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I. WPROWADZENIE

Liczba struktur kwasow nukleinowych (zaréwno DNA jak i RNA) otrzymanych na
podstawie danych krystalograficznych i NMR (~1800) zdeponowanych w bazie PDB!
(Protein Data Bank; http://www.rcsb.org/) jest wcigz zdecydowanie mniejsza od ilosci
zdeponowanych w niej biatek (~44000). Jest jednak wystarczajaco duza, aby modc stwierdzic,
ze ztozono$¢ struktur RNA jest poréwnywalna do tej, jaka wystepuje dla biatek. Czasteczki
RNA mogg tworzy¢ skomplikowane struktury drugo- 1 trzeciorzedowe, ktore sa
nierozerwalnie zwiazane z ich funkcja in vivo®. Fragmenty dwuniciowe skladajace sie
Z ciggdbw par zasad Watsona-Cricka stanowig jedynie okoto 50% wszystkich reszt
wystepujacych w czasteczkach RNA3. Trzeciorzedowe struktury RNA tworza sic droga
wewnatrzczasteczkowych oddzialywan miedzy charakterystycznymi domenami struktury
drugorzedowej. Male, powtarzalne i1 naturalnie wystgpujace elementy strukturalne nazywamy
»motywami RNA”. Wiele motywdéw strukturalnych czasteczek RNA stanowig fragmenty,
ktére s3 konformacyjnie labilne, a co za tym idzie, bardzo podatne na zmiany warunkéw
srodowiska.

Z uwagi na brak jednoznacznych regul dotyczacych oceny jakosciowej struktur
biomolekut otrzymanych metodami spektroskopii NMR, sg one nadal postrzegane jako mnie;j
doktadne niz struktury krystalograficzne. Nalezy jednak podkresli¢, ze struktura badanej
czasteczki otrzymana w roztworze nie musi by¢ identyczna z jej strukturg w krysztale.
W szczeg6lnych przypadkach struktura krystaliczna moze by¢ zdeterminowana obecno$cig sit
upakowania. W nieobecnosci wspomnianych sil, czgsteczka biatka czy kwasu nukleinowego
moze wykazywac znaczng dynamike. Konsekwencjg tego moga by¢ zmiany konformacyjne
catej czasteczki lub jej fragmentdw, co oznacza, ze przedstawienie jej za pomocg jednej tylko
struktury przestrzennej moze by¢ czgsto niewystarczajace. Biomolekularna spektroskopia
NMR jest jedyna metoda eksperymentalng pozwalajaca na ustalenie wspotrzednych
atomowych makroczasteczek w roztworze. Ma to duze znaczenie podczas rozwigzywania
realnych zagadnien biochemicznych np. prob powigzania struktury czasteczek z ich funkcja
w komorce. Zaletg ustalania struktury kwasow nukleinowych metodami NMR jest mozliwo$¢
rejestrowania funkcjonalnie istotnych zmian konformacyjnych czasteczki, opis ich dynamiki,
a takze analiza procesOw wigzania ligandow.

Juz w 1985 roku zauwazono, ze w 16S rRNA z Escherichia coli az 62% wszystkich reszt
adeniny stanowig reszty niesparowane, podczas gdy jedynie okoto 30% reszt guanozyny,

cytydyny i urydyny nie uczestniczy w tworzeniu par zasad Watsona-Cricka®. Przeprowadzona



w 2000 roku analiza poréwnawcza dla duzej liczby modeli bakteryjnych 16S i 23S rRNA
potwierdzita te niezwykta sktonno$é reszt adeniny®. Stwierdzono, ze reszty te uczestnicza
W tworzeniu takich motywow strukturalnych jak np. platformy adenozynowe, zwroty U
(ang. U-turn), stabilne petle czteronukleotydowe, petle wewngtrzne, wybrzuszenia
(ang. bulges) czy tez zakonczenia trzondw helikalnych tandemowymi parami zasad G-A.
Wybrzuszenia sg najprostszymi, a jednocze$nie jednymi z najczgsciej wystepujacych
elementow strukturalnych, funkcjonalnie istotnych dla wielu czasteczek RNAS®. Obecnie
wiadomo, ze wiele wybrzuszen uczestniczy nie tylko w procesie zwijania RNA, ale jest
zaangazowanych w oddziatywanie RNA-RNA, RNA-biatko’® oraz w rozpoznawaniu
niskoczasteczkowych ligandow®>10-12,

Znajomos$¢ konformacyjnych preferencji wybrzuszen jest istotna dla zrozumienia procesu
zwijania si¢ RNA. Zauwazono, ze w strukturach krystalograficznych dupleksow RNA oraz
duplekséw hybrydowych DNA-RNA, wybrzuszone reszty adeniny wystaja na zewnatrz helisy
bioragc udziat w oddziatywaniach miedzyczasteczkowych®®1’. Sugeruje to, ze jest to
uprzywilejowana konformacja wybrzuszonej adenozyny w ciele statym. Taka samg orientacj¢
przyjmuje reszta adeniny w krysztale kompleksu RNA-biatko, chociaz samo RNA w
badaniach w roztworze wykazuje odmienng, bo schowana do wnetrza helisy, konformacje
wybrzuszonej reszty*8.

W literaturze toczy si¢ dyskusja dotyczaca zagadnienia, czy konformacja, w ktorej
wybrzuszona reszta wystaje na zewnatrz helisy stanowi jedynie efekt sit upakowania w
krysztale, czy tez jest to konformacja istniejagca réwniez w roztworze, a w szczegolnosci
in vivo. Chociaz wiadomo, ze ekspozycja aromatycznej zasady do roztworu jest energetycznie
niekorzystna, to czgsto uwaza si¢, ze konformacja ta nie jest jedynie wynikiem procesu
krystalizacji. Dodatkowym argumentem uzywanym na potwierdzenie tej tezy jest wiele
przyktadow wystajacych na zewnatrz helisy niesparowanych zasad, najczgéciej reszt
adenozynowych, ktore zostaly uznane =za specyficzne miejsca oddzialywania
Z biatkiem®°17192_ Nie wiadomo jednak, w jaki sposob nastepuje rozpoznanie RNA-biatko.
Nadal pozostaje bez odpowiedzi pytanie, czy biatko rozpoznaje wpierw miejsce, w ktorym
reszta adeniny interkaluje pomiedzy sasiednie pary zasad, a nastgpnie oddziatywanie
RNA-biatko wymusza zmiang jej orientacji, czy to wlasnie wystajagca na zewnatrz helisy
reszta stanowi miejsce rozpoznania. Dopiero dokladna analiza struktur czasteczek RNA

W stanie wolnym 1 w kompleksie z biatkiem moze dostarczy¢ tej odpowiedzi.



1. CEL PRACY

Celem mojej pracy bylo ustalenie metodami wysokorozdzielczej spektroskopii NMR
konformacji wybrzuszonych reszt nukleotydowych oraz okreslenie wptywu jaki ich obecnos¢
wywiera na strukture krotkich fragmentow RNA.

Obiektem moich badan byly trzy dupleksy RNA zawierajace odpowiednio dwie, trzy
I cztery kolejne reszty adenozyny umieszczone naprzeciw jednej, komplementarnej do nich
reszty urydyny. Zadaniem moim bylo takze ustalenie, z ktora z kolejnych reszt adenozyny

asocjowac bedzie w tych dupleksach reszta urydyny:

G CAG™MAG A GC.G. G C.AGNMAAG A G.C.G.
C21G20UTQC1S_U _C16UTSC14G1BC‘\2 CEQGQTUZUCIQ- - U - _CT7UTHC15GT4C13
I 11
G C.AGNMAAAG A G.C.G.
CQSGZEUZT CJ[]_ - - U - - - CIEUTT CIHG1SC|4

Dla ilosciowego okreslenia zmian strukturalnych wywotanych obecno$cia niesparowanych
reszt adenozyny nalezalo rowniez ustali¢ strukture przestrzenng dupleksu referencyjnego,

w ktorym wszystkie pary zasad byly typu Watsona-Cricka:

G,
C

Dodatkowo w trakcie realizacji pracy doktorskiej zajatem si¢ ustaleniem struktur
przestrzennych dupleksow o strukturach drugorzedowych V 1 VI, ktore zawieraty
jednonukleotydowe wybrzuszenie adenozynowe i urydynowe ograniczone przez dwie pary
zasad G:C.

Bardzo waznym elementem mojej pracy bylo réwniez opracowanie protokotu
komputerowego modelowania molekularnego z uwzglednieniem wigz6w NMR shuzacego do

obliczen strukturalnych.



Prace wykonatem w Zespole Biomolekularnego NMR Pracowni Chemii Strukturalnej

Kwaséw Nukleinowych pod kierunkiem dr hab. Zofii Gdaniec. Badania prowadzitlem

W ramach nastepujacych projektow badawczych:

Analiza strukturalna wybrzuszonych duplekséow RNA metodami biomolekularnej
spektroskopii NMR
projekt promotorski MNiSZW nr 2 PO4A 033 30,

Budowa uniwersalnej architektury dla Laboratorium Wirtualnego
projekt KBN nr 4 T11F 010 24.

W ramach drugiego z projektéw finansowane byty zaré6wno prowadzone przeze mnie badania

dotyczace projektu Laboratorium Wirtualnego (Aneks 2), jak rowniez trzy lata moich studiow

doktoranckich.

Znaczna cze$¢ wynikow ujetych w rozprawie doktorskiej zawarta zostata dwoch pracach:

Popenda, L..; Adamiak, R.W.; Gdaniec, Z.
Bulged adenosine influence on the RNA duplex conformation in solution.
Biochemistry, 2008, 47 (18), 5059-5067.

Popenda, L.; Bielecki, L.; 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 przyjeta do druku.

Pely spis komunikatow oraz publikacji, ktorych jestem wspdtautorem zamieszczony jest na

koncu pracy (Aneks 3).
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I11. CZESC LITERATUROWA

1. Budowa kwasu rybonukleinowego (RNA)

Czasteczka kwasu rybonukleinowego (RNA) jest biopolimerem zbudowanym z jednostek
monomerycznych zwanych nukleotydami. W czasteczkach RNA nukleotydy powigzane sg ze
sobg wigzaniami 5' - 3' fosfodiestrowymi mig¢dzy resztami cukrowymi tworzac polimeryczna
strukture szkieletu nukleotydowego. Utworzony w ten sposéb lancuch RNA wykazuje
polarno$¢ — pierwszy nukleotyd z konca 5' posiada wolng grupe 5'-OH, natomiast ostatni
(zkonca 3') odznacza si¢ wolng grupg 2',3'-cis diolowa. Stad przyjeto konwencje, ze
sekwencja reszt nukleotydowych, czyli struktura pierwszorzgdowa czasteczki, zapisywana
jest zawsze w kierunku 5' => 3.

Kazdy nukleotyd sktada si¢ z azotowej zasady heterocyklicznej (pochodnej puryny lub
pirymidyny), cyklicznej formy cukru (B-D-rybofuranozy) oraz grupy fosforanowej (reszty
kwasu ortofosforowego). W czasteczkach RNA, reszta cukrowa zwigzana jest w pozycji C1'
z zasadg azotowg wigzaniem N-glikozydowym, natomiast miejscem wigzania grupy
fosforanowej jest atom tlenu O5' rybozy. Zasadami azotowymi wystepujacymi w RNA sg
adenina, guanina, cytozyna oraz uracyl (Rys. 1). W przypadku pochodnych puryny,
W wigzaniu glikozydowym uczestniczy atom azotu N9, natomiast pochodne pirymidyny tacza

si¢ z pierscieniem cukrowym przez atom azotu N1.

NH, (0]
N 4
|5 3N ’5 3N
B B
1 1
NH, N 0] N (0]
Adenina Guanina Cytozyna Uracyl

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

Potozenie zasady heterocyklicznej wzgledem pierscienia rybozy opisane jest za pomoca
kata torsyjnego y. Kat ten w nukleotydach purynowych zdefiniowany jest przez atomy
04'-C1'-N9-C4, natomiast w nukleotydach pirymidynowych okreslony jest przez atomy
04'-C1'-N1-C2. Rotacja woko6l wigzania glikozydowego prowadzi do przejs¢
konformacyjnych pomiedzy dwoma charakterystycznymi konformerami (Rys. 2).

Konformacj¢ nukleotydu okresla si¢ jako anti, jezeli nad pier§cieniem cukrowym lezy atom
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C6 zasady pirymidynowej lub atom C8 zasady purynowej. W przeciwnym wypadku, tzn. gdy
nad pierScieniem cukru znajduje si¢ grupa karbonylowa przy atomie C2 zasady
pirymidynowej, lub atom N3 uktadu purynowego, méwimy o konformacji syn. W wigkszosci
poznanych struktur czasteczek DNA i RNA dominujaca forma jest konformacja anti.
Konformacja syn spotykana jest na przyktad w regionach jednoniciowych struktur typu petli,

w niekanonicznych parach zasad oraz w czasteczkach Z-RNAZL,

180° anti 180° syn

Rys. 2.  Zakres katow y dla konformacji anti oraz syn na przyktadzie nukleozydu pirymidynowego??.

Pieciocztonowy pierScien cukrowy w naturze nie wystepuje w formie planarnej,
poniewaz konformacja taka jest sterycznie oraz energetycznie bardzo niekorzystna®. Moze on
by¢ pofatdowany w ten sposob, ze cztery atomy pierscienia lezg w jednej ptaszczyznie a pigty
znajduje si¢ poza nig. Mowimy wowcezas, ze cukier przyjmuje konformacje koperty
(ang. envelope). Znacznie czgsciej spotykana jest sytuacja, gdy dwa atomy pierScienia
wychylone sg poza plaszczyzne wyznaczong przez trzy pozostate. W tym przypadku cukier
znajduje si¢ w konformacji potkrzesta (forma skrecona, ang. twist). Jesli wychylony
z plaszczyzny pierScienia atom lezy po tej samej stronie co atom CS5', to znajduje si¢ on
W pozycji endo, natomiast jesli jest po stronie przeciwnej, to oznaczamy, ze jest w pozycji
€gzo. Geometri¢ pierScienia cukrowego mozna opisa¢ za pomocg pigciu endocyklicznych

katow torsyjnych vi, ktorych definicje podane zostaty na rysunku 3.

Symbol Definicja
Vo C4'-04'-C1'-C2’
G 04'-C1'-C2'-C3’
V2 C1'-Cc2'-C3'-Cc4’
V3 C2'-C3'-C4'-04'
2 C3'-C4'-04'-C1’

Rys. 3.  Definicja katow endocyklicznych pierScienia rybozy.
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Poniewaz reszta cukrowa tworzy zamknigty uktad pier§cieniowy, dlatego katy torsyjne vi sg
od siebie zalezne. Stad tez konformacje¢ pierscienia rybozy mozna z dobrym przyblizeniem
opisa¢ za pomocg dwoéch parametréw - kata fazowego pseudorotacji (P), oraz amplitudy
pofaldowania (vmax) 2%, Kat fazowy okresla konformacje pierscienia cukrowego, natomiast
amplituda wyraza stopien pofaldowania tego pierScienia. Parametry P i vmax zdefiniowane sg

odpowiednio przez rownania (1) i (2).

R T P 7

BN = [sin(z/5) + sin(22/5)] (1)
Vi =~ 2)
cos(P)

Reszta rybozy charakteryzuje si¢ znaczng swoboda konformacyjng wynikajaca z pewnej

mozliwosci rotacji wokot pojedynczych wiazan pierécienia?®.

Przejscia konformacyjne,
ograniczone obecno$cig podstawnikow na atomach pierscienia dajag mozliwos¢ wystgpowania
20 réznych rotamerow. Wszystkie te konformacje mozna uszeregowa¢ wedtug wielkosci kata

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

Rys. 4.  Koto pseudorotacji, na ktérym podane zostaly rozne notacje konformacji pierscieni cukrowych??,
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Energetycznie uprzywilejowane dla kwasow nukleinowych konformacje C3'-endo (RNA)
oraz C2'-endo (DNA) znajduja si¢ po przeciwnych stronach kota, dlatego czesto okreslane sg
mianem konformacji N (ang. North) lub S (ang. South).

W czasteczkach RNA, reszty rybozy powigzane wigzaniami fosfodiestrowymi tworza
szkielet fosforocukrowy. Konformacje tego lancucha opisuje sze$¢ katow torsyjnych,
charakteryzujacych rotacje wokot kolejnych wigzan. Zgodnie z systemem nazewnictwa

IUPAC? katy te przyjeto oznaczaé kolejnymi literami alfabetu greckiego (Rys. 5).

: &) i Symbol Kat torsyjny ¢
o a 03'y.4-P-05'-C5'
2 B P-05'-C5'-C4'
y 05'-C5'-C4'-C3’
8 C5'-C4'-C3'-03’
g C4'-C3'-03'-Pps
¢ C3'-03'-Pps1-05'n41

Rys. 5. Egzocykliczne katy torsyjne szkieletu fosforocukrowego?®,

2. Wybrane drugo- i trzeciorzedowe motywy strukturalne RNA

Kwasy nukleinowe sa biopolimerami, ktore wystepuja we wszystkich komorkach
organizmow zywych i wirusach, pelnigc w nich szereg funkcji biologicznych, strukturalnych,
regulatorowych oraz katalitycznych. Liczne badania dowiodly, iz funkcje biologiczne
kwasow nukleinowych zaleza bezposrednio od ich struktury przestrzennej. Czasteczki RNA,
w przeciwienstwie do DNA, ktore preferujg posta¢ podwojnej helisy, wystepuja zazwyczaj
W postaci pojedynczej, silnie pofatdowanej nici polinukleotydowej (SSRNA), ktoéra lokalnie
moze tworzy¢ fragmenty dwuniciowe. Stad w odrdznieniu od form kanonicznych DNA,
réznorodno$¢ struktur przestrzennych RNA, powstalych w procesie zwijania pojedynczej nici

oligorybonukleotydowej (ang. RNA folding), jest bardzo duza. W przyrodzie spotyka si¢
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rowniez posta¢ dwuniciowa (analogiczng do DNA), przewaznie jednak w postaci materiatu
genetycznego niektorych wirusow 1 wiroidow.

Omawiajac strukture kwasoéw nukleinowych czegsto wyrdznia sie trzy poziomy ich
strukturalnego uporzadkowania. Struktura pierwszorzedowa okresla sekwencje nukleotydow
w czasteczce. Drugorzedowa struktura zdefiniowana jest ukltadem wigzan wodorowych
migdzy resztami zasad heterocyklicznych w czasteczce. Natomiast pojecie struktury
trzeciorzedowej odnosi si¢ do przestrzennej aranzacji fragmentéw jedno- i dwuniciowych.
Rozroznienie pomiedzy strukturg drugo- a trzeciorzedowag czesto nie jest jednoznaczne

I zalezy od indywidualnego spojrzenia.

2.1. Podwojna helisa (ang. double helix)

Najpowszechniej wystepujacym motywem strukturalnym kwaséw nukleinowych jest
podwojna helisa, zbudowana z dwoch antyrownoleglych tancuchow polinukleotydowych
skrecajacych si¢ wokol wspolnej osi. W strukturze tej zasady heterocykliczne kazdej z nici
zwrécone sg do wngetrza helisy oddzialujac miedzy soba poprzez system wigzan wodorowych.
Najczesciej spotykane sg pary zasad typu Watsona-Cricka, w ktorych adenina tworzy pare
z uracylem, natomiast guanina z cytozyng (Rys. 6). Obok klasycznego sposobu parowania,
postulowanego przez Watsona i Cricka, w uktadach helikalnych moze doj§¢ do parowania

innego typu??.

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

W warunkach naturalnych czasteczka DNA przyjmuje form¢ typu B, natomiast podwojna
helisa RNA ztozona z par zasad Watsona-Cricka ma forme typu A?? (Tabela 1). Struktura
przestrzenna kwasow nukleinowych w duzym stopniu zalezy od warunkow $rodowiska
I W zaleznos$ci od stopnia hydratacji moze przyjac¢ inng konformacje. Na przyktad czgsteczki

RNA przyjmuja postaé prawoskretnej helisy typu A, podobng do wystepujacej przy
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mniejszym stopniu uwodnienia formy DNA. Interesujace jest, iz forma A-DNA moze
wspolistnie¢ w czasteczce z formg B?2. Obserwowano réowniez przejécia z formy B-DNA do
A-DNA indukowane zmianami wilgotno$ci wzglednej otoczenia, przy czym przejscia te majg
charakter kooperatywny i co ciekawe, zwigzane s3 ze zmianami konformacyjnymi pier§cieni
rybozy. Takich przemian nie obserwowano dotad w dupleksach RNA, ktére wystepuja
w postaci A-RNA.

Forma lewoskretna moze wystgpi¢ wowczas, gdy sekwencja fragmentu RNA bogata jest
w pary zasad C:G, ktore wymuszaja lewoskretnos¢ helisy oraz powoduja zrdéznicowanie
konformacyjne pierscieni cukrowych i katow wokot wigzan glikozydowych. Warunkiem
koniecznym do utworzenia formy lewoskretnej Z-RNA?! jest rowniez obecno$é odpowiednio
duzego stezenia soli (6M NaClOgs), ktorej zadaniem jest zminimalizowanie oddziatywania
migdzy grupami fosforanowymi tancucha. Do tej pory nie stwierdzono istnienia struktury
typu B-RNA, odpowiadajacej najczesciej spotykanej konformacji DNA. Parametry opisujace
struktury helikalne A-RNA, B-DNA i Z-RNA przedstawione zostaty w tabeli 1.

Tabelal.  Wtasciwos$ci konformacyjne dwuniciowych struktur A-RNA, B-DNA i Z-RNA.

Parametry strukturalne A-RNA? B-DNA? Z-RNAD
Kierunek skrecenia prawoskretna prawoskretna lewoskretna
Liczba nflkleotydow na jeden 11 10 124
skret helisy

Skok helisy (wysokos¢ jednego 309 A 338 A 409 A
skretu)

. . , , C2-endodlaC
Konformacja reszty cukrowej C3'-endo C2'-endo C3-endo dla G
Kat wokét wigzania glikozydo- anti anti antidlaC
wego syn dla G
Parametry duzej bruzdy

szeroko$¢ 2.7A 11.7 A 4.8 A9

glebokosé 13.5A 85 A 4.9 A9
Parametry malej bruzdy

szeroko$¢ 11.0A 5.7A 11.8 A9

glebokosé 2.8 A 7.5 A -2.9 A9

“na podstawic badafi dyfrakcyjnych wiékien RNA i DNAZ, Pidla struktury poli(CG)*, “obliczone dla struktury
PDB: 2GXB?° przy uzyciu programu Curves®:3L,

Charakterystyczng cechg natywnych form helikalnych A-RNA i B-DNA jest konformacja
reszt cukrowych??. W czasteczkach A-RNA dominujaca jest konformacja C3'-endo, natomiast
w kanonicznych helisach B-DNA reszty cukrowe przyjmuja konformacj¢ C2'-endo. Roznica
w konformacji pierScieni cukrowych prowadzi w konsekwencji do roéznych odleglosci

pomiegdzy sasiadujacymi grupami fosforanowymi. Odmienne jest rowniez ulozenie zasad
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heterocyklicznych wzgledem osi helisy. W helisach typu A, pary zasad ulegaja odchyleniu od
plaszczyzny prostopadlej do osi helisy $rednio o 20°, natomiast w przypadku formy B,
utozone sg prawie prostopadle w stosunku do osi helisy. Roznica pomigdzy forma A i B
uwidacznia si¢ takze w przesuni¢ciu par zasad wzgledem osi helisy, czego konsekwencjg jest
rozna geometria duzej i malej bruzdy oraz obecnos$¢ wewnetrznego kanatu biegngcego wzdtuz
osi dupleksu A-RNA (Rys. 7). W helisie typu A mala bruzda jest bardzo szeroka i plytka,
a przez to prawie niewidoczna. W strukturze B-DNA duza bruzda jest nieco ptytsza i znacznie
szersza niz w helisie A-RNA, natomiast mata bruzda jest zdecydowanie wezsza 1 glebsza
w porownaniu do formy A. Ponadto helisa A-RNA jest bardziej zwarta, a jej Srednica wigksza
w stosunku do B-DNA. Na jeden skret czasteczki A-RNA o wysokoéci 30.9 A przypada 11
par zasad, a w przypadku formy B skok helisy o dlugo$ci 33.8 A zawiera 10 par zasad.

Rys. 7. Modele kanonicznych form A-RNA, B-DNA oraz Z-RNA w dwodch rzutach, wykonane za pomocg
programu MOLMOL? w oparciu o wspotrzedne wygenerowane programem Insight II (Accelrys)
(A-RNA i B-DNA), oraz dane PDB: 1T4X? (Z-RNA).
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2.2. Wybrzuszenia (ang. bulges)

W helikalnych regionach RNA wystepuja tzw. wybrzuszenia, motywy struktury
drugorzedowej, w ktoérych w jednej nici podwojnej helisy pojawia si¢ dodatkowo jedna lub
wiecej kolejnych reszt nukleotydowych, ktore nie posiadaja odpowiadajgcej im reszty w nici
naprzeciwleglej. Wybrzuszenia sa najprostszymi, a jednocze$nie jednymi z najczgsciej
wystepujacych motywoéw strukturalnych, funkcjonalnie istotnych dla wielu czasteczek
RNA3. Obecnie wiadomo, ze wiele wybrzuszen helikalnych regionéw RNA uczestniczy nie
tylko w procesie zwijania RNA, ale jest zaangazowanych w oddziatywania RNA-RNA,
RNA-biatko oraz w rozpoznanie niskoczasteczkowych ligandow 7°1217,

W naturalnie wystepujacych czgsteczkach RNA najczesciej spotykane sg wybrzuszenia
jednonukleotydowe. W strukturach tych mozliwe sa dwie orientacje niesparowanych reszt.
Aglikony niesparowanych nukleotydow moga by¢ skierowane do wnetrza helisy, oddziatlujac
warstwowo z sasiadujagcymi parami zasad (struktura typu "stack-in"), lub wystawaé¢ na
zewnatrz helisy (struktura typu "loop-out") (Rys. 8). Z dotychczasowych badan
prowadzonych zaréwno dla DNA jak i RNA wynika, ze jednonukleotydowe wybrzuszenia
purynowe na 0goét chowaja si¢ do wnetrza helisy, natomiast jednonukleotydowe wybrzuszenia
pirymidynowe, w zalezno$ci od temperatury i sekwencji par zasad sgsiadujacych
Z wybrzuszeniem, mogg by¢ schowane zaréwno do wnetrza helisy, jak i by¢ wyeksponowane
do roztworu!!. Niesparowana reszta moze uktada¢ sie wzdtuz matej lub duzej bruzdy, tworzy¢é
struktury o charakterze platformy (ang. platform) lub tez moze by¢ wyrzucona na zewnatrz

helisy nie zachowujac kontaktu z sgsiadujagcymi resztami.

A) / B)

Rys. 8.  Przyktady wybrzuszen skierowanych do wnetrza helisy w strukturze PDB: IRHT® (A) i na zewngatrz
— w strukturze PDB: 1CSL* (B).

Sposréd wybrzuszen jednonukleotydowych najliczniej reprezentowane sg niesparowane
reszty adenozyny, ktore moga stanowi¢ obiekt dla niespecyficznego rozpoznawania RNA

przez biatka. Niektore biatka ptaszczowe fagow (R17, GA i QB) rozpoznaja petle spinkowe
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RNA oddzielone przez kilka par zasad od pojedynczej wybrzuszonej adenozyny®.
Wybrzuszona adenozyna odgrywa réwniez istotng rol¢ w intronach grupy II podlegajacych

procesowi autokatalitycznego cigcia 1 dojrzewania jadrowego pre-mRNA.

2.3. Petle wewnetrzne (ang. internal loops)

Petla wewnetrzna jest strukturg, w ktorej dwa fragmenty podwojnej helisy przedzielone
sg kilkoma niesparowanymi resztami zamkni¢tymi z obu stron (5' i 3') parami zasad typu
Watsona-Cricka. Jezeli liczba niesparowanych reszt jest rowna w obu tancuchach, wowczas
méwimy o petlach symetrycznych, w przeciwnym przypadku mamy do czynienia z petlami
niesymetrycznymi. Szczegdlnym przypadkiem petli symetrycznych sa tzw. niesparowania
(ang. mismatches). Niesparowania powstaja wowczas, gdy znajdujace si¢ naprzeciw siebie
zasady oddzialuja w inny sposob anizeli w modelu Watsona-Cricka. W$rdd nich najczesciej
spotykane sg niekanoniczne pary G-U oraz G-A.

Petle wewngtrzne rozpoznawane s3 przez biatka rybosomalne, regulatorowe oraz
eukariotyczny czynnik transkrypcyjny TFIIIA. Znajduja si¢ one w miejscach katalitycznych

8,37 i stanowig potencjalne miejsca oddziatywan trzeciorzedowych RNA-RNA

rybozymow
dalekiego zasiegu, stabilizujacych strukture RNA3®. W duzych petlach moga tworzyé sig
roézne nietypowe pary zasad. Przykladem moze by¢ petla E w czasteczce 5S rRNA, w obrebie
ktérej wystepuja cztery niekanoniczne pary zasad®®. Analogiczne sekwencje i struktury
przestrzenne petli E s3 zachowawcze w rdéznych strukturach RNA, jak na przyktad
w wiroidzie PSTVd® i jednostce 23S rRNA, gdzie jednoczesnie stanowia miejsce wigzania

biatkowych cytotoksyn a-sarcyny i rycyny*.,

2.4. Struktura spinki do wlosow (ang. hairpin)

Struktura typu spinki do wloséw powstaje, gdy pojedynczy tancuch polinukleotydowy
zawija si¢, przyjmujac posta¢ helikalnego trzonu (ang. stem) i pozostawia przy tym
niesparowane nukleotydy w tzw. petli terminalnej (ang. terminal loop) (Rys. 9). Oddziatujace
w trzonie pary zasad przyjmuja posta¢ podwojnej helisy, natomiast niesparowane nukleotydy
w petli posiadajg wickszg swobode konformacyjng, dzigki czemu mogg stanowi¢ potencjalne

miejsce rozpoznawania przez czasteczki biatka oraz inne fragmenty RNA. Motywy te bardzo
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czesto spotykane sa w naturalnie wystepujacych czasteczkach RNA*?43, Na przyktad, blisko
70 % catego RNA w podjednostce 16S rRNA Escherichia coli tworzy struktury typu spinki®.

A)

2 AN
/> 3\\(51

Rys. 9.  Struktura czteronukleotydowej petli terminalnej o sekwencji GAGA (PDB: 1ZIG)* (A) oraz petli
AGUU, z rodziny struktur czteronukleotydowych petli, formujaca miejsce rozpoznania dla
Saccharomyces cerevisiae RNazy |11 (PDB: 1K4B)* (B).

Petle terminalne moga sktada¢ si¢ z roznej liczby reszt nukleotydowych. Wyniki
eksperymentow NMR wskazuja, iz kilkunukleotydowe petle charakteryzuja si¢ znacznie
wigkszym stopniem wewnetrznej organizacji anizeli petle zbudowane z wigkszej liczby reszt.
Szczegblnie stabilne sg petle czteronukleotydowe (ang. tetraloop motif) o sekwencjach
UNCG, GNRA oraz CUUG, w ktérych N oznacza dowolng reszte nukleotydowa, natomiast
R —reszte purynowa®’. Badania krystalograficzne oraz analiza struktur drugorzedowych
metodami filogenetycznymi wykazaty, ze spinki zawierajace czteronukleotydowe petle
stanowig 55% wszystkich struktur spinkowych wystepujacych w rRNA*. Druga, czesto
spotykang rodzing stanowigca 13% populacji sa struktury zawierajace pi¢¢ nukleotydow
w petli. Natomiast stosunkowo rzadko w strukturach RNA spotykane sg duze petle
terminalne, ztozone z sze$ciu 1 wigkszej liczby reszt. W tych duzych strukturach czegsto
wystepuja nietypowe oddzialywania pomiedzy zasadami w obrebie petli lub tez zachodza
interakcje z innymi fragmentami RNA tworzac struktury typu pseudowezia lub motyw
oddziatujacych  petli  (ang.  kissing loop) (Rys. 10). Obecnos¢  siedmio-
I oSmionukleotydowych petli stwierdzona zostala migdzy innymi w czasteczkach tRNA.
Duza, siedmionukleotydowa petle w strukturze typu spinki reprezentuje petla antykodonowa
w tRNA*. W petli tej zachowana jest ciggto$é oddziatywan warstwowych pomiedzy resztami
zasad poczawszy od strony 3' trzonu do momentu silnego skretu, zwanego zwrotem U

(ang. U-turn), ktory odwraca o 180° kierunek przebiegu tancucha oligorybonukleotydowego.
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Znane s3 rowniez mate petle terminalne skladajace si¢ z dwoch lub trzech

50,51

niesparowanych nukleotydow

Rys. 10. Motyw oddziatujacych petli (PDB: 1KIS)®2. Kolorem zielonym oraz ztotym zaznaczono reszty
nukleotydowe dwoch réznych nici RNA, ktore zwigzane zostaty wigzaniami wodorowymi.

2.5. Platformy adenozynowe (ang. adenosine platforms)

Analiza struktury krystalicznej domeny P4-P6 intronu grupy | z Tetrahymena
thermophila ujawnita obecnos¢ niecobserwowanego dotad motywu, ktory nazwano platforma
adenozynowa®. Motyw ten utworzony jest przez dwie kolejne reszty adenozynowe w nici,
ktore uktadaja si¢ koplanarnie i oddziatujg ze sobg za posrednictwem wigzan wodorowych
(Rys. 11). Cecha charakterystyczng tego motywu jest powstanie sgsiadujacej z platforma po
stronie 3' niekanonicznej pary zasad G:U lub pary A:U typu Hoogsteena, ktorej obecnosé
wplywa na stabilizacje motywu®3. Jak wykazano, region ten jest miejscem specyficznego
wigzania jonow Mg®" lub K, ktérych obecno$é¢ dodatkowo przyczynia sie do jego
stabilizacji®*. Ponadto reszta adenozyny tworzaca platforme od strony 3' konca moze by¢
zaangazowana w oddziatywania warstwowe z resztami heterocyklicznymi innej czasteczki
(jak ma to miejsce w domenie P4-P6 intronu z Tetrahymena thermophila)®. W miejscu
adenozyny od strony 3' platformy moze tez akomodowac cytydyna tak, jak to zaobserwowano
w strukturze aptameru RNA wiazacego teofiling®® oraz podczas selekcji in vitro wariantow
oddziatywania pomiedzy receptorem petli a czteronukleotydowa petla®’.

Wraz z poznawaniem struktur przestrzennych coraz wigkszej liczby czasteczek RNA
zaobserwowano, ze motyw platformy nie jest ograniczony jedynie do reszt adenozynowych.
Obecnos¢ tak zwanych platform dinukleotydowych stwierdzono réwniez w innych

czasteczkach jak na przyktad w rybosomalnych RNA i rybozymach®®%. Zauwazono réwniez,

21



iz platformy dinukleotydowe zaangazowane sa czg¢sto w tworzenie trzech oddziatujacych

koplanarnie zasad®'-2,

D, *\
L

WoaWy
‘3 S0 54

Rys. 11. Motyw platformy adenozynowej wystepujacy w strukturze domeny P4-P6 intronu grupy | z
Tetrahymena thermophila (PDB: 1GID)%®. Przerywane linie symbolizujg wigzania wodorowe
stabilizujagce motyw.

2.6. Oddzialywanie trzech zasad (ang. base triples)

Poczatkowe badania biofizyczne heterodupleksow poli(A)-poli(U) wykazaty, ze
w srodowisku o duzym stezeniu soli, nici polinukleotydowe wykazuja tendencje do
przechodzenia w potrojne helisy poli(U)-poli(A)-poli(U) i pojedynczy tancuch poli(A)®354,
W powstalej strukturze tancuchy poli(A) i poli(U) tworza klasyczne pary Watsona-Cricka,
natomiast dodatkowy tancuch poli(U) oddziatuje po stronie matej bruzdy tworzac pary typu
Hoogsteena z tancuchem poli(A). Znane sg roéwniez struktury trypleksow typu C:G-C,
w ktorych dodatkowa ni¢ polipirymidynowa zawiera protonowane reszty cytydyny, tworzac
wigzania wodorowe typu Hoogsteena z reszta guanozyny®®. Jak wykazaty badania NMR, ten
dodatkowy tancuch asocjuje w obrebie duzej bruzdy RNA nie indukujac znaczacych zmian
w strukturze helikalnej typu A®. Jednak pomimo stabilizacyjnej funkcji dodatkowego
fancucha w trypleksach, motyw ten nie zostat zaobserwowany w naturalnie wystgpujacych
czasteczkach RNA®. Wiele czasteczek RNA zawiera motyw trzech oddzialujacych zasad,
jednak jest on zazwyczaj izolowany i ograniczony do pojedynczych trojek zasad (ang. base
triples). Takie motywy znaleziono migdzy innymi w czasteczkach tRNA, w ktorych ramig
DHU tworzy dwie kolejne tréjki zasad®”®®. W odréznieniu od modelu trypleksu, w tym
przypadku dodatkowa zasada jest reszta puryny, ktéra umiejscawia si¢ po stronie duzej
bruzdy. Natomiast obecno$¢ dodatkowej zasady oddziatujacej po stronie matej bruzdy

zaobserwowano w oddziatujacych ze sobg petlach terminalnych typu GAAA w intronie
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z Tetrahymena thermophila®. Trojki oddziatujacych zasad odgrywaja istotng role
W oddzialywaniach z matoczasteczkowymi ligandami oraz oddzialywaniach typu
RNA-biatko’®. Motywy te wptywaja na architekture przestrzenna czasteczek RNA i powoduja
zagigcie fragmentdw helikalnych w duzych czasteczkach RNA.

2.7. Troj- i czteroczlonowe styki (ang. junctions)

W miejscu ,,skrzyzowania” trzech lub wiekszej liczby helis powstajg tak zwane styki.
W motywie tym czgsto wystepuja niesparowane nukleotydy, ktoérych zadaniem jest
polaczenie fragmentdw dwuniciowych. Na przyktad styki trojcztonowe tworza si¢ wowczas,
gdy trzy helikalne fragmenty RNA 1facza si¢ ze sobg w ten sposob, ze powstaje rozgatgziona
petla wewnetrzna (z niesparowanymi resztami), od ktorej wychodza trzy ramiona ztozone
z fragmentéw podwojnej helisy. Wprawdzie struktury te nie byly do tej pory tak szczegdétowo
badane jak na przyklad struktury typu spinki lub petle wewnetrzne, to mozna ustali¢ pewne

h'18, W zaleznosci od

wspolne cechy charakterystyczne dla stykow trojczionowyc
wzajemnego ulozenia ramion struktury te dzielg si¢ na trzy rodziny: A, B i C. W rodzinach
tych dwa ramiona ulozone sg wspotosiowo zachowujac ciggto$¢ oddzialywan warstwowych
(ang. coaxial stacking), natomiast trzecie rami¢ moze by¢ zorientowane prostopadle lub

rownolegle do jednego z dwoch pozostatych (Rys. 12).

Rys. 12. Struktury rybozymu hammerhead (PDB: 1MME)™ (A) oraz struktury RNA krytycznej dla inicjacji
translacji zaleznej od elementu IRES wirusa HCV (PDB: 1KH6)™ (B).
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Troj- 1 czterocztonowe styki wystgpuja we wszystkich rybosomalnych RNA, takich jak 5S,
16S i 23S rRNA, czgsteczkach tRNA, jak rowniez w rybozymach typu hammerhead, czy
W rdzeniu katalitycznym intronéw grupy I*73. W badaniach hydrodynamicznych
(ang. transient electric birefringence), metodami FRET (ang. Fluorescence Resonance
Energy Transfer), oraz elektroforezy na zelu natywnym zaobserwowano, ze struktura
przestrzenna tego motywu w znacznym stopniu stabilizowana jest przez oddziatywania RNA
z jonami metali, oraz ze obecno$¢ jonow ma decydujacy wptyw na przestrzenng architekture,

a takze funkcje tych czasteczek RNA 67,

2.8. Pseudowezly (ang. pseudoknots)

Pseudowezet jest motywem struktury trzeciorzgdowej, ktéry powstaje, gdy reszty
nukleotydowe jednoniciowego regionu petli w strukturze o charakterze spinki, asocjuja
wedlug modelu Watsona-Cricka z komplementarnym fragmentem znajdujacym si¢ na
zewnatrz tej petli. W utworzonej w ten sposob strukturze mozemy zawsze wyr6zni¢ dwa
odcinki helikalne potaczone fragmentami jednoniciowymi o charakterze petli (Rys. 13).
Strukturalnie pseudowezly stanowig bardzo zrdéznicowanag grupe. Zaleznie od elementu
struktury drugorzedowej tworzacej ten motyw, mozna dokona¢ klasyfikacji pseudoweziow na
trzy gtowne typy: I-typ (ang. interior loop), B-typ (ang. bulge loop) oraz H-typ (ang. hairpin
loop)*3.

Pseudowezly stanowig istotny element architektury RNA 1 odgrywaja wazna role w wielu
procesach biologicznych. Pseudowezly RNA zostaty zidentyfikowane w prawie kazdym

organizmie, wystepuja w rdzeniach katalitycznych réznych rybozymow®%8!

, Stanowig
funkcjonalne  domeny  autokatalitycznych  intronow®,  telomeraz®, kompleksow
rybonukleoproteinowych®®, genoméw wirusowych®, a takze wielu innych systemow
biologicznych®’. Dodatkowo pseudowezty odgrywaja decydujaca role w regulacji ekspresji
genow poprzez wymuszenie przesunigcia rybosomoéw w  alternatywne ramki odczytu
(ang. frameshifting) na RNA licznych wirusow?®L,

Naturalnie wystepujace pseudowezty sg zdolne do przeprowadzania reakcji hydrolizy
oraz transestryfikacji®?, ale i wyselekcjonowane in vitro moga katalizowa¢ takze wiele innych
reakcji enzymatycznych®s,

Topologia pseudoweztéw prowadzi do powstania wielu réznych, zlozonych struktur,

w zwigzku z czym pseudowezly stanowig istotny element architektury RNA, poniewaz
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umozliwiaja pojedynczej nici RNA zwinigcie si¢ tak, aby utworzy¢ strukture globularng

zdolng do pethienia waznych funkcji biologicznych.

A)

S

Rys. 13. Struktura przestrzenna pseudowgzla z SRV-1 RNA zaangazowanego W rybosomalne
przesuniecie ramki odczytu (PDB: 1E95)® (A), oraz pseudowezet w strukturze rybozymu HDV
(PDB: 1CX0)* (B).

3. Spektroskopia NMR w badaniach strukturalnych kwasow nukleinowych

Istnieje wiele technik majacych na celu poznanie struktury bioczasteczek, jednakze
jedynie dwie metody eksperymentalne umozliwiaja pelne i precyzyjne poznanie struktury
przestrzennej z rozdzielczo$cig atomowa. Sg to badania krystalograficzne oraz spektroskopia
jadrowego rezonansu magnetycznego. Biomolekularna spektroskopia NMR jest obecnie
jedynag metoda eksperymentalng, ktéra umozliwia prowadzenie badan strukturalnych
W roztworze. Badania czasteczek prowadzone w réznym S$rodowisku maja szczegdlne
znaczenie, gdyz daja mozliwo$¢ okreslenia pelnionych przezen funkcji, na przyktad
w komorce. Postep jaki dokonuje si¢ w dziedzinie spektroskopii NMR, zaréwno
w konstrukcji spektrometrow NMR, opracowaniu nowych technik impulsowych czy tez
metod syntezy enzymatycznej i chemicznej pozwala na otrzymywanie coraz to wigkszych
struktur z wcigz poprawiajaca si¢ precyzja 1 doktadnoscig tak, iz mogg one konkurowac
z najnowszymi osiagnieciami metod krystalograficznych®. Liczba zdeponowanych w bazie
PDB wspotrzednych atomow czasteczek DNA 1 RNA otrzymanych metodami NMR jest
zdecydowanie mniejsza niz analogicznych danych dotyczacych struktur biatek. Warto w tym
miejscu zaznaczy¢, ze analiza strukturalna czasteczek RNA, jak 1 DNA jest procesem

zdecydowanie trudniejszym niz badania struktury biatek. Wynika to miedzy innymi z malej
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heterogennosci  jednostek nukleotydowych, w pordwnaniu ze zrdéznicowaniem reszt
aminokwasowych w biatkach 1 wynikajagcym 2z tego nakladaniem si¢ sygnalow
rezonansowych, jakie obserwuje si¢ w widmach NMR kwas6éw nukleinowych. Przyjmuje sig,
ze w przypadku czgsteczek RNA o naturalnym sktadzie izotopowym mozliwe jest ustalenie
struktury fragmentow nie wigkszych, niz zbudowanych z okoto 20 reszt nukleotydowych.
W przypadku wigkszych fragmentow, z uwagi na silne nakladanie si¢ sygnatow
rezonansowych, niezbedne jest zastosowanie preparatéw znakowanych izotopami *C i °N.
Dzigki takiemu postgpowaniu udato si¢ otrzymac strukture przestrzenng fragmentu RNA
wirusa MLV ztozonego ze 101 reszt nukleotydowych®,

Wyznaczenie struktury przestrzennej bioczasteczek z  wykorzystaniem metod
spektroskopii NMR jest procesem bardzo ztozonym. W ogdlnej, stosowanej zazwyczaj
procedurze, mozna wyr6zni¢ kilka charakterystycznych etapow (Rys. 14), z ktérych
wymieni¢ nalezy: przygotowanie probki; zebranie danych eksperymentalnych; przypisanie
mozliwie duzej liczby sygnalow rezonansowych H, a takze *C, ®N i 3!P; wyznaczenie
wiezow strukturalnych; przeprowadzenie obliczen metodami restryktywnej dynamiki
molekularnej (rMD, ang. restrained Molecular Dynamics) w celu otrzymania struktur
przestrzennych, zgodnych z danymi NMR oraz dokonanie analizy uzyskanych struktur

koncowych.

‘ Przygotowanie prébki |

| Wykonanie eksperymentow NMR |

l

‘ Przypisanie sygnatéw |

| Wyznaczenie wigzow strukturalnych |

@

\ Obliczenia metodami rMD \

J

| Udoktadnienie otrzymanych struktur |

J

{ Analiza struktur kofncowych ‘

Rys. 14.  Ogoblny tok postepowania podczas wyznaczania struktury przestrzennej metodami NMR.

Poszczegdlne etapy wyznaczania struktury przestrzennej czasteczek RNA metodami
NMR oméwione zostang w kolejnych rozdziatach. Procesy zwigzane z przygotowaniem
probki, wykonaniem 1 analizag widm NMR opisane zostang na przyktadzie badanych przeze

mnie czasteczek w czes$ci eksperymentalnej niniejszej rozprawy. W rozdziale 1114 blizej
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przedstawi¢ zagadnienia dotyczace rodzaju wigzoéw strukturalnych i metod ich otrzymywania,
oraz metod obliczeniowych stosowanych w celu ustalenia struktur przestrzennych czasteczek
RNA metodami NMR. Opisane rowniez zostang pewne aspekty zwigzane z oceng oraz

analizg przestrzenng otrzymanych struktur koncowych.

4. Metody obliczeniowe spektroskopii NMR w zastosowaniu do badan struktury kwaséw

nukleinowych

4.1. Wiezy strukturalne

Dane eksperymentalne wraz z wiedza o sieci wigzan kowalencyjnych stanowia gtdéwne
zrédto informacji stuzacych do otrzymania przestrzennych struktur biomolekut metodami
spektroskopii NMR. Stad tez w gléwnej mierze od rodzaju, liczby i1 doktadnosci
wprowadzonych wiezow zalezy precyzja oraz dokladnos$¢ otrzymanych w wyniku obliczen
struktur (Rozdziat 111.4.3). W celu uzyskania odpowiedniego zbioru dobrej jakosci wiezow
wykorzystuje si¢ kilka istotnych, znanych regul. Waga, ktora przypisuje si¢ danej grupie
wiezOw powinna by¢ wprost proporcjonalna do stopnia wiarygodnosci danych, z ktérych
wiezy te zostaly otrzymane. Powszechna jest zasada, iz duza liczba wigzow o szerokim
zakresie tolerancji w rezultacie da wigksza liczbe poprawnych struktur, anizeli mata ilos¢
wiezow o waskim zakresie.

Wigzy, wykorzystywane w badaniach strukturalnych metodami NMR moga zostac
podzielone na wigzy eksperymentalne 1 wigzy wynikajace z modelu. Wiezy otrzymane
w drodze eksperymentu to wiezy odleglosciowe, wigzy na katy torsyjne, wigzy orientacyjne
dalekiego zasiggu, oraz stereochemiczne, wynikajace z istniejacej sieci wigzan chemicznych
w czgsteczce (ang. covalently imposed constraints). Natomiast do drugiej grupy wiezow
zalicza sie m.in. wiezy na wigzania wodorowe, czy tez planarno$¢ par zasad®’. Niekiedy, gdy
dane eksperymentalne wykazujg typowe cechy struktury A-RNA, zaktada si¢ a priori dla
danego fragmentu istnienie formy A, narzucajgc na struktur¢ wigzy charakterystyczne dla
formy A-RNA (ang. A-form restraints). R6znica pomi¢dzy wigzami wynikajacymi z modelu
a wiezami eksperymentalnymi nie zawsze jest wyrazna, poniewaz niektore wiezy, cho¢ sa
zgodne z danymi spektralnymi, to wynikaja raczej z przestanek, a nie bezposrednio

z eksperymentu.
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4.1.1. Jadrowy efekt Overhausera. Wiezy na odleglosci miedzyprotonowe

Glownym zrédltem informacji strukturalnych wykorzystywanych w badaniach kwasow
nukleinowych metodami spektroskopii NMR sg odleglosci mi¢dzyprotonowe, otrzymane
z pomiaru jadrowego efektu Overhausera (NOE, ang. Nuclear Overhauser Effect). Jadrowym
efektem Overhausera nazywamy zjawisko zmiany nat¢zenia sygnatu NMR pochodzacego od
spindw jadrowych | w wyniku wyprowadzenia ze stanu réwnowagi termodynamicznej
oddziatujacych z nimi dipolowo spindéw J %%, Wielkos¢ tej zmiany mozemy wyrazi¢ poprzez

tzw. wspolczynnik wzmocnienia NOE (7), ktory zdefiniowany jest za pomoca wyrazenia:

_ =32

ag

(3)

gdzie (I2) oznacza intensywno$¢ sygnatu NMR jadra o spinie | w stanie rownowagowym,
natomiast (l,,) jest intensywnoscia tego sygnatu w uktadzie zaburzonym.

Wielkos¢ efektu NOE (V) jest odwrotnie proporcjonalna do szdstej potegi odlegtosci (dij)
miedzy dwoma oddzialujacymi dipolowo spinami 'H, a sam efekt obserwowany jest dla jader
oddalonych od siebie nie wiecej niz 0 6 A. Transfer magnetyzacji zalezy zaréwno od
odlegtosci dij, jak i od ruchdw molekularnych, okreslonych w funkcji czasu korelacji f(zc)

(rownanie 4).

V =(d;*)f(z,) (4)

Obecnie stosowanych jest kilka metod wyznaczania wigzé6w na odleglos$ci miedzy protonami,
z ktorych kazda opiera si¢ na analizie objetosci sygnatow w widmach 2D NOESY (D20).
Najprostsza, a zarazem najczesSciej stosowana metoda, polega na szacunkowym
porownywaniu wielko$ci wzmocnienia NOE miedzy protonami do wzmocnienia,
obserwowanego dla odpowiednich sygnatéow wzorcowych, pochodzacych od oddziatywan
pomiedzy protonami o znanej odlegtosci, niezaleznej od konformacji czasteczki, w oparciu
o widma NOESY wykonane z r6znymi czasami mieszania (ang. mixing time). Tym samym
dokonuje si¢ klasyfikacji sygnatow jako silne (ang. strong), srednie (ang. medium) oraz stabe
(ang. weak) i przypisuje kazdej kategorii gorng granice wiezow®. | tak, intensywnym
sygnatom, porownywalnym do korelacji H5-H6 reszt pirymidynowych przypisuje si¢ gorna

granice 2.5 3.0 A, sygnatom o $redniej intensywnosci — granice 3.5 —4.0 A, natomiast
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stabym: 56 A. Czesto wprowadza sie dodatkowa klase (~7 A) dla sygnatdéw widocznych
tylko w widmach wykonanych z dlugim czasem mieszania (~300 — 400 ms). Dolng granice
wiezéw w tym podejsciu wyznacza suma promieni van der Waalsa oddziatujgcych protonow,
cho¢ czesto mozna spotkaé prace, w ktorych i te granice sa zroznicowane.

