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Abstract

Due to the polyanionic nature of nucleic acids, RNA and DNA molecules are always
associated in living cells with organic cations, e.g. biogenic amines and metal cations. These ions
decide the stability and functions of nucleic acids. Hence, to understand the role of nucleic acids
on the molecular level, studies were carried out on the nature of nucleic acid—cation™
interactions. For many years experiments with the use of X-rays (mainly high-resolution data)
have been an efficient tool for providing accurate information on the structure of complexes
formed by nucleic acids with metal cations and polyamines. However, the number of literature
reports on systems of this type remains limited. This is why the aim of the present study was the
solution of structures of obtained single crystals of Z-DNA—cation™ complexes, analysis of the
conformational stability of Z-DNA in the studied complexes, determination and analysis of
centers for binding metal cations and biogenic amines with Z-DNA, as well as characterization
of the structure of RNA:DNA hybrid with the polypurine tract sequence (PPT) of HIV-1 virus
and its interaction in cation-containing systems.

Crystallographic studies of complexes of nucleic acids with organic and inorganic cations
were performed. The data obtained as a result of the studies correspond to reverse transcription
processes in retroviruses and are associated with possibilities of nucleic acid stabilization in Z-
DNA form. Very high-resolution data were recorded and structures were solved of crystals of
d(CGCGCG),~Spm**-Mn?*,  d(CGCGCG),-Spm*~Zn**,  d(CGCGCG),—Put’~-K*  and
d(CGCGCG),—Cr¥ complexes that have not yet been reported in the literature. A direct binding
between Mn?* and Zn?* (1) cations and N7_G6 atom was observed. Both cations have an
octahedral coordination sphere in which the remaining sites are occupied by water molecules. In
the case of the Zn**(2) ion it was found that that this ion bridges N7_G10 and N7_G12" atoms
from the symmetrically equivalent Z-DNA helix. The tetrahedral coordination sphere of Zn?*(2)
also includes a CI™ anion and a water molecule. A different scheme, unreported in literature, of
spermine*" interactions (where it forms hydrogen bonds only with phosphate groups of Z-DNA)
was observed for the d(CGCGCG),—Spm**~Zn?* complex. A comparison of helical parameters
and angles in the sugar-phosphate backbone of d(CGCGCG), helices in Z-DNA-cation™
complexes was made in order to determine the effect of particular ions on the conformation of
nucleic acid in the fragments in which metal cations were localized. With the exception of the
complex with Mn?*, the nucleic acid chain shows a disorder (alternate conformations) in the
remaining structures with Z-DNA. The degree of this disorder is as follows: d(CGCGCG)~Cr**
> d(CGCGCG),—Put*—K* > d(CGCGCG)~Spm**—Zn*" > d(CGCGCG),~Spm**~Mn?*. For the
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first time interactions of putrescine?* with Z-DNA duplex were described. Put** cation, with a
double conformation, effectively forms hydrogen bonds with N7_G atoms from three different
helices of Z-DNA. In the crystal structure of the d(CGCGCG),—Put**~K* complex, a K* cation
was localized that interacts non-covalently with water molecules and oxygen atoms from two
phosphate groups of the Z-DNA. The structure of the d(CGCGCG),—Cr** complex has been
analyzed for the first time. None of the three hydrated Cr®* cations appeared to be directly bound
to donor atoms of Z-DNA. Type B of molecular packing in the P2,2,2; crystal lattice was
observed for the complex with Cr® cations, contrary to d(CGCGCG),~Spm**—~Mn?*,
d(CGCGCG),~Spm**~Zn*" and d(CGCGCG),—Put®**— K* — containing structures (type A).

The results obtained in the present study of new Z-DNA complexes indicate a high
degree of conformational lability for the d(CGCGCG), helix. These changes can be achieved by
a modification of the ionic environment (metal cations and polyamines™) around the Z-DNA
duplex. In the light of the above information and taking into account the competitive and
synergic interactions observed in d(CGCGCG),—cation™ systems, the findings presented here
make a step towards the evaluation of the role of organic and inorganic cations in promoting and
stabilizing Z-DNA formed in the transcription process.

