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ABSTRACT

CNG repeats (N stands for one of the four natural nucleotides) are a special
class of microsatellite sequences of the human genome. They are most often found
in exons, in their coding parts as well as in the 5" or 3’ untranslated regions. Cha-
racteristic frequencies of their occurrence within the different parts of the genes
suggest that they play a functional role. The number of CNG repeats in a block is
usually below 30 but it can undergo abnormal expansion leading to the develop-
ment of one of approximately 20 neurological diseases known as TREDs (Triplet
Repeat Expansion Disorders). One model of pathogenesis proposes that the toxic
factor is mRNA containing an expanded run of CNG repeats. The anomaly results
in aberrant alternative splicing and/or accumulation of the RNA in the cell nucleus,
followed by a sequestration of important regulatory proteins and formation of RNA/
protein aggregates known as nuclear foci. This is accompanied by a deregulation of
vital cellular processes.

In this paper we have focused on crystallographic studies of RNA oligomers
with embedded CNG repeats. We describe briefly diseases associated with each type
of repeat and present the crystal structures. All the CNG repeats form stable “hair-
pins” consisting of a small apical loop and a long double-stranded stem, in which the
non-canonical N-N pairs are flanked by the standard C-G and G-C pairs. All CNG
repeats form duplexes of type A, characteristic of RNA, but with local deviations
from the typical geometry (Fig. 1). The duplexes are stabilised by the strong C-G
and G-C Watson-Crick interactions, while the N-N pairs are accommodated within
the helical context, each in a characteristic way (Fig. 2). The U-U pairs tend to form
just one hydrogen bond, instead of two observed in other contexts. The interactions
within the C-C pairs are even weaker, via one very weak hydrogen bond or none.
On the other hand, accommodation of the bulky A-A pairs involves pushing the
purine rings towards the major groove while in the G-G pairs one of the guanosine
residues flips to a syn conformation. The unrealised hydrogen-bonding potential
of the N-N pairs is externalised into the major and the minor grooves and can be
assessed through interactions with ordered water molecules and other small ligands.
The N-N pairs are associated with local distortions of the A-helix (Fig. 1). All the
CNG repeats show a characteristic striped pattern of surface electrostatic potential
in the minor groove (Fig. 3). Assessment of the different CNG structures allows us
to identify the characteristic and the common features (Tab. 1).

Keywords: RNA crystal structure, TREDs, CNG repeats
Stowa kluczowe: struktura krystalograficzna RNA, TREDs, powtorzenia CNG
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

DM
FRAXE

FXTAS

FXS
G

HD
HDL2

LNA

miRNA (mikroRNA)
ORF

PDB

RNA

SBMA

SCA

TNR
TREDs

UTR

reszta adenozyny

reszta cytydyny

dystrofia miotoniczna (ang. myotonic dystrophy)

bezsyndromowe opdznienie umyslowe powigzane

z chromosomem X (ang. non-syndromic X-linked

mental retardation)

zespol drzenia i ataksji zwigzany z tfamliwym chro-

mosomem X (ang. fragile X-associated tremor ataxia

syndrome)

syndrom tamliwego chromosomu X

reszta guanozyny

choroba Huntingtona

choroba podobna do plasawicy Huntingtona (ang.

Huntington disease like 2)

reszty nukleozydowe o zamknietej konformacji piers-

cienia cukrowego (ang. locked nucleic acid)
jednoniciowe czgsteczki RNA o diugosci ok. 21-23

nukleotydow, regulujace ekspresje innych genéw

otwarta ramka odczytu

baza danych zawierajaca wspdlrzgdne atomowe

i czynniki struktury makroczasteczek biologicznych

(ang. Protein Data Bank, www.rcsb.org)

kwas rybonukleinowy

rdzeniowo-opuszkowy zanik migéni (choroba Kenne-

dyego)

ataksja rdzeniowo-mdzdzkowa

powtdrzenia trojnukleotydowe

choroby zwigzane z ekspansjg trojnukleotydowych

powtorzen (ang. trinucleotide repeat expansion

diseases)

reszta urydyny

region nie ulegajacy translacji (ang. untranslated

region)
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WPROWADZENIE

Powtorzenia trinukleotydowe (TNR) (ang. trinucleotide repeats) sa specyficzna
klasg sekwencji mikrosatelitarnych obejmujaca okoto 32000 sekwencji repetytyw-
nych ludzkiego genomu. Niektore z nich wystepuja w egzonach, zaréwno w obre-
bie otwartych ramek odczytu, jak i w regionach niekodujacych 5" i 3’ (5, 3’'UTR).
Z puli wszystkich mozliwych kombinacji powtdrzen trinukleotydowych najcze$ciej
w egzonach spotykane sa powtdrzenia typu CNG (gdzie N oznacza jeden z czterech
nukleotydéw) [1]. Ich nadreprezentacja w egzonach w stosunku do innych czesci
genomu sugeruje, ze lokalizacja ta nie jest przypadkowa [1]. Co wiecej, wydaje
sie, Ze umiejscowienie danego typu powtorzenia w mRNA jest rdwniez okreslone.
Powtorzenia CAG i CUG wystepuja najczesciej w obrebie czesci kodujacej (okoto
80%) natomiast CCG i CGG w regionach 5’UTR (powyzej 50%). Na tej podstawie
postuluje sig, Ze s3 one funkcjonalnymi elementami genetycznymi, ktérych poli-
morfizm moze manifestowac si¢ réznymi fenotypami [1, 2].

Powtérzenia CNG wystepuja w wielu réznych genach. Liczba powtérzonych
jednostek jest charakterystyczna dla danego genu, przy czym typowo jest mniej niz
30 powtorzen [3]. Liczba powtdrzen moze ulec patogennemu wydluzeniu (50-1000
i wiecej powtorzen), prowadzac do rozwoju nieuleczalnych choréb neurodegenera-
cyjnych zwanych zbiorowo TREDs (ang. trinucleotide repeat expansion disorders) [4].
U zdrowych oséb ciaggi CNG sg krétkie, a ich diugos¢ nie ulega zmianie. Natomiast
u os6b dotknigtych TREDs, liczba powtdrzen jest dluzsza i niestabilna zaréwno
w komorkach somatycznych jak i rozrodczych [5]. Jak dotad nie wiadomo co powo-
duje przejscie ze stabilnej do niestabilnej liczby powtdrzen. By¢ moze ma to zwigzek
z obecnoscig i utrzymaniem tzw. sekwencji przerywnikowych [6-9]. W tych przy-
padkach ciagi powtdrzen CNG sa poprzedzielane inng tréjka nukleotydéw dzielaca
je na krotsze bloki. Gdy liczba powtoérzen zostanie zwielokrotniona, ich wydluzanie
moze odbywac¢ si¢ podczas replikacji, naprawy DNA lub rekombinaciji [5, 10]. Co
ciekawe, podczas tych proceséw mozne nastapi¢ rowniez zjawisko kontrakeji czyli
skrocenia liczby powtdrzen [10].