Zdecydowanie dokladniejsza jest metoda ISPA!® (ang. Isolated Spin Pair
Approximation) oparta na mozliwie dokladnym okres§leniu wielkosci wzmocnienia NOE
| przyrOwnaniu otrzymanej wartosci do objeto$ci sygnatu wzorca. Do wyznaczonych tg
metoda odleglosci miedzyprotonowych dodaje si¢ procentowy btad w celu okreslenia gérne;j
I dolnej granicy wigzoéw. Pewng niedoskonato$cig tej metody moze by¢ nieuwzglednienie
podczas obliczen wptywu zjawiska dyfuzji spindw i reorientacji wewnatrzczasteczkowych na
wielkos¢ efektow NOE, dlatego stosowalnos$¢ tej metody jest ograniczona. Dyfuzja spinow
jest procesem, w wyniku ktorego w czasie mieszania dochodzi do posredniego transferu
magnetyzacji. Wowczas relacja migdzy intensywnoscig sygnatow korelacyjnych a czasem
mieszania przestaje by¢ liniowa. W takim przypadku mozliwa jest obserwacja sygnatow
korelacyjnych w widmach typu NOESY pomi¢dzy protonami bardziej odlegtymi od siebie
niz 6 A, pomiedzy ktérymi znajduje si¢ jeden lub wiecej protonéw. Dla badanych przeze
mnie czasteczek o masie rzedu 6 kD wplyw efektu dyfuzji spinow moze by¢ zaniedbany
jedynie w widmach wykonanych z krotkim czasem mieszania okoto 100 ms. Aby catkowicie
zniwelowaé wplyw wspomnianych oddziatywan, zaproponowanych zostato kilka innych
metod!?1192, ktore jednak z uwagi na ich duza czasochtonnosé sa rzadko stosowane.

Dodatkowe wigzy na odleglosci migdzyprotonowe mozna otrzymac na podstawie analizy
widm 2D NOESY wykonanych w H20. Sygnaly korelacyjne pochodzace od protondéw
wymienialnych nalezy jednak traktowa¢ z wieksza ostroznoscia, gdyz w wyniku procesow
wymiany objetosci tych sygnatow moga by¢ zaktamane. Dlatego dla tych wigzé6w mozna

jedynie stosowaé gorng granice wiezdéw z przedzialu 5 — 6 A.

4.1.2. Sprzezenia skalarne. Wiezy na katy torsyjne

Wiezy na katy torsyjne stanowig drugg, réwnie istotng grupe danych wykorzystywanych
podczas obliczen, ktore mozna otrzymac z eksperymentow NMR. Wartosci katow torsyjnych
mozna ustali¢ na podstawie analizy wicynalnych statych sprzezenia spinowo-spinowego (J).
Istota wykorzystania sprzezen skalarnych w badaniach strukturalnych jest fakt, iz wielko$¢

oddzialywania migdzy spinami jadrowymi, ktérego miarg jest wartos¢ statej sprzezenia, silnie
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zalezy od czynnikow stereochemicznych (konformacji, typu oddziatujacych jader oraz jader
posredniczacych 1 zwigzanych z nimi podstawnikow). Zalezno$¢ ta wyznaczona zostata droga
obliczen kwantowo-mechanicznych przez Martina Karplusal®®. Dla kwaséw nukleinowych
dokonano empirycznej parametryzacji rownania dla uktadow H-C-C-H, C-C-C-H, C-C-O-P
oraz H-C-O-P. Relacje miedzy stala sprzezenia 3] pomiedzy dwoma protonami reszty

cukrowej a katami torsyjnymi w rybozie opisuje wzor%:
Iy =13.7c0os’ p—0.73cos p+ Y Ay;[0.56 —2.47 cos? (2,0 +16.9| Ay, |)]. (5)

W wyrazeniu tym ¢ okre§la dany kat torsyjny, natomiast zmienne Ay, oraz zj zaleza

odpowiednio od elektroujemnosci i orientacji podstawnikow przy atomach wegla i przyjmuja
wartosci: Ay = 0.4 (C), 0.85 (N), 1.3 (O) oraz -0.05 (P), a zi = £1. W przypadku
heterojadrowych sprzezen 3Jcn w ukladzie C-C-C-H, warto$¢ kata torsyjnego wyznaczy¢

mozna za pomocg rownania®:

%oy =5.7c08” p—0.6c0s+0.5. (6)

Natomiast zaleznosci statych sprzezen 3Jpn i 3Jcp od wartoéci kata torsyjnego opisuja

rownania Karplusa w postacil%:

*Jpy =15.3c0s? p—6.1c0s @ +1.6, (")

*Je =6.9c0s* p—3.4c05¢+0.7 . (8)

Pomimo znanych zaleznosci, doktadno$¢ z jaka zostaty one sparametryzowane dla sprzgzen
heterojadrowych jest niska, a wyznaczone na ich podstawie wartosci katow torsyjnych sa
obarczone duzym bledem. Mimo tego rozwinietych zostalo wiele technik NMR
umozliwiajacych pomiar zaréwno homo- jak i heterojadrowych wartoéci sprzezen 2J oraz °J,
pozwalajacych okresli¢ konformacj¢ szkieletu fosforocukrowego. Wykresy wybranych
zalezno$ci przedstawione zostaly na rysunku 15 oraz 16.

Podobnie jak wiezy NOE, wiezy na katy torsyjne wyznaczane sg czgsto jakosciowo, stad
wprowadzone restrykcje ograniczajg przyjmowane wartosci dla danego kata do jednej
z trzech mozliwych konformacji rotameru. Mimo tego, wykorzystanie tych danych podczas

obliczen wptywa na poprawe zarowno dokladnosci jak i precyzji otrzymanych struktur.
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Potencjalne Zrédlto informacji odnosnie przyjmowanych przez niektore katy torsyjne wartosci

stanowi¢ moze réwniez pomiar efektu NOE, badz analiza przesunig¢ chemicznych

jader 31p 28,105,106
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C3'-endo (N) | C2'-endo (S) gauche* trans gauche
3Ju1H 1.3 Hz 7.6 Hz 3JHaHs ~1.0Hz ~3.0 Hz ~10.5 Hz
3Jhzmz 3.8 Hz 4.4 Hz 3Jnans ~3.0 Hz ~10.5 Hz ~5.0 Hz
8JH3ha 8.8 Hz 1.2 Hz

Rys. 15. Krzywe Karplusa opisujace zalezno$ci wicynalnych stalych sprzezen spinowo-spinowych 3Jun od kata
fazowego pseudorotaciji P (A) oraz kata torsyjnego y (B)4.
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3Jphs ~25Hz ~2.5Hz ~22.5Hz 3Jprz 23.0Hz 2.2 Hz 2.2 Hz
3Jphs ~22.5 Hz ~2.5Hz ~2.5Hz 3Jpca 2.1Hz 2.1Hz 11.8 Hz
3Jpca ~25Hz ~11.0Hz ~2.5Hz 3Jpca 2.2 Hz 11.8 Hz 2.1Hz

Rys. 16. Krzywe Karplusa opisujace zalezno$ci wicynalnych stalych sprzezefi spinowo-spinowych 3Jpy oraz

3Jcp od kata torsyjnego B (A) i kata torsyjnego € (B

)104.
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4.1.3. Resztkowe sprzezenia dipolowe. Wiezy orientacyjne dalekiego zasiegu

Resztkowe sprzezenia dipolowe (RDC, ang. Residual Dipolar Couplings) stanowig
stosunkowo nowe zrodto informacji kierunkowych, zaréwno lokalnych jak i1 dalekiego
zasiegu, dlatego tez sg niezwykle pomocne podczas ustalania wzajemnej orientacji odleglych
od siebie regiondw czasteczki lub stabo zdefiniowanych (z uwagi na brak sygnalow NOE)
fragmentow'%1% W roztworach sprzezenia dipolowe (np. miedzy spinami 'H i *C) na
skutek izotropowej reorientacji czasteczek usredniajg si¢ do zera. Jedynym symptomem ich
obecnosci jest wystepowanie jadrowego efektu Overhausera. Wprowadzenie réznych mediow
orientujacych'®1® powoduje czesciowe uporzadkowanie molekut i pojawienie si¢ na ogoét
niewielkiego rozszczepienia linii NMR. Wklad resztkowego sprzezenia dipolowego Dyy do

rozszczepienia wywotanego posrednim oddzialywaniem spinowym dany jest wzorem™"118;

D,J(8,¢)=Da[(3cosz0—1)+§Rsin20c052¢], (9)

w ktorym Da oznacza stalg sprzezenia dipolowego, R = Aa/Ar okresla stosunek sktadowych
asymetrii i anizotropii tensora uporzadkowania A, natomiast katy 6 i ¢ sa wspolrzednymi
cylindrycznymi opisujacymi orientacj¢ wektora tgczacego oddziatujace spiny I-J w ukladzie
wspotrzednych czasteczki. W ukladzie tym sktadowe diagonalne tensora A odzwierciedlaja
prawdopodobienstwo, ze osie ukladu beda rownolegle do kierunku pola Bo. Poniewaz
obserwowane sprzezenia dipolowe w czasteczce okreslone sg wzgledem tego samego uktadu
wspotrzednych, stad odlegtosci miedzy poszczegdlnymi wektorami 1-J nie wplywajg na
doktadno$¢ wyznaczenia ich wzajemnej orientacji, a wiedza o wielkosci sprz¢zen stanowi
informacj¢ strukturalng o zasiegu globalnym. Zazwyczaj w badaniach strukturalnych
wykorzystuje si¢ eksperymenty dajace mozliwos¢ analizy heterojadrowych sprzezen
resztkowych Dcn lub !Dnw. Jednakze znakowanie izotopowe °N dostarcza jedynie
ograniczonej liczby sprzezen dipolowych z uwagi na szybka wymian¢ protondw iminowych
z woda, dla ktérych sprz¢zenie mozna by zaobserwowac. Dlatego tez, w celu uzyskania
wigkszej liczby wigzow kierunkowych dokonuje si¢ pomiaru wartosci Dcy dla probek
wzbogaconych lub o naturalnej zawartosci izotopu *C. W tym przypadku najczesciej
dokonuje sie pomiaru wartoéci Dcorz W resztach adeniny, 'DcsHg W resztach puryny, 'Desws
i 'Dcsne — W pirymidynach oraz Dciwr dla pierScieni cukrowych. Poniewaz zwigzane

wigzaniami wodorowymi pary =zasad odznaczaja si¢ stosunkowo malg swoboda
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konformacyjna stad relatywne orientacje zasad heterocyklicznych moga stanowi¢ cenne
zrodio informacji strukturalnych RNA. Okazuje sig, iz tylko trzy liniowo niezalezne wartos$ci
RDC sg potrzebne, aby przewidzie¢ pozostate sprzezenia RDC w resztach zasad 1 tym samym
okresli¢ orientacje danej reszty. Pomiar dodatkowych wartosci RDC poprawia jednak
zarowno doktadno$¢ jak i1 zbiezno$¢ wyznaczonych struktur RNA. W celu otrzymania
dodatkowych sprzg¢zen resztkowych w zasadach heterocyklicznych rozwinigto wiele metod
NMR%, Metody te opieraja si¢ o dwu i trojwymiarowe eksperymenty pozwalajace
wyznaczy¢ wartosci statych sprzezen réwniez pomiedzy sprzezonymi dipolowo cigzkimi
jadrami. Zaproponowanych zostato takze wiele innych technik pozwalajacych otrzymacé
dodatkowe wiezy kierunkowe dla pierscieni cukrowych a takze, co ciekawe, wyznaczy¢
wartosci resztkowych sprzezen dipolowych 'H-H dalekiego zasiggu, zawierajacych zaréwno
informacje o orientacji, jak 1 odleglo$ci pomiedzy konkretng para oddziatujacych jader.
Chociaz otrzymanie wigzow kierunkowych nie jest zadaniem prostym, to w badaniach
strukturalnych NMR sa one coraz szerzej stosowane. Nawet niewielka liczba wigzow
kierunkowych prowadzi do uzyskania cennych informacji strukturalnych, a przy dostatecznie
duzej ich liczbie mozliwe jest ustalenie detali pordwnywalnych z tymi, jakie otrzyma¢ mozna

na podstawie badan krystalograficznych'?®,

4.1.4. Inne typy wiezéw. Dodatkowe zZrdodla informacji strukturalnych

Podstawowych informacji o typie parowania zasad dostarcza analiza sygnatow
korelacyjnych protonéw wymienialnych zaangazowanych w tworzenie wigzan wodorowych.
W zaleznosci od stosowanej metody wiezy na wigzania wodorowe wprowadzane sg z duza
waga od poczatku obliczen, albo uwzglednione zostaja jedynie podczas etapu udoktadnienia.
Ich natura podobna jest do wigzow NOE, jednak zadawane s3 ze znacznie mniejszym
zakresem btedu (+0.1; +0.2 A), zazwyczaj pomiedzy donorem i akceptorem oraz donorem
I atomem zwigzanym kowalencyjnie z akceptorem, cho¢ stosowane sg rowniez inne
restrykcje. Coraz czesciej] w badaniach strukturalnych kwasow nukleinowych wykorzystuje
si¢ eksperymenty, w ktorych obserwuje si¢ sprzezenia skalarne poprzez wigzania
wodorowe!0:120.120.121 " Chociaz zastosowanie tych metod wymaga znakowania izotopowego
1N a czesto takze 3C, to jednak w przypadku wystepowania niekanonicznych par zasad

metody te dostarczaja niezwykle cennych informacji. Pozwalaja one na jednoznaczng
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identyfikacj¢ wigzan wodorowych stanowigc tym samym zrdédlo istotnych dla ustalenia
struktury wigzow.

Dla par zasad wprowadzane s3 rowniez wi¢zy na planarnos¢, ktore w powszechnie
rozumianej definicji maja zorientowa¢ oddzialujace pary mozliwie koplanarnie, tak jak
w strukturach krystalograficznych. Jednakze takie podejscie nie ma zadnych podstaw
eksperymentalnych i mimo wyraznej poprawy precyzji otrzymanych struktur, powinno si¢ go
raczej unikaé. Zrozumiatym wykorzystaniem wig¢zow na planarnos¢ jest takie wyskalowanie
stalych sitowych, ktore pozwoli uzyska¢ energetycznie uprzywilejowane konformery, lub
zdefiniowanie ich w taki sposob, aby ograniczaty dostepng przestrzen konformacyjng tylko do
tych obserwowanych w kwasach nukleinowych!??, Takie podejscie poprawia zbiezno$¢
struktur lecz nie prowadzi do niepoprawnych wynikéw.

Struktura podwojnej helisy A-RNA zostala bardzo dobrze scharakteryzowana na
podstawie badan rentgenograficznych, dlatego tez dla regionéw ztozonych z par Watsona-
Cricka, podczas etapu udoktadnienia struktury, zakresy katow torsyjnych szkieletu ogranicza
si¢ czesto do prawie idealnych wartosci. Takie podejscie moze by¢ usprawiedliwione przez
fakt, iz bardziej interesujace fragmenty RNA (np. petle terminalne, petle wewnetrzne,
wybrzuszenia) znajduja si¢ poza regionami helikalnymi.

Innym zrédtem informacji strukturalnych, ktére potencjalnie moze by¢ wykorzystane
podczas obliczen lub na etapie selekcji koncowych wspotrzednych, jest na przyktad wiedza
0 obecnosci 1 geometrii centrow wigzacych jony metali. Ponadto, w niedalekiej przysztosci
catkiem nowego rodzaju wigzow dostarczy zapewne postep w zrozumieniu zrodet przesunieé
chemicznych w kwasach nukleinowych!?® ktéra to wiedza w przypadku badan strukturalnych

biatek jest juz standardowo wykorzystywanal?*,

4.2. Algorytmy obliczeniowe

Okreslenie struktury przestrzennej kwaséw nukleinowych na podstawie danych NMR
sprowadza si¢ do znalezienia takiej konformacji, dla ktorej energia czasteczki bytaby
najnizsza a sama struktura speiniata okre$lone (m.in. w eksperymencie NMR) kryteria.
Sposrod wielu metod w spektroskopii NMR dotychczas najczg$ciej stosowane byly metody
badan strukturalnych biomolekut oparte na algorytmie DG (ang. Distance Geometry) oraz

metodach restryktywnej dynamiki molekularne;.
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4.2.1. Metoda DG

Metoda DG!?°1% (ang. Distance Geometry) jest pierwsza a zarazem najbardziej ogdlna
metoda optymalizacyjng wykorzystywang do okreslenia struktury catej czasteczki badz jej
fragmentu, w oparciu o dane NMR. Podejscie to stosowane zaréwno dla kwasoéw
nukleinowych jak i bialek, opiera si¢ na mozliwosci przedstawienia mi¢dzyprotonowych
kontaktow NOE oraz wigkszo$ci danych stereochemicznych w postaci macierzy
metrycznej*?*. Macierz ta powinna zawiera¢ wartosci odlegtoéci miedzy wszystkimi atomami

126-128 ;¢ jesli znane sa doktadne wartoéci wszystkich mozliwych

czasteczki. Z teorii wiadomo
odlegtosci miedzy elementami zbioru punktow w tréjwymiarowej przestrzeni euklidesowej,
to istnieje mozliwo$¢ ich transformacji na wspohrzedne kartezjanskie. Glowny problem
wykorzystania metody DG w badaniach strukturalnych wynika stad, ze nigdy nie posiadamy
kompletnego zbioru informacji o odleglosciach migdzyatomowych w czasteczce, a niewielka
liczba danych, ktorymi dysponujemy obarczona jest pewna granicag bledu. Dlatego
W pierwszym etapie nastepuje okre$lenie metodami triangulacyjnymi granic btedu dla
odlegtosci miedzyatomowych, o ktorych nie mamy zadnych danych (ang. bounds smoothing).
Nastepnie losowo wygenerowany zostaje kompletny zbior odleglosci, ktore zawieraja si¢
w okreslonych wczeséniej przedziatach bledu (ang. metric matrix). W ten sposob otrzymujemy
petna macierz odlegltosci, ktéra jest nastgpnie transponowana na wspoirzedne kartezjanskie
atomoéw (ang. embedding). Ostatnim etapem protokotu jest optymalizacja dtugos$ci wigzan
i katow, na przyklad metoda gradientow sprzezonych'?®,

Otrzymane tg drogg struktury charakteryzujg si¢ zazwyczaj] wysoka energig z powodu
duzej liczby naprezen sterycznych oraz oddzialywan niewiazacych. Dlatego tez stosowane
obecnie w badaniach strukturalnych biomolekut programy ograniczaja zastosowanie
algorytmu DG do otrzymania wspotrzednych startowych bedacych punktem wyjscia dla

innych algorytmow obliczeniowych.
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4.2.2. Metody restryktywnej dynamiki molekularnej
4.2.2.1. Restryktywna dynamika molekularna w przestrzeni kartezjanskiej

Metody dynamiki molekularnej, ktore uwzgledniaja wiezy eksperymentalne, jako
dodatkowe warunki (potencjaty) ograniczajace dowolnos¢ zmian wspotrzednych atomowych
czasteczki sg podstawowymi metodami obliczeniowymi i zebrane sa pod wspolng nazwa
restryktywnej dynamiki molekularnej (rMD, ang. restrained Molecular Dynamics).

Cechg charakterystyczng dynamiki molekularnej w poréwnaniu do metod opartych tylko
na minimalizacji energii jest wprowadzenie energii kinetycznej, ktorej obecno$¢ umozliwia
pokonywanie barier energii potencjalnej i tym samym znacznie redukuje
prawdopodobienstwo uwiezienia czasteczki w lokalnym minimum potencjatu. Dynamika
molekularna oparta jest na numerycznym rozwigzywaniu réwnan ruchu dla uktadu
molekularnego znajdujacego si¢ w okreslonej temperaturze, w celu zarejestrowania ewolucji
tego uktadu. W klasycznej dynamice kazde jadro atomowe badanej czgsteczki traktowane jest
jako punkt materialny obdarzony tadunkiem elektrostatycznym, a cala czasteczka jest zbiorem
punktow znajdujacych si¢ w przestrzeni kartezjanskiej w zadanym polu potencjalnym.
Poniewaz kazdy taki punkt obdarzony jest trzema stopniami swobody, stad cata czasteczka
sktadajaca si¢ z N atomoéw dysponuje liczba 3N stopni swobody. W uktadzie tym ruch

kazdego punktu zdefiniowany jest klasycznym rdwnaniem Newtona:

a’r - - =
m. rea F, gdzie FE =-VV (10)

Calkowanie uktadu réwnan ruchu wykonywane jest numerycznie przy zadanych warunkach
poczatkowych, tj. przy znanych potozeniach i1 predkosciach wszystkich jader atomowych.
Wspotrzedne poczatkowe moga by¢ wyznaczone na przyklad za pomoca metody DG, lub
wygenerowane losowo, natomiast predkosci poczatkowe jader atomowych zadawane sa
stochastycznie zgodnie z rozkltadem Maxwella dla okreslonej (symulowanej) wartosci
temperatury. Kazde jadro atomowe poddawane jest dziataniu sit, ktore wymuszaja ruch,
ajego energia kinetyczna i potencjalna zmieniaja si¢ w czasie zgodnie z prawem ruchu
Newtona. Calkowanie réwnan ruchu odbywa si¢ metodg roéznic skonczonych co zatozony
okres czasu At, najczesciej z wykorzystaniem algorytmu ,,zabich skokow”*® (ang. leap-frog
scheme), metody Verlet¥ lub metody Beemanal®. Wazne jest aby wartoéé przedziatu

czasowego calkowania byla stosunkowo krotka, gdyz zalezy ona od najwyzszych
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czestotliwosci oscylacji jader atomowych czasteczki. W celu optymalizacji protokotu
powszechnie stosuje si¢ praktyke naktadania wigzow na istniejace w modelu wigzania
chemiczne. Metoda ta zwana SHAKE®® nie powoduje zaklécen konformacyjnych, lecz
pozwala dzigki wydluzeniu czasu catkowania na ograniczenie iteracji niezb¢dnych do
wykonania przez komputer, a tym samym znacznie przyspiesza obliczenia. Po kazdym
interwale czasowym polozenia jader atomowych ulegaja zmianie i moga by¢ rejestrowane
w trakcie obliczen. Zbior potozen atomoéw zarejestrowany w czasie symulacji tworzy
trajektori¢ uktadu. Trajektoria ta zalezy od parametrow poczatkowych oraz pola sitowego,

zdefiniowanego poprzez energi¢ potencjalng V, wyrazong wzorem (11):

\ :Vbond +Vang|e +Vdihe +Vimpr +VvdW +Ve|ec +VNOE +Vcdih +Vrdc +Vp|an +..
VA (11)
VCOV Vnonb Vexp

w ktérym dwa pierwsze czlony opisuja energie potencjalne zwigzane ze strukturg wigzan
kowalencyjnych czasteczki (Veov), oraz oddziatywaniami niewigzacymi (Vnonb). Skladnik
zwigzany z oddziatywaniami kowalencyjnymi zawiera wielko$ci rownowagowe dla dtugosci
wigzan i katow migdzy wigzaniami oraz stale silowe, ktore okreslajg energi¢ zwigzang
Z odchyleniem od struktury zdeterminowanej przez warto$ci rownowagowe, natomiast
sktadnik energii potencjalnej odpowiadajacej oddziatywaniom niewigzacym zawiera warto$ci
promieni van der Waalsa, tadunki elektrostatyczne i1 parametry okreslajace oddziatywania
Lenarda-Jonesa. W restrykcyjnej dynamice molekularnej obecny jest dodatkowy czton energii
potencjalnej zwigzany z energig potencjalng wynikajacg z natozonych na czasteczke wiezow
strukturalnych (Vexp), ktore wyprowadzone zostaly z danych eksperymentalnych. Ten
potencjat zawiera zardwno wartoSci przedziatow dla  réznych typow = wigzow
eksperymentalnych jak i stale sitowe, ktore okreslajg dodatkowa energie, przy zalozeniu, ze
wiezy w strukturze zostang naruszone. W roznych, stosowanych polach sitowych, powyzszy
opis moze by¢ modyfikowany lub uzupetniany o inne sktadniki, w celu poprawy reprezentacji
réznych rodzajéw oddzialywan obecnych w badanym uktadzie. Takie zalozenie, w ktorym
calkowita energia ukladu roztozona jest na szereg sktadnikow pochodzacych od
poszczegbdlnych typow oddziatywan jest podstawa koncepcji pola sitowego, przy czym warto
nadmieni¢, ze sktadniki te opisywane sg rownaniami nawigzujacymi do znanych z mechaniki
klasycznej (poczynajac od funkcji kwadratowych, Morse’a, szeregéw Fouriera, potencjatow

Lenarda-Jonesa itp.).
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W powszechnie stosowanym do obliczen strukturalnych biomolekul programie X-PLOR,
134

energia potencjalna czgsteczki opisana jest wyrazeniem

V= Dk (r-n)+ >k, (0-6)"+ D k,@+cos(ng+35)+ D K,(#—05)

b ebonds 0 e angles ¢ edihedrals ¢ eimpropers

+Z48ij[(0'ij/Rij)lz_(O_ij/Rij)6]+ZqiqjC/80Rij+ dzdezd + ZlkaAza_i_'“ ' (12)
ij 1j istance angle
restraints restraints

Parametry ko, ko, K¢, Ka Oraz kg okreslajg stale sitowe funkcji danego typu oddzialywan,
natomiast ro, b, i ¢ — oznaczajg odpowiednio dtugo$ci wigzan chemicznych, katy pomiedzy
tymi wigzaniami oraz katy torsyjne struktury idealnej znajdujacej si¢ w warunkach
rownowagowych. W potencjale na oddzialywania niewigzace parametr Rij oznacza odlegtos¢
pomigdzy para oddzialujacych atomow, ojj — jest wartoscig proporcjonalng do sumy promieni
van der Waalsa, € oznacza stalg dielektryczng, za$ qi i ¢j — tadunki jader atomowych.
Wszystkie te wartosci wyprowadzane sg do§wiadczalnie lub obliczane metodami mechaniki
kwantowej 1 definiowane sg dla danego pola sitowego z podzialem na atomy poszczegdlnych
typow potencjatu. Sposrod powszechniej znanych i1 stosowanych w przypadku badan kwasow
nukleinowych pél sitowych warto wymieni¢ pole AMBER™*1 CHARMM?®8 CVFF!¥,
GROMOS i OPLS™.

W poréwnaniu do klasycznych metod dynamiki molekularnej, ktorych celem jest symulacja
zachowania si¢ badanego uktadu do rzeczywistego systemu fizycznego jak najdoktadniej,
istotg restryktywnej dynamiki molekularnej jest znalezienie w dostgpnej przestrzeni
konformacyjnej stabilnej struktury o minimalnej energii potencjalnej, ktéra dodatkowo
zgodna bytaby z danymi eksperymentalnymi. Dlatego tez podczas dynamiki molekularnej
cala przestrzen konformacyjna powinna by¢ wielokrotnie przeszukana w celu znalezienia
najbardziej stabilnej struktury z zachowanymi warunkami eksperymentalnymi. Uzyskane ta
metoda wyniki powinny by¢ niezalezne od punktu wyjscia, ktory obierany jest arbitralnie.
W stosowanych powszechnie podejsciach najczesciej wychodzi si¢ z rdznych punktow
startowych 1 sprawdza zbiezno$¢ ostatnich klatek zarejestrowanych trajektorii, ktore
w przypadku badan NMR stanowig poszukiwane rozwigzanie struktury. Jezeli uzyskana
zbiezno$¢ jest duza oznacza to, ze liczba wiezOw jest wystarczajgca, a struktura dobrze

okreslona.
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4.2.2.2. Restryktywna dynamika molekularna w przestrzeni katow torsyjnych

Dynamika molekularna w przestrzeni katow torsyjnych (TAMD, ang. Torsion Angle
Molecular Dynamics) stanowi obecnie najbardziej efektywng metode stosowang w badaniach
strukturalnych biomolekut metodami NMR'?*, Metoda TAMD pozwala na zmniejszenie
liczby stopni swobody badanego uktadu poprzez zastapienie wspotrzednych kartezjanskich
odpowiednimi warto$ciami katow torsyjnych. Dodatkowo zmiana ta pocigga za soba

koniecznos$¢ zastgpienia rownan ruchu Newtona rownaniami Lagrange’a, stad w klasycznej
2

dynamice w przestrzeni katow torsyjnych réwnanie ruchu przedstawia si¢ nastepujaco

d( oL oL
—_ — ——=0 k:].,,n y
dt(@@kJ 86, ( ) &

gdzie L jest funkcjg Lagrange’a b¢dacg sumg energii kinetycznej i potencjalnej badanego
uktadu, natomiast & okresla warto$¢ danego kata torsyjnego w czasteczce. Poniewaz podejscie
takie w przypadku duzych czasteczek (kwasdéw nukleinowych, bialek) jest czasowo zbyt
kosztowne, stad opracowane zostaly rézne algorytmy w celu optymalizacji obliczen,
z ktorych najwazniejsze to zaimplementowany w programie X-PLOR algorytm Bae'*® oraz
stosowany w aplikacji Cyana'** algorytm Jaina®°.

W dynamice molekularnej w przestrzeni katéw torsyjnych czasteczka jest postrzegana jako
rozgateziony tancuch kinematyczny w postaci dendrytu. W modelu tym wyr6zni¢ mozna
szereg ogniw, potaczonych pojedynczymi wiazaniami, wokol ktoérych ogniwa te moga si¢
obraca¢. W przypadku dynamiki kwasow nukleinowych wigzania umozliwiajace rotacje
poszczegdlnych ogniw to wigzania glikozydowe oraz wigzania w  szkielecie
fosforocukrowym. Obroty wokoét tych wigzan sa zdefiniowane przez odpowiednie katy
torsyjne (Rozdziat II1.1), a zbidr tych katow dokladnie okresla konformacje czasteczki. Warto
wspomnie¢, iz w przeciwienstwie do metod dynamiki klasycznej, w metodzie TAMD
odlegtosci migdzy atomami zwigzanymi kowalencyjnie, a takze katy ptaskie miedzy nimi
zawsze s3 zachowane. W zastosowaniu do badan strukturalnych metody dynamiki
w przestrzeni katow torsyjnych, podobnie jak metody dynamiki w przestrzeni kartezjanskiej

zazwyczaj wspomagane s3 metoda symulowanego wyzarzania.
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4.2.2.3. Metoda symulowanego wyzarzania (SA, ang. simulated annealing)

Opracowany przez Kirkpatricka'®® i zmodyfikowany przez Nilgesa'*’ algorytm
optymalizacji zwany symulowanym wyzarzaniem jest obecnie najbardziej popularng metoda
wykorzystywang do obliczen strukturalnych zarowno kwaséw nukleinowych jak 1 bialek.
Mozna powiedzie¢, ze metoda SA jest zaadaptowanym na potrzeby obliczen strukturalnych
rozwini¢ciem dynamiki molekularnej, w ktérym dla zmniejszenia prawdopodobienstwa
uwiezienia w jednym z lokalnych minimoéw powierzchni energii potencjalnej czasteczki i tym
samym sprawniejszej penetracji przestrzeni konformacyjnej uktadu, stosowany potencjat
podlega cigglym zmianom w czasie'®®. Pokonanie barier energetycznych, a tym samym
modyfikacja trajektorii ukladu, odbywa si¢ poprzez zmian¢ parametréw takich, jak
temperatura 1 state silowe okre$lajace potencjat. Stad tez metoda ta jest bardziej skuteczna
I wydajna anizeli klasyczne podej$cie stosowane w rMD. Rozne grupy badawcze uzywajg
réznych protokotow dynamiki SA, a ich cecha wspdlng jest migdzy innymi zredukowanie
pola sitowego, czyli nie uwzglednianie oddziatywan elektrostatycznych, dalekiego zasiggu
oraz wptywu rozpuszczalnika. Kazdy protokot dynamiki SA obejmuje wysokotemperaturowa
faze przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej (etap proébkowania), po ktdérej nastepuje
powolne schtadzanie uktadu (zwijanie, porzadkowanie). Punktem wyj$cia jest stan, w ktorym
poczatkowa temperatura uktadu jest bardzo wysoka, a atomy osiggaja bardzo wysoka $rednig
energi¢ kinetyczng, ktora umozliwia pokonanie przez uktad wysokich barier energii
potencjalnej. Czgsto w fazie tej potencjaty na wiezy eksperymentalne i oddzialywania van der
Waalsa zostajg czgsciowo zredukowane 1 pozostaja zamrozone do konca etapu badz tez,
w zaleznos$ci od protokolu, wzrastajg liniowo w kolejnych iteracjach. W nastepnym etapie
temperatura jest powoli obnizana, a catkowita energia uktadu maleje. Wspotczynniki
okreslajace energie naruszonych wigzOw przyjmuja w tej fazie maksymalne wartosci, co
prowadzi do zwinigcia struktury, gdyz caty uktad dazy do zachowania tych wigzow. Wazne
jest, aby zaro6wno czas poszczegolnych etapow byt odpowiednio dobrany jak i1 temperatura.
Zbyt szybkie schtadzanie uniemozliwi wystarczajace zbadanie przestrzeni konformacyjne;j,
natomiast nieodpowiednio zadane temperatury spowoduja, Zze czasteczka nie bgdzie potrafita
pokona¢ mniejszych barier potencjatu albo ,ucieknie” z globalnego minimum. Ostatnim
etapem protokotu metody SA jest minimalizacja energii. Stosowane sg tutaj rozne podejscia,
Z ktérych warto wyrdzni¢ najczesciej stosowang metode najostrzejszego spadku (ang. steepest
descent algorithm), ktora umozliwia szybsza eliminacj¢ lokalnych nieregularnosci

konformacyjnych oraz metode gradientéow sprzezonych!?® (ang. conjugate gradients
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algorithm) pozwalajaca na efektywniejsze znalezienie najblizszego minimum energii bardziej
ztozonej czasteczki.

Metoda SA pozwala zbada¢ zdecydowanie wigkszy obszar przestrzeni konformacyjnej, daje
réwniez lepsza zbiezno$¢ z danymi eksperymentalnymi, niezaleznie od przyjetych struktur
poczatkowych. W réznych wariantach znajduje zastosowanie zarowno do badan
strukturalnych kwasoéw nukleinowych®3%:1%° biatek i analizy procesow zwijania wickszych
czasteczek RNA!. Przeprowadzone dodatkowo testy wykazaty, ze w potaczeniu z dynamika
TAMD, metoda symulowanego wyzarzania odznacza si¢ zdecydowanie wigksza wydajnoscig

niz metoda DG, czy konwencjonalne algorytmy SA w przestrzeni kartezjanskiej>>1%,

4.3. Kryteria oceny otrzymanych struktur - precyzja i dokladnos¢

Istotnym etapem badan strukturalnych metodami NMR jest analiza otrzymanych
w trakcie obliczen struktur, zawartych w dostgpnej dla badanego obiektu przestrzeni
konformacyjnej. Z zagadnieniem tym zwigzane sg takie pojecia jak precyzja (ang. precision)
oraz doktadno$éé¢ (ang. accuracy, quality) z jaka struktury zostaty otrzymane®®1%, Precyzja jest
miarg podobienstwa pomiedzy otrzymanymi strukturami, podczas gdy dokltadno$¢ stanowi
miare podobienstwa otrzymanych struktur do poprawnej struktury, o ile taka struktura jest
znana. Dlatego tez doktadno$¢ moze zosta¢ oceniona jedynie w przypadku, gdy wspotrzedne
struktury, do ktorej dazymy sa znane. Jednakze stosowane sg pewne metody, ktore w sposob
posredni pozwalaja na ocen¢ doktadnosci otrzymanych wspotrzednych. Stad w pierwszym
kroku analizy dokonuje si¢ selekcji struktur, ktére najlepiej zgadzaja si¢ z danymi
eksperymentalnymi oraz odpowiadajg  okreslonym  warunkom = stereochemicznym.
Podstawowa forma wyboru koncowych struktur ze zbioru wszystkich otrzymanych
konformero6w jest analiza statystyczna naruszonych (dla tych struktur) wigzéw
(ang. violations). Przyjmuje si¢, ze jesli dla danej struktury istnieje znaczna liczba
naruszonych wiezdéw, o warto$ciach przekraczajacych o 0.5 A dopuszczalne granice, to taka
strukturg nalezy odrzuci¢. Podobne kryterium zaktada si¢ w przypadku wigzow katowych, dla
ktérych dopuszczalna tolerancja niezgodnosci z zadanym przedzialem wynosi 5°.

Pomimo, Ze obecnie nie s3 one szeroko stosowane, istnieje kilka innych metod majacych
na celu okre$lenie stopnia zgodnosci wyznaczonych struktur z danymi NMR!23154.1%5
Sposrod nich warte przytoczenia sg metody definiujgce tzw. czynnik R, Jrms lub Q.

Wzorowany na analogicznym parametrze stosowanym w badaniach krystalograficznych,
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czynnik R okresla roznice pomigdzy otrzymanymi z eksperymentu a oczekiwanymi
teoretycznie (wyznaczonymi na przyktad metoda RMA™®) wartosciami NOE. Wéréd kilku

zaproponowanych®41".158 jednym z czeéciej uzywanych jest czynnik R wyrazony wzorem:

\/Z(( _?Xp.)l/G_( _tjeor.)1/6)2
R=-""
Z( 'Ej*xp.)1/6

(14)

: exp. teor. . . : . . ’ 7
gdzie A7® i A" oznaczaja odpowiednio eksperymentalng i teoretyczng objgto$¢ sygnatu

pomiedzy kazdg parg atomow i oraz j, dla ktorych efekt NOE zostat zmierzony.

Drugi parametr Jrws, okresla odchylenie standardowe liczone pomigdzy obserwowanymi

teor.

w widmach (J) a wyznaczonymi z koficowych struktur (J;°") warto$ciami wicynalnych

sprzezen skalarnych i opisany jest wzorem?®:

1 exp. eor.
JRMS:\/NZ(‘]ijp _‘]itj )2 ' (15)

ij

gdzie sumowanie przebiega po wszystkich katach torsyjnych, dla ktorych wartosci sprzezen
skalarnych zostaly wyznaczone z eksperymentow NMR.

Natomiast zgodno$¢ (lub rozbieznos$¢) migdzy otrzymanymi eksperymentalnie (D®’)
warto$ciami resztkowych sprzezen skalarnych a wyznaczonymi z modelu (D*") okresla

ostatni - czynnik Q, zdefiniowany réwnaniem?®°

~ rmS(Dexp. _ Dteor.)
rms(D®®)

Q (16)

Istotnym kryterium wyboru, czesto decydujacym o doborze finalnych struktur, jest
rowniez selekcja konformerow pod katem ich energii calkowitych. Sposréd struktur
spetniajacych powyzsze kryteria dokonuje si¢ selekcji tych, ktore charakteryzujg si¢ najnizsza
energia.

Powszechnie stosowanym parametrem stuzacym do okreslenia podobienistwa zbioru
struktur jest $rednie odchylenie standardowe, RMSD?%1% (ang. Root Mean Square Deviation).

Wartos¢ parametru RMSD pomiedzy wspotrzednymi dwoch natozonych na siebie struktur
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wyznaczana jest za pomocg wyrazenia:

RMSD = \/%Z[(Xu _Xi')2 +(y, - Yi')2 +(z, -z I)Z]' (17)

gdzie xi, Vi, Zi sa wspélrzgdnymi i-tego atomu jednej struktury, natomiast Xi', Vi, Zi
wspotrzednymi odpowiedniego atomu drugiej struktury.
Istnieje kilka metod okreslania zbiezno$ci rodziny struktur, przy czym kazda z nich

100 Najczesciej stosowanym podejéciem jest wyznaczenie

prowadzi do nieco innego wyniku
sredniej ze wszystkich N(N - 1)/2 wartosci RMSD liczonych dla kazdej mozliwej pary
W zbiorze. Alternatywng drogg okreslenia zrdznicowania konformacyjnego struktur jest
odniesienie pozycji poszczegdlnych atomoéw nie do struktury wyjsciowej, ale do usrednione;j
struktury. Przyktady rdéznej zbieznosci struktur RNA, otrzymane z obliczen przy

wykorzystaniu odmiennej liczby wigzéw NOE przedstawione zostaly na rysunku 17.

184 104 09A 0,85 A

Rys. 17. Superpozycja struktur petli 20-meru RNA otrzymanych drogg obliczen z wykorzystaniem réznej
liczby wiezéw strukturalnych?®. Ponizej struktur podana zostata $rednia warto$é RMSD.

Warto zaznaczy¢, ze jesli zbior struktur charakteryzuje si¢ duzg zbieznos$cia, ale
otrzymane struktury maja zta geometri¢ lub powoduja wiele naruszen wigzéw, to nie moga
one by¢ spdjne z danymi NMR. Z drugiej strony, jesli w strukturach jest mato naruszonych
wiezOw 1 parametrow geometrii, ale precyzja jest zta, to ilo§¢ informacji eksperymentalnych

nie wystarcza do doktadnego okreslenia struktury.
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5. Parametry helikalne

Najpelniejszy a zarazem najbardziej szczegdlowy opis konformacji fragmentu kwasu
nukleinowego wymaga podania 3N wspotrzednych kartezjanskich dla N atomow czasteczki.
Mozliwe jest jednak znaczne zredukowanie tej ilosci danych!®l. Uwzgledniajac dtugosci
wigzan kowalencyjnych oraz katy ptaskie miedzy tymi wigzaniami, mozna w oparciu
0 wartosci  katow torsyjnych opisa¢ pelng strukture, ktéra nie zalezy od uktadu
wspotrzednych. W takim opisie pofatdowanie pierscienia cukrowego przyjeto sie okreslac
poprzez podanie dwoéch parametrow: kata fazowego pseudorotacji oraz amplitudy
pofatdowania. Stad kazdy nukleotyd mozna opisa¢ podajac wartosci dziewigciu zmiennych:
szesciu katow torsyjnych szkieletu fosforocukrowego, o — ¢ (Rys. 5), kata glikozydowego
(Rys. 2) oraz kata fazowego pseudorotacji P i amplitudy pofatdowania cukru vmax (Rys. 3 i 4).
Te parametry nie sg jednakze zbyt informatywne podczas opisu ksztaltu calej molekuty.
Poniewaz czgsteczki kwaséw nukleinowych czgsto tworzg struktury helikalne, do opisu ich
geometrii stosuje si¢ tak zwane parametry helikalne, ktore wprowadzone zostaly po raz
pierwszy w latach pigédziesiatych podczas analizy dyfrakcyjnych wiokien DNAL,

Obecnie do opisu struktur helikalnych kwasow nukleinowych stosowane sg parametry,
ktore przyjete zostaty w 1988 roku, zatwierdzong przez IUPAC konwencja'%21%% (Cambridge
convention). Pozwolita ona ujednolici¢ opis geometrii podwojnej helisy i wyeliminowac inne,
czesto niespdjne ze sobg metody opisu. Zdefiniowane w Cambridge convention parametry
helikalne otrzymywane sg z przestrzennej lokalizacji zasad heterocyklicznych i tworzg zbior
parametréow rotacyjnych 1 translacyjnych. Ustalono rowniez, iz znak parametrow
translacyjnych wyznaczony jest przez kierunki odpowiednich osi uktadu, natomiast
parametréw rotacyjnych przez regule prawej dloni. Parametry obliczane sa wzgledem
lokalnych uktadéw odniesienia wyznaczonych dla kazdej pary nukleotydow lub wzgledem osi
helikalnej wyznaczonej przez punkty poczatkowe uktadow lokalnych (Rys. 18).

Wszystkie parametry helikalne mozna podzieli¢ na trzy podstawowe grupy:

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

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

- globalne parametry pary zasad wzglgdem osi gtownej helisy (ang. Global base pair-

axis parameters)

44



3 5
et Y
=
S =.
= (]
< =
= (<)
< -
- =

5 3

Rys. 18. Schemat uktadoéw lokalnych dla dwdch sasiednich par zasad dupleksu.

Lokalne parametry miedzy zasadami okres$laja polozenie oraz wzajemng orientacje
parujacych si¢ zasad. Grupa ta obejmuje trzy niezalezne parametry translacji w kierunkach osi
X, ¥ 1 z lokalnego uktadu wspotrzednych, oraz trzy parametry rotacji zasad heterocyklicznych
wokot osi uktadu odniesienia. Nazwy wraz z symbolami oraz schematy parametrow

przedstawione zostaty na rysunku 19.

Ve ? Ve
X X X

Shear (Sx) Stretch (Sy) Stagger (S;)
4 4 3
X X X
y% T~
Buckle (k) Propeller twist (w) Opening (o)

Rys. 19. Lokalne parametry helikalne okreslajace wzajemne potozenie dwoch sasiadujacych zasad.

Lokalne parametry miedzy parami zasad opisujg wzajemng relacje dwoch sagsiadujacych
ze sobg par. Zbior ten sktada si¢ z szeSciu niezaleznych parametréw helikalnych — trzech
parametréw translacyjnych oraz trzech rotacyjnych. Ich nazwy, symbole i schematy

przedstawia rysunek 20.
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Rys. 20. Lokalne parametry helikalne okre$lajace potozenie sasiadujacych ze sobg par zasad.

Globalne parametry helikalne opisuja geometri¢ kanonicznej pary zasad wzgledem
wyznaczonej glownej osi dupleksu. Do grupy tej naleza dwa parametry zwigzane
Z potozeniem pary zasad wzgledem osi gléwnej dupleksu oraz dwa, okreslajace nachylenie

danej pary w stosunku do tej osi (Rys. 21).
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Rys. 21. Globalne parametry helikalne dla pary zasad wzgledem osi gldwnej czasteczki.
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Pomimo zdefiniowania parametréw helikalnych (ustalenia ich nazw i zbioru wartos$ci)
nadal istnieje potrzeba Scistego okreslenia sposobu, w jaki parametry te majg by¢ obliczane.
Konwencja nie podaje bowiem algorytmu ich wyznaczania. W zwigzku z powyzszym obecne
programy?0:3L.164-170 vk orzystywane do obliczen parametréw helikalnych daja wyniki, ktore
moga si¢ nieznacznie mi¢dzy sobg rézni¢. W konwencji Cambridge nie zdefiniowano takze
uktadu odniesienia dla niekanonicznych par zasad, jednoniciowych fragmentow, trypleksow
| kwadruplekséw. Ponadto niektére programy obliczajag dodatkowe parametry, takie jak:
zakrzywienie osi helisy, wielko$¢ duzej i matej bruzdy, $rednice dupleksu itp., ktore jak dotad
réwniez nie zostaty znormalizowane.

Jedng z aplikacji powstatych z mysla o otrzymaniu pelnego opisu konformacji kwasow
nukleinowych, uwzgledniajacego rekomendacje Cambridge convention, jest program
Curves®3L ktorego kolejne wersje sa powszechnie stosowane w wielu laboratoriach juz od
kilkunastu lat. Jego rozwd¢j kierowany byl checia poszerzenia podejsScia stosowanego dla
regularnych struktur helikalnych, réwniez do opisu geometrii uktadéw nieregularnych®l,
Dzigki mozliwosci definiowania lokalnych uktadéw wspotrzednych dla kazdej reszty
heterocyklicznej, program ten pozwala obliczy¢ parametry helikalne dla pojedynczych nici
i dla struktur wieloniciowych (dupleksow, trypleksow i kwadruplekséw), przy czym w tym
drugim przypadku parametry helikalne mogg zosta¢ obliczone takze wzglegdem wyznaczonej
osi helikalnej. Algorytm sprawdza si¢ dobrze réwniez w przypadku modyfikowanych
jednostek nukleotydowych, fragmentéw lancucha fosforocukrowego pozbawionych zasad
azotowych (ang. abasic sites), dupleksow z wybrzuszeniami, lub niesparowaniami. Ponadto
program  daje  mozliwos¢  obliczenia  parametréw  konformacyjnych  tancucha
fosforocukrowego, pofaldowania  pierscieni cukrowych, katow  wokot  wigzan
N-glikozydowych, wykonuje analize geometrii duzej 1 matej bruzdy wyznaczajac ich
szerokos$¢ 1 gleboko$¢ oraz oblicza $rednicge podwdjnej helisy. Alternatywnymi aplikacjami
dajacymi mozliwo$¢ wyznaczenia parametrow helikalnych kwaséw nukleinowych sa

programy FreeHelix'®® oraz 3DNA!".
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V. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN WEASNYCH

1. Cze¢$¢ eksperymentalna

1.1. Przygotowanie probek

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 zostaly na drodze syntezy chemicznej (syntetyzer 392 RNA/DNA Applied
Biosystems) metoda amidofosforynowa na podlozu statym!’l. Po syntezie kazdy
z oligorybonukleotydow wraz z podtozem przeniesiono z kolumienki do probowki, dodano
2 ml metyloaminy i pozostawiono na okoto 18 godzin w temperaturze pokojowej. Nastepnie
podtoze odsgczono i przeptukano czterokrotnie mieszaning EtOH/CH3CN/H20O w stosunku
objetosciowym 3:1:1, a uzyskane roztwory odparowano do sucha. Osuszone probki zalano
0.5 ml 98% tréjfluorowodorkiem trdjetyloaminy i pozostawiono na 21 godzin w temperaturze
pokojowej, po czym przystgpiono do procesu odsalania oligorybonukleotydow. W tym celu
uzyto kolumn zawierajacych silanizowane podtoze C18 (Sep-Pak firmy Waters), ktore przed
procedurg odsalania przemyte zostaty 10 ml acetonitrylu oraz 10 ml 10 mM wodnego
roztworu wodoroweglanu amonu. Dopiero na tak przygotowane kolumny naniesiono probki
rozcienczone do objetosci 10 ml 10 mM roztworem wodoroweglanu amonu. W kazdym
przypadku zebrane zostaly po trzy frakcje: L — przesacz, otrzymany bezposrednio po
nalozeniu probki na kolumne, frakcje W — uzyskang po przeptukaniu kolumny 10 ml 10 mM
roztworem wodoroweglanu amonu, oraz frakcje wlasciwg — C, zebrang po wymyciu
oligorybonukleotydu z kolumny 6 ml 30% wodnego roztworu acetonitrylu. Nastepnie frakcjg
C odparowano do sucha a pozostate — L i W sprawdzono na obecnos$¢ oligomerow.

Po odblokowaniu i odsoleniu, probki z frakcji C rozpuszczono w 150 ul wody w celu
wydzielenia poszczegolnych oligorybonukleotydéw na silikazelowych ptytach TLC. Przy
czym krotsze oligonukleotydy (do 10 nukleotydow) byty oczyszczane na ptycie silikazelowej
przy uzyciu mieszaniny nPrOH/NH4OH/H20 w stosunku obj¢tosciowym 55:35:10, natomiast
dluzsze nici — mieszaning w stosunku 52:38:10 v/v/v. Po zakonczeniu rozdzialu prazki
zawierajagce badane oligorybonukleotydy wycieto z ptytki silikazelowej 1 eluowano

trzykrotnie 2 ml wody po czym odparowano do sucha. Dla kazdego oligonukleotydu
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dokonano pomiaru masy czasteczkowej metoda MALDI w celu sprawdzenia poprawnos$ci
oligonukleotydu.

W celu dodatkowego sprawdzenia czystosci syntetyzowanych oligomerow do badan
NMR, wykonane zostaty widma 'H NMR w D20. Poniewaz otrzymany material zawierat
szczatkowe ilosci ubocznych produktéw procesu odblokowania, konieczne bylo poddanie
probek dodatkowemu etapowi oczyszczania na kolumnach Sep-Pak.

Koncowe stezenia otrzymanych oligomeréw obliczone zostaly na podstawie
prowadzonych w temperaturze 80°C pomiaréw absorbancji, uzywajgc znanych warto$ci
wspotczynnikow ekstynkcjil’>. W celu otrzymania duplekséw I-VI odpowiednie nici RNA
rozpuszczono w wodzie w stosunku molowym 1:1. Asocjacja nici w dupleksach oraz ich
czysto$é sprawdzane byty za pomoca widm *H NMR.

Przed kazda serig pomiarowg probki byty trzykrotnie odparowywane (w strumieniu gazu
obojetnego — azotu lub helu) z buforem (99.8% D>0) zawierajacym 50 mM NaCl, 10mM
fosforanu sodu i 0.1 mM EDTA (pH 6.8), a nastgpnie rozpuszczone w 99.96% D-0O
I umieszczone w probowce Shigemi. Koncowe stgzenie badanych probek wynosito okoto
1 mM. Po przeprowadzeniu wszystkich eksperymentéw *H, 13C oraz *'P NMR w D20 zostata
przeprowadzona analiza sygnatoéw pochodzacych od protonéw wymienialnych. W tym celu
probki powtérnie odparowano 1 rozpuszczono w roztworze HO/D.O w stosunku
objetosciowym 9:1. Przed kazda serig pomiarowa, w celu otrzymania prawidtowej asocjacji
duplekséw, probki podgrzewane byty do temperatury 80°C a nastepnie powoli schtadzane do

temperatury pokojowe;j.