The results concerning the conformation and helical parameters obtained for the
RNA:DNA-Mg®* complex were compared with the values characterizing two RNA:DNA
duplexes with the PPT sequence of the HIV-1 virus, described to date. A comparative analysis
has shown differences in sugar pucker, the degree of disorder of the RNA strand, stacking
interactions in the a5-g6-a7 region and trajectory of the helix axis between the dodecamer and
decamer of RNA:DNA with PPT sequence. On the electron density map of RNA:DNA-Mg?*
structure three [Mg(H»0),]** ions were identified that interacted indirectly (via water molecules)
with DNA phosphate groups or RNA bases. Conclusions drawn from the study of the
RNA:DNA-Mg®* complex clearly show a susceptibility of PPT sequences to conformational
changes of the sugar—phosphate backbone. Structural transformations observed in the
RNA:DNA-Mg®* complex occur in many sites of the RNA chain with PPT sequence, which
suggests that they are one of preconditions in the effective synthesis of retroviral DNA by
RT/HIV-1. The above conclusions can be of importance in determining the mechanism of the
multi-step process of reverse transcription, particularly for the description of RNA strand
degradation using RNase H of retroviruses.
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I Wstep

Polianionowy charakter czasteczeck DNA 1 RNA powoduje, Zze substancje te w
komorkach zywych sa zawsze zasocjowane z kationami organicznymi np. z amin biogennych i z
kationami metali. Jony te decyduja o stabilnosci i funkcjach kwaséw nukleinowych. Stad tez dla
zrozumienia roli kwasoéw nukleinowych na poziomie molekularnym nalezy szczegdétowo poznaé
nature oddziatywan kwas nukleinowy—kationy™. Stymuluje to rozw6j badan biochemicznych, a
szczegOlnie proby poznania struktury kompleksow w powyzszych uktadach. Budowa
kompleksow 1 preferencje poszczegdlnych polikationdow w oddziatywaniach z czasteczkami
kwasow nukleinowych nie sg ciggle w petni zrozumiane (Hud, 2009; Sigel i in., 2011; Sigel i in.,
2012).

Wieloletnie prace pokazaty, ze tak proste pod wzgledem budowy chemicznej czasteczKi
jak poliaminy™, w szczeg6lnosci putrescyna®’, spermidyna®* i spermina’’, maja wazne
znaczenie dla DNA i RNA w czasie pelnienia przez nie funkcji biologicznych. Wprowadzenie
polikation0w do ukladow biologicznych, prowadzi do zmian w ustalonym schemacie
oddziatywan. Dlatego tez, istotnym i ciekawym problemem, w aspekcie procesOw zachodzacych
w organizmach zywych, sg badania konkurencyjnych i synergicznych oddziatywan w uktadach
kwas nukleinowy—poliamina™-metal™

Pomimo, ze z punktu widzenia fizjologii najbardziej istotnymi kationami sg Na®, K7,
Mg?*, Ca®* oraz poliaminy biogenne, to badania ukladéw z pozostalymi jonami sg uzasadnione
w celu wyjasnienia roli innych kationdw w procesach biochemicznych. Ponadto, wyniki badan
nad oddziatywaniami kwas nukleinowy—kationy™" staja sie istotne w przypadku wykorzystania
kompleksoéw metali przejsciowych w chemioterapii oraz jako sond molekularnych (Hud, 2009).

Badania z zastosowaniem promieniowania X (glownie dane wysokorozdzielcze) od lat sg
skutecznym narzedziem w dostarczaniu informacji o strukturze kompleksow kwasow
nukleinowych z kationami metali 1 poliamin. Wcigz jednak dysponujemy stosunkowg niewielka

liczba doniesien literaturowych dotyczacych tego typu uktadow.



