

20 000 K 

8000 

0.008 ps 

64 ps 

2  75 

100 

5  0.3 

20 000 K  300 K 

10000 

0.007 ps 

70 ps 

100 

100 

0.3  1.0 

3000 K  300 K 

6000 

0.003 ps 

18 ps 

125 

200 

1.0 

– 

1200 

– 

– 

200 

200 

1.0 

 

Podczas obliczeń wykorzystałem 367 więzów odległościowych otrzymanych na podstawie 

analizy widm 2D NOESY, oraz 212 więzów na kąty torsyjne. Dokładna statystyka więzów 

zamieszczona została w tabeli na rysunku 41. W wyniku obliczeń z 50 liniowych struktur 
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początkowych otrzymałem 40 struktur dupleksów, które zachowywały prawidłową 

stereochemię, oraz nie naruszały odległościowych (≤ 0.3 Å) i kątowych (≤ 5) więzów NMR. 

Spośród tych struktur, do dalszej analizy, wybrałem 10 struktur o najniższej energii. Struktury 

te wykazują bardzo duże podobieństwo i należą do jednej rodziny (Rys. 41). Obliczone dla 10 

struktur średnie wartości odchylenia standardowego (RMSD) dla wszystkich ciężkich 

atomów wynoszą 0.31 ± 0.07 Å, oraz 0.38 ± 0.06 Å dla ciężkich atomów szkieletu 

fosforocukrowego. 

Współrzędne kartezjańskie końcowych struktur zdeponowałem w banku danych PDB 

(Protein Data Bank) pod identyfikatorem 2JXQ. 

 

 

 

Statystyka więzów wykorzystanych w obliczeniach. 
 

Całkowita liczba więzów NOE: 

 intranukleotydowe 

 internukleotydowe 

Więzy na wiązania wodorowe 

Więzy na planarność 

Więzy na kąty dwuścienne: 

 szkieletu fosfodiestrowego 

 rybozy 

 wiązania glikozydowego 

 

Średnia liczba więzów NOE przypadających na 

resztę nukleotydową 

Średnia liczba więzów NOE oraz więzów na kąty 

dwuścienne przypadających na resztę nukleotydową 

 

 

367 

216 

151 

60 

10 

212 

92 

100 

20 

 

 

18.35 

 

28.95 

 
 

 

Rys. 41. Superpozycja rodziny 10 struktur przestrzeni konformacyjnej dupleksu referencyjnego. 
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2.1.4. Analiza przestrzeni konformacyjnej rodziny struktur (I) 

 

Dla wyznaczonych struktur przeprowadziłem analizę przestrzeni konformacyjnej za 

pomocą programu Curves30,31 w wersji 5.3. Uśrednione z 10 końcowych struktur wartości 

kątów torsyjnych łańcuchów fosfodiestrowych i kątów wokół wiązań N-glikozydowych oraz 

parametrów P i max - określających pofałdowanie pierścieni cukrowych, zestawione zostały 

w tabeli 6. Natomiast średnie wartości wybranych parametrów helikalnych wraz 

z odchyleniami standardowymi zebrane zostały w tabeli 7. 

 

Tabela 6. Średnie wartości kątów torsyjnych łańcuchów fosfodiestrowych (, , , , , ), kąta 

glikozydowego () oraz parametrów opisujących konformację pierścieni cukrowych (P, max) 

obliczonych dla dupleksu I. W nawiasach podane zostały wartości odchylenia standardowego. 

 

Reszta        P max 

G1 – – 24 (1) 87 (1) 207 (4) 291 (3) 197 (2) 7 (3) 38 (0) 

C2 283 (5) 169 (6) 65 (2) 83 (0) 212 (2) 289 (2) 200 (2) 13 (1) 40 (0) 

A3 289 (5) 173 (4) 58 (7) 79 (1) 199 (3) 295 (3) 194 (2) 29 (1) 41 (1) 

G4 294 (7) 192 (4) 36 (8) 81 (1) 202 (2) 290 (3) 205 (2) 16 (3) 41 (1) 

A5 301 (5) 167 (5) 54 (5) 79 (1) 200 (2) 296 (3) 202 (3) 24 (2) 42 (1) 

G6 293 (4) 187 (2) 42 (5) 80 (1) 201 (3) 287 (4) 201 (4) 20 (4) 41 (1) 

A7 291 (7) 174 (5) 58 (8) 81 (1) 195 (2) 306 (5) 204 (3) 17 (2) 41 (1) 

G8 289 (5) 191 (9) 44 (7) 79 (1) 203 (5) 289 (4) 200 (6) 23 (4) 41 (1) 

C9 284 (10) 162 (6) 76 (6) 85 (1) 202 (2) 295 (3) 206 (3) 19 (2) 36 (1) 

G10 293 (4) 206 (2) 24 (0) 88 (1) – – 221 (2) 4 (1) 37 (0) 

          C11 – – 25 (1) 86 (1) 204 (2) 292 (3) 199 (1) 6 (2) 38 (1) 

G12 303 (3) 180 (4) 44 (2) 85 (1) 214 (3) 283 (4) 206 (2) 9 (2) 38 (0) 

C13 304 (5) 165 (6) 43 (3) 82 (1) 198 (2) 290 (3) 208 (1) 14 (2) 41 (0) 

U14 303 (3) 192 (4) 33 (4) 83 (1) 210 (4) 286 (3) 217 (2) 10 (1) 40 (1) 

C15 305 (6) 159 (4) 54 (7) 80 (1) 206 (2) 282 (2) 205 (3) 17 (2) 41 (1) 

U16 310 (3) 183 (5) 31 (4) 85 (1) 217 (5) 279 (4) 211 (1) 6 (2) 40 (0) 

C17 305 (3) 156 (8) 53 (6) 80 (1) 203 (2) 286 (2) 202 (4) 20 (2) 41 (1) 

U18 301 (3) 184 (6) 39 (8) 84 (1) 199 (2) 297 (1) 211 (2) 11 (4) 39 (0) 

G19 299 (3) 180 (5) 49 (4) 80 (1) 200 (3) 289 (3) 198 (2) 23 (2) 40 (0) 

C20 293 (5) 178 (5) 52 (3) 86 (1) – – 215 (2) 11 (1) 37 (0) 

Średnia: 297 (8) 178 (13) 45 (14) 83 (3) 204 (6) 290 (6) 205 (7) 15 (7) 40 (2) 

          A-RNA209,210 294 186 49 88 202 294 202 18 39 
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Tabela 7. Uśrednione wartości wybranych parametrów helikalnych wraz z odchyleniami standardowymi dla 

dupleksu I. 

 

Para zasad x-Displacement dx (Å) y-Displacement dy (Å) Inclination η (°) Propeller twist ω (°) 

G1-C20 -4.7 (0.1) -0.2 (0.1)  19 (1) -12 (3) 

C2-G19 -4.7 (0.1) 0.6 (0.1)  17 (1) -11 (2) 

A3-U18 -4.8 (0.1) 0.0 (0.1)  19 (1) -6 (2) 

G4-C17 -4.6 (0.1) 0.1 (0.1)  17 (1) -4 (2) 

A5-U16 -4.8 (0.1) 0.1 (0.1)  20 (1) -11 (2) 

G6-C15 -4.4 (0.1) -0.1 (0.1)  18 (2) -6 (3) 

A7-U14 -4.8 (0.1) 0.2 (0.1)  21 (2) -9 (2) 

G8-C13 -4.4 (0.2) -0.3 (0.2)  17 (2) -7 (2) 

C9-G12 -4.3 (0.1) 0.3 (0.1)  20 (2) -25 (2) 

G10-C11 -4.6 (0.2) -0.1 (0.2)  19 (1) -1 (3) 

Średnia: -4.6 (0.2) 0.1 (0.3)  19 (2) -9 (7) 

     A-RNA161: -5.3 0.0 16 -14 

 

Sekwencja 

par zasad 
Shift Dx (Å) Rise Dz (Å) Twist Ω (°) Roll ρ (°) 

G1-C2 0.0 (0.1) 2.6 (0.1) 36 (1) -10 (1)  

C2-A3 -0.1 (0.1) 2.8 (0.1) 30 (2) 7 (2)  

A3-G4 0.2 (0.2) 2.3 (0.1) 34 (2) 2 (3)  

G4-A5 0.0 (0.1) 2.5 (0.1) 30 (2) 1 (2)  

A5-G6 0.4 (0.2) 2.6 (0.1) 34 (2) 7 (3)  

G6-A7 -0.5 (0.2) 2.6 (0.1) 32 (2) -2 (3)  

A7-G8 0.6 (0.2) 2.4 (0.1) 30 (2) 7 (3)  

G8-C9 0.3 (0.2) 2.6 (0.1) 36 (2) -7 (1)  

C9-G10 -0.6 (0.1) 2.8 (0.2) 34 (1) 4 (1)  

Średnia: 0.2 (0.4) 2.6 (0.2) 33 (3) 1 (6)  

     A-RNA161: 0.0 2.8 33 0 

 

Struktura dupleksu referencyjnego wykazuje cechy regularnej struktury prawoskrętnej 

z wszystkimi cechami charakterystycznymi dla podwójnej helisy A-RNA. Wymienić tu 

można zarówno konformację anti pierścieni zasad heterocyklicznych, jak i konformację 

C3-endo pierścieni cukrowych. We wszystkich jednostkach nukleotydowych kąty  niewiele 

się różnią, a ich średnia wartość (205 ± 7°) w granicach błędu odpowiada otrzymanej dla 

formy A-RNA (202°). Podobnie parametry P i max określające konformację reszt cukrowych 

niewiele odbiegają od obserwowanych w kanonicznych strukturach A-RNA i przyjmują 

średnie wartości odpowiednio 15 ± 7° i 40 ± 2°. 

Zachowane zostały również wiązania wodorowe typu Watsona-Cricka. Regularność 

otrzymanych struktur potwierdzona została analizą kątów torsyjnych szkieletu 

fosfodiestrowego. Wartości wszystkich kątów zawierają się w standardowych dla dupleksów 

typu A-RNA zakresach. Również analiza parametrów helikalnych pozwala zaklasyfikować 

dupleks referencyjny jako typową strukturę A-RNA, a otrzymane wartości parametrów 
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x-Displacement (-4.6 ± 0.2 Å) oraz Inclination (39 ± 2°) tylko nieznacznie różnią się od 

typowych dla formy kanonicznej. Również średnia wartość parametru Rise (2.6 ± 0.2 Å) oraz 

Propeller twist (-9 ± 7°) klasyfikuje dupleks referencyjny jako typową strukturę A-RNA, 

a obserwowane dla tego ostatniego parametru zmiany wynikają z próby dostosowania się 

sparowanych jednostek nukleotydowych do ich oddziaływań z sąsiednimi resztami. Pozostałe 

parametry nie wykazują większych różnic w stosunku do wartości obserwowanych dla 

struktur kanonicznych. 

 

 

2.2. Badania strukturalne dupleksu II 

 

2.2.1. Analiza strukturalna w oparciu o widma NMR (II) 

 

Druga z analizowanych przeze mnie cząsteczek posiadała prawie identyczną sekwencję 

zasad, jak omawiany w poprzednim rozdziale dupleks I, z tym że w centralnej pozycji 

w górnej nici wprowadzono dodatkową resztę adenozyny. Ponieważ w górnej nici, obok 

siebie znajdują się dwie reszty adeniny A5 i A6, naprzeciwko jednej, komplementarnej do 

nich, reszty urydyny U17, to teoretycznie każda z reszt adeniny, A5 lub A6, może tworzyć 

parę z komplementarną urydyną U17 (Rys. 42), bądź też może istnieć równowaga pomiędzy 

tymi dwoma strukturami. 

 

  

Rys. 42. Dwie możliwe struktury drugorzędowe dupleksu II.  
 

Przypisania sygnałów 1H, 13C oraz 31P NMR dokonałem w oparciu o widma 2D NOESY, 

TOCSY i DQF-COSY oraz heterojądrowe widma korelacyjne 1H-13C i 1H-31P HSQC stosując 

te same metody, co podczas analizy widm dupleksu referencyjnego. Sygnały obserwowane 

w widmie 2D NOESY (D2O) wykazują typowe cechy sekwencyjnych oddziaływań 

charakterystycznych dla dwuniciowych fragmentów cząsteczek A-RNA. 

Układ sygnałów w widmach dupleksów I i II jest bardzo podobny, dlatego w tym 

rozdziale skupię się głównie na dokonaniu analizy strukturalnej fragmentu wybrzuszenia oraz 

pokazaniu różnic obserwowanych w widmach obu cząsteczek wywołanych obecnością 
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dodatkowej, niesparowanej reszty. Fragment widma 2D NOESY z zaznaczonymi ścieżkami 

NOE wyznaczonymi dla obu nici dupleksu II przedstawiony jest na rysunku 43. 

 

 

Rys. 43. Region sygnałów H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (m = 400 ms) dupleksu II w D2O 

(600 MHz, 25C). W widmie zaznaczona została sekwencyjna ścieżka H6/H8(i)-H1'(i)-H6/H8(i+1) – 

kolorem zielonym dla górnej nici, natomiast niebieskim – dla dolnej nici. Przerywane linie wskazują 

położenie sygnałów H2 reszt adenozyny. 

 

Dla nici zawierającej niesparowaną resztę adeniny zaobserwowałem nieprzerwany szlak 

połączeń sekwencyjnych H6/H8-H1' łącznie z regionem wybrzuszenia -G4-A5-A6-G7-. 

Niestety, w przypadku drugiej nici, z uwagi na nakładanie się sygnałów korelacyjnych reszt 

C16 i U17 w widmach wykonanych w zakresie temperatur 15 – 35C, nie udało się 

jednoznacznie ustalić, czy zachowane są oddziaływania warstwowe pomiędzy tymi dwoma 

resztami. W oparciu o wyznaczone ścieżki NOE przypisałem sygnały pochodzące od 

protonów zasad heterocyklicznych oraz protonów anomerycznych. W celu przypisania 

pozostałych sygnałów rezonansowych zastosowałem standardowe metody, jak dla dupleksu 

referencyjnego. Poprawność przypisań sygnałów 1H NMR potwierdziłem poprzez analizę 

widm korelacyjnych 1H-13C HSQC i 1H-31P HSQC. Przypisałem wszystkie sygnały 

rezonansowe protonów niewymienialnych z wyjątkiem protonów H5'/H5'' dla kilku reszt 

nukleotydowych oraz protonów H4' reszt C2 i G7. Brakujące przesunięcia chemiczne 
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sygnałów H4' wyznaczyłem przez porównanie z widmami dupleksu referencyjnego. Również 

poprawność przypisania sygnałów geminalnych protonów H5'/H5'' reszt C2, A3 i G13 

potwierdziłem wykorzystując analizę porównawczą z widmami dupleksu I. 

Przypisałem również sygnały pochodzące od protonów wymienialnych w widmach 

wykonanych w mieszaninie 90% H2O/10% D2O. Widma te stanowiły szczególnie ważne 

źródło danych o strukturze drugorzędowej cząsteczki, ponieważ przesunięcia chemiczne 

protonów iminowych (10 – 15 ppm), jak również protonów aminowych (6 – 9 ppm), 

dostarczają informacji o zawiązywaniu się par zasad w cząsteczkach RNA. W widmie 

1H NMR w regionie typowym dla par zasad Watsona-Cricka zaobserwować można siedem 

wąskich oraz trzy szerokie sygnały (Rys. 44). Wąskie sygnały pochodzące od protonów 

iminowych przypisałem na podstawie analizy widma 2D NOESY zarejestrowanego 

w temperaturze 10°C, za pomocą metod opisanych w rozdziale IV.2.1.1.2. Sygnały te 

pochodzą od reszt urydyny U15 i U17 oraz od wszystkich reszt guanozyny z wyjątkiem 

terminalnych. 

 

 

Rys. 44. Fragment widma 1H NMR (600 MHz, 90% H2O/10% D2O) obejmujący zakres sygnałów protonów 

iminowych dupleksu II z ich przypisaniem. 

 

Linie rezonansowe protonów iminowych, które nie uczestniczą w tworzeniu par zasad 

występują w zakresie od 10.0 do 11.0 ppm. Szeroki sygnał rezonansowy znajdujący się przy 

13.94 ppm wskazywał na zawiązywanie się dodatkowej pary A-U, dlatego wstępnie 

przypisany został do protonu H3 pozostałej reszty urydyny U17. Sygnał ten jest poszerzony w 

stosunku do pozostałych protonów zaangażowanych w tworzenie par zasad Watsona-Cricka 

i nie obserwowałem dla niego korelacji w widmie 2D NOESY. Może to wskazywać na 

znacznie słabszy charakter pary A-U sąsiadującej z wybrzuszoną resztą. W celu 

potwierdzenia poprawności przypisania sygnału U17:H3 oraz określenia, która z dwu 

możliwych par zasad, A5-U17 lub A6-U17, zawiązuje się, przeprowadziłem różnicowy 

eksperyment 1D-NOE. Dla ustalenia optymalnych warunków pomiaru, w których sygnał 



 

 

 

 

86 

iminowy byłby najbardziej intensywny, wykonałem dodatkowe widma 1D 1H NMR 

w różnych warunkach pH i stężenia soli (Rys. 45). 

 

 

Rys. 45. Zmiany zachodzące w widmie 1H NMR (zakres protonów iminowych) w zależności od warunków 

roztworu. 

 

Najbardziej optymalne warunki dla wykonania różnicowych widm 1D NOE uzyskałem dla 

temperatury 10°C, pH = 6.0 i 50 mM NaCl. W tych warunkach wykonałem serię różnicowych 

widm NOE stosując metodę ''jump & return''211 do wytłumienia sygnału wody. Podczas 

selektywnego naświetlania próbki częstotliwością rezonansową protonu U17:H3 

zaobserwowałem efekt wzmocnienia NOE jedynie dla sygnału A6:H2 (Rys. 46). Nie 

obserwowałem natomiast wzmocnienia NOE dla protonu H2 reszty A5, stąd wyniki tego 

eksperymentu jednoznacznie wskazują, że tylko reszta A6 tworzy parę z urydyną U17. 

Poszerzenie sygnału protonu iminowego reszty U17 najprawdopodobniej jest wynikiem 

dynamicznego charakteru pary A6:U17 lub może wynikać z dużej dostępności cząsteczek 

wody w regionie wybrzuszenia i związaną z tym szybką wymianą tego protonu z protonami 

wody. 
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Rys. 46. Fragment widma 1H NMR dupleksu II w 90% H2O/10% D2O (A), oraz odpowiadający jemu zakres 

w różnicowym widmie 1D NOE (B). 

 

Obserwowane kontakty NOE niesparowanej reszty adenozyny A5 ściśle zależą od 

konformacji regionu wybrzuszenia, stąd informacje o orientacji tej reszty uzyskać można 

z widm 2D NOESY (D2O). W widmie zidentyfikowałem charakterystyczne sygnały 

korelacyjne wskazujące na nieprzerwany ciąg oddziaływań warstwowych w obrębie regionu 

wybrzuszenia, podobny jak w strukturach A-RNA, co pozwoliło mi przypuszczać, że 

wybrzuszona reszta ulokowana jest pomiędzy sąsiadującymi parami zasad i skierowana do 

wnętrza helisy. Obserwacja sekwencyjnych kontaktów NOE H6/H8-H1', jak również 

H6/H8-H2' i H6/H8-H3' dla górnej nici jest możliwa jedynie przy takiej orientacji 

niesparowanej reszty. Obecność oddziaływań NOE pomiędzy protonami A5:H2 i C18:H1' 

w komplementarnej nici, oraz korelacji protonu A5:H2 z protonami A5:H1' i A6:H1', jak 

również obecność sekwencyjnych sygnałów w regionie aromatyczno-aromatycznym widma 

pomiędzy resztami -G4-A5-A6-G7- (Rys. 47) dodatkowo świadczyły o tym, że reszta 

adenozyny A5 skierowana jest do wnętrza helisy. W przeciwnym przypadku nie 

obserwowałbym sygnałów NOE pomiędzy tą resztą a sąsiednimi resztami, G4 i A6 ze 

względu na duże odległości między protonami (> 5 Å). Dane eksperymentalne jednoznacznie 

wskazywały, że istnieją oddziaływania warstwowe pomiędzy niesparowaną resztą 

a sąsiednimi zasadami heterocyklicznymi, co wykluczało strukturę typu loop out. Ponadto, 

obecność sygnałów NOE pomiędzy protonami A6-H2 a C18-H1' potwierdzała wcześniejsze 

obserwacje, iż to reszta A6, a nie A5 tworzy parę z urydyną U17. Obserwacja sygnału 
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A6:H2-C18:H1' nie byłaby możliwa gdyby zawiązywała się para A5:U17 zamiast A6:U17. 

W takim przypadku wybrzuszoną resztę A6 oddzielałaby od reszty C18 dodatkowa para 

zasad A5:U17 i odległość A6:H2-C18:H1' byłaby znacznie większa. W widmach 

wykonanych w D2O, nie obserwowałem żadnych sygnałów pochodzących od wymiany 

chemicznej, których obecność wskazywałaby na występowanie równowagi konformacyjnej 

par zasad A5:U17/A6:U17. Również sygnały pochodzące od protonów niewymienialnych 

heterocyklicznych zasad A5, A6 i U17 regionu wybrzuszenia mają typowe szerokości 

sygnałów dla stabilnych struktur RNA. Ponadto, korelacje tych protonów z jądrami 13C 

obserwowane w widmie 1H-13C HSQC również nie wykazują poszerzenia. W przypadku, gdy 

reszta U17 ulegałaby wymianie między parą z adenozyną A5 a resztą A6, należałoby 

oczekiwać słabego kontaktu NOE do protonu A5-H2 lub poszerzenia linii rezonansowych, 

towarzyszącego procesowi wymiany. 

 

 

Rys. 47. Przydiagonalny region sygnałów korelacyjnych H2/H6/H8 widma 2D NOESY dupleksu II w D2O 

(600 MHz, 25 °C). Na widmie zaznaczone zostały sekwencyjne ścieżki H6/H8(i)- H6/H8(i+1) kolorem 

zielonym dla górnej nici, niebieskim – dla dolnej nici. Kolorem czerwonym opisane zostały sygnały 

korelacyjne przesłoniete przez sygnały diagonalne. Przerywane linie wskazują położenie sygnałów 

H2 reszt adenozyny. 
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Na pewną dynamikę regionu wybrzuszenia, podobnie jak w przypadku widm wykonanych 

w mieszaninie 90% H2O/10% D2O, wskazują informacje zawarte w widmach DQF-COSY 

(D2O). W regionie H1'-H2' widma obserwowałem trzy sygnały pochodzące od reszt A5, A6 

i G11. Reszty cukrowe regionu wybrzuszenia odpowiadające adenozynom A5 i A6 mają 

sprzężenia H1'-H2' w granicach 3.3 Hz, co jest wynikiem niewielkiego udziału populacji 

C2'-endo. Trzeci sygnał pochodzący od terminalnej reszty guanozyny G11, ma wartość stałej 

sprzężenia około 5 Hz. Stąd mogłem wnioskować, że konformacja tej reszty cukrowej 

znajduje się w stanie równowagi pomiędzy stanami S i N, z przewagą populacji S. Natomiast 

nieobecność pozostałych sygnałów korelacyjnych H1'-H2' w widmie DQF-COSY, 

wskazywała, że reszty te przyjmują konformację N. 

Dodatkowych informacji o wpływie wybrzuszenia na konformację szkieletu 

fosforocukrowego dostarczają widma korelacyjne 1H-31P HSQC. Ponieważ wszystkie sygnały 

31P NMR znajdują się w wąskim zakresie o szerokości około 1 ppm (-4.6 – -3.7 ppm), 

sugeruje to, że obecność dodatkowej reszty nie zaburza konformacji szkieletu 

fosfodiestrowego typowego dla formy A-RNA. Również wielkości stałych sprzężenia 

skalarnego 3JPH5, 
3JPH5 i 

3JPH3 nie odbiegają od wielkości typowych dla formy A-RNA, stąd 

mogłem sądzić, iż geometria cząsteczki nie różni się znacząco od dwuniciowych struktur 

helikalnych A-RNA. 

Wartości wyznaczonych przesunięć chemicznych dla protonów (Tabela 8), oraz jąder 13C 

i 31P (Tabela 9) zostały zdeponowane w banku BMRB pod identyfikatorem 15572. 

Porównanie wartości przesunięć chemicznych linii rezonansowych NMR dupleksów I oraz II 

wskazuje jedynie na niewielkie zmiany wywołane obecnością dodatkowej reszty adenozyny. 

Dla zdecydowanej większości sygnałów 1H NMR różnice te nie przekraczają 0.1 ppm, 

natomiast dla heterojąder wartości te różnią się przeważnie nie więcej niż 0.4 ppm dla 13C 

i 0.1 ppm dla 31P. Jedynie w regionie wybrzuszenia oraz w przypadku reszt terminalnych 

zanotowałem nieco większe różnice, przy czym w przypadku reszt terminalnych dotyczyły 

one głównie sygnałów wymienialnych. Jednak największe różnice wartości przesunięć 

chemicznych zaobserwowałem w regionie wybrzuszenia, dla reszt G4, A6 i U17, co jest 

związane ze zmianą otoczenia chemicznego i innym układem oddziaływań warstwowych 

w tym fragmencie cząsteczki. W porównaniu do dupleksu referencyjnego, proton H2' reszty 

G4, jest silniej ekranowany o 0.24 ppm, natomiast sygnały H2 i H8 reszty A6 ulegają 

przesunięciu (w stosunku do odpowiadających im protonów reszty A5 dupleksu 

referencyjnego) w stronę wyższych częstości pola o odpowiednio 0.22 ppm (H2) i 0.29 ppm 

(H8). Zmianę położenia sygnału rezonansowego o 0.20 ppm zanotowałem także dla protonu 
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H5 reszty U17 dupleksu II. W dupleksie z wybrzuszeniem wartość przesunięcia chemicznego 

protonu H5 wynosi 5.62 ppm, natomiast analogiczny sygnał pochodzący od reszty urydyny 

U16 dupleksu referencyjnego znajduje się przy 5.42 ppm. 

 

Tabela 8. Wartości przesunięć chemicznych 1H (ppm) sygnałów dupleksu II. 
 

Res. H6/H8 H2/H5 H1 H2 H3 H4 H5/H5 amino imino 

G1 8.04 – 5.69 4.75 4.57 4.34 4.03/3.90 * / * * 

C2 7.87 5.31 5.62 4.65 4.61 4.49 4.56/4.20 6.82/8.49 – 

A3 7.98 6.93 5.94 4.61 4.71 4.52 4.54/4.18 * / * – 

G4 7.21 – 5.56 4.27 4.54 4.45 4.49/4.08 * / * 12.64 

A5 7.88 7.42 5.93 4.42 4.71 4.47 4.44/4.15 * / * – 

A6 7.95 7.61 5.85 4.62 4.62 4.49 4.38/4.16 * / * – 

G7 7.31 – 5.62 4.61 4.46 4.48 4.37/4.14 * / * 12.37 

A8 7.76 7.49 5.95 4.67 4.65 4.52 4.53/4.16 * / * – 

G9 7.25 – 5.64 4.44 4.43 4.43 4.49/4.06 * / * 13.47 

C10 7.47 5.18 5.49 4.33 4.42 4.39 4.50/4.04 6.77/8.37 – 

G11 7.60 – 5.86 4.09 4.28 4.22 4.44/4.03 * / * * 

C12 8.07 5.99 5.59 4.58 4.58 4.34 4.05/3.93 7.01/8.16 – 

G13 7.83 – 5.80 4.63 4.71 4.52 4.52/4.19 * / * 13.18 

C14 7.77 5.31 5.56 4.42 4.48 4.48 4.59/4.14 6.89/8.63 – 

U15 7.96 5.45 5.58 4.54 4.55 4.46 4.58/4.13 – 14.14 

C16 7.92 5.74 5.66 4.32 4.52 4.46 4.58/4.13 7.08/8.38 – 

U17 7.91 5.62 5.61 4.38 4.56 4.42 * /4.11 – 13.94 

C18 7.93 5.79 5.35 4.31 4.50 4.41 * /4.09 7.17/8.43 * 

U19 7.88 5.47 5.35 4.52 4.59 4.37 * /4.08 – 13.64 

G20 7.72 – 5.77 4.35 4.61 4.42 * /4.08 * / * 12.61 

C21 7.48 5.23 5.67 3.95 4.10 4.14 4.48/4.00 6.91/8.26 – 

* Sygnały, które nie zostały przypisane. 

 

Tabela 9. Wartości przesunięć chemicznych  (ppm) sygnałów 13C oraz 31P NMR dupleksu II [D2O, 25C]. 
 

Res. C6/C8 C2/C5 C1 C2 C3 C4 C5  31P 

G1 138.77 – 92.53 74.90 73.96 84.83 62.23  – 

C2 141.59 97.17 93.84 75.59 72.36 * *  -4.32 

A3 139.40 152.35 92.93 75.62 72.96 82.02 *  -3.80 

G4 136.23 – 91.76 76.12 * * *  -3.90 

A5 140.47 154.25 91.40 76.30 74.56 83.53 *  -4.08 

A6 140.54 153.81 91.30 * * * 66.61  -4.16 

G7 136.72 – 92.28 75.28 * * 66.85  -3.94 

A8 139.37 153.35 92.93 75.61 * 82.02 *  -4.10 

G9 135.53 – 92.58 75.28 72.72 81.92 *  -4.16 

C10 140.06 97.51 93.84 75.36 72.14 81.91 64.57  -4.41 

G11 137.34 – 91.30 77.85 70.36 83.93 65.58  -3.99 

C12 142.81 98.94 93.84 75.40 73.67 84.43 62.03  – 

G13 136.55 – 92.53 75.27 72.96 * *  -3.91 

C14 141.31 97.17 93.96 75.37 72.26 81.96 *  -4.42 

U15 141.96 103.28 93.81 75.23 72.10 81.95 *  -4.44 

C16 141.90 97.71 94.08 75.52 72.39 81.95 *  -4.35 

U17 141.96 103.46 93.83 75.40 * 82.26 *  -4.49 

C18 142.07 97.64 93.89 75.19 * * *  -4.52 

U19 141.59 103.48 93.50 75.06 72.32 81.83 *  -4.41 

G20 136.29 – 92.74 75.46 * 81.91 *  -4.14 

C21 141.29 97.51 92.76 77.43 69.53 83.27 64.98  -4.32 

* Sygnały, które nie zostały przypisane. 
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Porównując wartości przesunięć chemicznych obu dupleksów, można stwierdzić, iż 

wprowadzenie dodatkowej reszty nukleotydowej nie pociąga za sobą znaczących zmian 

przesunięć chemicznych sygnałów w widmach NMR, a obserwowane zmiany mają jedynie 

charakter lokalny obejmujący reszty ograniczające wybrzuszenie po stronie 5' oraz 3'. 

Porównanie przesunięć chemicznych sygnałów pochodzących od odpowiadających sobie 

fragmentów helikalnych obu dupleksów wskazywało na ich znaczne podobieństwo 

strukturalne. 

 

 

2.2.2. Analiza konformacyjna. Wyznaczenie więzów strukturalnych (II) 

 

W oparciu o przedstawione w rozdziale IV.2.1.2 metody, na podstawie analizy wartości 

przesunięć chemicznych, sprzężeń skalarnych oraz integracji pozadiagonalnych sygnałów 

NOE, wyznaczyłem więzy strukturalne. 

Więzy na odległości międzyprotonowe otrzymałem z widm 2D NOESY (m = 150 ms) 

wykonanych w temperaturze 25°C i 20°C. Odległości między protonami wyznaczyłem 

metodą ISPA, a dolną i górną granicę więzów otrzymałem przyjmując odpowiednio -15% 

i +30% zmierzonej odległości. Na podstawie analizy kontaktów NOE obserwowanych 

w widmach 2D NOESY (400 ms) otrzymałem dodatkowe informacje, które umożliwiły mi 

wyprowadzenie 17 kolejnych więzów na odległości międzyprotonowe o zakresie 4.5 – 7.0 Å. 

Ponadto, aby dodatkowo ograniczyć dostępną przestrzeń konformacyjną, na 

intranukleotydowe odległości międzyprotonowe reszty A5, dla których nie obserwowałem 

sygnałów w widmie 2D NOESY (m = 400 ms) wprowadziłem więzy typu uNOE. Dolnej 

granicy tych więzów przypisałem wartość 5 Å, natomiast górną granicę dobrałem tak, aby 

w żaden sposób nie ograniczała swobody konformacyjnej cząsteczki i przypisałem jej wartość 

20 Å. Dla protonów wymienialnych, których korelacje obserwowałem w widmie 2D NOESY 

(90% H2O/10% D2O), ustaliłem więzy o granicach 1.8 – 6.0 Å. Większość z 14 otrzymanych 

tą drogą więzów dotyczyła obserwowanych kontaktów NOE między protonami 

wymienialnymi, iminowymi i aminowymi, sąsiadujących ze sobą reszt. Analiza widm 

w mieszaninie 90% H2O/10% D2O wykazała również, że wszystkie reszty nukleotydowe, 

poza resztą A5, zaangażowane są w tworzenie kanonicznych par Watsona-Cricka. 

Obserwacja ta pozwoliła mi na wprowadzenie więzów na wiązania wodorowe oraz 

planarność par zasad (rozdział IV.2.1.2). Jednak w przypadku pary A6:U17, z uwagi na 
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znaczne poszerzenie sygnału H3 reszty U17, zadanym więzom przypisałem dwukrotnie 

większą tolerancję (± 0.4 Å). Dla tej pary nie stosowałem również więzów na planarność. 

Następnie na podstawie widm DQF-COSY (D2O) wyznaczyłem więzy na kąty torsyjne 

pierścieni cukrowych. Na podstawie wyznaczonych wartości sprzężeń skalarnych 3JH1'H2', 

wprowadziłem więzy na konformację C3'-endo dla wszystkich reszt z wyjątkiem terminalnej 

guanozyny G11 (o wartości stałej sprzężenia ~5 Hz) oraz reszt A5 i A6 (3JH1'H2' ~3 Hz), dla 

których wprowadziłem słabe więzy umożliwiające przyjęcie zarówno geometrii C3'-endo 

oraz C2'-endo. 

Konformację wokół wiązania glikozydowego dla większości reszt nukleotydowych 

określiłem opierając się na analizie kontaktów NOE H6/H8-H1'/H2'/H3' jako anti 

i przypisałem kątom  zakres -158 ± 30°. Jedynie w przypadku reszt C16 i U17, z uwagi na 

silne nakładanie się sygnałów w widmach 2D NOESY, kąty te pozostawiłem swobodne. 

Więzy na kąty torsyjne  i  otrzymałem z analizy przesunięć chemicznych linii 

31P NMR. Ponieważ dla żadnej reszty nie stwierdziłem znaczących zmian przesunięć 

chemicznych 31P w stosunku do pozostałych sygnałów, stąd mogłem wprowadzić 

ograniczenia na wartości kątów  i  o zakresie 0 ± 120°, które eliminowały region trans. 

Informacji o wartościach kątów torsyjnych  oraz  szkieletu fosforocukrowego 

dostarczyła analiza widm 1H-31P HSQC NMR, w których wszystkie sygnały o dużych 

wartościach stałych sprzężeń pochodziły jedynie od korelacji H3'n-P(n+1). Dlatego kąty  

wszystkich reszt ograniczyłem do wartości 178 ± 30°, natomiast dla większości kątów  

przyjąłem zakres -153 ± 30°. Tylko w przypadku reszt cytydyny C14, C16 i C18, dla których 

wartości sprzężeń na skutek nakładania się sygnałów nie można było oszacować, 

wprowadziłem więzy z zakresem błędu 120 ± 120°. 

Wartości kątów torsyjnych γ szkieletu fosforocukrowego ograniczyłem do zakresu 

54 ± 30° z uwagi na brak silnych sygnałów pochodzących od sprzężeń H4'-H5'/H5'' 

w widmach DQF-COSY. 

Podczas obliczeń metodami dynamiki molekularnej nie wprowadziłem więzów na kąty 

torsyjne , β oraz  dla reszt A5 i A6 regionu wybrzuszenia, co pozwoliło na pełniejsze 

przeszukanie przestrzeni konformacyjnej. Również kąty torsyjne  reszt G4 i G5 

pozostawiłem swobodne. 
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2.2.3. Restryktywna dynamika molekularna (II) 

 

Obliczenia przestrzennej struktury dupleksu II przeprowadziłem za pomocą programu 

Xplor-NIH205,206 z wykorzystaniem protokołu symulowanego wyżarzania w metodzie 

dynamiki molekularnej TAMD152. Zastosowany protokół nie różnił się zasadniczo od 

opisanego uprzednio (rozdział IV.2.1.3). Jedyne różnice dotyczyły wprowadzonych podczas 

obliczeń więzów strukturalnych. W sumie podczas dynamiki wykorzystałem 337 więzów na 

odległości międzyprotonowe, oraz 213 więzów na kąty torsyjne (Rys. 48, Tabela). 

Uwzględniłem również więzy na parowanie się zasad typu Watsona Cricka, a podczas etapu 

udokładnienia więzy na ich planarność. Dodatkowo, na wszystkie reszty nukleotydowe 

z wyjątkiem jednej - reszty adenozynowej A5 zadane zostały potencjały DELPHIC208. 

Wstępne obliczenia przeprowadzone z użyciem wszystkich tych więzów nie dały 

zadowalających rezultatów. Analiza otrzymanych struktur pokazała, że niektóre odległości 

międzyprotonowe w regionie wybrzuszenia są na tyle małe, że powinienem obserwować 

dodatkowe sygnały w widmach 2D NOESY. Ponieważ powtórna analiza widm wykluczała 

możliwość tych kontaktów, wprowadziłem dodatkowo 4 więzy uNOE pomiędzy protonem 

H2 reszty A5 a protonami H5 i H6 reszt U17 i C18. Dopiero w tym momencie przystąpiłem 

do właściwych obliczeń. 

W wyniku obliczeń, startując z 50 liniowych struktur początkowych, otrzymałem 36 

struktur zgodnych z danymi eksperymentalnymi. Do oceny struktur końcowych przyjąłem 

takie kryterium jak uprzednio, tzn. uznałem, że więzy odległościowe zostały spełnione, jeśli 

nie były naruszone więcej aniżeli o 0.3 Å, natomiast więzy kątowe - więcej niż o 5°. 

Następnie, do dalszej analizy, wybrałem 10 struktur, dla których energia potencjalna 

mierzona w polu siłowym CHARMM była najmniejsza. Wszystkie te struktury wykazują 

znaczne podobieństwo, co pozwoliło mi zaliczyć je do jednej rodziny (Rys. 48). Wartość 

parametru RMSD wyznaczona w oparciu o wzór (17) obliczona dla wszystkich ciężkich 

atomów tych struktur wynosi 0.62 ± 0.26 Å. Uwzględniając tylko region wybrzuszenia 

obejmujący resztę A5 oraz pary zasad G4-C18 i A6-U17, wartość RMSD obliczona dla 

ciężkich atomów wynosi 0.69 ± 0.30 Å. 

Współrzędne struktur końcowych zdeponowałem w banku danych PDB pod identyfikatorem 

2JXS. 
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Statystyka więzów wykorzystanych w obliczeniach. 
 

Całkowita liczba więzów NOE: 

 intranukleotydowe 

 internukleotydowe 

Więzy typu uNOE 

Więzy na wiązania wodorowe 

Więzy na planarność 

Więzy na kąty dwuścienne: 

 szkieletu fosfodiestrowego 

 rybozy 

 wiązania glikozydowego 

 

Średnia liczba więzów NOE przypadających na 

resztę nukleotydową 

Średnia liczba więzów NOE oraz więzów na kąty 

dwuścienne przypadających na resztę nukleotydową 

 

 

337 

196 

141 

3 

60 

9 

213 

89 

105 

19 

 

 

16.05 

 

26.19 

 
 

 

Rys. 48. Nałożenie rodziny 10 struktur przestrzeni konformacyjnej dupleksu II. 

 

 

 

2.2.4. Analiza przestrzeni konformacyjnej rodziny struktur (II) 

 

W celu określenia zaburzeń regularnej struktury A-RNA indukowanych obecnością 

wybrzuszenia, przeprowadziłem szczegółową analizę przestrzeni konformacyjnej 

otrzymanych struktur. Analizy tej dokonałem za pomocą programu Curves30,31. Obliczone 

średnie wartości kątów torsyjnych łańcuchów fosfodiestrowych, oraz kątów wokół wiązań 

N-glikozydowych, a także wartości kątów fazowych pseudorotacji P i amplitudy 

pofałdowania pierścieni cukrowych max, przedstawione są w tabeli 10. W tabeli 11 

umieściłem natomiast wartości wybranych parametrów helikalnych otrzymanych dla rodziny 

10 struktur dupleksu II. 
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Tabela 10. Średnie wartości kątów torsyjnych łańcuchów fosfodiestrowych (, , , , , ), kąta 

glikozydowego () oraz parametrów opisujących konformację pierścieni cukrowych (P, max) 

obliczonych dla dupleksu II. W nawiasach podane zostały wartości odchylenia standardowego. 