1.2. Opis stosowanych w badaniach technik spektroskopii NMR

Widma NMR duplekséw RNA wykonane zostaty na spektrometrze Bruker Avance 600
w Srodowiskowym Laboratorium Unikalnej Aparatury Chemicznej Wydzialu Chemii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza. Spektrometr ten posiada trzy kanaly czestotliwos$ci
i wyposazony jest w aktywnie ekranowany magnes nadprzewodzacy UltraShield™,
wytwarzajacy state pole magnetyczne o indukcji 14.095 T. Wszystkie pomiary NMR
wykonywane byly na sondzie z odwrotnym ukladem cewek 1 Z-gradientem
(TBI - inverse triple *H/{®'P}/BB, ?H lock). Kontrolowane warunki pomiarowe uzyskiwano
dzigki przystosowanemu do pomiaréw dla biomolekut uktadowi dlugoterminowej stabilizacji

temperatury (BCU-5). Dodatkowo byty wykonane widma na spektrometrze Bruker Avance I1
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400 w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN. Zroédlem stabilnego, jednorodnego pola
magnetycznego tego spektrometru jest ekranowany magnes nadprzewodzacy (UltraShield
Plus™) o indukcji pola magnetycznego 9.397 T. Do pomiaréow NMR wykorzystano sonde
Z detekcjg odwrotng (Inverse Broadband Probehead H-BB-D) wyposazong w cewke H oraz
szerokopasmowg (o zakresie czestotliwosci 3P —1%PAg). System pozwalal na generowanie
impulsow ksztaltowanych na obu kanatach czesto$ci radiowej oraz posiadal generator
gradientow w kierunku osi Z. Ponadto spektrometr wyposazony byt w jednostke kontroli
temperatury oraz urzgdzenie BCU-5, umozliwiajgce prowadzenie dlugoterminowych
pomiaréw w zakresie od -5°C do temperatury pokojowej. Uklad ten pozwalal na stabilizacje
temperatury pomiaru z doktadnoscia do 0.5°C. Otrzymane dane eksperymentalne
przetwarzatem za pomoca programu Topspin 2.0 (Bruker), a nastepnie analizowatem
w programie Felix 2002 (Accelrys).

Jednowymiarowe widma *H NMR (600 MHz, D,0) wykonane zostaty w temperaturach
20, 25 i1 30°C. Szerokos¢ spektralna widma (sw — ang. spectral width) wynosita 5.4 kHz, czas
akwizycji (at — ang. acquisition time) — 6 s, natomiast czas d1, potrzebny na relaksacj¢ uktadu
(ang. relaxation delay) okoto 2s. Resztkowy sygnat wody thumiony byl przylozonym
w tzw. czasie oczekiwania, pojedynczym impulsem o matej mocy (ang. presaturation).
W celu poprawy stosunku sygnalu do szumu, w kazdym cksperymencie akumulowano
srednio 64 przebiegi (ang. scans, transitions) sktadajace si¢ z 64K (1K = 1024) zespolonych
punktow pomiarowych (ang. complex points). Podczas obrobki danych przeprowadzitem
apodyzacje sygnatow funkcjg wykladniczg ze stala poszerzenia linii (Ib —ang. line
broadening) réwng 0.3 Hz.

W przypadku widm 1D *H NMR otrzymanych w D20 przy czestotliwosci rezonansowej
400 MHz, szeroko$¢ spektralna wynosita sw =4 kHz, czas akwizycji at=8.2s, a czas
oczekiwania d1 = 1s. Pomiary przeprowadzono w temperaturach 25 oraz 30°C, przy czym
w kazdym eksperymencie rejestrowano $rednio 32 sygnaly precesji swobodnej zawierajace
64K zespolonych punktow pomiarowych.

Jednowymiarowe réznicowe widma H NMR NOE (600 MHz, 90% H.0/10% D0)
zostaly zarejestrowane przy selektywnym nas$wietlaniu pojedyncza czestotliwoscia
rezonansowg w temperaturach 2 i 10°C. Widma zebrane byly przy szerokosci spektralnej
sw =14 kHz, czasie akwizycji at=0.5s i czasie oczekiwania dl1=2s. Kazdy sygnat
swobodnej precesji (FID —ang. Free Induction Decay) byt suma 512 spdjnych rejestracji

i sktadat sie z 16K zespolonych punktow pomiarowych. Przed transformacjg Fouriera (FT,
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ang. Fourier transformation) dokonalem apodyzacji sygnatow funkcja wyktadnicza, dla
ktorej warto$¢ parametru Ib = 3 Hz.

Jednowymiarowe widma *H NMR (600 MHz, 90% H,0/10% D,0) wykonane zostaty
w temperaturze 10°C z zastosowaniem sekwencji 3-9-19 WATERGATE!"® do wytlumienia
sygnatlu wody. Eksperymenty wykonane byly przy szerokos$ci spektralnej sw =13 kHz
z czasem akwizycji at = 2.48 s oraz czasem oczekiwania d1 wynoszacym 2s. Za kazdym
razem w trakcie pomiaru dokonano akumulacji 64 przebiegéw czasowych, ktore zawieraty
64K zespolonych punktow pomiarowych. Podobnie, jak w przypadku widm wykonanych
w D20, podczas obrobki danych przeprowadzitem apodyzacje sygnaléw precesji swobodnej
funkcja wyktadnicza.

Dwuwymiarowe, fazoczule widma NOESY'* (600 MHz, D,O) wykonane byty przy
trzech réznych czasach mieszania tm =50, 150 i 400 ms. Czulo$¢ fazowa w kierunku tl
otrzymano stosujac metode States-TPPIY. W eksperymencie zebranych zostalo 2K
zespolonych punktéw pomiarowych w kierunku t2 oraz 512 inkrementéw w kierunku t1, przy
czym kazdy sktadal si¢ przewaznie z 96 spdjnych rejestracji sygnatow precesji swobodne;.
Widma wykonane byly przy szerokosci spektralnej sw = 5.4 kHz, z interwatem czasowym
d1l =1.5s. Czas akwizycji wynosit 2 s. Podobnie jak w przypadku widm jednowymiarowych,
do wygaszenia resztkowego sygnatu HOD zastosowano metode nasyceniowg!’®t’’
(ang. presaturation). Aby ulatwi¢ przypisanie sygnaldéw rezonansowych, oraz wyciggnigcie
informacji strukturalnych, pomiary efektu NOE zostaly przeprowadzone w trzech rdznych
temperaturach: 20, 25 i 30°C. Podczas przetwarzania danych w obu kierunkach zastosowano
sinusoidalng funkcje wazaca przesunieta w fazie o 30°. W celu poprawy rozdzielczosci widm
dokonatem ekstrapolacji sygnatu swobodnej precesji metoda liniowej predykcjil™® (LP,
ang. linear prediction). Korekte linii bazowej przetransformowanej macierzy przeprowadzono
w kierunku F2 za pomocg funkcji wielomianowe;.

Wykonane zostaly takze eksperymenty 2D NOESY w D20 przy czestotliwosci 400 MHz.
Widma zarejestrowane zostaly z czasem mieszania 150 i 400 ms w temperaturze 25°C.
Szerokos$¢ spektralna wynosita 3.4 kHz a czas akwizycji at = 0.4 s. Pozostate parametry
akwizycyjne, a takze stosowane metody cyfrowej obrobki byly takie same, jak w przypadku
widm wykonanych na spektrometrze Bruker AVANCE 600.

Dwuwymiarowe, fazoczute widma NOESY'31® (600 MHz, 90% H.0/10% D,0)
wykonane zostaty w temperaturze 10°C metoda TPPI*® z czasem mieszania tm = 150 ms.

W celu wygaszenia silnego sygnatu wody, podczas eksperymentu stosowano sekwencje
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(3-9-19) gradientowych impulsow w metodzie WATERGATE. W eksperymencie
rejestrowanych byto 512 sygnatow FID, z ktérych kazdy byt sumg 128 spojnych przebiegow
1 zawieral 2K punktow zespolonych. Szerokos$¢ spektralna w obu kierunkach wynosita
13.8 kHz, czas akwizycji 0.07 s, natomiast czas oczekiwania d1=2s. W czasie obrobki
danych, w obu kierunkach, dokonano apodyzacji sygnatow funkcja sinusoidalng przesunigta
w fazie o 60°.

Dwuwymiarowe, fazoczute widma DQF-COSY® (600 MHz, D,0) o wysokKigj
rozdzielczo$ci wykonane bylty z szerokopasmowym odsprzeganiem sekwencja GARP*®? od
czestotliwosei 3P w temperaturach 25 oraz 30°C. Czuto$é fazowa w kierunku t1 uzyskano
stosujac metod¢ TPPI. Resztkowy sygnat wody tlumiono metodg nasyceniowa podczas
interwalu czasowego d1 =1.5s. Duza rozdzielczo$¢ widma uzyskano poprzez zawezenie
zakresu szerokosci spektralnej do przedzialu wystgpowania sygnatdéw rezonansowych
protonéw H1'/H5 oraz H2'/H3'/H4'/HS'/H5" (szerokos¢ spektralna, sw =2.2 kHz). Czas
akwizycji wynosil 1s. W eksperymencie rejestrowanych byto 4K zespolonych punktéw
pomiarowych w kierunku t2 dla 512 inkrementow w kierunku t1. Kazdy sygnat byt zazwyczaj
sumg 48 spojnych rejestracji. Podczas obrobki cyfrowej stosowano potgegowa, sinusoidalng
funkcje wazaca w kierunku tl 1 t2, natomiast ekstrapolacji sygnatéw dokonano metoda LP. Po
transformacji Fouriera przeprowadzono korekcje linii bazowej przez aproksymacje¢ funkcja
wielomianowa.

Analogiczne pomiary wykonane zostaty na spektrometrze Bruker AVANCE II 400.

W przypadku dwuwymiarowych, fazoczutych widm TOCSY?!38 (600 MHz, D,0)
okres mieszania, podczas ktorego zastosowano sekwencj¢ impulséw MLEV-17, trwat 60 ms.
Widma zarejestrowane zostaty przy szerokosci spektralnej, ktora w obu kierunkach wynosita
okoto 6 kHz, z czasem akwizycji 0.2 s w kierunku t1 i interwale czasowym mi¢dzy kolejnymi
repetycjami d1 = 2 s. Akumulowane z 32 przebiegow sygnaty FID zawieraty 2K zespolonych
punktow pomiarowych. W kazdym eksperymencie zebranych zostalo 512 sygnatéw
w kierunku t1. W czasie obrobki danych w obu kierunkach tl 1 t2 zastosowatem apodyzacje
funkcja sinusoidalng. Doswiadczenia przeprowadzone zostaly w temperaturze 25°C.

Dwuwymiarowe eksperymenty korelacyjne *H-1*C HSQC?®-18 (D,0) przeprowadzone
zostaty na probkach o naturalnej zawartosci izotopu *C w temperaturze 25 i 30°C metoda
odwrotnej detekcji. Aby zniwelowaé wplyw sprzgzen proton-wegiel, podczas akwizycji
danych na kanale 3C przyktadano sekwencje impulséw GARP. Pomiary wykonane byly przy
czestotliwoéci rezonansowej, ktora wynosita 600 MHz dla jader *H i 150.9 MHz dla jader
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13C. Doswiadczenia wykonano dla dwoch zakreséw przesunigé¢ chemicznych. Widma dla
pelnego zakresu zebrane zostaly przy szerokosci spektralnej sw =19.6 kHz w kierunku t1
oraz przy sw = 3.6 kHz w kierunku t2. W drugim przypadku szeroko$¢ spektralna zostala
zawezona (Sw =8.5 kHz w kierunku t1 i 3 kHz w kierunku t2) do zakresu wystepowania
sygnatow korelacyjnych pomigdzy atomami wegla i zwigzanymi kowalencyjnie protonami
H1', H5 oraz H2', H3', H4', H5', H5". Widma przetwarzatem stosujac metod¢ LP i wazenie
funkcjg sinusoidalng.

Zarejestrowane zostaly rowniez widma korelacyjne *H-3C HSQC (D20) dla zawezonego
zakresu przesuni¢¢ chemicznych na spektrometrze Bruker AVANCE 400. Temperatura
pomiaru wynosita 25°C.

Jednowymiarowe widma 3P (D;0) zarejestrowane zostaly przy czestotliwosci
rezonansowej 243 MHz na spektrometrze Bruker AVANCE 600. Badania przeprowadzono
w zakresie temperatur od 10°C do 35°C, co 5°C.

Dwuwymiarowe, fazoczute widma korelacyjne H-3P HSQC!81# (D,0) zostaty
wykonane na spektrometrze Bruker AVANCE 600 dla szerokosci spektralnej sw = 2.4 kHz
w kierunku 3P oraz 1.5 kHz w kierunku H. Koficowe widma zawieraty 256 sygnatéw FID,
akumulowanych na ogoét z 96 przebiegow, przy czym kazdy sygnal zawierat 2K punktow
zespolonych. Przed transformacja Fouriera przeprowadzono apodyzacj¢ sinusoidalng funkcja
kwadratowa. Eksperymenty przeprowadzono w temperaturach: 20, 25 i 30°C.

Kalibracja przesunie¢ chemicznych H, 3C NMR wzgledem DSS oraz sygnatow 3P NMR
wzgledem TMP wykonana zostata w oparciu o zalezno$¢ przesunigcia chemicznego sygnatu

wody od temperatury pomiaru, stezenia soli i pH probki metoda opisang w pracy Wisharta'®,
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2. Badanie wplywu niesparowanych reszt adenozynowych na struktur¢ dupleksow RNA.

2.1. Ustalenie struktury referencyjnego dupleksu RNA
2.1.1. Analiza widm NMR dupleksu referencyjnego (1)
2.1.1.1. Analiza widm 'H NMR w D20

Jednowymiarowe widmo 'H NMR w D.O dupleksu referencyjnego o sekwencji |

(Rys. 22) wykonane w temperaturze 25°C przedstawione zostalo na rysunku 23.

Rys. 22. Struktura drugorzedowa dupleksu I.

Sygnaty rezonansowe badanego dupleksu grupuja si¢ w trzech charakterystycznych dla
czasteczek RNA zakresach spektralnych?®19!, Przy najwyzszych czestotliwosciach znajduja
si¢ pasma absorpcyjne pochodzace od protondow zasad heterocyklicznych. Odpowiada im
zakres przesuni¢¢ chemicznych od 6.9 do 8.1 ppm. Wyjatek stanowig sygnaty HS reszt
pirymidynowych, ktére wraz z sygnalami pochodzacymi od protonéw HI' grupuja si¢
w srodkowej czesci widma 'H NMR w zakresie 5.1-6.1ppm. Pozostale sygnaty
rezonansowe pochodzace od protonow pierscieni cukrowych znajdujg si¢ w dolnym zakresie
przesuni¢¢ chemicznych (3.8 —4.8 ppm), w najsilniej zageszczonym regionie. Ta duza
koncentracja linii rezonansowych stwarza istotne trudnosci podczas ich identyfikacji.
Dodatkowym utrudnieniem jest fakt wystgpowania w tym zakresie resztkowego sygnatu
wody (HOD), ktéry moze przestania¢ niektore sygnaty badanego zwigzku.

Jednym z podstawowych wymogdéw analizy strukturalnej czasteczek RNA metodami
spektroskopii NMR jest otrzymanie probki o bardzo wysokiej czystosci. Stad juz na samym
wstepie badan bardzo waznym bylo uzyskanie preparatu o zadowalajacej jakosci. Analiza
widma 'H NMR wykazata, ze badana probka nie zawierata zanieczyszczen, ktore mogtyby
W istotny sposob powodowac trudnosci w interpretacji widm NMR. Rowniez catkowanie
opisanych powyzej obszaréw spektralnych w przyblizeniu odpowiada ilosci spodziewanych
sygnatdéw od poszczegélnych protondéw, co dodatkowo potwierdzalo czystos¢ badanego

zwigzku.
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Rys. 23. Widmo *H NMR dupleksu | wykonane w temperaturze 25°C w DO (600 MHz). Nad widmem
zaznaczono charakterystyczne zakresy wystepowania sygnalow rezonansowych pochodzacych od
protonow H2, H6 i H8; protonéw H5 i H1'; pozostatych protondow pierscieni rybozy.

Dobrze rozdzielone linie rezonansowe w dwoch pierwszych regionach sg stosunkowo
waskie, co wskazuje, ze struktura jest stabilna i jednorodna. W widmie mozna takze rozrdzni¢
charakterystyczne sygnaty nalezace do protonow HS i H6, dla ktérych ujawnia si¢ struktura
subtelna linii widmowej w postaci dwoch sktadowych. Latwo rozpoznawalne w widmie sg
rowniez singlety pochodzace od protonow H2, ktére odznaczaja si¢ malg szerokosciag
poldwkowa oraz duza amplitudg. Waskie linie rezonansowe od tych protonéw sg wynikiem
ich dluzszych czasow relaksacji. Stosunkowo waskie linie rezonansowe wskazuja rowniez na
brak zanieczyszczen jonami paramagnetycznymi, ktore mogltyby powodowac¢ ich poszerzenie.
Pomimo tego, widmo jest bardzo ztozone i dalsza analiza mogta zosta¢ przeprowadzona
W oparciu o seri¢ dwuwymiarowych homo- i heterojadrowych eksperymentow.

Przypisania linii rezonansowych 'H NMR dokonalem gléwnie za pomocy
dwuwymiarowych widm 2D NOESY (Rys. 24) oraz eksperymentow DQF-COSY.
Heterojadrowe widma korelacyjne H-13C oraz 'H-'P HSQC, pomocne réwniez podczas
identyfikacji linii rezonansowych poszczegdlnych protonéw, omoéOwione zostang

W nastgpnych rozdziatach.
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Rys. 24. Widmo 2D NOESY dupleksu I w D,O (600 MHz, 25°C). W widmie zaznaczono regiony
wystepowania sygnalow korelacyjnych pochodzacych od oddziatywan mi¢dzy 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.

Analiz¢ widm rozpoczatem od tak zwanego regionu aromatyczno-anomerycznego,
w ktorym wystepuja sygnaty korelacyjne pomigdzy protonami H2/H6/H8 a protonami H5/H1'
(obszar 4 na Rys. 24). Na widmach DQF-COSY (Rys. 25) w tym regionie, ze wzgledu na
duze wartosci sprzezen skalarnych, obserwowatem dziesig¢ bardzo intensywnych sygnatow
pochodzacych od par protonow H5-H6 reszt pirymidynowych. W badaniach kwasow
nukleinowych sg to jedyne sygnaty wystepujace na widmach typu COSY w tym regionie.
Przy tych samych czestotliwosciach rezonansowych, co w eksperymencie DQF-COSY,
obserwowalem réwniez, na skutek silnego efektu NOE migdzy protonami H5 1 H6, korelacje
na widmach 2D NOESY. Pozwolito mi to na wyodrebnienie tych sygnatow od pozostatych
obecnych w analizowanym regionie. W rozréznieniu sygnatow korelacyjnych H5-H6 reszt
cytydyny od tych pochodzacych od reszt urydyny pomocna byta analiza heterojgdrowych
widm H-¥C HSQC, prezentowanych w rozdziale IV.2.1.1.3. Jednakze na podstawie widm
DQF-COSY oraz *H-*C HSQC nie mozna otrzymaé informacji, ktorej reszcie nukleotydowe;
odpowiada dany sygnat.
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Rys. 25. Widmo DQF-COSY dupleksu referencyjnego w D,O (600 MHz, 25°C). W widmie zaznaczono
regiony wystepowania sygnatéw korelacyjnych pochodzacych od sprzgzen skalarnych miedzy
protonami H5-H6 oraz H1'-H2'.

Na tym etapie przypisan kluczowymi okazaty si¢ pozostate sygnaly regionu
aromatyczno-anomerycznego widm 2D NOESY. Sygnaly te, o znacznie mniejszej
intensywnosci, pochodza od oddziatywan NOE pomiedzy protonami reszt heterocyklicznych
(H6/H8) a protonami anomerycznymi (H1'). W oparciu o analize tych oddziatywan oraz
korzystajac z wlasciwosci prawoskretnej struktury RNA, w ktorej odlegtosci H6/H8-H1' sa
mniejsze niz 5 A, wyznaczylem $ciezki przekazywania magnetyzacji pomiedzy protonami
H6/H8i-H1'i)-H6/H8(+1)%1%% (Rys. 26 i 27). Te, tak zwane sekwencyjne $ciezki NOE
(ang. NOE pathways) tacza na przemian intra- i internukleotydowe sygnaty korelacyjne, a ich
wyznaczenie umozliwito jednoznaczne okreslenie czgstotliwosci rezonansowych wszystkich
zaangazowanych w tworzenie tych S$ciezek protonow. Dla obu nici dupleksu |
zaobserwowalem nieprzerwane $ciezki NOE, co $wiadczy o duzej stabilno$ci badanej

struktury.
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Rys. 26. Schemat wewnatrzczasteczkowych oddzialywan dipolowych tworzacych tzw. $ciezke NOE
w strukturach typu A-RNA na przyktadzie tancucha o sekwencji GCA.
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Rys. 27. Region H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (tm = 400 ms) dupleksu I w D,O (600 MHz, 25°C).
W widmie zaznaczone zostaty sekwencyjne $ciezki H6/H8;)-H1')-H6/H8i+1) — kolorem zielonym dla
gornej nici, natomiast niebieskim — dla dolnej nici. Szarymi prostokatami wyrdznione zostaty
intranukleotydowe sygnaly H5-H6, natomiast przerywane linie wskazujg potozenie sygnalow H2
reszt adenozyny.
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W analizowanym fragmencie widma 2D NOESY =zaobserwowalem rowniez stabe
internukleotydowe kontakty NOE pomigdzy protonami H6g)-H5¢+1) oraz  H8-H5¢+1).
Oddziatywania te, jak rowniez sekwencyjne sygnaty H6/H8@-H6/H8(i+1) znajdujace si¢
W poblizu linii diagonalnej (Rys. 28) pomogly w prawidlowym wyznaczeniu $ciezki NOE
I dodatkowo potwierdzily obecno$¢ silnych oddzialywan warstwowych mi¢dzy zasadami obu

nici dupleksu.
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Rys. 28. Przydiagonalny region sygnatow korelacyjnych H2/H6/H8 w widmie 2D NOESY dupleksu | w D,O
(600 MHz, 25 °C). W widmie zaznaczone zostaty sekwencyjne $ciezki H6/H8i)- H6/H8i+1y kolorem
zielonym dla gornej nici, niebieskim — dla dolnej nici. Kolorem czerwonym zaznaczone zostaty
przestoniete przez sygnaly diagonalne sygnaty korelacyjne. Przerywane linie wskazujg potozenie
sygnatow H2 reszt adenozyny.

Wartosci przesuni¢¢ chemicznych protondw H2 reszt adenozyny wyznaczytem w oparciu
o widma jednowymiarowe *H NMR oraz dwuwymiarowe widma *H-3C HSQC, oméwione
w rozdziale 1V.2.1.1.2. Korelacje tych protonow z protonami H1' tej samej reszty oraz
Z protonem anomerycznym reszty sasiadujacej od konca 3' obserwowane na widmie
2D NOESY, okazaty si¢ bardzo pomocne podczas przypisan pozostatych sygnatow
w aromatyczno-anomerycznym regionie widma. Niezwykle istotnymi w badaniach
strukturalnych byly rowniez korelacje wystepujace pomiedzy protonami H2 reszt adenozyny

a protonami H1' w nici komplementarnej, ktore znacznie utatwity ich identyfikacje. Sygnaty
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te pochodzace od oddzialywan pomiedzy atomami wodoru z dwoch réznych nici sg jedynym
dowodem na zawigzywanie si¢ struktury dupleksu jaki moga dostarczy¢ widma wykonane
w D20.

Najtrudniejszym zadaniem podczas przypisywania sygnatow rezonansowych czasteczek
RNA jest identyfikacja sygnatow pochodzacych od protonéw H2', H3', H4', H5' i H5" reszt
cukrowych. W widmach NMR sygnaly te wystepuja w waskim zakresie (3.7 — 5 ppm),
wskutek czego bardzo silne naktadajg si¢ na siebie.

W celu przypisania sygnatéw pochodzacych od protonéw H2' analiz¢ widm rozpoczatem
od zidentyfikowania sygnatdow korelacyjnych H1-H2'. W widmie DQF-COSY
W interesujacym obszarze HS5/H1'-H2'/H3'/H4'/H5'/HS" obserwowatem tylko 4 sygnaly
korelacyjne. Intensywniejsze sygnaty pochodzity od protonow H1'-H2' terminalnych reszt
z konca 3' (G10, C20), natomiast dwa stabsze nalezaty do reszt G1 i C11 z konca 5'. Nie
obserwowalem natomiast sygnatow korelacyjnych od pozostatych reszt nukleotydowych,
Z uwagi na mate wartosci sprzgzen skalarnych H1'-H2'. Dlatego tez mozliwo$¢ wykorzystania
widm DQF-COSY do okreslenia przesuni¢é¢ chemicznych protonéw H2' dupleksu byta w tym
przypadku bardzo ograniczona. Znacznie wigcej informacji uzyskalem z widm 2D NOESY
wykonanych z czasem mieszania tm = 50 ms. W tych widmach, sygnaty H1'-H2' z uwagi na
ich duzg intensywno$¢ tatwo mogltem zidentyfikowac. Silne wzmocnienie NOE pomiedzy H1'
i H2' wynika ze stosunkowo malej odleglosci (~2.8 — 3.0 A) miedzy tymi protonami, ktora
w niewielkim stopniu zmienia si¢ w zalezno$ci od konformacji pierscienia cukrowego.
Poprawno$¢ przypisan sygnalow H2' potwierdzona zostala przez obserwacje¢ silnych
internukleotydowych  oddziatywan NOE  pomiedzy  protonami  H2')-H6/H8j+1).
Wystepowanie takich sygnalow jest charakterystyczng cechg struktur typu A-RNA, w ktorych
odlegto$¢ pomiedzy protonem H2'i H6 lub HS nastepnej reszty jest rzedu 2 A%, W widmie
2D NOESY (tm =400 ms) obserwowatem rowniez dodatkowe sygnaty korelacyjne H5-H2'
oraz intra- i internukleotydowe sygnaty pomiedzy protonami H6/H8-H2', co pozwolito mi
wyznaczy¢ $ciezki NOE pomigdzy H6/H8)-H2'i)-H6/H8(i+1)°81%? (Rys. 29).
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Rys. 29. Region sygnatow H2/H6/H8-H2'/H3'/H4'/H5'/H5" w widmie 2D NOESY (tm = 400 ms) dupleksu | w
D0 (600 MHz, 25°C). W widmie zaznaczone zostaly sekwencyjne $ciezki H6/H8i-H2')-H6/H8j+1)
— kolorem zielonym dla goérnej nici, natomiast niebieskim — dla dolnej nici. Przerywane linie
wskazujg polozenie sygnatow H2 reszt adenozyny.

Przypisania sygnatow rezonansowych protonow H3' dokonalem na podstawie analizy
sygnatow korelacyjnych H1'-H3' oraz H5-H3' w widmach 2D NOESY wykonanych z czasem
mieszania 400 ms 1 potwierdzilem poprzez wyszukanie typowych dla struktur A-RNA $ciezek
sekwencyjnych H6/H8i-H3'i)-H6/H8+1)?21% (Rys. 30). Niezwykle pomocnymi podczas
identyfikacji sygnatow H3' byty takze widma H-3'P HSQC, w ktorych obserwowatem bardzo
intensywne sygnaty korelacyjne pochodzace od sprzezen skalarnych pomiedzy protonem H3'

a jadrem fosforu nast¢pnej reszty nukleotydowe;.
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Rys. 30. Region sygnatow H2/H6/H8-H2'/H3'/H4'/H5'/H5" w widmie 2D NOESY (tm = 400 ms) dupleksu | w
D0 (600 MHz, 25°C). W widmie zaznaczona zostata sekwencyjna $ciezka H6/HS8;)-H3')-H6/H8i+1)
— kolorem zielonym dla gérnej nici, natomiast niebieskim — dla dolnej nici. Przerywane linie
wskazujg potozenie sygnatow H2 reszt adenozyny. Sygnaty H3' reszt A3 i G12 zostaly sttumione
wraz z sygnatem wody.

Identyfikacji linii rezonansowych protonéw H4' dokonatlem w oparciu o szczegdtowa
analize kontaktow NOE oraz obserwowanych w widmach DQF-COSY sygnalow
korelacyjnych pochodzacych od sprz¢zen H3'-H4'. W widmach 2D NOESY kontakty NOE
pomiedzy protonami H1'-H4' obu energetycznie uprzywilejowanych konformacji C2'-endo
oraz C3'-endo sg podobnej intensywnosci i obok sygnatéw korelacyjnych HI1'-H2' sg
najsilniejszymi w regionie H5/H1'-H2'/H3'/H4'/H5'/H5". Stad sygnaty H1'-H4' mozna byto
rozpozna¢ 1 tym samym przypisa¢ protony H4' do odpowiednich reszt nukleotydowych.
W widmach wykonanych z dhugim czasem mieszania (tm = 400 ms) dodatkowo obserwowane
byly typowe dla formy A-RNA stabe oddzialywania pomig¢dzy protonami H4' a H6/H8 zasad
heterocyklicznych. Istotne informacje podczas przypisywania sygnatow protonow H4'
uzyskatem réwniez z widm DQF-COSY. W diagonalnym obszarze sygnalow
H2'/H3'/H4'/H5'/H5" tego widma obserwowatem intensywne korelacje pomigdzy protonami
H3'1 H4' dla wigkszosci reszt cukrowych (Rys. 31). Obecnos$¢ silnych sygnatow H3'-H4' na
widmach DQF-COSY wynika z duzych warto$ci wicynalnych sprzezen skalarnych migdzy

tymi jadrami, charakterystycznych dla konformacji C3'-endo®®,
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Rys. 31. Przydiagonalny region sygnalow H2'/H3'/H4'/H5'/H5" w widmie DQF-COSY dupleksu I w DO
(600 MHz, 25°C) z wyrdznionymi sygnatami korelacyjnymi pomie¢dzy protonami H3'-H4'. Szarym
kolorem opisane sg sygnaty korelacyjne, ktore przestonigte zostaty przez sygnaty diagonalne.

Pomimo duzej intensywnosci sygnatow korelacyjnych pomiedzy geminalnymi protonami H5'
1 H5" przypisanie ich w widmie 2D NOESY bylo utrudnione ze wzgledu na silne naktadanie
si¢ tych sygnatow, wystepujacych w najbardziej zaggszczonym regionie diagonalnym.
Jedynie sygnatly terminalnych reszt odsuniete od pozostatych, mogtem tatwo zidentyfikowac.
Najwigcej informacji uzyskalem z analizy stabych oddziatywan NOE protonéw HS5'/HS"
z protonami H6/H8 oraz H1', obserwowanych w widmach 2D NOESY wykonanych z dtugim
czasem mieszania (tm =400 ms). Korelujac otrzymane z widm *H-3C HSQC zakresy
przesunie¢ chemicznych sygnatow H NMR reszt rybozy z danymi otrzymanymi z widm
2D NOESY przypisalem wigkszo$¢ protonéw HS5'/HS". Poprawno$¢ przypisan potwierdzity
wyniki analizy widm DQF-COSY, w ktorych najsilniejsze sygnaly korelacyjne pochodzity
wlasnie od sprzezen 2Jun miedzy protonami H5' i H5" (Rys. 32).
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Rys. 32. Przydiagonalny region sygnatow H2'/H3'/H4'/HS5'/HS" w widmie DQF-COSY dupleksu 1 w D;O
(600 MHz, 25°C) z wyr6znionymi sygnatami korelacyjnymi pomiedzy protonami H5'-H5".

Wykonane dodatkowo widmo TOCSY potwierdzito istnienie wigkszych niz 2 — 3 Hz
sprzezen skalarnych pomiedzy protonami H1'-H2' tylko dla terminalnych reszt dupleksu.
Eksperyment potwierdzit takze poprawnos¢ przypisan dla tych reszt sygnatow H3' oraz H4'.
Natomiast w przypadku pozostatych reszt, sygnalty korelacyjne pomiedzy protonami
anomerycznymi a protonami H2', H3' i H4' nie byty obserwowane. Dla tych reszt, z uwagi na
male warto$ci sprzezen skalarnych H1'-H2', transfer magnetyzacji z protonu H1' na pozostate
protony pierscieni rybozy nie byt efektywny.

Wartoéci  przesunie¢ chemicznych sygnatéw rezonansowych H NMR zmierzone

w temperaturze 25°C zestawione zostaly w tabeli 2.
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Tabela2.  Wartoci przesunigé chemicznych 8'H (ppm) sygnatéw dupleksu | [D,0, 25°C].

Res. | H6/H8 | H2/H5 H1' H2' H3' H4' H5/H5" | amino imino
Gl 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 4.35 441 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 *|* *
Cl1 | 812 6.09 5.72 4.53 4.60 4.37 4.05/3.94 | */8.43 -
Gl2 | 7.97 - 5.82 4.72 4.74 4.54 4.51/4.21 *|* 13.10
Ci3 | 781 5.36 5.60 4.43 4.52 4.50 4.58/4.18 | 6.91/8.67 -
Ul4 | 7.96 5.47 5.59 4.57 4.56 4.47 4.58/4.14 - 14.16
Ci5 | 7.92 5.71 5.58 4.34 4.48 4.47 4.55/4.13 | 7.03/8.44 -
ul6e | 7.93 5.42 5.49 4.50 4.53 4.43 4.55/4.11 - 14.07
Ci7 | 7.89 5.66 5.54 4.32 4.48 4.44 */4.10 | 7.01/8.30 -
ulg | 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 —

* Sygnaly, ktore nie zostaly przypisane.

2.1.1.2. Analiza widm *H NMR w H20/D20

Charakterystyczny schemat wewnatrz- i migdzyczasteczkowych oddzialywan NOE
obserwowany dla protonéw iminowych zaangazowanych w tworzenie par zasad typu
Watsona-Cricka moze by¢ wykorzystany jako dowdd na powstawanie struktury dwuniciowej
czasteczek RNA czy DNA®"1°1 W widmach jednowymiarowych *H NMR oraz 2D NOESY
wykonanych w wodzie (90% H>0/10% D>O) w temperaturze 10°C  wigkszo$¢
z oczekiwanych dla sekwencji | sygnatow pochodzacych od protondéw iminowych
i aminowych zostato zidentyfikowanych, potwierdzajac tym samym tworzenie si¢ struktury
dupleksu.

Przesunigcia chemiczne protondw iminowych zaangazowanych w tworzenie wigzan
wodorowych sg bardzo czute na wszelkie zmiany w uktadzie parowania zasad?®. Stad sygnaty
te dostarczaja niezwykle cennych informacji o rodzaju wigzan wodorowych w czasteczkach
RNA.

Wszystkie linie rezonansowe *H NMR protonéw iminowych dupleksu | sa odsunigte od
pozostatych sygnatow i wystepuja w zakresie 12.4 —14.2 ppm, typowym dla par Watsona-
Cricka®" 1% (Rys. 33). Sygnaty protonéw iminowych reszt urydyny przypisalem w oparciu

0silne sygnaly NOE do protonéw H2 komplementarnych reszt adenozyny (Rys. 35),
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natomiast identyfikacji protonéw iminowych reszt guanozyny dokonatem w oparciu
o korelacje z protonami aminowymi reszt cytydyny. Ponadto, w regionic oddzialywan
protonéw iminowych, widoczne byty typowe dla regularnych struktur helikalnych korelacje
pomigdzy protonami iminowymi sasiednich par zasad, tworzac w widmie 2D NOESY
charakterystyczng $ciezke przenoszenia magnetyzacji'®® (Rys. 34 i 35). Obecno$¢ tych
sygnatéw wskazywata dodatkowo na zachowywanie silnych oddziatywan warstwowych
pomiedzy sasiadujgcymi resztami obu nici.

ui4 u16 G8 U18 G12 G19 G6 G4
N [ A A I

T T \ T T \ T T T T \ T
144 142 140 13.8 136 134 13.2 13.0 128 126 124 [ppm]

Rys. 33. Fragment widma *H NMR (600 MHz, 90% H,0/10% D;0) obejmujacy zakres sygnatéw protondw
iminowych dupleksu I. Nad widmem zaznaczone zostaly przypisania sygnatlow rezonansowych.

5’ \ 3’

Rys. 34. Schemat oddziatywan dipolowych protonéw wymienialnych w parach zasad Watsona-Cricka.
Internukleotydowe oddzialywania pomig¢dzy protonami sasiednich par zasad zaznaczone zostaly
liniami przerywanymi, natomiast obserwowane oddziatywania w obrgbie par zasad — liniami cigglymi.

Analiza widm wykazata, ze sygnaly protondw iminowych reszt urydyny sa przesunigte
W strone wyzszych czestotliwosci niz sygnaty iminowe guanozyn®®%’. Taka sytuacja jest
typowa dla kanonicznych par zasad typu Watsona-Cricka. W analizowanych widmach
sygnaly iminowe sg na ogét intensywne i waskie z wyjatkiem dwoch linii, ktore pochodzity
od protonéw terminalnych reszt guanozyny (Rys. 33). W tym przypadku, poszerzenie linii

jest wynikiem efektu topnienia koncow dupleksu.
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Rys. 35. Wybrane regiony widma 2D NOESY dupleksu | w H;O/D,O (600 MHz, 10°C):
1) zakres iminowo — aminowy; 2) region, w ktorym wystepuja sygnaty korelacyjne pochodzace od
protonéw aminowych; 3) region przydiagonalny protonéw iminowych z zaznaczong S$ciezka
sekwencyjng.

Sygnaty pochodzace od grup aminowych cytydyn tatwo mozna rozr6zni¢ ze wzgledu na silne
oddziatywania NOE miedzy geminalnymi protonami. Przypisania tych sygnatow dokonatem
w oparciu o korelacje z protonami H5 oraz z protonami iminowymi. Protony aminowe reszt
cytydyny zaangazowane w tworzenie wigzan wodorowych typu Watsona-Cricka dawaty
korelacje w zakresie 8.3 —8.7 ppm, natomiast protony nie uczestniczace w wigzaniach
wodorowych znajdowaty si¢ w regionie 6.7 — 7.2 ppm. Pozostate sygnaty pochodzace od grup
aminowych reszt adenozyny i guanozyny nie byly obserwowane ze wzgledu na posrednia
w skali czasu NMR rotacje grupy aminowej wokot wiazan C-N?, co jest typowe dla
czasteczek RNA.

Wartosci przesuni¢¢ chemicznych 9y, protonéw iminowych i aminowych w temperaturze

10°C zebrane zostaly w tabeli 2 (Rozdziat IV.2.1.1.1).

67



2.1.1.3. Analiza widm 13C NMR

Przypisania linii rezonansowych 3C NMR dokonatem w oparciu o widma korelacyjne
'H-13C HSQC wykonane dla probek o naturalnym sktadzie izotopowym. W przedstawionym
na rysunku 36 widmie, zaznaczone zostaly charakterystyczne regiony wystepowania
sygnalow korelacyjnych 'H-3C grup CH i CH2® W pierwszym kroku analizy
przystgpitem do identyfikacji sygnalow korelacyjnych C2-H2, C8-H8 i C6-H6. Sygnaty
pochodzace od atomow wegla C2 reszt adenozyny sa najstabiej ekranowane, co pozwala na
ich jednoznaczne przypisanie. Roéwniez sygnaty C8-H8 i1 C6-H6 bardzo dobrze sa
rozseparowane (Rys. 36), dzicki czemu moglem wyznaczy¢ przesunigcia chemiczne

odpowiadajacych im jader.
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Rys. 36. Widmo korelacyjne *H-3C HSQC dupleksu I w D,0O (600 MHz, 25°C). Na osi F1 zaznaczona zostala
skala przesunig¢ chemicznych jader °C, a na osi F2 — 'H. W widmie zaznaczono zakresy
wystepowania sygnatow 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 sygnaty pochodzace od korelacji pomiedzy
atomami C5-H5 oraz C1-H1'. Sygnaly korelacyjne C5-H5 sg dobrze rozdzielone
W zaleznosci od typu reszty pirymidynowej. Przesunigcia chemiczne *C atoméw wegla C5

reszt urydyny maja mniejsze wartos$ci niz analogiczne przesunigcia dla reszt cytydyny, co
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pozwala na rozréznienie tych reszt (Rys. 37). W tym regionie, przy mniejszych wartosciach
przesunieé chemicznych 3C, znajduja si¢ réwniez sygnaly korelacyjne C1'-H1'. Pozostate
sygnaty pierScieni cukrowych znajduja si¢ przy najnizszych wartosciach przesunieé
chemicznych *C i *H. Znajomos¢ typowych zakresow przesunieé¢ chemicznych *C pierscieni
rybozy umozliwila takie wyodrgbnienie regionow, w ktorych wystepuja sygnaty C4'-H4',
C2-H2', C3'-H3' oraz C5-H5'/H5". Analiza widma !H-*C HSQC znacznie utatwita
wyznaczenie sekwencyjnych $ciezek NOE w widmach 2D NOESY oraz przypisanie

pozostatych protonéw czasteczki. Wartosci przesunie¢ chemicznych jader 3C podane zostaty

w tabeli 3.
F1 [ppm]
G10:H1’
— C20:H1’ G6:H1'
G12:H1'  GT:HT G8:H1 G4:H1’ L 92
A3:H1’ - Do N
- N T aH U18:H1'
G19:H1T D Y . G
A5:H1’ 0 N> . L o
AT:H1 citne CERT U16:H1’
AT
C13:H1 oS o
CA5:H1'
C13:H5
= = ¢ =
' L o8
- C15:H5 .
L C17:H5 C20:H5 C9:H5
C11:H5
100
102
U16:HS
U14:H5 U18:H5 104
| T T | T T T T T T
F2 [ppm] 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 53 5.2

Rys. 37. Fragment widma *H-3C HSQC dupleksu I w DO (600 MHz, 25°C) obejmujacy sygnaty korelacyjne
protonow z atomami wegla C1' oraz C5. Na osi F1 zaznaczona zostata skala przesuni¢é¢ chemicznych
jader $3C, a na osi F2 — 'H.
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Tabela3.  Wartosci przesunie¢ chemicznych & (ppm) sygnatéw 3C oraz 1P NMR [D-0, 25°C].

Res. | C6/C8 C2/C5 Cl' Cc2' C3' Cc4' C5' S1p
Gl 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 | 1357 - 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 1355 - 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
Cl1 | 1440 98.6 935 75.6 74.1 84.7 62.3 -

Gl2 | 1374 - 925 75.1 73.4 82.8 65.5 -3.80
C13 | 1416 97.3 94.2 75.4 72.3 81.9 64.8 -4.35
Ul4 | 1421 103.3 93.7 75.2 72.2 81.9 * -4.34
Cl15 | 1418 97.6 94.0 75.5 72.6 81.9 * -4.30
ule | 1421 103.1 93.9 75.3 72.2 82.1 * -4.58
C17 | 1417 97.4 94.0 755 72.6 82.0 * -4.45
Ul8 | 1415 103.7 93.6 75.2 72.4 82.0 64.4 -4.40
G19 | 136.4 - 92.8 755 72.4 82.0 * -4.17
C20 | 1415 97.4 92.7 77.5 69.7 83.4 65.2 -4.33

* Sygnaly, ktore nie zostaly przypisane.

2.1.1.4. Analiza widm 3P NMR

Linie rezonansowe pochodzace od jader 3P w widmie NMR dupleksu | koncentruja sic
w typowym dla formy A-RNA waskim zakresie spektralnym o szerokoéci okoto 1 ppm?%1%
(Rys. 38). Przypisania tych linii przeprowadzitem w oparciu o widma korelacyjne
'H-31p HSQC (Rys. 39). Eksperyment ten postuzyl mi nie tylko do przypisania sygnatow
rezonansowych 3!P, ale takze pomoégt wyznaczy¢ i potwierdzié wartoéci przesunieé
chemicznych protonéw H3'. Ponadto analiza widm *H-3P HSQC pozwolita na oszacowanie
wartosci statych sprzezenia H-3'P, znajomos$¢ ktérych byla niezbedna do ustalenia

konformacji szkieletu fosforocukrowego.

il JW N g
AR Rt it Py R gy AL A
I T T T T T T T T T T 1

45 20 25 -30 35 -40 -45 -50 -55 [ppm]

Rys. 38. Widmo 3P NMR dupleksu | w DO (243 MHz, 25°C).
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Najsilniejsze sygnaty w widmie *H-*'P HSQC pochodzg od wicynalnych sprzezen
H3'()-P(i+1). Ponadto dostrzec mozna réwniez kilka znacznie stabszych, intranukleotydowych
sygnalow korelacyjnych pomiedzy jadrami 3'P a protonami H5', H5" i H4'. Korelacje te sa
wynikiem sprzezen skalarnych dalekiego zasiegu, a ich charakter wskazuje na stabilng
strukture typu A-RNA dupleksu?®1%,

Wartosci przesunie¢ chemicznych sygnatow 3'P NMR analizowanej czasteczki zamieszczone

zostaly w tabeli 3.

F1 [ppm]
C15pU16 3
6 - 4.6
V16pC17 9 C17pu18
; ‘ L 4.5
- G8pCY
G12pC13 Gtonion ¢ @("*) | ‘J
@ - > m L o E-4.4
| 0 1 A ¢ ) ‘ “‘
i _j n @ C13pU14 --4.3
A7pG8 m | u14apcis
> & A\ /. F-4.2
@ e 9 G1pC2 @a GEpA7
i) - 4.1
¥ '
A3pG4 U18pG19
D: 0 BApAS &0 ( - 4.0
s Ji) .
b 0 ) AspGe (12
C9pG10 3.9
ﬂ Dﬂ ' F.3.8
' C2pA3 C11pG12 E.3.7

T T T T T T T T T T T T T T
F2[ppm] 475 470 465 460 455 450 445 440 435 430 425 420 415

Rys. 39. Widmo korelacyjne *H-*'P NMR dupleksu | w DO (25°C) z zaznaczonymi sygnatami H3'(.1)-P ().
Na osi F1 zaznaczona zostala skala przesunie¢ chemicznych jader 3'P, a na osi F2 — H.

Wyznaczone warto$ci przesunieé chemicznych sygnatéw *H, oraz $3C i 3P NMR dupleksu |

zdeponowane zostaty w banku BMRB! (ang. Biological Magnetic Resonance Data Bank)

| przechowywane sa pod identyfikatorem 15571.
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2.1.2. Analiza konformacyjna. Wyznaczenie wi¢zow strukturalnych (I)
2.1.2.1. Pomiar wielkosci efektow NOE

Pomiaréw wielkosci wzmocnienia NOE dla protondw dupleksu I, dokonalem na
podstawie integracji sygnatow korelacyjnych w widmach 2D NOESY wykonanych z czasem
mieszania tm = 150 ms. W badaniach strukturalnych biomolekut widma te stanowig gtdéwne
zrodto informacji o odlegtosciach miedzyprotonowych?1%7, Efekt NOE obserwujemy gdy
dwa spiny jadrowe znajduja si¢ blisko siebie w przestrzeni, przy czym przyjmuje si¢, ze
odlegto$é graniczna, dla ktorej obserwujemy wzmocnienie NOE wynosi 6 A. Wszystkie
sygnaty korelacyjne w widmie byly w tej samej fazie, co sygnaty diagonalne co $wiadczyto

0 tym, ze spelniony zostal warunek tc 0, >>1.

Analizowane sygnaty widma 2D NOESY optymalizowalem metoda nieliniowej
aproksymacji krzywymi Lorentza, korzystajac z dostgpnej funkcji programu Felix.
Optymalizacja pasm rezonansowych ecliminowata wpltyw szumoéw oraz umozliwita takze
integracje¢ tych sygnalow, ktore czeSciowo naktadaty si¢ na siebie.

Wielkosci wzmocnienia NOE poréwnatem do S$redniej warto$ci tego efektu dla
wszystkich par H5-H6. Objetosci sygnalow dla kazdej pary protonéw mierzylem po obu
stronach diagonalnej i nastepnie je usredniatem. W przypadkach, gdy sygnaty silnie naktadaty
si¢ oraz integracje mierzone po obu stronach diagonalnej znacznie si¢ roznily, wtedy
uwzglednialem tylko wyniki z regionu o lepszej rozdzielczosci. Wigkszo§¢ pomiarow
integracji sygnaldow NOE dokonalem z widma wykonanego w temperaturze 25°C. Wyjatek
stanowily te sygnaly, ktore byly zastonigte przez sygnat wody. W tym przypadku
analizowatem widma 2D NOESY wykonane w temperaturze 20 °C. W oparciu o efekty NOE
wyznaczylem wiezy na odlegtosci miedzy atomami stosujac metode ISPA®, W metodzie tej

odlegtos¢ dij migdzy dwoma protonami i 0raz j otrzymuje si¢ wedtug wzoru:

ANZ 1/6
d. =(—*%)""d, ,
i =( A,-) we (18)

gdzie Aw; oraz Ajj s3 odpowiednio objetoscig sygnatu wzorca oraz danego sygnalu NOE. We
wzorze wielko$¢ dw; jest odlegloscig pomigdzy parg protonéw wzorca. Jako sygnal wzorca
przyjalem sygnal korelacyjny protonéw HS5-H6 pirymidyn, ktére znajdujg sie¢ w odleglosci

2.45 A Dolne i gorne granice wigzéw odleglosciowych obliczalem przyjmujac wartosci
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btedow odpowiednio -15% i +30%. Wickszy btad dla gérnej granicy przyjatem dlatego, ze
przy zastosowanym czasie mieszania 150 ms mozliwe jest wystapienie efektu dyfuzji spindw.
Efekt ten wptywa na wielkos¢ wzmocnienia NOE i moze prowadzi¢ do jego zawyzenia.
W widmach wykonanych z krétszym czasem mieszania niz 150 ms, stosunek sygnatu do
szumu byt zbyt maty, aby widma te nadawaty si¢ do analizy ilo§ciowe;.

Dodatkowe wigzy odleglosciowe o zakresie 4.5 7.0 A zadawalem na pary protonow,
dla ktorych sygnaty NOE wystepowaty w widmach 2D NOESY, wykonanych z czasem
mieszania 400 ms, a nie byly widoczne w analogicznych widmach z czasem mieszania
150 ms.

Dla protonéw wymienialnych, dla ktorych sygnaty korelacyjne byly widoczne w widmach
2D NOESY wykonanych w mieszaninie 90% H>0/10% D.O, wprowadzilem wigzy
odlegtosciowe w granicach 1.8 — 6.0 A. W oparciu o te widma dla wszystkich reszt natozytem
wigzy na kanoniczne parowanie si¢ zasad i ich planarnos¢. Na istnienie wigzan wodorowych,
typowych dla par Watsona-Cricka wskazywaly migdzy innymi charakterystyczne
przesunigcia chemiczne protondw iminowych oraz aminowych. W przypadku par A:U
dodatkowym argumentem przemawiajacym za wystgpowaniem par Watsona-Cricka byty
bardzo intensywne sygnaty korelacyjne pomigdzy protonami H2 reszt adenozyny,
a protonami iminowymi komplementarnych reszt urydyny. Na tworzenie si¢ kanonicznych
par G:C wskazywata obecno$¢ sygnatow korelacyjnych pomigdzy protonami iminowymi
reszt guanozyny a protonami aminowymi komplementarnych reszt cytydyny. W oparciu
0 powyzsze rozwazania, oraz zgodnie ze znang w kwasach nukleinowych geometrig
oddziatywan Watsona-Cricka, zadalem wiezy z granicg btedu + 0.2 A pomiedzy atomami

parujacych sie zasad'??,

2.1.2.2. Analiza konformacji pierscieni cukrowych

W czasteczkach kwasow nukleinowych, utworzony przez atomy wegla C1', C2', C3', C4’
oraz atom tlenu O4’ pierscien cukrowy moze przyjmowac rdzne konformacje. Typowa dla
dwuniciowych czgsteczek A-RNA jest konformacja C3’-endo, natomiast charakterystyczng
dla struktur B-DNA jest konformacja C2'-endo. Geometri¢ pierScienia rybozy mozna opisaé
za pomocg pieciu endocyklicznych katow torsyjnych vi (Rys 3).

Podstawowa metoda analizy konformacyjnej czgsci cukrowej kwasow nukleinowych sa

techniki oparte na pomiarze homojadrowych sprzezen skalarnych H-'H. Z uwagi na rézne
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warto$ci sprzezen 3Jurnz, 3Juzns 0raz 3Jnana techniki te pozwalaja z duza doktadnoscia
okresli¢, z ktorym konformerem mamy do czynienia w danej jednostce nukleotydowej. Dla
probek wzbogaconych izotopowo opracowane zostaty dodatkowe metody opierajace si¢ na
analizie heterojadrowych sprzezen H-3C 192 7 ywagi na silne nakladanie sie sygnatow,
rzadziej stosowane sa metody bazujace na pomiarze efektu NOE pomigdzy protonami
pierscienia cukrowego?%,

Konformacje reszt rybozy w dupleksie RNA wyznaczylem w oparciu o analiz¢ sygnalow
korelacyjnych H1'-H2" w widmach DQF-COSY. Stosunkowo tatwo jg okresli¢, poniewaz
dwie najczesciej wystepujace konformacje pierscieni cukrowych charakteryzuja si¢ znacznie
réznigcymi sie warto$ciami sprzezen skalarnych 3Jprnz. W konformacji N stata sprzezenia
H1'-H2' jest bardzo mata - ponizej 2 Hz, natomiast w konformacji S sprz¢zenie to wynosi
okoto 8 — 10 Hz.