I Czes¢ literaturowa

1.1 Kwasy nukleinowe

Kwasy nukleinowe to polimery deoksyrybonukleotydow (DNA; ang. deoxyribonucleic
acid) lub/i rybonukleotyddéw (RNA; ang. ribonucleic acid). Nukleotydy te zbudowane sg z zasad
azotowych, cukru: deoksyrybozy (w DNA) lub rybozy (w RNA), i reszty kwasu fosforowego.
Adenina (Ade), guanina (Gua), cytozyna (Cyt), tymina (Thy) i uracyl (Ura) to nazwy
aromatycznych zasad azotowych wchodzacych w sklad kwaséw nukleinowych. Budowa
nukleotydow RNA rézni sie od nukleotydow DNA obecnoscig grupy —OH w pozycji 2'
pierScienia furanozowego, a sekwencje RNA zawieraja uracyl (Ura) zamiast tyminy (Thy)

obecnej w DNA (Rys. 1).

Rys. 1. Podstawowe réznice pomigdzy nukleotydami DNA i RNA na przyktadzie kwasu
rybourydylowego (UMP; urydyno-5'-monofosoran) i deoksytymidylowego
(dTMP; 2'-deoksytymidyno-5'-monofosforan).

Poza najpowszechniej spotykanymi zasadami w DNA i RNA, w genomach stwierdzono takze
obecno$¢ innych, modyfikowanych pochodnych puryn i pirymidyn, co w szczegdlnosci dotyczy
RNA (Carell i in., 2012). Zasadnicza formg organizacji strukturalnej DNA, a takze RNA, jest
podwojna helisa. Jej stabilno$¢ uwarunkowana jest wigzaniami wodorowymi migdzy zasadami z
obu antyrownolegtych nici (5'—3' i 3'>5") oraz oddziatywaniami warstwowymi (ang. stacking
interaction). Przyjmuje si¢, ze w warunkach fizjologicznych prawoskretna forma B-DNA (model
podwojnej helisy wg Watsona—Cricka; Watson & Crick, 1953) jest dominujgca w komorkach
(Richmond & Davey, 2003) (Rys. 2 i 3A, Tabela 3). W latach 70. XX wieku odkryto in vitro



lewoskretng forme helisy DNA, nazwang Z-DNA, ktorej istnienie in vivo sugeruje wiele badan
biochemicznych (rozdzialy 11.5.1-2). Tworzenie si¢ lewoskretnej helisy Z-RNA potwierdzity
eksperymenty prowadzone in vitro (Zarling i in., 1987). Badania wskazujg, ze struktury kwasu
deoksyrybonukleinowego inne niz B- lub A-DNA maja istotne (wcigz odkrywane) znaczenie w
procesach biochemicznych (Chou i in., 2003; Choi & Majima, 2011). Pomimo wystgpowania
wielu motywow strukturalnych RNA, potowg z nich stanowa dwuniciowe fragmenty

prawoskretnej helisy (rozdziat 11.3).

A-DNA B-DNA Z-DNA

Rys. 2. Podstawowe formy dwuniciowej helisy DNA z parowaniem Watsona—Cricka. Zrédto:
PDB (ang. Protein Data Bank) i NDB (ang. Nucleic Acid Database; Narayanan i in., 2013).

Innym modelem oddziatywania zasad we fragmentach helikalnych jest parowanie typu
Hoogsteena obserwowane glownie dla czasteczek RNA (Hoogsteen, 1959; Hoogsteen, 1963)
(tRNA; kod PDB: lehz, Rys. 3B), H-DNA [trojniciowe DNA (Rhee i in., 1999; Bukowiecka-
Matusiak & Wozniak, 2006)], G-DNA (kwadrupleksy), ale takze dla sekwencji d(ATAP'UAT),.
W literaturze oraz na serwerze: http://prion.bchs.uh.edu/1/databases.html, opisano duza liczbe
przyktadow parowania zasad innego niz wedlug Watsona—Cricka (Nagaswamy i in.; 2000;
Leontis i in., 2002).


http://prion.bchs.uh.edu/1/databases.html

Rys. 3. Parowanie typu Watsona—Cricka (A) i Hoogsteena (B) dla pary A-T w dupleksach B-
DNA. Kody PDB (indywidualny kod przypisany danej strukturze) odpowiednio 1bna i 1gqu.