 

Reszta        P max 

G1 – – 28 (5) 86 (2) 201 (4) 288 (4) 192 (3) 12 (9) 37 (1) 

C2 303 (6) 180 (5) 44 (4) 87 (2) 214 (2) 287 (4) 214 (2) 1 (2) 39 (1) 

A3 309 (4) 159 (5) 49 (6) 79 (1) 201 (5) 294 (4) 195 (3) 27 (2) 42 (1) 

G4 300 (5) 191 (6) 33 (3) 83 (2) 202 (3) 289 (4) 211 (1) 13 (3) 39 (1) 

A5 313 (4) 165 (5) 46 (3) 83 (1) 187 (16) 278 (11) 212 (2) 27 (7) 38 (1) 

A6 315 (69) 188 (18) 115 (55) 84 (3) 200 (3) 297 (5) 201 (4) 8 (7) 40 (1) 

G7 297 (4) 178 (7) 48 (5) 80 (1) 201 (4) 296 (4) 205 (3) 18 (3) 41 (1) 

A8 301 (7) 179 (8) 39 (4) 78 (1) 196 (3) 302 (3) 201 (2) 23 (1) 43 (1) 

G9 296 (4) 181 (4) 50 (4) 78 (1) 196 (4) 288 (3) 197 (2) 30 (1) 42 (1) 

C10 280 (9) 171 (4) 73 (9) 84 (1) 196 (2) 304 (3) 204 (4) 13 (1) 39 (1) 

G11 282 (4) 202 (3) 37 (6) 84 (1) – – 214 (2) 15 (5) 38 (1) 

          C12 – – 33 (3) 87 (1) 200 (2) 299 (3) 202 (2) 0 (2) 41 (0) 

G13 297 (3) 187 (2) 40 (3) 83 (0) 212 (2) 284 (3) 204 (1) 8 (1) 41 (0) 

C14 310 (7) 163 (6) 43 (2) 80 (0) 202 (2) 286 (4) 207 (1) 11 (1) 43 (0) 

U15 306 (6) 184 (7) 36 (10) 83 (1) 205 (3) 291 (6) 206 (3) 12 (4) 40 (1) 

C16 305 (8) 176 (10) 41 (4) 83 (2) 205 (6) 284 (2) 211 (3) 15 (4) 39 (1) 

U17 302 (8) 172 (7) 45 (7) 81 (2) 207 (5) 294 (6) 212 (5) 18 (4) 41 (1) 

C18 302 (8) 184 (15) 51 (6) 84 (1) 213 (3) 285 (3) 195 (6) 7 (3) 41 (1) 

U19 310 (5) 177 (8) 37 (4) 84 (2) 201 (3) 297 (3) 206 (2) 10 (3) 40 (1) 

G20 298 (5) 172 (4) 52 (8) 79 (0) 191 (1) 302 (2) 195 (3) 26 (2) 41 (1) 

C21 287 (3) 197 (4) 40 (2) 87 (1) – – 217 (1) 12 (2) 35 (1) 

Średnia: 299 (9) 180 (11) 45 (9) 83 (3) 202 (6) 293 (7) 204 (7) 14 (8) 40 (2) 

          A-RNA209,210 294 186 49 88 202 294 202 18 39 

 

Szczegółowa analiza otrzymanej w wyniku obliczeń rMD rodziny struktur ukazuje, że 

niesparowana reszta adenozynowa A5 akomoduje pomiędzy sąsiadujące pary we wszystkich 

strukturach zgodnych z danymi NMR (Rys. 49). Jednakże dla 3 spośród 36 struktur, 

zaobserwowałem różnice w konformacji szkieletu fosforodiestrowego w regionie 

wybrzuszenia. Dla tych trzech struktur wartości kątów  i  reszty A6 wynoszą odpowiednio 

86° oraz 218° i odbiegają od wartości typowych dla formy A-RNA (294° i 49°). Natomiast 

analiza pozostałych 33 struktur wykazuje, iż wartości kątów torsyjnych  reszty A6 (~90°) 

znajdują się poza typowym regionem gauche+. Również wartości kątów torsyjnych  reszty 

A6 (~247°) odbiegają od typowych dla struktur A-RNA (294°), co jest zapewne 

konsekwencją dynamicznej natury łańcucha fosforocukrowego w regionie wybrzuszenia, 

a także większej swobody konformacyjnej kątów torsyjnych  i . Natomiast porównanie 

pozostałych kątów torsyjnych nie ujawnia większych odstępstw od wartości 

charakterystycznych dla formy A-RNA. 
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Rys. 49. Region wybrzuszenia dupleksu II dla 10 strukur o najniższej energii. Widok od strony dużej bruzdy. 

 

Tabela 11. Uśrednione wartości wybranych parametrów helikalnych dupleksu II wraz z odchyleniami 

standardowymi. 

 

Para zasad x-Displacement dx (Å) y-Displacement dy (Å) Inclination η (°) Propeller twist ω (°) 

G1-C21 -4.3 (0.2) 0.1 (0.1) 13 (1) -1 (3) 

C2-G20 -4.2 (0.2) 0.7 (0.1) 13 (2) -21 (2) 

A3-U19 -4.2 (0.3) 0.2 (0.2) 12 (1) -13 (2) 

G4-C18 -4.3 (0.1) 0.5 (0.2) 11 (2) -11 (2) 

A6-U17 -4.8 (0.2) 0.5 (0.2) 17 (2) -8 (3) 

G7-C16 -4.2 (0.2) 0.3 (0.0) 17 (2) -12 (2) 

A8-U15 -4.6 (0.1) 0.5 (0.1) 15 (2) -1 (2) 

G9-C14 -4.1 (0.2) 0.1 (0.1) 15 (2) -7 (3) 

C10-G13 -4.3 (0.2) 0.4 (0.1) 15 (2) -21 (3) 

G11-C12 -4.2 (0.2) 0.2 (0.1) 16 (2) -7 (4) 

Średnia: -4.3 (0.2) 0.4 (0.2) 15 (2) -10 (7) 

     A-RNA161: -5.3 0.0 16 -14 

 

Sekwencja 

par zasad 
Shift Dx (Å) Rise Dz (Å) Twist Ω (°) Roll ρ (°) 

G1-C2 0.2 (0.1) 2.6 (0.1) 40 (1) -9 (2)  

C2-A3 0.2 (0.1) 2.8 (0.2) 29 (1) 11 (3)  

A3-G4 0.1 (0.3) 2.3 (0.1) 36 (2) 4 (2)  

A6-G7 0.4 (0.3) 2.6 (0.2) 29 (1) 1 (2)  

G7-A8 -0.1 (0.1) 2.1 (0.1) 34 (2) 5 (2)  

A8-G9 0.9 (0.3) 2.6 (0.1) 29 (1) 8 (3)  

G9-C10 -0.2 (0.2) 2.9 (0.1) 35 (1) -10 (2)  

C10-G11 0.0 (0.1) 2.4 (0.1) 35 (1) 9 (1)  

Średnia: 0.2 (0.4) 2.5 (0.2) 33 (4) 2 (8)  

     A-RNA161: 0.0 2.8 33 0 

 

Podobnie analiza parametrów helikalnych, wyznaczonych dla regionów dwuniciowych 

po obu stronach wybrzuszenia, nie wykazała znaczących rozbieżności od wartości 

otrzymanych dla formy kanonicznej. W porównaniu do formy kanonicznej, zaobserwowałem 

jedynie zmniejszenie promienia kanału biegnącego wzdłuż osi helisy, charakterystycznego 
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dla formy A. Otrzymana średnia wartość parametru x-Displacement wynosząca -4.3 ± 2 Å jest 

mniejsza od tej obserwowanej dla struktury kanonicznej: 5.3 Å. 

Analiza lokalnych parametrów helikalnych między zasadami (ang. local inter-base 

parameters) dostarczyła dodatkowych informacji odnośnie położenia wybrzuszonej reszty 

A5. Otrzymana w tym przypadku średnia wartość parametru shift między sąsiednimi 

zasadami w nici wynosi 0.2 ± 0.4 Å, podczas gdy ten sam parametr dla reszt A5/A6 jest 

równy -1.9 ± 0.3 Å. Ponadto, kąt skrętu twist dla kroku A5/A6 jest znacznie zredukowany od 

średniej wartości 32 ± 3° do 18 ± 4°. Te lokalne odchylenia parametrów helikalnych 

obserwowane w miejscu wybrzuszenia wynikają zapewne ze szczególnej aranżacji reszt 

heterocyklicznych w regionie wybrzuszenia. Za wspomniane zmiany odpowiedzialne są 

niewątpliwie oddziaływania warstwowe między pierścieniami zasad, które wpływają na 

stabilność RNA jak również minimalizują ekspozycję powierzchni hydrofobowej zasady na 

oddziaływanie polarnego rozpuszczalnika. Intrahelikalna pozycja wybrzuszonej reszty A5 

stabilizowana jest poprzez oddziaływania warstwowe, silniejsze z sąsiadującą po stronie 5' 

resztą G4, aniżeli resztą A6 (Rys. 50). 

 

 

Rys. 50. Nakładanie się sąsiadujących zasad w rzucie wzdluż osi helisy reprezentujące model oddziaływań 

warstwowych w regionie wybrzuszenia dupleksu II. 
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2.3. Badania strukturalne dupleksu III 

 

2.3.1. Analiza strukturalna w oparciu o widma NMR (III) 

 

Uzyskana przeze mnie struktura dupleksu z jedną wybrzuszoną resztą adenozyny opisana 

w poprzednim rozdziale pokazała, że niesparowana reszta chowa się do wnętrza helisy, nie 

zaburzając znacząco struktury dupleksu. Interesujące wydawało mi się sprawdzenie, jaki efekt 

wywoła zarówno na konformację regionu wybrzuszenia, jak i na strukturę całej cząsteczki 

wprowadzenie dodatkowej reszty adeniny. Sekwencja zasad badanego przeze mnie dupleksu 

III, z trzema kolejnymi resztami adeniny umieszczonymi naprzeciw jednej reszty urydyny 

pokazana jest na rysunku 51. Wszystkie widma NMR (1D 1H oraz 31P, 2D NOESY, TOCSY, 

DQF-COSY a także 1H-13C i 1H-31P HSQC) wykonane zostały na spektrometrze Bruker 600 

MHz. Przypisania sygnałów rezonansowych 1H (Tabela 12), 13C i 31P (Tabela 13) otrzymałem 

drogą kompleksowego wykorzystania metod dwuwymiarowej homo- i heterojądrowej 

spektroskopii NMR (rozdział IV.2.1.1). 

 

 

Rys. 51. Struktura drugorzędowa dupleksu III.  
 

Informacji zarówno o wartościach przesunięć chemicznych sygnałów NMR 

poszczególnych protonów, jak i o konformacji cząsteczki dostarcza eksperyment 2D NOESY 

(D2O). Struktura sygnałów 1H NMR dupleksu III w widmie wykazuje cechy oddziaływań 

typowych dla prawoskrętnej formy A-RNA. Fragment widma obejmujący region 

występowania sygnałów aromatyczno-anomerycznych przedstawiony został na rysunku 52. 

Na podstawie analizy zarejestrowanych w tym regionie oddziaływań wyznaczyłem ścieżkę 

przekazywania magnetyzacji H6/H8(i)-H1'(i)-H6/H8(i+1). Z uwagi na nakładanie się sygnałów 

U18:H5-H6 i C17:H1'-U18:H6 nie można jednak z całą pewnością stwierdzić, czy ścieżka 

pomiędzy resztami C17 i U18 została zachowana. Dodatkowo, przy tych samych wartościach 

przesunięć chemicznych powinien znajdować się sygnał korelacyjny H6-H1' reszty C2. 

Sygnał ten udało mi się zidentyfikować w widmie 2D NOESY wykonanym w 20°C. Sygnał 

pochodzący od protonu H1' nieznacznie przesuwa się w kierunku niższych częstotliwości, 

dzięki czemu jednoznacznie mogłem stwierdzić obecność oddziaływania NOE pomiędzy 

protonem H6 i H1' dla reszty C2. Jest to informacja niezwykle istotna dla określenia 
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konformacji wokół wiązania glikozydowego. Wyznaczona nieprzerwana ścieżka NOE dla 

nici zawierającej niesparowane reszty adeniny wskazuje na zachowanie dosyć bliskiego 

kontaktu pomiędzy kolejnymi resztami -G4-A5-A6-A7-G8- w strukturze cząsteczki. 

Obserwowane w nici intra- i internukleotydowe korelacje protonów H2 adenozyn A5, A6 

i A7 wykazują podobieństwo do tych rejestrowanych dla regularnych struktur helikalnych. 

Kontakty NOE protonu C19:H1' do protonów H2 każdej z tych reszt sugerują, że reszty 

adeniny zorientowane są w kierunku osi helisy. Obserwacja ścieżek H8(i)-H2'(i)-H8(i+1) oraz 

H8(i)-H3'(i)-H8(i+1) dodatkowo potwierdza ten fakt. Również w przypadku komplementarnej 

nici obecność sekwencyjnych kontaktów H2'(i)-H5/H6(i+1) oraz H3'(i)-H5/H6(i+1) pomiędzy 

resztami -C17-U18-C19-, jak i sygnałów korelacyjnych między protonami zasad 

heterocyklicznych, wyraźnie wskazuje na zachowanie silnych oddziaływań warstwowych dla 

tych reszt. 

 

 

Rys. 52. Region sygnałów H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (m = 400 ms) dupleksu III w D2O 

(600 MHz, 25C). W widmie zaznaczona została sekwencyjna ścieżka H6/H8(i)-H1'(i)-H6/H8(i+1) 

– kolorem zielonym dla górnej nici, natomiast niebieskim – dla dolnej nici. Przerywane linie 

wskazują położenie sygnałów H2 reszt adenozyny. 

 

W oparciu o analizę widma 2D-NOESY wykonanego w 90% H2O/10% D2O (10°C) 

przypisałem również sygnały protonów wymienialnych. W widmie obserwowałem jedynie 
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osiem sygnałów pochodzących od protonów iminowych – siedem wąskich oraz jeden 

wyraźnie poszerzony w stosunku do pozostałych. Przypisania wąskich sygnałów dokonałem 

w oparciu o obserwowane kontakty NOE, analogicznie jak w poprzednich przypadkach 

(rozdział IV.2.1.1.2 i IV.2.2.1). Przesunięcie chemiczne poszerzonego sygnału ma wartość 

12.94 ppm i odpowiada zaangażowanej w tworzenie pary Watsona-Cricka reszcie guanozyny 

(Rys. 53). Obserwowane w widmie bardzo słabe korelacje dla tego sygnału wskazują, iż 

pochodzi on najprawdopodobniej od terminalnej reszty G1. Na żadnym z widm wykonanych 

w 90% H2O/10% D2O nie zaobserwowałem natomiast sygnału protonu iminowego reszty 

U18, dlatego niewiele można powiedzieć o ewentualnym zaangażowaniu tej reszty 

w tworzenie wiązań wodorowych. Nieobecność tego sygnału może być spowodowana dużą 

dynamiką regionu albo szybką wymianą protonu U18:H3 z wodą. 

 

 

Rys. 53. Fragment widma 1H NMR (600 MHz, 90% H2O/10% D2O) obejmujący zakres sygnałów protonów 

iminowych dupleksu III. Nad widmem zaznaczone zostały przypisania sygnałów rezonansowych. 

 

O dynamicznym charakterze wybrzuszenia informują także obserwowane w widmie 

DQF-COSY pośrednie między formą C2'-endo i C3'-endo sprzężenia 3JH1'-H2' reszt A5 i A6 

(~4 Hz). Również terminalna guanozyna G12 znajduje się w stanie równowagi 

konformacyjnej C2'-endo/C3'-endo, o czym świadczy wielkość stałej sprzężenia 3JH1'H2' 

wynosząca 4.7 Hz. W widmie nie były natomiast obecne inne sygnały H1'-H2', co 

jednoznacznie wskazywało na konformację N pozostałych jednostek nukleotydowych. 

Trudno jest powiedzieć coś więcej o ewentualnych zaburzeniach konformacji szkieletu 

fosforocukrowego na podstawie analizy sprzężeń 3JH4'H5' i 
3JH4'H5'', gdyż w odpowiadającym 

regionie widma DQF-COSY sygnały rezonansowe silnie się nakładały. 

Kolejnych, niezbędnych do ustalenia struktury tego dupleksu informacji dotyczących 

konformacji szkieletu fosfodiestrowego dostarczyły widma 1H-31P HSQC. Ich analiza skłoniła 

mnie do wniosku, iż nie należy oczekiwać nietypowych konformacji bezpośrednio wokół 

grup fosforanowych, czego potwierdzeniem jest silne zgrupowanie linii rezonansowych 

31P NMR dupleksu. Podobnie, sprzężenia 3JPH3', 
3JH4'H5' i 3JH4'H5'' nie różnią się od tych 
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oczekiwanych dla regularnych struktur A-RNA. Niestety, nie udało się przypisać sygnału 31P 

NMR dla reszty G8 (Rys. 54). Z tego względu nie byłem w stanie oszacować wielkości 

sprzężeń 3J, a tym samym określić konformacji szkieletu fosforocukrowego pomiędzy 

resztami A7-G8. 

 

 

Rys. 54. Widmo korelacyjne 1H-31P NMR dupleksu III w D2O (25C) z zaznaczonymi sygnałami H3'(n)-P(n). 

Na osi F1 zaznaczona została skala przesunięć chemicznych jąder 31P, a na osi F2 – 1H. 

 

Porównanie wartości przesunięć chemicznych sygnałów dupleksu III (Tabele 12 i 13), 

zarówno do przesunięć chemicznych dupleksu I, jak i II wykazuje znaczne podobieństwo. 

Obserwowane różnice mają charakter lokalny, obejmujący jedynie sygnały należące do 

atomów z regionu pętli wewnętrznej, oraz ewentualnie nieliczne sygnały pochodzące od 

terminalnych zasad. W przypadku większości sygnałów 1H NMR wartości przesunięć 

chemicznych różnią się mniej niż 0.1 ppm, natomiast różnice przesunięć chemicznych 

sygnałów 13C nie przekraczają zazwyczaj 0.4 ppm, a sygnałów 31P – 0.2 ppm. W stosunku do 

dupleksu referencyjnego nieznacznie większe różnice zaobserwować można dla 

pojedynczych sygnałów reszt G4, G8 i C19. W przypadku reszty G4 największe zmiany 

dotyczą protonu H3, który w porównaniu do dupleksu referencyjnego jest słabiej ekranowany 

o 0.30 ppm, oraz silniej przesłanianego (o 0.26 ppm) protonu H2'. W przypadku reszty C19, 
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proton H1' ulega przesunięciu w kierunku niższych wartości przesunięć chemicznych o 0.21 

ppm w stosunku do dupleksu referencyjnego, natomiast protony G8:H8 i C19:H5 są słabiej 

ekranowane o odpowiednio 0.31 ppm i 0.21 ppm. 

Analiza porównawcza wartości przesunięć chemicznych obu dupleksów pokazuje, że 

zmiany przesunięć chemicznych wywołane wprowadzeniem dodatkowych jednostek 

nukleotydowych są niewielkie. Te małe różnice przesunięć chemicznych sygnałów 

rezonansowych wskazują niewątpliwie na duże podobieństwo strukturalne odpowiadających 

sobie fragmentów helikalnych obu dupleksów. Warto zwrócić uwagę na stosunkowo 

niewielkie, jednak większe niż w przypadku dupleksu II, różnice przesunięć chemicznych 

jąder 31P. Jest to prawdopodobnie wynikiem próby rozładowania naprężęń występujących 

w szkielecie fosforocukrowym, wywołanych akomodacją niesparowanych reszt do helikalnej 

struktury dupleksu. 

 

Tabela 12. Wartości przesunięć chemicznych 1H (ppm) sygnałów dupleksu III [D2O, 25C]. 

 

Res. H6/H8 H2/H5 H1 H2 H3 H4 H5/H5 amino imino 

G1 8.00 – 5.65 4.70 4.55 4.31 4.01/3.88 * / * 12.94 

C2 7.88 5.30 5.60 4.61 4.62 4.47 * /4.19 6.78/8.45 – 

A3 7.99 7.00 5.94 4.65 4.69 4.52 4.56/4.18 * / * – 

G4 7.12 – 5.43 4.25 4.48 4.40 * /4.07 * / * 12.77 

A5 7.99 7.71 6.03 4.44 4.73 4.50 * /4.13 * / * – 

A6 8.30 7.84 6.02 4.68 4.81 4.56 4.43/4.23 * / * – 

A7 8.10 7.79 5.93 4.69 4.70 4.59 4.46/4.23 * / * – 

G8 7.43 – 5.66 4.65 4.47 4.51 * /4.17 * / * 12.47 

A9 7.80 7.51 5.98 4.68 4.66 4.54 * /4.17 * / * – 

G10 7.25 – 5.67 4.43 4.43 4.45 4.50/4.07 * / * 13.45 

C11 7.45 5.18 5.50 4.34 4.39 4.43 4.50/4.05 6.75/8.37 – 

G12 7.61 – 5.85 4.09 4.28 4.22 4.43/4.04 * / * * 

C13 8.01 5.93 5.59 4.54 4.55 4.33 4.02/3.92 * / * – 

G14 7.87 – 5.80 4.63 4.70 4.52 4.53/4.18 * / * 13.16 

C15 7.80 5.28 5.57 4.40 4.49 4.48 4.59/4.14 6.82/8.62 – 

U16 7.97 5.44 5.59 4.57 4.54 4.47 * /4.14 – 14.13 

C17 7.84 5.68 5.61 4.47 4.41 * * /4.14 7.05/8.31 – 

U18 7.88 5.61 5.57 4.41 4.48 * * /4.14 – * 

C19 7.99 5.87 5.33 4.26 4.51 4.37 * /4.12 7.21/8.31 – 

U20 7.88 5.43 5.31 4.52 4.58 4.31 4.47/4.08 – 13.59 

G21 7.68 – 5.77 4.36 4.58 4.43 4.48/4.09 * / * 12.59 

C22 7.49 5.24 5.66 3.95 4.10 4.15 4.49/4.01 6.84/8.21 – 

* Sygnały, które nie zostały przypisane. 
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Tabela 13. Wartości przesunięć chemicznych  (ppm) sygnałów 13C oraz 31P NMR dupleksu III [D2O, 25C]. 

 

Res. C6/C8 C2/C5 C1 C2 C3 C4 C5  31P 

G1 138.71 – * * * 84.65 *  – 

C2 141.73 97.14 * 75.47 * * *  -4.27 

A3 * 152.46 92.81 * 72.86 * *  -3.95 

G4 136.23 – 92.59 75.63 * * *  -4.18 

A5 * 153.85 91.07 76.49 * * *  -4.53 

A6 141.71 154.37 90.69 * 75.68 84.35 *  -3.68 

A7 140.80 154.03 91.79 * * 83.35 *  -3.99 

G8 136.84 – 92.66 * * * *  * 

A9 139.66 153.39 92.79 * * * *  -4.00 

G10 135.65 – * 75.48 * * *  -4.18 

C11 140.09 97.57 93.77 75.51 * * *  -4.39 

G12 137.40 – 91.43 77.82 70.42 83.91 *  -3.99 

C13 142.97 98.78 * 75.50 * 84.48 62.20  – 

G14 ** – 92.68 75.32 72.98 * *  -3.92 

C15 141.43 97.14 93.85 75.47 * * *  -4.50 

U16 * 103.31 * 75.32 * * *  -4.47 

C17 141.74 97.66 * 75.58 * * *  -4.44 

U18 ** 103.87 93.93 75.32 * * *  -4.36 

C19 * 98.22 94.35 75.17 * * *  -4.54 

U20 141.73 103.31 93.40 75.19 * * *  -4.57 

G21 136.24 – 92.70 75.51 * * *  -4.10 

C22 141.25 97.44 * 77.44 69.53 83.21 65.19  -4.33 

* Sygnały, które nie zostały przypisane. 

 

 

 

2.3.2. Analiza konformacyjna. Wyznaczenie więzów strukturalnych (III) 

 

Odległości między parami protonów wyznaczyłem na podstawie objętości sygnałów 

korelacyjnych z widm 2D NOESY (D2O) według wzoru (18), a otrzymanym wartościom 

przypisałem dolną i górną granicę błędu wynoszącą odpowiednio -15% i +30%. 

Dodatkowych 26 więzów, w tym 16 dla regionu pętli wewnętrznej (o granicach 4.0 – 7.0 Å) 

wyznaczyłem z analizy widm 2D NOESY, wykonanych z długim czasem mieszania 

m = 400 ms. Na podstawie obserwowanych sygnałów korelacyjnych protonów 

wymienialnych w widmie 2D NOESY (90% H2O/10% D2O) uzyskałem dodatkowo więzy, 

dla których ustaliłem dolne i górne granice błędów, odpowiednio 1.8 Å oraz 6 Å. Więzy te 

wyznaczyłem opierając się głównie na widocznych sekwencyjnych kontaktach między 

protonami iminowymi dupleksu. Również w oparciu o analizę sygnałów protonów 

wymienialnych wyznaczyłem więzy na wiązania wodorowe Watsona-Cricka oraz 

wprowadziłem więzy na planarność wszystkich par zasad dupleksu z wyjątkiem reszt 

adenozyny A5, A6, A7 i jednostki nukleotydowej U18. 
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Na podstawie analizy sygnałów korelacyjnych H1'-H2' w widmach DQF-COSY 

określiłem konformację pierścieni cukrowych. Więzy na konformację C3'-endo zadałem dla 

wszystkich reszt, z wyjątkiem terminalnej reszty G12 oraz adenozyn A5 i A6, na które 

z uwagi na obserwowane stałe sprzężenia rzędu 4 Hz, nałożyłem więzy zezwalające przyjęcie 

zarówno formy C3'-endo, jak i C2'-endo. 

Więzy na kąty  w zakresie -158  30 zadałem dla wszystkich jednostek 

nukleotydowych na podstawie analizy intensywności intranukleotydowych sygnałów 

korelacyjnych obserwowanych pomiędzy protonami H2/H6/H8 i H1'/H2'/H3' w widmach 

2D NOESY. Z powodu znacznego nakładania się sygnałów, analizę kątów  dokonałem 

w oparciu o widma wykonane w trzech różnych temperaturach: 20, 25 i 30°C. 

Wprowadziłem także więzy na kąty torsyjne  i  szkieletu fosforocukrowego (0 ± 120°) 

na podstawie analizy przesunięć chemicznych linii rezonansowych 31P NMR, która wykazała 

koncentrację wszystkich sygnałów w typowym dla formy A-RNA wąskim zakresie ~1 ppm 

(-3.6 – -4.7 ppm). Podobnie jak w dupleksach I i II, nie zadałem więzów na kąty  i  

w regionie pętli wewnętrznej, aby podczas dynamiki ułatwić cząsteczce penetrację przestrzeni 

konformacyjnej. 

Na kąty torsyjne  większości reszt nukleotydowych nałożyłem więzy determinujące 

konformację trans (178 ± 30°) opierając się na obserwacji jedynie małych sprzężeń 3JPH5' 

i 3JPH5''. Z uwagi na niemożność identyfikacji sygnałów 31P reszt A5 i G8, dla tych reszt nie 

zadałem więzów na kąty . Tym samym nie wprowadziłem również restrykcji na kąty  reszt 

G4 i A7. Wartości pozostałych kątów , określiłem na podstawie analizy sprzężeń 3JPH3' 

i przyjąłem zakres -153 ± 30° dla wszystkich reszt, oprócz C15 i U18, których wartości 

sprzężeń z uwagi na silne nakładanie się sygnałów nie można było analizować. Dla tych dwu 

ostatnich reszt wprowadziłem więzy z zakresem błędu 120 ± 120°. 

Zdecydowanie trudniejszym zadaniem było wyznaczenie, na podstawie uzyskanych 

widm, wartości kątów  szkieletu fosforocukrowego. Niestety, nie udało się otrzymać takiego 

widma DQF-COSY, w którym sygnały H4'-H5'/H5'' byłyby na tyle rozdzielone, abym mógł 

w oparciu o pomiar stałych sprzężeń 3JH4'H5' i 
3JH4'H5'' jednoznacznie określić zakresy kątów . 

Jedynie w przypadku kilku reszt (G1, C13, U20 i G21) mogłem na podstawie posiadanych 

widm bez problemu określić wielkość stałej sprzężenia i tym samym wyznaczyć kąt . 

Ponieważ jednak w dupleksie I oraz II nie obserwowałem żadnych nietypowych dla formy 

A-RNA wartości sprzężeń, a porównanie widm wskazuje na duże podobieństwo 
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odpowiadających sobie fragmentów helikalnych wszystkich trzech dupleksów, stąd dla 

dwuniciowych regionów wprowadziłem więzy o zakresie 54 ± 30°. 

 

 

2.3.3. Restryktywna dynamika molekularna (III) 

 

Obliczenia strukturalne przeprowadziłem metodami rMD za pomocą protokołu 

symulowanego wyżarzania (rozdział IV.2.1.3) w programie Xplor-NIH205,206. Badania 

prowadziłem w polu siłowym CHARMM z uwzględnieniem danych eksperymentalnych 

NMR. Pełna statystyka wykorzystanych podczas dynamiki więzów podana została w tabeli na 

rysunku 55. Podczas etapu udokładnienia potencjały DELPHIC208 zadałem na wszystkie 

reszty z wyjątkiem występujących w pętli (A5, A6, A7 oraz U18). Analiza pierwszych 

otrzymanych struktur wykazała, że w strukturach tych niektóre pary protonów znajdują się 

w odległościach, dla których w widmie 2D NOESY powinienem obserwować sygnały NOE. 

Ponieważ w niektórych przypadkach jednoznacznie mogłem ustalić, że korelacje takie nie 

występują, dlatego powtarzałem obliczenia wprowadzając ostatecznie 11 dodatkowych 

więzów typu uNOE (z dolną granicą równą 5 Å) uzyskanych w trakcie analizy widm 

i wstępnych struktur. Więzy te uniemożliwiały generowanie struktur, w których możliwe 

byłyby odległości mniejsze aniżeli 5 Å, między innymi pomiędzy protonem H2 reszty A5, 

i protonami H8 reszt G4, A6 i A7 oraz H1' reszty U18, jak również między protonem A7:H2 

i protonami H5, H6 reszty C19, oraz G8:H1'. Wymienić tu można również więzy pomiędzy 

protonem H2 reszty A6, i odpowiednio protonami H8, H2' reszt A5 i A7. W wyniku 

końcowych obliczeń otrzymałem 37 konformerów, zgodnych z danymi eksperymentalnymi, 

spośród których do dalszej analizy wybrałem 10 charakteryzujących się najniższą energią 

całkowitą. Superpozycję otrzymanej rodziny struktur przedstawia rysunek 55, natomiast 

region obejmujący niesparowane reszty ukazany został na rysunku 56. Zbieżność 

współrzędnych końcowych mierzona parametrem RMSD, dla wszystkich ciężkich atomów 

wynosi 1.12 Å natomiast dla regionu pętli wewnętrznej 1.18 Å. Wśród struktur o najniższej 

energii wszystkie reszty adenozyny A5, A6 i A7 skierowane są do wnętrza helisy, 

a konformacja cząsteczki stabilizowana jest poprzez oddziaływania warstwowe między 

kolejnymi resztami zasad w łańcuchu (Rys. 57). Analizowałem również oddziaływania 

warstwowe pomiędzy skrajnymi adenozynami pętli (A5 i A7), a parami zasad G:C, które 

z nimi sąsiadują. Oddziaływanie pomiędzy resztą A7 i sąsiednią resztą G8 jest dużo silniejsze 

niż oddziaływanie reszty A5 z resztą guanozyny G4, co przedstawione jest na rysunku 58. 
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Silne oddziaływania warstwowe występują również między resztami -C17-U18-C19- 

naprzeciwległej nici. Przeprowadzone za pomocą programu RNA View212 obliczenia 

wykazały, że wśród 10 analizowanych struktur tylko cztery wykazywały zawiązywanie się 

wiązań wodorowych pomiędzy resztą U18, a resztami adeniny drugiej nici. Jednakże 

w żadnej z tych struktur program nie wykazał istnienia typowych dla kanonicznej pary A:U 

wiązań wodorowych, co sugeruje, że głównym czynnikiem odpowiedzialnym za stabilizację 

konformacji tego regionu są oddziaływania warstwowe. Przy takiej aranżacji reszt można 

dyskutować, czy tworzący się motyw strukturalny da się jeszcze zaklasyfikować jako 

wybrzuszenie dinukleotydowe, czy stanowi niesymetryczną pętlę wewnętrzną, w której 

w jednej nici znajdują się trzy niesparowane adenozyny, a w nici naprzeciwległej 

niesparowana urydyna. Zgodnie z ogólnie przyjętą definicją motyw ten bardziej odpowiada 

pętli wewnętrznej, dlatego podczas omawiania tej struktury używałem raczej określenia 

„pętla” niż „wybrzuszenie”. 

 

 

 

Statystyka więzów wykorzystanych w obliczeniach. 
 

Całkowita liczba więzów NOE: 

 intranukleotydowe 

 internukleotydowe 

Więzy typu uNOE 

Więzy na wiązania wodorowe 

Więzy na planarność 

Więzy na kąty dwuścienne: 

 szkieletu fosfodiestrowego 

 rybozy 

 wiązania glikozydowego 

 

Średnia liczba więzów NOE przypadających na 

resztę nukleotydową 

Średnia liczba więzów NOE oraz więzów na kąty 

dwuścienne przypadających na resztę nukleotydową 
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Rys. 55. Nałożenie rodziny 10 struktur przestrzeni konformacyjnej dupleksu III. 
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Rys. 56. Region pętli wewnętrznej dupleksu III dla 10 strukur o najniższej energii w rzucie od strony dużej 

bruzdy. 
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Rys. 57. Aranżacja niesparowanych reszt w strukturze o najniższej energii w rzucie od strony małej bruzdy (A) 

i wzdłuż osi helisy (B). 

 

     A) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    B) 

 

Rys. 58. Nakładanie się sąsiadujących zasad w rzucie wzdłuż osi helisy dla reszt G4, A5, U18 i C19 (A) oraz 

reszt A7, G8, C17 i U18 (B) reprezentujące model oddziaływań warstwowych w regionie 

wybrzuszenia dupleksu II. 
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Wśród 36 struktur przestrzeni konformacyjnej zgodnych z danymi eksperymentalnymi, 

lecz energetycznie mniej uprzywilejowanych, znajdowało się także 8 takich konformerów, 

w których jedna z reszt adenozynowych (A5, A6 lub A7) wyrzucona była na zewnątrz helisy, 

zachowując jednak kontakt z pozostałymi resztami układu helikalnego (Rys. 59). 

 

 

 

      

 
 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

      

 
 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

Rys. 59. Przykładowe struktury dupleksu III, o niższej energii, w których jedna z reszt adenozynowych 

tworzących pętlę wewnętrzną wyrzucona jest na zewnątrz helisy. 

 

 

 

2.3.4. Analiza przestrzeni konformacyjnej otrzymanej rodziny struktur (III) 

 

Analizę parametrów helikalnych wyznaczonych struktur przeprowadziłem za pomocą 

programu Curves30,31. Średnie wartości kątów torsyjnych otrzymane dla 10 struktur 

końcowych dupleksu III zestawione zostały w tabeli 14, natomiast uśrednione wartości 

parametrów helikalnych wraz z odchyleniami standardowymi przedstawione w tabeli 15.  

Analiza średnich wartości kątów torsyjnych oraz parametrów pofałdowania cukru dla całego 

dupleksu wykazuje, iż wyznaczone wartości są porównywalne z otrzymanymi dla formy 

A-RNA. Jednak w przypadku analizowanej struktury wyraźnie ujawnia się większa dynamika 

strukturalna, o czym świadczą większe niż w przypadku struktur I i II wartości odchyleń 

standardowych. Największe różnice odchyleń standardowych występują dla parametrów 

określających konformację reszt A5, A6, A7 oraz C19, przy czym szczególnie duże zmiany 

zauważyć można w przypadku kątów  i  reszt A7 i C19. Dla czterech struktur kąt  reszty 
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A7 odpowiada wartości typowej dla konformacji gauche–, równej 306 ± 10°, natomiast 

w sześciu pozostałych strukturach kąty te przyjmują wartości z przedziału 68° – 155°. 

W przypadku tych sześciu struktur z nietypowymi wartościami kąta  związane są również 

inne niż dla kanonicznej struktury, wartości kątów  (209 ± 29°). Kąty  reszty A7 

w pozostałych czterech strukturach przyjmują wartości typowe dla struktur A-RNA (43 ± 9°). 

W charakterystycznym dla formy A przedziale znajdują się również kąty  i  reszt A6 oraz 

G8 większości otrzymanych struktur. Wśród analizowanych struktur o najniższej energii 

występuje tylko jedna struktura, w której reszta A6 ma nietypową wartość kąta , wynoszącą 

91° oraz dwie struktury, w których dla reszty G8 kąt ten wynosi 155 ± 1°. Również wartości 

kątów  odpowiednich reszt tych trzech struktur odbiegają od typowych wartości. 

W strukturze o nietypowej wartości kąta  reszty A6 odpowiada kąt  równy 197°, natomiast 

w przypadku dwóch struktur o odmiennej konformacji kąta  reszty G8, kąty  przyjmują 

wartości 167 ± 1°. Podobną korelację między kątami  i  zaobserwowałem również dla 

reszty C19 naprzeciwległej nici, przy czym dla trzech struktur kąty te przyjmują odpowiednio 

wartości 139 ± 8° () i 169 ± 4° (), dla kolejnych trzech – wynoszą: 226 ± 2° i 118 ± 1°, 

a w pozostałych strukturach tylko nieznacznie różnią się w stosunku do formy kanonicznej 

(odpowiednio 321 ± 13° i 45 ± 6°). Zmiany w konformacji reszty C19 są niewątpliwie 

wywołane z jednej strony próbą akomodacji reszt A5, A6 i A7, z drugiej zaś strony z taką 

aranżacją reszt związana jest większa swoboda konformacyjna całego regionu pętli. Pomimo 

widocznego wpływu obecności dodatkowych reszt adenozyny na konformację 

komplementarnej nici, nie zaobserwowałem wyraźnej korelacji pomiędzy wartościami kątów 

 i  reszty C19, a opisywanymi wcześniej kątami reszt naprzeciwleglej nici. Pozostałe kąty 

torsyjne, zarówno reszt regionu pętli wewnętrznej, jak i reszt fragmentów dwuniciowych, 

przyjmują wartości charakterystyczne dla formy A-RNA, z zauważalnie jednak większym 

rozrzutem tych wartosci (wyrażonym odchyleniem standardowym) dla reszt znajdujących się 

w pętli. Wyjątek stanowi kąt  i związany z tym parametr P reszty A5, której pierścień 

cukrowy (dla pięciu struktur) znajduje się w konformacji N, a w pozostałych przyjmuje 

formę S. 

Obliczone parametry helikalne dla fragmentów dwuniciowych (Tabela 15) pozwalają 

wnioskować, iż fragmenty te raczej nie wykazują większych odstępstw od formy kanonicznej. 

Warto jednak zwrócić uwagę na mniejsze niż dla formy A nachylenie par zasad względem 

głównej osi dupleksu, które mierzone jest parametrem Inclination (10 ± 4°), oraz wyrażoną 

parametrem x-Displacement zmniejszoną wartość średnicy kanału biegnącego wzdłuż osi 
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helisy (-4.0 ± 0.4 Å). Wartości otrzymane dla obu tych parametrów są zauważalnie mniejsze 

w przypadku fragmentu znajdującego się po stronie 5' pętli aniżeli te otrzymane dla 

fragmentu po stronie 3'. Ta propagacja zaburzenia wywołana próbą minimalizacji naprężeń 

powstałych w wyniku akomodacji dodatkowych reszt pozwala wnioskować, iż konformacja 

pętli wewnętrznej wywiera większy wpływ na strukturę dwuniciowego fragmentu helikalnego 

po stronie 5' końca, niż na pary zasad znajdujące się po stronie 3'. 

Niestety, w przeciwieństwie do poprzednio omawianego przypadku (dupleks II) nie udało się 

otrzymać adekwatnych wartości dla lokalnych parametrów helikalnych wyznaczanych 

między kolejnymi zasadami w nici oligonukleotydowej. Jest to spowodowane 

niedoskonałością programu Curves, który daje gorsze rezultaty podczas wyznaczania 

parametrów helikalnych jednoniciowych fragmentów aniżeli w pełni komplementarnych 

dupleksów. 

 

Tabela 14. Średnie wartości kątów torsyjnych łańcuchów fosfodiestrowych (, , , , , ), kąta 

glikozydowego () oraz parametrów opisujących konformację pierścieni cukrowych (P, max) 

obliczonych dla dupleksu III. W nawiasach podane zostały wartości odchylenia standardowego. 

 

Reszta        P max 

G1 – – 39 (15) 85 (1) 199 (3) 295 (3) 191 (2) 10 (2) 38 (1) 

C2 286 (16) 192 (5) 47 (11) 88 (2) 207 (11) 291 (6) 208 (3) 2 (5) 38 (1) 

A3 299 (9) 164 (8) 59 (8) 81 (2) 194 (6) 298 (5) 196 (3) 32 (3) 39 (2) 

G4 285 (14) 190 (6) 49 (12) 82 (2) 196 (11) 268 (8) 211 (3) 24 (5) 39 (1) 

A5 291 (21) 170 (9) 64 (15) 110 (28) 212 (13) 260 (22) 228 (16) 76 (79) 41 (2) 

A6 263 (68) 159 (22) 81 (42) 82 (3) 203 (18) 282 (7) 208 (4) 22 (8) 39 (3) 

A7 189 (104) 188 (19) 143 (89) 82 (3) 217 (7) 291 (12) 223 (8) 16 (8) 40 (2) 

G8 261 (57) 160 (5) 86 (44) 82 (3) 197 (3) 298 (2) 210 (11) 15 (7) 41 (1) 

A9 279 (11) 187 (6) 55 (10) 78 (2) 198 (6) 300 (3) 197 (4) 23 (7) 42 (1) 

G10 296 (7) 177 (7) 52 (9) 76 (1) 196 (3) 287 (3) 193 (3) 25 (1) 43 (1) 

C11 303 (4) 177 (4) 48 (4) 82 (1) 208 (2) 287 (2) 205 (1) 9 (1) 41 (0) 

G12 305 (2) 158 (2) 61 (2) 81 (0) – – 197 (2) 29 (1) 39 (0) 

          C13 – – 37 (3) 88 (1) 204 (3) 296 (3) 217 (1) 5 (1) 36 (1) 

G14 291 (9) 173 (6) 51 (8) 81 (1) 185 (5) 297 (2) 205 (2) 28 (5) 40 (1) 

C15 277 (10) 182 (4) 62 (9) 82 (1) 203 (3) 292 (5) 212 (2) 11 (2) 41 (1) 

U16 302 (5) 192 (6) 25 (1) 82 (1) 200 (2) 297 (3) 213 (2) 8 (1) 42 (1) 

C17 304 (5) 167 (3) 61 (2) 81 (1) 229 (3) 301 (4) 188 (2) 19 (2) 40 (1) 

U18 308 (6) 170 (5) 46 (3) 83 (1) 231 (7) 263 (21) 188 (2) 11 (4) 40 (1) 

C19 238 (80) 160 (39) 104 (55) 88 (7) 215 (14) 287 (7) 185 (10) 3 (16) 39 (2) 

U20 304 (6) 187 (7) 34 (5) 85 (1) 201 (2) 296 (2) 201 (7) 5 (2) 39 (1) 

G21 296 (6) 174 (4) 54 (4) 80 (1) 192 (1) 298 (2) 199 (2) 23 (2) 41 (1) 

C22 293 (2) 194 (2) 38 (1) 89 (1) – – 217 (1) 5 (0) 36 (1) 

Średnia: 294 (9) 180 (11) 48 (11) 83 (4) 200 (7) 294 (5) 203 (10) 15 (10) 40 (2) 

          A-RNA209,210 294 186 49 88 202 294 202 18 39 
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Tabela 15. 
Uśrednione wartości wybranych parametrów helikalnych dupleksu III wraz z odchyleniami 

standardowymi. 