W regionie H1'-H2" widma DQF-COSY dupleksu I (Rys. 25) zauwazy¢ mozna jedynie
cztery sygnaly nalezace do terminalnych reszt G1, G10, C11 i C20. Najsilniejsze z nich
pochodzg od reszt G10 i C20 z konca 3'. Na podstawie struktury subtelnej tych sygnatow
zmierzylem wartosci statych sprzezenia, ktore wynosza okoto 4 Hz. Poniewaz wielko$¢ ta jest
posrednia pomigdzy wartoSciami oczekiwanymi dla konformacji N i S, przyjatem, ze
pierscienie cukrowe tych reszt znajduja si¢ w rownowadze pomiedzy stanem S i N. Dwa
pozostate sygnaly pochodza od reszt z konca 5’ 1 majg mniejsze intensywnos$ci. Wyznaczone
wartos$ci stalych sprzezenia H1'-H2' dla obu tych reszt wynosza blisko 3 Hz. Stad moglem
wnioskowac, ze rdwniez 1 te reszty rybozy znajduja si¢ w rownowadze N-S, lecz ze znaczng
przewaga populacji N. Udzial populacji C2’-endo w terminalnych resztach nukleotydowych
moze by¢ wynikiem tzw. zjawiska topnienia koncéw dupleksu. Brak sygnatow od
pozostatych reszt w widmach DQF-COSY $wiadczy o tym, ze wielkos$ci sprzezen H1'-H2' sg
bardzo mate (< 2 Hz). W zwiazku z tym mogtem zatozy¢, ze udziat konformacji C3’-endo dla
tych nukleotydow wynosi prawie 100%. Ta analiza pozwolita wprowadzi¢ odpowiednie
wigzy na katy torsyjne pierScieni cukrowych wszystkich reszt nukleotydowych. Dla uktadow
cukrowych, dla ktérych sygnaty H1'-H2' nie byly obserwowane wprowadzatem wigzy
narzucajace konformacje N. W pozostatych przypadkach zadawatem bardzo stabe wigzy
(Tabela 4), ktore pozwalaly na przyjecie przez te reszty zarowno konformacji C3'-endo jak
I C2'-endo.
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Tabelad4.  Zakresy zadanych wiezoéw na katy endocykliczne pier§cieni cukrowych.

- Zakresy wiezéw | Zakresy wiezow

Symbol Dig:s'c.]sekzta dla reszt w dla reszt
yJneg konformacji N [°] | terminalnych [°]

Vo C1'-Cc2'-C3'-C4 3+15 -0.5+35

G C2'-C3'-C4'-04' -25+15 0+55

V2 C3'-C4'-04'-C1’ 37+15 1+£65

V3 C4'-04'-C1'-C2' 36+ 15 -1.5+65

\ 04'-C1'-C2'-C3' 21 +£15 1.5+50

2.1.2.3. Analiza katow torsyjnych wokoét wiazan N-glikozydowych

Orientacja zasady heterocyklicznej wzgledem pierScienia cukrowego opisana jest za
pomoca kata torsyjnego 7y, zdefiniowanego dla nukleozyddéw purynowych przez atomy
04'-C1'-N9-C4, lub 04'-C1'-N1-C2 dla nukleozydéw pirymidynowych?’. W czasteczkach
kwas6w nukleinowych katy te przyjmuja wartosci, ktore znajduja si¢ w dwoch
charakterystycznych zakresach. Gdy kat torsyjny y przyjmuje wartos¢ z przedziatu od -180°
do 90° mowimy o konformacji anti, natomiast gdy znajduje si¢ w przedziale od 40° do 90°
mamy do czynienia z konformacjg syn. Warto$¢ kata wokot wigzania N-glikozydowego
mozna wyznaczy¢é na podstawie pomiaru wielkosci heterojadrowych  sprzezen
skalarnych?922%3  analizy przesunie¢ chemicznych?®?** lub na podstawie pomiaru efektu
NOE?28.201

Katy torsyjne y okreslitem na podstawie analizy sygnalow korelacyjnych widm
2D NOESY (tm =150 ms) wykonanych w D»0. W aromatyczno-anomerycznym regionie
widma wiekszos$¢ sygnatow, za wyjatkiem korelacji protonow H5-H6 tych samych jednostek
pirymidynowych, odznaczata si¢ malg intensywnosciag. W konformacji syn odlegtos¢
pomigdzy protonem H6 lub H8 a protonem anomerycznym tej samej jednostki wynosi
2-25A. W przypadku tej konformacji nalezaloby oczekiwa¢ w widmie 2D NOESY
sygnatow o pordwnywalnych intensywnos$ciach z sygnalami korelacyjnymi H5-H6 reszt
pirymidynowych. Tak intensywne oddzialywania jednak nie wystgpowaly. Ta wstegpnie
przeprowadzona analiza intensywnos$ci sygnatow H6/H8-H1' wskazywala na konformacje
anti reszt nukleotydowych. Pomiar wielkosci efektow NOE, ktorego podstawg byta integracja
sygnatéw, jednoznacznie potwierdzil wczesniejsze rozwazania. Zmierzonym objetosciom

sygnalow odpowiadaty odlegtosci rzedu 3.4 —3.5 A, co wskazywalo na konformacje anti.
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Jedynie dla terminalnych reszt efekty NOE byty nieco silniejsze (3.2 A), prawdopodobnie
spowodowane ich wigkszag swobodg konformacyjng wynikajaca z topnienia koncow dupleksu.

Réwniez analiza otrzymanych odlegltosci miedzyprotonowych H6/H8-H2' oraz
H6/H8-H3', uwzgledniajaca ich zaleznos¢ od konformacji pierécienia rybozy wskazywata na
orientacj¢ anti. W przypadku jednostek adenozynowych dodatkowe argumenty
potwierdzajace taka konformacje otrzymatem z analizy oddzialywan NOE protonéw H2
z protonami pierscieni cukrowych tych samych jednostek nukleotydowych. W widmach
2D NOESY (400 ms) obserwowalem jedynie kontakty intranukleotydowe pomigdzy
protonami H2 i H1’, natomiast nie rejestrowalem korelacji do pozostatych protonow
pierScienia cukrowego.

Przeprowadzona analiza wskazywata na typowa strukture A-RNA 1 pozwolila

wyprowadzi¢ wigzy na katy y w zakresie -158 + 30°.

2.1.2.4. Analiza katéw torsyjnych w lancuchach fosforocukrowych

Okreslenie warto$ci katow torsyjnych o i § szkieletu fosforocukrowego zaréwno
czasteczek RNA, jak i DNA metodami spektroskopii NMR obarczone jest duzym stopniem
niepewnosci®. Katy te, zdefiniowane przez atomy O03'n.1-P-O5'-C5’ (o) oraz
C3'-03"-Pn+1-0O5'm+1 (£) nie moga by¢ wyznaczone bezposrednio z pomiaru wartosci statych
sprzgzen, poniewaz w przyrodzie nie wystepuje trwaty izotop tlenu o spinie 1/2. Dlatego tez
jedyne zrodto informacji o tych katach stanowig przesunigcia chemiczne jader fosforu®.

Analiza przesunig¢ chemicznych 3P NMR badanego dupleksu wykazata, ze wszystkie
sygnaty znajdujg si¢ w charakterystycznym dla konformacji A-RNA zakresie od -3.5 do -4.5
ppm (wzglgdem sygnatu TMP). Na tej podstawie mozna byto wprowadzi¢ tylko bardzo
swobodne wiezy wykluczajgce konformacj¢ trans obu katow (0 + 120°).

Kat B, wyznaczony przez atomy P-O5'-C5’-C4’, oraz kat torsyjny & (C4'-C3'-O3'-Pn+1)
mozna okres$li¢ na podstawie analizy heterojadrowych sprz¢zen skalarnych pomiedzy
atomami fosforu a protonami pierscienia cukrowego H3’, H4', H5' i H5". Obserwowane
w widmach 'H-3P HSQC intensywne sygnaly korelacyjne pochodza od oddziatywan H3'-P
I wskazuja na duze wartosci statych sprzgzen skalarnych pomigdzy spinami tych jader.
W regularnych, prawoskretnych strukturach helikalnych, sprzezenia te sg rzedu 8 — 10 Hz. Na

tej podstawie mogtem przyjac, ze w dupleksie | katy € przyjmujg wartosci typowe dla formy
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A-RNA z przedzialu -153 + 30° i tym samym pozwolito mi to natozy¢ podczas obliczen
odpowiednie wigzy. Z uwagi na silne naktadanie si¢ sygnalow H3'-P dla reszt G1, G4, C13
oraz U14 nie mogtem jednoznacznie oszacowaé wartosci katéw e, stad dla tych jednostek
nukleotydowych wprowadzitem swobodne wigzy (-120 + 120°) wykluczajace jedynie
sterycznie wzbroniong konformacje gauche™.

W widmie obserwowalem rowniez stabsze sygnaly pochodzace od sprze¢zen pomiedzy
protonami H5’, H5" a jadrami fosforu. Sprzezenia te dostarczajg informacji o warto$ciach
katow B?8. W typowej, najczesciej spotykanej w czasteczkach RNA konformacji trans oba
sprzezenia 3Jpns i 3JpHs” s3 mate (ponizej 5 Hz), w przeciwienstwie do konformacji gauche™
oraz gauche®, dla ktorych jedno ze sprzezen jest rzedu 10 Hz. Ta szacunkowa ocena sprzezen
skalarnych pozwolita mi przyjaé, ze w badanym dupleksie katy 3 odpowiadajg typowej dla
formy A-RNA konformacji trans. Tym samym podczas obliczen mogltem wprowadzié
odpowiednie wiezy na katy 3 (178 + 30°).

Kat torsyjny vy okresla przestrzenng orientacje podstawnika przy atomie C5’ w tancuchu
fosfodiestrowym wzglgdem pierScienia rybozy 1 zdefiniowany jest przez atomy
05'-C5'-C4'-C3'. Wartos$ci katow y mozna ustali¢ z pomiaru wicynalnych statych sprz¢zen
3Juans oraz 3Juans, poniewaz wystepujace w przyrodzie trzy klasyczne rotametry (gauche™,
gauche™ oraz trans) zwigzane sa z réznymi warto$ciami tych sprzezen'®*. W niektorych
przypadkach (konformacja trans oraz gauche”) dodatkowych informacji moga dostarczy¢
pomiary heterojadrowych sprzezen 3Jcams i 3Jcans, prowadzone dla probek wzbogaconych
izotopem 3C.

Katy y badanego dupleksu wyznaczylem na podstawie analizy widm DQF-COSY
(600 MHz, D20). W regularnych czasteczkach A-RNA dominujgca formg jest konformacja
gauche™, dla ktorej wartoéci sprzezen 3Juans i *Jhams’ s rzedu 2 — 3 Hz. Brak sygnatow
korelacyjnych w widmie DQF-COSY pomig¢dzy protonami H4' i H5'/H5"" wskazywat na mate
wartos$ci tych statych sprzezen. Stad moglem przyjaé, ze w analizowanym dupleksie katy vy
znajdujg si¢ w typowym dla formy A-RNA zakresie (54 +30°). Rowniez analiza widma
'H-31p HSQC dostarczyta dodatkowych argumentéw wskazujacych na konformacje gauche™.
W widmie tym zaobserwowa¢ mozna stabe intranukleotydowe sygnaty H4'-P pochodzace od
heterojadrowych sprzezen skalarnych poprzez cztery wigzania. Obserwacja tych sprzezen
mozliwa jest jedynie wtedy, gdy wigzania chemiczne w tancuchu P-O5'-C5'-C4'-H4' ulozone

sa w ksztalcie litery W. Taki przestrzenny uklad wigzan jest charakterystyczny dla struktur
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typu A-RNA, stad obserwacja sygnatow H4'-P byla dodatkowym potwierdzeniem nalozonych
wigzoOw na katy torsyjne P i y. Podczas obliczen na katy torsyjne y wszystkich reszt
nukleotydowych dupleksu 1, zostaly narzucone odpowiednie wigzy determinujgce
konformacje gauche™.

W szkielecie fosforocukrowym kat torsyjny o, utworzony wzdluz wigzan
C5'-C4'-C3'-03', scisle zwigzany jest z konformacja rybozy. Analiza konformacyjna

pierscieni cukrowych dupleksu | przedstawiona zostata w rozdziale IV.2.1.2.2.

2.1.3. Restryktywna dynamika molekularna (1)

Obliczenia strukturalne przeprowadzitem w oparciu o algorytm dynamiki molekularne;j
W przestrzeni katow torsyjnych!® (TAMD — ang. Torsion Angle Molecular Dynamics)
zaimplementowany w pakiecie Xplor-NIH?%%2%  Podczas obliczen postugiwalem sie
zmodyfikowang wersja pola sitowego CHARMM?’. Wyjsciowe modele dupleksu
wygenerowane zostaly za pomocg standardowego skryptu dostarczonego w programie
(generate_template.inp). Aby uniezalezni¢ wynik obliczen od warunkow poczatkowych,
obliczenia prowadzilem dla zbioru pigc¢dziesigciu liniowych, przypadkowych struktur
0 prawidtowej geometrii wigzan kowalencyjnych i chiralnosci atomow wegla (Rys. 40).
Nastepnie dla kazdej struktury przeprowadzitem obliczenia dynamiki molekularnej zgodnie
z protokotem TAMD, ktory sktadal si¢ z czterech etapow. W pierwszym etapie
przeprowadzana byta 64 ps dynamika molekularna w przestrzeni katow torsyjnych (8 000
cykli) w temperaturze 20 000 K. Podczas tego etapu state sitowe na wiezy NOE (WnoE)
wzrastaly liniowo od 2 do 75 kcal-mol™A=2 natomiast wspotczynniki wagowe na
oddziatywania van der Waalsa (Www) malaty z 5 do 0.3. Stata sitowa na wiezy katow
torsyjnych (Wainedral) byta niezmienna i wynosita 100 kcal-mol~-rad. Po tym etapie nastapito
powolne schtadzanie w przeciggu 70 ps dynamiki TAMD (10 000 cykli) do temperatury
300 K. W trakcie tego etapu stale sitowe na oddziatywania vdW wzrastaly od 0.3 do 1.0,
natomiast stale sitowe na wiezy NOE nie zmieniaty sic i wynosity 100 kcal-mol™*-A~2,
W trzecim kroku przeprowadzone zostato schiadzanie od temperatury poczatkowej 3 000 K
do 300 K w kartezjanskim uktadzie wspotrzgdnych (6 000 cykli), a nastgpnie przeprowadzona
zostata minimalizacja energii metoda gradientow sprzezonych!?® (1 000 cykli). Podczas obu
tych etapow warto$é statej sitowej na katy torsyjne wynosita 200 kcal-mol-rad~2, natomiast

wspolczynniki wagowe na wigzy NOE wynosily odpowiednio 125 kcal-mol-A=2 dla etapu
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schladzania, oraz 200 kcal-mol*-A~? podczas minimalizacji. Koncowe struktury otrzymatem

po przeprowadzeniu tzw. procedury udoktadnienia. Podczas tego etapu obliczen
wprowadzitem dodatkowe wigzy na planarno$¢, ktore ograniczaty parametry buckle i stagger
parujacych si¢ zasad'?2. W protokole udokladnienia wykorzystatem réowniez potencjaly na
katy torsyjne (RAMA) 1 wzajemne orientacje zasad (ORIE) zdefiniowane w bazie
DELPHIC?®, Zastosowany przeze mnie standardowy protokot nie dawal wymaganej
zgodno$ci ze wszystkimi odleglosciami migdzyatomowymi oraz dlugo$ciami wigzan
kowalencyjnych. Dlatego w koncowym etapie protokolu udokladnienia wprowadzitem
dodatkowo 200 cykli dynamiki metods Verlet, ktéra zakonczona zostata 600 krokami
minimalizacji energii metodg gradientéw sprz¢zonych. Zabieg ten nie zmieniat zasadniczo

struktur koncowych, natomiast zdecydowanie poprawiat geometri¢ czasteczki.

Rys. 40.

Przyktadowa struktura poczatkowa dupleksu referencyjnego.

Wazniejsze parametry zastosowanego protokotu zestawione zostaly w tabeli 5, natomiast

wykorzystane podczas obliczen skrypty znajduja si¢ w aneksie 5.

Tabela5.  Protokot dynamiki symulowanego wyzarzania w przestrzeni katow torsyjnych.
Etap 1 Etap 2 Etap 3 Etap 4
Dynamika Powolne schladzanie | Powolne schtadzanie Minimalizacja
wysokotempera- w przestrzeni katow w uktadzie metoda gradientow
turowa TAMD torsyjnych kartezjanskim sprzezonych

temperatura 20000 K 20 000 K = 300 K 3000 K = 300 K -

liczba iteracji 8000 10000 6000 1200
krok catkowania 0.008 ps 0.007 ps 0.003 ps -

At 64 ps 70 ps 18 ps -

WNOE 2=75 100 125 200
Waihedral 100 100 200 200
Wvdw 5=03 03=10 1.0 1.0

Podczas obliczen wykorzystatem 367 wigzow odlegtosciowych otrzymanych na podstawie
analizy widm 2D NOESY, oraz 212 wi¢zow na katy torsyjne. Doktadna statystyka wigzoéw

zamieszczona zostata w tabeli na rysunku 41. W wyniku obliczen z 50 liniowych struktur
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poczatkowych otrzymatem 40 struktur duplekséw, ktore zachowywaly prawidlowa
stereochemig, oraz nie naruszaty odlegtosciowych (< 0.3 A) i katowych (< 5°) wiezow NMR.
Sposrod tych struktur, do dalszej analizy, wybratem 10 struktur o najnizszej energii. Struktury
te wykazujg bardzo duze podobienstwo i nalezg do jednej rodziny (Rys. 41). Obliczone dla 10
struktur $rednie wartosci odchylenia standardowego (RMSD) dla wszystkich cigzkich
atoméw wynoszag 0.31+0.07 A, oraz 0.38+0.06 A dla ciezkich atomow szkieletu
fosforocukrowego.

Wspotrzedne kartezjanskie koncowych struktur zdeponowatem w banku danych PDB

(Protein Data Bank) pod identyfikatorem 2JXQ.

Statystyka wiezéw wykorzystanych w obliczeniach.

Calkowita liczba wiezéw NOE: 367
intranukleotydowe 216
internukleotydowe 151

Wiezy na wigzania wodorowe 60

Wiezy na planarno$é 10

Wiezy na katy dwuscienne: 212
szkieletu fosfodiestrowego 92
rybozy 100
wigzania glikozydowego 20

Srednia liczba wigzow NOE przypadajacych na
reszte nukleotydowa 18.35
Srednia liczba wigzow NOE oraz wiezow na katy
dwuscienne przypadajacych na reszte nukleotydowa 28.95

Rys. 41. Superpozycja rodziny 10 struktur przestrzeni konformacyjnej dupleksu referencyjnego.
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2.1.4. Analiza przestrzeni konformacyjnej rodziny struktur (1)

Dla wyznaczonych struktur przeprowadzitem analiz¢ przestrzeni konformacyjnej za

3031 w wersji 5.3. Usrednione z 10 koncowych struktur wartoéci

pomoca programu Curves
katow torsyjnych tancuchéw fosfodiestrowych i katow wokot wigzan N-glikozydowych oraz
parametréw P 1 vmax - okreslajacych pofaldowanie pierscieni cukrowych, zestawione zostaly
w tabeli 6. Natomiast $rednie wartosci wybranych parametrow helikalnych wraz

Z odchyleniami standardowymi zebrane zostaty w tabeli 7.

Tabela6.  Srednie wartosci katow torsyjnych tancuchow fosfodiestrowych (a, B, 7, 8, & &), kata
glikozydowego () oraz parametréw opisujacych konformacj¢ pierScieni cukrowych (P, Vmax)
obliczonych dla dupleksu I. W nawiasach podane zostaty warto$ci odchylenia standardowego.

Reszta o B Y ) € ¢ X P Vimax
Gl - - 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)
Ci11 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(l) | 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)
Srednia: | 297 (8) | 178 (13) | 45(14) | 83(3) | 204(6) | 290(6) | 205(7) | 15(7) | 40(2)
[A-RNAZ2100 294 | 186 | 49 | 88 | 202 | 294 | 202 | 18 | 39 |
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Tabela7.  Usrednione wartosci wybranych parametrow helikalnych wraz z odchyleniami standardowymi dla

dupleksu I.
Para zasad | x-Displacement dx (A) | y-Displacement dy (A) Inclination 1 (°) Propeller twist o (°)
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 (0.2) 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)
Srednia: -4.6 (0.2) 0.1 (0.3) 19 (2) -9 (7)
| A-RNAZL | 5.3 | 0.0 | 16 | -14 |
Spealj"zzggéa Shift Dy (A) Rise D; (A) Twist Q (°) Roll p (°)
G1-C2 0.0 (0.2) 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 (0.2) 25(0.1) 30 (2) 1(2)
A5-G6 0.4(0.2) 2.6 (0.1) 34(2) 7@)
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@)
G8-C9 0.3(0.2) 2.6 (0.1) 36 (2) -7 ()
C9-G10 -0.6 (0.1) 2.8(0.2) 34 (1) 4 (1)
Srednia: 0.2 (0.4) 2.6 (0.2) 33(3) 1 (6)
| A-RNAZL 0.0 | 2.8 | 33 | 0 |

Struktura dupleksu referencyjnego wykazuje cechy regularnej struktury prawoskretnej
z wszystkimi cechami charakterystycznymi dla podwojnej helisy A-RNA. Wymieni¢ tu
mozna zaréwno konformacj¢ anti pierscieni zasad heterocyklicznych, jak i konformacje
C3'-endo pierscieni cukrowych. We wszystkich jednostkach nukleotydowych katy y niewiele
si¢ roznia, a ich $rednia warto$¢ (205 + 7°) w granicach btedu odpowiada otrzymanej dla
formy A-RNA (202°). Podobnie parametry P i vmax okreslajace konformacje reszt cukrowych
niewiele odbiegaja od obserwowanych w kanonicznych strukturach A-RNA 1 przyjmuja
srednie warto$ci odpowiednio 15 £+ 7° 140 £ 2°.

Zachowane zostaly rowniez wigzania wodorowe typu Watsona-Cricka. Regularnos$¢
otrzymanych struktur potwierdzona zostala analiza katow torsyjnych szkieletu
fosfodiestrowego. Wartosci wszystkich katow zawieraja si¢ w standardowych dla dupleksow
typu A-RNA zakresach. Rowniez analiza parametrow helikalnych pozwala zaklasyfikowac

dupleks referencyjny jako typowa strukture A-RNA, a otrzymane wartosci parametréw
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x-Displacement (-4.6 = 0.2 A) oraz Inclination (39 + 2°) tylko nieznacznie rdznig sie od
typowych dla formy kanonicznej. Rowniez $rednia warto$¢ parametru Rise (2.6 + 0.2 A) oraz
Propeller twist (-9 = 7°) klasyfikuje dupleks referencyjny jako typowa struktur¢ A-RNA,
a obserwowane dla tego ostatniego parametru zmiany wynikaja z proby dostosowania si¢
sparowanych jednostek nukleotydowych do ich oddziatywan z sgsiednimi resztami. Pozostate
parametry nie wykazuja wigkszych réznic w stosunku do wartosci obserwowanych dla

struktur kanonicznych.

2.2. Badania strukturalne dupleksu 11
2.2.1. Analiza strukturalna w oparciu o widma NMR (I1)

Druga z analizowanych przeze mnie czasteczek posiadala prawie identyczng sekwencje
zasad, jak omawiany w poprzednim rozdziale dupleks I, z tym ze w centralnej pozycji
W gornej nici wprowadzono dodatkowa reszte adenozyny. Poniewaz w gornej nici, obok
siebie znajdujg si¢ dwie reszty adeniny A5 i A6, naprzeciwko jednej, komplementarnej do
nich, reszty urydyny U17, to teoretycznie kazda z reszt adeniny, A5 lub A6, moze tworzy¢
par¢ z komplementarng urydyng U17 (Rys. 42), badz tez moze istnie¢ rownowaga pomig¢dzy

tymi dwoma strukturami.

A
G1 CZ AZ‘} G4 Ah G? AH G!—l CTOGII G1
C?1GZOU19C18 Uﬂ’ C1BU15 C14G13C12 C

Rys. 42. Dwie mozliwe struktury drugorzgdowe dupleksu I1.

Przypisania sygnatow H, 13C oraz 3P NMR dokonatem w oparciu o widma 2D NOESY,
TOCSY i DQF-COSY oraz heterojadrowe widma korelacyjne *H-3C i H-3P HSQC stosujac
te same metody, co podczas analizy widm dupleksu referencyjnego. Sygnaly obserwowane
wwidmie 2D NOESY (D20) wykazuja typowe cechy sekwencyjnych oddziatywan
charakterystycznych dla dwuniciowych fragmentdéw czasteczek A-RNA.

Uktad sygnatéw w widmach dupleksow | i Il jest bardzo podobny, dlatego w tym
rozdziale skupie si¢ glownie na dokonaniu analizy strukturalnej fragmentu wybrzuszenia oraz

pokazaniu rdéznic obserwowanych w widmach obu czasteczek wywotanych obecnoscig
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dodatkowej, niesparowanej reszty. Fragment widma 2D NOESY z zaznaczonymi $ciezkami

NOE wyznaczonymi dla obu nici dupleksu Il przedstawiony jest na rysunku 43.
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Rys. 43. Region sygnatow H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (tm = 400 ms) dupleksu Il w D,O
(600 MHz, 25°C). W widmie zaznaczona zostata sekwencyjna $ciezka H6/H8iy-H1')-H6/H8(i+1y —
kolorem zielonym dla gérnej nici, natomiast niebieskim — dla dolnej nici. Przerywane linie wskazujg
polozenie sygnalow H2 reszt adenozyny.

Dla nici zawierajacej niesparowang reszt¢ adeniny zaobserwowalem nieprzerwany szlak
polaczen sekwencyjnych H6/H8-H1' lacznie z regionem wybrzuszenia -G4-A5-A6-G7-.
Niestety, w przypadku drugiej nici, z uwagi na naktadanie si¢ sygnalow korelacyjnych reszt
C16 i Ul7 w widmach wykonanych w zakresie temperatur 15— 35°C, nie udato si¢
jednoznacznie ustali¢, czy zachowane sg oddziatywania warstwowe pomiedzy tymi dwoma
resztami. W oparciu o wyznaczone S$ciezki NOE przypisatem sygnaly pochodzace od
protonéw zasad heterocyklicznych oraz protonéw anomerycznych. W celu przypisania
pozostatych sygnatéw rezonansowych zastosowatem standardowe metody, jak dla dupleksu
referencyjnego. Poprawno$¢ przypisan sygnatéow H NMR potwierdzitem poprzez analize
widm korelacyjnych 'H-3C HSQC i !H-'P HSQC. Przypisatem wszystkie sygnaty
rezonansowe protonow niewymienialnych z wyjatkiem protonéw HS5'/HS" dla kilku reszt

nukleotydowych oraz protonow H4' reszt C2 i G7. Brakujace przesunigcia chemiczne

84



sygnatow H4' wyznaczylem przez poréwnanie z widmami dupleksu referencyjnego. Rowniez
poprawnos$¢ przypisania sygnatdéw geminalnych protonow HS5'/H5" reszt C2, A3 i G13
potwierdzitem wykorzystujac analize porownawcza z widmami dupleksu 1.

Przypisalem rowniez sygnaty pochodzace od protondéw wymienialnych w widmach
wykonanych w mieszaninie 90% H20/10% D.O. Widma te stanowily szczegdlnie wazne
zroédto danych o strukturze drugorzedowej czasteczki, poniewaz przesunig¢cia chemiczne
protonéw iminowych (10-15 ppm), jak rowniez protondéw aminowych (6 —9 ppm),
dostarczaja informacji o zawigzywaniu si¢ par zasad w czasteczkach RNA. W widmie
'H NMR w regionie typowym dla par zasad Watsona-Cricka zaobserwowa¢ mozna siedem
waskich oraz trzy szerokie sygnaty (Rys. 44). Waskie sygnaly pochodzace od protonow
iminowych przypisalem na podstawie analizy widma 2D NOESY zarejestrowanego
w temperaturze 10°C, za pomoca metod opisanych w rozdziale IV.2.1.1.2. Sygnaly te
pochodza od reszt urydyny U15 i U17 oraz od wszystkich reszt guanozyny z wyjatkiem

terminalnych.

uis U117 uU19 G9 G13 G4 G20 G7
! ! ! ! 1 Y[ 1

1
144 142 140 138 136 134 132 13.0 128 126 124 [ppm]

Rys. 44. Fragment widma *H NMR (600 MHz, 90% H,0/10% D;0) obejmujacy zakres sygnatéw protondw
iminowych dupleksu Il z ich przypisaniem.

Linie rezonansowe protonéw iminowych, ktére nie uczestniczag w tworzeniu par zasad
wystepuja w zakresie od 10.0 do 11.0 ppm. Szeroki sygnat rezonansowy znajdujacy si¢ przy
13.94 ppm wskazywal na zawigzywanie si¢ dodatkowej pary A-U, dlatego wstepnie
przypisany zostat do protonu H3 pozostatej reszty urydyny U17. Sygnat ten jest poszerzony w
stosunku do pozostalych protonéw zaangazowanych w tworzenie par zasad Watsona-Cricka
I nie obserwowalem dla niego korelacji w widmie 2D NOESY. Moze to wskazywaé na
znacznie slabszy charakter pary A-U sasiadujacej z wybrzuszong reszta. W celu
potwierdzenia poprawnosci przypisania sygnalu U17:H3 oraz okreSlenia, ktora z dwu
mozliwych par zasad, A5-U17 lub A6-Ul7, zawigzuje si¢, przeprowadzitem réznicowy

eksperyment 1D-NOE. Dla ustalenia optymalnych warunkéw pomiaru, w ktérych sygnat
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iminowy bylby najbardziej intensywny, wykonatem dodatkowe widma 1D H NMR

w roznych warunkach pH 1 stezenia soli (Rys. 45).

uis u17 u19 G9 G13 G4 G20 G7

a) 10°C, pH = 4.5
0 mM NacCl

b) 10°C, pH =5.5
0 mM NacCl

c) 10°C, pH =6.0
0 mM NacCl

d) 10°C, pH = 6.0 f\ Y _ A
50 mM NacCl s VU S N Ve o i S S

e) 10°C, pH =6.0
150 mM NaCl

A

) 10°C, pH=5.5 A /\ FAca A

150 mM NaCl AN A W N L NSt g N N
. e ——

Al s e
T T

14.5 14.0 13.5 13.0 12.5 [ppm]

I

Rys. 45. Zmiany zachodzace w widmie 'H NMR (zakres protonéw iminowych) w zaleznosci od warunkow
roztworu.

Najbardziej optymalne warunki dla wykonania réznicowych widm 1D NOE uzyskatem dla
temperatury 10°C, pH = 6.0 i 50 mM NaCl. W tych warunkach wykonatem seri¢ roznicowych
widm NOE stosujagc metode "jump & return"?'! do wyttumienia sygnatu wody. Podczas
selektywnego naswietlania probki czestotliwoscig rezonansowg protonu  U17:H3
zaobserwowatem efekt wzmocnienia NOE jedynie dla sygnatu A6:H2 (Rys. 46). Nie
obserwowalem natomiast wzmocnienia NOE dla protonu H2 reszty A5, stad wyniki tego
eksperymentu jednoznacznie wskazuja, ze tylko reszta A6 tworzy par¢ z urydyng U17.
Poszerzenie sygnatu protonu iminowego reszty U17 najprawdopodobniej jest wynikiem
dynamicznego charakteru pary A6:U17 lub moze wynika¢ z duzej dostepnosci czgsteczek
wody w regionie wybrzuszenia 1 zwigzang z tym szybkg wymiang tego protonu z protonami

wody.
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A M

Rys. 46. Fragment widma *H NMR dupleksu Il w 90% H,0/10% D;O (A), oraz odpowiadajacy jemu zakres
w réznicowym widmie 1D NOE (B).

Obserwowane kontakty NOE niesparowanej reszty adenozyny A5 $cisle zalezg od
konformacji regionu wybrzuszenia, stad informacje o orientacji tej reszty uzyska¢ mozna
zwidm 2D NOESY (D20). W widmie zidentyfikowatem charakterystyczne sygnaly
korelacyjne wskazujgce na nieprzerwany ciagg oddziatywan warstwowych w obrebie regionu
wybrzuszenia, podobny jak w strukturach A-RNA, co pozwolilo mi przypuszczaé, ze
wybrzuszona reszta ulokowana jest pomigdzy sasiadujagcymi parami zasad i1 skierowana do
wnetrza helisy. Obserwacja sekwencyjnych kontaktéow NOE H6/H8-H1', jak rowniez
H6/H8-H2' i H6/H8-H3' dla gornej nici jest mozliwa jedynie przy takiej orientacji
niesparowanej reszty. Obecno$¢ oddziatywan NOE pomig¢dzy protonami A5:H2 i C18:H1'
w komplementarnej nici, oraz korelacji protonu A5:H2 z protonami A5:H1' i A6:H1', jak
rowniez obecnos¢ sekwencyjnych sygnatdow w regionie aromatyczno-aromatycznym widma
pomiedzy resztami -G4-A5-A6-G7- (Rys. 47) dodatkowo s$wiadczyly o tym, ze reszta
adenozyny A5 skierowana jest do wnetrza helisy. W przeciwnym przypadku nie
obserwowatbym sygnatow NOE pomiedzy ta reszta a sgsiednimi resztami, G4 i A6 ze
wzgledu na duze odlegtoéci miedzy protonami (> 5 A). Dane eksperymentalne jednoznacznie
wskazywaly, ze istnieja oddzialywania warstwowe pomigdzy niesparowang reszta
a sgsiednimi zasadami heterocyklicznymi, co wykluczato strukture typu loop out. Ponadto,
obecnos¢ sygnatow NOE pomigdzy protonami A6-H2 a C18-H1' potwierdzata wczesniejsze

obserwacje, iz to reszta A6, a nie A5 tworzy par¢ z urydyna U17. Obserwacja sygnatlu
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A6:H2-C18:H1' nie bytaby mozliwa gdyby zawigzywala si¢ para A5:U17 zamiast A6:U17.
W takim przypadku wybrzuszong reszt¢ A6 oddzielalaby od reszty C18 dodatkowa para
zasad Ab5:U1l7 i odleglos¢ A6:H2-C18:H1' bylaby =znacznie wigksza. W widmach
wykonanych w D0, nie obserwowalem zadnych sygnaléw pochodzacych od wymiany
chemicznej, ktorych obecno$¢ wskazywataby na wystgpowanie roéwnowagi konformacyjne;j
par zasad A5:U17/A6:U17. Rowniez sygnaly pochodzace od protonéw niewymienialnych
heterocyklicznych zasad A5, A6 i U17 regionu wybrzuszenia majg typowe szerokosci
sygnalow dla stabilnych struktur RNA. Ponadto, korelacje tych protonéw z jadrami *°C
obserwowane w widmie *H-*C HSQC réwniez nie wykazuja poszerzenia. W przypadku, gdy
reszta U1l7 ulegalaby wymianie migdzy parg z adenozyng A5 a reszta A6, nalezaloby
oczekiwaé stabego kontaktu NOE do protonu A5-H2 lub poszerzenia linii rezonansowych,

towarzyszacego procesowi wymiany.
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Rys. 47. Przydiagonalny region sygnatow korelacyjnych H2/H6/H8 widma 2D NOESY dupleksu Il w D,O
(600 MHz, 25 °C). Na widmie zaznaczone zostaty sekwencyjne $ciezki H6/H8(;)- H6/H8(i+1) kolorem
zielonym dla gornej nici, niebieskim — dla dolnej nici. Kolorem czerwonym opisane zostaty sygnaty
korelacyjne przestoniete przez sygnaly diagonalne. Przerywane linie wskazuja polozenie sygnatow
H2 reszt adenozyny.
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Na pewna dynamike regionu wybrzuszenia, podobnie jak w przypadku widm wykonanych
w mieszaninie 90% H>0/10% D,0, wskazujg informacje zawarte w widmach DQF-COSY
(D20). W regionie H1'-H2' widma obserwowatem trzy sygnaty pochodzace od reszt A5, A6
I G11. Reszty cukrowe regionu wybrzuszenia odpowiadajace adenozynom A5 i A6 maja
sprzgzenia H1'-H2' w granicach 3.3 Hz, co jest wynikiem niewielkiego udziatlu populacji
C2'-endo. Trzeci sygnal pochodzacy od terminalnej reszty guanozyny G11, ma warto$¢ stalej
sprzezenia okoto 5 Hz. Stad moglem wnioskowaé, ze konformacja tej reszty cukrowej
znajduje si¢ w stanie rownowagi pomiedzy stanami S i N, z przewagg populacji S. Natomiast
nieobecno$¢ pozostatych sygnatéw korelacyjnych HI'-H2' w widmie DQF-COSY,
wskazywala, ze reszty te przyjmuja konformacje N.

Dodatkowych informacji o wplywie wybrzuszenia na konformacje szkieletu
fosforocukrowego dostarczaja widma korelacyjne H-3'P HSQC. Poniewaz wszystkie sygnaty
3P NMR znajdujg sie w waskim zakresie o szerokoéci okoto 1 ppm (-4.6 —-3.7 ppm),
sugeruje to, ze obecno$¢ dodatkowej reszty nie zaburza konformacji szkieletu
fosfodiestrowego typowego dla formy A-RNA. Réwniez wielkosci stalych sprzgzenia
skalarnego 2Jpns', 3Jprs i 2Jprs nie odbiegaja od wielkosci typowych dla formy A-RNA, stad
moglem sadzi¢, iz geometria czasteczki nie roézni si¢ znaczaco od dwuniciowych struktur
helikalnych A-RNA.

Wartosci wyznaczonych przesunieé chemicznych dla protonéw (Tabela 8), oraz jader °C
i 3P (Tabela 9) zostaly zdeponowane w banku BMRB pod identyfikatorem 15572.
Poréwnanie wartosci przesunig¢ chemicznych linii rezonansowych NMR dupleksow | oraz |1
wskazuje jedynie na niewielkie zmiany wywolane obecnoscig dodatkowej reszty adenozyny.
Dla zdecydowanej wiekszosci sygnalow 'H NMR réznice te nie przekraczaja 0.1 ppm,
natomiast dla heterojader warto$ci te r6znia si¢ przewaznie nie wiecej niz 0.4 ppm dla *C
i 0.1 ppm dla 3'P. Jedynie w regionie wybrzuszenia oraz w przypadku reszt terminalnych
zanotowatem nieco wigksze roznice, przy czym w przypadku reszt terminalnych dotyczyly
one glownie sygnaldéw wymienialnych. Jednak najwigksze rdznice wartosci przesunigl
chemicznych zaobserwowalem w regionie wybrzuszenia, dla reszt G4, A6 i Ul7, co jest
zwigzane ze zmiang otoczenia chemicznego i innym ukladem oddziatywan warstwowych
w tym fragmencie czasteczki. W pordwnaniu do dupleksu referencyjnego, proton H2' reszty
G4, jest silniej ekranowany o 0.24 ppm, natomiast sygnaty H2 i H8 reszty A6 ulegaja
przesunieciu (w stosunku do odpowiadajgcych im protonow reszty A5 dupleksu
referencyjnego) w strone wyzszych czgstosci pola o odpowiednio 0.22 ppm (H2) i 0.29 ppm

(H8). Zmiang potozenia sygnatu rezonansowego o 0.20 ppm zanotowatem takze dla protonu
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H5 reszty U17 dupleksu Il. W dupleksie z wybrzuszeniem warto$¢ przesunigcia chemicznego

protonu HS5 wynosi 5.62 ppm, natomiast analogiczny sygnat pochodzacy od reszty urydyny

U16 dupleksu referencyjnego znajduje si¢ przy 5.42 ppm.

Tabela8.  Wartodci przesunigé chemicznych 8'H (ppm) sygnatow dupleksu I1.
Res. | H6/H8 | H2/H5 H1' H2' H3' H4' H5'/H5" | amino imino
Gl 8.04 - 5.69 4.75 4.57 4.34 4.03/3.90 *[* *
Cc2 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 4.61 471 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 4.42 471 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 -
Gl1| 7.60 - 5.86 4.09 4.28 4.22 4.44/4.03 *[* *
Cl2 | 8.07 5.99 5.59 4.58 4.58 434 4.05/3.93 | 7.01/8.16 -
G13 7.83 - 5.80 4.63 4.71 452 4.52/4.19 *[* 13.18
C14 17.77 5.31 5.56 4.42 4.48 4.48 4.59/4.14 | 6.89/8.63 -
uil5 7.96 5.45 5.58 4.54 4.55 4.46 4.58/4.13 - 14.14
Cl6 | 7.92 5.74 5.66 4.32 452 4.46 4.58/4.13 | 7.08/8.38 -
ul7 7.91 5.62 5.61 4.38 4.56 4.42 *14.11 - 13.94
C18| 793 5.79 5.35 431 4.50 441 *14.09 | 7.17/8.43 *
U9 | 7.88 5.47 5.35 4.52 4.59 437 */4.08 - 13.64
G20 7.72 - 5.77 4.35 4.61 4.42 *14.08 *[* 12.61
C21| 7.48 5.23 5.67 3.95 4.10 4.14 4.48/4.00 | 6.91/8.26 —

* Sygnaly, ktore nie zostaly przypisane.

Tabela9.  Wartosci przesunie¢ chemicznych & (ppm) sygnatéw 3C oraz 3'P NMR dupleksu 11 [D20, 25°C].
Res. | C6/C8 C2/C5 Ccl c2’ C3’ C4' C5’ 3ip
Gl | 138.77 - 92.53 74.90 73.96 84.83 62.23 -
C2 | 14159 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 | 14047 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
Cl2 | 14281 98.94 93.84 75.40 73.67 84.43 62.03 -
G13 | 136.55 - 92.53 75.27 72.96 * * -3.91
Cl4 | 141.31 97.17 93.96 75.37 72.26 81.96 * -4.42
Ul5 | 141.96 103.28 93.81 75.23 72.10 81.95 * -4.44
Cl16 | 141.90 97.71 94.08 75.52 72.39 81.95 * -4.35
Ul7 | 141.96 103.46 93.83 75.40 * 82.26 * -4.49
C18 | 142.07 97.64 93.89 75.19 * * * -4.52
Ul9 | 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

* Sygnaty, ktore nie zostaly przypisane.

90



Poréwnujac wartosci przesunig¢ chemicznych obu dupleksow, mozna stwierdzié, iz
wprowadzenie dodatkowej reszty nukleotydowej nie pocigga za sobg znaczacych zmian
przesuni¢¢ chemicznych sygnatow w widmach NMR, a obserwowane zmiany maja jedynie
charakter lokalny obejmujacy reszty ograniczajace wybrzuszenie po stronie 5' oraz 3'.
Poréwnanie przesuni¢¢ chemicznych sygnatow pochodzacych od odpowiadajacych sobie
fragmentow helikalnych obu dupleksow wskazywato na ich znaczne podobienstwo

strukturalne.

2.2.2. Analiza konformacyjna. Wyznaczenie wi¢zow strukturalnych (II)

W oparciu o przedstawione w rozdziale IV.2.1.2 metody, na podstawie analizy warto$ci
przesuni¢¢ chemicznych, sprz¢zen skalarnych oraz integracji pozadiagonalnych sygnalow
NOE, wyznaczytem wigzy strukturalne.

Wiezy na odleglosci migdzyprotonowe otrzymatem z widm 2D NOESY (tm =150 ms)
wykonanych w temperaturze 25°C i 20°C. Odleglosci miedzy protonami wyznaczytlem
metoda ISPA, a dolng i gérng granice wigzow otrzymatem przyjmujac odpowiednio -15%
i +30% zmierzonej odleglosci. Na podstawie analizy kontaktow NOE obserwowanych
w widmach 2D NOESY (400 ms) otrzymatem dodatkowe informacje, ktore umozliwity mi
wyprowadzenie 17 kolejnych wiezéw na odlegtoéci miedzyprotonowe 0 zakresie 4.5 — 7.0 A.
Ponadto, aby dodatkowo ograniczy¢ dostgpng przestrzen konformacyjng, na
intranukleotydowe odlegtosci migdzyprotonowe reszty A5, dla ktorych nie obserwowalem
sygnatow w widmie 2D NOESY (tm =400 ms) wprowadzitem wiezy typu uNOE. Dolnej
granicy tych wiezow przypisalem wartoéé 5 A, natomiast gorng granice dobratem tak, aby
W zaden sposob nie ograniczata swobody konformacyjnej czasteczki 1 przypisalem jej wartos¢
20 A. Dla protonéw wymienialnych, ktorych korelacje obserwowatem w widmie 2D NOESY
(90% H,0/10% D,0), ustalitem wiezy o granicach 1.8 — 6.0 A. Wiekszoé¢ z 14 otrzymanych
ta droga wiezow dotyczyla obserwowanych kontaktow NOE miedzy protonami
wymienialnymi, iminowymi 1 aminowymi, sgsiadujacych ze sobg reszt. Analiza widm
w mieszaninie 90% H>0/10% D>O wykazata rowniez, ze wszystkie reszty nukleotydowe,
poza reszta AD, zaangazowane s3 w tworzenie kanonicznych par Watsona-Cricka.
Obserwacja ta pozwolita mi na wprowadzenie wigzOW na wigzania wodorowe oraz

planarno$¢ par zasad (rozdziat 1V.2.1.2). Jednak w przypadku pary A6:Ul7, z uwagi na
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znaczne poszerzenie sygnatu H3 reszty Ul7, zadanym wig¢zom przypisatem dwukrotnie
wigkszg tolerancje (£ 0.4 A). Dla tej pary nie stosowatem rowniez wiezow na planarnosé.

Nastepnie na podstawie widm DQF-COSY (D.0) wyznaczytem wiezy na katy torsyjne
pierscieni cukrowych. Na podstawie wyznaczonych wartoéci sprzezen skalarnych 3Juinz,
wprowadzitem wigzy na konformacje C3'-endo dla wszystkich reszt z wyjatkiem terminalnej
guanozyny G11 (o wartosci stalej sprzezenia ~5 Hz) oraz reszt A5 i A6 ((Jnrnz ~3 Hz), dla
ktorych wprowadzilem stabe wiezy umozliwiajace przyjecie zardéwno geometrii C3'-endo
oraz C2'-endo.

Konformacj¢ wokot wigzania glikozydowego dla wigkszo$ci reszt nukleotydowych
okreslitem opierajac si¢ na analizie kontaktow NOE H6/H8-H1'/H2'/H3' jako anti
| przypisatem katom y zakres -158 + 30°. Jedynie w przypadku reszt C16 i U17, z uwagi na
silne naktadanie si¢ sygnalow w widmach 2D NOESY, katy te pozostawitem swobodne.

Wigzy na katy torsyjne a i { Otrzymatem z analizy przesuni¢¢ chemicznych linii
3IP NMR. Poniewaz dla zadnej reszty nie stwierdzilem znaczacych zmian przesunieé
chemicznych 3P w stosunku do pozostatych sygnatow, stad moglem wprowadzié
ograniczenia na wartosci katow o i C 0 zakresie 0 £ 120°, ktore eliminowaty region trans.

Informacji o warto$ciach katow torsyjnych [ oraz & szkieletu fosforocukrowego
dostarczyta analiza widm H-3!P HSQC NMR, w ktorych wszystkie sygnaty o duzych
warto$ciach statych sprzezen pochodzity jedynie od korelacji H3'w-Pn+1). Dlatego katy B
wszystkich reszt ograniczylem do wartosci 178 + 30°, natomiast dla wigkszosci katow ¢
przyjatem zakres -153 + 30°. Tylko w przypadku reszt cytydyny C14, C16 i C18, dla ktorych
wartosci  sprzezen na skutek naktadania si¢ sygnaldéw nie mozna bylo oszacowac,
wprowadzilem wigzy z zakresem btedu 120 + 120°.

Wartosci katow torsyjnych vy szkieletu fosforocukrowego ograniczytem do zakresu
54 £30° z uwagi na brak silnych sygnatdéw pochodzacych od sprzezen H4'-H5/H5"
w widmach DQF-COSY.

Podczas obliczen metodami dynamiki molekularnej nie wprowadzitem wiezéw na katy
torsyjne a, p oraz y dla reszt A5 i A6 regionu wybrzuszenia, co pozwolito na pelniejsze
przeszukanie przestrzeni konformacyjnej. Rowniez katy torsyjne £ reszt G4 i G5

pozostawilem swobodne.
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2.2.3. Restryktywna dynamika molekularna (I1)

Obliczenia przestrzennej struktury dupleksu Il przeprowadzilem za pomoca programu
Xplor-NIH?%:20¢ 7 wykorzystaniem protokolu symulowanego wyzarzania w metodzie
dynamiki molekularnej TAMD™2. Zastosowany protokot nie réznit sie zasadniczo od
opisanego uprzednio (rozdziat IV.2.1.3). Jedyne roznice dotyczyty wprowadzonych podczas
obliczen wiezow strukturalnych. W sumie podczas dynamiki wykorzystatem 337 wiezow na
odlegtosci miedzyprotonowe, oraz 213 wigczéw na katy torsyjne (Rys. 48, Tabela).
Uwzglednitem réwniez wigzy na parowanie si¢ zasad typu Watsona Cricka, a podczas etapu
udoktadnienia wiezy na ich planarno$¢. Dodatkowo, na wszystkie reszty nukleotydowe
z wyjatkiem jednej - reszty adenozynowej A5 zadane zostaly potencjaty DELPHIC?8,
Wstepne obliczenia przeprowadzone z uzyciem wszystkich tych wigzéw nie daty
zadowalajacych rezultatow. Analiza otrzymanych struktur pokazata, ze niektore odleglosci
mig¢dzyprotonowe w regionie wybrzuszenia sg na tyle mate, ze powinienem obserwowaé
dodatkowe sygnaty w widmach 2D NOESY. Poniewaz powtdorna analiza widm wykluczata
mozliwo$¢ tych kontaktoéw, wprowadzitem dodatkowo 4 wiezy uNOE pomigdzy protonem
H2 reszty A5 a protonami H5 i H6 reszt U17 i C18. Dopiero w tym momencie przystapitem
do wtasciwych obliczen.

W wyniku obliczen, startujac z 50 liniowych struktur poczatkowych, otrzymalem 36
struktur zgodnych z danymi eksperymentalnymi. Do oceny struktur koncowych przyjatem
takie kryterium jak uprzednio, tzn. uznatem, ze wiezy odlegtosciowe zostaly spelnione, jesli
nie byly naruszone wigcej anizeli o 0.3 A, natomiast wiezy katowe - wiecej niz o 5°.
Nastepnie, do dalszej analizy, wybralem 10 struktur, dla ktorych energia potencjalna
mierzona w polu sitowym CHARMM byla najmniejsza. Wszystkie te struktury wykazuja
znaczne podobienstwo, co pozwolilo mi zaliczy¢ je do jednej rodziny (Rys. 48). Warto$¢
parametru RMSD wyznaczona w oparciu o wzor (17) obliczona dla wszystkich cigzkich
atoméw tych struktur wynosi 0.62 £ 0.26 A. Uwzgledniajac tylko region wybrzuszenia
obejmujacy reszte¢ A5 oraz pary zasad G4-C18 i A6-ULl7, wartos¢ RMSD obliczona dla
ciezkich atoméw wynosi 0.69 + 0.30 A.

Wspotrzedne struktur koncowych zdeponowalem w banku danych PDB pod identyfikatorem
2JXS.
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Statystyka wiezow wykorzystanych w obliczeniach.

Catkowita liczba wiezéw NOE: 337
intranukleotydowe 196
internukleotydowe 141

Wigzy typu uNOE 3

Wiezy na wigzania wodorowe 60

Wigzy na planarnos¢ 9

Wigzy na katy dwuscienne: 213
szkieletu fosfodiestrowego 89
rybozy 105
wigzania glikozydowego 19

Srednia liczba wigzow NOE przypadajacych na
reszte nukleotydowa 16.05
Srednia liczba wigzow NOE oraz wi¢zow na katy
dwuscienne przypadajacych na reszte nukleotydowa 26.19

Rys. 48. Natozenie rodziny 10 struktur przestrzeni konformacyjnej dupleksu I1.