11.1.1 Konformacje kwaséw nukleinowych i parametry je opisujace

I-rzedowa struktura DNA 1 RNA dotyczy sekwencji nukleotydow potaczonych w tancuch
polinukleotydowy. Dwie pojedyncze nici polinukleotydéw potaczone wigzaniami wodorowymi,
przybieraja Scisle okreslong strukture dwuniciowej helisy (struktura drugorzgdowa). Budowa
trzeciorzedowa kwasow nukleinowych zalezna jest od konformacji jednostek nukleotydowych i
wykazuje (szczegélnie w przypadku RNA) duzg r6znorodnos¢ form i motywow strukturalnych.
Zmiany konformacyjne w kwasach nukleinowych moga by¢ wynikiem zroznicowania
pierscienia furanozy, katow torsyjnych wokot wigzania N-glikozydowego 1 wokot pojedynczych
wigzan szkieletu cukrowego—fosforanowego.

Ze wzgledu na powszechno$¢ wystgpowania w strukturach kwaséw nukleinowych
helikalnych fragmentoéw konieczna jest takze analiza swobody konformacyjnej oraz wzajemnego
oddzialywania 1 zalezno$ci miedzy parami zasad z obu komplementarnych nici, a takze
sasiadujacych zasad w pojedynczym tancuchu DNA lub RNA. W tym celu zostaty opracowane
parametry helikalne, ktére mozna podzieli¢ na trzy grupy:

— lokalne parametry migdzy parami zasad (ang. inter — base pair parameters)

— globalne parametry dla pary zasad wzgledem osi helisy (ang. global pair — axis

parameters)

— lokalne parametry mi¢dzy zasadami (ang. base — base parameters)
Powyzsze parametry obliczane sa wzgledem lokalnych uktadéw odniesienia wyznaczonych dla
kazdej pary nukleotydow lub wzglgdem osi helisy. W 1998 roku zostalta wprowadzona
konwencja normalizujgca parametry helikalne zatwierdzona nastgpnie przez IUPAC (ang.
International Union of Pure and Applied Chemistry) (Dickerson, 1989a; Dickerson, 1989b).
Zapoznanie si¢ z opisem geometrii kwaséw nukleinowych jest kluczowym zadaniem dla

zrozumienia regut rzadzach oddzialywaniami 1 wtasciwo$ciami tych biopolimerdw.



11.L1.1.1 Konformacje szkieletu cukrowo—fosforanowego
Rotacja wokot pojedynczych wigzan w  tancuchu  cukrowo—fosforanowym
charakteryzowana jest przez sze$¢ katow torsyjnych (a, S, y, J, & (), uzywanych do opisu

geometrii fancucha polinukleotydowego (Rys. 4).

Rys. 4. Katy torsyjne dla tancucha cukrowo—fosforanowego. PDB 2r20.

I1.1.1.2 Konformacje pierscienia cukrowego

Pigciocztonowy pierscien furanozy jest nieplanarny (ang. puckering) i przyjmuje
konformacje potkrzesta (konformacja skrecona T, ang. twist) lub koperty (E, ang. envelope). W
przypadku, gdy tylko jeden atom jest wychylony w stosunku do plaszczyzny pierscienia
moéwimy o konformacji typu E. W sytuacji, kiedy dwa sgsiednie atomy pierscienia wychylone sg
w przeciwnych kierunkach z ptaszczyzny pier§cienia mamy konformacje T. Pozycje atoméw
wychylonych z ptaszczyzny pierScienia i lezacych po tej samej stronie co atom C5’ nazywamy

endo (Rys. 5). W przypadku przeciwnej pozycji atoméw méwimy o konformacji exo.



‘IEDE-' \517”05*
Wﬂaﬂ
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Rys. 5. Dwie najbardziej preferowane konformacje pier§cienia cukrowego w strukturach
kwasow nukleinowych: C2'-endo i C3'-endo.
(http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/misc/pnuc2.html)
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Rys. 6. Endocykliczne katy torsyjne pierscienia furanozowego.
(http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/misc/pnuc2.html)