 

Para zasad x-Displacement dx (Å) y-Displacement dy (Å) Inclination η (°) Propeller twist ω (°) 

G1-C22 -3.5 (0.7) -0.2 (0.3)  8 (5)  -14 (6) 

C2-G21 -3.6 (0.6) 0.3 (0.3)  6 (5)  -10 (6) 

A3-U20 -3.7 (0.6) -0.1 (0.2)  5 (5)  -4 (4) 

G4-C19 -3.6 (0.6) -0.1 (0.4)  6 (4)  -6 (7) 

G8-C17 -4.1 (0.2) 0.5 (0.4)  13 (4)  -15 (8) 

A9-U16 -4.9 (0.2) 0.3 (0.4)  14 (4)  -1 (3) 

G10-C15 -4.1 (0.2) 0.1 (0.4)  13 (3)  -15 (2) 

C11-G14 -4.5 (0.2) 0.4 (0.4)  12 (3)  -9 (4) 

G12-C13 -4.1 (0.2) 0.2 (0.4)  14 (3)  -22 (3) 

Średnia: -4.0 (0.4) 0.2 (0.3)  10 (4)  -11 (7) 

     A-RNA161: -5.3 0.0 16 -14 

 

Sekwencja 

par zasad 
Shift Dx (Å) Rise Dz (Å) Twist Ω (°) Roll ρ (°) 

G1-C2 -0.3 (0.2) 2.8 (0.2) 42 (2) -2 (2)  

C2-A3 -0.1 (0.1) 2.7 (0.2) 25 (2) 2 (4)  

A3-G4 0.3 (0.3) 2.9 (0.3) 36 (3) 6 (3)  

G8-A9 -0.7 (0.1) 2.5 (0.3) 32 (2) 8 (5)  

A9-G10 0.6 (0.1) 2.8 (0.1) 31 (2) 6 (2)  

G10-C11 0.0 (0.2) 3.1 (0.2) 35 (3) -13 (4)  

C11-G12 0.3 (0.1) 2.6 (0.2) 27 (1) 10 (3)  

Średnia: 0.0 (0.4) 2.8 (0.2) 33 (6) 2 (8)  

     A-RNA161: 0.0 2.8 33 0 

 

 

 

2.4. Badania strukturalne dupleksu IV 

 

2.4.1. Analiza strukturalna w oparciu o widma NMR (IV) 

 

Stosując metody wysokorozdzielczej spektroskopii NMR podjąłem również próbę 

ustalenia struktury dupleksu IV o sekwencji zasad przedstawionej na rysunku 60.  

 

 

Rys. 60. Struktura drugorzędowa dupleksu IV. 

 

W tym celu wykonałem serię widm NMR: 2D NOESY w D2O (m = 400 ms), DQF-COSY, 

1H-13C HSQC oraz 2D NOESY w mieszaninie 90% H2O/10% D2O. Jednak z uwagi na bardzo 

szybko postępującą degradację próbki nie udało się wykonać pełnej serii eksperymentów, na 
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podstawie których możliwe byłoby wyznaczenie struktury trzeciorzędowej badanego 

dupleksu. Trudności w analizie strukturalnej cząsteczek RNA metodami spektroskopii NMR 

wynikają nie tylko z silnego zagęszczenia sygnałów, czy też braku dostatecznej ilości więzów 

strukturalnych w najbardziej interesujących regionach niehelikalnych, ale także podatności 

cząsteczek RNA na degradację. Może ona być wywołana obecnością enzymów, 

oddziaływaniem z jonami metalu, lub autodegradacją. Szczególnie wrażliwe na degradację są 

fragmenty jednoniciowe lub zawierające niekanoniczne pary zasad. Właściwości katalityczne 

niektórych cząsteczek RNA, zwanych rybozymami, są dobrze rozpoznane, jak na przykład 

rybozymu hammerhead213. 

W oparciu o analizę wykonanych widm, korzystając z metod opisanych w rozdziale 

IV.2.1.1, a także na podstawie analizy porównawczej widm omówionych wcześniej 

dupleksów (I, II, III), przypisałem sygnały wymienialnych i niewymienialnych protonów. 

Analiza widma 2D NOESY w D2O wykazała występowanie typowych dla formy A-RNA 

korelacji. Stosunkowo wąskie sygnały w widmie wskazują na pewne uporządkowanie 

struktury cząsteczki. Fragment widma, w którym zaznaczone zostały sekwencyjne ścieżki 

NOE dla obu nici dupleksu przedstawiony zostały na rysunku 61. W widmie tym 

zaobserwować można nieprzerwany szlak połączeń intra- i internukleotydowych wyznaczony 

dla reszt -G4-A5-A6-A7-A8-G9-. Obserwacja nieprzerwanej ścieżki NOE świadczy, że został 

zachowany dość bliski kontakt pomiędzy heterocyklicznymi resztami fragmentu 

wybrzuszenia. Niestety, analiza widma jest znacznie utrudniona z uwagi na bardzo silne 

nakładanie się sygnałów rezonansowych. Dostęp do widm wykonanych z krótszymi czasami 

mieszania niewątpliwie znacznie ułatwiłby analizę tych regionów widma 2D NOESY, na 

których sygnały bardziej się nakładają. Również brak dobrego widma korelacyjnego 1H-13C 

HSQC uniemożliwił przypisanie bardzo istotnych (z punktu widzenia strukturalnego) 

sygnałów H2 reszt adenozynowych z regionu wybrzuszenia. Stąd próba analizy konformacji 

tego fragmentu tylko na podstawie obserwowanych korelacji do protonów H8 może nie być 

pełna. 

Informacja o konformacji pierścieni rybozy uzyskiwana jest między innymi na podstawie 

analizy wielkości stałych sprzężenia 3JH1'H2' w widmie DQF-COSY, dlatego podjąłem próbę 

ich oszacowania. W przeprowadzonym eksperymencie, w regionie H1'-H2', zaobserwować 

można 6 sygnałów, z których połowa pochodzi od pierścieni cukrowych terminalnych reszt 

G13 (o wielkości 3JH1'H2' ~5 Hz), oraz C14 i C23 (~3 – 4 Hz). Pozostałe należą do reszt A6, 

A7 i U19. Nie obserwowałem natomiast sygnałów od pozostałych reszt w regionie 

wybrzuszenia. Może to wskazywać, iż reszty te znajdują się w typowej dla formy A-RNA 
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konformacji C3'-endo (na przykład reszta A5) lub z drugiej strony być wynikiem znacznego 

poszerzenia sygnałów H2', których w przypadku pozostałych reszt nie udało się przypisać. 

Niestety, z uwagi na degradację próbki nie udało się przeprowadzić eksperymentów 31P 

NMR, dlatego nie mogłem jednoznacznie przypisać sygnałów protonów sprzężonych 

z jądrami fosforu, ani wnioskować o konformacji szkieletu fosforocukrowego cząsteczki. 

 

 

Rys. 61. Region sygnałów H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (m = 400 ms) dupleksu IV w D2O 

(600 MHz, 25C). Na widmie zaznaczona została sekwencyjna ścieżka H6/H8(i)-H1'(i)-H6/H8(i+1) – 

kolorem zielonym dla górnej nici, natomiast niebieskim – dla dolnej. Przerywane linie wskazują 

położenie sygnałów H2 reszt adenozyny. 

 

Na podstawie eksperymentu 1H NMR wykonanego w mieszaninie 90% H2O/10% D2O 

(Rys. 62) można wnosić, że zawiązujący się dupleks ma bardziej dynamiczny charakter niż 

analogiczny dupleks II zawierający jedną wybrzuszoną adeninę. W widmie widoczne jest 

poszerzenie sygnałów pochodzących od protonów zaangażowanych w tworzenie par zasad. 

Największą szerokością połówkową odznaczają się sygnały terminalnych reszt guanozyny. 

Również pewnemu poszerzeniu, lecz znacznie mniejszemu ulegają sygnały iminowe 

guanozyn G4 i G9, zamykających wybrzuszenie. Trudno natomiast jest wnioskować 

o oddziaływaniach protonu iminowego reszty U19. 
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Rys. 62. Fragment widma 1H NMR (600 MHz, 90% H2O/10% D2O) obejmujący zakres sygnałów protonów 

iminowych dupleksu IV. Nad widmem zaznaczone zostały przypisania sygnałów rezonansowych. 

 

W oparciu o uzyskane dane NMR nie można było określić struktury przestrzennej 

dupleksu IV. Jedynie z analizy porównawczej przesunięć chemicznych linii rezonansowych 

odpowiadających sobie regionów dwuniciowych dupleksów IV i I można sugerować 

o pewnym podobieństwie strukturalnym tych fragmentów. Dowodem tego są nieznaczne 

różnice przesunięć chemicznych sygnałów. Wartości przesunięć chemicznych 1H NMR 

odpowiadające temperaturze 25C zamieszczone zostały w tabeli 16, natomiast sygnałów 13C 

w tabeli 17. 

 

Tabela 16. Wartości przesunięć chemicznych 1H (ppm) sygnałów dupleksu IV [D2O, 25C]. 

 

Res. H6/H8 H2/H5 H1 H2 H3 H4 H5/H5 amino imino 

G1 8.06 – 5.73 4.78 4.58 4.38 4.04/3.91 * / * * 

C2 7.86 5.33 5.63 4.61 4.60 4.49 * /4.22 6.90/8.60 – 

A3 8.00 7.02 5.95 4.66 4.70 4.51 4.56/4.19 * / * – 

G4 7.10 – 5.51 * * * * /4.05 * / * 12.65 

A5 7.62 * 5.76 4.28 * * * * / * – 

A6 7.76 * 5.85 4.72 * * * * / * – 

A7 8.16 * 5.68 4.37 * * * * / * – 

A8 8.02 * 5.50 * * * * * / * – 

G9 7.77 – 5.60 * * * * /4.20 * / * 12.46 

A10 7.83 7.54 5.99 4.69 4.68 4.55 * /4.21 * / * – 

G11 7.26 – 5.68 4.45 4.45 4.46 4.50/4.08 * / * 13.53 

C12 7.48 5.20 5.52 4.34 4.40 4.43 * /4.06 6.88/8.46 – 

G13 7.63 – 5.87 4.11 4.30 4.24 4.44/4.05 * / * * 

C14 8.08 6.02 5.64 4.59 4.59 4.36 4.07/3.95 7.10/8.23 – 

G15 7.85 – 5.82 4.66 4.71 * * /4.21 * / * 13.27 

C16 7.76 5.34 5.58 4.44 4.49 4.49 * / * 7.00/8.69 – 

U17 7.95 5.47 5.61 4.51 * 4.45 * /4.14 – 14.32 

C18 7.86 5.75 5.76 * * * * /4.15 7.16/8.44 – 

U19 7.91 5.67 5.81 4.47 * * * /4.18 – * 

C20 7.96 5.90 5.50 * * * * /4.20 7.10/8.35 – 

U21 7.89 5.46 5.46 4.59 * * * /4.14 – 13.52 

G22 7.74 – 5.79 4.36 4.61 4.45 * /4.13 * / * 12.68 

C23 7.50 5.26 5.69 3.95 4.14 4.14 4.48/4.01 7.01/8.36 – 

* Sygnały, które nie zostały przypisane. 
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Tabela 17. Wartości przesunięć chemicznych  (ppm) sygnałów 13C NMR dupleksu IV [D2O, 25C]. 

 

Res. C6/C8 C2/C5 C1 C2 C3 C4 C5 

G1 * – * * * * 62.28 

C2 * 97.08 * * * * * 

A3 * 152.39 * * * * * 

G4 * – * * * * * 

A5 * * * * * * * 

A6 * * * * * * * 

A7 * * * * * * * 

A8 * * * * * * * 

G9 * – * * * * * 

A10 * * 92.79 * * * * 

G11 * – * * * * * 

C12 * 97.38 * * * * * 

G13 * – * 77.74 70.39 * * 

C14 142.72 98.88 * * * * 62.02 

G15 * – * * * * * 

C16 * 97.08 93.91 * * * * 

U17 * 103.35 * * * * * 

C18 * 97.68 * * * * * 

U19 * 104.22 * * * * * 

C20 * 98.50 * * * * * 

U21 * 103.56 93.57 * * * * 

G22 * – * * * * * 

C23 * 97.42 * 77.33 69.53 83.22 * 

   * Sygnały, które nie zostały przypisane. 

 

 

 

2.5. Podsumowanie. Analiza kątów torsyjnych, parametrów pofałdowania pierścieni 

cukrowych oraz parametrów helikalnych struktur I, II i III 

 

 

Wartości wszystkich kątów torsyjnych rodzin 10 struktur dupleksów I, II oraz dupleksu 

III zestawione zostały za pomocą programu Nucheck214 w postaci układających się 

koncentrycznie pierścieni przedstawionych na rysunku 63. Porównanie wykresów pozwala 

wychwycić pewne różnice strukturalne pomiędzy trzema badanymi cząsteczkami. Największe 

różnice obserwuje się dla kątów torsyjnych  i . W strukturach dupleksów II i III pojawiają 

się nietypowe dla formy A-RNA rotamery, które związane są z konformacjami nieobecnymi 

w strukturze odniesienia (I), przy czym w przypadku dupleksu III ich liczba jest największa. 

W strukturze cząsteczki III występują reszty nukleotydowe, w których pierścień cukrowy 

znajduje się w konformacji S (na co wskazują wartości kąta ). Wykresy te ukazują także 

większy rozrzut poszczególnych kątów torsyjnych w przypadku dupleksów II i III niż dla 

struktury I, choć dla dupleksu z pojedynczą niesparowaną resztą adenozyny różnice są 
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zdecydowanie mniejsze. Te obserwacje pokazują, iż wprowadzanie kolejnych 

niesparowanych reszt adenozyny powoduje większą różnorodność konformacyjną, co 

odzwierciedla również analiza wartości RMSD wyznaczonych dla ciężkich atomów 

niesparowanych reszt i par zasad bezpośrednio z nimi sąsiadujących. Dla dupleksu II wartość 

RMSD wynosi 0.69 ± 0.30 Å, przy wartości 0.31 ± 0.07 Å otrzymanej dla całej struktury I, 

natomiast dla dupleksu III jest jeszcze większa i wynosi 1.18 Å. 

 

A) 

 

B) 

 
    

C) 

 

D)  

 

Kąt torsyjny 
Wartość 

średnia 
Zakres 

 294 gauche– 

 186 trans 

 49 gauche+ 

 88 gauche+ 

 202 trans 

 294 gauche– 

 194 anti 
 

Rys. 63. Porównanie wartości kątów torsyjnych struktur końcowych dupleksu I (A), II (B) i III (C). W tabeli 

(D) podano średnie wartości dla struktur A-RNA. 

 

Przeprowadziłem szczegółową analizę porównując dla danych reszt otrzymane średnie 

wartości kątów torsyjnych ze wszystkich 10 struktur. Jak widać na rysunkach 64-68, wartości 

poszczególnych kątów dla cząsteczek I – III niewiele się różnią i w granicach błędu, 

odpowiadają wartościom typowym dla formy kanonicznej A-RNA. Wyjątek stanowią te 

wartości, które dotyczą niesparowanych reszt i par zasad z nimi sąsiadujących. W przypadku 

struktury z pojedynczym wybrzuszeniem (II) obserwowane zmiany mają jedynie charakter 

lokalny obejmujący resztę A5 i sąsiadującą z nią resztę adenozyny A6. Zmiany 
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konformacyjne wyrażone są, nieznacznie odbiegającymi od pozostałych, wartościami kątów  

dla reszty A5 oraz kątów  i  dla reszty A6 (Rys. 64A i 65A). Powyższa analiza pokazuje, że 

wprowadzenie pojedynczej reszty adenozyny pomiędzy helikalne fragmenty dwuniciowe 

dupleksu II wywołuje jedynie niewielkie zaburzenie w stosunku do regularnej struktury 

dupleksu. Zdecydowanie większe zmiany konformacyjne zaobserwowałem po wprowadzeniu 

dwóch dodatkowych reszt adenozyny (III). Obecność dwóch niesparowanych reszt indukuje 

większą labilność konformacyjną nici, w której te reszty wprowadzono i dodatkowo wymusza 

zmiany w nici naprzeciwległej. Świadczy o tym większa niż w strukturze II liczba 

konformerów z nietypowymi wartościami kątów torsyjnych  oraz . Te nietypowe wartości 

kątów występują dla reszt A6, A7, G8 oraz dla reszty cytydyny C19, która znajduje się 

w drugiej nici (Rys. 64A i 65A). Dla reszty G4 w dupleksie III jedynie kąty  (268 ± 8°) 

odbiegają od typowych wartości (294°) (Rys. 66B). Również kąty  reszt A5 (260 ± 22°) 

i U18 (263 ± 21°) różnią się zarówno od tych obserwowanych dla dupleksów I i II, jak i od 

występujących w kanonicznej formie A-RNA. Jednak dla obu tych reszt obserwuje się 

większą zmienność kąta , co wynika zapewne z dynamicznego charakteru regionu. 

O dynamice regionu pętli świadczy także obecność konformerów, w których pierścień rybozy 

reszty A5 przyjmuje formę S, co wiąże się z dużą zmiennością parametru P i  (Rys. 68A 

i 65B). Takiej konformacji cukru nie obserwowałem natomiast w przypadku struktury II. 

Dynamika regionu pętli indukuje zmiany kątów  (Rys. 64B), na co wskazuje większe 

zróżnicowanie wartości tych kątów w przypadku reszt A6 (159 ± 22°), A7 (188 ± 19°) i C19 

(160 ± 39°). Zauważyć można, że wprowadzenie dodatkowej reszty wywołuje nieznaczne 

zmiany kątów  reszt naprzeciwległej nici – średnio o 30° dla reszt C17 i U18 (Rys. 66A), 

oraz kątów  o około 17° w przypadku reszt C17, U18 i C19 (Rys. 67). Pozostałe kąty 

torsyjne niewiele się różnią i przyjmują charakterystyczne wartości dla kanonicznej formy 

A-RNA. Przeprowadzona analiza wskazuje, że wprowadzenie do sekwencji jednej, a nawet 

dwóch dodatkowych jednostek adenozynowych przyjmujących intrahelikalne konformacje, 

nie wywołuje globalnych zmian w strukturze dupleksu. Obserwowane zmiany obejmują 

wybrzuszone reszty oraz reszty z nimi sąsiadujące, a wielkość tych zmian zależy od liczby 

dodatkowych reszt. 
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A) 

 

B) 

 

Rys. 64. Graficzna prezentacja średnich wartości kątów torsyjnych  (A) i  (B) wraz z naniesionymi 

odchyleniami standardowymi dla dupleksów I (linia niebieska), II (linia zielona) oraz III (linia 

czerwona). Na osi odciętych zachowana została numeracja reszt jak w dupleksie III. 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 65. Graficzna prezentacja średnich wartości kątów torsyjnych  (A) i  (B) wraz z naniesionymi 

odchyleniami standardowymi dla dupleksów I (linia niebieska), II (linia zielona) oraz III (linia 

czerwona). Na osi odciętych zachowana została numeracja reszt jak w dupleksie III. 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 66. Graficzna prezentacja średnich wartości kątów torsyjnych  (A) i  (B) wraz z naniesionymi 

odchyleniami standardowymi dla dupleksów I (linia niebieska), II (linia zielona) oraz III (linia 

czerwona). Na osi odciętych zachowana została numeracja reszt jak w dupleksie III. 
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Rys. 67. Graficzna prezentacja średnich wartości kąta glikozydowego  wraz z naniesionymi odchyleniami 

standardowymi dla dupleksów I (linia niebieska), II (linia zielona) oraz III (linia czerwona). Na osi 

odciętych zachowana została numeracja reszt jak w dupleksie III. 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 68. Graficzna prezentacja średnich wartości kąta fazowego pseudorotacji P (A) i amplitudy pofałdowania 

max (B) wraz z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla dupleksów I (linia niebieska), II (linia 

zielona) oraz III (linia czerwona). Na osi odciętych zachowana została numeracja reszt jak 

w dupleksie III. 

 

Porównałem również parametry helikalne dupleksów I, II, III, z których najważniejsze 

zamieściłem na rysunkach 69-72. Zauważyć można, że parametry wyznaczone zarówno dla 

dupleksu z pojedynczym wybrzuszeniem adenozynowym (dupleks II) jak i dla dupleksu, 

w którym trzy kolejne adenozyny jedej nici wraz z urydyną w nici naprzeciwległej tworzą 

pętlę wewnętrzną (III) są bardzo podobne do tych otrzymanych dla dupleksu referencyjnego 

(I). Wykazują one analogiczną zależność zmian wartości od położenia danej reszty 

w sekwencji łańcucha. Pomimo, że analiza kątów torsyjnych nie wykazała większych zmian 

strukturalnych w dupleksach II i III, jednakże szczegółowe porównanie parametrów 

helikalnych ukazuje pewne różnice pomiędzy analizowanymi strukturami. Akomodacja 

niesparowanej reszty adenozynowej A6 w dupleksie II powoduje obniżenie parametru  

(Inclination) średnio o 4° dla wszystkich par zasad (Rys. 70A). Nachylenie par zasad 

względem głównej osi helisy w przypadku dupleksu III jest jeszcze mniejsze i wynosi 
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średnio 10 ± 4° (przy 19° ± 2 dla dupleksu referencyjnego), przy czym zależność ta bardziej 

się uwidacznia w przypadku analizy parametru  dla dwuniciowych fragmentów 

znajdujących się po stronie 5' niesparowanych reszt adenozyn. Ponadto w stosunku do 

dupleksu referencyjnego obserwowałem niewielkie, lecz systematyczne zredukowanie 

bezwzględnej wartości parametru x-Displacement (Rys. 69A), średnio o 0.3 Å (dla dupleksu 

II) i aż o 0.6 Å dla struktury III. Jednak w tym przypadku znaczące zmiany dotyczyły tylko 

fragmentów dwuniciowych z końców 5' dupleksów. Te dwa parametry ilustrują, w jaki 

sposób zaburzenie wywołane wprowadzeniem niesparowanych reszt propaguje się na całą 

strukturę dupleksu, minimalizując zaburzenia w strukturze. 

Analiza pozostałych parametrów wskazuje na bardzo dobrą zbieżność między strukturą 

dupleksu referencyjnego a pozostałymi strukturami II i III. 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 69. Graficzna prezentacja średnich wartości parametrów x-Displacement, dx (A) i y-Displacement, dy (B) 

wraz z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla dupleksów I (linia niebieska), II (linia zielona) 

i III (linia czerwona). Na osi odciętych zachowana została numeracja reszt jak w dupleksie 

referencyjnym. 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 70. Graficzna prezentacja średnich wartości parametrów Inclination,  (A) i Propeller twist,  (B) wraz 

z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla dupleksów I (linia niebieska), II (linia zielona) i III 

(linia czerwona). Na osi odciętych zachowana została numeracja reszt jak w dupleksie referencyjnym. 
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A) 

 

B) 

 

Rys. 71. Graficzna prezentacja średnich wartości parametrów Shift, Dx (A) i Rise, Dz (B) wraz z naniesionymi 

odchyleniami standardowymi dla dupleksów I (linia niebieska), II (linia zielona) i III (linia 

czerwona). Na osi odciętych zachowana została numeracja reszt jak w dupleksie referencyjnym. 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 72. Graficzna prezentacja średnich wartości parametrów Twist,  (A) i Roll,  (B) wraz z naniesionymi 

odchyleniami standardowymi dla dupleksów I (linia niebieska), II (linia zielona) i III (linia 

czerwona). Na osi odciętych zachowana została numeracja reszt jak w dupleksie referencyjnym. 
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3. Badania duplesów RNA zawierających jednonukleotydowe wybrzuszenia (A lub U) 

 

3.1. Badania strukturalne dupleksu V 

 

3.1.1. Analiza strukturalna w oparciu o widma NMR (V) 

 

Struktura regionu wybrzuszenia może zależeć nie tylko od typu niesparowanej reszty, ale 

także od sekwencji otaczających ją par zasad. Przedmiotem moich dalszych badań był 

dupleks posiadający w centralnej pozycji niesparowaną resztę adenozyny znajdującą się 

w sąsiedztwie dwóch par G:C (Rys. 73). Wybór tej sekwencji był podyktowany badaniami 

prowadzonymi wcześniej w Pracowni Chemii Strukturalnej Kwasów Nukleinowych 

dotyczącymi dynamiki dupleksów RNA zawierających 2-aminopurynę, jako sondę 

fluorescencyjną215,216. Wcześniejsze badania prowadzone metodą czasowo-rozdzielczej 

spektrofluorymetrii oraz za pomocą symulacji dynamiki molekularnej w próżni wskazywały 

na dwa dobrze zdefiniowane stany konformacyjne 2-aminopuryny. Jeden, w którym 

wystającą na zewnątrz helisy 2-aminopurynę cechowała duża mobilność, oraz drugi, 

w którym konformacja reszty 2-aminopuryny wciśniętej pomiędzy sąsiednie pary zasad 

stabilizowana była oddziaływaniami warstwowymi. Interesującym wydawało mi się 

sprawdzenie, czy w przypadku zastąpienia 2-aminopuryny resztą adenozyny również 

zaobserwuję istnienie różnych form konformacyjnych w równowadze.  

 

 

Rys. 73. Struktura drugorzędowa dupleksu V. 

 

W tym celu przeprowadziłem szereg eksperymentów 1H (2D NOESY, DQF-COSY) oraz 

13C i 31P NMR (1H-13C HSQC, 1H-31P HSQC), w oparciu o które dokonałem następnie 

analizy strukturalnej dupleksu V. Przypisania sygnałów rezonansowych protonów H8, H6 

i H1' otrzymałem na podstawie analizy ścieżek sekwencyjnych H6/H8(i)-H1'(i)-H6/H8(i+1) 

w widmach 2D NOESY (Rys. 74) i potwierdziłem poprzez wyszukanie typowych dla struktur 

A-RNA korelacji w innych regionach widma. Analiza widm korelacyjnych 1H-13C HSQC 

i 1H-31P HSQC, pomogła w przypisaniu pozostałych sygnałów oraz wyznaczeniu przesunięć 

chemicznych linii rezonansowych skorelowanych z nimi jąder 13C oraz 31P (Tabele 18, 19). 
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Rys. 74. Region sygnałów H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (m = 400 ms) dupleksu V w D2O 

(600 MHz, 25C). W widmie zaznaczona została sekwencyjna ścieżka H6/H8(i)-H1'(i)-H6/H8(i+1) – 

kolorem zielonym dla górnej nici, natomiast niebieskim – dla dolnej nici. Przerywane linie wskazują 

położenie sygnałów H2 reszt adenozyny. 

 

W widmie 2D NOESY (m = 400 ms) obejmującym obszar H2/H6/H8-H5/H1 możliwe było 

wyznaczenie nieprzerwanej ścieżki sekwencyjnej (H6/H8n-H1'n-H6/H8n+1) także pomiędzy 

resztami w regionie wybrzuszenia (-G4-A5-G6-), podobnie jak w przypadku omawianego 

w rozdziale IV.2.2 dupleksu II, gdzie niesparowana reszta adenozyny ograniczona była przez 

pary G:C i A:U. Jednak obserwowane dla tej cząsteczki intranukleotydowe sygnały 

korelacyjne pomiędzy resztami G4, A5 i G6 mają mniejsze intensywności i są niewidoczne 

w widmie wykonanym z krótszym czasem mieszania, τm = 150 ms. Obecność tych sygnałów 

w widmie wskazywała na występowanie oddziaływań warstwowych pomiędzy resztą A5 

i sąsiadującymi z nią resztami guanozyny G4 i G6. Ponadto, obecne w widmie sygnały 

pomiędzy sygnałami protonu H2 reszty A5, i protonu anomerycznego H1' reszty C14, 

pochodzącego z nici naprzeciwległej sugerowały, że wybrzuszona reszta skierowana jest do 

wnętrza helisy. Również w innych regionach widma obserwowałem charakterystyczne dla 

tego typu orientacji liczne kontakty NOE niesparowanej reszty A5 z sąsiednimi resztami tej 

samej nici. Wymienić tu można na przykład obecność oddziaływań między protonami 

pierścieni zasadowych G4:H8-A5:H8-G6:H8, analogicznie jak w dupleksie II, a także 
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sekwencyjnych sygnałów H6/H8n-H2'n-H6/H8n+1 (Rys. 75) oraz H6/H8n-H3n-H6/H8n+1 

(Rys. 76), choć dla tych ostatnich kontakty NOE pomiędzy resztami G4-A5 i A5-G6 były 

słabsze niż analogiczne sygnały obserwowane dla pozostałych fragmentów dupleksu. 

 

 

Rys. 75. Fragmenty widma 2D NOESY dupleksu V (600 MHz, D2O) wykonane w temperaturze 25C (górny 

fragment) i 30C (dolny) obejmujące region sygnałów H2/H6/H8-H2'/H3'/H4'/H5'/H5''. W widmie 

zaznaczone zostały sekwencyjne ścieżki H6/H8(i)-H2'(i)-H6/H8(i+1) – kolorem zielonym dla górnej 

nici, natomiast niebieskim – dla dolnej nici. Przerywane linie wskazują położenie sygnałów H2 reszt 

adenozyny. 

 

Oprócz omówionych sygnałów typowych dla struktury, w której wybrzuszona reszta 

interkaluje pomiędzy sąsiadujące pary zasad, zaobserwowałem również dodatkowe sygnały 

świadczące o nietypowej konformacji regionu wybrzuszenia. W regionie aromatyczno-

anomerycznym widma pojawił się dodatkowy sygnał, który jednoznacznie mogłem przypisać 

oddziaływaniu pomiędzy protonem H1' reszty G4 i protonem H8 reszty G6. Obecność tego 

sygnału w widmie była trudna do zinterpretowania. Z jednej strony otrzymane dane 

wskazywały, że reszta A5 jest zaangażowana w oddziaływania warstwowe z sąsiadującymi 

resztami G4 i G6 oraz skierowana do wnętrza helisy, z drugiej zaś strony bliskość 

przestrzenna protonów G4:H1' i G6:H8 pozornie wykluczała taką możliwość. Jednak 

analizując pozostałe regiony widma 2D NOESY zauważyłem jeszcze jeden, dodatkowy 
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sygnał, którego spodziewałbym się w przypadku, gdy reszta A5 byłaby wyrzucona na 

zewnątrz helisy. Obserwacja tego sygnału, pomiędzy protonami G4:H2' i G6:H8 dodatkowo 

upewniła mnie, że mam do czynienia z nietypową konformacją wybrzuszenia w badanej 

cząsteczce, której nie da się scharakteryzować jedynie za pomocą używanych dotąd przeze 

mnie określeń „stack-in” lub „loop-out”. Obserwacja dość intensywnego sygnału NOE 

pomiędzy protonem H1 reszty G4 i protonem H8 reszty G6 (Rys. 74), czy korelacji między 

protonami G4:H2 i G6:H8, wskazywała na istnienie oddziaływań warstwowych pomiędzy 

zasadami sąsiadującymi z wybrzuszeniem i byłaby niemożliwa, gdyby reszta A5 

interkalowała pomiędzy sąsiadujące reszty guanozyny G4 i G6. 

 

 

Rys. 76. Fragmenty widma 2D NOESY dupleksu V (600 MHz, D2O) wykonane w temperaturze 25C (górny 

fragment) i 30C (dolny) obejmujące region sygnałów H2/H6/H8-H2'/H3'/H4'/H5'/H5''. W widmie 

zaznaczone zostały sekwencyjne ścieżki H6/H8(i)-H3'(i)-H6/H8(i+1) – kolorem zielonym dla górnej 

nici, natomiast niebieskim – dla dolnej nici. Przerywane linie wskazują położenie sygnałów H2 reszt 

adenozyny. 

 

Analiza widma NOESY wykonanego w temperaturze 10°C w mieszaninie 

90% H2O/10% D2O także dostarczyła interesujących obserwacji. W widmie tym sygnały 

protonów iminowych są stosunkowo dobrze rozdzielone, stąd mogłem je jednoznacznie 

przypisać. Widocznych w widmie sześć sygnałów pochodzi od protonów iminowych reszt 
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urydyny U2 i U8 oraz wszystkich reszt guanozyny, z wyjątkiem pochodzących od 

terminalnych reszt G1 oraz G9. Obecność sygnałów reszt G4 i G6 w typowym dla 

kanonicznych par zasad zakresie przesunięć chemicznych, oraz widoczne w widmie 

oddziaływania tych protonów z protonami aminowymi komplementarnych reszt cytydyny 

dowodzi, iż pary G4:C14 i G6:C13 ograniczające wybrzuszenie stanowią klasyczne pary 

zasad typu Watsona-Cricka. W regionie oddziaływań protonów iminowych mogłem 

wyznaczyć nieprzerwaną ścieżkę między wszystkimi protonami iminowymi włącznie 

z oddziaływaniem pomiędzy protonami G4:H1-G6:H1 (Rys. 77). Fakt ten wyraźnie 

wskazywał, że wybrzuszona reszta A5 nie może swobodnie interkalować pomiędzy 

sąsiadujące reszty, potwierdzając tym samym wcześniejsze obserwacje. 

 

 

Rys. 77. Fragment iminowo-iminowy widma 2D NOESY dupleksu V w mieszaninie 90% H2O/10% D2O 

(600 MHz, 10C). 

 

Zaobserwowałem również, że nietypowa konformacja reszty nukleotydowej A5 pociąga za 

sobą zmiany konformacyjne w łańcuchu fosforocukrowym. Ponieważ informację 

o konformacji pierścieni rybozy uzyskać można na podstawie pomiaru wielkości stałych 

sprzężenia 3JH1'H2' w widmach typu COSY, stąd przeanalizowałem szczegółowo region 

występowania sygnałów H1'-H2' w widmie DQF-COSY. W regionie tym łatwo dostrzegalny 

był bardzo intensywny sygnał należący do reszty G4, o wielkości stałej sprzężenia 6 Hz 

i świadczył o dominującej populacji konformacji C2'-endo tej reszty cukrowej194. Ponadto 

obecność na widmie sygnałów H1'-H2' reszt A5 i G6 o stałej sprzężenia ~4 Hz wskazywała, 

że znajdują się one w równowadze konformacyjnej C2'-endo/C3'-endo. Dwa pozostałe 

sygnały widoczne w regionie H1'-H2' przypisałem do terminalnej reszty C17, oraz reszty G9. 
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Dla pozostałych reszt nukleotydowych stwierdziłem typową dla formy A-RNA, konformację 

rybozy C3'-endo, czego dowodził brak sygnałów korelacyjnych pomiędzy protonami H1'-H2'. 

Również analiza widma 31P NMR wskazała na występowanie pewnych zmian 

konformacyjnych w regionie wybrzuszenia. W widmie tym sygnał rezonansowy pochodzący 

od grupy fosforanowej znajdującej się pomiędzy resztami G4 i A5 jest słabiej ekranowany niż 

pozostałe sygnały, znajdujące się w typowym dla cząsteczek A-RNA zakresie (Rys. 78). 

Różnica ta może być spowodowana zmianą kątów  oraz  szkieletu fosfodiestrowego 

i związaną z tym próbą alokacji reszty adenozyny w płaszczyźnie pary zasad G4:C14, lub 

wynikać z wpływu jednostki nukleotydowej A5 na otoczenie chemiczne grupy fosforanowej. 

 

 

Rys. 78. Widmo 31P NMR dupleksu V w D2O (243 MHz, 25C), z zaznaczonym sygnałem rezonansowym 

G4pA5. 

 

Analiza widm 1H-13C HSQC wykazała, że sygnały pochodzące od atomów węgla C2', 

C3', C4' reszt G4, A5, G6 są znacznie słabiej ekranowane niż odpowiadające im sygnały 

pozostałych reszt (Rys. 79-80). Dodatkowo zauważyłem stosunkowo małe różnice przesunięć 

chemicznych pomiędzy geminalnymi protonami H5' i H5'' reszt A5 i G6, co również może 

wynikać ze zmienionej konformacji łańcucha fosfodiestrowego w regionie wybrzuszenia 

(Tabela 18, Rys. 81). 

Wartości przesunięć chemicznych sygnałów 1H, 13C i 31P NMR dupleksu V zdeponowane 

zostały w banku BMRB pod identyfikatorem 15780. 
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Rys. 79. Widmo 1H-13C HSQC dupleksu V w D2O (600 MHz, 25C) – region występowania sygnałów 

korelacyjnych C2'-H2' oraz C3'-H3'. Na osi F1 zaznaczona została skala przesunięć chemicznych 

jąder 13C, a na osi F2 – 1H. 
 

 

Rys. 80. Widmo 1H-13C HSQC dupleksu V w D2O (600 MHz, 25C) – region występowania sygnałów 

korelacyjnych C4'-H4'. Na osi F1 zaznaczona została skala przesunięć chemicznych jąder 13C, a na 

osi F2 – 1H. 
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Rys. 81. Widmo 1H-13C HSQC dupleksu V w D2O (600 MHz, 25C) – region występowania sygnałów 

korelacyjnych C5'-H5'/H5''. Na osi F1 zaznaczona została skala przesunięć chemicznych jąder 13C, 

a na osi F2 – 1H. 

 

 

Tabela 18. Wartości przesunięć chemicznych 1H (ppm) sygnałów dupleksu V [D2O, 25C]. 

 

Res. H6/H8 H2/H5 H1 H2 H3 H4 H5/H5 amino imino 

G1 8.05 – 5.74 4.81 4.57 4.37 4.03/3.91 * / * * 

U2 8.01 5.18 5.71 4.63 4.57 4.51 4.57/4.21 – 14.75 

C3 7.85 5.74 5.60 4.29 4.55 4.45 4.50/4.15 6.88/8.28 – 

G4 7.70 – 5.82 4.39 4.75 4.38 4.43/4.10 * / * 12.52 

A5 8.29 8.15 6.13 4.79 4.83 4.56 4.34/4.26 * / * – 

G6 7.73 – 5.56 4.68 4.47 4.53 4.35/4.23 * / * 13.03 

C7 7.69 5.18 5.56 4.44 4.44 4.43 4.53/4.16 6.80/8.48 – 

U8 7.81 5.40 5.57 4.42 4.55 4.41 4.54/4.09 – 13.81 

G9 7.75 – 5.89 4.08 4.33 4.26 4.47/4.07 * / * * 

C10 8.07 5.99 5.52 4.52 4.58 4.33 4.04/3.94 7.03/8.30 – 

A11 8.23 7.32 5.99 4.76 4.84 4.54 4.55/4.25 * / * – 

G12 7.30 – 5.63 4.48 4.41 4.48 4.47/4.14 * / * 13.51 

C13 7.37 5.22 5.47 4.43 4.32 4.38 4.50/4.05 6.86/8.21 – 

C14 7.86 5.62 5.51 4.57 4.58 4.37 4.49/4.10 6.88/8.39 – 

G15 7.56 – 5.53 4.49 4.57 4.44 4.46/4.12 * / * 12.47 

A16 7.83 7.86 5.91 4.40 4.62 4.44 4.57/4.09 * / * – 

C17 7.33 5.20 5.66 3.90 4.07 4.14 4.45/3.99 7.04/8.14 – 

* Sygnały, które nie zostały przypisane. 
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Tabela 19. Wartości przesunięć chemicznych  (ppm) sygnałów 13C oraz 31P NMR dupleksu V [D2O, 25C]. 

 

Res. C6/C8 C2/C5 C1 C2 C3 C4 C5  31P 

G1 139.02 – 92.59 74.94 74.49 85.16 62.64  – 

U2 142.74 102.70 93.95 75.35 72.65 82.58 65.10  -4.44 

C3 141.29 98.24 94.50 75.58 73.02 82.34 65.28  -4.05 

G4 137.44 – 89.30 77.64 76.82 84.68 66.83  -4.32 

A5 141.96 155.35 90.78 76.06 75.87 84.58 67.23  -3.36 

G6 137.45 – 92.25 74.80 74.70 83.54 67.60  -3.88 

C7 141.73 96.97 94.43 75.43 72.50 82.03 65.55  -4.41 

U8 141.55 103.83 93.82 75.45 72.51 82.22 64.73  -4.26 

G9 137.65 – 91.04 78.00 70.76 84.24 65.95  -4.03 

C10 143.05 98.85 93.96 75.47 73.69 84.44 62.04  – 

A11 140.07 153.02 92.45 75.82 73.24 82.31 65.56  -3.89 

G12 135.69 – 92.63 75.42 73.10 82.12 66.17  -3.95 

C13 140.47 97.63 94.35 75.59 72.34 82.10 64.73  -4.28 

C14 140.98 98.43 93.69 75.40 72.40 81.87 64.39  -4.45 

G15 136.29 – 92.72 75.46 73.16 82.17* 65.98  -3.89 

A16 139.37 154.29 93.07 75.72 72.37 82.28* 64.62  -4.26 

C17 141.12 97.72 92.67 77.55 69.85 83.38 65.18  -4.16 

* Sygnały, które nie zostały jednoznacznie przypisane. 