2.2.4. Analiza przestrzeni konformacyjnej rodziny struktur (I1)

W celu okreslenia zaburzen regularnej struktury A-RNA indukowanych obecnoscia
wybrzuszenia, przeprowadzitem szczegdtowa analize przestrzeni konformacyjnej
otrzymanych struktur. Analizy tej dokonatem za pomocg programu Curves*®®!. Obliczone
srednie wartos$ci katow torsyjnych tancuchoéw fosfodiestrowych, oraz katow wokoét wigzan
N-glikozydowych, a takze wartosci katow fazowych pseudorotacji P 1 amplitudy
pofatdowania pier§cieni cukrowych vmax, przedstawione sa w tabeli 10. W tabeli 11
umiescitem natomiast warto$ci wybranych parametréw helikalnych otrzymanych dla rodziny

10 struktur dupleksu 11.
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Tabela10. Srednie wartosci katow torsyjnych tancuchow fosfodiestrowych (o, B, 7, 8, & &), kata
glikozydowego (y) oraz parametréw opisujgcych konformacje pierscieni cukrowych (P, Vmax)
obliczonych dla dupleksu Il. W nawiasach podane zostaty warto$ci odchylenia standardowego.

Reszta o B Y ) € ¢ X P Vimax
Gl - - 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) | 200 (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)
AS 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)
Gl1 282 (4) | 202(3) | 37(6) 84 (1) - - 214(2) | 15(5) 38 (1)
Ci12 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)
cl4 310(7) | 163(6) | 43(2) | 80(0) | 202(2) | 286(4) K 207 (1) | 11(1) | 43(0)
u15 306 (6) | 184(7) | 36(10) | 83(l) | 205(3) | 291(6) & 206(3) | 12(4) | 40 (1)
C16 305(8) | 176 (10) | 41(4) | 83(2) | 205(6) | 284(2) K 211(3) | 15(4) | 39(1)
u17 302(8) | 172(7) | 45(7) | 81(2) | 207(5) | 294 (6) K 212(5) | 18(4) | 41(1)
c18 302(8) | 184(15) | 51(6) | 84(l) | 213(3) | 285(3) K 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) K 195(3) | 26(2) | 41(1)

c21 287(3) | 197(4) | 40(2) | 87(1) — — 217 (1) | 12(2) | 35(1)
Srednia: | 299 (9) [180(11) | 45(9) | 83(3) | 202(6) | 293(7) | 204(7) | 14(8) | 40(2)
[A-RNA29210) 294 | 186 | 49 | 8 | 202 | 294 | 202 | 18 | 39 |

Szczegotowa analiza otrzymanej w wyniku obliczen rMD rodziny struktur ukazuje, ze
niesparowana reszta adenozynowa A5 akomoduje pomig¢dzy sgsiadujace pary we wszystkich
strukturach zgodnych z danymi NMR (Rys. 49). Jednakze dla 3 sposrod 36 struktur,
zaobserwowalem réznice w konformacji szkieletu fosforodiestrowego w regionie
wybrzuszenia. Dla tych trzech struktur warto$ci katow o i y reszty A6 wynoszg odpowiednio
86° oraz 218° 1 odbiegaja od wartosci typowych dla formy A-RNA (294° 1 49°). Natomiast
analiza pozostatych 33 struktur wykazuje, iz wartosci katow torsyjnych y reszty A6 (~90°)
znajduja si¢ poza typowym regionem gauche®. Réwniez warto$ci katdw torsyjnych o reszty
A6 (~247°) odbiegaja od typowych dla struktur A-RNA (294°), co jest zapewne
konsekwencja dynamicznej natury lancucha fosforocukrowego w regionie wybrzuszenia,
a takze wiegkszej swobody konformacyjnej katow torsyjnych o i y. Natomiast porownanie
pozostatych  katow torsyjnych nie ujawnia wigkszych odstepstw od wartosci

charakterystycznych dla formy A-RNA.
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Rys. 49. Region wybrzuszenia dupleksu 11 dla 10 strukur o najnizszej energii. Widok od strony duzej bruzdy.

Tabela11. Usrednione warto$ci wybranych parametrow helikalnych dupleksu Il wraz z odchyleniami

standardowymi.
Para zasad | x-Displacement dx (A) | y-Displacement dy (A) Inclination 1 (°) Propeller twist o (°)
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)
Srednia: -4.3(0.2) 0.4 (0.2) 15 (2) -10 (7)
[ A-RNAL | -5.3 [ 0.0 | 16 | -14 |
i)ea‘?’;‘:;éa Shift Dy (A) Rise D, (A) Twist Q (°) Roll p ()
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)
Srednia: 0.2 (0.4) 2.5(0.2) 33 (4) 2 (8)
| A-RNAISL | 0.0 | 2.8 | 33 | 0 |

Podobnie analiza parametrow helikalnych, wyznaczonych dla regionéw dwuniciowych
po obu stronach wybrzuszenia, nie wykazata znaczacych rozbiezno$ci od wartosci
otrzymanych dla formy kanonicznej. W poréwnaniu do formy kanonicznej, zaobserwowalem

jedynie zmniejszenie promienia kanalu biegnacego wzdluz osi helisy, charakterystycznego
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dla formy A. Otrzymana $rednia warto$¢ parametru x-Displacement wynoszaca -4.3 + 2 A jest
mniejsza od tej obserwowanej dla struktury kanonicznej: 5.3 A.

Analiza lokalnych parametréw helikalnych miedzy zasadami (ang. local inter-base
parameters) dostarczyta dodatkowych informacji odno$nie potozenia wybrzuszonej reszty
A5. Otrzymana w tym przypadku S$rednia warto§¢ parametru shift miedzy sgsiednimi
zasadami w nici wynosi 0.2 = 0.4 A, podczas gdy ten sam parametr dla reszt A5/A6 jest
rowny -1.9 £ 0.3 A. Ponadto, kat skretu twist dla kroku A5/A6 jest znacznie zredukowany od
sredniej wartosci 32 + 3° do 18 £ 4°. Te lokalne odchylenia parametréw helikalnych
obserwowane w miejscu wybrzuszenia wynikaja zapewne ze szczegdlnej aranzacji reszt
heterocyklicznych w regionie wybrzuszenia. Za wspomniane zmiany odpowiedzialne sa
niewatpliwie oddzialywania warstwowe miedzy pierScieniami zasad, ktore wplywaja na
stabilno$¢ RNA jak rowniez minimalizujg ekspozycje powierzchni hydrofobowej zasady na
oddziatywanie polarnego rozpuszczalnika. Intrahelikalna pozycja wybrzuszonej reszty AS
stabilizowana jest poprzez oddzialywania warstwowe, silniejsze z sgsiadujaca po stronie 5'

resztg G4, anizeli resztg A6 (Rys. 50).

Rys. 50. Naktadanie si¢ sasiadujgcych zasad w rzucie wzdluz osi helisy reprezentujace model oddziatywan
warstwowych w regionie wybrzuszenia dupleksu I1.
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2.3. Badania strukturalne dupleksu 111
2.3.1. Analiza strukturalna w oparciu o widma NMR (111)

Uzyskana przeze mnie struktura dupleksu z jedng wybrzuszong reszta adenozyny opisana
w poprzednim rozdziale pokazata, ze niesparowana reszta chowa si¢ do wnetrza helisy, nie
zaburzajac znaczaco struktury dupleksu. Interesujace wydawato mi si¢ sprawdzenie, jaki efekt
wywola zaro6wno na konformacje regionu wybrzuszenia, jak i na strukture calej czasteczki
wprowadzenie dodatkowej reszty adeniny. Sekwencja zasad badanego przeze mnie dupleksu
11, z trzema Kkolejnymi resztami adeniny umieszczonymi naprzeciw jednej reszty urydyny
pokazana jest na rysunku 51. Wszystkie widma NMR (1D 'H oraz 3!P, 2D NOESY, TOCSY,
DQF-COSY a takze 'H-13C i H-3P HSQC) wykonane zostaty na spektrometrze Bruker 600
MHz. Przypisania sygnatéw rezonansowych *H (Tabela 12), *C i 3P (Tabela 13) otrzymatem
droga kompleksowego wykorzystania metod dwuwymiarowej homo- i heterojadrowe;j
spektroskopii NMR (rozdziat IV.2.1.1).

Rys. 51. Struktura drugorz¢dowa dupleksu I11.

Informacji zaré6wno o wartoSciach przesunie¢ chemicznych sygnatéow NMR
poszczegblnych protonow, jak 1 o konformacji czasteczki dostarcza eksperyment 2D NOESY
(D20). Struktura sygnatow *H NMR dupleksu 111 w widmie wykazuje cechy oddzialywan
typowych dla prawoskretnej formy A-RNA. Fragment widma obejmujacy region
wystepowania sygnatow aromatyczno-anomerycznych przedstawiony zostat na rysunku 52.
Na podstawie analizy zarejestrowanych w tym regionie oddziatywan wyznaczylem S$ciezke
przekazywania magnetyzacji H6/H8)-H1'i)-H6/H8i+1). Z uwagi na nakladanie si¢ sygnatow
U18:H5-H6 i C17:H1'-U18:H6 nie mozna jednak z calg pewnos$cig stwierdzi¢, czy $ciezka
pomigdzy resztami C17 i U18 zostata zachowana. Dodatkowo, przy tych samych warto$ciach
przesuni¢¢ chemicznych powinien znajdowac si¢ sygnat korelacyjny H6-H1' reszty C2.
Sygnat ten udato mi si¢ zidentyfikowaé¢ w widmie 2D NOESY wykonanym w 20°C. Sygnat
pochodzacy od protonu H1' nieznacznie przesuwa si¢ w kierunku nizszych czgstotliwosci,
dzigki czemu jednoznacznie moglem stwierdzi¢ obecnos$¢ oddzialywania NOE pomiedzy

protonem H6 i H1' dla reszty C2. Jest to informacja niezwykle istotna dla okreslenia
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konformacji wokot wigzania glikozydowego. Wyznaczona nieprzerwana $ciezka NOE dla
nici zawierajacej niesparowane reszty adeniny wskazuje na zachowanie dosy¢ bliskiego
kontaktu pomiedzy kolejnymi resztami -G4-A5-A6-A7-G8- w strukturze czasteczki.
Obserwowane w nici intra- i internukleotydowe korelacje protonow H2 adenozyn A5, A6
I A7 wykazuja podobienstwo do tych rejestrowanych dla regularnych struktur helikalnych.
Kontakty NOE protonu C19:H1' do protonéw H2 kazdej z tych reszt sugeruja, ze reszty
adeniny zorientowane sa w kierunku osi helisy. Obserwacja Sciezek H8)-H2'i)-H8i+1) oraz
H8i-H3')-H8i+1) dodatkowo potwierdza ten fakt. Rowniez w przypadku komplementarnej
nici obecno$¢ sekwencyjnych kontaktow H2'G)-H5/H6(i+1) oraz H3'G)-H5/H6(+1) pomigdzy
resztami -C17-U18-C19-, jak 1 sygnatow korelacyjnych migdzy protonami zasad

heterocyklicznych, wyraznie wskazuje na zachowanie silnych oddziatywan warstwowych dla

tych reszt.
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Rys. 52. Region sygnatow H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (tm =400 ms) dupleksu Il w DO
(600 MHz, 25°C). W widmie zaznaczona zostata sekwencyjna $ciezka H6/H8()-H1'i-H6/H8j+y)

— kolorem zielonym dla gérnej nici, natomiast niebieskim — dla dolnej nici. Przerywane linie
wskazujg potozenie sygnatow H2 reszt adenozyny.

W oparciu o analiz¢ widma 2D-NOESY wykonanego w 90% H»>0/10% D-.O (10°C)

przypisatem réwniez sygnaly protonéw wymienialnych. W widmie obserwowatem jedynie
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osiem sygnatdéw pochodzacych od protonéw iminowych — siedem waskich oraz jeden
wyraznie poszerzony w stosunku do pozostatych. Przypisania waskich sygnatéw dokonatem
w oparciu o obserwowane kontakty NOE, analogicznie jak w poprzednich przypadkach
(rozdziat 1V.2.1.1.2 i IV.2.2.1). Przesuni¢cie chemiczne poszerzonego sygnalu ma wartos¢
12.94 ppm i odpowiada zaangazowanej w tworzenie pary Watsona-Cricka reszcie guanozyny
(Rys. 53). Obserwowane w widmie bardzo stabe korelacje dla tego sygnalu wskazuja, iz
pochodzi on najprawdopodobniej od terminalnej reszty G1. Na zadnym z widm wykonanych
w 90% H>0/10% D20 nie zaobserwowatem natomiast sygnatu protonu iminowego reszty
U18, dlatego niewiele mozna powiedzie¢c o ewentualnym zaangazowaniu tej reszty
w tworzenie wigzan wodorowych. Nieobecnos$¢ tego sygnatu moze by¢ spowodowana duzg

dynamika regionu albo szybkg wymiang protonu U18:H3 z woda.

u16 u20 G100 G14 G1 G4 G21 G8
1 \ ( 1 1 1 1 (

T T \ T T \ T T T T \ T
144 142 140 13.8 136 134 13.2 13.0 128 126 124 [ppm]

Rys. 53. Fragment widma *H NMR (600 MHz, 90% H,0/10% D;0) obejmujacy zakres sygnatéw protondw
iminowych dupleksu I11. Nad widmem zaznaczone zostaty przypisania sygnatéw rezonansowych.

O dynamicznym charakterze wybrzuszenia informujg takze obserwowane w widmie
DQF-COSY posrednie miedzy forma C2'-endo i C3'-endo sprzezenia 3Jui-nz reszt A5 i A6
(~4 Hz). Rowniez terminalna guanozyna G12 znajduje si¢ w stanie rownowagi
konformacyjnej C2'-endo/C3'-endo, o czym $wiadczy wielko$¢ statej sprzezenia 3Juimz
wynoszaca 4.7 Hz. W widmie nie byly natomiast obecne inne sygnaly H1'-H2', co
jednoznacznie wskazywalo na konformacj¢ N pozostatych jednostek nukleotydowych.
Trudno jest powiedzie¢ co$ wigcej o ewentualnych zaburzeniach konformacji szkieletu
fosforocukrowego na podstawie analizy sprzezen 3Juans i 3Jnans', gdyz w odpowiadajacym
regionie widma DQF-COSY sygnaty rezonansowe silnie si¢ naktadaty.

Kolejnych, niezbednych do ustalenia struktury tego dupleksu informacji dotyczacych
konformacji szkieletu fosfodiestrowego dostarczyly widma *H-'P HSQC. Ich analiza sktonita
mnie do wniosku, iz nie nalezy oczekiwaé nietypowych konformacji bezposrednio wokot
grup fosforanowych, czego potwierdzeniem jest silne zgrupowanie linii rezonansowych

3P NMR dupleksu. Podobnie, sprzezenia 3Jpnz, 3Jnars i 3Jnanse nie roznig sie od tych
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oczekiwanych dla regularnych struktur A-RNA. Niestety, nie udato sie przypisa¢ sygnatu 3!P
NMR dla reszty G8 (Rys. 54). Z tego wzgledu nie bylem w stanie oszacowaé wielkosci
sprzezen °J, a tym samym okresli¢ konformacji szkieletu fosforocukrowego pomiedzy

resztami A7-G8.

F1 [ppm]

C19pU20 E
e U18pC19 -4.7

G14pC1 5 G4pA5

C15pU16 E-4.6

U16pC17 i G10pC11
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A3pG4 E 1
C17pU18 '
Lo4.2
G1pC2

C11pG12 F-4.1

A9pG10 U20pG21

’ L-4.0

ABpA7 3.9
C2pA3 G8pA9

3.8
C13pG14
3.7

AS5pA6
e -3.6

T T T T T T T T T T T T T T
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Rys. 54. Widmo korelacyjne *H-3P NMR dupleksu 111 w D;O (25°C) z zaznaczonymi sygnatami H3'(n)-Pn).
Na osi F1 zaznaczona zostata skala przesunieé¢ chemicznych jader 3P, a na osi F2 — *H.

Porownanie warto$ci przesunie¢ chemicznych sygnatow dupleksu 111 (Tabele 12 i 13),
zar6wno do przesunie¢ chemicznych dupleksu I, jak i Il wykazuje znaczne podobienstwo.
Obserwowane rdéznice majg charakter lokalny, obejmujacy jedynie sygnaly nalezace do
atoméw z regionu petli wewnetrznej, oraz ewentualnie nieliczne sygnaty pochodzace od
terminalnych zasad. W przypadku wiekszosci sygnatéow H NMR wartoéci przesunigé
chemicznych réznig si¢ mniej niz 0.1 ppm, natomiast roznice przesuni¢¢ chemicznych
sygnatow 13C nie przekraczajg zazwyczaj 0.4 ppm, a sygnatow 3P — 0.2 ppm. W stosunku do
dupleksu referencyjnego nieznacznie wigksze roznice zaobserwowa¢ mozna dla
pojedynczych sygnatow reszt G4, G8 i C19. W przypadku reszty G4 najwigksze zmiany
dotycza protonu H3, ktory w poréwnaniu do dupleksu referencyjnego jest stabiej ekranowany

0 0.30 ppm, oraz silniej przestanianego (o 0.26 ppm) protonu H2'. W przypadku reszty C19,
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proton H1' ulega przesunieciu w kierunku nizszych wartosci przesuni¢¢ chemicznych o 0.21
ppm w stosunku do dupleksu referencyjnego, natomiast protony G8:H8 i C19:H5 sg stabiej
ekranowane o odpowiednio 0.31 ppm i 0.21 ppm.

Analiza poréwnawcza warto$ci przesuni¢¢ chemicznych obu dupleksow pokazuje, ze
zmiany przesuni¢¢ chemicznych wywotane wprowadzeniem dodatkowych jednostek
nukleotydowych sa niewielkie. Te mate roznice przesuni¢¢ chemicznych sygnatow
rezonansowych wskazujg niewatpliwie na duze podobienstwo strukturalne odpowiadajacych
sobie fragmentow helikalnych obu dupleksow. Warto zwroci¢ uwage na stosunkowo
niewielkie, jednak wigksze niz w przypadku dupleksu 11, réznice przesuni¢¢ chemicznych
jader 3P. Jest to prawdopodobnie wynikiem proby roztadowania naprezen wystepujacych
w szkielecie fosforocukrowym, wywolanych akomodacjg niesparowanych reszt do helikalne;j

struktury dupleksu.

Tabela 12. Wartosci przesunie¢ chemicznych 8'H (ppm) sygnatow dupleksu I11 [D20, 25°C].

Res. | H6/H8 | H2/H5 H1' H2' H3’ H4' H5'/H5"” | amino imino
Gl 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 *14.07 *|* 12.77
A5 7.99 7.71 6.03 4.44 4.73 4.50 *14.13 *|* -
A6 8.30 7.84 6.02 4.68 4.81 4.56 4.43/4.23 *|* -
AT 8.10 7.79 5.93 4.69 4.70 4.59 4.46/4.23 *|* -
G8 7.43 - 5.66 4.65 4.47 451 *[4.17 *|* 12.47
A9 7.80 7.51 5.98 4.68 4.66 4.54 *14.17 *|* -
G10 | 7.25 - 5.67 4.43 4.43 4.45 4.50/4.07 *|* 13.45
Cil1 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 *|* -
Gl4 | 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 -
uUl6 7.97 544 5.59 4.57 454 4.47 *14.14 - 14.13
C17 7.84 5.68 5.61 4.47 4.41 * */4.14 | 7.05/8.31 -
u1s8 7.88 5.61 5.57 441 4.48 * *14.14 - *
C19 7.99 5.87 5.33 4.26 451 4.37 */412 | 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 —

* Sygnaty, ktore nie zostaly przypisane.
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Tabela 13. Wartosci przesunie¢ chemicznych & (ppm) sygnatoéw 13C oraz 3P NMR dupleksu 111 [D20, 25°C].

Res. | C6/C8 | C2/C5 Cl' Cc2' C3' C4' C5' S1p
Gl | 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 *x - 92.68 75.32 72.98 * * -3.92
C15 | 141.43 97.14 93.85 75.47 * * * -4.50
uUl6 * 103.31 * 75.32 * * * -4.47
C17 | 141.74 97.66 75.58 * * * -4.44
u1s8 *x 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

* Sygnaly, ktore nie zostaly przypisane.

2.3.2. Analiza konformacyjna. Wyznaczenie wiezow strukturalnych (I1I)

Odleglosci miedzy parami protondéw wyznaczylem na podstawie objetosci sygnatow
korelacyjnych z widm 2D NOESY (D20) wedtug wzoru (18), a otrzymanym warto$ciom
przypisalem dolng i gorng granicg blgdu wynoszaca odpowiednio -15% i +30%.
Dodatkowych 26 wiezéow, w tym 16 dla regionu petli wewnetrznej (o granicach 4.0 — 7.0 A)
wyznaczylem z analizy widm 2D NOESY, wykonanych z dlugim czasem mieszania
Tm=400ms. Na
wymienialnych w widmie 2D NOESY (90% H:0/10% D>0) uzyskatem dodatkowo wiezy,

podstawie  obserwowanych sygnatow  korelacyjnych  protonow
dla ktérych ustalitem dolne i gorne granice bledow, odpowiednio 1.8 A oraz 6 A. Wiezy te
wyznaczylem opierajac si¢ gléwnie na widocznych sekwencyjnych kontaktach migedzy
protonami iminowymi dupleksu. Rowniez w oparciu o analiz¢ sygnatow protonow
wymienialnych wyznaczylem wigzy na wigzania wodorowe Watsona-Cricka oraz
wprowadzilem wigzy na planarno$§¢ wszystkich par zasad dupleksu z wyjatkiem reszt

adenozyny A5, A6, A7 i jednostki nukleotydowej U18.
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Na podstawie analizy sygnatéw korelacyjnych HI1'-H2' w widmach DQF-COSY
okreslitem konformacje pierscieni cukrowych. Wiezy na konformacje C3'-endo zadatem dla
wszystkich reszt, z wyjatkiem terminalnej reszty G12 oraz adenozyn A5 i A6, na ktore
Z uwagi na obserwowane stale sprzezenia rzedu 4 Hz, nalozytem wiezy zezwalajace przyjecie
zaro6wno formy C3'-endo, jak i C2'-endo.

Wiezy na katy y w zakresie -158+30° zadalem dla wszystkich jednostek
nukleotydowych na podstawie analizy intensywno$ci intranukleotydowych sygnatow
korelacyjnych obserwowanych pomigdzy protonami H2/H6/H8 1 H1'/H2'/H3' w widmach
2D NOESY. Z powodu znacznego nakladania si¢ sygnatow, analize katow 7y dokonatem
W oparciu o widma wykonane w trzech r6znych temperaturach: 20, 25 1 30°C.

Wprowadzitem takze wigzy na katy torsyjne a. i § szkieletu fosforocukrowego (0 + 120°)
na podstawie analizy przesunieé¢ chemicznych linii rezonansowych 3P NMR, ktéra wykazata
koncentracje wszystkich sygnatéw w typowym dla formy A-RNA waskim zakresie ~1 ppm
(-3.6 —-4.7 ppm). Podobnie jak w dupleksach I i Il, nie zadalem wigzow na katy a i C
W regionie petli wewnetrznej, aby podczas dynamiki utatwié czasteczce penetracje przestrzeni
konformacyjnej.

Na katy torsyjne B wiekszosci reszt nukleotydowych natozytem wiezy determinujace
konformacje trans (178 + 30°) opierajac si¢ na obserwacji jedynie matych sprzezen Jpus
i 3Jpus'. Z uwagi na niemozno$¢ identyfikacji sygnatow 3P reszt A5 i G8, dla tych reszt nie
zadalem wigezow na katy B. Tym samym nie wprowadzitem réwniez restrykcji na katy € reszt
G4 i A7. Wartoci pozostatych katow €, okreslitem na podstawie analizy sprzezen 3Jpnz
| przyjatem zakres -153 +30° dla wszystkich reszt, oprocz C15 i U18, ktorych wartosci
sprzezen z uwagi na silne naktadanie si¢ sygnaldéw nie mozna byto analizowac. Dla tych dwu
ostatnich reszt wprowadzilem wiezy z zakresem btedu 120 & 120°.

Zdecydowanie trudniejszym zadaniem bylo wyznaczenie, na podstawie uzyskanych
widm, wartosci katéw y szkieletu fosforocukrowego. Niestety, nie udalo si¢ otrzymac takiego
widma DQF-COSY, w ktorym sygnaty H4'-HS5'/HS" bytyby na tyle rozdzielone, abym mogt
w oparciu o pomiar statych sprzezen 3Juans i 3Jnans jednoznacznie okreslié zakresy katow .
Jedynie w przypadku kilku reszt (G1, C13, U20 i G21) moglem na podstawie posiadanych
widm bez problemu okres§li¢ wielkos¢ statej sprzezenia 1 tym samym wyznaczy¢ kat v.
Poniewaz jednak w dupleksie | oraz Il nie obserwowalem zadnych nietypowych dla formy

A-RNA warto$ci sprzgzen, a porownanie widm wskazuje na duze podobienstwo
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odpowiadajacych sobie fragmentéw helikalnych wszystkich trzech dupleksow, stad dla

dwuniciowych regiondw wprowadzilem wiezy o zakresie 54 + 30°.

2.3.3. Restryktywna dynamika molekularna (I11)

Obliczenia strukturalne przeprowadzitem metodami rMD za pomoca protokotu
symulowanego wyzarzania (rozdziat 1V.2.1.3) w programie Xplor-NIH?%2%  Badania
prowadzitem w polu sitowym CHARMM z uwzglednieniem danych eksperymentalnych
NMR. Petna statystyka wykorzystanych podczas dynamiki wigzé6w podana zostata w tabeli na
rysunku 55. Podczas etapu udokladnienia potencjaty DELPHIC?® zadatem na wszystkie
reszty z wyjatkiem wystepujacych w petli (A5, A6, A7 oraz U18). Analiza pierwszych
otrzymanych struktur wykazata, ze w strukturach tych niektore pary protonéw znajdujg si¢
w odlegtosciach, dla ktorych w widmie 2D NOESY powinienem obserwowac¢ sygnaly NOE.
Poniewaz w niektérych przypadkach jednoznacznie moglem ustali¢, ze korelacje takie nie
wystepuja, dlatego powtarzatem obliczenia wprowadzajac ostatecznie 11 dodatkowych
wiezé6w typu uNOE (z dolng granicg réwna 5 A) uzyskanych w trakcie analizy widm
I wstgpnych struktur. Wiezy te uniemozliwialy generowanie struktur, w ktorych mozliwe
bylyby odlegtosci mniejsze anizeli 5 A, miedzy innymi pomiedzy protonem H2 reszty A5,
i protonami H8 reszt G4, A6 i A7 oraz H1' reszty U18, jak rowniez migdzy protonem A7:H2
i protonami H5, H6 reszty C19, oraz G8:H1'. Wymieni¢ tu mozna réwniez wiezy pomiedzy
protonem H2 reszty A6, i odpowiednio protonami H8, H2' reszt A5 i A7. W wyniku
koncowych obliczen otrzymatem 37 konformerow, zgodnych z danymi eksperymentalnymi,
sposrdd ktorych do dalszej analizy wybratem 10 charakteryzujacych si¢ najnizsza energia
catkowitg. Superpozycje otrzymanej rodziny struktur przedstawia rysunek 55, natomiast
region obejmujacy niesparowane reszty ukazany zostal na rysunku 56. Zbieznos¢
wspotrzednych koncowych mierzona parametrem RMSD, dla wszystkich cigzkich atomow
wynosi 1.12 A natomiast dla regionu petli wewnetrznej 1.18 A. Wsrod struktur o najnizszej
energii wszystkie reszty adenozyny A5, A6 i A7 skierowane sag do wnetrza helisy,
a konformacja czasteczki stabilizowana jest poprzez oddzialywania warstwowe miedzy
kolejnymi resztami zasad w tancuchu (Rys. 57). Analizowalem réwniez oddzialtywania
warstwowe pomiedzy skrajnymi adenozynami petli (A5 i A7), a parami zasad G:C, ktore
Z nimi sgsiaduja. Oddziatywanie pomiedzy reszta A7 i sasiednig resztag G8 jest duzo silniejsze
niz oddziatywanie reszty A5 z resztg guanozyny G4, co przedstawione jest na rysunku 58.
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Silne oddzialywania warstwowe wystepuja réwniez migdzy resztami -C17-U18-C19-

212 gpliczenia

naprzeciwlegtej nici. Przeprowadzone za pomoca programu RNA View
wykazaty, ze wérdod 10 analizowanych struktur tylko cztery wykazywaly zawigzywanie si¢
wigzan wodorowych pomigdzy reszta U18, a resztami adeniny drugiej nici. Jednakze
w zadnej z tych struktur program nie wykazat istnienia typowych dla kanonicznej pary A:U
wigzan wodorowych, co sugeruje, ze gldownym czynnikiem odpowiedzialnym za stabilizacje
konformacji tego regionu sg oddzialywania warstwowe. Przy takiej aranzacji reszt mozna
dyskutowaé, czy tworzacy si¢ motyw strukturalny da si¢ jeszcze zaklasyfikowacé jako
wybrzuszenie dinukleotydowe, czy stanowi niesymetryczng petle wewnegtrzng, w ktorej
W jednej nici znajdujg si¢ trzy niesparowane adenozyny, a w nici naprzeciwleglej
niesparowana urydyna. Zgodnie z ogdlnie przyj¢ta definicjg motyw ten bardziej odpowiada
petli wewnetrznej, dlatego podczas omawiania tej struktury uzywatem raczej okreslenia

»petla” niz ,,wybrzuszenie”.

Statystyka wiezéw wykorzystanych w obliczeniach.

Calkowita liczba wigzow NOE: 329
intranukleotydowe 199
internukleotydowe 130

Wigzy typu uNOE 11

Wiezy na wigzania wodorowe 54

Wigzy na planarnosé 9

Wigzy na katy dwuscienne: 214
szkieletu fosfodiestrowego 82
rybozy 110
wigzania glikozydowego 22

Srednia liczba wiezéw NOE przypadajacych na
reszte nukleotydowa 14.95
Srednia liczba wiezoéw NOE oraz wiezow na katy
dwuscienne przypadajacych na reszte nukleotydowa 24.68

Rys. 55. Natozenie rodziny 10 struktur przestrzeni konformacyjnej dupleksu I11.
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Rys. 56. Region petli wewnetrznej dupleksu 111 dla 10 strukur o najnizszej energii w rzucie od strony duzej
bruzdy.

A)

u18

Rys. 57. Aranzacja niesparowanych reszt w strukturze o najnizszej energii w rzucie od strony matej bruzdy (A)
i wzdhuz osi helisy (B).

A) B)

C17

u18

Rys. 58. Naktadanie si¢ sasiadujacych zasad w rzucie wzdtuz osi helisy dla reszt G4, A5, U18 i C19 (A) oraz
reszt A7, G8, C17 i U18 (B) reprezentujagce model oddzialywan warstwowych w regionie
wybrzuszenia dupleksu I1.
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Wsrdd 36 struktur przestrzeni konformacyjnej zgodnych z danymi eksperymentalnymi,
lecz energetycznie mniej uprzywilejowanych, znajdowato si¢ takze 8 takich konformerow,
w ktorych jedna z reszt adenozynowych (A5, A6 lub A7) wyrzucona byta na zewnatrz helisy,
zachowujac jednak kontakt z pozostalymi resztami uktadu helikalnego (Rys. 59).

Rys. 59. Przyktadowe struktury dupleksu Ill, o nizszej energii, w ktérych jedna z reszt adenozynowych
tworzacych petle wewngtrzng wyrzucona jest na zewnatrz helisy.

2.3.4. Analiza przestrzeni konformacyjnej otrzymanej rodziny struktur (I11)

Analize parametrow helikalnych wyznaczonych struktur przeprowadzitem za pomoca
programu Curves®®®!. Srednie wartosci katow torsyjnych otrzymane dla 10 struktur
koncowych dupleksu 1l zestawione zostaly w tabeli 14, natomiast usrednione warto$ci
parametréw helikalnych wraz z odchyleniami standardowymi przedstawione w tabeli 15.
Analiza $rednich wartosci katéw torsyjnych oraz parametréw pofatdowania cukru dla catego
dupleksu wykazuje, iz wyznaczone wartosci sg porownywalne z otrzymanymi dla formy
A-RNA. Jednak w przypadku analizowanej struktury wyraznie ujawnia si¢ wigksza dynamika
strukturalna, o czym $wiadczg wigksze niz w przypadku struktur | i Il warto$ci odchylen
standardowych. Najwieksze roznice odchylen standardowych wystepuja dla parametréw
okreslajacych konformacj¢ reszt A5, A6, A7 oraz C19, przy czym szczegodlnie duze zmiany

zauwazy¢ mozna w przypadku katow o iy reszt A7 i1 C19. Dla czterech struktur kat o reszty
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A7 odpowiada wartosci typowej dla konformacji gauche™, rownej 306 + 10°, natomiast
W szesciu pozostatych strukturach katy te przyjmuja wartosci z przedzialu 68° — 155°.
W przypadku tych szesciu struktur z nietypowymi wartosciami kata o zwigzane sg rowniez
inne niz dla kanonicznej struktury, wartosci katow vy (209 +29°). Katy y reszty A7
W pozostatych czterech strukturach przyjmujg warto$ci typowe dla struktur A-RNA (43 £ 9°).
W charakterystycznym dla formy A przedziale znajduja si¢ rowniez katy o i y reszt A6 oraz
G8 wigkszosci otrzymanych struktur. Wsrdd analizowanych struktur o najnizszej energii
wystepuje tylko jedna struktura, w ktorej reszta A6 ma nietypowa warto$¢ kata o, wynoszaca
91° oraz dwie struktury, w ktorych dla reszty G8 kat ten wynosi 155 + 1°. Rowniez wartosci
katow vy odpowiednich reszt tych trzech struktur odbiegaja od typowych wartosci.
W strukturze o nietypowej wartosci kata o reszty A6 odpowiada kat y rowny 197°, natomiast
w przypadku dwoch struktur o odmiennej konformacji kata a reszty G8, katy y przyjmuja
wartosci 167 = 1°. Podobng korelacj¢ migedzy katami o i y zaobserwowalem roéwniez dla
reszty C19 naprzeciwleglej nici, przy czym dla trzech struktur katy te przyjmuja odpowiednio
warto$ci 139 + 8° (a) i 169 +4° (y), dla kolejnych trzech — wynosza: 226 +2° i 118+ 1°,
a W pozostalych strukturach tylko nieznacznie r6znig si¢ w stosunku do formy kanonicznej
(odpowiednio 321+ 13° i 45+6°). Zmiany w konformacji reszty C19 s3 niewatpliwie
wywotane z jednej strony proba akomodacji reszt A5, A6 i A7, z drugiej za$ strony z takg
aranzacja reszt zwigzana jest wigksza swoboda konformacyjna catego regionu petli. Pomimo
widocznego wpltywu obecnosci dodatkowych reszt adenozyny na konformacje
komplementarnej nici, nie zaobserwowatem wyraznej korelacji pomigedzy wartosciami katow
o 1y reszty C19, a opisywanymi wczesniej katami reszt naprzeciwleglej nici. Pozostate katy
torsyjne, zarowno reszt regionu petli wewngtrznej, jak i reszt fragmentow dwuniciowych,
przyjmuja wartosci charakterystyczne dla formy A-RNA, z zauwazalnie jednak wigkszym
rozrzutem tych wartosci (wyrazonym odchyleniem standardowym) dla reszt znajdujacych sig¢
w petli. Wyjatek stanowi kat o 1 zwigzany z tym parametr P reszty A5, ktoérej pierScien
cukrowy (dla pigciu struktur) znajduje si¢ w konformacji N, a w pozostatych przyjmuje
forme S.

Obliczone parametry helikalne dla fragmentéw dwuniciowych (Tabela 15) pozwalaja
wnioskowac, iz fragmenty te raczej nie wykazuja wiekszych odstepstw od formy kanoniczne;.
Warto jednak zwréci¢ uwage na mniejsze niz dla formy A nachylenie par zasad wzgledem
glownej osi dupleksu, ktore mierzone jest parametrem Inclination (10 + 4°), oraz wyrazong

parametrem x-Displacement zmniejszong warto$¢ $rednicy kanatu biegngcego wzdhuz osi
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helisy (-4.0 = 0.4 A). Wartosci otrzymane dla obu tych parametréw s3 zauwazalnie mniejsze
w przypadku fragmentu znajdujgcego si¢ po stronie 5' petli anizeli te otrzymane dla
fragmentu po stronie 3'. Ta propagacja zaburzenia wywotana prébg minimalizacji napr¢zen
powstatych w wyniku akomodacji dodatkowych reszt pozwala wnioskowa¢, iz konformacja
petli wewnetrznej wywiera wigkszy wptyw na strukture dwuniciowego fragmentu helikalnego
po stronie 5' konca, niz na pary zasad znajdujace si¢ po stronie 3'.

Niestety, w przeciwienstwie do poprzednio omawianego przypadku (dupleks I1) nie udato si¢
otrzyma¢ adekwatnych wartosci dla lokalnych parametréw helikalnych wyznaczanych
migdzy kolejnymi zasadami w nici oligonukleotydowej. Jest to spowodowane
niedoskonato$cig programu Curves, ktory daje gorsze rezultaty podczas wyznaczania
parametrow helikalnych jednoniciowych fragmentow anizeli w pelni komplementarnych

dupleksow.

Tabela14. Srednie wartosci katow torsyjnych tancuchow fosfodiestrowych (o, B, v, 8, & &), kata
glikozydowego (y) oraz parametréw opisujacych konformacje pier§cieni cukrowych (P, Vmax)
obliczonych dla dupleksu I11. W nawiasach podane zostaty wartosci odchylenia standardowego.

Reszta o B Y ) € ¢ X P Vmax
Gl - - 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)
AT 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(2) 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)
Ci15 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)
u1s 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) 52 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)
Srednia: 294 (9) | 180 (11) | 48 (11) 83(4) | 200 (7) | 294 (5) | 203 (10) | 15(10) | 40(2)

[A-RNAZS210) 294 | 186 | 49 | 8 | 202 | 294 | 202 | 18 | 39 |
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Usrednione warto$ci wybranych parametréw helikalnych dupleksu Il wraz z odchyleniami

Tabela 15. standardowymi.
Para zasad | x-Displacement dx (A) | y-Displacement dy (A) Inclination 1 (°) Propeller twist o (°)
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)
Srednia: -4.0 (0.4) 0.2 (0.3) 10 (4) -11 (7)
| A-RNAZL | -5.3 0.0 16 -14
Speakr"zzggéa Shift Dy (A) Rise D, (A) Twist Q (°) Roll p (°)
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 (0.2) 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)
Srednia: 0.0 (0.4) 2.8(0.2) 33 (6) 2 (8)
| A-RNAL | 0.0 2.8 33 0

2.4. Badania strukturalne dupleksu 1V

2.4.1. Analiza strukturalna w oparciu o widma NMR (1V)

Stosujac metody wysokorozdzielczej spektroskopii NMR podjatem rowniez probe
ustalenia struktury dupleksu IV o sekwencji zasad przedstawionej na rysunku 60.

Rys. 60. Struktura drugorzedowa dupleksu 1V.
W tym celu wykonatem seri¢ widm NMR: 2D NOESY w D20 (tm = 400 ms), DQF-COSY,

1H-13C HSQC oraz 2D NOESY w mieszaninie 90% H,0/10% D,0. Jednak z uwagi na bardzo
szybko postepujaca degradacje probki nie udato si¢ wykona¢ petnej serii eksperymentow, na

111



podstawie ktorych mozliwe byloby wyznaczenie struktury trzeciorzgdowej badanego
dupleksu. Trudnos$ci w analizie strukturalnej czasteczek RNA metodami spektroskopii NMR
wynikajg nie tylko z silnego zaggszczenia sygnatow, czy tez braku dostatecznej ilosci wigzow
strukturalnych w najbardziej interesujacych regionach niehelikalnych, ale takze podatnos$ci
czasteczek RNA na degradacje. Moze ona by¢ wywotana obecnoscia enzymow,
oddziatywaniem z jonami metalu, lub autodegradacja. Szczegdlnie wrazliwe na degradacje sa
fragmenty jednoniciowe lub zawierajgce niekanoniczne pary zasad. Wtasciwosci katalityczne
niektorych czasteczek RNA, zwanych rybozymami, sg dobrze rozpoznane, jak na przyktad
rybozymu hammerhead?®3,

W oparciu o analiz¢ wykonanych widm, korzystajac z metod opisanych w rozdziale
IV.2.1.1, a takze na podstawie analizy poréwnawcze] widm omowionych wczesniej
dupleksow (I, 11, 11l), przypisatem sygnaly wymienialnych i niewymienialnych protonow.
Analiza widma 2D NOESY w D20 wykazata wystepowanie typowych dla formy A-RNA
korelacji. Stosunkowo waskie sygnalty w widmie wskazuja na pewne uporzadkowanie
struktury czasteczki. Fragment widma, w ktorym zaznaczone zostaly sekwencyjne $ciezki
NOE dla obu nici dupleksu przedstawiony zostaly na rysunku 61. W widmie tym
zaobserwowac¢ mozna nieprzerwany szlak polaczen intra- i internukleotydowych wyznaczony
dla reszt -G4-A5-A6-A7-A8-G9-. Obserwacja nieprzerwanej Sciezki NOE $wiadczy, ze zostat
zachowany dos¢ bliski kontakt pomigdzy heterocyklicznymi resztami fragmentu
wybrzuszenia. Niestety, analiza widma jest znacznie utrudniona z uwagi na bardzo silne
naktadanie si¢ sygnalow rezonansowych. Dostep do widm wykonanych z krotszymi czasami
mieszania niewatpliwie znacznie ulatwitby analize¢ tych regionow widma 2D NOESY, na
ktorych sygnaly bardziej sie naktadaja. Rowniez brak dobrego widma korelacyjnego *H-1C
HSQC uniemozliwil przypisanie bardzo istotnych (z punktu widzenia strukturalnego)
sygnatow H2 reszt adenozynowych z regionu wybrzuszenia. Stad proba analizy konformacji
tego fragmentu tylko na podstawie obserwowanych korelacji do protondow H8 moze nie by¢
pelna.

Informacja o konformacji pier§cieni rybozy uzyskiwana jest migdzy innymi na podstawie
analizy wielkosci statych sprzezenia 3Jnirz W widmie DQF-COSY, dlatego podjatem probe
ich oszacowania. W przeprowadzonym eksperymencie, w regionie H1'-H2', zaobserwowaé
mozna 6 sygnatow, z ktorych potowa pochodzi od pier§cieni cukrowych terminalnych reszt
G13 (o wielkosci 3Jurnz ~5 Hz), oraz C14 i C23 (~3 — 4 Hz). Pozostate nalezg do reszt AB,
A7 1 U19. Nie obserwowalem natomiast sygnatdéw od pozostalych reszt w regionie

wybrzuszenia. Moze to wskazywac, iz reszty te znajduja si¢ w typowej dla formy A-RNA
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konformacji C3'-endo (na przyktad reszta A5) lub z drugiej strony by¢ wynikiem znacznego
poszerzenia sygnalow H2', ktérych w przypadku pozostalych reszt nie udato si¢ przypisac.
Niestety, z uwagi na degradacje probki nie udalo si¢ przeprowadzi¢ eksperymentow 3P
NMR, dlatego nie moglem jednoznacznie przypisa¢ sygnaldéw protonow sprzezonych

Z jadrami fosforu, ani wnioskowa¢ o konformacji szkieletu fosforocukrowego czasteczki.
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Rys. 61. Region sygnatow H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (tm =400 ms) dupleksu IV w DO
(600 MHz, 25°C). Na widmie zaznaczona zostata sekwencyjna $ciezka H6/H8i-H1')-H6/H8(i+1) —
kolorem zielonym dla goérnej nici, natomiast niebieskim — dla dolnej. Przerywane linie wskazuja
polozenie sygnatlow H2 reszt adenozyny.

Na podstawie eksperymentu *H NMR wykonanego w mieszaninie 90% H>0/10% DO
(Rys. 62) mozna wnosi¢, ze zawigzujacy si¢ dupleks ma bardziej dynamiczny charakter niz
analogiczny dupleks 11 zawierajacy jedng wybrzuszong adening. W widmie widoczne jest
poszerzenie sygnatow pochodzacych od protonéw zaangazowanych w tworzenie par zasad.
Najwigksza szeroko$cig potowkowa odznaczajg si¢ sygnaly terminalnych reszt guanozyny.
Réwniez pewnemu poszerzeniu, lecz znacznie mniejszemu ulegajg sygnaly iminowe
guanozyn G4 i G9, zamykajacych wybrzuszenie. Trudno natomiast jest wnioskowac

0 oddzialywaniach protonu iminowego reszty U19.
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Rys. 62. Fragment widma *H NMR (600 MHz, 90% H,0/10% D,0) obejmujgcy zakres sygnatéw protondw
iminowych dupleksu IV. Nad widmem zaznaczone zostaly przypisania sygnatow rezonansowych.

W oparciu 0 uzyskane dane NMR nie mozna bylo okresli¢ struktury przestrzennej

dupleksu 1V. Jedynie z analizy pordéwnawczej przesuni¢¢ chemicznych linii rezonansowych

odpowiadajgcych sobie regionow dwuniciowych dupleksow IV i | mozna sugerowaé

0 pewnym podobienstwie strukturalnym tych fragmentow. Dowodem tego s3a nieznaczne

roznice przesunie¢ chemicznych sygnatéw. Wartosci przesunieé¢ chemicznych H NMR

odpowiadajace temperaturze 25°C zamieszczone zostaly w tabeli 16, natomiast sygnatow 13C

w tabeli 17.

Tabela 16. Wartosci przesunigé chemicznych 8*H (ppm) sygnatow dupleksu 1V [D,0, 25°C].

Res. | H6/H8 | H2/H5 H1l' H2' H3' H4' H5'/H5" | amino imino
Gl 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 *14.22 | 6.90/8.60 -
A3 8.00 7.02 5.95 4.66 4.70 451 4.56/4.19 *|* -
G4 7.10 - 551 * * * *14.05 *|* 12.65
A5 7.62 * 5.76 4.28 * * * *|* -
A6 7.76 * 5.85 4.72 * * * *|* -
AT 8.16 * 5.68 4.37 * * * *|* -
A8 8.02 * 5.50 * * * * *|* -
G9 7.77 - 5.60 * * * *14.20 *|* 12.46
Al10 7.83 7.54 5.99 4.69 4.68 4.55 *14.21 *|* -
Gl1 | 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 - 5.87 411 4.30 4.24 4.44/4.05 *|* *
Cl4 | 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 4.66 471 * *14.21 *|* 13.27
C16 7.76 5.34 5.58 4.44 4.49 4.49 *|* 7.00/8.69 -
u17 7.95 5.47 5.61 451 * 4.45 *14.14 - 14.32
C18 7.86 5.75 5.76 * * * *[4.15 | 7.16/8.44 -
u19 7.91 5.67 5.81 4.47 * * *14.18 - *
C20 7.96 5.90 5.50 * * * *14.20 | 7.10/8.35 -
u21 7.89 5.46 5.46 4.59 * * *14.14 - 13.52
G22 | 7.74 - 5.79 4.36 4.61 4.45 *14.13 *[* 12.68
C23 7.50 5.26 5.69 3.95 4.14 4.14 4.48/4.01 | 7.01/8.36 —

* Sygnaty, ktore nie zostaly przypisane.
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Tabela 17. Wartosci przesunie¢ chemicznych & (ppm) sygnatéw °C NMR dupleksu 1V [D20, 25°C].
Res. | C6/C8 C2/C5 Cl’ c2' C3’ C4' C5’
GL | * _ * * * * 62.28
c2 | * 97.08 * * * * *
A3 | * | 15239 * * * * *
G4 * _ * * * * *
A5 * * * * * * *
A6 * * * * * * *
A7 * * * * * * *
A8 * * * * * * *
Gg * _ * * * * *
Al10 * * 92.79 * * * *
C12 * 97.38 * * * * *
G13 * - * 77.74 70.39 * *
Cl4 | 142.72 98.88 * * * * 62.02
ci6| * 9708 | 9391 * * * *
Uiz | * | 10335 * * * * *
cig| 97.68 * * * * *
Ul | x| 104.22 * * * * *
co| * 98.50 * * * * *
U21 | * | 10356 | 9357 * * * *
G22 * _ * * * * *
co3 | 97.42 * 7733 | 69.53 | 83.22 *

* Sygnaly, ktore nie zostaly przypisane.

2.5. Podsumowanie. Analiza katéw torsyjnych, parametrow pofaldowania pierscieni

cukrowych oraz parametrow helikalnych struktur I, IT i I1I

Warto$ci wszystkich katow torsyjnych rodzin 10 struktur dupleksoéw I, 11 oraz dupleksu

I11 zestawione zostaly za pomoca programu Nucheck?

w postaci ukladajacych sie¢
koncentrycznie pier§cieni przedstawionych na rysunku 63. Poréwnanie wykresow pozwala
wychwyci¢ pewne rdéznice strukturalne pomigdzy trzema badanymi czasteczkami. Najwigksze
roéznice obserwuje sie dla katow torsyjnych o i y. W strukturach duplekséw Il i 111 pojawiaja
si¢ nietypowe dla formy A-RNA rotamery, ktére zwigzane sa z konformacjami nieobecnymi
w strukturze odniesienia (1), przy czym w przypadku dupleksu 111 ich liczba jest najwigksza.
W strukturze czasteczki 111 wystepuja reszty nukleotydowe, w ktorych pierscien cukrowy
znajduje si¢ w konformacji S (na co wskazuja wartosci kata 5). Wykresy te ukazujg takze

wigkszy rozrzut poszczegolnych katow torsyjnych w przypadku duplekséw Il i1 111 niz dla

struktury 1, cho¢ dla dupleksu z pojedyncza niesparowang reszta adenozyny rdznice sa
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zdecydowanie mniejsze. Te obserwacje pokazuja, i1z wprowadzanie kolejnych
niesparowanych reszt adenozyny powoduje wigksza roznorodnos¢ konformacyjna, co
odzwierciedla rowniez analiza wartosci RMSD wyznaczonych dla cigzkich atoméw
niesparowanych reszt i par zasad bezposrednio z nimi sgsiadujacych. Dla dupleksu Il wartosé¢
RMSD wynosi 0.69 + 0.30 A, przy wartoéci 0.31 = 0.07 A otrzymanej dla catej struktury I,
natomiast dla dupleksu 111 jest jeszcze wigksza i wynosi 1.18 A.
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Rys. 63. Pordéwnanie wartosci katow torsyjnych struktur koncowych dupleksu | (A), 11 (B) i 111 (C). W tabeli
(D) podano $rednie warto$ci dla struktur A-RNA.