Vi

Precyzyjny opis konformacji pierscienia cukru moze by¢ okreslony przez pig¢ endocyklicznych
katow torsyjnych (Rys. 6). Kazdy sposrod pieciu atomow pierscienia moze przyjmowac pozycje
endo lub exo, co daje po 10 mozliwych konformacji typu E oraz T. Pofaldowanie
pigciocztonowego pierScienia (systematyczne zmiany wartosci jego katow torsyjnych) moze
ptynnie zmienia¢ si¢ od atomu do atomu bez nakladu energii. To kontinuum zmian geometrii
pierscienia cukru (zjawisko pseudorotacji) moze by¢ uszeregowane wedlug wartosci kata
fazowego pseudorotacji (P) i maksymalnej amplitidy pofaldowania pierscienia cukru (tm)
(Altona & Sundaralingam, 1972, Rys. 7).



Rys. 7. Koto pseudorotacji z zaznaczonymi warto§ciami kata pseudorotacji P 1 odpowiadajacymi
im  konformacjami  pierScienia  cukrowego. (Altona &  Sundaralingam, 1972,
http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/misc/pnuc2.html)

Kat pseudoroatcji przyjmuje wartosci od 0° do 360°. Wartos¢ P (wzor 1) wskazuje na typ
konformacji cukru i jest zdefiniowany pod wzgledem pigciu katow torsyjnych pierscienia vo _ vq:
tgP = [(v4 + v1) — (v3 + vo)] / 2- v,+[SIiN36° +sin72°] (1)
Wartos¢ tm (WzOr 2) opisuje stopien pofatdowania pierscienia cukru i dla wigkszosci znanych
struktur kwaséw nukleinowych zawiera si¢ w zakresie od ~30° do ~50°.
Tm = v / COSP 2)
Wielkosci P pieciu endocyklicznych katéw sg powigzane ze sobg wzorem:
Vo=1Tm- COS[P +0.8 - @ - (j—-2)] 3
Analiza struktury nukleotydéw wykazata dwa preferowane przedziaty kata pseudorotacji: C3'-
endo dla 0° < P < 36° (,,na potnocy” kota pseudorotacji lub typu N) i C2'-endo dla 144° < P <
180° (,,na potudniu” kota pseudorotacji lub typu S).



I1.1.1.3 Konformacje wiazania glikozydowego

Dane eksperymentalne wskazuja na istnienie dwoch ustawien (Syn i anti) aromatycznej
zasady wzgledem reszty cukrowej (Rys. 8 i 9). Kat torsyjny wigzania N-glikozydowego y,
pomiedzy zasada, a resztg cukrowg zdefiniowany jest nastepujaco dla puryn: O4'-C1'-N9-C4 i
pirymidyn: O4'-C1'-N1-C2. Dla konformacji anti atomy C8 (puryny) i C6 (pirymidyny)
znajduja si¢ nad pierScieniem rybozy lub deoksyrybozy powodujac tym samym, ze grupy
atomoéw zaangazowanych w tworzenie wigzan wodorowych potozone sg z dala od pierscienia
cukru. Konformacja anti jest preferowana dla nukleotydéow pirymidynowych, ze wzgledu na

niekorzystne steryczne kontakty pomigdzy atomem O2 zasady i grupa fosforanowg na koncu 5'.

Rys. 8. Guanozyna w konformacji anti i syn. PDB 2r20.

Konformacja syn wystgpuje wowczas, gdy atom N3 (puryny) lub O2 (pirymidyny) lezy nad
pierScieniem cukrowym. W przypadku nukleotydow purynowych konformacja syn moze by¢

stabilizowana przez wigzanie wodorowe pomiedzy atomami O5'---H-N3.

180° anti 180° syn

+90°

00

Rys. 9. Zakresy konformacyjne dla kata N-glikozydowego y (Jaskdlski, 2010).



Sterycznie preferowanymi przedziatami kata glikozydowego dla dwdch orientacji zasad wobec
pierScienia cukru s3:
anti: =120 >y >180°
syn: 0 <y <90°

Kat torsyjny y jest skorelowany z typem pofatdowania pier$cienia cukrowego (C3'-endo lub C2'-
endo) zgodnie z:

—180 <y <-138° dla C3'-endo

—144 <y <-115° dla C2'-endo
Kat glikozydowy typu syn nie wystepuje zwykle dla nukleotydow majacych pofatdowanie typu
C3'-endo, ze wzgledu na sterycznie nickorzystne kontakty pomigdzy atomem H3' a zasads.