TREDs zostaly odkryte okoto 20 lat temu [11-14]. Wowczas po raz pierwszy
powiazano zwielokrotniong liczbe powtérzen mikrosatelitarnych z objawami cho-
robowymi. Sg to nieuleczalne choroby neurodegeneracyjne, charakteryzujace si¢
bardzo szerokim obrazem klinicznym, ktory jest specyficzny dla danej jednostki
chorobowej. Poczatkowo objawy sa ledwie zauwazalne lecz stopniowo poglebiaja sie
prowadzac w rezultacie do $mierci. Pomimo podobnego defektu genetycznego roz-
woj choroby moze nastepowaé w rézny sposdb. Wyrdznia sie trzy gtéwne mechani-
zmy: nabycie nowej funkcji biatka (ang. protein gain of function), utrata funkcji genu
zawierajacego powtdrzenia (ang. gene loss of function), nabycie nowej funkcji przez
mRNA zawierajace dlugie ciaggi powtorzen CNG (ang. mRNA gain of function) [4].
Klasyfikacja ta jest jednak bardzo ogdlna i w wielu przypadkach nie wyklucza si¢
wspolistnienia réznych patomechanizméw lub/oraz zaburzen powstalych z innych

przyczyn.
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W niniejszym artykule przedstawimy wyniki badan krystalograficznych
w odniesieniu do patogenezy poszczegdlnych chordb. Zaprezentowane beda glow-
nie struktury krystaliczne czasteczek RNA zawierajacych toksyczne powtdrzenia
CNG. Zostang omoéwione ich charakterystyczne cechy strukturalne takie jak forma
RNA, sposéb oddzialywania niestandardowych par N-N, oddzialywania z ligan-
dami czy rozklad powierzchni potencjalu elektrostatycznego. Nastepnie zostanie
przedstawione poréwnanie powyzszych cech oraz przedyskutowane zostang wyni-
kajace z tego implikacje biologiczne.

1. STRUKTURA DRUGORZEDOWA RNA ZAWIERAJACYCH
WYDLEUZONE CIAGI POWTORZEN CNG

W mechanizmie nabycia funkcji przez kwasy mRNA zawierajace zwielokrot-
nione ciaggi CNG postuluje sie, ze toksyczny jest RNA [15]. W zwiazku z tym, ze
powtdrzenia CNG sa zlokalizowane w obrebie genéw, ulegaja one transkrypcji. Uzy-
cie takich narzedzi biochemicznych do mapowania struktur drugorzedowych jak
trawienie nukleazami czy indukowanie cie¢ faricucha RNA za pomocg jonéw Pb**
wykazalo, ze fragmenty mRNA zawierajace zwielokrotnione ciagi sa silnie ustruk-
turalizowane i niezaleznie od typu powtdrzenia tworzg strukture typu spinki [16].
Zbudowana jest ona z dlugiego trzonu oraz niewielkiej petli apikalnej. Trzon budujg
bloki par G-C oraz C-G, pomiedzy ktérymi znajduja sie niestandardowe pary typu
N-N (A-A, C-C, G-G lub U-U). Izolowane fragmenty skfadajace si¢ jedynie z cig-
gow powtdrzen tworzg wspdlistniejace alternatywne spinki rézniace sie liczbg par
w trzonie (tzw. ,,poslizgniete” struktury). Dodanie na koncu klamry, czyli sekwencji
tworzacej u podstawy trzonu region dwuniciowy, redukuje mikroheterogennos¢.
Naturalne klamry istnieja rowniez w transkryptach niektérych genéw np. SCA6
i SCAL (8,17, 18].

2. POWTORZENIA CUG

Nadmiernie wydluzone trakty powtérzen CUG s powigzane z trzema réznymi
schorzeniami: chorobg podobna do plasawicy Huntingtona (HDL2), ataksjg rdze-
niowo-moézdzkows typu 8 (SCA8) oraz dystrofig miotoniczng typu 1 (DM1) [15].
Patomechanizm zostat najlepiej poznany w przypadku DM1 i polega on na nabyciu
funkeji przez mRNA.

Ekspansje powtdrzen CTG zlokalizowanych w regionie niekodujagcym 3’ genu
kinazy biatkowej DMPK powigzano z dystrofia miotoniczng typu 1 w 1992 roku
[19-21]. Jest to czesta choroba genetyczna wystepujaca raz na 8000 urodzen, ujaw-
niajaca si¢ najczesciej w wieku dojrzalym. Obraz kliniczny jest bardzo szeroki,
jednakze typowymi objawami jest miotonia oraz oslabienie wszystkich rodzajow
mieéni.
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U zdrowych oséb liczba powtorzen CTG wynosi 5-37, natomiast forma pato-
genna zawiera 50-3000 trdjek [20]. Ze wzgledu na ich lokalizacje w genie DMPK
ulegaja one transkrypcji i w mRNA pojawiajg si¢ powtdrzenia CUG. Fragmenty
mRNA zawierajgce ciagi powtorzen CUG sa toksyczne, gdyz nadmiernie wigza
bialka istotne dla prawidtowego funkcjonowania komérki [22]. Wsr6d nich jest
MBNLLI (ang. muscleblind-like 1 protein), regulator alternatywnego splicingu trans-
kryptéw zwigzanych z rozwojem organizmu [23]. Obnizenie dostgpnosci wolnego
biatka MBNL1 w komorce powoduje zmiang profilu alternatywnego sktadania pre-
-mRNA. Oznacza to, ze u chorych powstajg naturalne warianty mRNA, lecz nie-
odpowiednie dla danej tkanki i etapu rozwojowego [24]. Przyktadowo, opornos¢
insulinowa u chorych na DM jest wynikiem produkcji wariantu receptora insuli-
nowego (IR) o obnizonej pojemnosci sygnalnej [15]. Jest to forma ptodowa bialka,
ktoéra powstaje w wyniku alternatywnego skladania z omini¢ciem 11 egzonu (ang.
exon skipping). Insulina, ktora rozpoznawana jest przez IR, utatwia wnikanie glu-
kozy do komdrki. Oznacza to, ze jezeli komorka posiada receptor formy ptodowej to
wnika do niej mniej glukozy. Tkanka mig¢$éniowa ma bardzo duze zapotrzebowanie
na glukoze, wigksze niz np. komorki watroby, dlatego komoérki migéni posiadajace
nieodpowiedni wariant receptora IR, najbardziej odczuwajg niedobdr glukozy.

2.1. STRUKTURY KRYSTALICZNE RNA ZAWIERAJACEGO CIAGI POWTORZEN CUG

Sposrod wszystkich rodzajow powtdrzen, najwiecej informacji dostarczyly
struktury krystaliczne RNA zawierajacego powtdrzenia CUG. Do tej pory opubliko-
wano piec¢ prac dotyczacych struktur krystalicznych RNA zawierajacych te powto-
rzenia.

Pierwszym doniesieniem o strukturze przestrzennej powtdrzen CNG byla praca
opublikowana przez Mooers i in. [25]. Autorzy okreélili strukture dupleksu zawie-
rajacego sze$¢ powtérzen CUG z rozdzielczoscig 1,6 A (kod PDB: 1ZEV). Oligomer
o sekwencji (CUG)6 tworzy dupleks, ktdry przyjmuje forme A-RNA o typowych
parametrach helikalnych. Helisa zawiera pary C-G i G-C oraz znajdujace sie pomie-
dzy nimi niestandardowe pary U-U. Obecno$¢ niekanonicznych par wydaje si¢ nie
mie¢ wplywu na strukture helisy, jednak opis szczegolow dotyczacych oddziatywan
w parze U-U czy obserwacja czasteczek rozpuszczalnika jest utrudniona ze wzgledu
na naltozenie dwoch modeli w sieci krystaliczne;.