 

 

 

3.1.2. Analiza konformacyjna. Wyznaczenie więzów strukturalnych (V) 

 

Więzy na odległości między protonami wyznaczyłem na podstawie pomiaru wielkości 

efektu NOE sygnałów w widmach 2D NOESY (m = 150 ms) metodą ISPA100. W oparciu 

o analizę sygnałów widocznych tylko w widmach 2D NOESY wykonanych z czasem 

mieszania m = 400 ms wprowadziłem dodatkowe więzy z zakresem 4.0 – 7.0 Å. Analiza 

sygnałów wymienialnych protonów w widmach 2D NOESY (90% H2O/10% D2O) pozwoliła 

dodać kolejne restrykcje (1.8 – 6.0 Å) oraz wyprowadzić więzy na parowanie zasad typu 

Watsona-Cricka i planarność. Zawiązywanie się par typu Watsona-Cricka obserwowałem dla 

wszystkich par zasad dupleksu i określiłem na podstawie charakterystycznych wartości 

przesunięć chemicznych protonów iminowych i aminowych oraz analizy sygnałów NOE 

pomiędzy protonami G:H1-C:NH2 i A:H2-U:H3.  

Więzy na kąty torsyjne pierścieni cukrowych oraz szkieletu fosfodiestrowego zostały 

otrzymane drogą analizy sprzężeń skalarnych 3JHH i 3JPH w widmach DQF-COSY 

odsprzęganych częstotliwością 31P oraz heterojądrowych widmach korelacyjnych 1H-31P 

HSQC. Konformacja większości pierścieni rybozy dupleksu jest typowa dla formy A-RNA 

(C3'-endo), czego dowodem jest brak sygnałów korelacyjnych H1'-H2' w widmach 

DQF-COSY. Jedyne obserwowane sygnały w omawianym regionie widma należą do 

guanozyny G4 (o stałej sprzężenia 6 Hz), reszty A5 (4.2 Hz) i G6 (3.4 Hz), oraz terminalnych 
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reszt G9 (3.6 Hz) i C17 (4.6 Hz). W wyniku tych obserwacji wyznaczyłem więzy na kąty 

torsyjne pierścieni rybozy. Dla reszt cukrowych, których sygnały H1'-H2' nie były 

obserwowane w widmie zadałem więzy na konformację C3'-endo, dla reszty G4 – więzy na 

konformację C2'-endo (z zakresem tolerancji ± 30°), a dla pozostałych wprowadziłem 

swobodne więzy, umożliwiające przyjęcie konformacji C2'-endo lub C3'-endo. 

Informacje o zakresach kątów glikozydowych otrzymałem z pomiaru objętości sygnałów 

korelacyjnych H2/H6/H8-H1'/H2'/H3' w widmach 2D NOESY wykonanych z czasem 

mieszania m = 150 ms. Analiza widm wykazała obecność jedynie sygnałów 

charakterystycznych dla konformacji anti, dlatego dla wszystkich reszt nukleotydowych 

wprowadziłem więzy na kąty  w zakresie 158 ± 30°. 

Na podstawie analizy przesunięć chemicznych linii rezonansowych 31P NMR, zadałem 

podczas obliczeń więzy na kąty torsyjne  i  wykluczające konformację trans (0 ± 120°) 

wszystkich reszt nukleotydowych z wyjątkiem reszty G4 (kąt ) oraz A5 (), dla których 

sygnał G4pA5 jest wyraźnie przesunięty w kierunku wyższych częstotliwości w stosunku do 

pozostałych sygnałów. Na kąty te nie zadawałem żadnych ograniczeń. 

Analiza sprzężeń 3JPH w widmach 1H-31P HSQC dostarczyła informacji o wartościach 

kątów  oraz . Więzy na kąty  dla wszystkich reszt ograniczyłem do wartości 178 ± 30° na 

podstawie obserwacji jedynie słabych sekwencyjnych sprzężeń między jądrami 31P 

i protonami H5'/H5''. Wartości kątów  określiłem na podstawie analizy sprzężeń 3JPH3'. Dla 

większości reszt nukleotydowych przyjąłem zakres -153 ± 30° oprócz reszty cytydyny C10, 

dla której wartość sprzężenia nie można było analizować z powodu nakładania się sygnałów. 

Dla tej ostatniej reszty wprowadziłem więzy z zakresem błędu 120 ± 120°. Z uwagi na 

spodziewaną w regionie wybrzuszenia dynamikę, podczas obliczeń zadałem szerszy zakres na 

kąty  reszt G4 i A5, obejmujący konformację gauche– (-153 ± 55°). 

Na kąty torsyjne  szkieletu fosforocukrowego wprowadziłem więzy o zakresie 54 ± 30° 

w oparciu o analizę sprzężeń H4'-H5'/H5'' wyznaczonych z widma DQF-COSY. Ze względu 

na niepewność określenia wartości kątów  z pomiaru sprzężeń 3JH4'H5' i 
3JH4'H5'' nie nałożyłem 

więzów na te kąty dla reszt A5 i G6. Również na kąty ,  i  w regionie wybrzuszenia nie 

nałożyłem restrykcji. 
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3.1.3. Restryktywna dynamika molekularna (V) 

 

Trzeciorzędową strukturę dupleksu V wyznaczyłem za pomocą programu 

Xplor-NIH205,206, przy wykorzystaniu metody dynamiki molekularnej w przestrzeni kątów 

torsyjnych152 (TAMD). Punktem wyjścia dla obliczeń było 50 liniowych struktur 

przypadkowych o prawidłowej geometrii. Więzy wykorzystane w obliczeniach podałem 

w tabeli na rysunku 83. Początkowo podczas obliczeń otrzymywałem struktury, w których 

reszta adenozyny wystawała na zewnątrz helisy. Chociaż w strukturach tych nie 

obserwowałem żadnych pogwałceń więzów odległościowych, jednak ich analiza pokazała, że 

odległości między niektórymi atomami wodoru były tak niewielkie, że powinienem 

obserwować pomiędzy nimi efekt NOE. Brak tych sygnałów upoważnił mnie do 

zastosowania więzów typu uNOE (z zakresem 5 – 20 Å). Otrzymane z użyciem tych więzów 

struktury charakteryzowały się dużo lepszą zbieżnością. W strukturach tych wybrzuszona 

reszta adenozyny A5 umiejscawiała się w małej bruździe i znajdowała się, w przybliżeniu, 

w płaszczyźnie z sąsiadującą od strony 3' resztą G4. 

Poszukiwanie czynników, które byłyby odpowiedzialne za taką nietypową konformację 

niesparowanej reszty doprowadziło mnie do zaproponowania struktury, w której reszta A5 

tworzy tak zwaną platformę dinukleotydową z resztą G4. W takiej aranżacji, w regionie 

wybrzuszenia powstaje trójka oddziałujących zasad, w której para C14:G4 zawiązuje 

wiązania wodorowe typu Watsona-Cricka, a reszta A5 znajduje się w tej samej płaszczyźnie 

tworząc sieć wiązań wodorowych (Rys. 82). 

 

 

Rys. 82. Trójka oddziałujących zasad w strukturze dupleksu V z zaznaczonymi wiązaniami wodorowymi. 

 

W następnym etapie obliczeń wprowadziłem więzy symulujące obecność dodatkowych 

wiązań wodorowych w platformie. Więzy te dobrałem tak, aby ułatwiały cząsteczce przyjęcie 

odpowiedniej konformacji, lecz jej nie narzucały. Dla każdej z par G4-A5 i A5-C14 
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zdefiniowałem dodatkowe, pojedyncze więzy na odległości między atomami G4:N2-A5:N7 

i A5:N6-14:O2 o zakresie 2.9 ± 0.3 Å. Ponadto, już podczas etapu schładzania w dynamice 

TAMD wprowadziłem więzy na planarność pomiędzy zasadami w platformie (G4-A5 

i A5-C14) oraz na sąsiadujące pary zasad (G4:C14 i G6:C13), z typową dla tych więzów 

stałą siłową równą 20 kcalmol–1Å–2. W trakcie etapu udokładnienia zmniejszyłem o połowę 

wartość stałej siłowej na planarność zasad G4-A5 i A5-C14 oraz nie wprowadziłem 

potencjałów DELPHIC208 na resztę A5. W wyniku obliczeń uzyskałem 38 struktur zgodnych 

z danymi eksperymentalnymi, spośród których do dalszej analizy wybrałem 10 

charakteryzujących się najniższą energią całkowitą. Średnia wartość odchylenia 

standardowego mierzona dla wszystkich ciężkich atomów końcowej rodziny struktur wynosi 

0.71 ± 0.17 Å, natomiast dla atomów regionu wybrzuszenia 0.39 ± 0.11 Å. Nałożenie 10 

struktur o najniższej energii wraz ze statystyką więzów przedstawia rysunek 83. Region 

wybrzuszenia ukazano na rysunku 84. 

 

 

Statystyka więzów wykorzystanych w obliczeniach. 
 

Całkowita liczba więzów NOE: 

 intranukleotydowe 

 internukleotydowe 

Więzy typu uNOE 

Więzy na wiązania wodorowe 

Więzy na planarność 

Więzy na kąty dwuścienne: 

 szkieletu fosfodiestrowego 

 rybozy 

 wiązania glikozydowego 

 

Średnia liczba więzów NOE przypadających na 

resztę nukleotydową 

Średnia liczba więzów NOE oraz więzów na kąty 

dwuścienne przypadających na resztę nukleotydową 
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Rys. 83. Superpozycja rodziny 10 struktur przestrzeni konformacyjnej dupleksu V. 
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Rys. 84. Region wybrzuszenia dupleksu V dla 10 strukur o najniższej energii. Widok od strony małej bruzdy. 

Kolorem pomarańczowym wyróżniona została reszta adenozyny A5, kolorem niebieskim – para zasad 

G4:C14, natomiast czarnym kolorem zaznaczona została para zasad G6:C13. 

 

Warto podkreślić, jak istotne jest aby dokładnie przeanalizować widma i uwzględnić 

otrzymane informacje w obliczeniach. W przypadku obliczeń, podczas których nie 

uwzględniłem trzech dodatkowych kontaktów NOE (G6:H8-G4:H1'/H2', oraz 

G4:H3-G6:H3) otrzymałem struktury, których konformacja była bardzo zbliżona do 

obserwowanej dla dupleksu II (Rys. 85). 
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Rys. 85. Struktura dupleksu V (A) oraz jej region wybrzuszenia (B), otrzymana w wyniku obliczeń, w których 

nie uwzględnione zostały kontaky NOE pomiędzy resztami G4, A5 i G6. 

 

Niestety, na podstawie dostępnych danych eksperymentalnych nie mogłem z całą 

pewnością potwierdzić obecności wiązań wodorowych pomiędzy resztą A5 a parą G4:C14. 
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W związku z tym dr Ł. Bielecki z Pracowni Chemii Strukturalnej Kwasów Nukleinowych 

IChB PAN przeprowadził obliczenia stosując metody symulacji dynamiki molekularnej bez 

eksperymentalnych więzów strukturalnych. Równolegle przeprowadzone zostały dwie 20 ns 

symulacje dynamiki molekularnej, z których każda wychodziła z tej samej (otrzymanej 

z danych NMR) struktury początkowej. Początkowy model zneutralizowany został przez 15 

jonów Na+ umieszczonych w pudle (ang. box) o okresowych warunkach brzegowych 

o wymiarach 57 Å x 54 Å x 49 Å. Przestrzeń ta wypełniona była 3931 cząsteczkami wody 

(model TIP3P217) tworzącymi warstwę o grubości 12 Å. Symulacja przeprowadzona została 

w stałej temperaturze 300 K i cisnieniu 1 atm za pomoca programu AMBER 8218. Należy 

nadmienić, że na skutek losowego rozkładu prędkości początkowych atomów, dla każdej 

z trajektorii, oraz samej specyfiki procesu obliczeniowego, wyniki przeprowadzonych 

symulacji za każdym razem prowadziły do nieco odmiennych trajektorii, które jednak 

z punktu widzenia obliczeń dynamiki molekularnej należy traktować jako równoprawne. 

W pierwszej symulacji struktura platformy była stabilna przez cały okres symulacji. 

W trakcie drugiej symulacji struktura platformy utrzymywała się przez 14 ns, a pod koniec 

symulacji wiązania wodorowe zostały zerwane. Reszty G4 i A5 przemieściły się i zawiązały 

się między nimi oddziaływania warstwowe. Obie symulacje udowodniły, że zaproponowana 

przeze mnie na podstawie danych NMR struktura platformy dinukleotydowej, stanowiącej 

część trójki oddziałujących zasad jest układem stabilnym. 

Końcowe struktury NMR zamieszczone zostały w rejestrze PDB (Protein Data Bank) pod 

identyfikatorem 2k3z. 

 

 

 

3.1.4. Analiza przestrzeni konformacyjnej rodziny struktur (V) 

 

Końcową analizę parametrów strukturalnych dla rodziny 10 struktur o najniższej energii 

otrzymanych z rMD przeprowadziłem za pomocą programu Curves30,31, a uśrednione 

wartości kątów torsyjnych i parametrów pofałdowania pierścieni cukrowych wraz 

z odchyleniami standardowymi zamieściłem w tabeli 20. 

Uśrednione wartości kątów torsyjnych dla całego dupleksu nie odbiegają od tych 

spotykanych dla formy A-RNA, a odchylenia standardowe są niewielkie. Małe różnice 

odchyleń standardowych wskazują na dużą stabilność struktury. 
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Tabela 20. Średnie wartości kątów torsyjnych łańcuchów fosfodiestrowych (, , , , , ), kąta 

glikozydowego () oraz parametrów opisujących konformację pierścieni cukrowych (P, max) 

obliczonych dla dupleksu V. W nawiasach podane zostały wartości odchylenia standardowego. 

 

Reszta        P max 

G1 – – 63 (12) 84 (1) 197 (7) 300 (7) 194 (12) 17 (8) 38 (1) 

U2 281 (15) 182 (13) 61 (12) 84 (3) 210 (4) 294 (5) 202 (3) 22 (7) 37 (2) 

C3 295 (14) 161 (8) 63 (19) 78 (2) 195 (7) 283 (2) 196 (4) 36 (2) 42 (2) 

G4 292 (6) 179 (6) 74 (8) 137 (5) 186 (5) 246 (5) 227 (5) 156 (8) 37 (1) 

A5 245 (15) 219 (3) 15 (10) 75 (2) 220 (9) 289 (19) 215 (14) 43 (5) 43 (1) 

G6 317 (24) 137 (17) 78 (13) 78 (1) 208 (13) 275 (6) 180 (5) 28 (8) 42 (1) 

C7 294 (10) 171 (5) 59 (6) 83 (1) 200 (4) 293 (4) 195 (5) 11 (2) 40 (0) 

U8 298 (3) 195 (3) 40 (3) 86 (1) 219 (7) 285 (6) 209 (7) 10 (2) 37 (1) 

G9 301 (4) 168 (9) 49 (10) 82 (2) – – 219 (4) 27 (7) 38 (1) 

          C10 – – 38 (13) 88 (1) 207 (3) 287 (3) 206 (7) 4 (3) 37 (1) 

A11 295 (5) 179 (12) 43 (8) 84 (3) 205 (14) 296 (3) 215 (2) 10 (6) 40 (2) 

G12 299 (3) 173 (9) 50 (7) 79 (1) 206 (4) 287 (4) 203 (2) 26 (1) 41 (1) 

C13 297 (8) 163 (8) 63 (12) 81 (3) 199 (5) 298 (4) 204 (5) 22 (5) 40 (2) 

C14 259 (6) 206 (5) 57 (3) 83 (1) 219 (5) 288 (5) 214 (2) 11 (1) 39 (1) 

G15 304 (7) 158 (4) 54 (8) 78 (1) 200 (7) 280 (7) 199 (3) 29 (3) 42 (1) 

A16 295 (19) 175 (12) 53 (13) 86 (2) 201 (4) 290 (11) 207 (4) 12 (6) 38 (1) 

C17 287 (14) 181 (23) 55 (7) 86 (2) – – 213 (4) 13 (6) 37 (1) 

Średnia: 292 (12) 176 (13) 55 (9) 83 (3) 205 (8) 289 (7) 205 (11) 19 (9) 39 (2) 

          A-RNA209,210 294 186 49 88 202 294 202 18 39 

 

Kąt fazowy pseudorotacji guanozyny G4 (156 ± 8°) odbiega wyraźnie od pozostałych reszt. 

Cukier tej jednostki przyjmuje nietypową konformację C2'-endo, co przejawia się również 

zmianą kąta  (137 ± 5°). Zmiana konformacji tej reszty powoduje rozciągnięcie łańcucha 

i zwiększenie odległości między grupami fosforanowymi, umożliwiając tym samym przyjęcie 

odpowiedniej orientacji zasadzie reszty nukleotydowej A5. Szczegółowa analiza pozostałych 

kątów dla poszczególnych reszt wykazuje pewne odstępstwa od wartości średnich. Dla 

wszystkich analizowanych struktur wartości kątów  i  reszty A5 znacznie różnią się od 

średnich wartości obserwowanych dla całego dupleksu i wynoszą odpowiednio 245 ± 15° 

i 15 ± 10°. Nietypowa alokacja reszty A5 wymusza także zmianę kąta torsyjnego  reszty A5 

(~219 ± 3°), jak również niektórych kątów torsyjnych reszt sąsiadujących z wybrzuszeniem. 

Pewne różnice zaobserwowałem w przypadku kątów  reszty G6 oraz  reszty G4. Kąty te 

we wszystkich analizowanych strukturach są bardzo podobne i przyjmują odpowiednio 

wartości 137 ± 5° () oraz 246 ± 5° (). Mniejsze odchylenia kątów torsyjnych od wartości 

typowych dla struktur A-RNA zaobserwowałem także dla kąta  reszt G4 (74 ± 8°) i G6 

(78 ± 13°), jak również dla kąta  reszty C14 (259 ± 6°), uczestniczącej w tworzeniu trójki 

zasad. Opisane zmiany obserwowane są tylko dla samej trójki zasad C14:G4-A5 oraz pary 

zasad G6:C13 z końca 3'. Dla pozostałych reszt nie zanotowałem znaczących różnic 
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w stosunku do wartości kątów typowych dla formy kanonicznej, co oznacza, że fragmenty te 

przyjmują typową konfomację A-RNA. Cecha ta dodatkowo uwidacznia się w przypadku 

analizy parametrów helikalnych, które nie odbiegają od wartości charakterystycznych dla 

formy kanonicznej (Tabela 21). 

 

Tabela 21. Uśrednione wartości wybranych parametrów helikalnych wraz z odchyleniami standardowymi. 

 

Para zasad x-Displacement dx (Å) y-Displacement dy (Å) Inclination η (°) Propeller twist ω (°) 

G1-C17 -4.0 (0.9) -1.0 (0.3) 12 (6) -12 (8) 

U2-A16 -4.1 (0.6) -0.6 (0.4) 12 (7) -16 (7) 

C3-G15 -3.6 (0.8) -0.7 (0.4) 12 (6) -9 (8) 

G4-C14 -4.6 (0.6) -0.9 (0.4) 18 (7) -18 (4) 

G6-C13 -4.4 (0.5) 0.2 (0.3) 13 (4) -2 (5) 

C7-G12 -4.6 (0.8) 0.2 (0.4) 16 (4) -3 (6) 

U8-A11 -4.9 (0.4) -0.2 (0.4) 20 (3) -9 (7) 

G9-C10 -3.9 (0.9) 0.0 (0.5) 25 (4) -3 (7) 

Średnia: -4.3 (0.4) -0.4 (0.5) 16 (5) -9 (6) 

     A-RNA161: -5.3 0.0 16 -14 

 

Sekwencja 

par zasad 
Shift Dx (Å) Rise Dz (Å) Twist Ω (°) Roll ρ (°) 

G1-U2 0.0 (0.5) 2.8 (0.3) 36 (4) -1 (4)  

U2-C3 0.5 (0.4) 2.8 (0.2) 33 (2) -1 (3)  

C3-G4 -1.0 (0.3) 3.0 (0.4) 30 (2) 9 (4)  

G6-C7 -0.2 (0.3) 2.8 (0.2) 34 (2) -12 (5)  

C7-U8 -0.3 (0.4) 2.9 (0.1) 31 (2) 5 (3)  

U8-G9 0.9 (0.5) 2.1 (0.2) 29 (2) 5 (3)  

Średnia: 0.0 (0.7) 2.7 (0.3) 32 (3) 1 (7)  

     A-RNA161: 0.0 2.6 33 0 

 

 

 

3.2. Badania strukturalne dupleksu VI 

 

 

3.2.1. Analiza strukturalna w oparciu o widma NMR (VI) 

 

Powszechnie uważa się, że w przeciwieństwie do reszt purynowych, pojedyncze 

wybrzuszenia pirymidynowe charakteryzuje większa swoboda konformacyjna i są one 

zazwyczaj zorientowane w taki sposób, że wystają na zewnątrz dupleksu. Aby sprawdzić, jaki 

wpływ na strukturę całego dupleksu oraz na konformację samej reszty będzie miało 

zastąpienie wybrzuszenia adenozynowego resztą urydyny, przeprowadziłem analizę NMR 

cząsteczki o sekwencji przedstawionej na rysunku 86. Sekwencja tej cząsteczki różni się od 
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sekwencji dupleksu V jedynie typem wybrzuszonej reszty. Badania strukturalne wykonałem 

w takich samych warunkach, jak w przypadku struktury V. 

 

 

Rys. 86. Struktura drugorzędowa dupleksu VI. 

 

Kompletny zestaw przypisań sygnałów niewymienialnych protonów otrzymałem na 

podstawie analizy dwuwymiarowych widm NMR 2D NOESY, DQF-COSY oraz TOCSY za 

pomocą metod opisanych uprzednio (rozdział IV.2.1.1). Zastosowanie heterojądrowych 

technik NMR, takich jak 1H-13C HSQC i 1H-31P HSQC pozwoliło mi natomiast na 

przypisanie sygnałów 13C i 31P NMR. Otrzymane wartości przesunięć chemicznych 1H NMR 

podane zostały w tabeli 22, natomiast przesunięcia chemiczne wyznaczone dla jąder 13C i 31P 

zebrałem w tabeli 23. 

Układ sygnałów rezonansowych w widmach obu dupleksów (V i VI) różni się 

nieznacznie. Jednakże w widmach 2D NOESY wykonanych w D2O pojawiło się kilka 

sygnałów wskazujących na zdecydowanie bardziej dynamiczny charakter struktury VI, 

w porównaniu do dupleksu z niesparowaną resztą adeniny. Dla protonów H5 i H1′ reszty U5 

zaobserwowałem poszerzenie sygnałów, co wskazywało na koalescencję linii rezonansowych 

związaną prawdopodobnie z uśrednieniem różnych konformacji wybrzuszonej reszty. 

Ponadto, w widmie 2D NOESY możliwe było wyznaczenie nieprzerwanej ścieżki 

sekwencyjnej H6/H8n-H1'n-H6/H8n+1 jedynie dla dolnej nici. W przypadku nici zawierającej 

wybrzuszoną urydynę ciągłość ścieżki została zaburzona pomiędzy resztami -G4-U5-G6-, co 

pokazane zostało na rysunku 87. Z drugiej strony, podobnie jak w poprzednim przypadku, 

obserwowałem sygnał korelacyjny pomiędzy protonem H1 reszty G4, i protonem H8 reszty 

G6, co wskazywało na dość bliską odległość między tymi resztami. W innych regionach 

widma także obserwowałem mniejszą liczbę sygnałów korelacyjnych między protonami 

wybrzuszonej reszty, a protonami sąsiednich reszt guanozyny. W widmie 2D NOESY nie 

zaobserwowałem żadnych oddziaływań NOE pomiędzy protonem H5 reszty U5, a innymi 

resztami własnej nici czy nici komplementarnej. Stosunkowo słabe intensywności sygnałów 

NOE protonu U5:H6 do protonów H2 i H3 reszty G4 również wskazywały na słabsze 

oddziaływania między tymi resztami. Pomiędzy resztami U5 i G6 zarejestrowałem jedynie 

słaby sygnał NOE protonu U5:H3 do G6:H8. 
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Rys. 87. Region sygnałów H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (m = 400 ms) dupleksu VI w D2O 

(600 MHz, 25C). Na widmie zaznaczona została sekwencyjna ścieżka H6/H8(i)-H1'(i)-H6/H8(i+1) – 

kolorem zielonym dla górnej nici, natomiast niebieskim – dla dolnej nici. Przerywane linie wskazują 

położenie sygnałów H2 reszt adenozyny. 

 

Analiza widma DQF-COSY wykazała, że podobnie jak w przypadku omawianej wcześniej 

struktury V, dla reszty cukrowej jednostki nukleotydowej G4 zaobserwować można silny 

sygnał korelacyjny H1-H2, odpowiadający stałej sprzężenia rzędu 6 – 8 Hz. Również dla 

reszt G6 i U5 oraz terminalnych reszt G9 i C17 zaobserwowałem w widmie sygnały H1′-H2′, 

jednak zdecydowanie słabsze niż w przypadku reszty G4. Dane te wskazywały, że reszta G4 

przyjmuje formę C2′-endo, natomiast pierścienie cukrowe reszt U5, G6, G9 i C17 występują 

w równowadze pomiędzy formą C2′-endo i C3′-endo. Pozostałe reszty przyjmują 

konformację C3′-endo, o czym świadczy brak sygnałów H1′-H2′ w widmie DQF COSY. 

Sygnały protonów wymienialnych w widmie 2D NOESY wykonanym w mieszaninie 

90% H2O/10% D2O w 10°C przypisałem w oparciu o kontakty tych protonów z protonami 

wyznaczonymi ze ścieżki NOE, H6/H8n-H1'n-H6/H8n+1, analogicznie jak poprzednio 

(rozdział IV.2.1.1.2). Przesunięcia chemiczne protonów iminowych reszt urydyny U2 

(14.72 ppm) i U8 (13.83 ppm) oraz guanozyny (12.55 – 13.57 ppm) przyjmują wartości 

typowe dla kanonicznych par zasad. Obserwowane korelacje tych protonów z protonami reszt 

komplementarnych potwierdziły zawiązywanie się par zasad typu Watsona-Cricka. 
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W żadnym z widm nie zaobserwowałem natomiast sygnału protonu N3-H3 urydyny U5, co 

wynikać może z szybkiej wymiany tego protonu z cząsteczkami wody. Analiza sygnałów 

korelacyjnych w regionie iminowo-iminowym widma 2D NOESY wykazała obecność 

sygnału pomiędzy protonami N1-H1 sąsiadujących z wybrzuszeniem reszt G4 i G6. 

Obserwacja sekwencyjnych kontaktów NOE pomiędzy protonami iminowymi zasad 

heterocyklicznych G15, G4, G6 i G12 wskazywała, że zachowana została ciągłość 

oddziaływań warstwowych pomiędzy kolejnymi parami zasad G15:C3, G4:C14, G6:C13 

i G12:C7. 

Brak oddziaływań warstwowych między resztą U5 i sąsiadującą z nią po stronie 3' końca 

guanozyną G6, oraz obecność sygnału NOE pomiędzy protonami G6:H8 i G4:H1' 

wskazywały na odmienną niż w przypadku dupleksu V konformację regionu wybrzuszenia. 

Otrzymane dane sugerowały, że w przeciwieństwie do reszty adeniny A5 w dupleksie V, 

wybrzuszona zasada urydynowa jest wyeksponowana do roztworu, zachowując jedynie słaby 

kontakt z pierścieniem cukrowym reszty G4. Różne konformacje reszt adeniny (A5) 

i urydyny (U5) wskazują na różnorodność konformacyjną nawet tak małego elementu 

strukturalnego, jakim jest wybrzuszenie jednonukleotydowe. 

W widmach korelacyjnych 1H-13C HSQC, podobnie jak dla dupleksu V, obserwowałem 

wyraźne różnice przesunięć chemicznych sygnałów atomów węgla z pierścieni cukrowych 

reszt G4, U5 i G6 w stosunku do odpowiadających im sygnałów pozostałych reszt. 

W przeciwieństwie do poprzedniego przypadku, wszystkie linie rezonansowe 31P, włącznie 

z sygnałem wybrzuszonej reszty – U5 (-3.74 ppm) (Rys. 88), występują w wąskim zakresie 

-3.7 – -4.5 ppm (względem sygnału TMP). 

 

 

Rys. 88. Widmo 31P NMR dupleksu VI w D2O (243 MHz, 25C). 

 

Wyznaczone wartości przesunięć chemicznych sygnałów 1H, 13C oraz 31P NMR dupleksu VI 

zdeponowane zostały w banku BMRB pod identyfikatorem 15781. 

Przesunięcia chemiczne większości sygnałów rezonansowych dupleksów V i VI różnią 

się nieznacznie. W przypadku sygnałów 1H NMR, największe różnice, lecz nie 
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przekraczające wartości 0.2 ppm obserwowałem jedynie dla reszt sąsiadujących 

z wybrzuszeniem: G4 (sygnał H4′) oraz G6 (H1, H1′ i H2′). O podobieństwie strukturalnym 

helikalnych fragmentów dupleksów V i VI świadczą nie tylko wyniki analizy przesunięć 

chemicznych 1H, ale także wyjątkowo małe różnice przesunięć chemicznych 13C oraz 31P 

NMR. Częstotliwości rezonansowe atomów węgla są niezwykle czułe na efekty 

pierścieniowe związane z prądami π-elektronowymi, z oddziaływaniami warstwowymi 

i tworzeniem wiązań wodorowych między zasadami, ze stopniem hydratacji, 

oddziaływaniami sterycznymi między orbitalami π oraz z innymi czynnikami strukturalnymi. 

Różnice przesunięć chemicznych 13C odpowiadających poszczególnym resztom zasad 

heterocyklicznych są mniejsze od 0.3 ppm. Również przesunięcia chemiczne jąder 13C 

pierścieni cukrowych różnią się nieznacznie. Największe różnice zaobserwowałem dla 

atomów C3′ reszty G6 (1.80 ppm) oraz atomu C6 reszty C14 (0.62 ppm). Stosunkowo duże 

zmiany przesunięć chemicznych reszt G4, G6 i C14 również wskazywały na różną 

konformację wybrzuszonej urydyny w porównaniu do dupleksu V. Natomiast w przypadku 

jąder 31P różnicę większa od 0.1 ppm zanotowałem tylko dla reszty C14 (0.11 ppm), nie 

uwzględniając reszty U5. 

 

Tabela 22. Wartości przesunięć chemicznych 1H (ppm) sygnałów dupleksu VI [D2O, 25C]. 

 

Res. H6/H8 H2/H5 H1 H2 H3 H4 H5/H5 amino imino 

G1 8.02 – 5.69 4.78 4.55 4.34 4.02/3.89 * / * * 

U2 8.00 5.16 5.70 4.65 4.56 4.51 4.56/4.19 – 14.72 

C3 7.84 5.72 5.56 4.29 4.52 4.46 4.52/4.15 6.92/8.23 – 

G4 7.67 – 5.82 4.45 4.74 4.49 4.51/4.15 * / * 12.60 

U5 7.86 5.85 5.87 4.31 4.69 4.43 4.32/4.17 * / *  

G6 7.72 – 5.72 4.79 4.48 4.53 4.30/4.16 * / * 13.19 

C7 7.73 5.18 5.58 4.47 4.46 4.46 4.50/4.18 6.80/8.54 – 

U8 7.82 5.42 5.57 4.42 4.55 4.42 4.54/4.10 * / * 13.83 

G9 7.75 – 5.89 4.07 4.33 4.25 4.48/4.07 * / * * 

C10 8.07 5.98 5.50 4.52 4.58 4.32 4.05/3.93 7.12/8.33 – 

A11 8.23 7.31 5.99 4.75 4.84 4.54 4.56/4.24 * / * – 

G12 7.33 – 5.65 4.50 4.41 4.47 4.48/4.14 * / * 13.57 

C13 7.36 5.23 5.44 4.41 4.31 4.40 4.48/4.04 6.91/8.36 – 

C14 7.78 5.59 5.51 4.52 4.58 4.37 4.52/4.09 6.89/8.41 – 

G15 7.55 – 5.61 4.51 4.62 4.46 4.47/4.12 * / * 12.55 

A16 7.82 7.85 5.92 4.40 4.62 4.46 4.60/4.10 * / * – 

C17 7.33 5.19 5.65 3.90 4.04 4.13 4.45/3.99 7.07/8.21 – 

* Sygnały, które nie zostały przypisane. 
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Tabela 23. Wartości przesunięć chemicznych  (ppm) sygnałów 13C oraz 31P NMR dupleksu VI [D2O, 25C]. 

 

Res. C6/C8 C2/C5 C1 C2 C3 C4 C5  31P 

G1 138.99 – 92.52 74.92 74.39 85.10 62.56  – 

U2 142.74 102.65 93.92 75.34 72.60 82.54 65.02  -4.46 

C3 141.33 98.16 94.42 75.53 73.04 82.42* 65.64  -4.04 

G4 137.28 – 89.83 77.61 76.69 84.90 66.73  -4.32 

U5 143.97 104.99 92.03 75.78 75.44 84.60 67.03  -3.74 

G6 137.64 – 92.59 74.62 73.02 83.75 67.67  -3.89 

C7 141.99 96.87 94.48 75.38 72.50 81.97 65.41  -4.32 

U8 141.51 103.82 93.83 75.44* 72.49 82.17 64.73  -4.22 

G9 137.64 – 91.05 78.02 70.69 84.17 65.89  -4.04 

C10 143.01 98.84 93.98 75.46* 73.61 84.38 61.98  – 

A11 139.99 153.00 92.43 75.81 73.21 82.27 65.51  -3.92 

G12 135.68 – 92.59 75.46* 73.03 82.04 66.04  -3.99 

C13 140.22 97.59 94.26 75.49* 72.25 81.98 64.72  -4.27 

C14 140.46 98.53 93.78 75.32 72.12 81.80 64.24  -4.34 

G15 136.03 – 92.71 75.46* 72.85 82.17* 65.43  -3.88 

A16 139.23 154.30 93.10 75.71 72.37 82.24* 64.66  -4.24 

C17 141.04 97.70 92.68 77.55 69.79 83.30 65.14  -4.16 

* Sygnały, które nie zostały jednoznacznie przypisane. 

 

 

 

3.2.2. Analiza konformacyjna. Wyznaczenie więzów strukturalnych (VI) 

 

Na podstawie widm NMR i przypisanych sygnałach rezonansowych wyznaczyłem 

objętości sygnałów NOE i sprzężenia skalarne 3JHH i 3JPH obserwowane w pierścieniach 

cukrowych i w łańcuchach fosfodiestrowych. W oparciu o te wartości pozyskane zostały 

więzy strukturalne, które wykorzystałem podczas generowania struktur. Więzy na odległości 

międzyprotonowe uzyskałem metodą ISPA w oparciu o analizę integracji pozadiagonalnych 

sygnałów korelacyjnych w widmach 2D NOESY (D2O) wykonanych z czasem mieszania 

m = 150 ms w temperaturze 25°C oraz 30°C. Dolnym i górnym granicom więzów 

przypisałem wartości -15% i +30% obliczonych odległości. Pojedyncze więzy (w granicach 

4.0 – 7.0 Å) dodałem w wyniku analizy sygnałów korelacyjnych widm 2D NOESY 

otrzymanych przy m = 400 ms. Zdefiniowałem także 17 więzów typu uNOE (5.0 – 20.0 Å) 

między protonami reszty nukleotydowej U5, a protonami reszt G4 i G6, dla których efektu 

NOE w widmach nie rejestrowałem. W oparciu o analizę sygnałów protonów wymienialnych 

w widmie wykonanym w mieszaninie 90% H2O/10% D2O, otrzymałem 19 więzów na 

odległości o granicach 1.8 – 6.0 Å. Analiza widma wykazała również, że wszystkie reszty 

nukleotydowe w dupleksie (z wyjątkiem reszty U5) zaangażowane są w tworzenie 
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kanonicznych par zasad, co pozwoliło mi wprowadzić więzy na wiązania wodorowe oraz 

planarność tych par. 

Informacje o konformacji pierścieni rybozy uzyskałem na podstawie pomiaru wielkości 

stałych sprzężenia 3JH1'-H2' w widmach typu DQF-COSY. Więzy na konformację C3'-endo 

wprowadziłem dla wszystkich reszt z wyjątkiem guanozyny G6, oraz terminalnych reszt G9, 

C10, C17, na które z uwagi na wielkość stałej sprzężenia rzędu 4 Hz nałożyłem więzy, 

umożliwiające przyjęcie zarówno formy C2'-endo, jak i C3'-endo. Dla reszty G4, ze względu 

na dużą stałą sprzężenia 3JH1'H2' zadałem więzy na konformację C2'-endo. Jedynie na kąty 

torsyjne pierścienia rybozy urydyny U5 (7.3 Hz) nie wprowadziłem żadnych restrykcji. 

W widmach 31P NMR nie obserwowałem żadnych nietypowych przesunięć chemicznych, 

co pozwoliło mi przyjąć, że w dupleksie VI kąty α i ζ mają wartości w zakresie 0 ± 120°. 

Analiza widm 1H-31P HSQC wykazała obecność jedynie bardzo słabych sygnałów 

korelacyjnych P-H5'/H5'', dlatego założyłem, iż w dupleksie VI kąty β przyjmują typowe dla 

formy A-RNA wartości (178 ± 30°). Również wartości kątów  znajdują się 

w charakterystycznym dla cząsteczek A-RNA zakresie (-153 ± 30°), czego dowodziła 

obecność dużych wicynalnych sprzężeń skalarnych 3JPH3'. Z uwagi jednak na obserwowaną 

dynamikę regionu wybrzuszenia, przyjąłem większy zakres błędu (-153 ± 55°) dla więzów na 

kąty  reszt G4 i U5. 

Opierając się na analizie stałych sprzężeń 3JH4'H5' oraz 3JH4'H5'', wprowadziłem więzy na 

kąty torsyjne γ o zakresie 54 ± 30° dla wszystkich reszt z wyjątkiem reszty U5 oraz 

guanozyny G6, dla której wyznaczenie wielkości sprzężenia nie było możliwe z uwagi na 

silne nakładanie się sygnałów H5'-H5''. 

 

 

3.2.3. Restryktywna dynamika molekularna (VI) 

 

Wykorzystując metodę dynamiki molekularnej w przestrzeni kątów torsyjnych152 

(TAMD) przeprowadziłem obliczenia strukturalne dla dupleksu VI. Analiza widm umożliwiła 

zgromadzenie 274 eksperymentalnych więzów odległościowych, oraz 165 więzów kątowych. 

Pełną statystykę więzów podałem w tabeli na rysunku 89. Wprowadziłem także więzy na 

wiązania wodorowe, a po przeprowadzeniu wstępnych obliczeń i powtórnej analizie widm 2D 

NOESY dodałem również 17 więzów typu uNOE. Wśród tych ostatnich najwięcej 

związanych było z kontaktami protonu U5:H5 do protonów rybozy reszty G4 oraz protonów 



 

 

 

 

144 

H8 reszt G4 i G6, a także odległością protonu G6:H8 do protonów pierścienia rybozy reszty 

U5. Ponadto w grupie tej wymienić można również więzy typu uNOE na odległości 

pomiędzy pierścieniami cukrowymi reszt G4, A5 i G6. Podczas etapu udokładnienia 

wprowadziłem więzy na planarność par zasad, a potencjały DELPHIC208 zadałem dla każdej 

reszty z wyjątkiem reszty U5. W wyniku obliczeń dla 50 liniowych struktur początkowych 

otrzymałem 36 struktur zgodnych z danymi eksperymentalnymi i posiadających prawidłową 

geometrię. Więzy uznałem za spełnione, jeśli nie zostały naruszone więcej niż o 0.3 Å 

(w przypadku więzów NOE) oraz 5° (dla więzów na kąty torsyjne). Do dalszej analizy 

wybrałem 10 struktur charakteryzujących się najniższą energią cząsteczki. Nałożenie ich 

ukazane jest na rysunku 89. Obliczone wartości RMSD tych struktur dla wszystkich ciężkich 

atomów wynoszą 0.68 ± 0.19 Å, natomiast dla ciężkich atomów (przedstawionego na rysunku 

90) regionu wybrzuszenia: 0.82 ± 0.29 Å. 

Współrzędne końcowych struktur zamieszczone zostały w bazie danych PDB pod 

identyfikatorem 2k41. 

 

 

Statystyka więzów wykorzystanych w obliczeniach. 
 

Całkowita liczba więzów NOE: 

 intranukleotydowe 

 internukleotydowe 

Więzy typu uNOE 

Więzy na wiązania wodorowe 

Więzy na planarność 

Więzy na kąty dwuścienne: 

 szkieletu fosfodiestrowego 

 rybozy 

 wiązania glikozydowego 

 

Średnia liczba więzów NOE przypadających na 

resztę nukleotydową 

Średnia liczba więzów NOE oraz więzów na kąty 

dwuścienne przypadających na resztę nukleotydową 

 

 

274 

171 

103 

17 

48 

8 

165 

69 

80 

16 

 

 

16.12 

 

25.82 

 
 

 

Rys. 89. Superpozycja rodziny 10 struktur przestrzeni konformacyjnej dupleksu VI. 
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Rys. 90. Region wybrzuszenia dupleksu VI dla 10 strukur o najniższej energii. Widok od strony małej bruzdy. 

Pomarańczowym kolorem wyróżniona została niesparowana reszta urydyny, czarnym kolorem 

zaznaczone zostały pary zasad G:C zamykające wybrzuszenie. 

 

 

 

3.2.4. Analiza przestrzeni konformacyjnej rodziny struktur (VI) 

 

Analizę parametrów helikalnych oraz kątów torsyjnych struktur przestrzeni 

konformacyjnej, dokonałem za pomocą programu Curves30,31. Średnie wartości tych kątów 

wraz z odchyleniami standardowymi obliczone dla rodziny 10 struktur o najniższej energii 

przedstawione zostały w tabeli 24. 