Przeprowadzitem szczegdlowa analiz¢ porownujac dla danych reszt otrzymane $rednie
wartos$ci katow torsyjnych ze wszystkich 10 struktur. Jak widaé¢ na rysunkach 64-68, warto$ci
poszczegbdlnych katow dla czasteczek | — 11l niewiele si¢ réznig 1 w granicach bledu,
odpowiadajg wartosciom typowym dla formy kanonicznej A-RNA. Wyjatek stanowig te
wartosci, ktore dotycza niesparowanych reszt i par zasad z nimi sgsiadujacych. W przypadku
struktury z pojedynczym wybrzuszeniem (I1) obserwowane zmiany maja jedynie charakter

lokalny obejmujgcy reszte A5 1 sgsiadujagca z nig resztg adenozyny A6. Zmiany
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konformacyjne wyrazone sg, nieznacznie odbiegajacymi od pozostatych, warto$ciami katoéw ¢
dla reszty A5 oraz katow o i y dla reszty A6 (Rys. 64A 1 65A). Powyzsza analiza pokazuje, ze
wprowadzenie pojedynczej reszty adenozyny pomig¢dzy helikalne fragmenty dwuniciowe
dupleksu Il wywotuje jedynie niewielkie zaburzenie w stosunku do regularnej struktury
dupleksu. Zdecydowanie wigksze zmiany konformacyjne zaobserwowatem po wprowadzeniu
dwoch dodatkowych reszt adenozyny (111). Obecnos¢ dwoch niesparowanych reszt indukuje
wigksza labilno$¢ konformacyjng nici, w ktorej te reszty wprowadzono i dodatkowo wymusza
zmiany w nici naprzeciwleglej. Swiadczy o tym wicksza niz w strukturze 1l liczba
konformerow z nietypowymi warto$ciami katow torsyjnych o oraz y. Te nietypowe wartos$ci
katow wystepuja dla reszt A6, A7, G8 oraz dla reszty cytydyny C19, ktéra znajduje si¢
w drugiej nici (Rys. 64A i 65A). Dla reszty G4 w dupleksie 111 jedynie katy C (268 + 8°)
odbiegaja od typowych wartosci (294°) (Rys. 66B). Rowniez katy C reszt A5 (260 + 22°)
1 U18 (263 + 21°) rdznig si¢ zardwno od tych obserwowanych dla dupleksow I i 11, jak i od
wystepujacych w kanonicznej formie A-RNA. Jednak dla obu tych reszt obserwuje si¢
wigksza zmienno$¢ kata C, co wynika zapewne z dynamicznego charakteru regionu.
O dynamice regionu petli $wiadczy takze obecno$¢ konformerow, w ktdrych pierscien rybozy
reszty A5 przyjmuje forme S, co wiaze si¢ z duzg zmiennoscig parametru P i & (Rys. 68A
i 65B). Takiej konformacji cukru nie obserwowatem natomiast w przypadku struktury II.
Dynamika regionu petli indukuje zmiany katow B (Rys. 64B), na co wskazuje wicksze
zroznicowanie wartosci tych katow w przypadku reszt A6 (159 + 22°), A7 (188 +19°) i C19
(160 £+ 39°). Zauwazy¢ mozna, ze wprowadzenie dodatkowej reszty wywotuje nieznaczne
zmiany katow & reszt naprzeciwleglej nici — $rednio o 30° dla reszt C17 i U18 (Rys. 66A),
oraz katow y o okoto 17° w przypadku reszt C17, U18 i C19 (Rys. 67). Pozostate katy
torsyjne niewiele si¢ rdznig 1 przyjmujg charakterystyczne wartosci dla kanonicznej formy
A-RNA. Przeprowadzona analiza wskazuje, ze wprowadzenie do sekwencji jednej, a nawet
dwoch dodatkowych jednostek adenozynowych przyjmujacych intrahelikalne konformacje,
nie wywotuje globalnych zmian w strukturze dupleksu. Obserwowane zmiany obejmujg
wybrzuszone reszty oraz reszty z nimi sgsiadujace, a wielko$¢ tych zmian zalezy od liczby

dodatkowych reszt.
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Rys. 65. Graficzna prezentacja $rednich wartosci katow torsyjnych y (A)
odchyleniami standardowymi dla dupleksow | (linia niebieska),
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8 (B) wraz z naniesionymi
Il (linia zielona) oraz 11l (linia

czerwona). Na osi odcigtych zachowana zostata numeracja reszt jak w dupleksie 111.
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Rys. 66. Graficzna prezentacja $rednich wartosci katow torsyjnych & (A)
odchyleniami standardowymi dla duplekséw 1 (linia niebieska),
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¢ (B) wraz z naniesionymi
Il (linia zielona) oraz 111 (linia

czerwona). Na osi odcigtych zachowana zostata numeracja reszt jak w dupleksie 111.

118



1171 —+— Dupleks I
264 4 —— Dupleks Il
—=— Dupleks IlI
2524
2404
228+
216+
204

1924

1804
1684

6'\ ?‘rb x?fJ ?:1 P_QI C}’\“ G’\’-” 0‘\6 O’\’( G’\Q’ G’lf\ [reszta]

Rys. 67. Graficzna prezentacja $rednich wartosci kata glikozydowego y wraz z naniesionymi odchyleniami
standardowymi dla dupleksow | (linia niebieska), Il (linia zielona) oraz 111 (linia czerwona). Na osi
odcietych zachowana zostata numeracja reszt jak w dupleksie I11.
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Rys. 68. Graficzna prezentacja $rednich wartosci kata fazowego pseudorotacji P (A) i amplitudy pofaldowania
Vmax (B) wraz z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla dupleksow | (linia niebieska), Il (linia
zielona) oraz Ill (linia czerwona). Na osi odcietych zachowana zostala numeracja reszt jak
w dupleksie 111.

Poréwnatem rowniez parametry helikalne dupleksow I, 11, 11, z ktorych najwazniejsze
zamie$citem na rysunkach 69-72. Zauwazy¢ mozna, ze parametry wyznaczone zaréwno dla
dupleksu z pojedynczym wybrzuszeniem adenozynowym (dupleks I1) jak i dla dupleksu,
w ktorym trzy kolejne adenozyny jedej nici wraz z urydyng w nici naprzeciwlegltej tworza
petle wewnetrzng (111) sa bardzo podobne do tych otrzymanych dla dupleksu referencyjnego
(). Wykazuja one analogiczng zalezno$§¢ zmian wartosci od polozenia danej reszty
w sekwencji tancucha. Pomimo, Ze analiza katow torsyjnych nie wykazala wigkszych zmian
strukturalnych w dupleksach 11 i 1ll, jednakze szczegétowe poroéwnanie parametrow
helikalnych ukazuje pewne rdznice pomig¢dzy analizowanymi strukturami. Akomodacja
niesparowanej reszty adenozynowej A6 w dupleksie Il powoduje obnizenie parametru m
(Inclination) $rednio o 4° dla wszystkich par zasad (Rys. 70A). Nachylenie par zasad

wzgledem gtownej osi helisy w przypadku dupleksu Il jest jeszcze mniejsze i wynosi
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srednio 10 = 4° (przy 19° + 2 dla dupleksu referencyjnego), przy czym zalezno$¢ ta bardziej
si¢ uwidacznia w przypadku analizy parametru n dla dwuniciowych fragmentow
znajdujacych si¢ po stronie 5' niesparowanych reszt adenozyn. Ponadto w stosunku do
dupleksu referencyjnego obserwowalem niewielkie, lecz systematyczne zredukowanie
bezwzglednej warto$ci parametru x-Displacement (Rys. 69A), srednio o 0.3 A (dla dupleksu
I1)iaz o 0.6 A dla struktury I11. Jednak w tym przypadku znaczace zmiany dotyczyty tylko
fragmentow dwuniciowych z koncoéw 5' duplekséw. Te dwa parametry ilustruja, w jaki
sposOb zaburzenie wywotane wprowadzeniem niesparowanych reszt propaguje si¢ na catg
strukture dupleksu, minimalizujgc zaburzenia w strukturze.

Analiza pozostatych parametréw wskazuje na bardzo dobra zbiezno$¢ miedzy strukturg

dupleksu referencyjnego a pozostatymi strukturami 11 i 111,
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Rys. 69. Graficzna prezentacja srednich warto$ci parametrow X-Displacement, dx (A) i y-Displacement, dy (B)
wraz z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla dupleksow | (linia niebieska), 11 (linia zielona)
i Il (linia czerwona). Na osi odcietych zachowana zostala numeracja reszt jak w dupleksie
referencyjnym.
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Rys. 70. Graficzna prezentacja $rednich warto$ci parametrow Inclination, n (A) i Propeller twist, » (B) wraz
z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla dupleksoéw I (linia niebieska), 11 (linia zielona) i 111
(linia czerwona). Na osi odcigtych zachowana zostata numeracja reszt jak w dupleksie referencyjnym.
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Rys. 71. Graficzna prezentacja $rednich warto$ci parametrow Shift, Dx (A) i Rise, D, (B) wraz z naniesionymi
odchyleniami standardowymi dla duplekséw | (linia niebieska), Il (linia zielona) i Il (linia
czerwona). Na osi odcigtych zachowana zostata numeracja reszt jak w dupleksie referencyjnym.
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Rys. 72. Graficzna prezentacja $rednich wartosci parametrow Twist, Q (A) i Roll, p (B) wraz z naniesionymi
odchyleniami standardowymi dla dupleksow | (linia niebieska), Il (linia zielona) i Il (linia
czerwona). Na osi odcietych zachowana zostata numeracja reszt jak w dupleksie referencyjnym.
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3. Badania duplesow RNA zawierajacych 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 moze zaleze¢ nie tylko od typu niesparowanej reszty, ale
takze od sekwencji otaczajacych ja par zasad. Przedmiotem moich dalszych badan byt
dupleks posiadajagcy w centralnej pozycji niesparowang reszt¢ adenozyny znajdujacag si¢
w sgsiedztwie dwoch par G:C (Rys. 73). Wybdr tej sekwencji byl podyktowany badaniami
prowadzonymi wczesniej w Pracowni Chemii Strukturalnej Kwaséw Nukleinowych
dotyczacymi dynamiki dupleksow RNA zawierajacych 2-aminopuryne, jako sonde

fluorescencyjng?t>216,

Weczesniejsze badania prowadzone metodg czasowo-rozdzielczej
spektrofluorymetrii oraz za pomocg symulacji dynamiki molekularnej w prozni wskazywaty
na dwa dobrze zdefiniowane stany konformacyjne 2-aminopuryny. Jeden, w ktorym
wystajaca na zewnatrz helisy 2-aminopuryn¢ cechowata duza mobilno$¢, oraz drugi,
w ktorym konformacja reszty 2-aminopuryny wcisnigtej pomigdzy sasiednie pary zasad
stabilizowana byla oddziatywaniami warstwowymi. Interesujacym wydawato mi si¢

sprawdzenie, czy w przypadku zastgpienia 2-aminopuryny reszta adenozyny rowniez

zaobserwuje¢ istnienie réznych form konformacyjnych w rownowadze.

Gw 2
C

U Ca G4
ﬂAm Gwscm

Rys. 73.  Struktura drugorzedowa dupleksu V.

W tym celu przeprowadzilem szereg eksperymentow *H (2D NOESY, DQF-COSY) oraz
13C i 3P NMR (*H-BC HSQC, H-3P HSQC), w oparciu o ktore dokonalem nastepnie
analizy strukturalnej dupleksu V. Przypisania sygnatlow rezonansowych protonéw HS, H6
i H1' otrzymatem na podstawie analizy $ciezek sekwencyjnych H6/HS8j)-H1'G)-H6/H8i+1)
w widmach 2D NOESY (Rys. 74) i potwierdzitem poprzez wyszukanie typowych dla struktur
A-RNA korelacji w innych regionach widma. Analiza widm korelacyjnych *H-3C HSQC
i tH-3'P HSQC, pomogta w przypisaniu pozostalych sygnatléw oraz wyznaczeniu przesunieé

chemicznych linii rezonansowych skorelowanych z nimi jader *C oraz 3!P (Tabele 18, 19).
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Rys. 74. Region sygnalow H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (tm =400 ms) dupleksu V w DO
(600 MHz, 25°C). W widmie zaznaczona zostata sekwencyjna $ciezka H6/H8iy-H1'G)-H6/H8i+1) —
kolorem zielonym dla gérnej nici, natomiast niebieskim — dla dolnej nici. Przerywane linie wskazuja
polozenie sygnatow H2 reszt adenozyny.

W widmie 2D NOESY (tm = 400 ms) obejmujacym obszar H2/H6/H8-H5/H1" mozliwe byto
wyznaczenie nieprzerwanej $ciezki sekwencyjnej (H6/H8y-H1'n-H6/H8n+1) takze pomiedzy
resztami w regionie wybrzuszenia (-G4-A5-G6-), podobnie jak w przypadku omawianego
w rozdziale 1V.2.2 dupleksu I, gdzie niesparowana reszta adenozyny ograniczona byla przez
pary G:C i A:U. Jednak obserwowane dla tej czgsteczki intranukleotydowe sygnaty
korelacyjne pomiedzy resztami G4, A5 i G6 maja mniejsze intensywnos$ci i s niewidoczne
w widmie wykonanym z krotszym czasem mieszania, Tm = 150 ms. Obecno$¢ tych sygnatow
w widmie wskazywala na wystepowanie oddzialywan warstwowych pomigdzy reszta A5
| sgsiadujgcymi z nig resztami guanozyny G4 i G6. Ponadto, obecne w widmie sygnaty
pomigdzy sygnatami protonu H2 reszty A5, i protonu anomerycznego H1' reszty C14,
pochodzacego z nici naprzeciwlegltej sugerowaly, ze wybrzuszona reszta skierowana jest do
wnetrza helisy. Rowniez w innych regionach widma obserwowalem charakterystyczne dla
tego typu orientacji liczne kontakty NOE niesparowanej reszty A5 z sgsiednimi resztami tej
samej nici. Wymieni¢ tu mozna na przyktad obecno$¢ oddziatywan miedzy protonami

pierscieni zasadowych G4:H8-A5:H8-G6:H8, analogicznie jak w dupleksie 11, a takze
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sekwencyjnych sygnatow H6/H8,-H2'n-H6/H8n+1 (Rys. 75) oraz H6/H8,-H3'n-H6/H8n+1
(Rys. 76), cho¢ dla tych ostatnich kontakty NOE pomigdzy resztami G4-AS5 i A5-G6 byty

stabsze niz analogiczne sygnaty obserwowane dla pozostatych fragmentow dupleksu.
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Rys. 75. Fragmenty widma 2D NOESY dupleksu V (600 MHz, D,O) wykonane w temperaturze 25°C (gorny
fragment) i 30°C (dolny) obejmujace region sygnatow H2/H6/H8-H2'/H3'/H4'/H5'/H5". W widmie
zaznaczone zostaly sekwencyjne $ciezki H6/H8()-H2'i)-H6/H8i+1) — kolorem zielonym dla gornej
nici, natomiast niebieskim — dla dolnej nici. Przerywane linie wskazuja potozenie sygnatow H2 reszt
adenozyny.

Oprécz omowionych sygnatow typowych dla struktury, w ktérej wybrzuszona reszta
interkaluje pomiedzy sasiadujace pary zasad, zaobserwowatem rowniez dodatkowe sygnaty
swiadczace o nietypowej konformacji regionu wybrzuszenia. W regionie aromatyczno-
anomerycznym widma pojawit si¢ dodatkowy sygnat, ktory jednoznacznie mogtem przypisac
oddziatywaniu pomig¢dzy protonem H1' reszty G4 i protonem H8 reszty G6. Obecnos¢ tego
sygnaltu w widmie byta trudna do zinterpretowania. Z jednej strony otrzymane dane
wskazywaly, ze reszta AS jest zaangazowana w oddzialywania warstwowe z sgsiadujagcymi
resztami G4 i G6 oraz skierowana do wngtrza helisy, z drugiej za$ strony blisko$¢
przestrzenna protonéow G4:H1' i G6:H8 pozornie wykluczata takg mozliwos$¢. Jednak

analizujgc pozostale regiony widma 2D NOESY zauwazylem jeszcze jeden, dodatkowy
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sygnal, ktorego spodziewalbym si¢ w przypadku, gdy reszta A5 bylaby wyrzucona na
zewnatrz helisy. Obserwacja tego sygnatu, pomi¢dzy protonami G4:H2' i G6:H8 dodatkowo
upewnita mnie, ze mam do czynienia z nietypowg konformacjg wybrzuszenia w badanej
czasteczce, ktorej nie da si¢ scharakteryzowaé jedynie za pomoca uzywanych dotad przeze
mnie okreslen ,,stack-in” lub ,loop-out”. Obserwacja do$¢ intensywnego sygnatu NOE
pomiedzy protonem H1' reszty G4 i protonem H8 reszty G6 (Rys. 74), czy korelacji migdzy
protonami G4:H2' i G6:HS8, wskazywata na istnienie oddziatywan warstwowych pomiedzy
zasadami sgsiadujagcymi z wybrzuszeniem 1 bylaby niemozliwa, gdyby reszta A5

interkalowala pomiedzy sasiadujace reszty guanozyny G4 i G6.
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Rys. 76. Fragmenty widma 2D NOESY dupleksu V (600 MHz, D,O) wykonane w temperaturze 25°C (gérny
fragment) i 30°C (dolny) obejmujace region sygnatow H2/H6/H8-H2'/H3'/H4'/H5'/H5". W widmie
zaznaczone zostaly sekwencyjne $ciezki H6/H8()-H3'i)-H6/H8i+1) — kolorem zielonym dla gornej
nici, natomiast niebieskim — dla dolnej nici. Przerywane linie wskazuja potozenie sygnatow H2 reszt
adenozyny.

Analiza widma NOESY wykonanego w temperaturze 10°C w mieszaninie
90% H20/10% D20 takze dostarczyta interesujgcych obserwacji. W widmie tym sygnatly
protonéw iminowych sa stosunkowo dobrze rozdzielone, stad mogltem je jednoznacznie

przypisa¢. Widocznych w widmie sze$¢ sygnatow pochodzi od protondéw iminowych reszt
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urydyny U2 i U8 oraz wszystkich reszt guanozyny, z wyjatkiem pochodzacych od
terminalnych reszt G1 oraz G9. Obecnos$¢ sygnatéow reszt G4 i G6 w typowym dla
kanonicznych par zasad zakresie przesuni¢¢ chemicznych, oraz widoczne w widmie
oddziatywania tych protonéw z protonami aminowymi komplementarnych reszt cytydyny
dowodzi, iz pary G4:C14 i G6:C13 ograniczajace wybrzuszenie stanowiag klasyczne pary
zasad typu Watsona-Cricka. W regionie oddziatywan protonéw iminowych moglem
wyznaczy¢ nieprzerwang S$ciezke miedzy wszystkimi protonami iminowymi wiacznie
z oddziatywaniem pomiedzy protonami G4:H1-G6:H1 (Rys. 77). Fakt ten wyraznie
wskazywal, ze wybrzuszona reszta A5 nie moze swobodnie interkalowaé pomiedzy

sasiadujace reszty, potwierdzajac tym samym wczesniejsze obserwacje.
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Rys. 77. Fragment iminowo-iminowy widma 2D NOESY dupleksu V w mieszaninie 90% H»0/10% D,O
(600 MHz, 10°C).

Zaobserwowalem rowniez, ze nietypowa konformacja reszty nukleotydowej AS pociaga za
soba zmiany konformacyjne w flancuchu fosforocukrowym. Poniewaz informacje
0 konformacji pierScieni rybozy uzyska¢ mozna na podstawie pomiaru wielko$ci statych
sprzezenia SJurHz W widmach typu COSY, stad przeanalizowatem szczegétowo region
wystgpowania sygnatow H1'-H2' w widmie DQF-COSY. W regionie tym tatwo dostrzegalny
byt bardzo intensywny sygnal nalezacy do reszty G4, o wielkosSci statej sprzezenia 6 Hz
i $wiadczyt o dominujacej populacji konformacji C2'-endo tej reszty cukrowej'®*. Ponadto
obecnos¢ na widmie sygnatow H1'-H2' reszt A5 i G6 o statej sprzgzenia ~4 Hz wskazywala,
ze znajduja si¢ one w rownowadze konformacyjnej C2'-endo/C3'-endo. Dwa pozostale

sygnaty widoczne w regionie H1'-H2' przypisatem do terminalnej reszty C17, oraz reszty G9.
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Dla pozostatych reszt nukleotydowych stwierdzitem typowa dla formy A-RNA, konformacje
rybozy C3'-endo, czego dowodzit brak sygnatow korelacyjnych pomiedzy protonami H1'-H2'.
Rowniez analiza widma 3P NMR wskazalta na wystgpowanie pewnych zmian
konformacyjnych w regionie wybrzuszenia. W widmie tym sygnat rezonansowy pochodzacy
od grupy fosforanowej znajdujacej si¢ pomigdzy resztami G4 i A5 jest stabiej ekranowany niz
pozostate sygnaly, znajdujace si¢ w typowym dla czasteczek A-RNA zakresie (Rys. 78).
Réznica ta moze by¢ spowodowana zmiang katow o oraz & szkieletu fosfodiestrowego
| zwigzang z tym proba alokacji reszty adenozyny w plaszczyznie pary zasad G4:C14, lub

wynika¢ z wptywu jednostki nukleotydowej A5 na otoczenie chemiczne grupy fosforanowe;j.
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Rys. 78. Widmo 3P NMR dupleksu V w D;0O (243 MHz, 25°C), z zaznaczonym sygnalem rezonansowym
G4pAS.

Analiza widm H-¥C HSQC wykazata, ze sygnaty pochodzace od atomow wegla C2',
C3', C4' reszt G4, A5, Gb6 sa znacznie stabiej ekranowane niz odpowiadajgce im sygnaly
pozostatych reszt (Rys. 79-80). Dodatkowo zauwazytem stosunkowo mate réznice przesuni¢é
chemicznych pomigdzy geminalnymi protonami H5' i H5" reszt A5 i G6, co réwniez moze
wynika¢ ze zmienionej konformacji tancucha fosfodiestrowego w regionie wybrzuszenia
(Tabela 18, Rys. 81).

Wartoéci przesunig¢ chemicznych sygnatow H, 1*C i 3P NMR dupleksu V zdeponowane
zostaly w banku BMRB pod identyfikatorem 15780.
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Rys. 79. Widmo H-3C HSQC dupleksu V w D,O (600 MHz, 25°C) — region wystepowania sygnalow
korelacyjnych C2'-H2' oraz C3'-H3'. Na osi F1 zaznaczona zostala skala przesuni¢¢ chemicznych
jader 3C, a na osi F2 — 'H.

F1 [ppm]
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Rys. 80. Widmo *H-*C HSQC dupleksu V w D;O (600 MHz, 25°C) — region wystepowania sygnatow

korelacyjnych C4'-H4'. Na osi F1 zaznaczona zostata skala przesunieé chemicznych jader *°C, a na
osi F2 - H.
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F1 [ppm]
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G9,
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r62.5
G1

63.0
r63.5

-64.0
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c17. 650
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A5 -
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T
F2 [ppm]

Rys. 81.

455 450 445 440 435 430 425 420 415 410 4.05 400 395 3.90 3.85

Widmo 'H-*C HSQC dupleksu V w DO (600 MHz, 25°C) — region wystepowania sygnalow
korelacyjnych C5'-H5'/H5". Na osi F1 zaznaczona zostata skala przesunie¢ chemicznych jader *°C,

anaosi F2—1H.

Tabela 18. Wartosci przesunie¢ chemicznych 6*H (ppm) sygnatéw dupleksu V [D20, 25°C].

Res. | H6/H8 | H2/H5 H1' H2' H3' H4' H5'/H5"" | amino imino
Gl 8.05 - 5.74 4.81 4.57 4.37 4.03/3.91 *|* *
U2 8.01 5.18 5.71 4.63 4.57 451 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 5.56 444 4.44 4.43 4.53/4.16 | 6.80/8.48 -
us 7.81 5.40 5.57 4.42 4.55 441 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 -
All 8.23 7.32 5.99 4.76 4.84 4.54 4.55/4.25 *|* -
G12 7.30 - 5.63 4.48 441 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
Al6 7.83 7.86 591 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 —

* Sygnaty, ktore nie zostaly przypisane.
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Tabela 19. Wartosci przesunie¢ chemicznych & (ppm) sygnatoéw 13C oraz 3P NMR dupleksu V [D20, 25°C].

Res. | C6/C8 | C2/C5 Cl' Cc2' C3' C4' C5' S1p

Gl | 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 | 14196 | 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
us | 14155 | 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 -

All | 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
Al6 | 139.37 | 154.29 93.07 75.72 72.37 82.28" 64.62 -4.26
C1l7 | 141.12 97.72 92.67 77.55 69.85 83.38 65.18 -4.16

* Sygnaly, ktore nie zostaly jednoznacznie przypisane.

3.1.2. Analiza konformacyjna. Wyznaczenie wi¢zow strukturalnych (V)

Wigzy na odleglo$ci migdzy protonami wyznaczylem na podstawie pomiaru wielkosci
efektu NOE sygnatéw w widmach 2D NOESY (tm = 150 ms) metodg ISPA®, W oparciu
0 analiz¢ sygnatow widocznych tylko w widmach 2D NOESY wykonanych z czasem
mieszania tm = 400 ms wprowadzilem dodatkowe wiezy z zakresem 4.0 — 7.0 A. Analiza
sygnatéw wymienialnych protonow w widmach 2D NOESY (90% H20/10% D20) pozwolita
doda¢ kolejne restrykcje (1.8 — 6.0 A) oraz wyprowadzié¢ wiezy na parowanie zasad typu
Watsona-Cricka 1 planarno$¢. Zawigzywanie si¢ par typu Watsona-Cricka obserwowatem dla
wszystkich par zasad dupleksu i1 okreslitem na podstawie charakterystycznych warto$ci
przesuni¢¢ chemicznych protonéw iminowych i aminowych oraz analizy sygnatow NOE
pomigdzy protonami G:H1-C:NH2 i A:H2-U:H3.

Wigzy na katy torsyjne pierscieni cukrowych oraz szkieletu fosfodiestrowego zostaly
otrzymane droga analizy sprzezen skalarnych 3Jun i 3Jew W widmach DQF-COSY
odsprzeganych czestotliwoscig 3P oraz heterojadrowych widmach korelacyjnych H-31P
HSQC. Konformacja wigkszosci pierscieni rybozy dupleksu jest typowa dla formy A-RNA
(C3-endo), czego dowodem jest brak sygnaléw korelacyjnych HI'-H2' w widmach
DQF-COSY. Jedyne obserwowane sygnaty w omawianym regionie widma naleza do

guanozyny G4 (o stalej sprzezenia 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 wyznaczylem wigzy na katy
torsyjne pierscieni rybozy. Dla reszt cukrowych, ktorych sygnaty HI'-H2' nie byly
obserwowane w widmie zadatem wigzy na konformacj¢ C3'-endo, dla reszty G4 — wiezy na
konformacje C2'-endo (z zakresem tolerancji £ 30°), a dla pozostalych wprowadzitem
swobodne wiezy, umozliwiajgce przyjecie konformacji C2'-endo lub C3'-endo.

Informacje o zakresach katow glikozydowych otrzymatem z pomiaru objetosci sygnatow
korelacyjnych H2/H6/H8-H1'/H2'/H3' w widmach 2D NOESY wykonanych z czasem
mieszania tm=150ms. Analiza widm wykazala obecno$¢ jedynie sygnatow
charakterystycznych dla konformacji anti, dlatego dla wszystkich reszt nukleotydowych
wprowadzitem wigzy na katy y W zakresie 158 + 30°.

Na podstawie analizy przesunie¢ chemicznych linii rezonansowych 3'P NMR, zadatem
podczas obliczen wigzy na katy torsyjne o i { wykluczajace konformacje trans (0 = 120°)
wszystkich reszt nukleotydowych z wyjatkiem reszty G4 (kat {) oraz A5 (o), dla ktérych
sygnal G4pAS jest wyraznie przesuniety w kierunku wyzszych czestotliwos$ci w stosunku do
pozostalych sygnatow. Na katy te nie zadawalem zadnych ograniczen.

Analiza sprzezef 3Jpn W widmach H-3'P HSQC dostarczyta informacji o warto$ciach
katow P oraz e. Wiezy na katy B dla wszystkich reszt ograniczytlem do wartosci 178 + 30° na
podstawie obserwacji jedynie stabych sekwencyjnych sprzezen miedzy jadrami 3P
i protonami H5'/H5". Wartoéci katow € okreslitem na podstawie analizy sprzezen 3Jpns. Dla
wiekszosci reszt nukleotydowych przyjatem zakres -153 & 30° oprocz reszty cytydyny C10,
dla ktorej warto$¢ sprzezenia nie mozna bylo analizowaé z powodu naktadania si¢ sygnatow.
Dla tej ostatniej reszty wprowadzitem wigzy z zakresem biedu 120 + 120°. Z uwagi na
spodziewang w regionie wybrzuszenia dynamike, podczas obliczen zadatem szerszy zakres na
katy € reszt G4 i A5, obejmujacy konformacje¢ gauche™ (-153 + 55°).

Na katy torsyjne y szkieletu fosforocukrowego wprowadzilem wigzy o zakresie 54 + 30°
w oparciu o analize sprzgzen H4'-H5'/H5" wyznaczonych z widma DQF-COSY. Ze wzglgdu
na niepewno$¢ okreslenia wartosci katow y z pomiaru sprzezen 3Juas i 2Jnans: nie natozytem
wigzow na te katy dla reszt A5 i G6. Rowniez na katy o, B i & w regionie wybrzuszenia nie

natozytem restrykcji.
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3.1.3. Restryktywna dynamika molekularna (V)

Trzeciorzedowa strukture dupleksu V  wyznaczylem za pomocg programu
Xplor-N1H?%.20¢ " pr7y wykorzystaniu metody dynamiki molekularnej w przestrzeni katow
torsyjnych® (TAMD). Punktem wyjscia dla obliczen bylo 50 liniowych struktur
przypadkowych o prawidlowej geometrii. Wigzy wykorzystane w obliczeniach podatem
w tabeli na rysunku 83. Poczatkowo podczas obliczen otrzymywatem struktury, w ktorych
reszta adenozyny wystawata na zewnatrz helisy. Chociaz w strukturach tych nie
obserwowalem zadnych pogwatcen wigzéw odlegtosciowych, jednak ich analiza pokazata, ze
odleglo$ci miedzy niektérymi atomami wodoru byly tak niewielkie, ze powinienem
obserwowa¢ pomigdzy nimi efekt NOE. Brak tych sygnatow upowaznil mnie do
zastosowania wiezéw typu uNOE (z zakresem 5 — 20 A). Otrzymane z uzyciem tych wiezow
struktury charakteryzowaly si¢ duzo lepsza zbieznoscig. W strukturach tych wybrzuszona
reszta adenozyny A5 umiejscawiala si¢ w matej bruzdzie i znajdowata si¢, w przyblizeniu,
W plaszczyznie z s3siadujaca od strony 3' reszta G4.

Poszukiwanie czynnikdéw, ktére bytyby odpowiedzialne za taka nietypowa konformacje
niesparowanej reszty doprowadzilo mnie do zaproponowania struktury, w ktorej reszta A5
tworzy tak zwang platforme dinukleotydowa z reszta G4. W takiej aranzacji, w regionie
wybrzuszenia powstaje trojka oddziatujacych zasad, w ktorej para C14:G4 zawigzuje
wigzania wodorowe typu Watsona-Cricka, a reszta A5 znajduje si¢ w tej samej ptaszczyznie

tworzac sie¢ wigzan wodorowych (Rys. 82).

Rys. 82. Trojka oddziatujacych zasad w strukturze dupleksu V z zaznaczonymi wigzaniami wodorowymi.
W nastepnym etapie obliczen wprowadzilem wigzy symulujace obecnos¢ dodatkowych

wigzan wodorowych w platformie. Wiezy te dobratem tak, aby ulatwiaty czasteczce przyjecie

odpowiedniej konformacji, lecz jej nie narzucaty. Dla kazdej z par G4-A5 i A5-Cl4
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zdefiniowalem dodatkowe, pojedyncze wigzy na odleglo$ci miedzy atomami G4:N2-A5:N7
i A5:N6-14:02 o zakresie 2.9 = 0.3 A. Ponadto, juz podczas etapu schtadzania w dynamice
TAMD wprowadzilem wigzy na planarno$¢ pomiedzy zasadami w platformie (G4-A5
I A5-C14) oraz na sasiadujace pary zasad (G4:C14 i G6:C13), z typowa dla tych wigzow
stala sitowa rowna 20 kcal-mol2-A-2. W trakcie etapu udoktadnienia zmniejszytlem o potowe
warto$¢ statej sitowej na planarno$¢ zasad G4-A5 i A5-C1l4 oraz nie wprowadzilem
potencjalow DELPHIC?® na reszte A5. W wyniku obliczen uzyskalem 38 struktur zgodnych
z danymi eksperymentalnymi, sposréd ktorych do dalszej analizy wybratem 10
charakteryzujacych si¢ najnizsza energia catkowita. Srednia warto§¢ odchylenia
standardowego mierzona dla wszystkich ci¢zkich atomoéw koncowej rodziny struktur wynosi
0.71 +£ 0.17 A, natomiast dla atoméw regionu wybrzuszenia 0.39 + 0.11 A. NaloZenie 10
struktur o najnizszej energii wraz ze statystyka wigezow przedstawia rysunek 83. Region

wybrzuszenia ukazano na rysunku 84.

Statystyka wiezé6w wykorzystanych w obliczeniach.

Calkowita liczba wiezéw NOE: 288
intranukleotydowe 180
internukleotydowe 108

Wiezy typu uNOE 8

Wiezy na wigzania wodorowe 50

Wigzy na planarnosé 10

Wiezy na katy dwuscienne: 171
szkieletu fosfodiestrowego 69
rybozy 85
wigzania glikozydowego 17

Srednia liczba wigzow NOE przypadajacych na
reszte nukleotydowa 16.94
Srednia liczba wiezoéw NOE oraz wiezow na katy
dwuscienne przypadajacych na reszte nukleotydowa 27.00

Rys. 83. Superpozycja rodziny 10 struktur przestrzeni konformacyjnej dupleksu V.

133



Rys. 84. Region wybrzuszenia dupleksu V dla 10 strukur o najnizszej energii. Widok od strony matej bruzdy.
Kolorem pomaranczowym wyrézniona zostata reszta adenozyny A5, kolorem niebieskim — para zasad
G4:C14, natomiast czarnym kolorem zaznaczona zostata para zasad G6:C13.

Warto podkresli¢, jak istotne jest aby dokltadnie przeanalizowa¢ widma 1 uwzglednié
otrzymane informacje w obliczeniach. W przypadku obliczefi, podczas ktérych nie
uwzglednitem  trzech  dodatkowych kontaktow NOE (G6:H8-G4:H1'/H2', oraz
G4:H3-G6:H3) otrzymalem struktury, ktorych konformacja byla bardzo zblizona do
obserwowanej dla dupleksu Il (Rys. 85).
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Rys. 85. Struktura dupleksu V (A) oraz jej region wybrzuszenia (B), otrzymana w wyniku obliczen, w ktorych
nie uwzglednione zostaty kontaky NOE pomigdzy resztami G4, A5 i G6.

Niestety, na podstawie dostgpnych danych eksperymentalnych nie moglem z catg

pewnoscig potwierdzi¢ obecnosci wigzan wodorowych pomiedzy reszta A5 a parg G4:C14.
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W zwiazku z tym dr L. Bielecki z Pracowni Chemii Strukturalnej Kwasow Nukleinowych
IChB PAN przeprowadzit obliczenia stosujgc metody symulacji dynamiki molekularnej bez
eksperymentalnych wiezow strukturalnych. Réwnolegle przeprowadzone zostaty dwie 20 ns
symulacje dynamiki molekularnej, z ktérych kazda wychodzita z tej samej (otrzymanej
z danych NMR) struktury poczatkowej. Poczatkowy model zneutralizowany zostat przez 15
jonow Na® umieszczonych w pudle (ang. box) o okresowych warunkach brzegowych
o wymiarach 57 A x 54 A x 49 A. Przestrzen ta wypeliona byta 3931 czasteczkami wody
(model TIP3P?Y) tworzacymi warstwe o grubosci 12 A. Symulacja przeprowadzona zostata
W statej temperaturze 300 K i cisnieniu 1 atm za pomoca programu AMBER 8%%. Nalezy
nadmieni¢, ze na skutek losowego rozkladu predkosci poczatkowych atomédw, dla kazdej
z trajektorii, oraz samej specyfiki procesu obliczeniowego, wyniki przeprowadzonych
symulacji za kazdym razem prowadzily do nieco odmiennych trajektorii, ktore jednak
z punktu widzenia obliczen dynamiki molekularnej nalezy traktowaé jako réwnoprawne.
W pierwszej symulacji struktura platformy byta stabilna przez caly okres symulacji.
W trakcie drugiej symulacji struktura platformy utrzymywata si¢ przez 14 ns, a pod koniec
symulacji wigzania wodorowe zostaly zerwane. Reszty G4 i A5 przemiescily si¢ i zawigzaty
si¢ miedzy nimi oddziatywania warstwowe. Obie symulacje udowodnily, ze zaproponowana
przeze mnie na podstawie danych NMR struktura platformy dinukleotydowej, stanowiacej
czes$¢ trojki oddziatujacych zasad jest uktadem stabilnym.

Koncowe struktury NMR zamieszczone zostaly w rejestrze PDB (Protein Data Bank) pod
identyfikatorem 2k3z.

3.1.4. Analiza przestrzeni konformacyjnej rodziny struktur (V)

Koncowg analiz¢ parametrow strukturalnych dla rodziny 10 struktur o najnizszej energii
otrzymanych z tMD przeprowadzilem za pomocg programu Curves®®3l a uérednione
warto$ci  katow torsyjnych 1 parametrow pofaldowania pierScieni cukrowych wraz
z odchyleniami standardowymi zamiesécitem w tabeli 20.

Usrednione wartosci katow torsyjnych dla calego dupleksu nie odbiegaja od tych
spotykanych dla formy A-RNA, a odchylenia standardowe sa niewielkie. Male réznice

odchylen standardowych wskazuja na duzg stabilnos¢ struktury.
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Tabela20. Srednie wartosci katow torsyjnych tancuchow fosfodiestrowych (o, B, 7, 8, & &), kata
glikozydowego (y) oraz parametréw opisujgcych konformacje pierScieni cukrowych (P, Vmax)
obliczonych dla dupleksu V. W nawiasach podane zostaty wartosci odchylenia standardowego.

Reszta o B Y ) € ¢ X P Vimax
Gl - - 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)

us 298(3) | 195(3) | 40(3) | 86(l) | 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)

All 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)
cl4 259 (6) | 206 (5) | 57(3) | 83(l) | 219(5) | 288(5) | 214 (2) | 11(1) | 39 (1)
G15 304 (7) | 158(4) | 54(8) | 78(l) | 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)
Srednia: | 292 (12) | 176 (13) | 55(9) | 83(3) | 205(8) | 289 (7) [205(11) | 19(9) | 39(2)
[A-RNAZ°2100 294 | 186 | 49 | 8 | 202 | 294 | 202 | 18 | 39 |

Kat fazowy pseudorotacji guanozyny G4 (156 + 8°) odbiega wyraznie od pozostatych reszt.
Cukier tej jednostki przyjmuje nietypowa konformacje C2'-endo, co przejawia si¢ rowniez
zmiang kata & (137 +5°). Zmiana konformacji tej reszty powoduje rozciggnigcie tancucha
I zwigkszenie odleglosci miedzy grupami fosforanowymi, umozliwiajac tym samym przyjecie
odpowiedniej orientacji zasadzie reszty nukleotydowej A5. Szczegotowa analiza pozostatych
katow dla poszczegélnych reszt wykazuje pewne odstgpstwa od wartosci $rednich. Dla
wszystkich analizowanych struktur warto$ci katow o i y reszty A5 znacznie rdznig si¢ od
srednich warto$ci obserwowanych dla calego dupleksu i wynosza odpowiednio 245 + 15°
i 15 £ 10°. Nietypowa alokacja reszty A5 wymusza takze zmiang kata torsyjnego B reszty A5
(~219 £ 3°), jak rowniez niektorych katow torsyjnych reszt sgsiadujacych z wybrzuszeniem.
Pewne réznice zaobserwowatem w przypadku katéw 3 reszty G6 oraz  reszty G4. Katy te
we wszystkich analizowanych strukturach sg bardzo podobne 1 przyjmuja odpowiednio
wartosci 137 = 5° (B) oraz 246 £ 5° (£). Mniejsze odchylenia katow torsyjnych od wartosci
typowych dla struktur A-RNA zaobserwowatem takze dla kata y reszt G4 (74 +8°) i G6
(78 £ 13°), jak rowniez dla kata o reszty C14 (259 + 6°), uczestniczacej w tworzeniu trojki
zasad. Opisane zmiany obserwowane sg tylko dla samej trojki zasad C14:G4-A5 oraz pary

zasad G6:C13 z konca 3'. Dla pozostatych reszt nie zanotowalem znaczacych rdznic
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w stosunku do wartosci katow typowych dla formy kanonicznej, co oznacza, ze fragmenty te
przyjmuja typowa konfomacje A-RNA. Cecha ta dodatkowo uwidacznia si¢ w przypadku
analizy parametrow helikalnych, ktore nie odbiegaja od wartosci charakterystycznych dla

formy kanonicznej (Tabela 21).

Tabela 21. Usrednione warto$ci wybranych parametréw helikalnych wraz z odchyleniami standardowymi.

Para zasad | x-Displacement dx (A) | y-Displacement dy (A) Inclination n (°) Propeller twist o (°)
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-Cl4 -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)
Us-All -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)
Srednia: -4.3 (0.4) -0.4 (0.5) 16 (5) -9 (6)

[ A-RNA | -5.3 0.0 16 -14

Speakr"zzggéa Shift Dy (A) Rise D; (A) Twist Q (°) Roll p (°)

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)
Srednia: 0.0 (0.7) 2.7 (0.3) 32 (3) 1(7)
| A-RNAISL | 0.0 2.6 33 0

3.2. Badania strukturalne dupleksu VI

3.2.1. Analiza strukturalna w oparciu o widma NMR (V1)

Powszechnie uwaza si¢, ze w przeciwienstwie do reszt purynowych, pojedyncze
wybrzuszenia pirymidynowe charakteryzuje wigksza swoboda konformacyjna i sg one
zazwyczaj zorientowane w taki sposob, ze wystajg na zewnatrz dupleksu. Aby sprawdzi¢, jaki
wpltyw na struktur¢ catego dupleksu oraz na konformacj¢ samej reszty bedzie miato
zastgpienie wybrzuszenia adenozynowego reszta urydyny, przeprowadzilem analiz¢ NMR

czasteczki o sekwencji przedstawionej na rysunku 86. Sekwencja tej czasteczki rozni si¢ od
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sekwencji dupleksu V jedynie typem wybrzuszonej reszty. Badania strukturalne wykonalem

w takich samych warunkach, jak w przypadku struktury V.

Rys. 86. Struktura drugorzedowa dupleksu V1.

Kompletny zestaw przypisan sygnalow niewymienialnych protondw otrzymatem na
podstawie analizy dwuwymiarowych widm NMR 2D NOESY, DQF-COSY oraz TOCSY za
pomoca metod opisanych uprzednio (rozdziat 1V.2.1.1). Zastosowanie heterojgdrowych
technik NMR, takich jak H-¥C HSQC i 'H-*P HSQC pozwolito mi natomiast na
przypisanie sygnatow 13C i 3P NMR. Otrzymane wartoéci przesunieé¢ chemicznych *H NMR
podane zostaly w tabeli 22, natomiast przesuniecia chemiczne wyznaczone dla jader 3C i 3P
zebratem w tabeli 23.

Uktad sygnalow rezonansowych w widmach obu dupleksow (V i VI) rézni si¢
nieznacznie. Jednakze w widmach 2D NOESY wykonanych w D>O pojawito si¢ kilka
sygnatléw wskazujacych na zdecydowanie bardziej dynamiczny charakter struktury VI,
w poréwnaniu do dupleksu z niesparowang resztg adeniny. Dla protonéw H5 1 H1' reszty U5
zaobserwowalem poszerzenie sygnatéw, co wskazywato na koalescencje linii rezonansowych
zwigzang prawdopodobnie z usrednieniem réznych konformacji wybrzuszonej reszty.
Ponadto, w widmie 2D NOESY mozliwe bylo wyznaczenie nieprzerwanej S$ciezki
sekwencyjnej H6/H8n-H1'n-H6/H8,-+1 jedynie dla dolnej nici. W przypadku nici zawierajace;j
wybrzuszong urydyne ciaglos$¢ Sciezki zostata zaburzona pomigdzy resztami -G4-U5-G6-, co
pokazane zostato na rysunku 87. Z drugiej strony, podobnie jak w poprzednim przypadku,
obserwowatem sygnat korelacyjny pomi¢dzy protonem H1' reszty G4, i protonem H8 reszty
G6, co wskazywato na dos¢ bliskg odleglos¢ migdzy tymi resztami. W innych regionach
widma takze obserwowalem mniejsza liczbg sygnalow korelacyjnych miedzy protonami
wybrzuszonej reszty, a protonami sgsiednich reszt guanozyny. W widmie 2D NOESY nie
zaobserwowatem zadnych oddziatywan NOE pomigdzy protonem HS5 reszty U5, a innymi
resztami witasnej nici czy nici komplementarnej. Stosunkowo stabe intensywnos$ci sygnatow
NOE protonu U5:H6 do protonow H2' i H3' reszty G4 réwniez wskazywaly na stabsze
oddziatywania miedzy tymi resztami. Pomiedzy resztami U5 i G6 zarejestrowalem jedynie

staby sygnat NOE protonu U5:H3" do G6:H8.
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Rys. 87. Region sygnatow H2/H6/H8-H5/H1' w widmie 2D NOESY (tm =400 ms) dupleksu VI w DO
(600 MHz, 25°C). Na widmie zaznaczona zostata sekwencyjna $ciezka H6/H8;)-H1'i)-H6/H8j+1) —
kolorem zielonym dla gérnej nici, natomiast niebieskim — dla dolnej nici. Przerywane linie wskazuja
potozenie sygnatow H2 reszt adenozyny.

Analiza widma DQF-COSY wykazata, ze podobnie jak w przypadku omawianej wczesniej
struktury V, dla reszty cukrowej jednostki nukleotydowej G4 zaobserwowa¢ mozna silny
sygnat korelacyjny H1'-H2', odpowiadajacy statej sprzg¢zenia rzedu 6 — 8 Hz. Roéwniez dla
reszt G6 i U5 oraz terminalnych reszt G9 i C17 zaobserwowatem w widmie sygnaty H1'-H2’,
jednak zdecydowanie stabsze niz w przypadku reszty G4. Dane te wskazywaty, ze reszta G4
przyjmuje forme¢ C2’-endo, natomiast pierscienie cukrowe reszt U5, G6, G9 i C17 wystepuja
w rownowadze pomiedzy formg C2'-endo i C3’-endo. Pozostale reszty przyjmujg
konformacje C3'-endo, o czym $§wiadczy brak sygnatoéw H1'-H2' w widmie DQF COSY.

Sygnaly protonow wymienialnych w widmie 2D NOESY wykonanym w mieszaninie
90% H20/10% D20 w 10°C przypisatem w oparciu o kontakty tych protondéw z protonami
wyznaczonymi ze S$ciezki NOE, H6/H8,-H1'n-H6/H8n+1, analogicznie jak poprzednio
(rozdziat 1V.2.1.1.2). Przesunig¢cia chemiczne protonow iminowych reszt urydyny U2
(14.72 ppm) i U8 (13.83 ppm) oraz guanozyny (12.55—13.57 ppm) przyjmujg wartosci
typowe dla kanonicznych par zasad. Obserwowane korelacje tych protonéow z protonami reszt

komplementarnych potwierdzity zawigzywanie si¢ par zasad typu Watsona-Cricka.
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W Zadnym z widm nie zaobserwowalem natomiast sygnatu protonu N3-H3 urydyny U5, co
wynika¢ moze z szybkiej wymiany tego protonu z czgsteczkami wody. Analiza sygnatow
korelacyjnych w regionie iminowo-iminowym widma 2D NOESY wykazata obecnos¢
sygnatu pomiedzy protonami N1-HI sasiadujacych z wybrzuszeniem reszt G4 i G6.
Obserwacja sekwencyjnych kontaktow NOE pomigdzy protonami iminowymi zasad
heterocyklicznych G15, G4, G6 1 G12 wskazywata, ze zachowana zostala cigglosc
oddzialywan warstwowych pomig¢dzy kolejnymi parami zasad G15:C3, G4:C14, G6:C13
i G12:C7.

Brak oddziatywan warstwowych migdzy reszta U5 i sgsiadujaca z nig po stronie 3' konca
guanozyng G6, oraz obecnos¢ sygnatu NOE pomiedzy protonami G6:H8 i G4:HI'
wskazywaly na odmienng niz w przypadku dupleksu V konformacj¢ regionu wybrzuszenia.
Otrzymane dane sugerowaly, ze w przeciwienstwie do reszty adeniny A5 w dupleksie V,
wybrzuszona zasada urydynowa jest wyeksponowana do roztworu, zachowujac jedynie staby
kontakt z pierscieniem cukrowym reszty G4. Roézne konformacje reszt adeniny (AD)
i urydyny (U5) wskazuja na roznorodno$¢ konformacyjng nawet tak matego elementu
strukturalnego, jakim jest wybrzuszenie jednonukleotydowe.

W widmach korelacyjnych *H-*C HSQC, podobnie jak dla dupleksu V, obserwowatem
wyrazne roznice przesuni¢¢ chemicznych sygnatéw atomow wegla z pierscieni cukrowych
reszt G4, U5 i G6 w stosunku do odpowiadajacych im sygnaléw pozostatych reszt.
W przeciwienstwie do poprzedniego przypadku, wszystkie linie rezonansowe °'P, wlacznie
z sygnatem wybrzuszonej reszty — U5 (-3.74 ppm) (Rys. 88), wystepuja w waskim zakresie
-3.7 —-4.5 ppm (wzglgdem sygnatu TMP).

15 20 25 -30 -35 -40 -45 -50 55 [ppm]

Rys. 88. Widmo 3P NMR dupleksu VI w D0 (243 MHz, 25°C).

Wyznaczone wartoéci przesunieé¢ chemicznych sygnatéw H, 2*C oraz 3'P NMR dupleksu VI
zdeponowane zostaty w banku BMRB pod identyfikatorem 15781.
Przesuniecia chemiczne wigkszo$ci sygnatdéw rezonansowych duplekséw V i VI roznig

si¢ nieznacznie. W przypadku sygnatow 'H NMR, najwieksze roznice, lecz nie
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przekraczajace wartosci 0.2 ppm obserwowatem jedynie dla reszt sasiadujacych
z wybrzuszeniem: G4 (sygnat H4') oraz G6 (H1, H1' i H2'). O podobienstwie strukturalnym
helikalnych fragmentow dupleksow V i VI $wiadczg nie tylko wyniki analizy przesunieé
chemicznych !H, ale takze wyjatkowo mate roznice przesunie¢ chemicznych 3C oraz 3!P
NMR. Czgstotliwosci rezonansowe atomow wegla sa niezwykle czule na efekty
pierScieniowe zwigzane z pradami m-elektronowymi, z oddzialywaniami warstwowymi
| tworzeniem wigzan wodorowych miedzy zasadami, ze stopniem hydratacji,
oddzialywaniami sterycznymi mig¢dzy orbitalami w oraz z innymi czynnikami strukturalnymi.
Roéznice przesunieé¢ chemicznych *C odpowiadajacych poszczegdlnym resztom zasad
heterocyklicznych sa mniejsze od 0.3 ppm. Réwniez przesunigcia chemiczne jader 3C
pierscieni cukrowych réznig si¢ nieznacznie. Najwigksze rdznice zaobserwowatem dla
atomow C3’ reszty G6 (1.80 ppm) oraz atomu C6 reszty C14 (0.62 ppm). Stosunkowo duze
zmiany przesuni¢¢ chemicznych reszt G4, G6 i C14 roéwniez wskazywaly na rdzng
konformacje wybrzuszonej urydyny w poréwnaniu do dupleksu V. Natomiast w przypadku
jader 3'P roznice wieksza od 0.1 ppm zanotowalem tylko dla reszty C14 (0.11 ppm), nie
uwzgledniajac reszty US.

Tabela 22. Wartosci przesunie¢ chemicznych 8'H (ppm) sygnatéw dupleksu VI [D,0, 25°C].

Res. | H6/H8 | H2/H5 H1' H2' H3’ H4' H5'/H5"” | amino imino
Gl 8.02 - 5.69 4.78 4.55 4.34 4.02/3.89 *[* *
U2 8.00 5.16 5.70 4.65 4.56 451 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
us 7.86 5.85 5.87 431 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 -
us 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 -
All 8.23 7.31 5.99 4.75 4.84 4.54 4.56/4.24 *[* -
G12 7.33 - 5.65 4.50 441 4.47 4.48/4.14 *[* 13.57
C13 7.36 5.23 544 441 431 4.40 4.48/4.04 | 6.91/8.36 -
Ci4 7.78 5.59 551 4.52 4.58 4.37 4.52/4.09 | 6.89/8.41 -
G15 7.55 - 5.61 451 4.62 4.46 4.47/4.12 *[* 12.55
Al6 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 —

* Sygnaty, ktore nie zostaly przypisane.
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Tabela 23. Wartosci przesunie¢ chemicznych & (ppm) sygnatéw 3C oraz 3'P NMR dupleksu VI [D20O, 25°C].

Res. | C6/C8 | C2/C5 Cl' Cc2' C3' Cc4' C5' S1p
Gl | 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
us | 14151 | 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 -

All | 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
Al6 | 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

* Sygnaly, ktore nie zostaly jednoznacznie przypisane.