Kolejng poznang strukturg byt dupleks oligomeru G(CUG),C (rozdzielczos¢
1,23 A, kod PDB 3G1P) [26]. W modelu tym, dzigki jednoznacznej i wysokoroz-
dzielczej mapie gestosci elektronowej, mozliwa jest analiza oddzialywan wewnatrz
dupleksu oraz precyzyjne zlokalizowanie czasteczek rozpuszczalnika. W niezalez-
nej cze$ci komorki elementarnej znajduja sie trzy dupleksy. Wszystkie sa podobne
do siebie i przyjmuja forme A-RNA, ze $rednig warto$cig kata skretu helisy 32-34°
(Rys. 1).
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Rysunek 1. Helisy dupleksow kazdego z powtorzen CNG. W gornej czgéci panelu zostaly zaprezentowane
bruzdy male a w dolnej czgéci bruzdy duze. Poszerzenie duzej bruzdy oraz rozplecenie helisy jest
widoczne dla powtérzen CAG i CGG

Figure 1. Double helices of each type of CNG repeat. The major grooves are shown in the upper part of the
panel, the minor grooves in the lower part. Widening of the major groove and helix unwinding
can be seen in CAG and CGG repeats

W parach C-G i G-C tworzg sie typowe oddzialywania Watsona-Cricka, pod-
czas gdy w parach U-U zasady oddzialujg ze soba w sposob, ktory wezesniej nie byt
obserwowany. W strukturze tréjwymiarowej RNA symetria chemiczna niestandar-
dowej pary zostaje zlamana i w parze U-U tworzy si¢ jedno wigzanie wodorowe.
Jedna z reszt urydyny nachyla sie w kierunku matej bruzdy i jej karbonylowy atom
04 faczy si¢ z grupg aminowa N3 drugiej reszty (Rys. 2).

Takie oddzialywanie wyglada na ,rozciggniete” w poréwnaniu do typowej
pary U-U, w ktorej tworzg si¢ dwa wigzania wodorowe [27]. Rozciaggniecie pary
U-U odzwierciedlone jest w odleglosci pomiedzy atomami C1’ reszt cukrowych
urydyn. W powtdrzeniach CUG wynosi ono 10,4 A, natomiast dla typowej pary
U-U odleglo$¢ ta réwna jest 8,6 A. Dla poréwnania pomiedzy parami G-C w helisie
A-RNA odlegto$¢ CI’-C1” wynosi 10,6-10,7 A. Struktura rozciggnietych par U-U
jest dodatkowo stabilizowana przez oddzialywania z czasteczkami wody. Jedna
z nich znajduje si¢ w matej bruzdzie, natomiast druga w duzej bruzdzie. Czasteczki
te moga by¢ traktowane jako czes¢ struktury RNA.
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Rysunek 2.

Figure 2.

Niestandardowe pary N-N struktur krystalicznych duplekséw utworzonych przez powtorze-
nia CNG: U-U (A), A-A (B), G-G (C) oraz C-C (D). Przedstawiono mapy gestosci elektronowej
2Fo-Fc (kontur 10) dla kazdej pary oraz oddziatujacych z nimi czasteczek wody lub jonéw siar-
czanowych, na podstawie struktur o nastepujacych kodach PDB: 3GLP, 3NJ6, 3R1C oraz 4E59.
Odleglos¢ pomigdzy niémi RNA zostata wyznaczona jako dystans pomiedzy atomami C1’ sparo-
wanych reszt (prawa strona)

Non-canonical N-N pairs in crystal structures of duplexes formed by CNG repeats: U-U (A), A-A
(B), G-G (C) and C-C (D). Electron density maps 2Fo-Fc (contoured at 1) are shown for each
pair together with any associated water molecules or sulphate anions, based on structures inde-
xed under the following PDB codes: 3GLP, 3NJ6, 3R1C and 4E59. The distance between the RNA
strands is defined as the distance between the C1” atoms of the paired residues (right)

Dupleksy zawierajace powtdrzenia CUG maja charakterystyczny motyw roz-
ktadu potencjalu elektrostatycznego (Rys. 3).
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Rysunek 3. Powierzchnia potencjatu elektrostatycznego dwoch kolejnych dupleksow struktury powtdrzen
CUG. Rozklad potencjatu w bruzdzie malej jest wspdlny i charakterystyczny dla wszystkich po-
wtoérzen. Bruzda duza posiada gtéwnie potencjal ujemny (czerwony) z obszarami o potencjale
dodatnim (niebieski)

Figure 3. The electrostatic surface potential of two consecutive CUG repeats. The distribution of the poten-
tial in the minor groove is characteristic and common to all the repeats. The potential in the major
groove is mainly negative (red) with positive patches (blue)

Na powierzchni malej bruzdy, wzdluz osi helisy, przeplataja sie pasy o poten-
cjale dodatnim i ujemnym. Na powierzchni duzej bruzdy rozklad potencjatu jest
niejednolity i przewaza potencjal ujemny. Dodatni potencjat generowany jest przez
egzo-aminowe grupy reszt cytydyny oraz w mniejszym stopniu przez krawedzie
Hoogsteena reszt urydyny.

Kolejng poznang strukturg RNA zawierajacg powtorzenia CUG byl dupleks,
ktérego pojedyncza ni¢ zawierala trzy powtdrzenia [28]. W tym przypadku oli-
gomer uzyty do krystalizacji, oprocz sekwencji repetytywnej posiadal dodatkowe
reszty nukleotydowe (pig¢ reszt na koncu 5’ oraz trzy reszty na koncu 3’). W efekcie
na koncu 5’ znajdowaly si¢ dwie niesparowane reszty urydyny (ang. dangling ends).
Dla tego dupleksu otrzymano dwie formy krystaliczne réznigce si¢ upakowaniem
czasteczek w sieci krystalicznej (kod PDB 3SZX, 3SYW). W pierwszej z nich dwie
reszty na koncu 5 utworzyly pary U-U z symetryczng czasteczka RNA, natomiast
w drugiej formie te reszty skierowane s3 do wnetrza helisy i umiejscowione w duzej
bruzdzie. W kazdej formie krystalicznej w czasteczce RNA wystepuja trzy niestan-
dardowe pary U-U i srodkowa para jest zawsze taka sama. Reszty urydyny ulo-
zone s3 symetrycznie naprzeciw siebie, prawdopodobnie zbyt daleko, aby tworzy¢
wigzania wodorowe. W przypadku zewnetrznych par U-U, w dupleksie w ktérym
konicowe niesparowane reszty urydyny sa zawiniete do wnetrza helisy, utozone sg
one w duzej bruzdzie w bliskim sgsiedztwie pary U-U. Szerokos¢ duzej bruzdy w
tym miejscu ulega powiekszeniu, a odlegto$¢ C1’-C1’ jest na tyle mata (8,8 A), ze w
parze U-U powstaja dwa wigzania miedzy zasadami. W dupleksie z drugiej formy
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krystalicznej, jedna niestandardowa para U-U tworzy jedno wigzanie wodorowe,
druga oddziatuje bardzo stabo (odlegtos¢ 3,6A).

Kolejne badania strukturalne dotyczyty dupleksu oligomeru G(CUG),C [29].
W krysztale znajduja si¢ dwa symetrycznie niezalezne dupleksy, przy czym jeden
z nich ma symetrie osi dwukrotnej, a wiec symetrycznie niezalezna jest jego poje-
dyncza ni¢ (kod PDB 4E48). W modelu struktury G(CUG),C znajduje si¢ suma-
rycznie dziewie¢ niezaleznych par U-U, co pozwala na obserwacje¢ rozkladu kon-
formacyjnego pary niestandardowej. Dominuje konformacja rozciagnietej pary
U-U (siedem przypadkéw), ktdrej towarzysza dwie semi-konserwatywne czgsteczki
wody (czasteczki te nie s3 obserwowane dla wszystkich par U-U). W pozostalych
dwoch przypadkach reszty przyjmuja konformacje opisang przez autoréw jako
symetryczne nieoddzialujace parowanie U-U (ang. symmetric H-nonbonded U-U
pairing).