Przeprowadzona analiza tych parametrów pozwala zaobserwować dużo większą 

zmienność, niż w poprzednim przypadku (Rozdział IV.2). Szczególnie dużą dynamiką 

charakteryzują się kąty torsyjne wybrzuszonej reszty nukleotydowej U5, a także kąty ,  i  

reszty G6, siąsiadującej z nią po stronie 3'. Jednakże, mimo dużej zmienności tych jednostek 

nuklotydowych, nie mają one znaczącego wpływu zarówno na strukturę jak i dynamikę reszt 

znajdujących się w nici komplementarnej. 
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Tabela 24. Średnie wartości kątów torsyjnych łańcuchów fosfodiestrowych (, , , , , ), kąta 

glikozydowego () oraz parametrów opisujących konformację pierścieni cukrowych (P, max) 

obliczonych dla dupleksu VI. W nawiasach podane zostały wartości odchylenia standardowego. 

 

Reszta        P max 

G1 – – 37 (3) 87 (1) 199 (5) 294 (4) 202 (5) 4 (3) 38 (1) 

U2 280 (6) 187 (7) 51 (3) 83 (1) 199 (3) 300 (2) 208 (2) 4 (3) 42 (1) 

C3 299 (7) 168 (5) 55 (9) 77 (1) 206 (5) 285 (6) 199 (3) 17 (2) 43 (1) 

G4 318 (7) 177 (7) 55 (10) 131 (3) 257 (5) 262 (13) 218 (3) 159 (2) 26 (4) 

U5 214 (50) 148 (21) 27 (32) 106 (34) 200 (33) 295 (51) 255 (11) 72 (89) 37 (3) 

G6 78 (43) 179 (23) 289 (74) 81 (1) 215 (14) 272 (9) 188 (9) 29 (6) 39 (1) 

C7 275 (17) 155 (9) 77 (11) 84 (2) 196 (5) 305 (4) 202 (9) 8 (3) 40 (1) 

U8 284 (6) 194 (8) 52 (11) 82 (2) 202 (4) 288 (3) 204 (6) 21 (5) 39 (1) 

G9 291 (2) 181 (3) 54 (3) 84 (1) – – 207 (4) 19 (2) 37 (1) 

          C10 – – 35 (8) 89 (1) 213 (11) 296 (10) 212 (4) 0 (3) 38 (1) 

A11 295 (5) 166 (10) 52 (6) 78 (1) 200 (4) 302 (2) 196 (1) 21 (3) 43 (1) 

G12 294 (1) 206 (4) 25 (2) 79 (1) 207 (10) 283 (8) 215 (4) 15 (2) 42 (1) 

C13 305 (8) 160 (18) 51 (11) 80 (1) 205 (7) 288 (8) 209 (4) 14 (2) 42 (1) 

C14 309 (11) 182 (18) 35 (3) 84 (3) 213 (9) 289 (8) 208 (2) 9 (7) 40 (1) 

G15 307 (6) 168 (14) 44 (7) 78 (1) 206 (2) 287 (4) 195 (4) 21 (3) 42 (1) 

A16 301 (4) 183 (9) 40 (6) 82 (1) 207 (4) 282 (3) 198 (1) 17 (3) 40 (1) 

C17 301 (3) 170 (3) 48 (4) 86 (1) – – 215 (1) 6 (1) 37 (1) 

Średnia: 297 (12) 177 (14) 47 (12) 82 (4) 205 (6) 290 (9) 205 (8) 14 (8) 40 (2) 

          A-RNA209,210 294 186 49 88 202 294 202 18 39 

 

Największe odchylenie standardowe obserwuje się dla kąta fazowego pseudorotacji P 

wybrzuszonej reszty U5. Związane jest to z obecnością w analizowanych strukturach dwóch 

przeciwstawnych konformacji pierścienia cukrowego. W przypadku trzech struktur reszta 

cukrowa znajduje się w konformacji S, ze średnią wartością parametru P wynoszącą 199 ± 1°, 

natomiast w pozostałych – przyjmuje konformację N, z wartością średnią 17 ± 18°. Zmiany 

konformacyjne pierścienia cukrowego powodują odpowiednie zmiany łańucha 

fosforocukrowego w najbliższym sąsiedztwie. Szczególnie uwidacznia się to w przypadku 

kątów  i  reszt U5 i G6, przy czym warto zwrócić uwagę, iż wartości tych kątów również 

znacznie odbiegają od uzyskanych dla kanonicznych struktur A-RNA. Dla czterech struktur 

kąty  i  reszty G6 przyjmują odpowiednio wartości 29 ± 11° i 16 ± 7°, natomiast 

w pozostałych sześciu przypadkch wynoszą 111 ± 2° () oraz 232 ± 2° (). Pewne różnice 

występują również dla kąta  reszty U5, którego wartości wahają się w granicach od 125° do 

184°. Warto zauważyć, iż mimo dużej dynamiki wybrzuszenia reszta G4, zamykająca 

wybrzuszenie po stronie 5', jest bardzo stabilna choć przyjmuje nietypową konformację 

związaną z pofałdowaniem pierścienia cukrowego oraz wartościami kąta . Parametry P 

(159 ± 2°) i  (131 ± 3°) odpowiadają konformacji C2'-endo, natomiast kąty  przyjmują 

wartości 257 ± 5°, co wykracza poza typową, obserwowaną dla struktur A-RNA konformację 
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trans. Natomiast konformacja pozostałych reszt niewiele odbiega od kanonicznej postaci 

A-RNA, o czym również świadczą zamieszczone w tabeli 25 wyznaczone wartości 

parametrów helikalnych. 

 

Tabela 25. Uśrednione wartości wybranych parametrów helikalnych dupleksu VI. 

 

Para zasad x-Displacement dx (Å) y-Displacement dy (Å) Inclination η (°) Propeller twist ω (°) 

G1-C17 -3.9 (0.3) -1.0 (0.2)  21 (3) -10 (5) 

U2-A16 -4.6 (0.2) -0.2 (0.2)  15 (3) -3 (3) 

C3-G15 -4.1 (0.2) -0.4 (0.2)  19 (4) -24 (3) 

G4-C14 -4.7 (0.3) -1.0 (0.2)  21 (4) -21 (5) 

G6-C13 -4.9 (0.4) -0.3 (0.3)  16 (4) 13 (8) 

C7-G12 -5.3 (0.3) 0.3 (0.5)  22 (4) -4 (4) 

U8-A11 -4.8 (0.2) -0.4 (0.6)  20 (3) -15 (3) 

G9-C10 -5.4 (0.2) -0.4 (0.4)  25 (3) -21 (7) 

Średnia: -4.7 (0.5) -0.4 (0.4)  20 (3) -11 (12) 

     A-RNA161: -5.3 0.0 16 -14 

 

Sekwencja 

par zasad 
Shift Dx (Å) Rise Dz (Å) Twist Ω (°) Roll ρ (°) 

G1-U2 -0.6 (0.1) 2.3 (0.1) 37 (1) -5 (3)  

U2-C3 0.5 (0.1) 2.5 (0.1) 34 (2) -2 (1)  

C3-G4 -0.6 (0.2) 3.0 (0.2) 31 (1) 9 (2)  

G6-C7 -0.4 (0.6) 2.6 (0.3) 28 (2) -6 (4)  

C7-U8 0.5 (0.3) 2.5 (0.3) 34 (1) 4 (3)  

U8-G9 -0.6 (0.2) 2.9 (0.3) 33 (1) 2 (3)  

Średnia: -0.2 (0.5) 2.6 (0.3) 33 (3) 0 (6)  

     A-RNA161: 0.0 2.8 33 0 

 

 

 

3.3. Podsumowanie. Analiza kątów torsyjnych, parametrów pofałdowania pierścieni 

cukrowych oraz parametrów helikalnych struktur V i VI 

 

 

Obliczone wartości kątów torsyjnych opisujących konformację wszystkich 

zdeponowanych w banku danych PDB struktur dupleksów V i VI przedstawione są na 

rysunku 91. Porównanie obu wykresów kołowych pozwala wychwycić pewne różnice, które 

najbardziej uwidaczniają się w przypadku kątów torsyjnych , ,  i . Obserwowane dla 

dupleksu VI wartości kątów  z przedziału 15 – 130°, jak również  (232 ± 2°) nie występują 

w strukturze V, w której reszta A5 tworzy trójkę zasad z parą G4:C14. Dla cząsteczki VI 

zanotowałem również większą liczbę reszt nukleotydowych, w których kąt  znajduje się 

w zakresie charakterystycznym dla konformacji S. W niektórych otrzymanych strukturach dla 
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cząsteczki VI kąt  przyjmuje wartości (0 – 10°), nietypowe dla kanonicznych struktur 

A-RNA. Z porównania dwu dupleksów wynika, że zastąpienie reszty adenozyny A5 urydyną 

U5 wywołuje zmiany konformacyjne w dupleksie, przy czym wyrzucenie reszty urydyny na 

zewnątrz dupleksu wymaga większych zmian strukturalnych niż utworzenie platformy 

dinukleotydowej. Analiza wartości RMSD wyznaczonych dla wszystkich ciężkich atomów 

reszt niesparowanych oraz sąsiednich par zasad, także ukazuje znacznie większą stabilność 

strukturalną cząsteczki V (RMSD = 0.39 ± 0.11 Å) w porównaniu do cząsteczki VI 

(0.82 ± 0.29 Å). 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 91. Porównanie wartości kątów torsyjnych struktur końcowych dupleksu V (A) i VI (B). 

 

Zestawienie średnich wartości kątów torsyjnych dla poszczególnych reszt obliczone ze 

wszystkich 10 struktur wraz z naniesionymi odchyleniami standardowymi przedstawione jest 

na wykresach 92-96. Można zauważyć, że z wyjątkiem wybrzuszonych reszt, a także reszt, 

które z tymi wybrzuszeniami sąsiadują, wartości poszczególnych kątów różnią się niewiele 

i odpowiadają, w granicach błędu, wartościom typowym dla kanonicznej formy A-RNA. 

W przypadku obu dupleksów wartości kątów  reszty G4 wynoszą około 135° (Rys. 93B) i są 

charakterystyczne dla konformacji S rybozy. Obliczone dla tych reszt wartości kąta fazowego 

pseudorotacji (~160°) wskazują na konformację C2'-endo (Rys. 96A). Jednak reszta cukrowa 

G4 dupleksu VI posiada mniejszą amplitudę pofałdowania niż w dupleksie V, max = 26 ± 4° 

(Rys. 96B). Na dynamiczny charakter wybrzuszonej reszty U5 dupleksu VI wskazuje 

obserwowana duża zmienność kąta  i związanego z nim kąta P (Rys. 93B i 96A). Dla 7 

struktur konformacja pierścienia cukrowego reszty U5 przyjmuje formę N, natomiast 

w pozostałych trzech przypadkach – konformację S (patrz rozdz. IV.3.2.4), podczas gdy 

w dupleksie V konformacja rybozy reszty A5 we wszystkich analizowanych strukturach nie 
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zmienia się i jest typowa dla formy A-RNA. W obu cząsteczkach, kąt pseudorotacji 

wyznaczony dla reszt o konformacji N waha się w przedziale od 0° do 43° (Rys. 96A), 

natomiast amplitudy pofałdowania cukru przyjmują typowe wartości (39°) (Rys. 96B). W obu 

analizowanych strukturach (V i VI) w regionie wybrzuszenia można zauważyć niewielkie 

zmiany w orientacji pierścieni heterocyklicznych reszt względem pierścieni cukrowych. 

Zmiany te opisane wartościami kątów torsyjnych  (Rys. 95) dotyczą zarówno 

wybrzuszonych reszt jak i sąsiadujących z nimi reszt guanozyny G4 i G6. Obecność 

wybrzuszenia, A5 lub U5, wywiera bardzo podobny wpływ na znajdujące się po stronie 5' 

reszty G4. Jedyną różnicę obserwuje się dla kąta  (Rys. 94A), gdzie w dupleksie VI kąt  

reszty G4 przyjmuje nietypowe wartości. W strukturze VI wyrzucenie na zewnątrz dupleksu 

reszty urydyny wymusza znaczące zmiany kątów  oraz , reszty G6 (Rys. 92A i 93A). 

Wartości tych kątów wyraźnie odbiegają zarówno od tych obserwowanych dla reszty G6 

w dupleksie V, jak i od typowej dla formy A konformacji gauche–. W dupleksie V orientacja 

reszty A5 związanej z parą zasad G4:C14 nie powoduje istotnych zmian konformacyjnych. 

Przyjęta orientacja reszty A5 pociąga również niewielkie zmiany konformacyjne 

w komplementarnym łańcuchu rybonukleotydowym. Wpływ ten zaobserwować można tylko 

w przypadku kąta torsyjnego  reszty C14 (Rys. 92A), uczestniczącej w tworzeniu trójki 

zasad. Dla reszty adenozyny A5 w dupleksie V wartość kąta  nie ulega dużym zmianom 

i jest charakterystyczna dla formy A-RNA, podczas gdy w dupleksie VI kąt  waha się 

pomiędzy dwoma rotamerami ze średnimi wartościami 6 ± 3° i 265 ± 16° (Rys. 94B). 

Pozostałe kąty torsyjne obu struktur różnią się nieznacznie i przyjmują charakterystyczne 

wartości dla kanonicznej formy A-RNA. Powyższa analiza ukazuje, że konformacja reszty U5 

w dupleksie VI wywołuje znacznie mocniejsze, choć tylko lokalne zaburzenia strukturalne 

aniżeli tworząca trójkę zasad reszta A5 w dupleksie V. Konformacja reszty A5 w dupleksie V 

jest ponadto zdecydowanie bardziej stabilna, co wynika z zaangażowania tej reszty 

w tworzenie wiązań wodorowych z parą G4:C14 i oddziaływań warstwowych z resztą G6. 
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A) 

 

B) 

 

Rys. 92. Graficzna prezentacja średnich wartości kątów torsyjnych  i  wraz z naniesionymi odchyleniami 

standardowymi dla dupleksów V (linia niebieska) i VI (linia zielona). 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 93. Graficzna prezentacja średnich wartości kątów torsyjnych  i  wraz z naniesionymi odchyleniami 

standardowymi dla dupleksów V (linia niebieska) i VI (linia zielona). 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 94. Graficzna prezentacja średnich wartości kątów torsyjnych  i  wraz z naniesionymi odchyleniami 

standardowymi dla dupleksów V (linia niebieska) i VI (linia zielona). 
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Rys. 95. Graficzna prezentacja średnich wartości kąta glikozydowego  wraz z naniesionymi odchyleniami 

standardowymi dla dupleksów V (linia niebieska) i VI (linia zielona). 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 96. Graficzna prezentacja średnich wartości kąta fazowego pseudorotacji P i amplitudy pofałdowania max 

wraz z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla dupleksów V (linia niebieska) i VI (linia 

zielona). 

 

Porównałem również parametry helikalne dla obu dupleksów, a najważniejsze z nich 

przedstawione zostały na rysunkach 97-100. Parametry te mogłem obliczyć jedynie dla 

krótkich fragmentów dwuniciowych, które znajdują się po obu stronach wybrzuszenia. 

Wartości parametrów są porównywalne i odpowiadają strukturze A-RNA. Niewielkie 

obserwowane różnice mogą wynikać z niedokładności programu Curves podczas 

wyznaczenia osi helisy (względem której parametry helikalne są wyznaczane) dla bardzo 

krótkich fragmentów helikalnych. Wyznaczenie parametrów byłoby bardziej precyzyjne dla 

dłuższych fragmentów dwuniciowych. Mogłyby się wówczas ujawnić pewne cechy badanych 

struktur, które tutaj są niewidoczne. 
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A) 

 

B) 

 

Rys. 97. Graficzna prezentacja średnich wartości parametrów x-Displacement (dx) i y-Displacement (dy) wraz 

z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla dupleksów V (linia niebieska) i VI (linia zielona). 

 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 98. Graficzna prezentacja średnich wartości parametrów Inclination () i Propeller twist () wraz 

z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla dupleksów V (linia niebieska) i VI (linia zielona). 

 

 

A) 

 

B) 

 

Rys. 99. Graficzna prezentacja średnich wartości parametrów Shift (Dx) i Rise (Dz) wraz z naniesionymi 

odchyleniami standardowymi dla dupleksów V (linia niebieska) i VI (linia zielona). 
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A) 

 

B) 

 

Rys. 100. Graficzna prezentacja średnich wartości parametrów Twist () i Roll () wraz z naniesionymi 

odchyleniami standardowymi dla dupleksów V (linia niebieska) i VI (linia zielona). 
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V. DYSKUSJA UZYSKANYCH WYNIKÓW 

 

Nasza wiedza na temat struktury przestrzennej cząsteczek RNA stale się poszerza wraz 

ze wzrostem liczby poznawanych coraz to nowych struktur. W porównaniu do struktur 

otrzymanych metodami rentgenograficznymi, wciąż stosunkowo mało jest struktur cząsteczek 

RNA otrzymanych metodami spektroskopii NMR. W badaniach strukturalnych kwasów 

nukleinowych metodami NMR, źródłem szczególnych trudności są z jednej strony czynniki 

eksperymentalne (silniejsze niż w przypadku białek nakładanie sie sygnałów, trudności 

z otrzymaniem dostatecznej ilości materiału o zadowalającej czystości), z drugiej zaś znaczna 

zazwyczaj dynamika strukturalna funkcjonalnie istotnych i tym samym szczególnie 

interesujących regionów jednoniciowych. Ustalenie struktury takiego fragmentu RNA jest 

niezwykle trudne, a często wręcz niewykonalne. Do tej pory, dla cząsteczek RNA, nie istnieją 

żadne programy, które dokonałyby automatycznej analizy widm NMR. Takie algorytmy 

opracowane zostały już dla białek219-227, jednak dla RNA sytuacja jest bardziej 

skomplikowana, z uwagi na mniejszą różnorodność reszt występujących w kwasach 

nukleinowych, a co za tym idzie silnym nakładaniem się sygnałów w widmach NMR. 

Pracownia Chemii Strukturalnej Kwasów Nukleinowych wraz z Pracownią Bioinformatyki 

kierowaną przez prof. J. Błażewicza zaangażowana jest w opracowywanie takiego 

algorytmu228. Niestety, do czasu pełnego zautomatyzowania tego procesu, etap przypisań 

sygnałów rezonansowych cząsteczek RNA jest żmudny i bardzo czasochłonny, wymagający 

oznaczenia wielu sygnałów korelacyjnych w widmach NMR, w celu wyznaczenia na ich 

podstawie więzów strukturalnych. Dużą niedogodność w analizie strukturalnej fragmentów 

kwasów nukleinowych stanowi również ich szczególna podatność na degradację 

wywoływaną przez wszechobecne rybonukleazy czy też hydrolizę promowaną jonami metali. 

Pomimo tych trudności, określenie struktur cząsteczek RNA metodami wysokorozdzielczej 

spektroskopii NMR ma ogromne znaczenie poznawcze, gdyż pozwala na poznanie struktur 

występujących w roztworze, w warunkach zbliżonych do fizjologicznych, takich, jakie 

znajdują się w komórce. Zdarza się, że struktury cząsteczek RNA w krysztale różnią się od 

tych, jakie występują w roztworze. Wiadomo na przykład, iż przypadku najprostszych 

motywów strukturalnych, jakimi są wybrzuszenia, będące obiektem moich badań, 

konformacja występująca w krysztale może być inna od tej obserwowanej w roztworze, nawet 

dla identycznej sekwencji zasad. Jest to spowodowane tym, że w krysztale wybrzuszone 

reszty mogą uczestniczyć w oddziaływaniach z innymi cząsteczkami RNA, jonami metali lub 

też może to być wynikiem sił związanych z upakowaniem molekuł w sieci krystalograficznej. 
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Takim przykładem jest struktura genomowego RNA bakteriofaga R17, gdzie w roztworze 

wybrzuszona reszta adenozyny interkaluje pomiędzy sąsiadujące pary zasad18. Badania 

w krysztale ukazały odmienną, wyrzuconą na zewnątrz, konformację wybrzuszenia15,55. 

Konformacja pojedynczego wybrzuszenia nukleotydowego może zależeć od typu 

niesparowanej reszty, par zasad ograniczających wybrzuszenie oraz od długości i sekwencji 

fragmentów helikalnych, które ograniczają wybrzuszenie. Jak dotąd, nie prowadzono żadnych 

badań strukturalnych, które pozwoliłyby ustalić, w jaki sposób czynniki te wpływają na 

konformację wybrzuszonej reszty, Jedynych, bardzo ogólnych informacji na ten temat 

dostarczają badania termodynamiczne229-231 oraz z zastosowaniem metod symulacji dynamiki 

molekularnej. Dotychczasowe, nieliczne badania metodami NMR cząsteczek 

RNA zawierających jednonukleotydowe wybrzuszenia wykazują, że w roztworze 

wybrzuszenia adenozynowe przejawiają tendencję do przyjmowania konformacji typu 

stack-in232-236, w przeciwieństwie do wybrzuszeń urydynowych, które preferują strukturę typu 

loop-out62,96,237-239. 

Również analiza konformacyjna metodami symulacji dynamiki molekularnej oparta na 

analizie energii potencjalnej dowiodła, że uprzywilejowaną konformacją niesparowanej 

adenozyny jest taka, w której reszta ta zwrócona jest do wewnątrz helisy240 (konformacja 

stack-in), czyli odpowiadająca strukturom w roztworze. Jednakże badania te również 

wykazały, że wśród struktur o najniższych energiach pojawiały się konformery, w których 

niesparowana reszta wraz z parą zasad po stronie 5' tworzyła trójkę oddziałujących zasad. 

W celu porównania struktur rozwiązanych w niniejszej pracy z innymi strukturami NMR 

zawierającymi wybrzuszenia adenozynowe i urydynowe przeszukałem dostępną pod adresem 

http://scor.berkeley.edu/ bazę danych SCOR241 (Structural Classification of RNA). Baza ta 

dokonuje próby klasyfikacji 579 struktur RNA (ostatnia aktualizacja 15 maja 2004) 

zdeponowanych w bazach danych PDB oraz NDB242 (Nucleic Acid Database; 

http://ndbserver.rutgers.edu/) pod kątem występujących w nich różnych drugo- 

i trzeciorzędowych motywów struturalnych. Pomimo dużej liczby elementów strukturalnych 

sklasyfikowanych w bazie (8270 motywów drugorzędowych, z których 2920 stanowią pętle 

spinkowe, a 5350 pętle wewnętrzne), to w wielu przypadkach ten sam element danej struktury 

zaklasyfikowany został do kilku klas. Także niewielka jest liczba motywów odpowiadających 

strukturom otrzymanym w roztworze. Większość z wymienionych przykładów pochodzi 

z analizy dwóch dużych struktur krystalograficznych bakteryjnych podjednostek 

rybosomalnych 30S z Termus thermophilus58 oraz 50S z Haloarcula marisomortui243, gdzie 

analizowane cząsteczki RNA wykrystalizowane zostały w kompleksie z białkami 
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rybosomalnymi. Należy również podkreślić, że baza ta nie jest wolna od błędów. Typowy 

przykład stanowić może struktura NMR dupleksu z wybrzuszoną resztą adenozyny, w którym 

reszta ta interkaluje pomiędzy sąsiadujące pary zasad (PDB: 1K8S). Struktura ta 

zaklasyfikowana została jedynie jako wzajemnie komplementarny dupleks, a już nie jako 

wybrzuszenie jednonukleotydowe. Wśród interesujących mnie motywów strukturalnych 

sklasyfikowanych w bazie jako pojedyncze, niesparowane zasady (A lub U), znajdują się 

referencje do struktur zdeponowanych w bazie PDB o identyfikatorach: 1NCO, 1D0U (dla 

wybrzuszeń adenozynowych) i 1NBR, 1P5P  (dla wybrzuszeń urydynowych). 

Dlatego też dla przeszukania wszystkich znanych struktur RNA wykorzystałem nowo 

powstałą bazę danych RNA FRABASE244 (FRABASE - RNA FRAgments search engine & 

dataBASE; http://rnafrabase.ibch.poznan.pl). Baza ta opracowana została w Pracowni Chemii 

Strukturalnej Kwasów Nukleinowych w celu szybkiego wyszukiwania wśród struktur 

zdeponowanych w bazach danych PDB i NDB przestrzennych fragmentów, zdefiniowanych 

za pomocą notacji dot-bracket245. W pierwszym kroku wyszukałem wszystkie struktury RNA 

rozwiązane za pomocą metod NMR i zdeponowane w bazie danych PDB, które posiadały 

pojedynczą wybrzuszoną resztę adenozyny ograniczoną z każdej strony przynajmniej trzema 

kanonicznymi parami typu Watsona-Cricka lub G:U. W wyniku przeszukania otrzymałem 

tylko sześć takich motywów w strukturach o następujących identyfikatorach PDB: 17RA235, 

1LMV232, 1K8S233, 1NC0234, 1D0U236, 1SLP246. We wszystkich tych strukturach NMR, 

z wyjątkiem 1SLP, wybrzuszona reszta adenozyny interkaluje pomiędzy sąsiadujące z nią 

pary zasad. W przypadku struktury 1SLP wybrzuszenie jest częścią dziewięcionukleotydowej 

pętli apikalnej splicingowego lidera RNA i dlatego struktura ta zostanie wyłączona z dalszej 

dyskusji. Konformacja i dynamika pozostałych jednonukleotydowych wybrzuszeń 

adenozynowych różni się w zależności od typu zasad ograniczających wybrzuszenie. Kiedy 

dwie pary G:C lub C:G bezpośrednio sąsiadują z wybrzuszoną resztą adenozyny, motywy 

5'-GAG-3'/5'-CC-3' albo 5'-CAC-3'/5'-GG-3' (PDB: 1K8S, 1NC0, 1D0U), sygnały 

rezonansowe protonów iminowych sąsiadujących reszt guanozyny są na widmach NMR 

widoczne i łatwe do identyfikacji ze względu na oddziaływania z protonami 

komplementarnych reszt cytydyny. Oznacza to, że gdy pary zasad C:G i G:C ograniczają 

wybrzuszenie to tworzą one kanoniczne pary Watsona-Cricka i są bardzo stabilne. Inna 

sytuacja występuje wówczas, gdy mamy do czynienia z motywem dwóch sąsiadujących ze 

sobą reszt adenozyny w jednym łańcuchu i pojedynczej urydyny w nici komplementarnej. W 

tym przypadku możliwe są dwie struktury drugorzędowe, jak w analizowanej przeze mnie 

strukturze cząsteczki II. W jednej ze znalezionych struktur (PDB: 1LMV), we fragmencie 
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o sekwencji 5'-UAAC-3'/5'-GUA-3', obserwowana była niezaburzona struktura helikalna typu 

A-RNA z dwoma resztami adenozyny oddziałującymi warstwowo, skierowanymi do wnętrza 

helisy. Obie reszty adenozyny tworzyły wiązania wodorowe z naprzeciwległą urydyną. 

Ponieważ w widmach nie obserwowano oddzielnych sygnałów NOE dla dwóch możliwych 

struktur drugorzędowych, autorzy sugerowali, że istnieje heterogeniczna dynamiczna 

konformacja charakteryzująca się szybką wymianą protonów w regionie wybrzuszenia, co 

poświadczone zostało dodatkowo obserwowanym poszerzeniem sygnałów H2', H3' i H4' obu 

reszt adenozynowych. Ta dynamika wskazywała również na możliwość istnienia równowagi 

pomiędzy strukturą stack-in oraz loop-out. W strukturze PDB: 17RA z motywem o sekwencji 

5'-UAAG-3'/5'-CUA-3', sygnały od protonów wymienialnych reszty znajdującej się 

w regionie wybrzuszenia, w tym również sygnałów iminowych protonów par zasad 

ograniczających wybrzuszenie były bardzo słabe lub niewidoczne. Uniemożliwiło to autorom 

jednoznaczne zidentyfikowanie pary A:U w miejscu wybrzuszenia. W strukturze tej obie 

reszty adenozyny oddziałują ze sobą warstwowo i są skierowane do wnętrza helisy. 

Wszystkie dane NMR były zgodne z istnieniem obu możliwych par zasad A:U, jednak nie 

można było na ich podstawie określić dominującej konformacji. Dodatkowe eksperymenty 

przeprowadzone w warunkach obniżonego pH, w których reszta adenozyny ulegała protonacji 

wskazywały, że główną konformacją jest struktura, w której adenozyna od strony 5' końca 

tworzy parę z urydyną. 

W badanej przeze mnie strukturze z motywem o sekwencji 5'-GAAG-3'/5'-CUC-3' 

(dupleks II), jednoznacznie wykazałem, w oparciu o pomiar efektu NOE, że niesparowaną 

resztą jest adenozyna A5. W przeciwieństwie do opisywanej powyżej struktury 17RA, 

w otrzymanej przeze mnie strukturze dupleksu to reszta adenozyny od końca 3' tworzy parę 

z urydyną U17 w nici komplementarnej. Wynik ten jest także zgodny z badaniami 

termodynamicznymi, które wskazują, że pojedyncze wybrzuszenia nukleotydowe bardziej 

preferują położenie bliżej końców helisy247.  

Porównanie znanych struktur NMR, zawierających pojedynczą wybrzuszona resztę 

adeniny zamkniętą przez dwie pary zasad Watsona-Cricka lub pary G:U, dostarcza informacji 

na temat uprzywilejowanej konformacji regionu wybrzuszenia. Kiedy wybrzuszona reszta nie 

jest identyczna z żadną z sąsiednich reszt, tworzą się stabilne, struktury z dobrze 

zdefiniowanymi parami zasad, ograniczającymi interkalującą pomiędzy nie resztę adenozyny. 

Jeżeli dwie sąsiadujące reszty adenozyny umiejscowione są naprzeciw jednej urydyny w nici 

komplementarnej, wówczas możliwe są różne konformacje – każda z dwóch reszt adenozyny 
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może tworzyć parę z urydyną, może istnieć równowaga pomiędzy tymi konformacjami, 

a także możliwa jest równowaga pomiędzy strukturą typu stack-in i loop-out. 

Druga spośród analizowanych przeze mnie struktur z pojedynczą niesparowaną resztą 

adenozyny (dupleks o sekwencji V) przyjmuje zupełnie inną konformację aniżeli te opisane 

dotychczas. W cząsteczce tej niesparowana reszta A5 znajduje się po stronie małej bruzdy 

tworząc trójkę oddziałujących zasad z sąsiadującą po stronie 5' parą G4:C14. Taki motyw 

w strukturze o sekwencji 5'-GAG-3'/5'-CC-3' był przewidziany wcześniej jedynie 

poprzez symulacje dynamiki molekularnej248,249. Wyniki symulacji przeprowadzonej przez 

dr Ł. Bieleckiego potwierdzają tworzenie się stabilnej trójki zasad C14:G4-A5 w strukturze 

V. W strukturach otrzymanych przeze mnie układ wiązań wodorowych sugerowany przez 

obliczenia NMR przyczynia się do stabilizacji konformacji tego motywu. Analiza struktur 

NMR ukazuje, że oddziaływania warstwowe pomiędzy resztą A5, a sąsiadującą od strony 3' 

guanozyną G6 dodatkowo stabilizują tą nietypową dla małych cząsteczek RNA konformację. 

W opisywanych poprzednio strukturach z wybrzuszeniem adenozynowym ograniczonym 

parami zasad G:C233,234, pojedyncza wybrzuszona reszta interkaluje pomiędzy sąsiadujące 

pary zasad. Wyniki moich badań potwierdzają, że konformacja wybrzuszonej zasady może 

zależeć nie tylko od otaczających ją reszt, ale również od sekwencji zasad, nie sąsiadujących 

bezpośrednio z wybrzuszeniem, jak również od długości fragmentów dwuniciowych 

ograniczających wybrzuszenie. Niezwykle interesującym wydaje mi się sprawdzenie, jak 

zmiana długości fragmentów dwuniciowych i modyfikacja sekwencji zasad nie graniczących 

z wybrzuszoną resztą A5 wpłynie na orientację tej reszty. Niestety badania te wykraczały 

poza zakres mojej rozprawy doktorskiej. 

Według mojej wiedzy istnieją tylko dwie struktury NMR, w których jednonukleotydowe 

wybrzuszenie zaangażowane jest w formowanie trójki zasad. W strukturze spinki SL2 

sygnału pakowania  RNA wirusa HIV-1, wybrzuszona reszta adenozynowa, w motywie 

o sekwencji 5′-UAC-3′/5′-GA-3′ tworzy trójkę zasad A-U-A250. W strukturze tej 

zaangażowanie reszty adenozyny w tworzenie trójki zasad doprowadziło do rozerwania 

sąsiadującej od strony końca 5′ kanonicznej pary A:U. W tym przypadku konformacja 

stabilizowana jest również przez kilka niekanonicznych wiązań wodorowych (Rys. 101). 
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Rys. 101. Fragment struktury PDB: 1ESY przedstawiający trójkę oddziałujących zasad A5-U14-A15 

i sąsiadującą po stronie 3′ parę zasad G4-C16. Wiązania wodorowe postulowane z danych NMR  

zaznaczone zostały kolorem zielonym, natomiast czarnymi strzałkami nietypowe kontakty NOE250. 

 

Drugi przykład struktury z platformą adenozynową o sekwencji 5′-GAC-3′/5′-GC-3′ 

znalazłem w strukturze trzonu P4 RNazy P, w której obie pary ograniczające wybrzuszenie 

adenozynowe są parami Watsona-Cricka, a wybrzuszona reszta tworzy trójkę zasad 

z sąsiadująca po stronie 5′ guanozyną251 (Rys. 102). Niestety, w pracy tej nie ma informacji 

na temat więzów, jakie zostały użyte do otrzymania tej struktury, motyw ten nie jest też 

szczegółowo dyskutowany. Choć autor nie analizuje dokładnie widm NMR, to zamieszczony 

w jego publikacji fragment widma 2D NOESY, przedstawiający region aromatyczno-

anomeryczny, wykazuje obecność podobnych sygnałów korelacyjnych pochodzących od 

regionu wybrzuszenia, jakie obserwowałem w moich badaniach dotyczących dupleksu V. 

Analiza zamieszczonego widma ujawniła obecność zarówno nieprzerwanej ścieżki 

sekwencyjnej H6/H8-H1′ dla reszt regionu wybrzuszenia, jak i sygnału pomiędzy protonami 

G5:H8 i C7:H1′. Ponadto dostrzec można na widmie korelacje protonu A6:H2 do protonu H1′ 

reszty C23. Na zamieszczonym w pracy iminowo-iminowym fragmencie widma 2D NOESY 

wykonanym w mieszaninie 90%H2O/10%D2O autor także obserwuje nieprzerwaną ścieżkę 

także pomiędzy protonami guanozyn zamykających wybrzuszenie. Obecność opisanych 

powyżej sygnałów wydaje się być charakterystyczna dla tego motywu strukturalnego. Być 

może w przyszłości sygnały te stanowić będą swoisty „odcisk palca” dla szybkiej 

identyfikacji struktur, w których wybrzuszona reszta adenozyny zaangażowana jest 

w tworzenie trójki zasad z parą zasad z końca 5'. 

 



 

 

 

 

160 

 

Rys. 102. Fragment struktury PDB: 1XSG obejmujący trójkę oddziałujących zasad G5-A6-C23 oraz parę zasad 

C7:G22. 

 

W bazie danych RNA FRABASE wyszukałem również motywy zawierające pojedynczą 

niesparowaną resztę urydyny. Wśród znaleznionych struktur NMR o motywie 

5'-GUG-3'/5'-CC-3', znajdowawo się pięć struktur o identyfikatorach: 1JP0239, 1P5P62, 

1S34237, 2IXY252 oraz 1S9S96, w których wybrzuszona reszta ograniczona była przez dwie 

kanoniczne pary zasad po obu stronach. W trzech z nich, reszta urydyny znajduje się po 

stronie małej bruzdy i oddziałuje z resztą znajdującą się po stronie 5' końca, podobnie jak 

w badanym przeze mnie dupleksie VI. Jest to zgodne z wynikami badań prowadzonych 

metodami symulacji dynamiki molekularnej249, które pokazują, że mononukleotydowe 

wybrzuszenia urydynowe umiejscawiają się zazwyczaj w małej bruździe. W przypadku 

struktury PDB: 2IXY konformacja wybrzuszonej reszty nie była ustalona ze względu na dużą 

dynamikę opisywanego motywu. Natomiast w ostatniej analizowanej strukturze (PDB: 1S9S), 

urydyna lokuje się w dużej bruździe dupleksu. 

W przypadku struktur posiadających wybrzuszenia składające się z kilku niesparowanych 

reszt można spodziewać się dużo większej różnorodności strukturalnej. Ich konformacji nie 

da się opisać jedynie jako interkalację czy też wyrzucenie wszystkich reszt poza helisę. 

W jedynej poznanej dotąd strukturze która zawiera dwie wybrzuszone reszty adenozyny 

(o sekwencji helisy III 5S rRNA z oocytów Xenopus laevis) i ustalonej metodami 

spktroskopii NMR, zaobserwowano istnienie w równowadze kilku różnych form 

strukturalnych253. 

Przeszukałem także bazę pod kątem struktur, w których obecny byłby motyw trzech reszt 

adenozynowych umiejscowionych naprzeciw jednej reszty urydyny i ograniczony z obu stron 

kanonicznymi parami zasad. Jednakże wśród zdeponowanych w bazie danych PDB struktur 

nie znalazłem ani jednej takiej struktury, która byłaby otrzymana w roztworze. Motyw ten 

jedynie był obecny w strukturach krystalograficznych, przy czym większość ze znalezionych 

fragmentów należało do dużych jednostek rybosomalnych. W strukturach tych zawsze jedna 
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z reszt adenozyny wurzucona była na zewnątrz helisy, a pozostałe uczestniczyły w tworzeniu 

trójki zasad. 

Powszechnie uważa się, iż mononukleotydowe wybrzuszenia powodują zagięcie helisy. 

Zagięcie osi helisy wywołane akomodacją niesparowanej reszty pomiędzy pary zasad 

uznawane jest za jedną z funkcji, jakie pełni ten mały element strukturalny. Ponieważ 

konformacja niesparowanej reszty nie jest zdeterminowana poprzez oddziaływania wodorowe 

z zasadą z nici komplementarnej, służyć ona może jako rodzaj giętkiego zawiasu dla szkieletu 

fosforocukrowego cząsteczek RNA. Zagięcie osi helisy wywołane obecnością wybrzuszeń 

badano wcześniej wykorzystując elektroforezę na żelu natywnym254-257 (PAGE), 

eksperymenty TEB (ang. Transient Electric Birefrigence)258 i fluorescencję259,260. 

Stwierdzono, że wybrzuszenia adenozynowe wywierają silniejszy wpływ na mobilność 

elektroforetyczną dupleksów RNA niż wybrzuszone reszty urydyny, co sugerowało, że 

interkalacja wybrzuszonej reszty pomiędzy sąsiadujące pary zasad indukuje zagięcie osi 

helisy. Pomiary TEB wykazały również, że zagięcie osi helisy zwiększa się wraz ze wzrostem 

ilości wybrzuszonych reszt adeniny i wynosiło 0º dla n = 0, 15º ( n = 1), 42º (n = 2), 

58º (n = 3) i 93º (n = 6). 

W przypadku kwasów nukleinowych, których dwuniciowe regiony przyjmują często 

wydłużone kształty, na podstawie samej tylko analizy oddziaływań NOE i sprzężeń 

skalarnych, które mają charakter lokalny, trudno jest wyciągnąć informację o zagięciu osi 

helisy. Brak informacji o oddziaływaniach dalekiego zasięgu uniemożliwia także ustalenie 

wzajemnej orientacji odległych części cząsteczki. Podjęta przeze mnie próba oszacowania 

zagięcia osi helisy otrzymanych struktur nie powiodła się. Program Curves, powszechnie 

w tym celu używany, dawał niewiarygodne wartości prawdopodobnie z powodu zbyt krótkich 

fragmentów dwuniciowych obecnych w tych strukturach. 
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VI. PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

 

W celu określenia konformacji wybrzuszonych reszt nukleotydowych oraz wpływu, jaki 

ich obecność wywiera na strukturę krótkich dupleksów RNA otrzymano drogą syntezy 

chemicznej sześć cząsteczek RNA (I-VI), które następnie zostały szczegółowo zbadane za 

pomocą metod biomolekularnej spektroskopii NMR. 

 

Przedstawione w rozprawie główne etapy analizy strukturalnej obejmowały: 

– rejestarcję widm 1D i 2D NMR, 

– analizę widm oraz przypisanie sygnałów rezonansowych 1H, 13C i 31P NMR, 

– wyznaczenie więzów strukturalnych, 

– generowanie struktur metodami restryktywnej dynamiki molekularnej oraz ich analizę, 

– porównanie otrzymanych struktur i ich wizualizację. 

 

W trakcie wykonywania widm NMR dupleksu zawierającego cztery kolejne reszty adenozyny 

w jednej z nici oligorybonukleotydowych (IV) zauważyłem, że widmo dupleksu ulega 

zmianie i pojawiają się dodatkowe sygnały wskazujące na degradację próbki. W ciągu 

kilkudziesięciu godzin nastąpiła całkowita degradacja preparatu, co uniemożliwiło mi 

wykonanie pełnej serii widm i tym samym wyznaczenie struktury tego dupleksu. 

Dla pozostałych pięciu cząsteczek wykonałem serie widm NMR, w oparciu o które 

dokonałem przypisania sygnałów rezonansowych. Następnie, na podstawie analizy tych 

sygnałów, określiłem więzy strukturalne, które wykorzystane zostały do obliczeń 

strukturalnych metodą rMD zaimplementowaną w programie Xplor-NIH. W celu otrzymania 

struktur przestrzennych zastosowałem metodę dynamiki molekularnej z protokołem 

symulowanego wyżarzania. W wyniku obliczeń, wychodząc zawsze z 50 przypadkowych 

struktur liniowych, otrzymałem struktury, które były zgodne z danymi NMR. W ten sposób 

uzyskałem odpowiednio 40 struktur dla dupleksu referencyjnego (I), 36 dla dupleksu z jedną 

niesparowaną resztą adenozyny (II), i 37 dla dupleksu z trzema kolejnymi resztami 

adenozyny znajdującymi się na przeciw jednej reszty urydyny (III). W przypadku dupleksu, 

w którym reszta adenozyny uczestniczyła w tworzeniu trójki zasad (V), w wyniku obliczeń 

uzyskałem 38 struktur, a dla dupleksu z niesparowaną resztą urydyny (VI) – 36 struktur. 