3.2.2. Analiza konformacyjna. Wyznaczenie wiezow strukturalnych (VI)

Na podstawie widm NMR 1 przypisanych sygnatach rezonansowych wyznaczylem
objetoéci sygnatébw NOE i sprzezenia skalarne 3Jun i 3Jpn obserwowane w pierscieniach
cukrowych 1 w tancuchach fosfodiestrowych. W oparciu o te wartosci pozyskane zostaty
wigzy strukturalne, ktore wykorzystatem podczas generowania struktur. Wigzy na odleglosci
migdzyprotonowe uzyskatem metoda ISPA w oparciu o analiz¢ integracji pozadiagonalnych
sygnatow korelacyjnych w widmach 2D NOESY (D20) wykonanych z czasem mieszania
™m =150 ms w temperaturze 25°C oraz 30°C. Dolnym i goérnym granicom wi¢zOwW
przypisatem wartosci -15% 1 +30% obliczonych odlegtosci. Pojedyncze wigzy (w granicach
40-7.0 A) dodatem w wyniku analizy sygnaldow korelacyjnych widm 2D NOESY
otrzymanych przy tm = 400 ms. Zdefiniowatem takze 17 wiezéw typu uNOE (5.0 — 20.0 A)
miedzy protonami reszty nukleotydowej U5, a protonami reszt G4 i G6, dla ktorych efektu
NOE w widmach nie rejestrowatem. W oparciu o analiz¢ sygnatéw protonéw wymienialnych
w widmie wykonanym w mieszaninie 90% H20/10% D20, otrzymalem 19 wiezéw na
odleglosci o granicach 1.8 — 6.0 A. Analiza widma wykazata réwniez, ze wszystkie reszty

nukleotydowe w dupleksie (z wyjatkiem reszty US) zaangazowane sa w tworzenie
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kanonicznych par zasad, co pozwolito mi wprowadzi¢ wigzy na wigzania wodorowe oraz
planarnos¢ tych par.
Informacje o konformacji pierscieni rybozy uzyskalem na podstawie pomiaru wielko$ci
statych sprzezenia 3Jui-v2 W widmach typu DQF-COSY. Wiezy na konformacje C3'-endo
wprowadzitem dla wszystkich reszt z wyjatkiem guanozyny G6, oraz terminalnych reszt G9,
C10, C17, na ktére z uwagi na wielko$¢ statej sprzezenia rzedu 4 Hz natozylem wigzy,
umozliwiajace przyjecie zarowno formy C2'-endo, jak i C3'-endo. Dla reszty G4, ze wzgledu
na duza stalg sprzezenia 3Juinz zadalem wiezy na konformacje C2'-endo. Jedynie na katy
torsyjne pierscienia rybozy urydyny U5 (7.3 Hz) nie wprowadzitem zadnych restrykcji.

W widmach 3P NMR nie obserwowatem zadnych nietypowych przesunieé¢ chemicznych,
co pozwolito mi przyja¢, ze w dupleksie VI katy a 1 { majg wartosci w zakresie 0 = 120°.

Analiza widm H-*'P HSQC wykazata obecno$¢ jedynie bardzo stabych sygnatow
korelacyjnych P-H5'/H5", dlatego zatozylem, iz w dupleksie VI katy B przyjmujg typowe dla
formy A-RNA wartosci (178 £30°). Rowniez wartosci katow € znajduja  sie
w charakterystycznym dla czasteczek A-RNA zakresie (-153+30°), czego dowodzila
obecnos$é¢ duzych wicynalnych sprzezen skalarnych 3Jprs. Z uwagi jednak na obserwowang
dynamike regionu wybrzuszenia, przyjalem wiekszy zakres btedu (-153 + 55°) dla wigzéw na
katy € reszt G4 i U5.

Opierajac sie na analizie stalych sprzezen 3Juans oraz 3Juans', wprowadzilem wiezy na
katy torsyjne y 0 zakresie 54 +30° dla wszystkich reszt z wyjatkiem reszty U5 oraz
guanozyny G6, dla ktorej wyznaczenie wielko$ci sprzezenia nie bylo mozliwe z uwagi na

silne naktadanie si¢ sygnatow H5'-H5".

3.2.3. Restryktywna dynamika molekularna (V1)

Wykorzystujac metode dynamiki molekularnej w przestrzeni katow torsyjnych®?
(TAMD) przeprowadzitem obliczenia strukturalne dla dupleksu V1. Analiza widm umozliwita
zgromadzenie 274 eksperymentalnych wiezow odleglosciowych, oraz 165 wiezdéw katowych.
Pelng statystyke wiezow podalem w tabeli na rysunku 89. Wprowadzilem takze wigzy na
wigzania wodorowe, a po przeprowadzeniu wstgpnych obliczen i powtornej analizie widm 2D
NOESY dodalem réwniez 17 wiezow typu uNOE. Wsrdéd tych ostatnich najwigcej

zwigzanych byto z kontaktami protonu U5:H5 do protonéw rybozy reszty G4 oraz protonow
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H8 reszt G4 i G6, a takze odlegloscia protonu G6:H8 do protondéw pierscienia rybozy reszty
US5. Ponadto w grupie tej wymieni¢ mozna réwniez wiezy typu uNOE na odleglosci
pomiedzy pierScieniami cukrowymi reszt G4, A5 i G6. Podczas etapu udoktadnienia
wprowadzitem wiezy na planarno$¢ par zasad, a potencjaty DELPHIC?® zadatem dla kazdej
reszty z wyjatkiem reszty U5. W wyniku obliczen dla 50 liniowych struktur poczatkowych
otrzymalem 36 struktur zgodnych z danymi eksperymentalnymi i posiadajacych prawidtowa
geometrie. Wiezy uznatem za spehione, jesli nie zostaly naruszone wiecej niz o 0.3 A
(w przypadku wiez6w NOE) oraz 5° (dla wiezow na katy torsyjne). Do dalszej analizy
wybratem 10 struktur charakteryzujacych si¢ najnizsza energia czasteczki. Natozenie ich
ukazane jest na rysunku 89. Obliczone warto$ci RMSD tych struktur dla wszystkich cigzkich
atomow wynosza 0.68 = 0.19 A, natomiast dla ciezkich atoméw (przedstawionego na rysunku
90) regionu wybrzuszenia: 0.82 + 0.29 A.

Wspbtrzgdne koncowych struktur zamieszczone zostalty w bazie danych PDB pod

identyfikatorem 2k41.

Statystyka wiezéw wykorzystanych w obliczeniach.

Catkowita liczba wigzé6w NOE: 274
intranukleotydowe 171
internukleotydowe 103

Wiezy typu uNOE 17

Wigzy na wigzania wodorowe 48

Wigzy na planarno$é 8

Wigzy na katy dwuscienne: 165
szkieletu fosfodiestrowego 69
rybozy 80
wiazania glikozydowego 16

Srednia liczba wiezow NOE przypadajacych na
reszte nukleotydowa 16.12
Srednia liczba wiezow NOE oraz wiezow na katy
dwuscienne przypadajacych na reszt¢ nukleotydowa 25.82

Rys. 89. Superpozycja rodziny 10 struktur przestrzeni konformacyjnej dupleksu V1.
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Rys. 90. Region wybrzuszenia dupleksu VI dla 10 strukur o najnizszej energii. Widok od strony matej bruzdy.
Pomaranczowym kolorem wyrdzniona zostala niesparowana reszta urydyny, czarnym kolorem
zaznaczone zostaty pary zasad G:C zamykajace wybrzuszenie.

3.2.4. Analiza przestrzeni konformacyjnej rodziny struktur (VI)

Analize parametréow helikalnych oraz katow torsyjnych struktur przestrzeni
konformacyjnej, dokonatem za pomocg programu Curves®*3. Srednie wartosci tych katow
wraz z odchyleniami standardowymi obliczone dla rodziny 10 struktur o najnizszej energii
przedstawione zostaty w tabeli 24.

Przeprowadzona analiza tych parametrow pozwala zaobserwowa¢ duzo wicksza
zmienno$¢, niz w poprzednim przypadku (Rozdziat IV.2). Szczegoélnie duza dynamika
charakteryzuja si¢ katy torsyjne wybrzuszonej reszty nukleotydowej U5, a takze katy o, B iy
reszty G6, sigsiadujacej z nig po stronie 3'. Jednakze, mimo duzej zmiennosci tych jednostek
nuklotydowych, nie maja one znaczacego wptywu zaréwno na strukture jak i dynamike reszt

znajdujacych si¢ w nici komplementarne;j.
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Tabela24. Srednie wartosci katow torsyjnych tancuchow fosfodiestrowych (o, B, 7, 8, & &), kata
glikozydowego (y) oraz parametréw opisujgcych konformacje pierScieni cukrowych (P, Vmax)
obliczonych dla dupleksu VI. W nawiasach podane zostaly warto$ci odchylenia standardowego.

Reszta o B Y ) € ¢ X P Vimax
Gl - - 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)
us 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)
us 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)

All 295 (5) | 166 (10) | 52(6) | 78(l) | 200(4) | 302(2) | 196 (1) | 21(3) | 43(1)
G12 294 (1) | 206 (4) | 25(2) | 79(l) | 207 (10) | 283(8) | 215(4) | 15(2) | 42(1)
C13 305(8) | 160 (18) | 51(11) & 80(l) | 205(7) | 288(8) | 209 (4) | 14(2) | 42(1)
Cla | 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)
Al6 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)
Srednia: | 297 (12) | 177 (14) | 47(12) | 82(4) | 205(6) | 290(9) | 205(8) | 14(8) | 40(2)
[A-RNA292100 294 | 186 | 49 | 8 | 202 | 294 | 202 | 18 | 39 |

Najwicksze odchylenie standardowe obserwuje si¢ dla kata fazowego pseudorotacji P
wybrzuszonej reszty U5. Zwigzane jest to z obecnosécig w analizowanych strukturach dwoch
przeciwstawnych konformacji pierscienia cukrowego. W przypadku trzech struktur reszta
cukrowa znajduje si¢ w konformac;ji S, ze §rednig warto$cig parametru P wynoszacg 199 + 1°,
natomiast w pozostatych — przyjmuje konformacje N, z wartoscig $rednig 17 + 18°. Zmiany
konformacyjne pierscienia cukrowego powoduja odpowiednie zmiany tafucha
fosforocukrowego w najblizszym sasiedztwie. Szczego6lnie uwidacznia si¢ to w przypadku
katow o i y reszt U5 i G6, przy czym warto zwroci¢ uwagg, iz warto$ci tych katow rowniez
znacznie odbiegaja od uzyskanych dla kanonicznych struktur A-RNA. Dla czterech struktur
katy o i y reszty G6 przyjmuja odpowiednio wartosci 29+ 11° i 16+ 7°, natomiast
W pozostatych szesciu przypadkch wynoszg 111 +2° (a) oraz 232 +2° (y). Pewne roznice
wystepuja rowniez dla kata 3 reszty U5, ktorego wartosci wahajg si¢ w granicach od 125° do
184°. Warto zauwazy¢, iz mimo duzej dynamiki wybrzuszenia reszta (G4, zamykajaca
wybrzuszenie po stronie 5', jest bardzo stabilna cho¢ przyjmuje nietypowa konformacje
zwigzang z pofaldowaniem pierScienia cukrowego oraz warto$ciami kata €. Parametry P
(159+£2°) i & (131 + 3°) odpowiadaja konformacji C2'-endo, natomiast katy & przyjmuja

warto$ci 257 + 5°, co wykracza poza typowa, obserwowang dla struktur A-RNA konformacje
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trans. Natomiast konformacja pozostatych reszt niewiele odbiega od kanonicznej postaci
A-RNA, o czym réwniez $wiadczg zamieszczone w tabeli 25 wyznaczone wartosci

parametréw helikalnych.

Tabela 25. Usrednione warto$ci wybranych parametréw helikalnych dupleksu V1.

Para zasad | x-Displacement dx (A) | y-Displacement dy (A) Inclination 1 (°) Propeller twist o (°)
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)
Srednia: -4.7 (0.5) -0.4 (0.4) 20 (3) -11 (12)

[ A-RNA: | -5.3 | 0.0 | 16 | -14 |

Speakr"zzggéa Shift Dy (A) Rise D; (A) Twist Q (°) Roll p (°)

G1-U2 -0.6 (0.1) 2.3(0.1) 37 (1) -5 (3)
U2-C3 0.5(0.1) 25(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)
Srednia: -0.2 (0.5) 2.6 (0.3) 33 (3) 0(6)
| A-RNAISL | 0.0 | 2.8 | 33 0

3.3. Podsumowanie. Analiza katow torsyjnych, parametrow pofaldowania pierscieni

cukrowych oraz parametrow helikalnych struktur Vi VI

Obliczone  warto$ci  katow  torsyjnych  opisujacych  konformacje  wszystkich
zdeponowanych w banku danych PDB struktur dupleksow V i VI przedstawione sg na
rysunku 91. Poréwnanie obu wykresOw kotowych pozwala wychwyci¢ pewne roznice, ktore
najbardziej uwidaczniajg si¢ w przypadku katow torsyjnych a, y, & i . Obserwowane dla
dupleksu VI warto$ci katow o, z przedziatu 15 — 130°, jak réwniez y (232 + 2°) nie wystepuja
w strukturze V, w ktorej reszta A5 tworzy trojke zasad z parg G4:C14. Dla czasteczki VI
zanotowalem roéwniez wigkszg liczbe reszt nukleotydowych, w ktorych kat & znajduje sig¢

w zakresie charakterystycznym dla konformacji S. W niektorych otrzymanych strukturach dla
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czasteczki VI kat C przyjmuje wartosci (0 — 10°), nietypowe dla kanonicznych struktur
A-RNA. Z porownania dwu dupleksow wynika, ze zastgpienie reszty adenozyny A5 urydyna
U5 wywotuje zmiany konformacyjne w dupleksie, przy czym wyrzucenie reszty urydyny na
zewnatrz dupleksu wymaga wigkszych zmian strukturalnych niz utworzenie platformy
dinukleotydowej. Analiza wartosci RMSD wyznaczonych dla wszystkich ci¢zkich atoméow
reszt niesparowanych oraz sgsiednich par zasad, takze ukazuje znacznie wigkszg stabilno$¢
strukturalng czasteczki V. (RMSD =0.39 + 0.11 A) w poréownaniu do czasteczki VI
(0.82+0.29 A).

A) (; B) f(’x
B B
; s g,
- Y/
2700 — gm B 90° 270° = 2 = 90°
a |
L/ y
I TS
180° 180°

Rys. 91. Pordéwnanie wartosci katow torsyjnych struktur koncowych dupleksu V (A) i VI (B).

Zestawienie $rednich wartosci katéw torsyjnych dla poszczegolnych reszt obliczone ze
wszystkich 10 struktur wraz z naniesionymi odchyleniami standardowymi przedstawione jest
na wykresach 92-96. Mozna zauwazy¢, ze z wyjatkiem wybrzuszonych reszt, a takze reszt,
ktore z tymi wybrzuszeniami sgsiadujg, wartosci poszczegolnych katow roznig si¢ niewiele
I odpowiadaja, w granicach bledu, wartoSciom typowym dla kanonicznej formy A-RNA.
W przypadku obu dupleksow wartosci katow o reszty G4 wynosza okoto 135° (Rys. 93B) i sg
charakterystyczne dla konformacji S rybozy. Obliczone dla tych reszt wartosci kata fazowego
pseudorotacji (~160°) wskazuja na konformacje C2'-endo (Rys. 96A). Jednak reszta cukrowa
G4 dupleksu VI posiada mniejszg amplitude pofatdowania niz w dupleksie V, vimax = 26 + 4°
(Rys. 96B). Na dynamiczny charakter wybrzuszonej reszty U5 dupleksu VI wskazuje
obserwowana duza zmienno$¢ kata & 1 zwigzanego z nim kata P (Rys. 93B 1 96A). Dla 7
struktur konformacja pierscienia cukrowego reszty U5 przyjmuje form¢ N, natomiast
W pozostatych trzech przypadkach — konformacje S (patrz rozdz. 1V.3.2.4), podczas gdy

w dupleksie V konformacja rybozy reszty A5 we wszystkich analizowanych strukturach nie
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zmienia si¢ 1 jest typowa dla formy A-RNA. W obu czasteczkach, kat pseudorotacji
wyznaczony dla reszt o konformacji N waha si¢ w przedziale od 0° do 43° (Rys. 96A),
natomiast amplitudy pofaldowania cukru przyjmuja typowe wartosci (39°) (Rys. 96B). W obu
analizowanych strukturach (V i VI) w regionie wybrzuszenia mozna zauwazy¢ niewielkie
Zmiany w orientacji pierScieni heterocyklicznych reszt wzgledem pierscieni cukrowych.
Zmiany te opisane warto$ciami katdw torsyjnych 7y (Rys. 95) dotycza zardéwno
wybrzuszonych reszt jak i sgsiadujacych z nimi reszt guanozyny G4 i G6. Obecno$¢
wybrzuszenia, A5 lub U5, wywiera bardzo podobny wptyw na znajdujace si¢ po stronie 5'
reszty G4. Jedyna réznice obserwuje si¢ dla kata € (Rys. 94A), gdzie w dupleksie VI kat €
reszty G4 przyjmuje nietypowe wartosci. W strukturze VI wyrzucenie na zewnatrz dupleksu
reszty urydyny wymusza znaczgce zmiany katow o oraz vy, reszty G6 (Rys. 92A i 93A).
Warto$ci tych katow wyraznie odbiegaja zaréwno od tych obserwowanych dla reszty G6
w dupleksie V, jak i od typowej dla formy A konformacji gauche™. W dupleksie V orientacja
reszty A5 zwiazanej z parg zasad G4:C14 nie powoduje istotnych zmian konformacyjnych.
Przyjeta orientacja reszty AS pocigga rdéwniez niewielkie zmiany konformacyjne
w komplementarnym tancuchu rybonukleotydowym. Wplyw ten zaobserwowaé mozna tylko
w przypadku kata torsyjnego o reszty C1l4 (Rys. 92A), uczestniczace] w tworzeniu trojki
zasad. Dla reszty adenozyny A5 w dupleksie V wartos¢ kata € nie ulega duzym zmianom
i jest charakterystyczna dla formy A-RNA, podczas gdy w dupleksie VI kat & waha si¢
pomiedzy dwoma rotamerami ze $rednimi warto$ciami 6 +3° 1 265+ 16° (Rys. 94B).
Pozostate katy torsyjne obu struktur r6znig si¢ nieznacznie i przyjmuja charakterystyczne
wartos$ci dla kanonicznej formy A-RNA. Powyzsza analiza ukazuje, ze konformacja reszty U5
w dupleksie VI wywotuje znacznie mocniejsze, cho¢ tylko lokalne zaburzenia strukturalne
anizeli tworzaca trojke zasad reszta A5 w dupleksie V. Konformacja reszty A5 w dupleksie V
jest ponadto zdecydowanie bardziej stabilna, co wynika z zaangazowania tej reszty

w tworzenie wigzan wodorowych z parg G4:C14 i oddziatywan warstwowych z resztg G6.
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A) al] —+— Dupleks V B) BLO) - —+— Dupleks V
—— Dupleks VI —— Dupleks VI
360+ 240
3154
S 220
2704
200
225
180 180
135+ 1601
90 140
45 120
0 100+
Gl C3 AS5US C7 G9 All C13 G15 CI7oqs Gl C3 ASUS C7 G9 A1l C13 G15 CI7 [ i

Rys. 92. Graficzna prezentacja $rednich wartosci katow torsyjnych o i B wraz z naniesionymi odchyleniami
standardowymi dla dupleksow V (linia niebieska) i VI (linia zielona).

A) v[°] —+— Dupleks V B) 519 . —+— Dupleks V
400 —e— Dupleks VI —+— Dupleks VI
150
350
140
300+ : 1301
250+ I 120
200+ I 110
[
150 [ 100 \
| \ \
100 [ 90 \\
]
50- % R 804 A S A
04 70
60 T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
G1 C3 A5U5 C7 G989 A11 C13 G15 Cﬁ[reszla] G1 C3 ABMUS C7T G9 A1 C13 G156 Cﬁ[reszta]

Rys. 93. Graficzna prezentacja $rednich warto$ci katow torsyjnych y i & wraz z naniesionymi odchyleniami
standardowymi dla dupleksow V (linia niebieska) i VI (linia zielona).

A 5 o
b —— Dupleks VI 3604 —=— Dupleks VI
270 345
255 330
240+ 3154
225 300
210 285 i;i\*fi5%1§yi
195 - 270 / k\*/£§§
180+ 2551
165 240+
L T e ——
G1 C3 A5U5 C7 G9 A1l C13 G5 C17[ oy G1 C3 ASUS C7  G9 A1 C13 G15 C17 [ iy

Rys. 94. Graficzna prezentacja $rednich wartosci katow torsyjnych € i £ wraz z naniesionymi odchyleniami
standardowymi dla dupleksow V (linia niebieska) i VI (linia zielona).
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b —— Dupleks VI
270
2554 H
2401 .
2254
210
195+

1801

1654

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
Gl C3 ABMUS CT  G9 ANl C13 G15 C17 .

Rys. 95. Graficzna prezentacja $rednich wartosci kata glikozydowego y wraz z naniesionymi odchyleniami
standardowymi dla dupleksow V (linia niebieska) i VI (linia zielona).

A) P9 —+— Dupleks V B) Voar 1] _ —+— Dupleks V
b —=— Dupleks VI —=— Dupleks VI
48

1804

150 44

120 40+

90+ 364

32

28+ \/
M J
24.]

-304 204

T T T 1

T T T T T T T T T T T T T T
G1 C3 A5U5 C7 G8 A11 C13 G15 C”[reszla]

T T T T T T T T T T 1

T T T T T T
G1 C3 A5U5 C7 G989 A11 C13 G15 C”[reszta]

Rys. 96. Graficzna prezentacja $rednich wartosci kata fazowego pseudorotacji P i amplitudy pofaldowania vmax
wraz z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla dupleksow V (linia niebieska) i VI (linia
zielona).

Poréwnatem rowniez parametry helikalne dla obu dupleksow, a najwazniejsze z nich
przedstawione zostaly na rysunkach 97-100. Parametry te mogtem obliczy¢ jedynie dla
krotkich fragmentow dwuniciowych, ktore znajduja si¢ po obu stronach wybrzuszenia.
Warto$ci parametrow sg porownywalne i odpowiadajg strukturze A-RNA. Niewielkie
obserwowane r6znice moga wynika¢ z niedoktadnosci programu Curves podczas
wyznaczenia osi helisy (wzgledem ktorej parametry helikalne sa wyznaczane) dla bardzo
krétkich fragmentow helikalnych. Wyznaczenie parametrow byloby bardziej precyzyjne dla
dtuzszych fragmentow dwuniciowych. Mogtyby sie wowczas ujawni¢ pewne cechy badanych

struktur, ktdre tutaj sg niewidoczne.
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A) dx [A] —+— Dupleks V B) dy [A] —+— Dupleks V
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Rys. 97. Graficzna prezentacja srednich wartosci parametrow X-Displacement (dx) i y-Displacement (dy) wraz
z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla duplekséw V (linia niebieska) i VI (linia zielona).

—— Dupleks VI —— Dupleks VI
35- 27
304 18
254 94
20 0+
15 91
10 18
5] 274
ol -36
et R e e et (R e
Rys. 98. Graficzna prezentacja $rednich warto$ci parametréw Inclination (n) i Propeller twist (o) wraz
z naniesionymi odchyleniami standardowymi dla dupleksow V (linia niebieska) i VI (linia zielona).
» o 0 o
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Rys. 99. Graficzna prezentacja $rednich warto$ci parametrow Shift (Dy) i Rise (D;) wraz z naniesionymi
odchyleniami standardowymi dla dupleksow V (linia niebieska) i VI (linia zielona).
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Rys. 100. Graficzna prezentacja Srednich wartosci parametrow Twist (Q) i Roll (p) wraz z naniesionymi
odchyleniami standardowymi dla duplekséw V (linia niebieska) i VI (linia zielona).
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V. DYSKUSJA UZYSKANYCH WYNIKOW

Nasza wiedza na temat struktury przestrzennej czasteczek RNA stale si¢ poszerza wraz
ze wzrostem liczby poznawanych coraz to nowych struktur. W porownaniu do struktur
otrzymanych metodami rentgenograficznymi, wcigz stosunkowo mato jest struktur czasteczek
RNA otrzymanych metodami spektroskopii NMR. W badaniach strukturalnych kwaséw
nukleinowych metodami NMR, zrodtem szczegodlnych trudnosci sg z jednej strony czynniki
eksperymentalne (silniejsze niz w przypadku bialek nakladanie sie sygnatow, trudnosci
Z otrzymaniem dostatecznej ilosci materialu o zadowalajacej czystosci), z drugiej za$ znaczna
zazwyczaj dynamika strukturalna funkcjonalnie istotnych i tym samym szczegolnie
interesujacych regionéw jednoniciowych. Ustalenie struktury takiego fragmentu RNA jest
niezwykle trudne, a czesto wrgcz niewykonalne. Do tej pory, dla czasteczek RNA, nie istnieja
zadne programy, ktoére dokonalyby automatycznej analizy widm NMR. Takie algorytmy
opracowane zostalty juz dla biatek??%?%' jednak dla RNA sytuacja jest bardziej
skomplikowana, z uwagi na mniejszg roéznorodnos¢ reszt wystepujacych w kwasach
nukleinowych, a co za tym idzie silnym nakladaniem si¢ sygnaldow w widmach NMR.
Pracownia Chemii Strukturalnej Kwasow Nukleinowych wraz z Pracownig Bioinformatyki
kierowang przez prof. J. Blazewicza zaangazowana jest w opracowywanie takiego
algorytmu??®. Niestety, do czasu pelnego zautomatyzowania tego procesu, etap przypisan
sygnaléw rezonansowych czgsteczek RNA jest zmudny i bardzo czasochlonny, wymagajacy
oznaczenia wielu sygnatéw korelacyjnych w widmach NMR, w celu wyznaczenia na ich
podstawie wiezow strukturalnych. Duza niedogodno$¢ w analizie strukturalnej fragmentow
kwasow nukleinowych stanowi réwniez ich szczegdlna podatno$¢ na degradacje
wywotywana przez wszechobecne rybonukleazy czy tez hydroliz¢ promowang jonami metali.
Pomimo tych trudnosci, okreslenie struktur czasteczek RNA metodami wysokorozdzielczej
spektroskopii NMR ma ogromne znaczenie poznawcze, gdyz pozwala na poznanie struktur
wystepujacych w roztworze, w warunkach zblizonych do fizjologicznych, takich, jakie
znajdujg si¢ w komorce. Zdarza si¢, ze struktury czasteczek RNA w krysztale r6znig si¢ od
tych, jakie wystgpuja w roztworze. Wiadomo na przyklad, iz przypadku najprostszych
motywow strukturalnych, jakimi sg wybrzuszenia, bedace obiektem moich badan,
konformacja wystepujaca w krysztale moze by¢ inna od tej obserwowanej w roztworze, nawet
dla identycznej sekwencji zasad. Jest to spowodowane tym, Zze w krysztale wybrzuszone
reszty moga uczestniczy¢ w oddzialywaniach z innymi czasteczkami RNA, jonami metali lub

tez moze to by¢ wynikiem sil zwigzanych z upakowaniem molekutl w sieci krystalograficzne;.
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Takim przyktadem jest struktura genomowego RNA bakteriofaga R17, gdzie w roztworze
wybrzuszona reszta adenozyny interkaluje pomiedzy sasiadujace pary zasad'®. Badania
W krysztale ukazaty odmienna, wyrzucong na zewnatrz, konformacje wybrzuszenia>>°,

Konformacja pojedynczego wybrzuszenia nukleotydowego moze zaleze¢ od typu

niesparowanej reszty, par zasad ograniczajacych wybrzuszenie oraz od dlugosci i sekwencji
fragmentoéw helikalnych, ktore ograniczaja wybrzuszenie. Jak dotad, nie prowadzono zadnych
badan strukturalnych, ktore pozwolityby ustali¢, w jaki sposob czynniki te wpltywaja na
konformacje wybrzuszonej reszty, Jedynych, bardzo ogoélnych informacji na ten temat
dostarczaja badania termodynamiczne®?®%3! oraz z zastosowaniem metod symulacji dynamiki
molekularnej.  Dotychczasowe, nieliczne badania metodami NMR  czasteczek
RNA zawierajacych jednonukleotydowe wybrzuszenia wykazuja, ze Ww roztworze
wybrzuszenia adenozynowe przejawiaja tendencje do przyjmowania konformacji typu
stack-in?32-23% w przeciwienstwie do wybrzuszen urydynowych, ktére preferuja strukture typu
loop-outs2.96.237-239,
Rowniez analiza konformacyjna metodami symulacji dynamiki molekularnej oparta na
analizie energii potencjalnej dowiodta, ze uprzywilejowang konformacja niesparowanej
adenozyny jest taka, w ktorej reszta ta zwrocona jest do wewnatrz helisy?®® (konformacja
stack-in), czyli odpowiadajgca strukturom w roztworze. Jednakze badania te rowniez
wykazaty, ze wsrdd struktur o najnizszych energiach pojawiaty si¢ konformery, w ktorych
niesparowana reszta wraz z parg zasad po stronie 5' tworzyta trojke¢ oddziatujacych zasad.

W celu poroéwnania struktur rozwigzanych w niniejszej pracy z innymi strukturami NMR
zawierajacymi wybrzuszenia adenozynowe 1 urydynowe przeszukatem dostgepng pod adresem
http:/scor.berkeley.edu/ baze danych SCOR?* (Structural Classification of RNA). Baza ta
dokonuje proby klasyfikacji 579 struktur RNA (ostatnia aktualizacja 15 maja 2004)
zdeponowanych w bazach danych PDB oraz NDB?? (Nucleic Acid Database;
http://ndbserver.rutgers.edu/) pod katem wystepujacych w nich rdéznych drugo-
I trzeciorzedowych motywow struturalnych. Pomimo duzej liczby elementow strukturalnych
sklasyfikowanych w bazie (8270 motywow drugorzedowych, z ktoérych 2920 stanowig petle
spinkowe, a 5350 petle wewngtrzne), to w wielu przypadkach ten sam element danej struktury
zaklasyfikowany zostat do kilku klas. Takze niewielka jest liczba motywow odpowiadajacych
strukturom otrzymanym w roztworze. Wigkszo§¢ z wymienionych przykladow pochodzi
z analizy dwoch duzych struktur krystalograficznych — bakteryjnych  podjednostek
rybosomalnych 30S z Termus thermophilus® oraz 50S z Haloarcula marisomortui®*?, gdzie

analizowane czgsteczki RNA wykrystalizowane zostalty w kompleksie z biatkami
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rybosomalnymi. Nalezy réwniez podkresli¢, ze baza ta nie jest wolna od btedow. Typowy
przyktad stanowi¢ moze struktura NMR dupleksu z wybrzuszong reszta adenozyny, w ktorym
reszta ta interkaluje pomigdzy sasiadujace pary zasad (PDB: 1K8S). Struktura ta
zaklasyfikowana zostata jedynie jako wzajemnie komplementarny dupleks, a juz nie jako
wybrzuszenie jednonukleotydowe. Wsrod interesujacych mnie motywow  strukturalnych
sklasyfikowanych w bazie jako pojedyncze, niesparowane zasady (A lub U), znajdujg si¢
referencje do struktur zdeponowanych w bazie PDB o identyfikatorach: INCO, 1D0OU (dla
wybrzuszen adenozynowych) i INBR, 1P5P (dla wybrzuszen urydynowych).

Dlatego tez dla przeszukania wszystkich znanych struktur RNA wykorzystalem nowo
powstata baze danych RNA FRABASE?** (FRABASE - RNA FRAgments search engine &
dataBASE; http://rnafrabase.ibch.poznan.pl). Baza ta opracowana zostata w Pracowni Chemii
Strukturalnej Kwaséw Nukleinowych w celu szybkiego wyszukiwania wsrod struktur
zdeponowanych w bazach danych PDB i NDB przestrzennych fragmentoéw, zdefiniowanych

za pomoca notacji dot-bracket?*®

. W pierwszym kroku wyszukatem wszystkie struktury RNA
rozwigzane za pomocg metod NMR 1 zdeponowane w bazie danych PDB, ktoére posiadaty
pojedyncza wybrzuszong reszt¢ adenozyny ograniczong z kazdej strony przynajmniej trzema
kanonicznymi parami typu Watsona-Cricka lub G:U. W wyniku przeszukania otrzymatem
tylko sze$é takich motywow w strukturach o nastepujacych identyfikatorach PDB: 17RAZ?,
1LMVZ2 1K8S%%3 1NC0%%*, 1D0UZ®, 1SLP?*, We wszystkich tych strukturach NMR,
z wyjatkiem 1SLP, wybrzuszona reszta adenozyny interkaluje pomig¢dzy sasiadujace z nig
pary zasad. W przypadku struktury 1SLP wybrzuszenie jest cz¢écig dziewiecionukleotydowej
petli apikalnej splicingowego lidera RNA 1 dlatego struktura ta zostanie wylaczona z dalszej
dyskusji. Konformacja 1 dynamika pozostalych jednonukleotydowych wybrzuszen
adenozynowych rézni si¢ w zalezno$ci od typu zasad ograniczajacych wybrzuszenie. Kiedy
dwie pary G:C lub C:G bezposrednio sagsiadujg z wybrzuszong reszta adenozyny, motywy
5-GAG-3/5-CC-3' albo 5-CAC-3/5-GG-3' (PDB: 1K8S, 1NCO, 1DO0OU), sygnaty
rezonansowe protondow iminowych sasiadujacych reszt guanozyny sa na widmach NMR
widoczne i tatwe do identyfikacji ze wzglgdu na oddzialtywania z protonami
komplementarnych reszt cytydyny. Oznacza to, ze gdy pary zasad C:G 1 G:C ograniczaja
wybrzuszenie to tworza one kanoniczne pary Watsona-Cricka 1 sg bardzo stabilne. Inna
sytuacja wystepuje wowczas, gdy mamy do czynienia z motywem dwodch sasiadujacych ze
soba reszt adenozyny w jednym tancuchu i pojedynczej urydyny w nici komplementarnej. W
tym przypadku mozliwe sg dwie struktury drugorzedowe, jak w analizowanej przeze mnie

strukturze czasteczki I1. W jednej ze znalezionych struktur (PDB: 1LMV), we fragmencie
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o0 sekwencji 5'-UAAC-3/5'-GUA-3', obserwowana byta niezaburzona struktura helikalna typu
A-RNA z dwoma resztami adenozyny oddzialujagcymi warstwowo, skierowanymi do wnetrza
helisy. Obie reszty adenozyny tworzyly wigzania wodorowe z naprzeciwlegla urydyna.
Poniewaz w widmach nie obserwowano oddzielnych sygnaléw NOE dla dwoch mozliwych
struktur drugorzedowych, autorzy sugerowali, ze istnieje heterogeniczna dynamiczna
konformacja charakteryzujaca si¢ szybka wymiang protondw w regionie wybrzuszenia, co
poswiadczone zostato dodatkowo obserwowanym poszerzeniem sygnatow H2', H3' i H4' obu
reszt adenozynowych. Ta dynamika wskazywata réwniez na mozliwos¢ istnienia rGwnowagi
pomiedzy struktura stack-in oraz loop-out. W strukturze PDB: 17RA z motywem o sekwencji
5-UAAG-3'/5-CUA-3', sygnaly od protonéw wymienialnych reszty znajdujacej sig
W regionie wybrzuszenia, w tym rowniez sygnaléw iminowych protonéw par zasad
ograniczajacych wybrzuszenie byly bardzo stabe lub niewidoczne. Uniemozliwito to autorom
jednoznaczne zidentyfikowanie pary A:U w miejscu wybrzuszenia. W strukturze tej obie
reszty adenozyny oddziatuja ze soba warstwowo i sg skierowane do wnetrza helisy.
Wszystkie dane NMR byty zgodne z istnieniem obu mozliwych par zasad A:U, jednak nie
mozna bylo na ich podstawie okresli¢ dominujacej konformacji. Dodatkowe eksperymenty
przeprowadzone w warunkach obnizonego pH, w ktorych reszta adenozyny ulegata protonacji
wskazywaly, ze gtéwna konformacja jest struktura, w ktorej adenozyna od strony 5' konca
tworzy par¢ z urydyna.

W badanej przeze mnie strukturze z motywem o sekwencji 5'-GAAG-3'/5'-CUC-3'
(dupleks 11), jednoznacznie wykazatem, w oparciu o pomiar efektu NOE, ze niesparowang
resztg jest adenozyna A5. W przeciwienstwie do opisywane] powyzej struktury 17RA,
W otrzymanej przeze mnie strukturze dupleksu to reszta adenozyny od konca 3' tworzy pare
zurydyna Ul7 w nici komplementarnej. Wynik ten jest takze zgodny z badaniami
termodynamicznymi, ktore wskazuja, ze pojedyncze wybrzuszenia nukleotydowe bardziej
preferuja potozenie blizej koncow helisy?*.

Poréwnanie znanych struktur NMR, zawierajacych pojedyncza wybrzuszona reszte
adeniny zamknigtg 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 zadng z sgsiednich reszt, tworza si¢ stabilne, struktury z dobrze
zdefiniowanymi parami zasad, ograniczajacymi interkalujaca pomiedzy nie reszt¢ adenozyny.
Jezeli dwie sgsiadujace reszty adenozyny umiejscowione sg naprzeciw jednej urydyny w nici

komplementarnej, wéwczas mozliwe sg rozne konformacje — kazda z dwoch reszt adenozyny
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moze tworzy¢ par¢ z urydyng, moze istnie¢ rownowaga pomigdzy tymi konformacjami,
a takze mozliwa jest rownowaga pomiedzy strukturg typu stack-in i loop-out.

Druga sposrod analizowanych przeze mnie struktur z pojedyncza niesparowang reszta
adenozyny (dupleks o sekwencji V) przyjmuje zupetnie inng konformacj¢ anizeli te opisane
dotychczas. W czasteczce tej niesparowana reszta A5 znajduje si¢ po stronie matej bruzdy
tworzac trojke oddziatujacych zasad z sagsiadujaca po stronie 5' parg G4:C14. Taki motyw
w strukturze o sekwencji 5-GAG-3/5-CC-3' byt przewidziany wczesniej jedynie
poprzez symulacje dynamiki molekularnej?#24°. Wyniki symulacji przeprowadzonej przez
dr L. Bieleckiego potwierdzaja tworzenie si¢ stabilnej trojki zasad C14:G4-A5 w strukturze
V. W strukturach otrzymanych przeze mnie uktad wigzanh wodorowych sugerowany przez
obliczenia NMR przyczynia si¢ do stabilizacji konformacji tego motywu. Analiza struktur
NMR ukazuje, ze oddzialywania warstwowe pomiedzy resztg A5, a sgsiadujaca od strony 3'
guanozyng G6 dodatkowo stabilizujg ta nietypowa dla matych czasteczek RNA konformacje.
W opisywanych poprzednio strukturach z wybrzuszeniem adenozynowym ograniczonym
parami zasad G:C%323 pojedyncza wybrzuszona reszta interkaluje pomiedzy sasiadujace
pary zasad. Wyniki moich badan potwierdzaja, ze konformacja wybrzuszonej zasady moze
zaleze¢ nie tylko od otaczajacych ja reszt, ale rowniez od sekwencji zasad, nie sasiadujacych
bezposrednio z wybrzuszeniem, jak rowniez od dlugosci fragmentéw dwuniciowych
ograniczajagcych wybrzuszenie. Niezwykle interesujgcym wydaje mi si¢ sprawdzenie, jak
zmiana dtugosci fragmentéw dwuniciowych i modyfikacja sekwencji zasad nie graniczacych
z wybrzuszong reszta A5 wplynie na orientacj¢ tej reszty. Niestety badania te wykraczaly
poza zakres mojej rozprawy doktorskiej.

Wedlug mojej wiedzy istniejg tylko dwie struktury NMR, w ktorych jednonukleotydowe
wybrzuszenie zaangazowane jest w formowanie trojki zasad. W strukturze spinki SL2
sygnatu pakowania ¥ RNA wirusa HIV-1, wybrzuszona reszta adenozynowa, w motywie
o sekwencji 5-UAC-3/5-GA-3' tworzy trojke zasad A-U-A®0. W strukturze tej
zaangazowanie reszty adenozyny w tworzenie trdjki zasad doprowadzito do rozerwania
sasiadujacej od strony konca 5’ kanonicznej pary A:U. W tym przypadku konformacja

stabilizowana jest rowniez przez kilka niekanonicznych wigzan wodorowych (Rys. 101).
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Rys. 101. Fragment struktury PDB: 1ESY przedstawiajacy trojk¢ oddzialujacych zasad A5-U14-Al5
i sasiadujaca po stronie 3" pare zasad G4-C16. Wigzania wodorowe postulowane z danych NMR
zaznaczone zostaly kolorem zielonym, natomiast czarnymi strzatkami nietypowe kontakty NOE?,

Drugi przyklad struktury z platformg adenozynowa o sekwencji 5'-GAC-3'/5'-GC-3’
znalaztlem w strukturze trzonu P4 RNazy P, w ktorej obie pary ograniczajace wybrzuszenie
adenozynowe s3 parami Watsona-Cricka, a wybrzuszona reszta tworzy trojke zasad
z sgsiadujaca po stronie 5’ guanozyna®® (Rys. 102). Niestety, w pracy tej nie ma informacji
na temat wiezOow, jakie zostaty uzyte do otrzymania tej struktury, motyw ten nie jest tez
szczegotowo dyskutowany. Cho¢ autor nie analizuje doktadnie widm NMR, to zamieszczony
w jego publikacji fragment widma 2D NOESY, przedstawiajacy region aromatyczno-
anomeryczny, wykazuje obecnos¢ podobnych sygnatéw korelacyjnych pochodzacych od
regionu wybrzuszenia, jakie obserwowalem w moich badaniach dotyczacych dupleksu V.
Analiza zamieszczonego widma ujawnila obecno$¢ zar6wno nieprzerwanej Sciezki
sekwencyjnej H6/H8-H1'’ dla reszt regionu wybrzuszenia, jak i sygnatu pomigdzy protonami
G5:H8 i C7:H1'. Ponadto dostrzec mozna na widmie korelacje protonu A6:H2 do protonu H1’
reszty C23. Na zamieszczonym w pracy iminowo-iminowym fragmencie widma 2D NOESY
wykonanym w mieszaninie 90%H>0/10%D>0 autor takze obserwuje nieprzerwang s$ciezke
takze pomiedzy protonami guanozyn zamykajacych wybrzuszenie. Obecno$¢ opisanych
powyzej sygnatow wydaje si¢ by¢ charakterystyczna dla tego motywu strukturalnego. By¢
moze w przysztoSci sygnaly te stanowi¢ beda swoisty ,,odcisk palca” dla szybkiej
identyfikacji struktur, w ktorych wybrzuszona reszta adenozyny zaangazowana jest

W tworzenie trojki zasad z parg zasad z konca 5'.
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Rys. 102. Fragment struktury PDB: 1XSG obejmujacy trojke oddziatujacych zasad G5-A6-C23 oraz pare zasad
Cr7:G22.

W bazie danych RNA FRABASE wyszukalem réwniez motywy zawierajace pojedyncza
niesparowang reszt¢ urydyny. Ws$rod znaleznionych struktur NMR o motywie
5-GUG-3'/5-CC-3', znajdowawo si¢ pig¢ struktur o identyfikatorach: 1JP0%, 1P5P%?,
1534237 2IXY?®?2 graz 1S9S%, w ktérych wybrzuszona reszta ograniczona byla przez dwie
kanoniczne pary zasad po obu stronach. W trzech z nich, reszta urydyny znajduje si¢ po
stronie matej bruzdy i oddziatuje z reszta znajdujaca si¢ po stronie 5' konca, podobnie jak
w badanym przeze mnie dupleksie VI. Jest to zgodne z wynikami badan prowadzonych
metodami symulacji dynamiki molekularnej?®®, ktére pokazuja, ze mononukleotydowe
wybrzuszenia urydynowe umiejscawiaja si¢ zazwyczaj w matej bruzdzie. W przypadku
struktury PDB: 2IXY konformacja wybrzuszonej reszty nie byta ustalona ze wzgledu na duza
dynamike opisywanego motywu. Natomiast w ostatniej analizowanej strukturze (PDB: 1S9S),
urydyna lokuje si¢ w duzej bruzdzie dupleksu.

W przypadku struktur posiadajgcych wybrzuszenia sktadajace si¢ z kilku niesparowanych
reszt mozna spodziewac si¢ duzo wiekszej roznorodnosci strukturalnej. Ich konformacji nie
da sie opisa¢ jedynie jako interkalacj¢ czy tez wyrzucenie wszystkich reszt poza helisg.
W jedynej poznanej dotad strukturze ktora zawiera dwie wybrzuszone reszty adenozyny
(o sekwencji helisy III 5S rRNA z oocytow Xenopus laevis) i ustalonej metodami
spktroskopii  NMR, zaobserwowano istnienie w rownowadze kilku ro6znych form
strukturalnych?®.

Przeszukatem takze baz¢ pod katem struktur, w ktorych obecny bytby motyw trzech reszt
adenozynowych umiejscowionych naprzeciw jednej reszty urydyny i ograniczony z obu stron
kanonicznymi parami zasad. Jednakze wsrdd zdeponowanych w bazie danych PDB struktur
nie znalaztem ani jednej takiej struktury, ktora bytaby otrzymana w roztworze. Motyw ten
jedynie byl obecny w strukturach krystalograficznych, przy czym wigkszo$¢ ze znalezionych

fragmentéw nalezato do duzych jednostek rybosomalnych. W strukturach tych zawsze jedna
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z reszt adenozyny wurzucona byta na zewnatrz helisy, a pozostate uczestniczyly w tworzeniu
trojki zasad.

Powszechnie uwaza si¢, iz mononukleotydowe wybrzuszenia powodujg zagiecie helisy.
Zagiecie osi helisy wywolane akomodacja niesparowanej reszty pomiedzy pary zasad
uznawane jest za jedng z funkcji, jakie pelni ten maty element strukturalny. Poniewaz
konformacja niesparowanej reszty nie jest zdeterminowana poprzez oddziatywania wodorowe
z zasada z nici komplementarnej, shuzy¢ ona moze jako rodzaj gietkiego zawiasu dla szkieletu
fosforocukrowego czasteczek RNA. Zagiecie osi helisy wywolane obecnoscia wybrzuszen
badano wczesniej wykorzystujac elektroforeze na zelu natywnym?®*%’ (PAGE),
eksperymenty TEB (ang. Transient Electric Birefrigence)®® i fluorescencjg?®%2%
Stwierdzono, ze wybrzuszenia adenozynowe wywieraja silniejszy wplyw na mobilnosé
elektroforetyczng duplekséw RNA niz wybrzuszone reszty urydyny, co sugerowato, ze
interkalacja wybrzuszonej reszty pomiedzy sasiadujace pary zasad indukuje zagigcie osi
helisy. Pomiary TEB wykazaty rowniez, ze zagigcie osi helisy zwigksza si¢ wraz ze wzrostem
ilosci wybrzuszonych reszt adeniny i wynosito 0° dla n=0, 15° ( n=1), 42° (n=2),
58°(N=3)193°(n = 6).

W  przypadku kwaséw nukleinowych, ktorych dwuniciowe regiony przyjmuja czgsto
wydtuzone ksztalty, na podstawie samej tylko analizy oddzialywan NOE 1 sprzg¢zen
skalarnych, ktore majg charakter lokalny, trudno jest wyciagna¢ informacje o zagigciu osi
helisy. Brak informacji o oddzialywaniach dalekiego zasi¢gu uniemozliwia takze ustalenie
wzajemne] orientacji odleglych czegsci czasteczki. Podjgta przeze mnie proba oszacowania
zagigcia osi helisy otrzymanych struktur nie powiodta si¢. Program Curves, powszechnie
W tym celu uzywany, dawat niewiarygodne wartosci prawdopodobnie z powodu zbyt krétkich

fragmentéw dwuniciowych obecnych w tych strukturach.
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V1. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

W celu okres$lenia konformacji wybrzuszonych reszt nukleotydowych oraz wptywu, jaki
ich obecnos¢ wywiera na strukture krotkich dupleksow RNA otrzymano droga syntezy
chemicznej szes¢ czasteczek RNA (1-VI), ktore nastepnie zostaty szczegétowo zbadane za

pomocg metod biomolekularnej spektroskopii NMR.

Przedstawione w rozprawie gléwne etapy analizy strukturalnej obejmowaty:
—rejestarcje widm 1D 1 2D NMR,
— analize widm oraz przypisanie sygnatow rezonansowych H, 2C i 3P NMR,
— wyznaczenie wigzow strukturalnych,
— generowanie struktur metodami restryktywnej dynamiki molekularnej oraz ich analize,

— poréwnanie otrzymanych struktur i ich wizualizacje.

W trakcie wykonywania widm NMR dupleksu zawierajacego cztery kolejne reszty adenozyny
w jednej z nici oligorybonukleotydowych (1V) zauwazytem, ze widmo dupleksu ulega
zmianie 1 pojawiaja si¢ dodatkowe sygnaly wskazujace na degradacje probki. W ciggu
kilkudziesigciu godzin nastgpita catkowita degradacja preparatu, co uniemozliwilo mi
wykonanie pelnej serii widm 1 tym samym wyznaczenie struktury tego dupleksu.

Dla pozostalych pieciu czasteczek wykonatem serie widm NMR, w oparciu o ktore
dokonatem przypisania sygnatow rezonansowych. Nastgpnie, na podstawie analizy tych
sygnatow, okreslitem wiezy strukturalne, ktore wykorzystane zostaly do obliczen
strukturalnych metodg rMD zaimplementowang w programie Xplor-NIH. W celu otrzymania
struktur przestrzennych zastosowatem metode dynamiki molekularnej z protokotem
symulowanego wyzarzania. W wyniku obliczen, wychodzac zawsze z 50 przypadkowych
struktur liniowych, otrzymatem struktury, ktore byly zgodne z danymi NMR. W ten sposob
uzyskalem odpowiednio 40 struktur dla dupleksu referencyjnego (1), 36 dla dupleksu z jedng
niesparowang reszta adenozyny (1), i 37 dla dupleksu z trzema kolejnymi resztami
adenozyny znajdujacymi si¢ na przeciw jednej reszty urydyny (111). W przypadku dupleksu,
w ktorym reszta adenozyny uczestniczyta w tworzeniu trojki zasad (V), w wyniku obliczen
uzyskatem 38 struktur, a dla dupleksu z niesparowang reszta urydyny (V1) — 36 struktur.
Wszystkie te struktury zachowywaly prawidlowa stereochemi¢ oraz nie naruszaly
odleglosciowych (< 0.3 A) i katowych (< 5°) wiezow NMR. Do dalszej analizy wybratem po
10 struktur charakteryzujacych si¢ najnizsza energig potencjalng. Dla kazdej z koncowych

struktur dokonatem za pomocg programu Curves analizy katéw torsyjnych, wyznaczylem
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parametry pofaldowania pierscieni rybozy oraz parametry helikalne. W kolejnym kroku
poréwnatem otrzymane struktury dupleksu Il i 111 z dupleksem referencyjnym I. Poréwnatem
takze struktury czasteczek V i VI. Przeprowadzitlem rowniez porownanie otrzymanych przeze
mnie struktur z zawierajacymi podobne motywy strukturami zdeponowanymi w bazie danych
PDB.

Dla czgsteczek Il i 1l okreslitem jednoznacznie schemat parowania si¢ zasad
w dupleksach zawierajacych dwie lub trzy kolejne reszty adenozyny umieszczone naprzeciw
jednej, komplementarnej do nich, urydyny. W przypadku dupleksu 1IlI, z dwoma
sasiadujgcymi resztami adenozyny, reszta urydyny tworzy par¢ z reszta znajdujaca si¢ blizej
konca 3'. W przypadku dupleksu z trzema kolejnymi resztami adenozyny nie tworzy si¢
wybrzuszenie, lecz petla wewngtrzna. Wprowadzenie do sekwencji jednej lub dwoéch
dodatkowych jednostek adenozynowych nie wywotuje globalnych zmian w strukturze
dupleksu. Niesparowane reszty adenozyny sg zorientowane do wngetrza helisy, a konformacja
tego regionu jest stabilizowana poprzez oddziatywania warstwowe. W stosunku do dupleksu
referencyjnego zmiany wywolane akomodacja dodatkowych reszt obejmuja gldwnie pary
zasad sgsiadujace z wybrzuszeniem. Region ten charakteryzuje si¢ najwigksza dynamika, przy
czym jest ona tym wigksza, im dluzszy jest cigg reszt adenozynowych. Mozna réwniez
zauwazyC¢ tendencje pokazujaca, ze w regionach helikalnych znajdujacych sie po stronie 5’
wybrzuszen wraz ze wzrostem liczby reszt adenozynowych nastepuje zmniejszenie $rednicy
kanatu biegnacego wzdhluz osi helisy. Im wigksza jest liczba tych reszt, tym $rednica kanatu
jest mniejsza. Wraz ze zmiang parametru X-displacement maleje takze nachylenie par zasad
wzgledem osi helisy.
Badane przeze mnie dupleksy z wybrzuszeniem jednonukleotydowym A lub U,
ograniczonym parami zasad G:C, zdecydowanie r6znig si¢ strukturalnie. Wybrzuszona reszta
adenozyny tworzy trojke zasad z kanoniczng parg G:C znajdujaca si¢ po stronie 5'. Obecnos¢
dodatkowych, niekanonicznych wigzan wodorowych pomigdzy reszta A5 a parg zasad
G4:C14, oraz oddziatywan warstwowych pomiedzy reszta A5 i G6 stabilizuje ten motyw
strukturalny. W przeciwienstwie do struktury V, niesparowana urydyna dupleksie VI nie
oddziatuje z sgsiednimi parami zasad 1 jest wyrzucona na zewnatrz dupleksu, kierujac si¢
w strone matej bruzdy. Cecha charakterystyczng obu tych dupleksow jest fakt, ze pierScien

cukrowy reszty poprzedzajacej wybrzuszenie znajduje si¢ w nietypowej konformacji S.
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Zastosowana przeze mnie metodyka pozwolita wyznaczy¢ struktury dupleksow
Z doktadnoscig atomowa. Wspotrzedne kartezjanskie dla dupleksow zdeponowane zostaty
w bazie PDB pod nast¢pujacymi identyfikatorami: 2JXQ, 2JXS, 2K3Z, 2K41.
Uzyskane widma i wyniki moich badan byly réwniez wykorzystane do testowania algorytmu

automatycznej analizy widm NMR?61.262,
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Aneks 1. Oznaczenie wybranych, stosowanych w pracy skrotow

A
BMRB
C
COSsYy
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/lonization
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
Rezonansu Jadrowego

Spektroskopii  Magnetycznego

System Laboratorium Wirtualnego Spektroskopii Magnetycznego Rezonansu Jadrowego
opracowany zostal we wspotpracy z Poznanskim Centrum Superkomputerowo Sieciowym
I dostepny jest pod adresem http://vlab.psnc.pl. Strona gldwna portalu przedstawiona zostata
na ponizszym rysunku.