Najnowsza praca o powtorzeniach CUG opisuje strukture syntetycznej spinki
RNA zawierajacej petle GAAA w tandemie z jej receptorem. Elementy te two-
rzg wierzcholek i gérna czes¢ spinki, za$ dolna czes¢ trzonu spinki stanowia dwa
dwuniciowe powtdrzenia CUG (PDB code 4FNJ)[30]. Kombinacja petli apikalnej
z sekwencja receptorowa ulatwita krystalizacje, a to z kolei pozwolito na opis docze-
pionych dwoch powtdrzen CUG. Cze$¢ trzonu zbudowana z powtdrzen przyjmuje
forme¢ A-RNA. Jedna z niestandardowych par tworzy jedno wigzanie wodorowe,
podczas gdy druga, znajdujaca sie blizej podstawy trzonu, przyjmuje konformacje
typowej pary U-U z dwoma wigzaniami wodorowymi. Na tej podstawie autorzy
postuluja, ze pary te s3 dynamiczne.

Uwazna analiza map gestosci elektronowych oraz kontekst sekwencyjny musza
by¢ brane pod uwage podczas interpretacji uzyskanych danych strukturalnych.
Dodanie ,,nienaturalnych” sekwencji z jednej strony ulatwia krystalizacje, ale moze
mie¢ znaczny wplyw na strukture przestrzenng RNA. Wowczas uzyskany rezultat
moze by¢ obarczony btedem w wyniku obecnosci artefaktu.

W swietle wszystkich okreslonych struktur krystalicznych, powtdrzenia CUG,
pomimo obecnosci niestandardowych par, tworza helis¢ A-RNA. Pary U-U otoczone
kanonicznymi parami G-C iZzC-G zachowuja odleglos¢ C1’-C1’ charakterystyczna
dla formy A-RNA. Obserwuje si¢ pewna dowolno$¢ w tworzeniu wigzan wodo-
rowych, jednakze z tendencja do tworzenia jednego wigzania N3-H---O4 w parze.
W odniesieniu do struktur krystalicznych trudno jest jednoznacznie okresli¢ sto-
pient dynamicznosci danej pary zasad. Dlatego w przypadku niestandardowych par
U-U mozna raczej stwierdzi¢, ze wykazuja one pewna dowolnos¢ do tworzenia wig-
zan wodorowych wynikajaca z parametréw termodynamicznych danej konformacji
niz, ze ich oddzialywanie ma charakter dynamiczny.



574 A. KILISZEK, W. RYPNIEWSKI

3. POWTORZENIA CGG

Powtoérzenia CGG wystepuja w regionie niekodujacym 5 genu FMRI1 (ang.
fragile X mental retardation) lezacym na chromosomie X. Ich wystepowanie zwig-
zane jest z kilkoma réznymi jednostkami chorobowymi [31]. W zdrowej populacji,
liczba powtdrzen trojek CGG w genie FMR1 wynosi 5-54 [31, 32], przy czym jej
gorny zakres 45-54 jest definiowany jako ,szara strefa” (ang. grey zome). Istnieje
wowczas wigksze prawdopodobienstwo dalszej ekspansji powtorzen [31, 33]. Trakty
CGG o dlugosci 55-200 powtorzen sg premutacjami, ktorych obecnos¢ u mezczyzn
powoduje progresywna chorobe neurodegeneracyjng nazywana zespolem drze-
nia i ataksji zwigzanej z famliwym chromosomem X (FXTAS) [34, 35]. U kobiet
bedacych nosicielkami premutacji moze doj$¢ do rozwoju niewydolnosci jajnikow
[36]. Obecnos¢ wiecej niz 200 powtérzen CGG jest okredlana jako pelna mutacja
i stanowi przyczyne famliwosci chromosomu X (FXS) [37]. Jest to najczestszy dzie-
dziczny syndrom opo6znienia umystowego u mezczyzn.

Pomimo faktu, ze obie choroby dotycza tych samych powtérzen CGG genu
FMRI, majg one inne podloze molekularne oraz rézny obraz kliniczny. Lamliwos$¢
chromosomu X spowodowana jest brakiem ekspresji bialka FMRP, ktore normal-
nie syntetyzowane jest na wysokim poziomie w neuronach [38-40]. W przypadku
FXTAS rozwdj choroby nastepuje na poziomie RNA [35, 40-42]. Podobnie jak
w przypadku dystrofii miotonicznej typu 1 u chorych pacjentéw obserwowane sa
zlogi jadrowe, w sktad ktorych, oprocz patogennego RNA, wchodzi ponad 20 roz-
nych bialek [43]. Jeden z proponowanych patomechanizméw FXTAS zaklada, ze
dochodzi do zaburzenia ogdlnej réwnowagi i dostepnosci bialek regulatorowych
wigzacych RNA. Natomiast inny opiera sie na tym, ze kluczowym momentem roz-
poczecia choroby jest zwigzanie do ciggéw CGG bialka Samé68, ktdre jest zaangazo-
wane w proces alternatywnego skladania pre-mRNA [44]. Dochodzi wowczas do
zmiany profilu tego procesu. Niewykluczone, ze biatko Sam68 indukuje tworzenie
rozleglych zlogdéw jadrowych takze poprzez oddzialywanie z innymi biatkami.

Trzeci, najnowszy, proponowany mechanizm FXTAS zwigzany jest z sekwe-
stracjg przez wydluzone ciagi powtdrzen CGG biatka DGCRS8 oraz wspdtdzialajg-
cej z nim RNazy DROSHA [45]. Biatka te zaangazowane sg w proces dojrzewania
miRNA. Takie RNA transkrybowane sg przez II polimeraz¢ RNA jako poczatkowy
pri-miRNA. W jadrze komoérkowym transkrypty te przeksztalcane s przez kom-
pleks enzymatyczny DROSHA i DGCR8 do pre-miRNA. Nastepnie pre-miRNA
transportowane sa do cytoplazmy, gdzie ostatecznie przeksztalcane s3 do formy
dojrzalej (miRNA) przez enzym DICER. U chorych na FXTAS bialko DGCRS,
wigzace dwuniciowy RNA, rozpoznaje dlugi dwuniciowy trzon spinki powtdrzen
CGG. Tworzy sie kompleks DROSHA-DGCRS, ktory ulega sekwestracji. W efek-
cie zmniejsza si¢ ilo$¢ niezwigzanego kompleksu a w konsekwencji roéwniez ilo$ci
dojrzatego miRNA. Ostatecznie prowadzi to do dysfunkcji i degeneracji komorek
nerwowych.
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3.1. STRUKTURY KRYSTALICZNE RNA ZAWIERAJACEGO POWTORZENIA CGG