Wszystkie te struktury zachowywały prawidłową stereochemię oraz nie naruszały 

odległościowych ( 0.3 Å) i kątowych ( 5°) więzów NMR. Do dalszej analizy wybrałem po 

10 struktur charakteryzujących się najniższą energią potencjalną. Dla każdej z końcowych 

struktur dokonałem za pomocą programu Curves analizy kątów torsyjnych, wyznaczyłem 
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parametry pofałdowania pierścieni rybozy oraz parametry helikalne. W kolejnym kroku 

porównałem otrzymane struktury dupleksu II i III z dupleksem referencyjnym I. Porównałem 

także struktury cząsteczek V i VI. Przeprowadziłem również porównanie otrzymanych przeze 

mnie struktur z zawierającymi podobne motywy strukturami zdeponowanymi w bazie danych 

PDB. 

 

Dla cząsteczek II i III określiłem jednoznacznie schemat parowania się zasad 

w dupleksach zawierających dwie lub trzy kolejne reszty adenozyny umieszczone naprzeciw 

jednej, komplementarnej do nich, urydyny. W przypadku dupleksu II, z dwoma 

sąsiadującymi resztami adenozyny, reszta urydyny tworzy parę z resztą znajdującą się bliżej 

końca 3′. W przypadku dupleksu z trzema kolejnymi resztami adenozyny nie tworzy się 

wybrzuszenie, lecz pętla wewnętrzna. Wprowadzenie do sekwencji jednej lub dwóch 

dodatkowych jednostek adenozynowych nie wywołuje globalnych zmian w strukturze 

dupleksu. Niesparowane reszty adenozyny są zorientowane do wnętrza helisy, a konformacja 

tego regionu jest stabilizowana poprzez oddziaływania warstwowe. W stosunku do dupleksu 

referencyjnego zmiany wywołane akomodacją dodatkowych reszt obejmują głównie pary 

zasad sąsiadujące z wybrzuszeniem. Region ten charakteryzuje się największą dynamiką, przy 

czym jest ona tym większa, im dłuższy jest ciąg reszt adenozynowych. Można również 

zauważyć tendencję pokazującą, że w regionach helikalnych znajdujących się po stronie 5′ 

wybrzuszeń wraz ze wzrostem liczby reszt adenozynowych następuje zmniejszenie średnicy 

kanału biegnącego wzdłuż osi helisy. Im większa jest liczba tych reszt, tym średnica kanału 

jest mniejsza. Wraz ze zmianą parametru x-displacement maleje także nachylenie par zasad 

względem osi helisy. 

Badane przeze mnie dupleksy z wybrzuszeniem jednonukleotydowym A lub U, 

ograniczonym parami zasad G:C, zdecydowanie różnią się strukturalnie. Wybrzuszona reszta 

adenozyny tworzy trójkę zasad z kanoniczną parą G:C znajdującą się po stronie 5′. Obecność 

dodatkowych, niekanonicznych wiązań wodorowych pomiędzy resztą A5 a parą zasad 

G4:C14, oraz oddziaływań warstwowych pomiędzy resztą A5 i G6 stabilizuje ten motyw 

strukturalny. W przeciwieństwie do struktury V, niesparowana urydyna dupleksie VI nie 

oddziałuje z sąsiednimi parami zasad i jest wyrzucona na zewnątrz dupleksu, kierując się 

w stronę małej bruzdy. Cechą charakterystyczną obu tych dupleksów jest fakt, że pierścień 

cukrowy reszty poprzedzającej wybrzuszenie znajduje się w nietypowej konformacji S. 
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Zastosowana przeze mnie metodyka pozwoliła wyznaczyć struktury dupleksów 

z dokładnością atomową. Współrzędne kartezjańskie dla dupleksów zdeponowane zostały 

w bazie PDB pod następującymi identyfikatorami: 2JXQ, 2JXS, 2K3Z, 2K41. 

Uzyskane widma i wyniki moich badań były również wykorzystane do testowania algorytmu 

automatycznej analizy widm NMR261,262. 
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Aneks 1. Oznaczenie wybranych, stosowanych w pracy skrótów 
 

 
A 

BMRB 

C 

COSY 

DG 

DNA 

DQF-COSY 

DSS 

FID 

G 

GARP 

HSQC 

ISPA 

LP 

MALDI 

MD 

NDB 

NMR 

NOE 

NOESY 

PDB 

rMD 

RMSD 

RNA 

SA 

SCOR 

TAMD 

TMP 

TOCSY 

U 

adenozyna 

ang. Biological Magnetic Resonance Data Bank 

cytydyna 

ang. COrrelation SpectroscopY 

ang. Distance Geometry 

kwas deoksyrybonukleinowy 

ang. Double Quantum Filtered COrrelation SpectroscopY 

ang. 4,4-Dimethyl 4-silapentane sodium sulfonate 

ang. Free Induction Decay 

guanozyna 

ang. Globaly optimized Alternating phase Rectangular Pulse 

ang. Heteronuclear Single Quantum Coherence 

ang. Isolated Spin Pair Approximation 

ang. Linear Prediction 

ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization 

ang. Molecular Dynamics 

ang. Nucleic Acid Database 

ang. Nuclear Magnetic Resonance 

ang. Nuclear Overhauser Effect 

ang. Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY 

ang. Protein Data Bank 

ang. restrained Molecular Dynamics 

ang. Root Mean Square Deviation 

kwas rybonukleinowy 

ang. Simulated Annealing 

ang. Structural Classification of RNA database 

ang. Torsion Angle Molecular Dynamics 

ang. Tetramethylsilane 

ang. Total COrrelation SpectroscopY 

urydyna 
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Aneks 2. Laboratorium Wirtualne Spektroskopii Magnetycznego 

Rezonansu Jądrowego 
 

 

System Laboratorium Wirtualnego Spektroskopii Magnetycznego Rezonansu Jądrowego 

opracowany został we współpracy z Poznańskim Centrum Superkomputerowo Sieciowym 

i dostępny jest pod adresem http://vlab.psnc.pl. Strona główna portalu przedstawiona została 

na poniższym rysunku. 

 

 

Strona główna portalu Laboratorium Wirtualnego 

 

Pod definicją Laboratorium Wirtualnego należy rozumieć heterogeniczne, rozproszone 

środowisko, umożliwiające grupie naukowców znajdujących się w różnych miejscach na 

świecie wspólną pracę nad realizacją łączących ich projektów. Nieodłącznym elementem 

każdego Laboratorium jest zdalny dostęp do kosztownych i tym samym unikalnych urządzeń. 

W ramach projektu prowadzonego przez Pracownię Chemii Strukturalnej Kwasów 

Nukleinowych i PCSS współuczestniczyłem w badaniach dotyczących możliwości zdalnego 

udostępnienia i korzystania ze spektrometrów (Varian Unity 300 i Bruker Avance 600), oraz 

w opracowaniu ogólnego, uniwersalnego modelu architektury dla laboratorium wirtualnego. 

Opracowany system typu GRID charakteryzuje się budową modularną, która pozwola na 
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szybkie dostosowanie go do nowych zastosowań i urządzeń, a bezproblemowy dostęp do 

Laboratorium poprzez Internet, realizowany za pomocą portalu, znacznie ułatwia pracę tym, 

którzy z różnych względów nie mogą mieć fizycznego dostępu do często bardzo drogiej 

aparatury laboratoryjnej. Opracowany system umożliwia także kontynuację prac i obserwację 

wyników osobom, które czasowo przebywają poza swoim miejscem pracy (np. wyjazd na 

konferencję, staż na innej uczelni). Architektura systemu uwzględnia także moduł do 

przesyłania informacji (np. wyników eksperymentów) na bieżąco czy też magazynowania ich 

w celu późniejszego zaprezentowania ich użytkownikowi. W czasie prac badawczych 

opracowane zostały ponadto scenariusze pomiarowe definiujące eksperymenty wykonywane 

w ramach Laboratorium Wirtualnego. Wyróżnić tu można eksperymenty rzeczywiste 

(np. wykonywane na spektrometrze NMR pomiary) oraz eksperymenty obliczeniowe 

(np. analiza widm, obliczenia metodami rMD). Zagadnienie to podjęte zostało w celu 

poprawy efektywności pracy w środowisku rozproszonym jakim niewątpliwie jest każde 

Laboratorium Wirtualne. 

Wyniki z moim udziałem w tym projekcie znalazły odzwierciedlenie w zamieszczonych 

w Aneksie 3 publikacjach i komunikatach. 
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Aneks 4. Więzy NOE wykorzystane podczas obliczeń strukturalnych 
 

 
Tabela A1. Minimalne (Dd) oraz maksymalne (Dg) odległości międzyprotonowe otrzymane metodą ISPA 

z pomiaru objętości sygnałów korelacyjnych widm 2D NOESY dupleksu I. Wartości te stanowiły 

odpowiednio dolne i górne granice więzów odległościowych wykorzystanych podczas obliczeń 

strukturalnych dupleksu referencyjnego. 
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G10:H8 

G10:H8 

G10:H1' 

G10:H3' 

G10:H1' 

G10:H8 

G10:H3' 

G10:H1' 

G10:H8 

G10:H3' 

G10:H4' 

G10:H8 

C9:H5 

C11:H5 

C11:H5'# 

C11:H5'# 

C11:H6 

G12:H8 

C11:H6 

C11:H1' 

G12:H8 

C11:H1' 

C11:H6 

G12:H8 

C11:H1' 

C11:H6 

C11:H3' 

C11:H5'# 

C11:H6 

C11:H5'' 

C11:H3' 

C11:H4' 

C11:H6 

C11:H6 

G12:H5'# 

G12:H8 

C13:H6 

G12:H1' 

G12:H8 

C13:H1' 

C13:H5 

G12:H1' 

G12:H8 

C13:H6 

G12:H8 

C11:H6 

C13:H3' 

C13:H5 

C13:H6 

U14:H6 

C13:H1' 

3.43 

3.53 

4.02 

2.65 

2.47 

2.33 

1.74 

2.95 

2.29 

1.89 

2.61 

3.46 

2.24 

1.88 

2.88 

4.11 

4.14 

3.89 

4.53 

2.71 

3.17 

2.53 

2.27 

2.02 

3.03 

2.14 

2.37 

2.61 

3.02 

3.88 

3.91 

2.04 

1.34 

2.23 

1.90 

2.30 

2.69 

3.57 

3.00 

2.94 

2.50 

2.74 

3.58 

2.94 

3.24 

2.78 

2.85 

2.65 

3.32 

3.12 

3.52 

2.92 

3.30 

2.28 

5.24 

5.40 

6.00 

4.05 

3.78 

3.56 

2.66 

4.50 

3.51 

2.88 

3.98 

5.29 

3.43 

2.87 

4.40 

6.00 

6.00 

5.95 

6.00 

4.14 

4.85 

3.87 

3.46 

3.09 

4.64 

3.27 

3.62 

3.98 

4.62 

5.93 

5.98 

3.12 

2.04 

3.42 

2.90 

3.52 

4.11 

5.46 

4.59 

4.49 

3.83 

4.19 

5.47 

4.49 

4.96 

4.24 

4.36 

4.06 

5.07 

4.77 

5.37 

4.47 

5.04 

3.48 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

C13:H2' 

C13:H2' 

C13:H3' 

C13:H3' 

C13:H3' 

C13:H3' 

C13:H4' 

C13:H5 

C13:H5 

C13:H5 

C13:H5'# 

C13:H5'# 

C13:H6 

U14:H1' 

U14:H1' 

U14:H1' 

U14:H1' 

U14:H2' 

U14:H2' 

U14:H2' 

U14:H3' 

U14:H3' 

U14:H4' 

U14:H5 

U14:H5 

U14:H5 

U14:H5 

U14:H5'# 

U14:H6 

U14:H6 

U14:H6 

C15:H1' 

C15:H1' 

C15:H1' 

C15:H2' 

C15:H2' 

C15:H2' 

C15:H2' 

C15:H3' 

C15:H3' 

C15:H3' 

C15:H5 

C15:H5'# 

C15:H5'# 

C15:H6 

U16:H1' 

U16:H1' 

U16:H1' 

U16:H1' 

U16:H2' 

U16:H2' 

U16:H2' 

U16:H3' 

U16:H4' 

C13:H6 

U14:H6 

C13:H5 

C13:H6 

U14:H5 

U14:H6 

C13:H1' 

G12:H8 

C13:H5'# 

C13:H6 

C13:H1' 

C13:H6 

C13:H5'# 

C13:H2' 

U14:H3' 

U14:H4' 

C15:H6 

U14:H1' 

U14:H6 

C15:H6 

C15:H5 

C15:H6 

U14:H6 

C13:H6 

C13:H2' 

U14:H6 

C15:H5 

U14:H6 

U14:H1' 

U14:H3' 

C15:H5 

A7:H2 

U14:H2' 

C15:H6 

C15:H1' 

U16:H1' 

U16:H5 

U16:H6 

C15:H5 

C15:H6 

U16:H5 

C15:H6 

C15:H1' 

C15:H6 

U16:H5 

U16:H3' 

U16:H5'# 

U16:H6 

C17:H6 

U16:H1' 

U16:H6 

C17:H6 

C17:H6 

U16:H1' 

2.84 

1.94 

4.14 

2.46 

3.94 

2.59 

2.65 

3.50 

4.48 

2.13 

4.12 

2.63 

3.02 

3.63 

3.13 

2.53 

3.17 

2.20 

3.13 

2.01 

2.89 

2.25 

3.00 

3.93 

2.91 

2.11 

3.36 

2.74 

2.74 

2.13 

3.00 

2.75 

2.88 

2.73 

2.20 

3.61 

2.65 

2.01 

3.67 

2.22 

2.93 

2.10 

4.03 

2.49 

2.62 

2.89 

4.17 

2.74 

3.23 

2.22 

2.80 

1.95 

2.40 

2.61 

4.34 

2.97 

6.00 

3.75 

5.70 

3.95 

4.05 

5.36 

6.00 

3.26 

6.00 

4.03 

4.61 

5.55 

4.78 

3.87 

4.84 

3.36 

4.79 

3.08 

4.42 

3.45 

4.59 

6.00 

4.45 

3.22 

5.14 

4.19 

4.19 

3.26 

4.59 

4.20 

4.40 

4.18 

3.37 

5.52 

4.05 

3.08 

5.61 

3.40 

4.47 

3.21 

6.00 

3.80 

4.01 

4.42 

6.00 

4.19 

4.94 

3.39 

4.29 

2.98 

3.67 

3.99 

 

U16:H5 

U16:H5 

U16:H5 

U16:H5'# 

U16:H6 

U16:H6 

U16:H6 

U16:H6 

U16:H6 

C17:H1' 

C17:H1' 

C17:H1' 

C17:H1' 

C17:H1' 

C17:H1' 

C17:H2' 

C17:H2' 

C17:H2' 

C17:H2' 

C17:H2' 

C17:H2' 

C17:H3' 

C17:H3' 

C17:H4' 

C17:H5 

C17:H5 

C17:H5 

C17:H5'# 

C17:H6 

U18:H1' 

U18:H1' 

U18:H1' 

U18:H1' 

U18:H2' 

U18:H2' 

U18:H2' 

U18:H2' 

U18:H3' 

U18:H3' 

U18:H4' 

U18:H5 

U18:H5 

U18:H5 

U18:H5 

U18:H5 

U18:H5'# 

G19:H1' 

G19:H1' 

G19:H1' 

G19:H1' 

G19:H1' 

G19:H2' 

G19:H2' 

G19:H2' 

C15:H5 

U16:H6 

C17:H5 

U16:H6 

C15:H1' 

C15:H3' 

U16:H3' 

U16:H4' 

C17:H5 

A5:H2 

U16:H2' 

C17:H5'# 

C17:H5'# 

C17:H6 

U18:H6 

C17:H1' 

C17:H5 

C17:H6 

U18:H1' 

U18:H5 

U18:H6 

C17:H1' 

U18:H6 

C17:H1' 

U16:H1' 

U16:H2' 

C17:H6 

C17:H6 

C17:H3' 

U18:H3' 

U18:H4' 

U18:H6 

G19:H8 

U18:H1' 

U18:H5 

G19:H1' 

G19:H8 

U18:H6 

G19:H8 

U18:H6 

C17:H1' 

C17:H5 

C17:H6 

U18:H6 

G19:H8 

U18:H6 

A3:H2 

G19:H5'# 

G19:H8 

C20:H5 

C20:H6 

G19:H1' 

G19:H8 

C20:H1' 

3.23 

2.09 

3.14 

2.82 

3.27 

2.18 

2.29 

3.52 

3.56 

2.78 

2.85 

3.79 

4.22 

3.00 

3.13 

2.22 

4.40 

2.76 

3.22 

2.68 

2.00 

3.63 

2.85 

2.79 

3.57 

2.86 

2.04 

2.72 

2.27 

2.92 

2.69 

2.85 

2.98 

2.31 

4.43 

3.20 

1.97 

2.21 

2.63 

2.90 

3.64 

2.95 

3.19 

2.11 

3.57 

2.86 

2.91 

4.41 

3.00 

4.32 

3.62 

2.19 

2.90 

3.55 

4.93 

3.20 

4.79 

4.31 

5.00 

3.34 

3.50 

5.38 

5.44 

4.24 

4.36 

5.80 

6.00 

4.58 

4.79 

3.39 

6.00 

4.22 

4.93 

4.10 

3.06 

5.56 

4.36 

4.27 

5.46 

4.13 

3.12 

3.94 

3.47 

4.46 

4.11 

4.36 

4.55 

3.54 

6.00 

4.89 

3.02 

3.39 

4.02 

4.43 

5.56 

4.51 

4.88 

3.23 

5.46 

4.38 

4.45 

6.00 

4.59 

6.00 

5.54 

3.35 

4.43 

5.43 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

G19:H2' 

G19:H2' 

G19:H3' 

G19:H3' 

G19:H3' 

G19:H3' 

G19:H4' 

G19:H4' 

G19:H5'# 

G19:H8 

G19:H8 

C20:H1' 

C20:H1' 

C20:H2' 

C20:H2' 

C20:H2' 

C20:H3' 

C20:H3' 

C20:H4' 

C20:H5 

C20:H5 

C20:H5 

C20:H5'# 

C20:H5'# 

C20:H6 

 

C2:H42 

G4:H1 

C20:H5 

C20:H6 

G19:H1' 

G19:H2' 

G19:H8 

C20:H6 

G19:H1' 

G19:H8 

G19:H8 

U18:H6 

C20:H6 

C20:H5'# 

C20:H6 

C20:H1' 

C20:H5 

C20:H6 

C20:H1' 

C20:H5 

C20:H1' 

G19:H8 

C20:H1' 

C20:H6 

C20:H6 

C20:H6 

C20:H3' 

 

A3:H61 

A5:H2 

3.13 

2.05 

3.14 

1.76 

2.10 

2.57 

2.91 

2.90 

2.72 

3.50 

3.51 

3.84 

2.89 

2.18 

3.67 

2.62 

2.61 

3.85 

2.95 

3.33 

4.72 

2.04 

2.88 

3.30 

2.19 

 

1.80 

1.80 

4.78 

3.13 

4.81 

2.70 

3.21 

3.94 

4.45 

4.43 

4.16 

5.36 

5.37 

5.87 

4.42 

3.33 

5.61 

4.01 

4.00 

5.88 

4.51 

5.10 

6.00 

3.12 

4.41 

5.04 

3.35 

 

6.00 

6.00 

 G4:H1 

G4:H1 

G6:H1 

G6:H1 

G8:H1 

G8:H1 

G8:H1 

U14:H3 

U14:H3 

U14:H3 

U14:H3 

U14:H3 

U14:H3 

U14:H3 

U14:H3 

U16:H3 

U16:H3 

U16:H3 

U16:H3 

U16:H3 

U16:H3 

U16:H3 

U18:H3 

U18:H3 

U18:H3 

U18:H3 

G19:H1 

G19:H1 

U16:H3 

U18:H5 

A7:H1' 

A7:H2 

A7:H2 

C9:H42 

G12:H1 

G6:H1 

G6:H22 

G8:H1 

C13:H42 

C15:H41 

C15:H42 

C15:H5 

C15:H6 

G4:H22 

G6:H1 

C15:H42 

C17:H41 

C17:H42 

C17:H5 

C17:H6 

C2:H42 

G4:H1 

C17:H42 

G19:H1 

A3:H61 

C20:H42 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

 

 

 
Tabela A2. Minimalne (Dd) oraz maksymalne (Dg) odległości międzyprotonowe otrzymane metodą ISPA 

z pomiaru objętości sygnałów korelacyjnych widm 2D NOESY dupleksu II. 

 

Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

G1:H1' 

G1:H1' 

G1:H1' 

G1:H2' 

G1:H2' 

G1:H2' 

G1:H2' 

G1:H2' 

G1:H2' 

G1:H3' 

G1:H3' 

G1:H4' 

G1:H4' 

G1:H5'# 

G1:H5'# 

G1:H8 

C2:H1' 

C2:H1' 

C2:H1' 

G1:H3' 

G1:H4' 

G1:H8 

G1:H1' 

G1:H3' 

G1:H8 

C2:H1' 

C2:H5 

C2:H6 

G1:H8 

C2:H5 

G1:H5'# 

G1:H8 

G1:H3' 

G1:H8 

G1:H5'# 

C2:H3' 

C2:H5 

C2:H5'# 

2.72 

2.78 

2.79 

2.29 

2.06 

2.66 

3.30 

2.78 

2.12 

2.45 

2.65 

2.06 

3.21 

2.32 

2.77 

2.56 

2.53 

3.78 

3.48 

4.16 

4.26 

4.26 

3.51 

3.15 

4.06 

5.04 

4.26 

3.24 

3.75 

4.06 

3.15 

4.91 

3.55 

4.24 

3.91 

3.87 

5.79 

5.32 

 C2:H1' 

C2:H1' 

C2:H1' 

C2:H2' 

C2:H2' 

C2:H2' 

C2:H3' 

C2:H5 

C2:H5 

C2:H5 

C2:H5'# 

A3:H1' 

A3:H1' 

A3:H1' 

A3:H1' 

A3:H1' 

A3:H1' 

A3:H2 

A3:H2 

C2:H6 

A3:H1' 

A3:H8 

C2:H1' 

C2:H6 

A3:H8 

C2:H6 

G1:H1' 

G1:H8 

C2:H6 

C2:H6 

C2:H2' 

A3:H2 

A3:H3' 

A3:H5'# 

A3:H8 

G4:H8 

A3:H2' 

G4:H8 

2.81 

3.67 

2.89 

2.21 

2.68 

2.08 

2.19 

3.62 

3.35 

2.07 

2.93 

2.63 

3.73 

2.76 

3.36 

2.84 

3.00 

3.85 

3.99 

4.30 

5.62 

4.42 

3.38 

4.10 

3.18 

3.35 

5.54 

5.13 

3.17 

4.47 

4.02 

5.70 

4.23 

5.14 

4.34 

4.59 

5.88 

6.11 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

A3:H2 

A3:H2 

A3:H2 

A3:H2' 

A3:H2' 

A3:H3' 

A3:H3' 

A3:H4' 

A3:H5'# 

A3:H8 

A3:H8 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H2' 

G4:H2' 

G4:H2' 

G4:H2' 

G4:H3' 

G4:H5'# 

G4:H5'# 

G4:H8 

G4:H8 

G4:H8 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H2 

A5:H2 

A5:H2 

A5:H2 

A5:H2' 

A5:H2' 

A5:H2' 

A5:H3' 

A5:H3' 

A5:H3' 

A5:H3' 

A5:H4' 

A5:H4' 

A5:H5'# 

A6:H1' 

A6:H1' 

A6:H1' 

A6:H1' 

A6:H1' 

U19:H2' 

G20:H2' 

G20:H8 

A3:H1' 

G4:H8 

A3:H8 

G4:H8 

A3:H1' 

A3:H8 

C2:H5 

C2:H6 

A3:H2 

A3:H2' 

G4:H3' 

G4:H4' 

G4:H5'# 

G4:H8 

A5:H3' 

A5:H8 

A3:H2 

G4:H1' 

G4:H8 

A5:H8 

G4:H8 

G4:H8 

G4:H8 

A3:H8 

G4:H4' 

A5:H8 

G4:H1' 

G4:H2' 

A5:H2 

A5:H5'# 

A5:H8 

A6:H8 

A6:H2 

U17:H5 

U17:H6 

C18:H5 

A5:H1' 

A5:H3' 

A5:H8 

A5:H1' 

A5:H5'# 

A5:H8 

A6:H8 

A5:H1' 

A5:H3' 

A5:H8 

A5:H2 

A5:H2' 

A6:H5'# 

A6:H5'# 

A6:H8 

4.16 

4.33 

4.05 

2.11 

2.12 

2.36 

2.56 

2.60 

2.64 

3.81 

3.00 

2.63 

3.07 

2.77 

2.56 

3.53 

2.90 

4.00 

3.11 

4.07 

2.18 

2.58 

2.19 

2.35 

2.81 

3.16 

3.50 

2.97 

3.63 

4.07 

3.34 

3.80 

3.37 

2.88 

3.18 

3.90 

4.00 

5.00 

5.00 

2.22 

2.03 

2.30 

2.83 

2.27 

2.36 

2.64 

2.76 

2.17 

2.89 

3.26 

3.13 

3.26 

3.49 

2.82 

6.36 

6.61 

6.20 

3.23 

3.24 

3.60 

3.91 

3.98 

4.04 

5.83 

4.58 

4.02 

4.70 

4.23 

3.92 

5.40 

4.43 

6.50 

4.76 

6.22 

3.33 

3.95 

3.35 

3.59 

4.29 

4.83 

5.35 

4.55 

5.55 

6.23 

5.10 

5.81 

5.15 

4.40 

4.87 

5.96 

6.50 

25.50 

25.50 

3.40 

3.11 

3.52 

4.33 

3.47 

3.61 

4.04 

4.22 

3.32 

4.42 

4.99 

4.79 

4.99 

5.34 

4.31 

 A6:H2 

A6:H2' 

A6:H2' 

A6:H2' 

A6:H3' 

A6:H5'# 

A6:H8 

G7:H1' 

G7:H1' 

G7:H1' 

G7:H2' 

G7:H2' 

G7:H3' 

G7:H3' 

G7:H5'# 

G7:H8 

G7:H8 

A8:H1' 

A8:H1' 

A8:H1' 

A8:H1' 

A8:H2 

A8:H2 

A8:H2 

A8:H2 

A8:H2 

A8:H2 

A8:H2' 

A8:H2' 

A8:H2' 

A8:H3' 

A8:H3' 

A8:H4' 

A8:H4' 

A8:H8 

G9:H1' 

G9:H1' 

G9:H1' 

G9:H1' 

G9:H2' 

G9:H2' 

G9:H5'# 

G9:H5'# 

G9:H8 

G9:H8 

G9:H8 

C10:H1' 

C10:H1' 

C10:H1' 

C10:H1' 

C10:H1' 

C10:H1' 

C10:H2' 

C10:H2' ' 

G7:H8 

A6:H1' 

A6:H2 

G7:H8 

G7:H8 

A6:H8 

A6:H5'# 

A6:H2 

G7:H8 

A8:H8 

G7:H1' 

A8:H8 

G7:H8 

A8:H8 

G7:H8 

A6:H8 

A8:H8 

A8:H2 

A8:H5'# 

A8:H8 

G9:H8 

A8:H2' 

G9:H8 

G9:H8 

U15:H2' 

U15:H1' 

C16:H6 

A8:H1' 

A8:H8 

G9:H8 

A8:H1' 

G9:H8 

A8:H1' 

G9:H8 

A8:H5'# 

A8:H2' 

G9:H5'# 

G9:H8 

C10:H5 

C10:H1' 

C10:H6 

G9:H8 

G9:H8 

A8:H8 

C10:H6 

C10:H6 

C10:H3' 

C10:H5 

C10:H5'# 

C10:H5'# 

C10:H6 

G11:H8 

C10:H1' 

C10:H6  

4.00 

2.13 

3.65 

2.09 

2.80 

2.91 

2.63 

2.67 

2.89 

2.80 

2.17 

1.99 

2.40 

2.53 

2.54 

3.48 

3.39 

3.74 

3.69 

2.87 

3.01 

3.86 

4.00 

4.03 

3.39 

4.00 

3.76 

2.25 

2.60 

2.12 

2.45 

2.51 

2.71 

3.80 

2.61 

3.05 

3.26 

2.88 

3.87 

2.91 

1.91 

2.70 

3.04 

3.53 

3.56 

4.00 

2.68 

3.77 

3.33 

3.59 

2.79 

3.00 

2.16 

2.79 

6.50 

3.25 

5.57 

3.19 

4.29 

4.44 

4.02 

4.08 

4.41 

4.28 

3.32 

3.05 

3.67 

3.86 

3.89 

5.32 

5.19 

5.72 

5.64 

4.39 

4.61 

5.90 

6.50 

6.16 

5.18 

6.50 

5.75 

3.44 

3.98 

3.24 

3.74 

3.84 

4.15 

5.81 

3.99 

4.67 

4.98 

4.41 

5.92 

4.45 

2.92 

4.13 

4.65 

5.39 

5.44 

6.50 

4.09 

5.77 

5.09 

5.50 

4.27 

4.59 

3.30 

4.26 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

C10:H2' 

C10:H3 

C10:H4' 

C10:H4' 

C10:H5 

C10:H5 

C10:H5'# 

C10:H6 

C10:H6 

C10:H6 

G11:H1' 

G11:H1' 

G11:H2' 

G11:H2' 

G11:H3' 

G11:H3' 

G11:H3' 

G11:H4' 

G11:H4' 

G11:H5'# 

G11:H8 

G11:H8 

G11:H8 

G11:H8 

C12:H1' 

C12:H1' 

C12:H1' 

C12:H1' 

C12:H1' 

C12:H2' 

C12:H2' 

C12:H4' 

C12:H4' 

C12:H4' 

C12:H4' 

C12:H5 

C12:H5'# 

C12:H5'# 

C12:H5'# 

G13:H1' 

G13:H1' 

G13:H1' 

G13:H1' 

G13:H2' 

G13:H2' 

G13:H2' 

G13:H2' 

G13:H3' 

G13:H3' 

G13:H3' 

G13:H4' 

G13:H5'# 

G13:H8 

G13:H8 

G11:H8 

C10:H6 

C10:H1' 

C10:H6 

G9:H8 

C10:H6 

C10:H6 

G9:H1' 

C10:H5'# 

G11:H8 

C10:H2' 

G11:H8 

G11:H1' 

G11:H8 

G11:H1' 

G11:H2' 

G11:H8 

G11:H1' 

G11:H8 

G11:H8 

C10:H3' 

C10:H5 

C10:H6 

G11:H5'# 

C12:H5 

C12:H5'# 

C12:H5'# 

C12:H6 

G13:H8 

C12:H1' 

G13:H1' 

C12:H1' 

C12:H5'# 

C12:H6 

G13:H8 

C12:H6 

C12:H3' 

C12:H6 

C12:H6 

G13:H5'# 

G13:H8 

C14:H5 

C14:H6 

G13:H1' 

G13:H8 

C14:H5 

C14:H6 

G13:H1' 

G13:H8 

C14:H6 

G13:H1' 

G13:H8 

C12:H5 

C12:H6 

2.09 

2.33 

2.80 

2.77 

3.41 

2.05 

2.92 

3.33 

2.74 

3.16 

3.29 

2.72 

2.16 

2.51 

2.72 

1.88 

2.24 

2.53 

3.02 

2.85 

2.40 

4.00 

4.00 

3.30 

3.68 

3.17 

3.57 

2.67 

2.83 

2.07 

2.76 

2.58 

1.90 

2.83 

3.53 

1.93 

2.34 

2.40 

2.61 

3.31 

2.83 

3.68 

2.94 

2.20 

2.81 

2.57 

2.05 

2.66 

2.31 

2.60 

2.56 

2.73 

4.00 

3.00 

3.20 

3.57 

4.29 

4.24 

5.22 

3.14 

4.46 

5.10 

4.20 

4.84 

5.03 

4.16 

3.31 

3.84 

4.15 

2.88 

3.43 

3.88 

4.61 

4.36 

3.68 

6.50 

6.50 

5.04 

5.63 

4.85 

5.46 

4.08 

4.33 

3.16 

4.22 

3.95 

2.90 

4.33 

5.41 

2.96 

3.58 

3.67 

3.99 

5.07 

4.32 

5.62 

4.48 

3.37 

4.29 

3.93 

3.14 

4.07 

3.53 

3.98 

3.91 

4.18 

6.50 

4.59 

 G13:H8 

C14:H1' 

C14:H1' 

C14:H1' 

C14:H1' 

C14:H1' 

C14:H2' 

C14:H2' 

C14:H2' 

C14:H2' 

C14:H3' 

C14:H3' 

C14:H3' 

C14:H3' 

C14:H5 

C14:H5 

C14:H5'# 

C14:H5'# 

C14:H6 

C14:H6 

C14:H6 

U15:H1' 

U15:H1' 

U15:H1' 

U15:H1' 

U15:H1' 

U15:H2' 

U15:H3' 

U15:H5 

U15:H5 

U15:H5 

U15:H5'# 

U15:H6 

U15:H6 

C16:H1' 

C16:H1' 

C16:H1' 

C16:H1' 

C16:H1' 

C16:H1' 

C16:H2' 

C16:H2' 

C16:H5 

C16:H5 

C16:H5'# 

U17:H1' 

U17:H1' 

U17:H1' 

U17:H2' 

U17:H2' 

U17:H3' 

U17:H5 

U17:H6 

U17:H6 

C14:H5 

G13:H2' 

C14:H5 

C14:H5'# 

C14:H6 

U15:H6 

C14:H1' 

C14:H6 

U15:H5 

U15:H6 

C14:H1' 

C14:H5 

C14:H6 

U15:H5 

G13:H3' 

C14:H6 

C14:H6 

C14:H6 

C14:H5'# 

U15:H5 

U15:H6 

C14:H2' 

U15:H4' 

U15:H5'# 

U15:H6 

C16:H6 

U15:H1' 

U15:H6 

C14:H6 

U15:H6 

C16:H5 

U15:H6 

C14:H6 

C16:H5 

U15:H2' 

C16:H3' 

C16:H4' 

C16:H5'# 

C16:H5'# 

C16:H6 

C16:H1' 

U17:H5 

U15:H6 

C16:H6 

C16:H6 

C16:H2' 

U17:H4' 

U17:H5'# 

U17:H1' 

C18:H5 

U17:H1' 

C16:H3' 

U17:H2' 

U17:H5 

3.37 

3.16 

4.02 

3.33 

2.83 

2.91 

2.18 

2.99 

2.64 

1.93 

2.40 

3.14 

2.12 

2.77 

2.89 

2.09 

2.65 

3.24 

2.68 

4.00 

4.00 

3.26 

2.66 

3.43 

2.89 

3.12 

2.15 

2.15 

3.20 

2.07 

3.06 

2.83 

3.20 

4.00 

3.09 

2.79 

2.63 

3.22 

3.39 

2.61 

2.24 

2.98 

3.53 

2.12 

2.90 

2.89 

2.69 

3.52 

2.20 

2.69 

2.81 

3.72 

3.21 

2.15 

5.16 

4.84 

6.15 

5.09 

4.32 

4.45 

3.33 

4.57 

4.03 

2.95 

3.67 

4.80 

3.25 

4.23 

4.42 

3.19 

4.05 

4.96 

4.10 

6.50 

6.50 

4.99 

4.06 

5.25 

4.42 

4.77 

3.28 

3.28 

4.90 

3.17 

4.68 

4.33 

4.89 

6.50 

4.72 

4.26 

4.02 

4.93 

5.19 

3.99 

3.43 

4.56 

5.40 

3.24 

4.44 

4.42 

4.12 

5.38 

3.36 

4.11 

4.29 

5.69 

4.91 

3.28 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

U17:H6 

U17:H6 

C18:H1' 

C18:H1' 

C18:H1' 

C18:H1' 

C18:H2' 

C18:H2' 

C18:H2' 

C18:H5 

C18:H5 

C18:H5 

C18:H5 

C18:H6 

C18:H6 

C18:H6 

C18:H6 

C18:H6 

U19:H1' 

U19:H1' 

U19:H1' 

U19:H2' 

U19:H2' 

U19:H3' 

U19:H4' 

U19:H5 

U19:H5 

U19:H5 

U19:H5 

U19:H5'# 

U19:H6 

G20:H1' 

G20:H1' 

G20:H1' 

G20:H1' 

G20:H1' 

G20:H2' 

G20:H2' 

G20:H2' 

G20:H2' 

G20:H3' 

G20:H3' 

 G20:H3' 

U17:H5'# 

C18:H5 

A5:H2 

A6:H2 

C18:H4' 

C18:H5'# 

C18:H1' 

U19:H5 

U19:H6 

U17:H3' 

C18:H1' 

C18:H3' 

C18:H6 

U17:H2' 

C18:H1' 

C18:H2' 

C18:H5'# 

U19:H5 

A3:H2 

U19:H5'# 

G20:H8 

U19:H1' 

G20:H8 

U19:H1' 

U19:H1' 

C18:H3' 

C18:H5 

U19:H3' 

U19:H6 

U19:H6 

C18:H5 

A3:H2 

U19:H2' 

G20:H5'# 

G20:H8 

C21:H6 

G20:H1' 

G20:H8 

C21:H5 

C21:H6 

G20:H1' 

G20:H8 

 C21:H6 

2.94 

4.00 

2.84 

2.83 

2.74 

3.51 

2.19 

2.63 

2.05 

2.95 

3.63 

3.27 

2.07 

2.06 

2.83 

2.98 

3.04 

3.48 

4.00 

3.18 

2.81 

2.14 

1.96 

2.69 

2.55 

2.76 

2.98 

2.92 

2.10 

2.84 

4.00 

2.72 

2.93 

3.28 

2.90 

2.98 

2.17 

2.88 

2.68 

2.04 

2.77 

2.25 

2.50 

4.49 

6.50 

4.34 

4.33 

4.20 

5.37 

3.35 

4.02 

3.14 

4.51 

5.55 

5.01 

3.17 

3.15 

4.33 

4.56 

4.65 

5.33 

6.12 

4.87 

4.30 

3.27 

3.00 

4.12 

3.91 

4.23 

4.55 

4.47 

3.21 

4.34 

6.50 

4.16 

4.49 

5.02 

4.43 

4.56 

3.32 

4.40 

4.10 

3.11 

4.24 

3.44 

3.82 

 G20:H4' 

G20:H4' 

G20:H5'# 

G20:H8 

G20:H8 

G20:H8 

C21:H1' 

C21:H1' 

C21:H1' 

C21:H1' 

C21:H1' 

C21:H1' 

C21:H2' 

C21:H2' 

C21:H4' 

C21:H5 

C21:H5 

C21:H5 

C21:H5 

C21:H5 

C21:H5 

C21:H5 

C21:H5'# 

C21:H6 

C21:H6 

C21:H6 

C21:H6 

 

G4:H1 

G7:H1 

G9:H1 

G9:H1 

G9:H1 

G13:H1 

U15:H3 

U15:H3 

U15:H3 

U15:H3 

U15:H3 

U19:H3 

U19:H3 

G20:H1 

G20:H1' 

G20:H8 

G20:H8 

U19:H3' 

U19:H5 

U19:H6 

G20:H2' 

C21:H3' 

C21:H4' 

C21:H5'# 

C21:H5'# 

C21:H6 

C21:H1' 

C21:H6 

C21:H5'# 

G20:H1' 

G20:H3' 

G20:H8 

C21:H1' 

C21:H2' 

C21:H3' 

C21:H6 

C21:H6 

G20:H8 

C21:H3' 

C21:H4' 

C21:H5'# 

 

A3:H2 

A8:H2 

A8:H2 

C10:H42 

G13:H1 

C14:H42 

G7:H1 

G9:H1 

C14:H42 

C16:H41 

C16:H42 

G4:H1 

C18:H42 

U19:H3 

2.61 

3.19 

2.76 

2.41 

4.00 

3.20 

3.11 

2.58 

2.69 

3.62 

3.78 

2.88 

2.10 

2.54 

1.91 

3.70 

2.94 

3.20 

3.71 

3.16 

2.84 

1.99 

3.03 

3.38 

2.10 

2.60 

2.92 

 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

3.99 

4.87 

4.22 

3.69 

6.50 

4.89 

4.76 

3.95 

4.12 

5.53 

5.78 

4.41 

3.22 

3.88 

2.93 

5.66 

4.50 

4.89 

5.67 

4.84 

4.34 

3.04 

4.64 

5.17 

3.21 

3.98 

4.47 

 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

 

 

 
Tabela A3. Minimalne (Dd) oraz maksymalne (Dg) odległości międzyprotonowe otrzymane metodą ISPA 

z pomiaru objętości sygnałów korelacyjnych widm 2D NOESY dupleksu III. 