Wartosci kata y zblizone do 90° sg opisywane jako ,,wysokie” anti (ang. high anti).

I1.1.1.4 Orientacja wokél wiazania C4' - C5’

Na skutek rotacji wokodt egzocyklicznego wigzania C4’ — C5’ atom O5' (ogolnie grupa
fosforanowa 5') przyjmuje rézne pozycje wzgledem pierScienia furanozy. Mozliwe sg trzy
konformacje w zaleznosci od wartosci kata torsyjnego y opisujacego polozenie atomu OS5’

wzgledem C3' (Tabela 1, Rys. 10).

05’
04’ 04’
g LX) Y
o5’
Y
0
C3’ Cc2’ C3' c2'

gauche+ trans gauche-

c3’ c2’

Rys. 10. Zakresy konformacyjne dla kata torsyjnego y (Jaskoélski, 2010).



Tabela 1. Rozne nazewnictwo i wartosci dla kata torsyjnego y wokot egzocyklicznego wigzania
C4'—-C5".

v (9) Inne oznaczenia
+sc (60°) gauche(+), g(+), g9
ap (180°) trans, gt, t
—sc (-60°) gauche(-), 9(-). tg

I1.1.1.5 Lokalny uklad wspélrzednych

Metoda obliczen parametrow helikalnych zaklada, ze poczatek uktadu odniesienia jest
zlokalizowany pos$rodku mig¢dzy para zasad. Takie zalozenie zostalo zarekomendowane na
spotkaniu “AIST-NIBHT Structural Biology Center” w Tsukuba, Japonii (Olson i in., 2001) i
jest obecnie uzywane przez wigkszo$¢ programow obliczajacych geometrie¢ kwasow
nukleinowych (m.in.: 3DNA; Lu & Olson, 2003).

Poczatek tego lokalnego ukladu odniesienia znajduje si¢ w potowie odcinka
wyznaczonego przez atomy C6 pirymidyny i C8 puryny. O$ y biegngca wzdtuz tego odcinka
skierowana jest w strone pierwszej nici kwasu nukleinowego, ktéry zawiera nukleotydy
numerowane od 1 do n w kierunku 5" — 3'. Jest ona rownolegta do wektora taczacego atomy
Cl'—C1'(Rys. 111 12).

Rys. 11. Schemat lokalnego uktadu wspotrzednych (odniesienia) (ang. coordinate frame) (Lu &
Olson, 2003).
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Dla helis majacych w swej sekwencji modyfikowane lub nietypowe pary zasad, $rodek i o$ y
lokalnego uktadu okresla si¢ wedtug hipotetycznych atoméw C6 i C8. O$ X lezy na usrednione;j
plaszczyznie wyznaczonej przez atomy pierScieni zasad azotowych. Jezeli mata bruzda
podwojnej helisy (dupleksu) zorientowana jest w stron¢ obserwatora to zwrot osi X jest
prostopadly do plaszczyzny rysunku. Aktualnie dost¢pnych jest wiele programow i serwerow
internetowych pomocnych w analizie struktury kwaséw nukleinowych. Sg to miedzy innymi:
3DNA, Curves+, a takze W3DNA (http://w3dna.rutgers.edu), 3DNALandscapes
(http://3dnascapes.rutgers.edu), Curves+ Web Server (http://gbio-pbil.ibcp.fr/cgi/Curves_plus) i

PROSIT (wizualizacja i analiza konformacji pier$cienia cukru; http://cactus.nci.nih.gov/pseudo-

visual/, http://cactus.nci.nih.gov/prosit/).