Z dwoch prac na temat struktur krystalicznych RNA zawierajgcego powtorze-
nia CGG, pierwsza opisuje trzy struktury: natywny dupleks (GCGGCGGC), oraz
dwa dupleksy [GC(8-BrG)GCGGC], i [GC(8-BrG)GCGGCGGC], zawierajace
modyfikowang reszte guanozyny 8-BrG, ktéra w pozycji 8 puryny zamiast atomu
wodoru ma atom bromu [46]. W czesci asymetrycznej komorki elementarnej
natywnej struktury znajduje si¢ az 18 niezaleznych czasteczek. Sa one uporzadko-
wane w przestrzeni w taki sposob, ze mozna je utozy¢ w jedng pseudonieskonczong
helise. We wszystkich trzech strukturach powtorzenia CGG tworzg helise A-RNA,
ktora posiada pewne lokalne odksztalcenia (Rys. 1). Pomigdzy kanonicznymi
parami G-C i C-G znajdujg si¢ pary G-G, w ktérych jedna guanozyna jest zawsze
w konformacji syn natomiast druga w anti (Rys. 2). W przypadku modyfikowa-
nej reszty 8-BrG wprowadzony atom bromu wymusza konformacje syn. Powoduje
to narzucenie danego ulozenia pary G-G oraz zmniejsza swobode konformacyjna
modyfikowanej reszty. We wszystkich parach G-G wystepuja dwa wigzania wodo-
rowe, jedno pomiedzy tlenem karbonylowym a N1 oraz drugie migdzy atomem N7
a grupa egzo-aminowa. Dodatkowo konformacja G(syn) stabilizowana jest przez
wewnatrzczasteczkowe oddzialywanie grupy egzo-aminowej z atomem tlenu grupy
fosforanowej. Katy torsyjne a (okresla rotacje wokol wigzania P-O5’) i y (okresla
rotacje wokol wigzania C5’-C4’) reszty G(syn) sa nietypowe, co powoduje lokalne
rozplecenie helisy, ktore jest kompensowane w innym miejscu dupleksu. Niekano-
niczne pary G-G charakteryzujg sie specyficznym systemem solwatacji oraz zdolno-
$cig do przyciagania jonow, zwlaszcza przez eksponowana do duzej bruzdy krawedz
Watsona-Cricka. Jonami oddzialujacymi bezpos$rednio z resztami guanozyny sa
aniony siarczanowe oraz kationy wapnia, ktére byly obecne w medium krystaliza-
cyjnym. Prezentowane przez pary G-G ulozenie syn-anti wydaje sie by¢ optymalne
dla unikniecia kolizji grup funkcyjnych zlokalizowanych na krawedziach Watsona-
-Cricka oraz dla zachowania odleglosci C1’-C1’ typowej dla helisy A-RNA, ktéra
jest nieco dtuzsza ($rednio 11,3 A) niz dla par kanonicznych C-G i G-C.

Powierzchnia potencjalu elektrostatycznego malej bruzdy jest podobna do
powtorzen CUG, z charakterystycznymi przeplatajacymi si¢ pasami o potencjale
dodatnim i ujemnym. W duzej bruzdzie potencjal jest gtéwnie ujemny z obszarem
o potencjale dodatnim generowanym przez eksponowang krawedz Watsona-Cricka
reszty G(syn) oraz poprzedzajaca ja grupe egzo-aminowg reszty cytydyny.

Druga praca o strukturze traktéw CGG opisuje dupleks zawierajacy trzy takie
powtorzenia (kod PDB 3SJ2) [47]. Uzyty oligomer, tak samo jak w przypadku
powtorzen CUG, zawiera dodatkowe sekwencje flankujace z niesparowanymi
dwiema resztami urydyny na konicu 5’ Struktura ta jest bardzo podobna do tej opi-
sanej przez Kiliszek i in. (2011). Obserwowane pary G(syn)-G(anti) sg takie same
i wykazuja nietypowa konformacja szkieletu fosforanowo-cukrowego reszt G(syn)
oraz rozplecenie lokalnej helisy. Autorzy nie zaobserwowali jednak zadnych jonow
w poblizu par G-G mimo, ze zaréwno aniony siarczanowe i kationy byly obecne
w roztworze krystalizacyjnym.
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4. POWTORZENIA CAG

Najwigksza liczba choréb TREDs zwigzana jest z ekspansja powtoérzen CAG
[4]. Nalezg do nich m.in. choroba Huntingtona (HD), réznego rodzaje ataksje rdze-
niowo-mézdzkowe (SCA) czy zalezny od chromosomu X rdzeniowo-opuszkowy
zanik rdzeniowy (choroba Kennedyego - SBMA). Ze wzgledu na fakt, ze powto-
rzenia CAG zlokalizowane sg w czg$ci kodujacej, ulegaja one translacji na sekwen-
cje aminokwasowa bialka. Kodon CAG odpowiada glutaminie, dlatego biatko
powstajace ze zmutowanego genu posiada wydluzone trakty glutaminowe. Z tego
powodu choroby zwigzane z powtdrzeniami CAG nazywane s3 poliglutaminowymi
(ang. poly-Q lub polyglutamine diseases) [4, 48]. W chorobach tych gléwna przy-
czyna jest niepoprawnie sfaldowane bialko. W ostatnich latach pojawily si¢ jednak
doniesienia, iz w patogenezie tych choréb mozliwy jest réwniez udzial zmutowa-
nego mRNA, co przyczynia si¢ do zwiekszenia intensywno$ci zaistnialych procesow
degeneracyjnych [49]. Wykazano, ze RNA zawierajace wydiuzone trakty CAG maja
zdolnos$¢ wiazania bialek, w tym MBNLI1 [50, 51]. W przypadku powtérzen CAG
nie zauwazono zaburzen w procesie skladania pre-mRNA, jednakze wprowadzenie
ich do regionu nieulegajacego translacji genu SCA3 u transgenicznej muszki owoco-
wej powodowalo degeneracje omatidoéw i dysfunkcje neuronalne [52]. Co ciekawe,
zmutowane powtoérzenia CAG tworzg ztogi jadrowe, ktére kolokalizuja z MBNLI,
ale ich rozmiar jest mniejszy niz w dystrofii miotonicznej [50, 52, 53].

5.1. STRUKTURY KRYSTALICZNE RNA ZAWIERAJACEGO POWTORZENIA CAG

Poznano strukture dwoch form krystalicznych tego samego oligomeru
o sekwencji GGCAGCAGCC [54]. Jedna z nich to wysokorozdzielcza struktura
(0,95 A), ktora miesci w czeéci asymetrycznej komérki elementarnej jedng ni¢ (kod
PDB 3NJ6). Dupleks generowany jest przez o$ dwukrotng, prostopadla do helisy
RNA. Druga struktura zostala okreslona z rozdzielczoscia 1,9 A i zawiera trzy nie-
zalezne czasteczki (kod PDB 3N]J7). Dupleksy obu struktur sg bardzo podobne do
siebie i przyjmuja forme A-RNA (Rys. 1). Helisa ta, tak jak w przypadku powtdrzen
CGG, ulega rozkreceniu. Obie reszty adenozynowe niekanonicznych par znajduja
sie naprzeciwko siebie i przyjmuja konformacje¢ anti. Dwa duze pierécienie pury-
nowe zasad mieszczg si¢ jednak w przestrzeni wyznaczonej przez forme A-RNA
(odlegto$¢ CI’-C1” wynosi 11 A), poniewaz reszty adenozynowe sa wypchniete
w kierunku duzej bruzdy, przy czym jedna z nich jest wypchnieta bardziej (Rys. 2).
Wystaje ona ponad inne reszty, przyjmujac konformacje ,,kciuk do gory” (ang. thumbs
up). Pomiedzy tak utozonymi resztami adenozyny tworzy sie jedno stabe wigzanie
wodorowe miedzy atomem wodoru wegla C2 oraz atomem azotu N1 (C2-H2---N1).
Taki rodzaj parowania nie zostal wczesniej opisany a wigzanie wodorowe tego typu
rzadko sg opisywane w przypadku bioczasteczek. Niewysycony potencjal reszt ade-
nozynowych do tworzenia wigzan wodorowych realizowany jest w obszarze duzej
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bruzdy w ktorej para ta wiaze anion siarczanowy obecny w medium krystalizacyj-
nym. Rozklad potencjatu elektrostatycznego dla bruzdy matej wyglada podobnie
jak w czgsteczkach RNA zawierajacych powtdrzenia CUG i CGG. Bruzda duza
wykazuje wigksze zréznicowanie w dystrybucji potencjaléw. Obszary o potencjale
dodatnim generowane s przez grupy egzo-aminowe reszt cytydyn oraz adenozyn.