 

Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

G1:H1' 

G1:H1' 

G1:H1' 

G1:H3' 

G1:H2' 

G1:H3' 

G1:H5'# 

C2:H5 

2.52 

2.89 

3.44 

2.77 

3.85 

4.42 

5.25 

4.23 

 G1:H4' 

G1:H8 

G1:H8 

G1:H8 

G1:H1' 

G1:H1' 

G1:H2' 

G1:H3' 

2.76 

3.08 

3.10 

2.29 

4.22 

4.71 

4.74 

3.50 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

G1:H8 

G1:H8 

G1:H8 

G1:H8 

C2:H1' 

C2:H1' 

C2:H1' 

C2:H5 

C2:H5 

C2:H5 

C2:H6 

C2:H6 

C2:H6 

A3:H1' 

A3:H1' 

A3:H1' 

A3:H1' 

A3:H1' 

A3:H1' 

A3:H2 

A3:H2 

A3:H2 

A3:H2 

A3:H2 

A3:H2 

A3:H2 

A3:H8 

A3:H8 

A3:H8 

A3:H8 

A3:H8 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H8 

G4:H8 

G4:H8 

G4:H8 

G4:H8 

G4:H8 

G4:H8 

G4:H8 

G4:H8 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H2 

A5:H2' 

A5:H2 

A5:H2 

A5:H2 

A5:H2 

G1:H4' 

G1:H5'# 

G1:H5'# 

C2:H5 

G1:H2' 

C2:H5'# 

C2:H5 

G1:H1' 

G1:H2' 

C2:H1' 

G1:H1' 

C2:H3' 

C2:H5 

C2:H2' 

A3:H2' 

A3:H3' 

A3:H4' 

A3:H5'# 

G4:H1' 

A3:H1' 

A3:H2' 

G4:H1' 

G4:H2' 

G4:H8 

G21:H1' 

G21:H8 

C2:H1' 

A3:H2' 

A3:H3' 

A3:H5'# 

G4:H8 

A3:H1' 

A3:H2' 

G4:H2' 

G4:H3' 

G4:H4' 

G4:H5'# 

A3:H1' 

A3:H3' 

G4:H1' 

G4:H2' 

G4:H3' 

G4:H4' 

G4:H5'# 

A5:H2 

A5:H8 

G4:H2' 

A5:H2' 

A5:H4' 

A5:H5' 

A5:H5'' 

A5:H1' 

A5:H8 

A6:H1' 

A6:H8 

U18:H1' 

C19:H1' 

3.33 

2.73 

2.78 

3.62 

3.22 

3.25 

3.70 

3.17 

2.91 

4.20 

3.05 

2.22 

2.11 

2.86 

2.25 

3.07 

2.67 

3.50 

4.20 

3.93 

3.96 

2.59 

4.17 

4.20 

2.83 

3.99 

2.94 

2.71 

2.59 

2.72 

4.20 

3.91 

3.19 

2.24 

2.50 

2.33 

3.40 

3.32 

2.70 

3.24 

3.02 

2.45 

3.18 

2.95 

5.00 

4.20 

3.40 

2.46 

2.86 

4.20 

4.20 

4.17 

2.51 

3.87 

5.00 

5.00 

3.18 

5.10 

4.18 

4.25 

5.53 

4.93 

4.97 

5.66 

4.84 

4.45 

6.50 

4.67 

3.40 

3.23 

4.38 

3.45 

4.69 

4.09 

5.36 

6.50 

6.00 

6.05 

3.97 

6.38 

6.50 

4.33 

6.10 

4.49 

4.15 

3.96 

4.16 

6.50 

5.98 

4.88 

3.42 

3.82 

3.56 

5.20 

5.08 

4.13 

4.95 

4.62 

3.75 

4.86 

4.51 

25.00 

6.50 

5.21 

3.76 

4.37 

6.50 

6.50 

6.37 

3.84 

5.92 

25.00 

25.00 

4.86 

 A5:H3' 

A5:H3' 

A5:H8 

A5:H8 

A5:H8 

A5:H8 

A5:H8 

A5:H8 

A6:H1' 

A6:H1' 

A6:H1' 

A6:H1' 

A6:H2 

A6:H2' 

A6:H2 

A6:H2 

A6:H2 

A6:H2 

A6:H4' 

A6:H4' 

A6:H5'' 

A6:H5' 

A6:H8 

A6:H8 

A6:H8 

A6:H8 

A6:H8 

A6:H8 

A6:H8 

A6:H8 

A6:H8 

A7:H1' 

A7:H1' 

A7:H1' 

A7:H1' 

A7:H2 

A7:H2' 

A7:H2 

A7:H2 

A7:H2 

A7:H2 

A7:H2 

A7:H3' 

A7:H8 

A7:H8 

A7:H8 

A7:H8 

A7:H8 

A7:H8 

A7:H8 

G8:H1' 

G8:H1' 

G8:H8 

G8:H8 

G8:H8 

G8:H8 

G8:H8 

A5:H1' 

A7:H8 

G4:H1' 

G4:H2' 

A5:H1' 

A5:H5'# 

A6:H2 

A6:H8 

A6:H2' 

A6:H3' 

A6:H4' 

A6:H5'# 

A6:H1' 

A6:H3' 

A7:H1' 

A7:H2' 

U18:H1' 

C19:H1' 

A6:H3' 

A6:H8 

A6:H3' 

A6:H3' 

A5:H1' 

A5:H2' 

A5:H4' 

A6:H1' 

A6:H2' 

A6:H3' 

A6:H4' 

A6:H5'# 

A7:H8 

A7:H4' 

A7:H5'# 

A7:H5'# 

G8:H1' 

A7:H1' 

G8:H1' 

G8:H1' 

U18:H1' 

C19:H1' 

C19:H5 

C19:H6 

G8:H8 

A6:H1' 

A6:H3' 

A7:H1' 

A7:H4' 

A7:H5'# 

A7:H5'# 

G8:H8 

G8:H2' 

A9:H1' 

A7:H1' 

A7:H2' 

G8:H1' 

G8:H2' 

G8:H4' 

3.37 

5.00 

3.25 

2.48 

3.04 

3.14 

5.00 

4.20 

2.55 

3.28 

2.74 

3.70 

3.62 

2.30 

3.06 

5.00 

4.20 

3.65 

2.39 

3.33 

2.48 

2.52 

3.33 

2.85 

3.60 

3.24 

2.63 

2.93 

4.20 

3.26 

3.57 

2.70 

3.06 

3.53 

4.20 

4.20 

3.24 

5.00 

4.20 

2.72 

5.00 

5.00 

3.01 

3.35 

3.17 

3.18 

2.86 

2.88 

3.07 

4.20 

2.37 

4.20 

3.39 

2.87 

3.33 

3.25 

3.83 

5.15 

25.00 

4.97 

3.79 

4.65 

4.81 

25.00 

6.50 

3.90 

5.01 

4.20 

5.66 

5.54 

3.51 

4.88 

25.00 

6.50 

5.58 

3.66 

5.09 

3.80 

3.86 

5.09 

4.36 

5.50 

4.96 

4.03 

4.47 

6.50 

4.98 

5.46 

4.13 

5.17 

5.40 

7.00 

6.50 

4.95 

25.00 

6.50 

4.16 

25.00 

25.00 

4.60 

5.12 

4.85 

4.87 

4.38 

4.40 

4.69 

6.50 

3.63 

6.50 

5.19 

4.39 

5.10 

4.97 

5.86 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

G8:H8 

G8:H8 

A9:H1' 

A9:H1' 

A9:H1' 

A9:H1' 

A9:H2 

A9:H2 

A9:H2' 

A9:H2 

A9:H2 

A9:H2 

A9:H2 

A9:H2 

A9:H8 

A9:H8 

G10:H1' 

G10:H3' 

G10:H8 

G10:H8 

G10:H8 

G10:H8 

G10:H8 

G10:H8 

G10:H8 

G10:H8 

C11:H1' 

C11:H1' 

C11:H1' 

C11:H1' 

C11:H1' 

C11:H1' 

C11:H5 

C11:H5 

C11:H5 

C11:H5 

C11:H5 

C11:H5 

C11:H6 

C11:H6 

C11:H6 

C11:H6 

C11:H6 

C11:H6 

C11:H6 

C11:H6 

G12:H1' 

G12:H1' 

G12:H1' 

G12:H1' 

G12:H1' 

G12:H1' 

G12:H1' 

G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

G8:H5'# 

G8:H5'# 

A9:H2' 

A9:H3' 

A9:H4' 

A9:H5'# 

A9:H1' 

G10:H1' 

G10:H1' 

G10:H2' 

G10:H8 

C17:H1' 

C17:H2' 

C17:H6 

A9:H1' 

A9:H5'# 

C11:H5 

C11:H5 

A9:H1' 

A9:H2 

A9:H8 

G10:H1' 

G10:H5'# 

G10:H5'# 

C11:H5 

C11:H6 

G10:H1' 

C11:H2' 

C11:H4' 

C11:H5'# 

C11:H5'# 

G12:H1' 

G10:H1' 

G10:H2' 

C11:H1' 

C11:H2' 

C11:H3' 

C11:H5'# 

G10:H1' 

C11:H1' 

C11:H2' 

C11:H3' 

C11:H5 

C11:H5'# 

C11:H5'# 

G12:H8 

C11:H2' 

C11:H3' 

G12:H2' 

G12:H3' 

G12:H4' 

G12:H5'# 

G12:H5'# 

C11:H1' 

C11:H2' 

C11:H3' 

C11:H5 

2.76 

2.94 

2.28 

3.71 

2.71 

4.74 

4.03 

2.73 

3.00 

3.48 

3.76 

2.63 

3.61 

3.00 

3.02 

2.79 

3.73 

2.93 

3.30 

4.20 

3.65 

2.96 

2.78 

2.93 

3.59 

3.45 

4.20 

2.10 

2.56 

3.01 

3.23 

3.29 

4.20 

2.55 

3.49 

3.66 

2.83 

3.84 

3.02 

2.72 

2.67 

2.12 

2.08 

2.64 

2.72 

2.90 

3.02 

3.74 

2.15 

2.59 

2.44 

3.18 

3.58 

3.07 

2.14 

2.52 

4.17 

4.22 

4.50 

3.49 

5.67 

4.15 

7.26 

6.16 

4.18 

4.59 

5.33 

5.75 

4.02 

5.52 

5.00 

4.61 

4.27 

5.71 

4.48 

5.05 

7.00 

5.58 

4.52 

4.26 

4.49 

5.49 

5.28 

6.50 

3.21 

3.92 

4.61 

4.93 

5.03 

6.50 

3.90 

5.34 

5.60 

4.33 

5.88 

4.62 

4.16 

4.09 

3.24 

3.18 

4.04 

4.16 

4.44 

4.61 

5.72 

3.28 

3.97 

3.74 

4.86 

5.48 

4.69 

3.28 

3.85 

6.37 

 G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

C13:H1' 

C13:H1' 

C13:H1' 

C13:H1' 

C13:H5 

C13:H5 

C13:H6 

C13:H6 

C13:H6 

C13:H6 

C13:H6 

C13:H6 

C13:H6 

G14:H1' 

G14:H1' 

G14:H1' 

G14:H1' 

G14:H1' 

G14:H2' 

G14:H3' 

G14:H3' 

G14:H3' 

G14:H8 

G14:H8 

G14:H8 

C15:H1' 

C15:H1' 

C15:H1' 

C15:H1' 

C15:H1' 

C15:H5 

C15:H5 

C15:H5 

C15:H5 

C15:H5'# 

C15:H5 

C15:H6 

C15:H6 

C15:H6 

C15:H6 

C15:H6 

C15:H6 

U16:H1' 

U16:H1' 

U16:H1' 

U16:H2' 

U16:H2' 

U16:H5 

U16:H5 

U16:H6 

U16:H6 

G12:H1' 

G12:H2' 

G12:H3' 

G12:H4' 

G12:H5'# 

G12:H5'# 

C13:H4' 

C13:H5'# 

C13:H5'# 

G14:H1' 

C13:H3' 

C13:H5'# 

C13:H1' 

C13:H2' 

C13:H3' 

C13:H4' 

C13:H5 

C13:H5'# 

C13:H5'# 

G14:H2' 

G14:H3' 

G14:H4' 

G14:H5'# 

C15:H1' 

G14:H8 

G14:H8 

C15:H5 

C15:H6 

C13:H1' 

G14:H1' 

G14:H5'# 

G14:H2' 

C15:H2' 

C15:H5'# 

U16:H5 

U16:H5 

G14:H1' 

G14:H2' 

C15:H1' 

C15:H3' 

C15:H6 

U16:H5 

G14:H1' 

G14:H2' 

C15:H1' 

C15:H2' 

C15:H3' 

C15:H5 

U16:H5'# 

U16:H5 

C17:H6 

U16:H1' 

C17:H1' 

U16:H5'# 

C17:H5 

C15:H2' 

C15:H3' 

2.84 

2.63 

2.28 

2.93 

2.61 

2.78 

2.44 

3.01 

3.69 

4.20 

3.10 

3.45 

2.65 

2.28 

2.41 

2.97 

1.95 

2.45 

2.79 

2.24 

2.88 

2.44 

3.25 

4.20 

2.39 

2.46 

3.05 

2.61 

2.82 

2.91 

2.72 

3.01 

2.11 

3.00 

3.00 

4.20 

3.65 

2.65 

3.55 

2.92 

2.75 

2.86 

2.86 

2.02 

2.72 

2.68 

2.15 

2.19 

3.25 

4.20 

2.85 

2.01 

2.84 

3.33 

2.78 

2.03 

2.27 

4.35 

4.02 

3.49 

4.49 

3.99 

4.25 

3.73 

4.60 

5.64 

6.50 

4.75 

5.28 

4.06 

3.49 

3.68 

4.54 

2.98 

3.75 

4.27 

3.42 

4.40 

3.73 

4.98 

6.50 

3.66 

3.76 

4.66 

3.99 

4.31 

4.45 

4.17 

4.60 

3.22 

5.00 

5.00 

6.50 

5.58 

4.05 

5.43 

4.47 

4.20 

4.37 

4.37 

3.08 

4.16 

4.10 

3.29 

3.35 

4.97 

6.50 

4.36 

3.07 

4.35 

5.09 

4.25 

3.10 

3.48 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

U16:H6 

U16:H6 

U16:H6 

U16:H6 

U16:H6 

U16:H6 

C17:H1' 

C17:H2' 

C17:H5 

C17:H5 

C17:H5 

C17:H5 

C17:H6 

C17:H6 

C17:H6 

C17:H6 

C17:H6 

C17:H6 

U18:H1' 

U18:H1' 

U18:H1' 

U18:H1' 

U18:H1' 

U18:H3' 

U18:H5 

U18:H6 

U18:H6 

U18:H6 

U18:H6 

C19:H1' 

C19:H1' 

C19:H1' 

C19:H1' 

C19:H1' 

C19:H1' 

C19:H1' 

C19:H1' 

C19:H2' 

C19:H2' 

C19:H5 

C19:H5 

C19:H5 

C19:H5 

C19:H6 

C19:H6 

C19:H6 

C19:H6 

C19:H6 

C19:H6 

C19:H6 

U20:H1' 

U20:H1' 

U20:H1' 

U20:H1' 

U20:H1' 

C15:H5 

U16:H1' 

U16:H3' 

U16:H5 

U16:H5'# 

C17:H5 

C17:H5'# 

U18:H6 

U16:H2' 

C17:H3' 

U18:H6 

C19:H5 

U16:H2' 

U16:H5 

C17:H1' 

C17:H3' 

C17:H5 

C17:H5'# 

A6:H2 

U18:H2' 

U18:H3' 

C19:H5 

C19:H5 

C19:H5 

C19:H5 

C17:H3' 

U18:H1' 

U18:H3' 

U18:H5 

U18:H1' 

U18:H2' 

C19:H2' 

C19:H3' 

C19:H4' 

C19:H5'# 

C19:H5 

U20:H5 

C19:H5 

U20:H1' 

U18:H2' 

C19:H3' 

C19:H4' 

C19:H5'# 

U18:H1' 

U18:H2' 

C19:H1' 

C19:H2' 

C19:H4' 

C19:H5 

C19:H5'# 

U20:H2' 

U20:H3' 

U20:H4' 

U20:H5'# 

U20:H5'# 

3.61 

3.03 

2.21 

2.04 

2.80 

3.23 

3.14 

2.08 

2.49 

3.00 

2.93 

5.00 

1.99 

3.03 

2.62 

2.09 

2.12 

2.65 

3.33 

2.18 

2.37 

2.93 

2.93 

2.88 

2.59 

2.07 

2.78 

2.08 

2.07 

3.65 

3.12 

2.26 

2.73 

2.76 

3.48 

4.00 

4.20 

3.81 

3.45 

2.72 

2.50 

4.00 

3.72 

3.13 

2.04 

2.91 

2.77 

2.82 

2.09 

2.92 

2.23 

2.64 

2.72 

3.44 

3.96 

5.52 

4.63 

3.38 

3.11 

4.28 

4.93 

4.80 

3.19 

3.81 

5.00 

4.48 

25.00 

3.04 

4.64 

4.00 

3.20 

3.24 

4.06 

5.09 

3.34 

3.62 

4.79 

4.79 

4.40 

3.97 

3.17 

4.25 

3.18 

3.16 

5.59 

4.78 

3.46 

4.17 

4.22 

5.32 

6.12 

6.50 

5.83 

5.27 

4.16 

5.00 

6.50 

5.69 

4.79 

3.12 

4.45 

4.24 

4.31 

3.20 

4.47 

3.41 

4.03 

4.15 

5.26 

6.06 

 U20:H1' 

U20:H1' 

U20:H3' 

U20:H5 

U20:H5 

U20:H5 

U20:H6 

U20:H6 

U20:H6 

U20:H6 

G21:H1' 

G21:H1' 

G21:H1' 

G21:H1' 

G21:H1' 

G21:H1' 

G21:H8 

G21:H8 

G21:H8 

G21:H8 

G21:H8 

G21:H8 

G21:H8 

G21:H8 

G21:H8 

G21:H8 

C22:H1' 

C22:H1' 

C22:H1' 

C22:H1' 

C22:H1' 

C22:H5 

C22:H5 

C22:H5 

C22:H5 

C22:H5 

C22:H5 

C22:H5 

C22:H6 

C22:H6 

C22:H6 

C22:H6 

C22:H6 

C22:H6 

C22:H6 

C22:H6 

C22:H6 

C22:H6 

C22:H6 

 

G4:H1 

G8:H1 

G10:H1 

G10:H1 

U20:H3 

U20:H6 

G21:H1' 

U20:H5 

C19:H2' 

C19:H3' 

C19:H5 

C19:H1' 

C19:H1' 

C19:H2' 

U20:H5 

U20:H2' 

G21:H2' 

G21:H3' 

G21:H4' 

G21:H5'# 

G21:H5'# 

U20:H1' 

U20:H2' 

U20:H4' 

U20:H5 

G21:H1' 

G21:H2' 

G21:H4' 

G21:H5'# 

G21:H5'# 

C22:H5 

G21:H2' 

C22:H2' 

C22:H3' 

C22:H4' 

C22:H5'# 

G21:H1' 

G21:H2' 

G21:H3' 

C22:H1' 

C22:H2' 

C22:H3' 

C22:H5'# 

G21:H1' 

G21:H1' 

G21:H2' 

G21:H3' 

C22:H1' 

C22:H2' 

C22:H3' 

C22:H4' 

C22:H5 

C22:H5'# 

C22:H5'# 

 

U20:H3 

U16:H3 

G14:H1 

U16:H3 

G21:H1 

2.88 

3.63 

3.04 

2.69 

2.54 

3.03 

3.03 

3.03 

2.03 

2.09 

2.96 

2.19 

2.53 

2.60 

3.01 

3.49 

2.94 

2.08 

3.77 

4.17 

3.04 

2.96 

2.89 

2.72 

2.73 

3.33 

2.89 

2.12 

2.54 

2.43 

3.22 

3.60 

2.67 

2.78 

3.50 

3.17 

2.76 

3.35 

2.95 

2.95 

2.03 

2.42 

2.68 

2.57 

2.08 

2.63 

2.00 

2.70 

2.81 

 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

4.41 

5.56 

4.65 

4.12 

3.89 

4.64 

4.64 

4.64 

3.11 

3.20 

4.52 

3.34 

3.87 

3.97 

4.60 

5.33 

4.49 

3.19 

5.77 

6.38 

4.65 

4.53 

4.43 

4.15 

4.17 

5.10 

4.42 

3.24 

3.89 

3.72 

4.93 

5.51 

4.09 

4.26 

5.35 

4.85 

4.22 

5.12 

4.51 

4.51 

3.10 

3.71 

4.09 

3.93 

3.18 

4.02 

3.05 

4.13 

4.30 

 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 
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Tabela A4. Minimalne (Dd) oraz maksymalne (Dg) odległości międzyprotonowe otrzymane metodą ISPA 

z pomiaru objętości sygnałów korelacyjnych widm 2D NOESY dupleksu V. 

 

Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

G1:H1' 

G1:H1' 

G1:H1' 

G1:H1' 

G1:H1' 

G1:H3' 

G1:H4' 

G1:H5' 

G1:H5' 

G1:H5'' 

G1:H5'' 

G1:H5'' 

G1:H8 

U2:H1' 

U2:H1' 

U2:H1' 

U2:H1' 

U2:H1' 

U2:H2' 

U2:H2' 

U2:H3' 

U2:H4' 

U2:H5 

U2:H5 

U2:H5 

U2:H5 

U2:H6 

U2:H6 

U2:H6 

U2:H6 

U2:H6 

U2:H6 

U2:H6 

C3:H1' 

C3:H1' 

C3:H1' 

C3:H1' 

C3:H1' 

C3:H1' 

C3:H2' 

C3:H5 

C3:H5 

C3:H5 

C3:H5 

C3:H6 

C3:H6 

C3:H6 

C3:H6 

C3:H6 

C3:H6 

C3:H6 

G1:H2' 

G1:H3' 

G1:H4' 

G1:H5' 

G1:H5'' 

U2:H5 

G1:H5'' 

G1:H3' 

G1:H4' 

G1:H2' 

G1:H3' 

G1:H8 

G1:H5' 

U2:H3' 

U2:H4' 

U2:H5 

U2:H5'' 

U2:H6 

U2:H1' 

U2:H6 

C3:H6 

U2:H6 

G1:H1' 

G1:H2' 

U2:H3' 

C3:H5 

G1:H1' 

G1:H2' 

G1:H3' 

U2:H3' 

U2:H5 

U2:H5' 

C3:H6 

U2:H2' 

C3:H2' 

C3:H3' 

C3:H4' 

C3:H5 

G4:H8 

G4:H8 

U2:H2' 

U2:H6 

C3:H3' 

C3:H6 

U2:H1' 

U2:H2' 

U2:H5 

C3:H1' 

C3:H2' 

C3:H3' 

C3:H5' 

2.23 

3.04 

2.90 

3.78 

1.80 

2.75 

1.98 

2.74 

2.11 

4.21 

2.45 

3.49 

3.81 

3.29 

2.87 

1.80 

3.89 

2.88 

2.21 

2.72 

2.45 

2.76 

4.52 

2.84 

5.05 

3.06 

2.94 

1.97 

2.58 

2.36 

2.06 

2.46 

2.71 

3.16 

2.23 

3.09 

2.91 

1.80 

4.13 

2.23 

3.36 

3.54 

3.44 

2.07 

3.18 

2.02 

4.48 

2.54 

2.71 

2.07 

2.80 

3.41 

4.66 

4.44 

5.77 

6.50 

4.21 

3.02 

4.19 

3.22 

6.43 

3.75 

5.33 

5.83 

5.03 

4.39 

6.50 

5.95 

4.41 

3.37 

4.16 

3.75 

4.22 

6.91 

4.34 

7.72 

4.68 

4.50 

3.01 

3.95 

3.61 

3.15 

3.76 

4.14 

4.83 

3.41 

4.73 

4.46 

6.50 

6.56 

3.66 

5.13 

5.42 

5.26 

3.17 

4.86 

3.09 

6.84 

3.89 

4.15 

3.16 

4.28 

 C3:H6 

C3:H6 

G4:H1 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H2' 

G4:H2' 

G4:H2' 

G4:H3' 

G4:H8 

G4:H8 

G4:H8 

G4:H8 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H1' 

A5:H2 

A5:H2 

A5:H2 

A5:H2 

A5:H2' 

A5:H2' 

A5:H3' 

A5:H3' 

A5:H5' 

A5:H8 

A5:H8 

A5:H8 

A5:H8 

A5:H8 

A5:H8 

A5:H8 

A5:H8 

G6:H1' 

G6:H1' 

G6:H1' 

G6:H1' 

G6:H2' 

G6:H2' 

G6:H3' 

G6:H3' 

G6:H5' 

C3:H5'' 

G4:H8 

G6:H1 

C3:H2' 

G4:H2' 

G4:H3' 

G4:H5' 

G4:H5'' 

G4:H3' 

G4:H8 

G6:H8 

G4:H8 

C3:H3' 

G4:H1' 

G4:H5' 

G4:H5'' 

G4:H2' 

G4:H3' 

G4:H4' 

G4:H5' 

G4:H5'' 

A5:H2' 

A5:H4' 

A5:H5' 

A5:H5'' 

A5:H1' 

G6:H1' 

C14:H1' 

G15:H1' 

A5:H8 

G6:H8 

A5:H1' 

G6:H8 

A5:H5'' 

G4:H1' 

A5:H1' 

A5:H3' 

A5:H4' 

A5:H5' 

A5:H5'' 

G6:H4' 

G15:H1' 

G6:H2' 

G6:H3' 

G6:H5' 

G6:H5'' 

G6:H4' 

C7:H5'# 

G6:H2' 

C7:H6 

G6:H8 

3.91 

3.87 

2.00 

4.02 

2.13 

2.84 

1.80 

1.80 

1.77 

2.40 

4.00 

2.65 

3.04 

3.17 

2.73 

3.76 

4.50 

5.00 

4.50 

5.00 

5.00 

2.27 

2.47 

4.00 

4.00 

3.72 

4.15 

4.50 

5.00 

2.39 

2.82 

2.87 

2.66 

1.36 

4.50 

3.01 

2.50 

3.00 

3.26 

3.50 

4.50 

5.00 

2.20 

2.93 

4.00 

4.00 

3.40 

2.86 

1.95 

2.75 

2.65 

5.98 

6.18 

6.00 

6.41 

3.51 

4.60 

6.50 

6.50 

2.96 

4.50 

6.00 

4.31 

4.91 

5.10 

4.42 

6.00 

44.50 

45.00 

44.50 

45.00 

45.00 

3.73 

4.53 

6.00 

6.00 

6.30 

6.00 

6.50 

45.00 

4.41 

5.57 

5.14 

4.82 

2.83 

6.50 

5.36 

4.50 

5.50 

4.80 

6.00 

44.50 

45.00 

3.62 

4.74 

6.00 

6.00 

5.45 

4.62 

3.23 

4.46 

4.31 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

G6:H8 

G6:H8 

G6:H8 

G6:H8 

G6:H8 

G6:H8 

G6:H8 

G6:H8 

C7:H1' 

C7:H1' 

C7:H1' 

C7:H1' 

C7:H2' 

C7:H2' 

C7:H3' 

C7:H4' 

C7:H5 

C7:H5 

C7:H5 

C7:H5' 

C7:H5'' 

C7:H6 

C7:H6 

C7:H6 

C7:H6 

C7:H6 

U8:H1' 

U8:H1' 

U8:H1' 

U8:H1' 

U8:H1' 

U8:H1' 

U8:H2' 

U8:H3' 

U8:H3' 

U8:H5 

U8:H5 

U8:H6 

U8:H6 

U8:H6 

U8:H6 

U8:H6 

U8:H6 

U8:H6 

G9:H1' 

G9:H2' 

G9:H3' 

G9:H4' 

G9:H4' 

G9:H5' 

G9:H8 

G9:H8 

G9:H8 

G9:H8 

G4:H1' 

A5:H1' 

A5:H8 

G6:H1' 

G6:H2' 

G6:H3' 

G6:H4' 

G6:H5'' 

G6:H2' 

C7:H2' 

C7:H5' 

C7:H5'' 

U8:H5 

U8:H6 

C7:H6 

G6:H2' 

G6:H2' 

C7:H3' 

U8:H5 

C7:H6 

C7:H6 

G6:H1' 

G6:H2' 

C7:H1' 

C7:H5 

U8:H5 

C7:H2' 

U8:H2' 

U8:H5' 

U8:H5'' 

U8:H6 

G9:H8 

G9:H1' 

U8:H1' 

G9:H1' 

C7:H3' 

G9:H8 

C7:H1' 

C7:H3' 

U8:H2' 

U8:H3' 

U8:H5 

U8:H5' 

U8:H5'' 

G9:H5' 

G9:H1' 

G9:H1' 

G9:H1' 

G9:H8 

G9:H8 

U8:H2' 

U8:H3' 

G9:H1' 

G9:H2' 

3.50 

4.50 

3.80 

3.20 

2.77 

2.71 

3.68 

3.07 

2.65 

2.72 

3.02 

4.52 

3.26 

2.03 

2.55 

3.59 

3.01 

3.46 

2.86 

2.98 

2.65 

2.90 

1.95 

2.70 

2.07 

3.44 

3.01 

2.28 

2.94 

1.80 

2.94 

1.80 

1.80 

2.88 

1.80 

2.86 

3.89 

3.25 

2.62 

3.25 

2.42 

2.08 

2.50 

3.23 

1.80 

2.63 

3.01 

2.70 

4.30 

1.80 

2.37 

3.31 

3.34 

2.85 

5.00 

6.50 

6.37 

5.15 

4.49 

4.40 

5.88 

4.95 

4.30 

4.16 

4.61 

6.91 

4.99 

3.10 

3.90 

5.74 

4.86 

5.30 

4.37 

4.55 

4.05 

4.68 

3.24 

4.12 

3.17 

5.27 

4.60 

3.48 

4.50 

6.50 

4.49 

6.50 

6.50 

4.40 

6.50 

4.38 

5.95 

4.98 

4.01 

4.97 

3.71 

3.18 

3.82 

4.94 

6.50 

4.02 

4.60 

4.13 

6.58 

6.50 

3.62 

5.06 

5.10 

4.36 

 G9:H8 

C10:H1' 

C10:H1' 

C10:H2' 

C10:H3' 

C10:H3' 

C10:H4' 

C10:H5 

C10:H5 

C10:H5' 

C10:H5' 

C10:H5' 

C10:H5'' 

C10:H5'' 

C10:H6 

C10:H6 

C10:H6 

C10:H6 

C10:H6 

C10:H6 

C10:H6 

A11:H1' 

A11:H1' 

A11:H1' 

A11:H1' 

A11:H1' 

A11:H1' 

A11:H1' 

A11:H2 

A11:H2 

A11:H2 

A11:H2' 

A11:H2' 

A11:H3' 

A11:H4' 

A11:H8 

A11:H8 

A11:H8 

A11:H8 

A11:H8 

G12:H1' 

G12:H1' 

G12:H1' 

G12:H1' 

G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

G12:H8 

C13:H2' 

C13:H2' 

G9:H3' 

C10:H2' 

C10:H4' 

A11:H8 

C10:H1' 

C10:H6 

C10:H5'' 

C10:H1' 

A11:H8 

C10:H1' 

C10:H3' 

C10:H4' 

C10:H1' 

C10:H3' 

C10:H1' 

C10:H2' 

C10:H4' 

C10:H5 

C10:H5' 

C10:H5'' 

A11:H8 

C10:H1' 

C10:H2' 

A11:H2' 

A11:H3' 

A11:H4' 

A11:H5' 

G12:H1' 

A11:H1' 

A11:H2' 

G12:H1' 

A11:H3' 

A11:H8 

A11:H8 

A11:H8 

C10:H1' 

C10:H3' 

A11:H1' 

A11:H5' 

A11:H5'' 

A11:H2' 

G12:H2' 

G12:H3' 

G12:H5' 

A11:H1' 

A11:H2' 

A11:H3' 

A11:H8 

G12:H1' 

G12:H2' 

G12:H3' 

G12:H5'' 

C13:H1' 

C13:H6 

2.59 

2.15 

2.64 

2.07 

3.35 

2.23 

1.99 

4.97 

1.80 

3.37 

2.54 

2.00 

3.90 

2.55 

2.80 

2.75 

3.23 

2.02 

2.79 

2.50 

3.63 

4.63 

3.94 

2.17 

2.89 

2.84 

1.80 

3.81 

4.58 

4.12 

2.89 

2.05 

2.77 

2.31 

3.22 

3.18 

3.10 

3.09 

2.73 

2.93 

2.66 

2.80 

2.97 

3.14 

3.30 

2.25 

2.85 

4.03 

3.07 

2.86 

3.00 

3.48 

2.23 

2.72 

3.96 

3.29 

4.04 

3.17 

5.12 

3.41 

3.04 

7.60 

6.50 

5.16 

3.89 

3.06 

5.97 

3.91 

4.28 

4.20 

4.94 

3.08 

4.26 

3.82 

5.56 

7.08 

6.02 

3.32 

4.42 

4.34 

6.50 

5.82 

7.01 

6.31 

4.42 

3.14 

4.24 

3.53 

4.93 

4.86 

4.75 

4.73 

4.17 

4.48 

4.07 

4.28 

4.54 

4.81 

5.05 

3.44 

4.36 

6.17 

4.69 

4.37 

4.59 

5.31 

3.41 

4.15 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

C13:H3' 

C13:H3' 

C13:H3' 

C13:H4' 

C13:H4' 

C13:H5 

C13:H5 

C13:H5 

C13:H5 

C13:H6 

C13:H6 

C13:H6 

C13:H6 

C13:H6 

C13:H6 

C14:H1' 

C14:H1' 

C14:H1' 

C14:H2' 

C14:H2' 

C14:H2' 

C14:H3' 

C14:H4' 

C14:H4' 

C14:H5 

C14:H5 

C14:H5 

C14:H5 

C14:H6 

C14:H6 

C14:H6 

C14:H6 

C14:H6 

C14:H6 

C14:H6 

G15:H1' 

G15:H1' 

G15:H1' 

G15:H1' 

G15:H1' 

G15:H2' 

G15:H2' 

G15:H5' 

G15:H8 

C13:H1' 

C13:H6 

C14:H5 

C13:H1' 

C13:H6 

G12:H2' 

C14:H5 

C14:H6 

C14:H6 

G12:H1' 

G12:H2' 

C13:H1' 

C13:H5 

C13:H5'' 

C14:H6 

C14:H3' 

C14:H6 

G15:H8 

C14:H1' 

C14:H6 

G15:H1' 

G15:H8 

C14:H1' 

C14:H6 

C13:H2' 

C13:H6 

C14:H3' 

G15:H8 

C13:H1' 

C13:H2' 

C13:H3' 

C14:H3' 

C14:H5 

C14:H5' 

C14:H5'' 

G15:H2' 

G15:H3' 

G15:H4' 

G15:H5'' 

A16:H1' 

G15:H8 

A16:H8 

G15:H1' 

C14:H2' 

3.05 

2.28 

2.88 

3.17 

2.97 

3.28 

2.77 

1.80 

4.58 

3.36 

2.09 

2.94 

2.12 

2.94 

3.58 

3.29 

2.95 

3.88 

2.19 

2.79 

3.25 

2.71 

2.89 

3.09 

3.13 

3.26 

3.49 

1.80 

3.49 

2.09 

2.51 

2.40 

2.12 

3.59 

3.31 

2.24 

2.96 

2.96 

4.57 

4.22 

3.35 

2.07 

3.12 

2.25 

4.66 

3.49 

4.41 

4.85 

4.54 

5.01 

4.24 

6.50 

7.00 

5.14 

3.19 

4.49 

3.25 

4.49 

5.48 

5.03 

4.51 

5.93 

3.35 

4.26 

4.97 

4.14 

4.43 

4.72 

4.79 

4.98 

5.34 

6.50 

5.33 

3.20 

3.84 

3.67 

3.24 

5.49 

5.07 

3.43 

4.53 

4.52 

6.99 

6.45 

5.13 

3.16 

4.78 

3.44 

 G15:H8 

G15:H8 

G15:H8 

G15:H8 

A16:H1' 

A16:H1' 

A16:H1' 

A16:H1' 

A16:H2 

A16:H2 

A16:H2' 

A16:H3' 

A16:H3' 

A16:H4' 

A16:H5' 

A16:H8 

A16:H8 

A16:H8 

A16:H8 

A16:H8 

A16:H8 

A16:H8 

A16:H8 

C17:H1' 

C17:H1' 

C17:H5 

C17:H5 

C17:H5 

C17:H6 

C17:H6 

C17:H6 

C17:H6 

C17:H6 

 

U2:H3 

G4:H1 

G6:H1 

C7:H42 

C7:H42 

U8:H3 

A11:H2 

C13:H42 

C13:H5 

G15:H1 

C14:H6 

G15:H1' 

G15:H4' 

G15:H5'' 

A16:H2' 

A16:H3' 

A16:H5' 

C17:H5 

A16:H1' 

C17:H1' 

C17:H5 

A16:H2' 

A16:H8 

A16:H1' 

A16:H8 

G15:H1' 

G15:H3' 

G15:H8 

A16:H1' 

A16:H2' 

A16:H5'' 

C17:H5 

C17:H6 

C17:H3' 

C17:H6 

A16:H3' 

C17:H2' 

C17:H3' 

A16:H1' 

A16:H2' 

A16:H3' 

C17:H3' 

C17:H5 

 

G15:H1 

G6:H1 

G12:H1 

U8:H3 

13:H42 

G12:H1 

G12:H1 

C14:H42 

C14:H42 

A16:H2 

3.36 

3.32 

4.05 

3.08 

2.09 

2.75 

3.63 

4.68 

4.19 

3.33 

2.92 

1.99 

2.90 

3.02 

2.38 

3.35 

2.56 

3.70 

3.05 

2.88 

2.84 

3.47 

3.47 

3.07 

3.38 

3.02 

3.46 

3.47 

3.22 

1.95 

2.40 

2.35 

1.97 

 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

5.13 

5.08 

6.19 

4.70 

3.19 

4.21 

5.55 

7.16 

6.40 

5.09 

4.47 

3.04 

4.44 

4.62 

3.65 

5.13 

3.92 

5.66 

4.67 

4.41 

4.34 

5.31 

5.30 

4.69 

5.16 

4.62 

5.29 

5.31 

4.93 

2.98 

3.67 

3.59 

3.01 

 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 
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Tabela A5. Minimalne (Dd) oraz maksymalne (Dg) odległości międzyprotonowe otrzymane metodą ISPA 

z pomiaru objętości sygnałów korelacyjnych widm 2D NOESY dupleksu VI. 