Plik Edycja Widok Historia Zakladki Marzedzia Pomoc

1> (G

! JEPUBLICATIONS

S @ Q | VL htpfjvlab.psnc.plf

& @ -

I JLINKS
2

£HOME ! JMGENERAL INFO : «IMODULES : JEVENTS i MPRESS : J2CONTACT

VLAB

weB PORTAL g

& DEMO 2 VL LOGIN f"'

INFORMACIA O PROJEKCIE d a
]

The Virtual Laboratory is a distributed workgroup environment, with the main task of providing a remote
access to the various kinds of rare and expensive scientific laboratory equipment and computational
resources.

| Current functionality
Check the current functionality of the

News & Events

2006.12.14

The RINGrid project presentation will be given during the Belief
eInfrastructures conference held on 14-15th of December in
New Delhi, India.

YLAB systemn...
MORE M)

2006.12.4-6

Virtual Laboratory will be present at 2nd International
Conference on e-Science and Grid Computing in
Amsterdam, Netherlands. A presentation "Virtual Laboratory as a
Remote and Interactive Access to the Scientific Instrumentation
Embedded in Grid Environment” will be held as a part of
Workshop on Collaborative Remote Laboratories.

' Demo

You can login and check the demo version
of the YLAB system...
MORE M)

2006.06.19

YL system prestenation at the Euro-Southeast Asia 2006
conference in Singapore,

| YLAB installations

A list of VLAB installations and available
scientific equipment...
MORE PP

WL related prestenation "The Grid Embedded Interactive Jobs

Invocation" at the CGW 2005 conference in Cracow, Poland. Requirements

2005.11.20 Current requirements of the VLAB system..,

PRESENTATION M MORE W)

CHECK ALL EYENTS M)

d @Psnc al

Zakoriczono

Strona glowna portalu Laboratorium Wirtualnego

Pod definicja Laboratorium Wirtualnego nalezy rozumie¢ heterogeniczne, rozproszone
srodowisko, umozliwiajace grupie naukowcow znajdujacych si¢ w réznych miejscach na
Swiecie wspolng prace nad realizacja laczacych ich projektow. Nieodlacznym elementem
kazdego Laboratorium jest zdalny dostep do kosztownych i tym samym unikalnych urzadzen.

W ramach projektu prowadzonego przez Pracowni¢ Chemii Strukturalnej Kwasow
Nukleinowych 1 PCSS wspoétuczestniczytem w badaniach dotyczacych mozliwosci zdalnego
udostepnienia i korzystania ze spektrometréw (Varian Unity 300 i Bruker Avance 600), oraz
w opracowaniu ogolnego, uniwersalnego modelu architektury dla laboratorium wirtualnego.
Opracowany system typu GRID charakteryzuje si¢ budowa modularng, ktéra pozwola na
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szybkie dostosowanie go do nowych zastosowan i urzadzen, a bezproblemowy dost¢p do
Laboratorium poprzez Internet, realizowany za pomocga portalu, znacznie ulatwia prace tym,
ktorzy z réznych wzgledéw nie mogg mie¢ fizycznego dostepu do czgsto bardzo drogiej
aparatury laboratoryjnej. Opracowany system umozliwia takze kontynuacj¢ prac i obserwacje
wynikéw osobom, ktore czasowo przebywaja poza swoim miejscem pracy (np. wyjazd na
konferencje, staz na innej uczelni). Architektura systemu uwzglednia takze modut do
przesylania informacji (np. wynikow eksperymentéw) na biezaco czy tez magazynowania ich
w celu pozniejszego zaprezentowania ich uzytkownikowi. W czasie prac badawczych
opracowane zostaty ponadto scenariusze pomiarowe definiujace eksperymenty wykonywane
w ramach Laboratorium Wirtualnego. Wyrézni¢ tu mozna eksperymenty rzeczywiste
(np. wykonywane na spektrometrze NMR pomiary) oraz eksperymenty obliczeniowe
(np. analiza widm, obliczenia metodami rMD). Zagadnienie to podjete zostalo w celu
poprawy efektywnosci pracy w $rodowisku rozproszonym jakim niewatpliwie jest kazde
Laboratorium Wirtualne.

Wyniki z moim udziatem w tym projekcie znalazly odzwierciedlenie w zamieszczonych
w Aneksie 3 publikacjach i komunikatach.
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Aneks 4. Wiezy NOE wykorzystane podczas obliczen strukturalnych

Tabela Al.

Atom 1
G1:HI'
G1:HT'
G1:HT'
G1:HT'
G1:HT'
G1:H2
G1:H2
G1:H2
G1:H2'
G1:H2'
G1:H2'
G1:H2'
G1:H2'
G1:H3
G1:H3
G1:H3
G1:H3
G1:H4'
G1:H4'
G1:H%
G1:H5%#
G1:H5%#
G1:H5%#
G1:H5#
C2:HT'
C2:HT'
C2:HT'
C2:HT'
C2:HT'
C2:H2'
C2:H2'
C2:H2'
C2:H3'
C2:H3'
C2:H5
C2:H5
C2:H5
C2:H5'#
C2:H5'#
C2:H6
C2:H6
C2:H6
A3:H1'
A3:H1'
A3:H1'
A3:H1'
A3:H2

Minimalne (Dg) oraz maksymalne (Dg) odlegto$ci miedzyprotonowe otrzymane metodg ISPA
z pomiaru objetosci sygnatow korelacyjnych widm 2D NOESY dupleksu I. Wartosci te stanowity
odpowiednio dolne i gorne granice wigzow odleglosciowych wykorzystanych podczas obliczen

strukturalnych dupleksu referencyjnego.

Atom 2
G1:H5%#
G1:H5%#
G1:H8
C2:H6
C2:H5
G1:H5%#
G1:HT'
G1:H3
G1:H4'
G1:H8
C2:H5'%
C2:HT'
C2:H5
G1:HI'
G1:H8
C2:H5
C2:H6
G1:HI'
G1:H8
G1:H5"
G1:H3
G1:H4'
G1:H8
G1:H8
C2:H2'
C2:H4'
C2:H5
C2:H6
A3:H8
C2:H5
A3:HT'
A3:H8
C2:HT'
C2:H6
G1:H8
C2:H3'
C2:H6
C2:HT'
C2:H6
G1:H4'
G1:H8
C2:H4'
A3:H3'
A3:H5'%#
A3:H8
G4:H8
A3:H1'

Dd [A]
3.60
3.95
2.87
2.96
3.95
3.36
2.50
2.13
3.46
2.99
3.36
3.55
3.11
3.06
2.69
3.16
2.39
2.59
3.43
1.59
2.36
1.97
2.53
2.77
2.27
2.71
3.78
2.97
3.34
3.91
3.79
2.11
2.91
2.45
3.48
3.49
2.12
3.98
2.61
4.40
3.84
3.09
3.06
4.54
3.01
3.72
3.58

Dy [A]
5.51
6.00
4.39
4,52
6.00
5.14
3.83
3.25
5.30
4,57
4.86
5.43
4.75
4.69
411
4.83
3.65
3.97
5.25
2.43
3.61
3.02
3.87
4.24
3.47
4.14
5.79
4,54
5.11
5.97
5.79
3.23
4.46
3.75
5.33
5.33
3.24
6.00
3.99
6.00
5.88
4.73
4.68
6.00
4.61
5.68
5.47

Atom 1
A3:H2
A3:H2
A3:H2'
A3:H2'
A3:H2'
A3:H2'
A3:H4'
A3:H5'%
A3:H5'%
A3:H5'%
A3:H5'%
A3:H8
A3:H8
A3:H8
G4:H1
G4:H1
G4:H1
G4:H1
G4:H1
G4:H1
G4:H2'
G4:H2'
G4:H3'
G4:H3'
G4:H3'
G4:H5'#
G4:H8
G4:H8
G4:H8
A5:HT'
A5:HT'
A5:HT'
A5:HT'
A5:H2
A5:H2
A5:H2'
A5:H2'
A5:H3'
A5:H4'
A5:H4'
AbL:H5'%
A5:H8
A5:H8
G6:H1'
G6:H1'
G6:H1'
G6:H1'

Atom 2
A3:H2'
G19:H8
A3:HI'
A3:H3'
A3:H8
G4:H1
A3:HI'
A3:HI'
A3:H3'
A3:H8
A3:H8
C2:H3'
C2:H6
A3:H3'
A3:H2
G4:H2'
G4:H4'
G4:H5'#
G4:H8
A5:H8
G4:H8
A5:H8
G4:H1'
G4:H8
A5:H8
G4:H8
A3:H3'
A3:H8
A5:H8
G4:H2'
A5:H2'
A5:H8
G6:H8
A5:HT'
A5:H2'
A5:H8
G6:H1'
G6:H8
A5:HT'
A5:H8
A5:H8
A5:H3'
AbL:H5'%
A5:H2
G6:H2'
G6:H8
AT7:H8

Dq [A]
4,01
3.98
2.38
1.77
3.23
3.39
3.15
4.30
2.40
2.73
3.03
2.51
3.46
2.51
2.79
2.44
2.69
4.19
3.16
3.26
3.11
2.10
2.67
2.33
2.41
2.70
2.80
3.73
4.10
3.19
2.39
3.00
3.48
3.63
3.84
3.05
3.29
2.37
2.61
3.12
2.88
2.49
2.92
2.64
2.19
3.15
3.41

Dg [A]

6.00
6.00
3.65
2.70
4.95
5.18
4.82
6.00
3.67
4.18
4.64
3.84
5.29
3.83
4.27
3.73
4.12
6.00
4.84
4.99
4.75
3.21
4.09
3.57
3.68
4.13
4.28
5.70
6.00
4.89
3.65
4.58
5.33
5.55
5.87
4.66
5.03
3.63
4.00
4.77
4.40
3.81
4.46
4.04
3.34
4.81
5.22
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Atom 1
G6:H2'
G6:H2'
G6:H3'
G6:H3'
G6:H5'#
G6:H8
A7:H1'
A7:H1'
A7:H1'
A7:H1'
A7:H1'
A7:H1'
AT7:H2
AT7:H2
AT7:H2
AT:H2'
A7:H5'%#
A7:H5'%#
A7:H5'%#
A7:H8
A7:H8
A7:H8
A7:H8
G8:H1'
G8:H1'
G8:H1'
G8:H1'
G8:H2'
G8:H2'
G8:H2'
G8:H3'
G8:H3'
G8:H5'#
G8:H8
G8:H8
C9:H1'
C9:H1'
C9:H1'
C9:H1'
C9:H1'
C9O:H2'
C9O:H2'
C9:H2'
C9:H3
C9:H3
C9:H4'
C9:H5
C9:H5
C9:H5
C9:H5
C9:H5%
C9:H5%
C9:H6
C9:H6

Atom 2
G6:H8
AT:H1'
G6:H8
A7:H8
G6:H8
A5:H8
AT:H2
AT7:H3'
AT:H4'
AT7:H5'%#
A7:H8
G8:H8
AT:H2'
G8:H8
C15:H6
AT:H1'
AT:H1'
A7:H8
A7:H8
G6:H2'
G6:H8
AT:H2'
AT7:H3'
AT:H2
G8:H5'#
G8:H8
C9:H6
G8:H1'
C9:H5
C9:H6
G8:H1'
G8:H8
G8:H8
AT7:H3'
A7:H8
G8:H2'
C9O:H2'
C9:H5
C9:H5#
C9:H6
C9:H6
G10:H1'
G10:H8
C9:H1'
G10:H8
C9:H1'
G8:H3'
G8:H8
C9:H5#
C9:H6
C9:H6
C9:H6
G8:H3'
C9:H3'

Dd [A]
3.14
3.36
2.34
2.42
2.68
3.60
4.26
2.99
2.71
4.64
2.90
3.38
4.04
3.57
4.14
2.23
4.56
2.92
2.75
2.13
3.73
2.75
2.38
2.66
3.67
3.01
3.67
2.17
3.10
2.05
2.82
2.41
2.67
2.31
3.66
3.42
2.22
3.93
3.72
2.92
291
3.71
2.19
2.89
2.42
2.64
3.04
3.32
4.63
2.10
2.78
3.83
2.22
2.38

Dg [A]
4.80
5.14
3.59
3.70
4.09
5.51
6.00
4.56
4.14
6.00
4.44
5.17
6.00
5.45
6.00
3.41
6.00
4.46
3.97
3.26
571
4.20
3.64
4.07
5.61
4.61
5.61
3.32
4.74
3.14
4.31
3.69
4.08
3.54
5.59
5.23
3.40
6.00
5.69
4.47
4.46
5.68
3.35
4.43
3.70
4.04
4.65
5.08
6.00
3.21
4.25
5.85
3.39
3.65

Atom 1
C9:H6
G10:H1'
G10:H1'
G10:H1'
G10:H2'
G10:H2'
G10:H2'
G10:H3'
G10:H3'
G10:H4'
G10:H4'
G10:H4'
G10:H5%
G10:H5%
G10:H5%
G10:H8
C11:H1'
C11:H1'
C11:H1'
C11:H1'
C11:H1'
C11:H2'
C11:H2'
C11:H2'
C11:H3'
C11:H3'
C11:H3'
C11:H4'
C11:H4'
C11:H5
C11:H5
C11:H5
C11:H5'
C11:H5'#
C11:H5'#
C11:H5'#
C11:H5'#
G12:H1'
G12:H1'
G12:H1'
G12:H2'
G12:H2'
G12:H2'
G12:H2'
G12:H3'
G12:H3'
G12:H3'
G12:H5'%
G12:H8
C13:H1'
C13:H1'
C13:H1'
C13:H1'
C13:H2'

Atom 2
G10:H8
G10:H5'#
G10:H5'#
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'

Dd [A]
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
414
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

Dg [A]

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
411
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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Atom1l  Atom2 Dd [A] Dg [A] Atom1l  Atom2 Dd [A] Dqg [A]

C13:H2' C13:H6 2.84 4.34 U16:H5 C15:H5 3.23 4.93
C13:H2' U14:H6 1.94 2.97 U16:H5 U16:H6 2.09 3.20
C13:H3' C13:H5 4.14 6.00 U16:H5 C17:H5 3.14 4.79
C13:H3' C13:H6 2.46 3.75 Ul6:H5# U16:H6 2.82 431
C13:H3' U14:H5 3.94 5.70 Ul6:H6  C15:H1' 3.27 5.00
C13:H3' U14:H6 2.59 3.95 Ul6:H6  C15:H3 2.18 3.34
C13:H4'" Ci13:HI' 2.65 4.05 Ul6:H6  U16:H3' 2.29 3.50
C13:H5 G12:H8 3.50 5.36 Ul6:H6  Ul6:H4' 3.52 5.38
C13:H5 C13:H5% 4.48 6.00 U16:H6 C17:H5 3.56 5.44
C13:H5 C13:H6 2.13 3.26 Cl7:HY AS5:H2 2.78 4.24
C13:H5#%# C13:Hl' 4.12 6.00 Cl7:H1' Ul6:H2 2.85 4.36
C13:H5#%# C13:H6 2.63 4.03 C17:H1" C17:H5% 3.79 5.80
C13:H6  C13:H5% 3.02 4.61 C17:H1" C17:H5% 4.22 6.00
Ul4:H1' C13:H2 3.63 5.55 C17:H1' C17:H6 3.00 4.58
Ul4:H1' Ul4:H3 3.13 4.78 C17:H1' U18:H6 3.13 4.79
Ul4:H1' Ul4:H4 2.53 3.87 Cl7:H2' Ci7:HYI 2.22 3.39
U14:H1' C15:H6 3.17 4.84 C17:H2' C17:H5 4.40 6.00
Ul4:H2' Ul4:HYT 2.20 3.36 Cl7:H2 C17:H6 2.76 4.22
Ul4:H2' U14:H6 3.13 4.79 Cl7:H2'  U18:H1' 3.22 4.93
Ul4:H2' C15:H6 2.01 3.08 C17:H2' U18:H5 2.68 4.10
U1l4:H3" C15:H5 2.89 4.42 C17:H2' U18:H6 2.00 3.06
U1l4:H3"  C15:H6 2.25 3.45 C17:H3" Ci7:HY 3.63 5.56
Ul4:H4'  U14:H6 3.00 4.59 C17:H3' U18:H6 2.85 4.36
Ul4:H5 C13:H6 3.93 6.00 Cl7:H4  CiT7:HY' 2.79 4.27
Ul4:H5  C13:H2' 291 4.45 C17:H5 Ul6:HI' 3.57 5.46
U14:H5 U14:H6 2.11 3.22 C17:H5 Ul6:H2' 2.86 413
Ul4:H5 C15:H5 3.36 514 C17:H5 C17:H6 2.04 3.12
Ul4:H5'%#  U14:H6 2.74 4.19 Cl7:H5%# C17:H6 2.72 3.94
Ul4:H6  Ul4:HT 2.74 4.19 C17:H6 Cl7:H3 2.27 3.47
Ul4:H6  Ul4:H3 2.13 3.26 U18:H1'  U18:H3 2.92 4.46
U14:H6 C15:H5 3.00 4.59 U18:H1' U18:H4' 2.69 411
C15:HY AT:H2 2.75 4.20 U18:H1'  U18:H6 2.85 4.36
C15:H1" Ul4H2 2.88 4.40 U18:H1' G19:H8 2.98 4.55
C15:HY' C15:H6 2.73 4.18 U18:H2' U18:H1' 231 3.54
C15:H2" Ci15:HT 2.20 3.37 U18:H2'  U18:H5 4.43 6.00
C15:H2" U16:H1' 3.61 5.52 Ul18:H2' G19:H1' 3.20 4.89
C15:H2' U16:H5 2.65 4.05 U18:H2' G19:H8 1.97 3.02
C15:H2' U16:H6 2.01 3.08 U18:H3'  U18:H6 221 3.39
C15:H3' C15:H5 3.67 5.61 U18:H3' G19:H8 2.63 4.02
C15:H3' C15:H6 2.22 3.40 U18:H4'  U18:H6 2.90 4.43
C15:H3' U16:H5 2.93 4.47 Ul8:H5 C17:HI 3.64 5.56
C15:H5 C15:H6 2.10 3.21 U18:H5 C17:H5 2.95 451
C15:H5#%# CI15:HY' 4.03 6.00 U18:H5 C17:H6 3.19 4.88
C15:H5#%# C15:H6 2.49 3.80 U18:H5 U18:H6 2.11 3.23
C15:H6 U16:H5 2.62 4.01 U18:H5 G19:H8 3.57 5.46
Ul6:H1' U16:H3' 2.89 4.42 U18:H5# U18:H6 2.86 4.38
Ul6:H1' Ul6:HS# 417 6.00 G19:H1' A3:H2 291 4.45
Ul6:H1' U16:H6 2.74 4.19 G19:H1' G19:H5% 4.41 6.00
Ul6:H1' C17:H6 3.23 4.94 G19:H1'  G19:H8 3.00 4.59
Ul6:H2' U16:HI 2.22 3.39 G19:H1'  C20:H5 4.32 6.00
Ul6:H2' U16:H6 2.80 4.29 G19:H1'  C20:H6 3.62 5.54
Ul6:H2' C17:H6 1.95 2.98 G19:H2'  G19:HI' 2.19 3.35
U16:H3'  C17:H6 2.40 3.67 G19:H2'  G19:H8 2.90 4.43
Ul6:H4' U16:HI' 2.61 3.99 G19:H2'  C20:HI' 3.55 5.43
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Atom 1
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

Tabela A2.

Atom 1
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:HT'
C2:HT'
C2:H1'

Atom 2
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

Dd [A]
3.13
2.05
3.14
1.76
2.10
2.57
291
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

Dg [A]
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
451
5.10
6.00
3.12
441
5.04
3.35

6.00
6.00

Atom 1
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

Atom 2
U16:H3
U18:H5
AT:H1'
AT:H2
AT: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

Dd [A]
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

Dg [A]

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

Minimalne (Dg) oraz maksymalne (Dg) odlegtosci miedzyprotonowe otrzymane metodg ISPA

Z pomiaru objetosci sygnatoéw korelacyjnych widm 2D NOESY dupleksu Il.

Atom 2
G1:H3
G1:H4'
G1:H8
G1:H1'
G1:H3
G1:H8
C2:HT'
C2:H5
C2:H6
G1:H8
C2:H5
G1:H5%#
G1:H8
G1:H3
G1:H8
G1:H5#
C2:H3'
C2:H5
C2:H5'%

Dd [A]
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

Dy [A]
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

Atom 1
C2:HT'
C2:HT'
C2:HT'
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

Atom 2
C2:H6
A3:H1'
A3:H8
C2:HT'
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

Dd [A]
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

Dg [A]

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
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'
Ab:H2
Ab:H2
Ab:H2
Ab:H2
A5:H2'
A5:H2'
A5:H2'
A5:H3'
A5:H3'
A5:H3'
A5:H3'
A5:H4'
A5:H4'
A5:H5'#
AG6:H1'
AG6:H1'
AG6:H1'
AG6:H1'
AG6:H1'

Atom 2
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'
Ab:H2
AbL:H5'#
A5:H8
A6:H8
A6:H2
U17:H5
U17:H6
C18:H5
A5:H1'
A5:H3'
A5:H8
A5:H1'
Ab:H5'#
A5:H8
A6:H8
A5:H1'
A5:H3'
Ab:H8
A5:H2
A5:H2'
A6:H5'#
A6:H5'#
A6:H8

D4 [A]

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

Dg [A]

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

Atom 1
A6:H2
A6:H2'
A6:H2'
A6:H2'
AG:H3'
AB: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"'

Atom 2
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'
GO: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

Dd [A]
4.00
2.13
3.65
2.09
2.80
291
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
251
2.71
3.80
2.61
3.05
3.26
2.88
3.87
291
191
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

Dg [A]

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
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
Cl12:H1'
Cl12:H1'
Cl12:H1'
Cl12:H1'
Cl12:H1'
Cl12:H2'
Cl12:H2'
Cl12:H4'
Cl12:H4'
Cl12:H4'
Cl12:H4'
Ci12: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

Atom 2
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'#
Ci12:H5
C12:H5'#
C12:H5'#
C12:H6
G13:H8
Cl12:H1'
G13:H1'
Cl12: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:Hé6
G13:H1'
G13:H8
C12:H5
C12:H6

Dd [A]
2.09
2.33
2.80
2.77
341
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

Dg [A]
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
541
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

Atom 1
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
Cl14:H5'#
Cl14: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'#
Ul7:H1'
Ul7:H1'
Ul7:H1'
Ul7:H2'
Ul7:H2'
Ul7:H3'
U17:H5
U17:Hé6
U17:Hé6

Atom 2
C14:H5
G13:H2'
C14:H5
Cl14: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
Cl14:H5'#
U15:H5
U15:H6
Cl14: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'
Ul7:H4'
U17:H5'%#
Ul7:H1'
C18:H5
Ul7:H1'
C16:H3'
Ul7:H2'
U17:H5

Dd [A]
3.37
3.16
4.02
3.33
2.83
291
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

Dg [A]

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
411
4.29
5.69
491
3.28
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Atom 1
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'

Tabela A3.

Atom 1
G1:H1'
G1:H1'
GI1:H1'
G1:H3'

Atom 2
Ul7:H5%
C18:H5
Ab:H2
A6:H2
C18:H4'
C18:H5'#
C18:H1'
U19:H5
U19:H6
U17:H3'
C18:H1'
C18:H3'
C18:H6
Ul17: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

Dd [A]
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

Dg [A]
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
412
3.91
4.23
4.55
4.47
3.21
4.34
6.50
4.16
4.49
5.02
443
4.56
3.32
4.40
4.10
3.11
4.24
3.44
3.82

Atom 1
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

Atom 2
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

Dd [A]
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

Dg [A]

3.99
4.87
4.22
3.69
6.50
4.89
4.76
3.95
412
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

Minimalne (Dg) oraz maksymalne (Dg) odlegtosci miedzyprotonowe otrzymane metodg ISPA

z pomiaru objgtosci sygnatow korelacyjnych widm 2D NOESY dupleksu I11.

Atom 2
G1:H2'
G1:H3'
G1:H5%
C2:H5

Da [A]
2.52
2.89
3.44
2.77

Dg [A]
3.85
4.42
5.25
4.23

Atom 1
G1:H4'
G1:H8
G1:H8
G1:H8

Atom 2
G1:H1'
G1:H1'
G1:H2'
G1:H3'

Dd [A]
2.76
3.08
3.10
2.29

Do [A]

4.22
471
4.74
3.50
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Atom 1
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

Atom 2
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
AG:H1'
A6:H8
U18:H1'
C19:H1'

Dd [A]
3.33
2.73
2.78
3.62
3.22
3.25
3.70
3.17
291
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

Dg [A]
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
451
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

Atom 1
A5:H3'
A5:H3'
A5:H8
A5:H8
A5:H8
A5:H8
A5:H8
A5:H8
A6:H1'
AG:H1'
AG:H1'
AG:H1'
A6:H2
AG:H2'
AG:H2
A6:H2
A6:H2
A6:H2
A6:H4'
A6:H4'
AG:H5"
AG6:H5'
A6:H8
A6:H8
A6:H8
A6:H8
A6:H8
A6:H8
A6:H8
A6:H8
A6:H8
AT7:HI'
A7:HI'
A7:H1'
A7:HI'
A7:H2
A7:H2'
A7:H2
A7:H2
A7:H2
A7:H2
A7:H2
AT7:H3'
AT7:H8
AT7:H8
AT7:H8
AT7:H8
AT7:H8
AT7:H8
A7:H8
G8:H1'
G8:H1'
G8:H8
G8:H8
G8:H8
G8:H8
G8:H8

Atom 2
A5:H1'
AT7:H8
G4:H1'
G4:H2'
Ab:H1'
AL:H5'#
A6:H2
A6:H8
AG:H2'
A6:H3'
A6:H4'
A6:H5'#
A6:H1'
A6:H3'
A7T:H1'
AT7:H2'
U18:H1'
C19:H1'
AG6:H3'
A6:H8
A6:H3'
A6:H3'
A5:H1'
A5:H2'
A5:H4'
A6:H1'
AG:H2'
AG6:H3'
A6:H4'
A6:H5'#
AT7:H8
AT7:H4'
AT:H5'#
AT: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'
AT:H5'#
AT:H5'#
G8:H8
G8:H2'
A9:H1'
A7:H1'
A7T:H2'
G8:H1'
G8:H2'
G8:H4'

Dd [A]
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

Dg [A]

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
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

Atom 2
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:HT'
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
Cl1:H5'%#
Cl1: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

Dd [A]
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

Dg [A]
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

Atom 1
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'
Ul6:H1'
Ul6:H1'
Ul6:H2'
Ul6:H2'
U16:H5
U16:H5
U16:H6
U16:H6

Atom 2
G1l2:H1'
G1l2: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'#
Gl4:H2'
G14:H3'
G14:H4'
G14:H5'%
C15:H1'
G14:H8
G14:H8
C15:H5
C15:H6
C13:H1'
G14:H1'
G14:H5'#
Gl4:H2'
C15:H2'
C15:H5'#
U16:H5
U16:H5
G14:H1'
Gl14: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
ul6:H1'
C17:H1'
U16:H5'%#
C17:H5
C15:H2'
C15:H3'

Dd [A]
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
291
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

Dg [A]

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
454
2.98
3.75
4.27
3.42
4.40
3.73
4.98
6.50
3.66
3.76
4.66
3.99
431
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
U16:H6
U16:H6
U16:H6
U16:H6
U16:H6
U16:H6
C17:HI'
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:HT'
C19:HT'
C19:HT'
C19:HT'
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'

Atom 2
C15:H5
U16:H1'
U16:H3'
U16:H5
U16:H5%
C17:H5
C17:H5'#
U18:H6
Ul16: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'#

Dd [A]
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
291
2.77
2.82
2.09
2.92
2.23
2.64
2.72
3.44
3.96

Dg [A]
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

Atom 1
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

Atom 2
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

Dd [A]
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
417
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

Dg [A]

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
551
4.09
4.26
5.35
4.85
4.22
512
451
451
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.

Atom 1
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

Minimalne (Dg) oraz maksymalne (Dg) odlegtosci migdzyprotonowe otrzymane metoda ISPA

z pomiaru objetosci sygnatow korelacyjnych widm 2D NOESY dupleksu V.

Atom 2
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'

Dd [A]
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
291
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

Dg [A]
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
441
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

Atom 1
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'
Ab5:H2
Ab5:H2
Ab5:H2
Ab5:H2
A5:H2'
A5:H2'
Ab5:H3'
Ab5: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'

Atom 2
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'
Cl14:H1'
G15:H1'
A5:H8
G6:H8
A5:H1'
G6:H8
A5:H5"
G4:H1
A5:H1'
Ab5: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

Dd [A]
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

Dg [A]
5.98
6.18
6.00
6.41
3.51
4.60
6.50
6.50
2.96
450
6.00
431
491
5.10
4.42
6.00
44.50
45.00
44.50
45.00
45.00
3.73
453
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
450
5.50
4.80
6.00
44.50
45.00
3.62
4.74
6.00
6.00
5.45
462
3.23
4.46
431
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Atom 1
G6:H8
G6:H8
G6:H8
G6:H8
G6:H8
G6:H8
G6:H8
G6:H8
C7:HT'
C7:HT'
C7:HT'
C7:HT'
C7:H2'
C7:H2'
C7:H3'
C7:H4'
C7:H5
C7:H5
C7:H5
C7:H5'
C7:H5"
C7:Hé6
C7:Hé6
C7:Hé6
C7:Hé6
C7:Hé6
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

Atom 2
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:Hé6
C7:Hé6
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'

Dd [A]
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

Dg [A]
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
412
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
494
6.50
4.02
4.60
4.13
6.58
6.50
3.62
5.06
5.10
4.36

Atom 1
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
All:H1'
All:H1'
All:H1'
All:H1'
All:H1'
All:H1'
All:H1'
Al1:H2
Al1:H2
Al1:H2
All:H2'
All:H2'
Al11:H3'
All:H4'
Al11:H8
Al11:H8
Al11:H8
Al11:H8
Al11: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'

Atom 2
G9:H3
C10:H2'
C10:H4'
Al11:H8
C10:H1'
C10:H6
C10:H5"
C10:H1'
Al11:H8
C10:H1'
C10:H3'
C10:H4'
C10:H1'
C10:H3'
C10:H1'
C10:H2'
C10:H4'
C10:H5
C10:H5'
C10:H5"
Al11:H8
C10:H1'
C10:H2'
All:H2'
Al1l:H3'
All:H4'
Al1:H5'
G12:H1'
Al1:H1'
All:H2'
G12:H1'
Al1:H3'
Al11:H8
Al11:H8
Al11:H8
C10:H1'
C10:H3'
Al1:H1'
Al1:H5'
Al1:H5"
All1:H2'
G12:H2'
G12:H3'
G12:H5'
Al1:H1'
All1:H2'
Al1:H3'
Al11:H8
G12:H1'
G12:H2'
G12:H3'

G12:H5"

C13:H1'
C13:H6

Dd [A]
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
412
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

Dg [A]

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
417
4.48
4.07
4.28
4.54
481
5.05
3.44
4.36
6.17
4.69
4.37
4.59
531
3.41
4.15
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Atom 1
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'
Cl14:H1'
Cl14:H1'
Cl14:H2'
Cl14:H2'
Cl14:H2'
C14:H3'
Cl14:H4'
Cl14:H4'
C14:H5
C14:H5
C14:H5
C14:H5
C14:H6
C14:H6
C14:H6
C14:H6
C14:H6
C14:H6
C14:H6

G15:HY
G15:HY
G15:HY
G15:HY
G15:HY

G15:H2'

G15:H2'

G15:H5'
G15:H8

Atom 2
C13:H1'
C13:H6
C14:H5
C13:H1'
C13:H6
G12:H2'
C14:H5
Cl14:H6
Cl14:H6
G12:H1'
G12:H2'
C13:H1'
C13:H5
C13:H5"
Cl14:H6
C14:H3'
C14:H6
G15:H8
Cl14:H1'
C14:H6
G15:H1'
G15:H8
Cl14:H1'
C14:Hé6
C13:H2'
C13:H6
C14:H3'
G15:H8
C13:H1'
C13:H2'
C13:H3'
C14:H3'
Ci14:H5
C14:H5'
C14:H5"
G15:H2'
G15:H3'
G15:H4'
G15:H5"
Al6:H1'
G15:H8
Al16:H8
G15:H1'
Cl14:H2'

Dd [A]
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
251
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

Dg [A]
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
451
5.93
3.35
4.26
4.97
414
4.43
472
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

Atom 1
G15:H8
G15:H8
G15:H8
G15:H8
Al6:H1'
Al6:H1'
Al6:H1'
Al6:H1'
Al6:H2
Al16:H2
Al6:H2'
Al16:H3'
Al16:H3'
Al6:H4'
Al16:H5'
Al16:H8
Al16:H8
Al16:H8
Al16:H8
Al16:H8
Al16:H8
Al16:H8
Al16: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
All:H2
C13:H42
C13:H5
G15:H1

Atom 2
C14:H6
G15:H1'
G15:H4'
G15:H5"
Al16:H2'
Al16:H3'
Al16:H5'
C17:H5
Al6:H1'
C17:H1'
C17:H5
Al16:H2'
A16:H8
Al6:H1'
A16:H8
G15:H1'
G15:H3'
G15:H8
Al6:H1'
Al6:H2'
Al16:H5"
C17:H5
C17:H6
C17:H3'
C17:H6
Al16:H3'
C17:H2'
C17:H3'
Al6:H1'
Al6:H2'
Al16:H3'
C17:H3'
C17:H5

G15:H1
G6:H1
G12:H1
U8:H3
13:H42
G12:H1
G12:H1
C14:H42
C14:H42
Al16:H2

Dd [A]
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

Dg [A]

5.13
5.08
6.19
4.70
3.19
421
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
441
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 (Dg) oraz maksymalne (Dg) odlegtosci miedzyprotonowe otrzymane metodg ISPA
Z pomiaru objetosci sygnatow korelacyjnych widm 2D NOESY dupleksu VI.

Atom1l  Atom2 Dd [A] Dg [A] Atom1l  Atom2 Dd [A] Dg [A]
G1:H1' G1:H8 3.04 4.66 C3:H6 U2:H5 3.59 5.49
G1:H1' U2:H6 2.50 4.50 C3:H6 C3:H1' 3.18 4.86
G1:H2' G1:H1' 2.62 4.00 C3:H6 C3:H4' 3.14 4.80
G1:H2' U2:H5 2.73 4.17 G4:H1' G4:H8 3.08 471
G1:H2' U2:H5'% 2.80 4.27 G4:H1' U5:H6 4.00 6.50
G1:H2' U2:H6 1.80 3.50 G4:H1' G6:H8 2.84 4.80
G1:H3' G1:H1' 2.69 4.11 G4:H2' G4:H1' 2.33 3.57
G1:H3' G1:H2' 2.26 3.45 G4:H2' G4:H3' 1.95 2.98
G1:H3' G1:H8 2.82 4.31 G4:H2' G4:H8 2.11 3.22
G1:H3' U2:H5 2.72 4.15 G4:H2' U5:H6 2.23 417
G1:H3' U2:H6 2.13 3.25 G4:H2' G6:H8 2.50 4.00
G1:H4' G1:H1' 2.56 3.91 G4:H3' G4:H1' 2.94 450
G1:H5" G1:H5' 1.45 2.22 G4:H3' G4:H8 2.72 4.56
G1:H5'# G1:H4' 1.82 2.78 G4:H3' G4:H8 2.72 4.56
G1:H5'# G1:H8 2.87 4.39 G4:H3' U5:H6 3.02 5.37
G1:H8 G1:H2' 2.97 4.53 G4:H4' G4:H1' 2.52 3.86
G1:H8 G1:H5'# 3.15 4.82 G4:H4' G4:H3' 1.95 2.99
U2:H1' U2:H4' 2.49 3.81 G4:H5'# G4:H1' 3.22 492
U2:H2' U2:H1' 2.23 3.41 G4:H5'# G4:H3' 2.24 3.43
U2:H2' U2:H6 2.67 4.09 G4:H5'# G4:H8 2.79 4.27
U2:H2' C3:HI' 2.97 4.55 US:H1' G4:H2' 450 44.50
U2:H2' C3:H5 2.75 4.20 US:H1' G4:H3' 450 44.50
U2:H2' C3:H6 2.01 3.07 U5S:H1' G4:H8 450 44.50
U2:H3' U2:H1' 2.58 3.94 U5S:H1' U5:H4' 2.60 474
U2:H3' U2:H5 2.83 4.33 U5S:H1' G6:H8 450 44.50
U2:H3' U2:H6 2.33 3.56 U5:H2' U5:H3' 2.04 3.88
U2:H3' C3:H5 3.00 4.58 U5:H2' G6:H1' 450 44.50
U2:H3' C3:H6 2.30 3.52 U5:H2' G6:H8 4.00 44.00
u2:H4' U2:H5'% 154 2.35 U5:H3' G4:H2' 450 44.50
u2:H4' U2:H6 2.72 4.16 U5:H3' US:H1' 2.83 5.08
U2:H5 U2:H6 2.14 3.27 U5:H3' U5:H6 1.94 3.72
U2:H5 C3:H5 2.48 3.79 U5:H3' G6:H1' 450 44.50
U2:H5' U2:H5" 1.44 2.21 U5:H4' U5:H3' 2.00 3.05
U2:H5'% U2:H1' 3.16 4.84 U5:H4' G6:H8 450 44.50
U2:H5'% U2:H6 2.74 4.18 U5:H5 G4:H2' 450 44.50
C3:HI' C3:H3' 2.59 3.95 U5:H5 G4:H3' 450 44.50
C3:HI' C3:H4' 2.32 3.55 U5:H5 G4:H4' 450 44.50
C3:HI' G4:H8 3.12 477 U5:H5 G4:H8 450 44.50
C3:HI' Al16:H2 2.50 3.83 U5:H5 U5:H6 2.13 3.26
C3:H2' C3:HI' 2.21 3.38 U5:H5 G6:H8 450 44.50
C3:H2' C3:H6 2.69 4.12 US5:H5'# G4:H3' 4.20 44.20
C3:H2' G4:H1' 2.98 4.56 US5:H5'# G4:H3' 450 44.50
C3:H2' G4:H8 2.17 3.31 US5:H5'# U5:H3' 2.09 3.49
C3:H3' C3:H6 1.97 3.01 US5:H5'# U5:H3' 3.00 450
C3:H3 G4:H8 2.28 3.49 US5:H5'# U5:H6 2.28 4.25
C3:H5 U2:H6 3.16 4.83 U5:H5™* G6:H8 4.20 44.20
C3:H5 C3:H6 2.08 3.19 U5:H6 G4:H4' 4.20 44.20
C3:H5 G4:H8 3.18 4.86 G6:H1' G6:H8 2.84 4.35
C3:H5'# C3:H1' 3.16 4.83 G6:H2' G6:H1' 2.36 3.61
C3:H5'# C3:H6 2.48 3.79 G6:H2' C7:H1 3.39 5.18
C3:H6 U2:H1' 2.75 4.20 G6:H2' C7:H5 2.81 4.29
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Atom 1
G6:H2'
G6:H3'
G6:H3'
G6:H3'
G6:H4'
G6:H4'
G6:H5™*
G6:H5™*
G6:H5'#
G6:H8
G6:H8
C7:HT'
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'

Atom 2
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
All:H2
G9:H1'
G9:H1'
G9:H8
G9:H1'
G9:H8
G9:H4'
G9:H4'
G9:H8
U8:H3'
C10:H5'#
C10:H6
All:H1'
Al1:H8
C10:H1'
C10:H6
Al1:H1'
Al11:H8
C10:H1'
C10:H6
Al11:H8
C10:H1'

Dd [A]
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

Dy [A]
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

Atom 1
C10:H4'
C10:H4'
C10:H5
C10:H5"
C10:H5%#
C10:H5%#
C10:H5%#
All:H1'
All:H1'
All:H1'
All:H2
All:H2'
All:H2'
All:H2'
All:H2'
All:H3
All:H3'
All:H3'
All:H4'
All:H4'
All:H4'
All:H5'
All:H5'#
All:H5'#
All:H5'#
All:H5'#
Al1l1:H8
Al1l1: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

Atom 2
C10:H5%#
C10:H6
C10:H6
C10:H5'
C10:H4'
C10:H6
C10:H6
All:H5#
Al1l:H8
G12:H8
All:H1'
All:H1'
All:H3
Al1l:H8
G12:H8
All:H1'
Al1l1:H8
G12:H8
All:H1'
All:H3'
All:H5'#
Al1:H5"
All:H1'
All:H3'
All:H3'
Al1l1:H8
C10:H6
G12:H8
All: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

Dq [A]
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

D [A]

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
244
5.52
3.60
3.67
411
411
5.62
451
4.82
3.37
4.05
4.42
471
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
C13:H5
C13:H5'
C13:H5%
C13:H5%
C14:H1'
C14:H1'
Cl14:H2'
Cl14:H2'
Cl14:H2'
C14:H3'
C14:H3'
C14:H3'
Cl14:H4'
Cl14:H4'
C14:H5
C14:H5
C14:H5
C14:H5
Cl4:H5'#
Cl4: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'%#
Al6:H1'
Al6:H1'
Al6:H1'
Al6:H1'
Al16:H2
Al16:H2
Al6:H2'
Al6:H2'
Al6:H2'

Atom 2
C14:H5
C13:H5"
C13:H6
C13:H6
Cl14:H6
G15:H8
Cl14:H1'
Cl14:H6
G15:H8
Cl14:H1'
Cl14:H6
G15:H8
Cl14:H1'
C14:H5'#
C13:H2'
C13:H6
C14:H3'
C14:H6
Cl14:H1'
C14:H6
C13:H6
Cl14:H4'
G15:H8
G15:H4'
G15:H8
Al16:H8
G15:H1'
G15:H8
Al6:H1'
G15:H1'
G15:H8
G15:H1'
G15:H8
G15:H8
Al6:H2
Al16:H5'#
Al16:H8
C17:H6
Al6:H2'
C17:H1'
Al6:H1'
C17:H5
C17:H6

Dd [A]
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
291
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

Dg [A]
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

Atom 1
Al16:H3'
Al16:H3'
Al16:H4'
Al16:H5'#
A16:H8
Al16: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

Atom 2
Al6:H1'
C17:H5
C17:H6
Al6:H1'
A16:H8
G15:H2'
G15:H8
Al16:H2'
C17:H5'#
C17:H1'
C17:H6
C17:H1'
C17:H5
C17:H6
C17:H1'
C17:H6
Al16: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
Cl14:H1'
C14:H6
C7:H42

C10:H42
G12:H1
Al1:H2

C13:H42
G4:H1

C14:H41
Al16:H2

Dd [A]
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

Dg [A]

3.99
411
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 protokolu 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 el4fac=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 O5TER TAIL + * END
LAST 3TER HEAD - * END
sequence @strandl.seq end
end
end
{ _____________________________________________________________________
segment {* Generate second strand.
name="STRB"
chain
LINK NUC HEAD - * TAIL + * END
FIRST O5TER TAIL + * END
LAST 3TER HEAD - * END
sequence @strand2.seq end
en
end
{ _____________________________________________________________________

vector do ( resid = encode ( decode ( resid ) + 10 ) ) (segid "STRB")

write structure output=structure.psf end {* writes the structure file.

stop

202



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 jasvel=maxwell firsttemp= 300.
dtcoup11ng = true tbath = 300. nprint=50 {iprfrg=0
en

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.
dtcoupHng = true tbath = 300. nprint=100 {iprfrg=0
en

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

o }
w

% }
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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
if
if
if
if

if

{7’:

($v_bond > 0) then evaluate (
($v_angl > 0) then evaluate (
($v_dihe > 0) then evaluate (
($v_impr > 0) then evaluate (
($ener >80) then evaluate (

($accept = 0 ) then

set echo=off message=off end

$accept
$accept
$accept
$accept
$accept

$accept
$accept
$accept
$accept
$accept

+ 4+ + +

RRREE
I\

end i
end i
end i
end i
end i

display Energy: bond $bond, angle $angl, dihedral $dihe,

display

display RMSD:

display improper $rms_impr
display violations:

display improper $v_impr
wWrite coordinates. *}

write coordinates output=generate_template.pdb end

end if
end loop main

stop

improper $impr, vdw $vdw, total $ener
bond $rms_bond, angle $rms_angl, dihedral $rms_dihe,

bond $v_bond, angle $v_angl, dihedral $v_dihe,

204



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 ($TEMPLATE = "generate_template.pdb" )
{* ====> NOE distance restraints files *}
evaluate ($SNOE_TABLE1 = "noes.tbl1" )
evaluate ($SNOE_TABLE?2 = "hbnd.tb1" )
evaluate ($NOE_TABLE3 = "noeh2o.tb1" )
{* ====> dihedral angle restraints file *}
evaluate ($DIHE_TABLE = "dihs.tb1" )
{* ====> The base name of the generated coordinate files *}
evaluate ($PDBNAME = "sa_tad."
{* ====> Parameters for high temperature torsion angle stage *3
{* ====> 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_TABLE?2
@$NOE_TABLE3
end

set echo off message off end

restraints dihedral
nass = 1000
@$DIHE_TABLE
end

set echo on message on end

o
w

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
sgexponent * 2
soexponent * 1
asymptote * 1
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 *}
maxwel1(1.5) ) ( all )

.
maxwel1(1.5) ) ( :11 )
maxwel1(1.5) ) ( all )

vector do ( vx
vector do ( vy
vector do ( vz

restraints dihedral
scale = $tad_dih
end

dynamics torsion
topology
kdihmax = 300
maxchn = 1000
{* If refining nucleic acids, uncomment and appropriately *
{* modify the following 1lines. 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 Te 20 ) Toop cut

free bond ( resid $nucl and name C3' )

( resid $nucl and name C4' )

evaluate ( $nucl = $nucl + 1 )

end loop cut

(ST

end
end

100)
int($tad_step/$ncycle_tad))

evaluate ($ncycle_tad
evaluate ($nstep_tad

evaluate ($tadini_vdw
evaluate ($tadvdw_step
evaluate ($ktad_vdw
evaluate ($tadini_noe
evaluate ($tadnoe_step
evaluate ($ktad_noe

5 )
($tadini_vdw-$tad_vdw)/$ncycle_tad)
$tadini_vdw)

2 )
($tad_noe-$tadini_noe)/$ncycle_tad)
$tadini_noe)

evaluate ($i_tad = 0)
while ($i_tad < $ncycle_tad) Toop tad
evaluate ($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
dtcoup]ing = true tbath = $tad_temp nprint = $nstep_tad
en

evaluate ($ktad_vdw
evaluate ($ktad_noe

$ktad_vdw - $tadvdw_step)
$ktad_noe + $tadnoe_step)

end loop tad

{* ====> Slow-cooling with torsion angle dynamics *}
noe

scale * $cool_noe
end

restraints dihedral
scale = $cool_dih
end

e
=

flag exclude * include noe cdih bond angl impr vdw end

300)
100)

evaluate ($final_t
evaluate ($tempstep

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 < $ncycle) Toop cool
evaluate ($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
vector do ( vy

maxwell($vercool_temp) ) ( all )
maxwel1($vercool_temp) ) ( a}} )
a

vector do ( vz maxwell($vercool_temp) ) ( )
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)

dweights * 1 vdw $vercool_vdw end
en

evaluate ($i_cool = 0)
while ($i_cool < $ncycle) Toop cool

evaluate ($i_cool=$%$i_cool+1)

dynamics verlet
nstep = $nstep time = 0.003
iasvel = current firstt =$bath
tcoup = true tbath = $bath
nprint = $nstep iprfrg = 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)
dweights * 1 vdw $pov_vdw end
en

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 $angl15, 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. *}
d@TOPPAR:dna—rna—aHatom.par

en

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. *}
@noeh2o0.tbl
class hb
@hbnd. tb1
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.

sgexponent all 2

scale all $knoe {* Constant NOE scale throughout the protocol. *}

averaging hb sum

potential hb biharmonic

sqgconstant hb 1.

sgexponent 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 1irex=2
wmin=0.01 tolerance=0.5
end
end

vector do (storel = decode(resid)) (name C3'")
vector show min (storel) (name C3')
evaluate ($first_residue = $result)
vector show max (storel) (name C3'")
evaluate ($last_residue = S$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 nl 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 nl 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 nl or
name c6 or name c5 or name n7 or name c8))
group (resid $res and resname URI and
(name nl or name c6 or name c5 or name c4
or name n3 or name c2))

evaluate ($res = S$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 ($ini_rad = 0.9) evaluate
evaluate ($ini_con= 0.004) evaluate
evaluate ($rcon=$ini_con)

evaluate ($ini_ang = 1.0) evaluate
evaluate ($ini_imp = 1.0) evaluate
evaluate ($ini_noe = 2.0) evaluate
evaluate ($knoe = $ini_noe)

evaluate ($ini_nuc = 0.5) evaluate
evaluate ($knuc = $ini_nuc)

evaluate ($ini_orie = 0.002) evaluate
evaluate ($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

($fin_rad
($fin_con

($fin_ang
($fin_imp

($fin_noe

($fin_nuc

($fin_orie

0.78)
4.0)

1.0)
1.0)

30.0)
1.0)
= 0.30)

1 ( L-J radii)

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 =
rexp = 2 ! exponents in (rAirex - ROAirex)Arexp
irex = 2
rcon =  $rcon ! actually set the vdw weight
end
end
flags exclude * include

constraints
interaction (not name cl' )
weights *
interaction (name cl') (name cl')

(all1)

1 angl 0.4 impr 0.1 vdw O elec O end

weights * 1 angl 0.4 impr 0.1 vdw 1.0 end

end

vector do (vx
vector do (vy
vector do (vz

maxwell($init_t)) (all)
maxwell($init_t)) (all)
maxwell($init_t)) (all)

dynamics internal
itype=pc6
I'maxe=100
etol=%$tol
tbath=$init_t
response= 20
response= 5
nstep=5000

bond angl impr vdw noe cdih plan orie rama end
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nprint=50
timestep= 0.002
endtime=10

end

parameters
nbonds
atom
nbxmod 3
wmin =
cutnb =
tolerance
repel
rexp
irex
rcon
end
end

evaluate ($kcdi = 200)
restraints dihed
scale $kcdi

1 ! warning off
! nonbonded cutoff

OouTuio

I scale factor for vdw radii = 1 ( L-J radii)
! exponents in (rAirex - ROAirex)Arexp

RNNOORMO

.0 ! actually set the vdw weight

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/$ini_con)A(1/$ncycle))
evaluate ($radius= $ini_rad)

evaluate ($radfact = ($fin_rad/$ini_rad)A(1/$ncycle))
evaluate ($k_ang = $ini_ang)

evaluate ($ang_fac = ($fin_ang/$ini_ang)A(1/$ncycle))
evaluate ($k_imp = $ini_imp)

evaluate ($imp_fac = ($fin_imp/$ini_imp)A(1/$ncycle))
evaluate ($noe_fac = ($fin_noe/$ini_noe)A(1l/$ncycle))

evaluate ($knoe = $ini_noe)
evaluate ($nuc_fac = ($fin_nuc/$ini_nuc)A(1l/$ncycle))
evaluate ($knuc = $ini_nuc)

evaluate ($orie_fac= ($fin_orie/$ini_orie)A(1/$ncycle))
evaluate ($korie = $ini_orie)

o

flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih plan orie rama end
maxwell($bath)) (all)
maxwell($bath)) (all)
maxwell($bath)) (all)

vector do (vx
vector do (vy
vector do (vz

evaluate ($i_cool = 0)
while ($i_cool < $ncycle) loop cool
evaluate ($i_cool=$i_cool+1)

evaluate ($bath = $bath - S$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=pcb
Imaxe=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=le-7
gto1=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 iprfrgq=2500

dtrajectory=refine.tra nsavc=200 {* Ssave trajectory to file. *}
en

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
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