Kolejna struktura krystaliczng RNA zawierajacego powtorzenia CAG jest oli-
gomer zawierajacy trzy powtorzenia i identyczng, jak dla powtérzen CGG i CUG,
sekwencje flankujacg (kod PDB 4]J50) [55]. W $rodkowej parze A-A obie reszty
przyjmujg konformacje anti. Ulozone s3 jednak wzgledem siebie symetrycznie,
a wiec prawdopodobienstwo wystapienia wigzania C2-H2---N1 jest znikome. Auto-
rzy twierdza, ze w przypadku zewnetrznych niekanonicznych par jedna z reszt jest
w konformacji syn a druga w anti. Jednak inspekcja map gestoséci elektronowej
nie potwierdza jednoznacznie tego opisu, gdyz dla par A-A jest ona stosunkowo
niskiej jako$ci. Zewnetrzne reszty adenozyny, szczegdlnie te w konformacji syn, sg
raczej nieuporzagdkowane i dlatego taka interpretacja autoréw wydaje si¢ zbyt jed-
noznaczna i niepoprawna. Ponadto w duzej bruzdzie, przy srodkowej parze A-A
widoczny jest duzy pozytywny pik gestosci elektronowej. Sugeruje to, ze znajduje
tam jon siarczanowy, ktdry nie zostal uwzgledniony w modelu struktury.

5. POWTORZENIA CCG

Powtoérzenia CCG sg nadreprezentowane w egzonach. Zlokalizowane sa
zarébwno w regionach 5’UTR jak i w otwartych ramkach odczytu [1]. Ich rola
w patogenezie choréb TREDs nie jest do konca poznana w poréwnaniu do pozosta-
tych rodzajow powtodrzen. Powtdrzenia CCG powigzano dotychczas z trzema cho-
robami: dystrofig miotoniczng typu 1 [56], chorobg Huntingtona [57] oraz bezsyn-
dromowym opdznieniem umystowym powigzanym z chromosomem X (FRAXE)
[58]. W przypadku ostatniego syndromu ujawnia si¢ on, gdy osoba posiada wiecej
niz 200 powtoérzen CCG w genie FMR2, ktéry znajduje si¢ okoto 6000 par zasad
od genu FMRI [4, 59]. Jak dotad nie stwierdzono fenotypu neurodegeneracyjnego
charakterystycznego dla powtérzen CCG o dlugosci premutacyjnej (60-200), ale
powtorzenia te wprowadzone do genomu muszki owocowej ujawnity wlasciwosci
toksyczne [60]. Zauwazono takze pewng korelacje pomiedzy dtugosciag powtdrzen
CCG a fagodnymi opoznieniami umystowymi czy chorobg Parkinsona lub przynaj-
mniej niektérymi jej objawami [61, 62]. Z tego powodu nie wyklucza sig¢ istnienia,
analogicznie do powtdérzen CGG, neurodegeneracyjnych wlasciwosci powtdrzen
CCG o dtugosci premutacyjne;j.
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5.1. STRUKTURY KRYSTALICZNE RNA ZAWIERAJACEGO POWTORZENIA CCG

Dotychczas zostala opublikowana jedna praca dotyczaca struktury krystalicz-
nej powtérzen CCG [63]. Dotyczy ona dwoch oligomeréw tworzacych dupleksy:
(GCCGCCGC), (kod PDB 4E59) oraz (GCCGLCCGC), (kod PDB 4E58), gdzie
reszta (GL) jest modyfikowana reszta guanozyny typu LNA. Obydwa dupleksy
przyjmuja forme A-RNA (Rys. 1) lecz parowanie si¢ nici jest zaskakujace. W struk-
turze niemodyfikowanej nici oligomeru s3 przesuniete (,,poslizgniete”) wzgledem
siebie w kierunku 5> Oznacza to, ze konce 5 helisy majg wystajace reszty. W struktu-
rze modyfikowanej obserwowany jest odwrotny efekt: $lizg nici nastgpil w kierunku
3> W obu przypadkach spowodowato to redukcje liczby spodziewanych niestandar-
dowych par C-C z dwdch do jednej. Sumarycznie obserwowane sg trzy niezalezne
niekanoniczne pary: jedna w strukturze natywnej i dwie w strukturze zawierajacej
modyfikacje. W dwdch parach C-C tworzg sie wigzania wodorowe (Rys. 2), nato-
miast w trzeciej takiego wigzania brak. Niestandardowe pary C-C nie zwigkszaja
stabilno$ci dupleksu, co objawia si¢ tym, ze uktad dazy do ich eliminowania przez
slizg nici. Rezultaty te s3 zgodne z wynikami termodynamicznymi potwierdzajac
stosunkowo niska stabilno$¢ powtérzen CCG. Wprowadzenie modyfikacji LNA
wydaje sie nie mie¢ widocznego efektu na parametry helikalne w poréwnaniu do
natywnej struktury jednakze obserwowane jest zwigkszenie oddzialywan warstwo-

wych.

6. IMPLIKACJE BADAN KRYSTALOGRAFICZNYCH POWTORZEN CNG

Koncowym efektem okreslenia struktur przestrzennych powtdrzen CNG jest
wskazanie ich wspolnych, jak i unikalnych cech oraz odniesienie do aspektu bio-
logicznego i medycznego. Szczegotowe zestawienie podobienstw i réznic zostalo
przedstawione w Tabeli 1.