 

Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

G1:H1' 

G1:H1' 

G1:H2' 

G1:H2' 

G1:H2' 

G1:H2' 

G1:H3' 

G1:H3' 

G1:H3' 

G1:H3' 

G1:H3' 

G1:H4' 

G1:H5'' 

G1:H5'# 

G1:H5'# 

G1:H8 

G1:H8 

U2:H1' 

U2:H2' 

U2:H2' 

U2:H2' 

U2:H2' 

U2:H2' 

U2:H3' 

U2:H3' 

U2:H3' 

U2:H3' 

U2:H3' 

U2:H4' 

U2:H4' 

U2:H5 

U2:H5 

U2:H5' 

U2:H5'# 

U2:H5'# 

C3:H1' 

C3:H1' 

C3:H1' 

C3:H1' 

C3:H2' 

C3:H2' 

C3:H2' 

C3:H2' 

C3:H3' 

C3:H3' 

C3:H5 

C3:H5 

C3:H5 

C3:H5'# 

C3:H5'# 

C3:H6 

G1:H8 

U2:H6 

G1:H1' 

U2:H5 

U2:H5'# 

U2:H6 

G1:H1' 

G1:H2' 

G1:H8 

U2:H5 

U2:H6 

G1:H1' 

G1:H5' 

G1:H4' 

G1:H8 

G1:H2' 

G1:H5'# 

U2:H4' 

U2:H1' 

U2:H6 

C3:H1' 

C3:H5 

C3:H6 

U2:H1' 

U2:H5 

U2:H6 

C3:H5 

C3:H6 

U2:H5'# 

U2:H6 

U2:H6 

C3:H5 

U2:H5'' 

U2:H1' 

U2:H6 

C3:H3' 

C3:H4' 

G4:H8 

A16:H2 

C3:H1' 

C3:H6 

G4:H1' 

G4:H8 

C3:H6 

G4:H8 

U2:H6 

C3:H6 

G4:H8 

C3:H1' 

C3:H6 

U2:H1' 

3.04 

2.50 

2.62 

2.73 

2.80 

1.80 

2.69 

2.26 

2.82 

2.72 

2.13 

2.56 

1.45 

1.82 

2.87 

2.97 

3.15 

2.49 

2.23 

2.67 

2.97 

2.75 

2.01 

2.58 

2.83 

2.33 

3.00 

2.30 

1.54 

2.72 

2.14 

2.48 

1.44 

3.16 

2.74 

2.59 

2.32 

3.12 

2.50 

2.21 

2.69 

2.98 

2.17 

1.97 

2.28 

3.16 

2.08 

3.18 

3.16 

2.48 

2.75 

4.66 

4.50 

4.00 

4.17 

4.27 

3.50 

4.11 

3.45 

4.31 

4.15 

3.25 

3.91 

2.22 

2.78 

4.39 

4.53 

4.82 

3.81 

3.41 

4.09 

4.55 

4.20 

3.07 

3.94 

4.33 

3.56 

4.58 

3.52 

2.35 

4.16 

3.27 

3.79 

2.21 

4.84 

4.18 

3.95 

3.55 

4.77 

3.83 

3.38 

4.12 

4.56 

3.31 

3.01 

3.49 

4.83 

3.19 

4.86 

4.83 

3.79 

4.20 

 C3:H6 

C3:H6 

C3:H6 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H1' 

G4:H2' 

G4:H2' 

G4:H2' 

G4:H2' 

G4:H2' 

G4:H3' 

G4:H3' 

G4:H3' 

G4:H3' 

G4:H4' 

G4:H4' 

G4:H5'# 

G4:H5'# 

G4:H5'# 

U5:H1' 

U5:H1' 

U5:H1' 

U5:H1' 

U5:H1' 

U5:H2' 

U5:H2' 

U5:H2' 

U5:H3' 

U5:H3' 

U5:H3' 

U5:H3' 

U5:H4' 

U5:H4' 

U5:H5 

U5:H5 

U5:H5 

U5:H5 

U5:H5 

U5:H5 

U5:H5'# 

U5:H5'# 

U5:H5'# 

U5:H5'# 

U5:H5'# 

U5:H5'* 

U5:H6 

G6:H1' 

G6:H2' 

G6:H2' 

G6:H2' 

U2:H5 

C3:H1' 

C3:H4' 

G4:H8 

U5:H6 

G6:H8 

G4:H1' 

G4:H3' 

G4:H8 

U5:H6 

G6:H8 

G4:H1' 

G4:H8 

G4:H8 

U5:H6 

G4:H1' 

G4:H3' 

G4:H1' 

G4:H3' 

G4:H8 

G4:H2' 

G4:H3' 

G4:H8 

U5:H4' 

G6:H8 

U5:H3' 

G6:H1' 

G6:H8 

G4:H2' 

U5:H1' 

U5:H6 

G6:H1' 

U5:H3' 

G6:H8 

G4:H2' 

G4:H3' 

G4:H4' 

G4:H8 

U5:H6 

G6:H8 

G4:H3' 

G4:H3' 

U5:H3' 

U5:H3' 

U5:H6 

G6:H8 

G4:H4' 

G6:H8 

G6:H1' 

C7:H1' 

C7:H5 

3.59 

3.18 

3.14 

3.08 

4.00 

2.84 

2.33 

1.95 

2.11 

2.23 

2.50 

2.94 

2.72 

2.72 

3.02 

2.52 

1.95 

3.22 

2.24 

2.79 

4.50 

4.50 

4.50 

2.60 

4.50 

2.04 

4.50 

4.00 

4.50 

2.83 

1.94 

4.50 

2.00 

4.50 

4.50 

4.50 

4.50 

4.50 

2.13 

4.50 

4.20 

4.50 

2.09 

3.00 

2.28 

4.20 

4.20 

2.84 

2.36 

3.39 

2.81 

5.49 

4.86 

4.80 

4.71 

6.50 

4.80 

3.57 

2.98 

3.22 

4.17 

4.00 

4.50 

4.56 

4.56 

5.37 

3.86 

2.99 

4.92 

3.43 

4.27 

44.50 

44.50 

44.50 

4.74 

44.50 

3.88 

44.50 

44.00 

44.50 

5.08 

3.72 

44.50 

3.05 

44.50 

44.50 

44.50 

44.50 

44.50 

3.26 

44.50 

44.20 

44.50 

3.49 

4.50 

4.25 

44.20 

44.20 

4.35 

3.61 

5.18 

4.29 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

G6:H2' 

G6:H3' 

G6:H3' 

G6:H3' 

G6:H4' 

G6:H4' 

G6:H5'* 

G6:H5'* 

G6:H5'# 

G6:H8 

G6:H8 

C7:H1' 

C7:H2' 

C7:H3' 

C7:H3' 

C7:H5 

C7:H5 

C7:H5'# 

U8:H1' 

U8:H1' 

U8:H1' 

U8:H1' 

U8:H2' 

U8:H2' 

U8:H3' 

U8:H5 

U8:H5 

U8:H5'# 

U8:H5'# 

U8:H6 

U8:H6 

G9:H1' 

G9:H1' 

G9:H2' 

G9:H3' 

G9:H3' 

G9:H4' 

G9:H4' 

G9:H5'# 

G9:H5'# 

G9:H5'# 

G9:H8 

C10:H1' 

C10:H1' 

C10:H1' 

C10:H1' 

C10:H2' 

C10:H2' 

C10:H2' 

C10:H2' 

C10:H3' 

C10:H3' 

C10:H3' 

C10:H4' 

C7:H6 

G6:H1' 

G6:H2' 

G6:H8 

G6:H1' 

G6:H8 

G6:H1' 

G6:H8 

G6:H2' 

U5:H3' 

G6:H2' 

C7:H6 

U8:H5 

C7:H6 

U8:H5 

C7:H6 

U8:H5 

C7:H6 

U8:H2' 

U8:H3' 

U8:H4' 

G9:H8 

G9:H1' 

G9:H8 

U8:H5 

C7:H6 

U8:H6 

U8:H1' 

U8:H6 

U8:H2' 

U8:H3' 

G9:H8 

A11:H2 

G9:H1' 

G9:H1' 

G9:H8 

G9:H1' 

G9:H8 

G9:H4' 

G9:H4' 

G9:H8 

U8:H3' 

C10:H5'# 

C10:H6 

A11:H1' 

A11:H8 

C10:H1' 

C10:H6 

A11:H1' 

A11:H8 

C10:H1' 

C10:H6 

A11:H8 

C10:H1' 

2.24 

2.63 

2.02 

2.00 

2.44 

2.50 

3.00 

2.50 

3.17 

3.50 

2.46 

2.80 

2.85 

2.00 

2.63 

2.10 

2.95 

2.45 

2.45 

2.56 

2.21 

3.13 

2.84 

2.12 

3.18 

2.82 

2.05 

3.06 

3.08 

2.41 

1.98 

3.00 

3.21 

2.30 

2.60 

2.21 

2.46 

2.87 

1.52 

1.57 

2.41 

2.28 

3.22 

2.84 

3.35 

3.05 

2.25 

2.49 

2.73 

2.05 

2.71 

2.11 

2.26 

2.53 

3.42 

4.02 

3.09 

3.50 

3.73 

4.50 

5.50 

5.50 

5.04 

6.50 

4.05 

4.27 

4.36 

3.50 

4.03 

3.21 

4.51 

3.75 

3.74 

3.92 

3.37 

4.79 

4.34 

3.24 

4.87 

4.31 

3.14 

4.68 

4.72 

3.88 

3.03 

4.59 

4.91 

3.52 

3.98 

3.38 

3.77 

4.38 

2.33 

2.40 

3.69 

3.49 

4.92 

4.35 

5.12 

4.67 

3.43 

3.81 

4.17 

3.13 

4.14 

3.23 

3.45 

3.86 

 C10:H4' 

C10:H4' 

C10:H5 

C10:H5'' 

C10:H5'# 

C10:H5'# 

C10:H5'# 

A11:H1' 

A11:H1' 

A11:H1' 

A11:H2 

A11:H2' 

A11:H2' 

A11:H2' 

A11:H2' 

A11:H3' 

A11:H3' 

A11:H3' 

A11:H4' 

A11:H4' 

A11:H4' 

A11:H5' 

A11:H5'# 

A11:H5'# 

A11:H5'# 

A11:H5'# 

A11:H8 

A11:H8 

G12:H1' 

G12:H1' 

G12:H2' 

G12:H2' 

G12:H2' 

G12:H2' 

G12:H2' 

G12:H3' 

G12:H3' 

G12:H4' 

G12:H5'# 

G12:H8 

C13:H1' 

C13:H1' 

C13:H2' 

C13:H2' 

C13:H2' 

C13:H2' 

C13:H3' 

C13:H3' 

C13:H3' 

C13:H3' 

C13:H3' 

C13:H4' 

C13:H4' 

C13:H5 

C10:H5'# 

C10:H6 

C10:H6 

C10:H5' 

C10:H4' 

C10:H6 

C10:H6 

A11:H5'# 

A11:H8 

G12:H8 

A11:H1' 

A11:H1' 

A11:H3' 

A11:H8 

G12:H8 

A11:H1' 

A11:H8 

G12:H8 

A11:H1' 

A11:H3' 

A11:H5'# 

A11:H5'' 

A11:H1' 

A11:H3' 

A11:H3' 

A11:H8 

C10:H6 

G12:H8 

A11:H2 

C13:H6 

G12:H1' 

G12:H8 

C13:H1' 

C13:H5 

C13:H6 

G12:H1' 

C13:H6 

G12:H1' 

G12:H8 

G12:H1' 

C13:H6 

C14:H6 

C13:H1' 

C13:H6 

C14:H1' 

C14:H6 

C13:H1' 

C13:H5 

C13:H6 

C14:H5 

C14:H6 

C13:H1' 

C13:H5'# 

C13:H6 

1.81 

3.05 

2.04 

1.46 

1.83 

2.35 

2.62 

3.57 

2.98 

3.31 

3.93 

2.67 

2.11 

3.07 

2.54 

2.88 

2.32 

2.72 

2.90 

2.39 

1.85 

1.60 

3.61 

2.35 

2.40 

2.69 

2.69 

3.67 

2.95 

3.15 

2.20 

2.65 

2.89 

3.08 

2.09 

2.47 

2.36 

2.68 

2.56 

2.63 

2.92 

3.08 

2.33 

3.08 

3.02 

1.99 

2.73 

2.96 

2.27 

2.79 

2.23 

2.50 

1.67 

2.13 

2.77 

4.66 

3.12 

2.24 

2.79 

3.60 

4.00 

5.46 

4.55 

5.06 

6.01 

4.08 

3.23 

4.69 

3.88 

4.40 

3.55 

4.15 

4.43 

3.65 

2.83 

2.44 

5.52 

3.60 

3.67 

4.11 

4.11 

5.62 

4.51 

4.82 

3.37 

4.05 

4.42 

4.71 

3.19 

3.77 

3.61 

4.10 

3.92 

4.02 

4.46 

4.70 

3.56 

4.72 

4.62 

3.05 

4.17 

4.53 

3.47 

4.27 

3.42 

3.83 

2.55 

3.26 
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Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å]  Atom 1 Atom 2 Dd [Å] Dg [Å] 

C13:H5 

C13:H5' 

C13:H5'# 

C13:H5'# 

C14:H1' 

C14:H1' 

C14:H2' 

C14:H2' 

C14:H2' 

C14:H3' 

C14:H3' 

C14:H3' 

C14:H4' 

C14:H4' 

C14:H5 

C14:H5 

C14:H5 

C14:H5 

C14:H5'# 

C14:H5'# 

C14:H6 

C14:H6 

C14:H6 

G15:H1' 

G15:H1' 

G15:H1' 

G15:H2' 

G15:H2' 

G15:H2' 

G15:H3' 

G15:H3' 

G15:H5'# 

G15:H5'# 

G15:H5'# 

A16:H1' 

A16:H1' 

A16:H1' 

A16:H1' 

A16:H2 

A16:H2 

A16:H2' 

A16:H2' 

A16:H2' 

C14:H5 

C13:H5'' 

C13:H6 

C13:H6 

C14:H6 

G15:H8 

C14:H1' 

C14:H6 

G15:H8 

C14:H1' 

C14:H6 

G15:H8 

C14:H1' 

C14:H5'# 

C13:H2' 

C13:H6 

C14:H3' 

C14:H6 

C14:H1' 

C14:H6 

C13:H6 

C14:H4' 

G15:H8 

G15:H4' 

G15:H8 

A16:H8 

G15:H1' 

G15:H8 

A16:H1' 

G15:H1' 

G15:H8 

G15:H1' 

G15:H8 

G15:H8 

A16:H2 

A16:H5'# 

A16:H8 

C17:H6 

A16:H2' 

C17:H1' 

A16:H1' 

C17:H5 

C17:H6 

2.59 

1.30 

2.66 

2.77 

2.75 

3.17 

2.25 

2.03 

1.99 

2.55 

2.01 

2.35 

2.59 

2.00 

2.42 

3.31 

2.93 

2.06 

3.17 

2.76 

3.39 

2.53 

2.86 

2.36 

2.91 

2.90 

2.15 

2.76 

3.11 

2.54 

2.24 

3.23 

2.54 

2.59 

3.14 

3.87 

2.92 

3.27 

3.01 

2.62 

2.21 

2.79 

1.94 

3.96 

1.99 

4.07 

4.23 

4.21 

4.85 

3.44 

3.61 

3.04 

3.90 

3.07 

3.59 

3.97 

3.50 

3.71 

5.06 

4.49 

3.15 

4.85 

4.23 

5.18 

3.86 

4.38 

3.61 

4.45 

4.43 

3.28 

4.22 

4.76 

3.88 

3.43 

4.95 

3.89 

3.97 

4.81 

5.92 

4.46 

5.00 

4.61 

4.01 

3.38 

4.26 

2.96 

 A16:H3' 

A16:H3' 

A16:H4' 

A16:H5'# 

A16:H8 

A16:H3' 

A16:H8 

A16:H8 

C17:H1' 

C17:H2' 

C17:H2' 

C17:H3' 

C17:H3' 

C17:H3' 

C17:H4' 

C17:H4' 

C17:H5 

C17:H5 

C17:H5 

C17:H5' 

C17:H5'# 

C17:H5'# 

C17:H6 

 

U2:H3 

U2:H3 

U2:H3 

U2:H3 

C3:H22 

G4:H1 

G6:H1 

G6:H1 

G6:H1 

G6:H1 

G6:H1 

U8:H3 

U8:H3 

U8:H3 

G12:H1 

G12:H1 

G15:H1 

G15:H1 

G15:H1 

A16:H1' 

C17:H5 

C17:H6 

A16:H1' 

A16:H8 

G15:H2' 

G15:H8 

A16:H2' 

C17:H5'# 

C17:H1' 

C17:H6 

C17:H1' 

C17:H5 

C17:H6 

C17:H1' 

C17:H6 

A16:H8 

C17:H5'# 

C17:H6 

C17:H5'' 

C17:H4' 

C17:H6 

A16:H8 

 

C17:H42 

C3:H1' 

C3:H41 

C3:H5 

G4:H1 

G6:H1 

C7:H42 

C7:H5 

G12:H1 

C14:H1' 

C14:H6 

C7:H42 

C10:H42 

G12:H1 

A11:H2 

C13:H42 

G4:H1' 

C14:H41 

A16:H2 

2.61 

2.69 

2.43 

2.55 

2.45 

1.94 

3.31 

2.70 

3.04 

2.20 

2.52 

2.75 

2.88 

2.02 

2.54 

2.42 

2.97 

3.64 

2.01 

1.48 

1.63 

2.60 

3.52 

 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

1.80 

3.99 

4.11 

3.72 

3.91 

3.75 

2.97 

5.06 

4.13 

4.65 

3.36 

3.85 

4.20 

4.41 

3.08 

3.88 

3.71 

4.54 

5.56 

3.08 

2.27 

2.50 

3.98 

5.38 

 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

7.00 

7.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 

6.00 
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Aneks 5. Pliki protokołu obliczeniowego 
 

 
remarks File generate/generatedna.inp  
remarks Generate structure file for a dodecamer 
 
topology @TOPPAR:dna-rna-allatom.top end 
 
parameter 
   @TOPPAR:dna-rna-allatom.par 
           
   hbonds 
      acce=true don=5.5 doff=6.5 
      dcut=7.5 aon=60.0 aoff=80.0  
      acut=100.0 
   end 
   nbonds 
      atom cdie shift eps=1.0  e14fac=0.4 
      cutnb=7.5 ctonnb=6.0 ctofnb=6.5 
      nbxmod=5 vswitch 
   end 
end 
 
 
segment                                        {* Generate one strand. *} 
   name="STRA" 
   chain 
       LINK NUC  HEAD - *  TAIL + *  END 
       FIRST  5TER  TAIL + * END 
       LAST 3TER  HEAD - * END 
 
       sequence @strand1.seq end 
   end 
end 
 
{-----------------------------------------------------------------------} 
segment                                     {* Generate second strand. *} 
   name="STRB"  
   chain 
       LINK NUC  HEAD - *  TAIL + *  END 
       FIRST  5TER  TAIL + * END 
       LAST 3TER  HEAD - * END 
 
       sequence @strand2.seq end 
   end 
end 
 
{-----------------------------------------------------------------------} 
 
vector do ( resid = encode ( decode ( resid ) + 10 ) ) (segid "STRB") 
 
write structure output=structure.psf end {* Writes the structure file. *} 
 
stop 
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remarks File nmr/generate_template.inp 
remarks Generates a "template" coordinate set.  This produces 
remarks an arbitrary extended conformation with ideal geometry. 
 
{====>} 
set seed=@xplor.seed end   ! Use xplor -s 
 
set echo=off message=off end 
 
structure @structure.psf end     {* Read structure file. *} 
 
{====>} parameter                              {* Read parameter file. *} 
   @TOPPAR:dna-rna-allatom.par 
end 
 
evaluate ($accept = 1) 
while ($accept > 0) loop main 
 
vector ident (x) ( all ) 
vector do (x=x/10.) ( all ) 
vector do (y=random(0.5) ) ( all ) 
vector do (z=random(0.5) ) ( all ) 
 
vector do (fbeta=50) (all)           {* Friction coefficient, in 1/ps. *} 
vector do (mass=100) (all)                   {* Heavy masses, in amus. *} 
 
parameter 
   nbonds 
      cutnb=5.5 rcon=20. nbxmod=-2 repel=0.9  wmin=0.1 tolerance=1. 
      rexp=2 irexp=2 inhibit=0.25 
   end 
end 
 
flags exclude * include bond angle dihe vdw end 
 
minimize powell nstep=200  nprint=10 end 
 
flags include impr end 
 
minimize powell nstep=400 nprint=10 end 
 
dynamics verlet 
   nstep=200  timestep=0.001 iasvel=maxwell  firsttemp= 300. 
   tcoupling = true  tbath = 300.   nprint=50  iprfrq=0 
end 
 
parameter 
   nbonds 
      rcon=2. nbxmod=-3 repel=0.75 
   end 
end 
 
minimize powell nstep=400 nprint=25 end 
 
dynamics verlet 
   nstep=600  timestep=0.005 iasvel=maxwell  firsttemp= 300. 
   tcoupling = true  tbath = 300.   nprint=100  iprfrq=0 
end 
 
flags exclude vdw elec end 
vector do (mass=1.) ( name h* ) 
hbuild selection=( name h* ) phistep=360 end 
flags include vdw elec end 
 
minimize powell nstep=1000 nprint=50 end 
 
 
{* DIHE Data Analysis *} 
   print threshold=5 dihedrals 
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   evaluate ($rms_dihe=$result) 
   evaluate ($v_dihe=$violations) 
 
{* BOND Data Analysis *} 
   print threshold=0.05 bonds 
   evaluate ($rms_bond=$result) 
   evaluate ($v_bond=$violations) 
 
{* ANGLE Data Analysis *} 
   print threshold=5 angles 
   evaluate ($rms_angl=$result) 
   evaluate ($v_angl=$violations) 
 
{* IMPROPER Data Analysis *} 
   print threshold=5 impropers 
   evaluate ($rms_impr=$result) 
   evaluate ($v_impr=$violations) 
 
 
evaluate ( $accept = 0 ) 
if ($v_bond > 0) then evaluate ( $accept = $accept + 1 ) end if 
if ($v_angl > 0) then evaluate ( $accept = $accept + 1 ) end if 
if ($v_dihe > 0) then evaluate ( $accept = $accept + 1 ) end if 
if ($v_impr > 0) then evaluate ( $accept = $accept + 1 ) end if 
if ($ener   >80) then evaluate ( $accept = $accept + 1 ) end if 
 
if ($accept = 0 ) then 
 
   set echo=off message=off end 
 
   display Energy: bond $bond, angle $angl, dihedral $dihe, 
   display         improper $impr, VdW $vdw, total $ener 
   display RMSD:   bond $rms_bond, angle $rms_angl, dihedral $rms_dihe, 
   display         improper $rms_impr 
   display Violations:  bond $v_bond, angle $v_angl, dihedral $v_dihe, 
   display         improper $v_impr 
 
{* Write coordinates. *} 
   write coordinates output=generate_template.pdb end 
 
end if 
end loop main 
 
stop 
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remarks File: tutorial/nmr_torsion/nmr_torsion.inp 
 
remarks Protocol for torsion angle molecular dynamics structure  
remarks calculations for proteins and nucleic acids 
 
remarks The protocol has been tested with initial structures obtained by 
remarks "generate_template.inp".  However, any structure with proper  
remarks geometry could serve as initial structure.  It is imperative that  
remarks the initial structure has proper geometry (ideal bond lengths,  
remarks angles, and impropers) because the torsion-angle molecular  
remarks dynamics routine derives the internal constraints(e.g., bond  
remarks length, bond angle) from the initial coordinates. 
 
 
{* ====> Paramter, structure, and template files *} 
evaluate ($PARAMETERS    = "TOPPAR:dna-rna-allatom.par"   ) 
evaluate ($STRUCTURE     = "structure.psf"                ) 
evaluate ($TEMPLATE      = "generate_template.pdb"        ) 
 
{* ====> NOE distance restraints files  *} 
evaluate ($NOE_TABLE1    = "noes.tbl"        ) 
evaluate ($NOE_TABLE2    = "hbnd.tbl"        ) 
evaluate ($NOE_TABLE3    = "noeh2o.tbl"      ) 
 
{* ====> dihedral angle restraints file *} 
evaluate ($DIHE_TABLE    = "dihs.tbl"        ) 
 
{* ====> The base name of the generated coordinate files *} 
evaluate ($PDBNAME       = "sa_tad."                      ) 
 
{* ====> Parameters for high temperature torsion angle stage     *} 
{* ====> Suggested nucleic acid parameters are in curly brackets *} 
evaluate ($tad_temp      = 20000   ) 
evaluate ($tad_step      = 8000    ) 
evaluate ($tad_vdw       = 0.3     ) 
evaluate ($tad_noe       = 75      ) 
evaluate ($tad_dih       = 100     ) 
 
{* ====> Parameters for slow-cool torsion angle stage *} 
evaluate ($cool_t        = 20000   ) 
evaluate ($cool_steps    = 10000   ) 
evaluate ($cool_noe      = 100     ) 
evaluate ($cool_dih      = 100     ) 
 
{* ====> Parameters for slow-cool Cartesian MD stage  *} 
evaluate ($vercool_temp  = 3000    ) 
evaluate ($vercool_steps = 6000    ) 
evaluate ($vercool_vdw   = 1.0     ) 
evaluate ($vercool_noe   = 125     ) 
evaluate ($vercool_dih   = 200     ) 
 
{* ====> Parameters for Final Minimization stage *} 
evaluate ($pow_vdw       = 1.0     ) 
evaluate ($pow_noe       = 250     ) 
evaluate ($pow_dih       = 250     ) 
evaluate ($pow_step      = 1200    ) 
 
 
parameter 
   @$PARAMETERS 
end 
 
structure 
   @$STRUCTURE 
end 
 
coor @$TEMPLATE 
coor copy end 
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set echo off message off end 
 
noe 
   nres = 3000 
   class all 
   @$NOE_TABLE1 
   @$NOE_TABLE2 
   @$NOE_TABLE3 
end 
 
set echo off message off end 
 
restraints dihedral 
   nass = 1000 
   @$DIHE_TABLE 
end 
 
set echo on message on end 
 
flags exclude * include bonds angle impr vdw noe cdih end 
 
vector do (fbeta=10) (all) 
vector do (mass=100) (all) 
 
noe 
   ceiling=1000 
   averaging  * cent 
   potential  * soft 
   sqoffset * 0.0 
   sqconstant * 1.0 
   sqexponent * 2 
   soexponent * 1 
   asymptote  * 1.0 
   rswitch * 0.5 
end 
 
parameter 
   nbonds 
      repel=0.80 
      rexp=2 irexp=2 rcon=1. 
      nbxmod=3 
      wmin=0.01 
      cutnb=6.0 ctonnb=2.99 ctofnb=3. 
      tolerance=0.5 
   end 
end 
 
set seed=@xplor.seed end    ! Use xplor -s 
 
coor swap end 
coor copy end 
 
{* ====> High Temperature Torsion Angle Dynamics *} 
 
vector do ( vx = maxwell(1.5) ) ( all ) 
vector do ( vy = maxwell(1.5) ) ( all ) 
vector do ( vz = maxwell(1.5) ) ( all ) 
 
restraints dihedral 
   scale = $tad_dih 
end 
 
dynamics torsion 
   topology 
      kdihmax = 300 
      maxchn = 1000 
 
     {* If refining nucleic acids, uncomment and appropriately     *} 
     {* modify the following lines. You must free the C3'-C4' bond *} 
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     {* on all furanose sugars otherwise you will encouter         *} 
     {* 'impossible topology' errors.                              *} 
      evaluate ( $nucl = 1 ) 
      while ( $nucl le 20 ) loop cut 
         free bond ( resid $nucl and name C3' ) 
                   ( resid $nucl and name C4' ) 
         evaluate ( $nucl = $nucl + 1 ) 
      end loop cut 
 
   end 
end 
 
evaluate ($ncycle_tad    = 100) 
evaluate ($nstep_tad     = int($tad_step/$ncycle_tad)) 
 
evaluate ($tadini_vdw    = 5  ) 
evaluate ($tadvdw_step   = ($tadini_vdw-$tad_vdw)/$ncycle_tad) 
evaluate ($ktad_vdw      = $tadini_vdw) 
evaluate ($tadini_noe    = 2  ) 
evaluate ($tadnoe_step   = ($tad_noe-$tadini_noe)/$ncycle_tad) 
evaluate ($ktad_noe      = $tadini_noe) 
 
evaluate ($i_tad = 0) 
while ($i_tad < $ncycle_tad) loop tad 
   evaluate ($i_tad = $i_tad + 1) 
 
   noe 
      scale * $ktad_noe 
   end 
 
   constraints interaction (all) (all) 
      weights * 1 vdw $ktad_vdw end 
   end 
 
   dynamics torsion 
      ntrfrq = 1 
      nstep = $nstep_tad   timestep = 0.008 
      tcoupling = true     tbath = $tad_temp   nprint = $nstep_tad 
   end 
 
   evaluate ($ktad_vdw = $ktad_vdw - $tadvdw_step) 
   evaluate ($ktad_noe = $ktad_noe + $tadnoe_step) 
 
end loop tad 
 
{* ====> Slow-cooling with torsion angle dynamics *} 
 
noe 
   scale * $cool_noe 
end 
 
restraints dihedral 
   scale = $cool_dih 
end 
 
flag exclude * include noe cdih bond angl impr vdw end 
 
evaluate ($final_t  = 300) 
evaluate ($tempstep = 100) 
 
evaluate ($ncycle = int(($cool_t-$final_t)/$tempstep)) 
evaluate ($nstep  = int($cool_steps/$ncycle)) 
 
evaluate ($ini_vdw  =  $tad_vdw) 
evaluate ($fin_vdw  =  1.0) 
evaluate ($vdw_step = ($fin_vdw-$ini_vdw)/$ncycle) 
 
evaluate ($bath  = $cool_t) 
evaluate ($k_vdw = $ini_vdw) 
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evaluate ($i_cool = 0) 
while ($i_cool < $ncycle) loop cool 
   evaluate ($i_cool = $i_cool + 1) 
 
   constraints interaction (all) (all) 
      weights * 1. vdw $k_vdw end 
   end 
 
   dynamics torsion 
      ntrfrq = 1 
                     nstep = $nstep   timestep = 0.007 
      tcoup = true   tbath = $bath    nprint   = $nstep 
   end 
 
   evaluate ($bath  = $bath  - $tempstep) 
   evaluate ($k_vdw = $k_vdw + $vdw_step) 
 
end loop cool 
 
dynamics torsion 
   topology 
      reset 
   end 
end 
 
{* ====> Slow-cooling with Cartesian molecular dynamics *} 
 
vector do ( vx = maxwell($vercool_temp) ) ( all ) 
vector do ( vy = maxwell($vercool_temp) ) ( all ) 
vector do ( vz = maxwell($vercool_temp) ) ( all ) 
 
noe 
   scale * $vercool_noe 
end 
 
restraints dihedral 
   scale = $vercool_dih 
end 
 
evaluate ($final_t = 300) 
evaluate ($tempstep = 50) 
 
evaluate ($ncycle = ($vercool_temp - $final_t)/$tempstep) 
evaluate ($nstep = int($vercool_steps/$ncycle)) 
 
evaluate ($bath  = $vercool_temp) 
 
constraints interaction (all) (all) 
   weights * 1 vdw $vercool_vdw end 
end 
 
evaluate ($i_cool = 0) 
while ($i_cool < $ncycle) loop cool 
 
   evaluate ($i_cool=$i_cool+1) 
 
   dynamics verlet 
      nstep = $nstep  time = 0.003 
      iasvel = current  firstt =$bath 
      tcoup = true    tbath = $bath 
      nprint = $nstep   iprfrq = 0 
   end 
 
   evaluate ($bath  = $bath  - $tempstep) 
 
end loop cool 
 
{* ====> Final minimization *} 
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noe 
   scale * $pow_noe 
end 
 
restraints dihedral 
   scale = $pow_dih 
end 
 
constraints interaction (all) (all) 
   weights * 1 vdw $pov_vdw end 
end 
 
minimize powell nstep=$pow_step drop=10.0 nprint=25 end 
 
 
{* NOE Data Analysis *} 
   print threshold = 0.5 noe 
   evaluate ($noe5 = $violations) 
   print threshold = 0.2 noe 
   evaluate ($noe2 = $violations) 
   evaluate ($rms_noe = $result) 
 
{* DIHE Data Analysis *} 
   print threshold = 5.0 dihe 
   evaluate ($dihe5 = $violations) 
   evaluate ($rms_dihe = $result) 
 
{* CDIH Data Analysis *} 
   print threshold = 5.0 cdih 
   evaluate ($cdih5 = $violations) 
   evaluate ($rms_cdih = $result) 
 
{* BOND Data Analysis *} 
   print thres=0.05 bond 
   evaluate ($bond5=$violations) 
   evaluate ($rms_bond = $result) 
 
{* ANGLE Data Analysis *} 
   print thres=5.0 angle 
   evaluate ($angl5=$violations) 
   evaluate ($rms_angl = $result) 
 
{* IMPROPER Data Analysis *} 
   print thres=5.0 improper 
   evaluate ($impr5=$violations) 
   evaluate ($rms_impr = $result) 
 
{* ENERGY Data Analysis *} 
   energy end 
 
 
set echo=off message=off end 
 
display Energy: bond $bond, angle $angl, improper $impr, 
display         NOE $noe, c-dihedral $cdih, VdW $vdw, total $ener 
display RMSD:   bond $rms_bond, angle $rms_angl, dihedral $rms_dihe, 
display         improper $rms_impr, NOE $rms_noe, c-dihedral $rms_cdih 
display Violations: bond $bond5, angle $angl5, dihedral $dihe5, 
display         improper $impr5, NOE $noe2, c-dihedral $cdih5 
 
write coordinates output = "sa_tad.pdb" end 
 
stop 
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remarks File: eginput/rna_refi/rna_databse_refine.inp 
 
remarks Refinement of RNA using torsion angle and base-base positional  
remarks database potentials of mean force 
 
 
set seed=@xplor.seed end    ! Use xplor -s 
 
{====>} parameter                          {* Read the parameter file. *} 
   @TOPPAR:dna-rna-allatom.par 
end 
 
evaluate ($knoe  = 0.1)   
evaluate ($kcdi = 10.0) 
 
evaluate ($kori = 0.002) 
evaluate ($knuc = 0.002) 
 
{====>} structure @structure.psf end       {* Read the structure file. *} 
 
coor @sa_tad.pdb 
 
flags exclude * include bonds angles impr end 
 
mini powell nstep=200 step=1.0 end 
 
 
coor copy end 
 
restraints planar 
   @plnr.tbl  {* Sets up basepairs for the stem and even base-triples. *} 
end 
 
@rna_orient.setup 
 
noe 
   nres=3000       {* Estimate greater than the actual number of NOEs. *} 
   class all  
      @noes.tbl                           {* Read NOE distance ranges. *} 
      @noeh2o.tbl 
   class hb 
      @hbnd.tbl 
end 
 
restraints dihed 
   scale $kcdi 
   nass = 5000 
   set message on echo on end 
      @dihs.tbl         {* Read dihedral angle restraints. *} 
   set message on echo on end 
end 
 
noe                       {* Parameters for NOE effective energy term. *} 
   ceiling=1000 
   averaging  all cent 
   potential  all square 
   sqconstant all 1. 
   sqexponent all 2 
   scale      all $knoe {* Constant NOE scale throughout the protocol. *} 
 
   averaging  hb sum 
   potential  hb biharmonic 
   sqconstant hb 1. 
   sqexponent hb 2 
   scale      hb $knoe  {* Constant NOE scale throughout the protocol. *} 
 
end 
 
evaluate ($knuc=0.1) 
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rama 
   nres=10000 
   set message off echo off end 
   @nucleic_deltor_quarts2d.tbl 
   @nucleic_deltor_quarts3d.tbl 
   @nucleic_deltor_quarts4d.tbl 
   @force_nucleic_quarts2d.tbl 
   @force_nucleic_quarts3d.tbl 
   @force_nucleic_quarts4d.tbl 
end 
set message on echo on end 
@setup_nucleic_2d3d.setup 
@setup_nucleic_4d.setup 
set message on echo on end 
 
parameter                 {* Parameters for the repulsive energy term. *} 
   nbonds 
      cutnb=6.5 
      rcon=4.0 nbxmod=3 repel=0.8 rexp=2 irex=2 
      wmin=0.01 tolerance=0.5 
   end 
end 
 
vector do (store1 = decode(resid)) (name C3') 
vector show min (store1) (name C3') 
evaluate ($first_residue = $result) 
vector show max (store1) (name C3') 
evaluate ($last_residue = $result) 
 
dynamics internal 
     
   group (resid 500 ) 
   hinge rotate (resid 500) 
 
   evaluate ($res = 1) 
   while ($res le 22) loop group 
 
      group (resid $res and resname CYT and 
         (name n1 or name c6 or name c5 or name c4 
          or name n3 or name c2)) 
      group (resid $res and resname GUA and 
         (name n9 or name c4 or name n3 or name c2 or name n1 or 
          name c6 or name c5 or name n7 or name c8)) 
      group (resid $res and resname ADE and 
         (name n9 or name c4 or name n3 or name c2 or name n1 or 
          name c6 or name c5 or name n7 or name c8)) 
      group (resid $res and resname URI and 
         (name n1 or name c6 or name c5 or name c4 
          or name n3 or name c2)) 
 
      evaluate ($res = $res +1) 
   end loop group 
 
   set message on echo on end 
   cloop=false 
   auto torsion 
   maxe 10000 
end 
 
evaluate ($cool_steps = 3000) 
evaluate ($init_t  = 2000.01) 
evaluate ($tol = $init_t/1000) 
 
vector do (mass = 100.0) (all) 
vector do (fbeta = 10.0) (all) 
 
vector do (x=xcomp) (all) 
vector do (y=ycomp) (all) 
vector do (z=zcomp) (all) 
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evaluate ($ini_rad  = 0.9)        evaluate ($fin_rad = 0.78) 
evaluate ($ini_con=  0.004)       evaluate ($fin_con = 4.0) 
evaluate ($rcon=$ini_con) 
evaluate ($ini_ang = 1.0)         evaluate ($fin_ang = 1.0) 
evaluate ($ini_imp = 1.0)         evaluate ($fin_imp = 1.0) 
 
evaluate ($ini_noe = 2.0)         evaluate ($fin_noe = 30.0) 
evaluate ($knoe  = $ini_noe) 
evaluate ($ini_nuc = 0.5)         evaluate ($fin_nuc = 1.0) 
evaluate ($knuc = $ini_nuc) 
evaluate ($ini_orie = 0.002)      evaluate ($fin_orie = 0.30) 
evaluate ($korie = $ini_orie) 
 
evaluate ($kcdi  = 10.0) 
 
noe scale * $knoe end 
 
restraints dihed 
   scale $kcdi 
end 
 
rama 
   @force_nucleic_quarts2d.tbl 
   @force_nucleic_quarts3d.tbl 
   @force_nucleic_quarts4d.tbl 
end 
set message on echo on end 
 
orie scale $korie end 
 
evaluate ($rcon  = 1.0) 
 
parameters 
   nbonds 
      atom 
      nbxmod 3 
      wmin  =   0.01  ! warning off 
      cutnb =   100   ! nonbonded cutoff 
      tolerance 45 
      repel =   1.2   ! scale factor for vdW radii = 1 ( L-J radii) 
      rexp  =   2     ! exponents in (r^irex - R0^irex)^rexp 
      irex  =   2 
      rcon  =   $rcon ! actually set the vdW weight 
   end 
end 
 
flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih plan orie rama end 
 
constraints 
   interaction (not name c1' ) (all) 
   weights * 1 angl 0.4 impr 0.1 vdw 0 elec 0 end 
   interaction (name c1') (name c1') 
   weights * 1 angl 0.4 impr 0.1 vdw 1.0 end 
end 
 
 
vector do (vx = maxwell($init_t)) (all) 
vector do (vy = maxwell($init_t)) (all) 
vector do (vz = maxwell($init_t)) (all) 
 
dynamics internal 
   itype=pc6 
   !maxe=100 
   etol=$tol 
   tbath=$init_t 
   response= 20 
   response= 5 
   nstep=5000 
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   nprint=50 
   timestep=  0.002 
   endtime=10 
end 
 
parameters 
   nbonds 
      atom 
      nbxmod 3 
      wmin  =   0.01  ! warning off 
      cutnb =   4.5   ! nonbonded cutoff 
      tolerance 0.5 
      repel =   0.9   ! scale factor for vdW radii = 1 ( L-J radii) 
      rexp  =   2     ! exponents in (r^irex - R0^irex)^rexp 
      irex  =   2 
      rcon  =   1.0   ! actually set the vdW weight 
   end 
end 
 
evaluate ($kcdi = 200) 
restraints dihed 
   scale $kcdi 
end 
 
evaluate ($final_t  = 25)     { K } 
evaluate ($tempstep = 25)     { K } 
 
evaluate ($ncycle = ($init_t-$final_t)/$tempstep) 
evaluate ($nstep = int($cool_steps*4.0/$ncycle)) 
evaluate ($endtime = $nstep*0.002) 
 
evaluate ($bath  = $init_t) 
evaluate ($k_vdw = $ini_con) 
evaluate ($k_vdwfact = ($fin_con/$ini_con)^(1/$ncycle)) 
evaluate ($radius= $ini_rad) 
evaluate ($radfact = ($fin_rad/$ini_rad)^(1/$ncycle)) 
evaluate ($k_ang = $ini_ang) 
evaluate ($ang_fac = ($fin_ang/$ini_ang)^(1/$ncycle)) 
evaluate ($k_imp = $ini_imp) 
evaluate ($imp_fac = ($fin_imp/$ini_imp)^(1/$ncycle)) 
evaluate ($noe_fac = ($fin_noe/$ini_noe)^(1/$ncycle)) 
evaluate ($knoe  = $ini_noe) 
evaluate ($nuc_fac = ($fin_nuc/$ini_nuc)^(1/$ncycle)) 
evaluate ($knuc  = $ini_nuc) 
evaluate ($orie_fac= ($fin_orie/$ini_orie)^(1/$ncycle)) 
evaluate ($korie = $ini_orie) 
 
flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih plan orie rama end 
 
vector do (vx = maxwell($bath)) (all) 
vector do (vy = maxwell($bath)) (all) 
vector do (vz = maxwell($bath)) (all) 
 
evaluate ($i_cool = 0) 
while ($i_cool < $ncycle) loop cool 
   evaluate ($i_cool=$i_cool+1) 
 
   evaluate ($bath  = $bath  - $tempstep) 
   evaluate ($k_vdw=min($fin_con,$k_vdw*$k_vdwfact)) 
   evaluate ($radius=max($fin_rad,$radius*$radfact)) 
   evaluate ($k_ang = $k_ang*$ang_fac) 
   evaluate ($k_imp = $k_imp*$imp_fac) 
   evaluate ($knoe  = $knoe*$noe_fac) 
   evaluate ($knuc  = $knuc*$nuc_fac) 
   evaluate ($korie  = $korie*$orie_fac) 
 
   constraints 
      interaction (all) (all) 
      weights * 1 angles $k_ang improper $k_imp end 
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   end 
 
   parameter 
      nbonds 
      cutnb=4.5 rcon=$k_vdw nbxmod=3 repel=$radius 
   end end 
 
   noe scale * $knoe  end 
 
   rama 
      @force_nucleic_quarts2d.tbl 
      @force_nucleic_quarts3d.tbl 
      @force_nucleic_quarts4d.tbl 
   end 
   set message on echo on end 
   orie scale $korie end 
 
   dynamics internal 
      itype=pc6 
      !maxe=100 
      etol=$tol 
      tbath=$bath 
      response= 20 
      response= 5 
      nstep=$nstep 
      endtime=$endtime 
      timestep=  0.002 
   end 
 
end loop cool 
 
dynamics internal 
   itype=powell 
   nstep=800 
   maxcalls=20000 
   nprint=1 
   etol=1e-7 
   gtol=0.01 
   depred=0.001 
end 
 
noe scale * 50. end 
 
parameter          {* Parameters for the attractive energy term. *} 
   nbonds 
      repel 0 
      atom  wmin=0.01 tolerance=0.5 
      nbxmod=3 cutnb=11.5 ctonnb=9.5 ctofnb=10.5 tolerance=0.5  
      rdie vswitch switch 
   end 
end 
 
restraints dihedral 
   scale=200. 
end 
 
flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih elec dihe plan end 
 
vector do ( fbeta=100. ) ( all )          {* Coupling to heat bath. *} 
dynamics verlet 
   nstep=200  timestep=0.0005 
   iasvel=maxwell  firsttemperature=300 
   tbath=300 
   nprint=250 iprfrq=2500 
   trajectory=refine.tra nsavc=200      {* Save trajectory to file. *} 
end 
 
dynamics analysis average 
   input=refine.tra begin=10000 skip=100 stop=$cool_steps 
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end 
close refine.tra end 
 
minimize powell nstep= 600 nprint=25 end 
 
 
{* NOE Data Analysis *} 
   print threshold=0.5 noe  
   evaluate ($rms_noe=$result) 
   evaluate ($v_noe=$violations) 
 
{* DIHE Data Analysis *} 
   print threshold = 5.0 dihe 
   evaluate ($dihe5 = $violations) 
   evaluate ($rms_dihe = $result) 
 
{* CDIH Data Analysis *} 
   print threshold=5. cdih 
   evaluate ($rms_cdih=$result) 
   evaluate ($v_cdih=$violations) 
 
{* BOND Data Analysis *} 
   print thres=0.05 bonds           
   evaluate ($rms_bond=$result) 
 
{* ANGLE Data Analysis *} 
   print thres=5. angles 
   evaluate ($rms_angl=$result) 
 
{* IMPROPER Data Analysis *} 
   print thres=5. impropers 
   evaluate ($rms_impr=$result) 
   evaluate ($v_impr=$violations) 
 
{* ENERGY Data Analysis *} 
   energy end 
 
 
set echo=off message=off end 
 
display Energy: bond $bond, angle $angl, dihedral $dihe, 
display         improper $impr, NOE $noe, c-dihedral $cdih, 
display         planar $plan, VdW $vdw, elec $elec, total $ener 
display RMSD:   bond $rms_bond, angle $rms_angl, dihedral $rms_dihe, 
display         improper $rms_impr, NOE $rms_noe, c-dihedral $rms_cdih 
display Violations: bond $v_bond, angle $v_angl, dihedral $v_dihe, 
display         improper $v_impr, NOE $v_noe, c-dihedral $v_cdih 
 
{====>}                  {* Name(s) of the family of final structures. *} 
 
write coordinates output = "cross_pairs_rama.pdb" end 
     
stop 
 

 