Tabela 1. Profil powtdérzen CNG - zestawienie cech strukturalnych
Table 1. Structural profile of CNG repeats — a collation of characteristic features
Rodzaj CGG CAG CUG CCG
powtorzenia
Forma RNA A A A A
Kat skretu (°) 30-32 28,5+ 5,7 33,6 £4,1 34-35
(rdzen 29-34)
Szerokosé 17,9 £ 0,9, 23,8 +£0,2 12,7+2,3 15
bruzdy duzej 17,8 +2,5, (niemodyfikowany),
A) 14,3 15,8
(trzy modele) (modyfikowany)
Szerokoé¢ 15,8 £ 0,5, 15,3£0,1 15,7 £ 0,4 15,7 oraz 14,3
bruzdy matej 15,4 + 0,5,
(A) 16,1
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Rodzaj CGG CAG CUG CCG
powtorzenia
Sredni dystans 11,3 (10,7) 11,0 (10,7) 10,4 (10,5) 10,7-10,9 (10,6)
Cr-Cr
pary N-N
(i pozostatych
par) (A)
Wplyw par N-N Lokalne rozkrecenie Rozkrecenie helisy Brak Brak lub lokalne
na strukture helisy kompensowane rozkrecenie helisy
RNA w innym miejscu kompensowane
dupleksu w innym miejscu
dupleksu
Oddzialywania N1H--06 C2-H2--N1 N3-H3--04 Brak jednego
par N-N iexo-N2H--N7 wspolnego wzoru
i wewnatrznukleotydowe: parowania si¢ pary
ex0-N2H---02 -
Sposéb Jedna reszta G ma Obie reszty Jedna z reszt Brak lub skrecenie
akomodacji konformacje przesuniete U nachylona sie plaszczyzn
par N-N syn w kierunku jest w kierunku zasad wzgledem
(na podstawie (nachylona w kierunku bruzdy duzej bruzdy matej siebie
wartosci kata 1) bruzdy malej)
Wplyw par N-N Faworyzowana jest Aranzacja brak: kazda z par Nie okreslono
na konformacje aranzacja symetryczna asymetryczna U-U przyjmuje
sasiedniej pary jedng z dwoch
N-N mozliwych
konformacji
Profil Naprzemienne pasy Naprzemienne Naprzemienne Naprzemienne
elektrostatyczny | o potencjale dodatnim | pasy o potencjale | pasy o potencjale | pasy o potencjale
i ujemnym dodatnim dodatnim dodatnim
i uyjemnym i uyjemnym i ujemnym;
w obrebie par C-C
potencjal ujemny
Powinowactwo Jon siarczanowy lub Jon siarczanowy | Jon siarczanowy Jon siarczynowy
do czasteczek wapniowy zwigzane zwigzany lub glicerol zwigzany
ligandu w bruzdzie duzej w bruzdzie duzej | zwigzany poprzez w bruzdzie
czasteczke wody duzej lub malej
UG
Eksponowane grupy funkcyjne par N-N:
- bruzda duza G(anti) O6 karbonylowy Jedna reszta A: Jedna reszta U: Brak lub jedna
G(syn) O6 karbonylowy, N6 aminowy; karbonylowy reszta C:
N1 aminowy, Druga reszta A: atom O4 karbonylowy
N2 exo-aminowy N1 iminowy, atom N4
N6 aminowy
- bruzda mata G(anti) N3 iminowy, Jedna z reszt A: Jedna z reszta U: Brak lub jedna
N2 exo-aminowy N3 iminowy; 02 karbonylowy; zreszt C:
Druga reszta A: Druga reszta U: 02 karbonylowy;
N3 iminowy 02 karbonylowy, Druga reszta C:
N3 aminowy 02 karbonylowy,

N3 aminowy
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6.1. OGOLNA STRUKTURA POWTORZEN CNG

Najbardziej charakterystyczng cecha wszystkich struktur utworzonych
z powtdrzen trinukleotydowych jest tworzenie helisy A-RNA (Rys. 1). Stabilizowana
jest ona przez kanoniczne pary C-G i G-C, ktére stanowia swego rodzaju rusztowa-
nie. Z kolei niestandardowe pary N-N s3 elementem roéznicujacym poszczegdlne
struktury. Kazda para N-N wykazuje swoj specyficzny sposob dopasowania w utwo-
rzonej strukturze, przy czym zakres tej akomodacji jest ograniczony do zachowa-
nia okreslonej odleglosci pomiedzy sparowanymi tancuchami. W tym przypadku
jest to odlegto$¢ 10,5-10,8 A pomiedzy atomami C1’ par zasad sparowanych reszt
nukleotydowych (Rys. 2). W efekcie na calej dlugosci helisy utrzymana jest forma
dwuniciowa niezaleznie czy tworzg ja pary kanoniczne, czy niekanoniczne. Istotne
jest rowniez to, Ze nie obserwuje si¢ wybrzuszen ani znacznych deformacji tancucha
fosforanowo-cukrowego.

6.2. ODDZIALYWANIA PAR N-N I ICH WPEYW NA STRUKTURE RNA

Specyfika dopasowania par N-N w strukturze jest to, Ze w odréznieniu od par
kanonicznych, gdzie zasada purynowa tworzy pare z pirymidyna, zawigzuja sie pary
typu puryna-puryna lub pirymidyna-pirymidyna (Rys. 2). Podczas parowania si¢
dwoch zasad purynowych problemem jest ograniczona przestrzen miedzy ni¢mi
RNA. Na przykfadzie par G-G oraz A-A obserwuje si¢ dwa rdzne sposoby dostoso-
wania do zaistniatych warunkéw. Z kolei pary pirymidynowe majg tej przestrzeni
zbyt duzo. W powtérzeniach CUG reszty U-U znajduja sie w odlegtosci 10,4 A. Jest
to dystans zbyt duzy, aby utworzy¢ wigzanie wodorowe. W wiekszos$ci obserwowa-
nych przypadkéw daza one jednak do tego, aby zmniejszy¢ te odleglo$¢ poprzez
nachylenie si¢ jednej z reszt urydyny w kierunku malej bruzdy. Akomodacja par
C-C polega na unikaniu parowania si¢ ze sobg reszt cytydyny. Gdy jednak znajda si¢
one naprzeciw siebie w taicuchu RNA, moga tworzy¢ stabe oddzialywania wodo-
rowe. Niewykluczone, ze reszty C-C moga parowac si¢ tak jak reszty U-U. Bytoby to
jednak zwigzane z duza barierg energetyczng badz steryczng czy tez zmiang konfor-
macyjng tancucha RNA, ktéra jest jednak trudna do pokonania.

Pomimo liczebnej przewagi par G-C i C-G, ktdre ksztaltuja strukture powto-
rzen CNG, obecno$¢ pary N-N ma réwniez na nig wplyw. Dla powtérzen CGG
oraz CAG jest on bardzo widoczny: helisy s3 ,rozkrecone” a szerokosci ich duzych
bruzd sg zauwazalnie wieksze (Rys. 1). Zwigzane jest to obecno$cig w kazdej z helis
reszty, w ktorej nastapila rotacja wokot wigzania O5’-C5. W efekcie znajduje si¢ ona
niemalze w tej samej plaszczyznie co sasiadujaca z nig po stronie 5 reszta nukle-
otydowa, zmniejszajac kat skretu helisy. Dla powtorzen CGG jest to lokalny efekt,
ktéry kompensowany jest w innym miejscu w strukturze, natomiast w przypadku
powtorzen CAG jest to efekt bardziej globalny. Dodatkowo $rednia warto$¢ odleg-
tosci C1’-C1” wyznaczona dla par C-G i G-C jest wigksza niz dla par U-U. Réznica
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ta jest niewielka (wynosi jedynie 0,2 A), lecz korelacja ta jest logiczna w kontekscie
wielko$ci par N-N. Pary A-A oraz G-G majg wigksze wymagania steryczne i bardziej
wplywaja na globalng strukture RNA niz pary U-U.

Obecno$¢ par C-C moze spowodowal, ze nici RNA Igcza sie inaczej niz by to
wynikalo z analizy sekwencji. Jezeli jednak rozpatrywaé wpltyw par C-C na struk-
ture helisy, to w niemodyfikowanym dupleksie nie powoduja one znacznych zmian
strukturalnych, podobnie jak w przypadku par U-U.

6.3. ODDZIALYWANIA Z ROZPUSZCZALNIKIEM

Mozliwos¢ obserwacji czasteczek rozpuszczalnika w strukturach krystalicz-
nych jest niezwykle waznym atutem krystalografii. Umozliwia lokalizacje ligandow
i opis oddzialywania z biomolekulami. Na tej podstawie mozna bada¢ m.in. mecha-
nizmy reakcji, ale réwniez projektowac ligandy, ktére potencjalnie moga wiazac si¢
do czasteczki, ktorej struktura okreslona zostata metodami krystalograticznymi. To
ostatnie podejscie stosowane jest przy projektowaniu lekdw w oparciu o strukture
(ang. structure-based drug design).

W strukturach RNA zawierajacych powtérzenia CNG sposob parowania sie
par N-N nie wysyca ich potencjatu do oddziatywan, dlatego maja one zdolno$¢ do
przylaczania ligandéw (Rys. 2). Najwigkszy potencjal wykazuja grupy funkcyjne
zlokalizowane na krawedzi Watsona-Cricka, czyli tej, ktéra w kanonicznych parach
zaangazowana jest w parowanie. Pary U-U maja eksponowane grupy funkcyjne
zaréwno w kierunku malej bruzdy (dwie grupy karbonylowe O2 oraz amidowa N3)
jak i w kierunku duzej bruzdy (grupa O4). W efekcie z parg tg oddzialujg dwie czg-
steczki wody. Z kolei pary G-G w zaleznosci od tego, co byto obecne w roztworze
krystalizacyjnym, tworza wigzania wodorowe z hydratowanym kationem Ca*" lub
z jonem siarczanowym. W przypadku braku liganda miejsce wigzania zastepuja
czasteczki wody. Anion siarczanowy oddzialuje z krawedzia Watsona-Cricka reszty
G(syn) 1 wydaje si¢ by¢ idealnie dopasowany zaréwno pod wzgledem chemicznym
jak i geometrycznym podobnie jest w przypadku par A-A. Ich grupy funkcyjne sa
inaczej eksponowane do bruzdy duzej, lecz pomimo tego pomiedzy krawedzie obu
reszt wpasowal si¢ jon siarczanowy. Miejsca wigzania jondw, we wszystkich przy-
padkach, bardzo dobrze korelujg z rozkladem potencjalu elektrostatycznego struk-
tur krystalicznych powtorzen CNG.

Innym waznym czynnikiem, ktéry powinien by¢ brany pod uwage w ocenie
zdolno$ci par N-N do przyciggania liganddw, sg oddzialywania warstwowe. W kwa-
sach nukleinowych sg one bardzo powszechne i, obok wigzan wodorowych, maja
swoj znaczny udzial w tworzeniu struktury przestrzenne] Miarg tego oddziatywa-
nia jest warto$¢ powierzchni nakrywania wyrazana w A’ Im wieksza jest jej wartos¢
tym oddzialywania pomiedzy zasadami sg silniejsze. Typowo w regionach heli-
kalnych pierscienie zasad par kanonicznych znajdujg si¢ w znacznym stopniu nad
sobg. W przypadku powtorzen CNG regula ta zostala potwierdzona, gdy asocjujg ze
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soba pary G-C i C-G (powierzchnia nakrywania jest zazwyczaj wigksza niz 4 A’).
W przypadku niestandardowych par N-N oddziatywania warstwowe sg znacznie
ograniczone.

Wspolng cechg wszystkich par N-N sg nieznaczne oddzialywania warstwowe
oraz niewysycone miejsca o wysokim potencjale do tworzenia wigzan. Specyficz-
nos$¢ jest generowana przez indywidualny charakter chemiczny oraz przestrzenne
ulozenie danej niekanonicznej pary, co decyduje o tym, jaki ligand jest wigzany.

6.4. ASPEKT BIOLOGICZNY

Powtdrzenia CNG s3 unikalng grupa sekwencji mikrosatelitarnych obecnych
w mRNA niektérych gendw. Wystepowanie nadmiernej liczby powtdrzen stanowi
przyczyne ponad dwudziestu choréb neurodegeneracyjnych. mRNA zmutowanych
gendéw zawieraja struktury typu spinki utworzone z powtérzen CNG. Obserwo-
wane struktury krystaliczne powtérzen CAG, CGG, CUG i CCG prawdopodobnie
odzwierciedlajg struktury trzondéw patogennych spinek. We wszystkich opisanych
strukturach dupleksow, helisy ukladajg si¢ w sieci krystalicznej jedna nad drugg
tworzac dlugie réwnolegte kolumny. Najdluzsza pseudohelise zaobserwowano dla
oligomeru GCGGCGGC. W czesci asymetrycznej tej struktury znajduje si¢ az 18
niezaleznych duplekséw. Sa one uporzadkowane w przestrzeni w taki sposob, ze
moga utworzy¢ jedng pseudonieskoniczong helise skladajacy si¢ ze wszystkich 18
symetrycznie niezaleznych czasteczek. Pomiedzy sasiednimi czasteczkami istniejg
oddzialywania warstwowe, dlatego nie obserwuje sie efektu rozplatania koncow
helisy.

Biatko MBNLL jest istotnym czynnikiem w patogenezie dystrofii miotonicz-
nej typu 1. Rozpoznaje zmutowane ciggi powtérzen CUG, do ktérych nadmiernie
sie wigze powodujac zmiang profilu alternatywnego sktadania szeregu pre-mRNA.
MBNLI1 moze réwniez oddzialywaé z powtdrzeniami CAG i CCG [50, 51, 64].
Pomimo, iz znana jest struktura krystaliczna domen bialka MBNLI oraz jedna
z domen w kompleksie z oligomerem RNA, nie wiadomo jak biatko to rozpoznaje
wydluzone ciagi powtérzen CNG. Na podstawie sporzadzonego profilu struktural-
nego mozna przypuszczaé, ze kluczowe dla rozpoznania sg niestandardowe pary
N-N. W przypadku powtérzen CUG, CAG i CCG w niekanonicznych parach jest
maksymalnie jedno wigzanie wodorowe. Bialko MBNL1 prawdopodobnie wiaze
jednoniciowe RNA. Ciagi CNG tworzg strukture dwuniciowg, ktora to biatko moze
rozples¢ w przypadku CUG, CAG i CCG i przytaczy¢ pojedynczg ni¢. W powto-
rzeniach CGG, pomiedzy resztami guanozyn wystepuja dwa wigzania wodorowe,
zatem ich rozplecenie staje si¢ znacznie trudniejsze. Niewykluczone tez, ze o wigza-
niu RNA przez biatko MBNL1 decyduja inne cechy strukturalne, np. rozklad poten-
cjatu elektrostatycznego, ktéry dla wszystkich powtdérzenn CNG jest bardzo charak-
terystyczny i powtarzalny, czy tez fakt, ze pomimo obecnosci niestandardowych par
N-N helisa przyjmuje forme A-RNA.
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UWAGI KONCOWE

Badania krystalograficzne umozliwity nie tylko poznanie struktury przestrzen-

nej powtdrzen typu CNG, ale réwniez okreslenie ich wspolnych oraz specyficznych
wlasciwosci fizyko-chemicznych takich jak: powinowactwo do ligandéw, charak-
terystyka powierzchni, dystrybucja potencjalu elektrostatycznego czy sie¢ wigzan
wodorowych i hydratacja. Uzyskany profil 3D moze by¢ uzyty dla racjonalizacji
obserwacji biochemicznych i cytologicznych a takze do racjonalnego projektowania
ligandow (ang. drug design) wiazacych sie do powtorzen CNG [65-67].
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