I1.1.1.6 Lokalne parametry miedzy sasiadujgcymi parami zasad

Zgodnie z przyjetymi regutami dodatni znak kata skretu (ang. twist angle) dotyczy
prawoskretnych dupleksow. W sytuacji, gdy sasiednie pary zasad sg rozwarte w stron¢ matlej
bruzdy parametr roll (odchylenie ptaszczyzn par zasad wzglgdem kierunku prostopadiego do
wyznaczonych przez wigzania wodorowe) jest dodatni, gdy natomiast to rozwarcie zachodzi w
stron¢ pierwszego tancucha, dodatni jest parametr tilt (odchylenie ptaszczyzn wyznaczonych
przez pary zasad od ptaszczyzny prostopadiej do osi helisy) (Rys. 12A).

Dla B-DNA tilt wynosi —6° (minus oznacza, ze zasady odchylajg si¢ w kierunku wigkszej
bruzdy), a dla formy A jest rowny 20°. Odlegto$¢ miedzy ptaszczyznami sgsiednich par zasad
opisuje parametr rise, ktory dla B-DNA wynosi 3,4 A (Bryszewska & Leyko, 2000).

11.1.1.7 Globalne parametry dla pary zasad wzgledem osi helisy

Potozenie poszczegolnych par zasad wzgledem ukladu odniesienia, zwigzanego z osig
glowng dupleksu opisujg globalne parametry helikalne. Parametry € (ang. tip) i n (ang.
inclination) okreslaja katy rotacji par zasad wzgledem osi x i y uktadu odniesienia. Odlegtos¢ par
zasad od osi helisy w kierunku x i y opisywana jest odpowiednio przez parametry dx (x—

displacement) i dy (y—displacement) (Rys. 12B).
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Rys. 12. Parametry helikalne wyznaczane przez program 3DNA (Lu & Olson, 2003). Dla wielu
nazw parametrow helikalnych brak jest odpowiednikéw w polskiej literaturze naukowej. (A)
Lokalne parametry helikalne pomiedzy sgsiadujgcymi parami zasad. (B) Lokalne parametry
migdzy sparowanymi zasadami. (C) Lokalne parametry helikalne pomig¢dzy sasiadujacymi
parami zasad wzgledem osi helisy. (D) Prawoskretny, ortogonalny uktad wspétrzednych
stosowany w obliczeniach parametréw helikalnych.

I1.1.1.8 Lokalne parametry miedzy sparowanymi zasadami

Kat otwarcia pary (ang. opening), skrecenie Smiglowe (ang. propeller) opisuje wzajemne
skrecenie ptaszczyzn zawierajacych poszczegolne zasady. Parametry: propeller twist (w) i buckle
(x) opisuja odstepstwo od planarnosci dwoch sparowanych zasad, odpowiednio, w stosunku do
krotkiej i dtugiej osi (Rys. 12C).
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1.2 A-DNA

Kwas deoksyrybonukleinowy jest czasteczka dynamiczng mogaca przyjmowaé rozne
konformacje (Ghosh & Bansal, 2003). Ten polimorfizm konformacyjny DNA zostat
potwierdzony gtownie badaniami z uzyciem promieni X. Jednym z podstawowych czynnikdw
wywotujacych przej$cia miedzy formami DNA jest zmiana jego sfery hydratacyjno-jonoweyj.

Obnizenie liczby czasteczek wody lub zwigkszenie stgzenia soli (organicznej lub
nieorganicznej) wokot dominujgcego in vivo B-DNA prowadzi do przejscia do prawoskretnej
formy A-DNA (Rys. 13, Tabela 2). Cechg charakterystyczng tej struktury jest odchylenie (ang.
tilting) ptaszczyzny par zasad o 20° od polozenia prostopadiego wzgledem osi helisy, oraz
konformacja C3'-endo (typ N) pierscienia deoksyrybozy. Ze wzgledu na te cechy w formie A-
DNA wystepuje gleboka 1 waska duza bruzda oraz bardzo ptytka, ale szeroka mata bruzda. Na
jeden skok (obrot) helisy A-DNA przypada 11 nukleotydoéw, a dtugos¢ jednego skoku wynosi 28
A. W Tabeli 3 zestawiono charakterystyczne wartosci niektorych parametréw helikalnych dla

kwasow nukleinowych w formie A, a takze dla poréwnania dla B-DNA.

A-DNA

Rys. 13. Struktura helisy A-DNA; PDB 1d13. (Lu & Olson, 2003).
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Tabela 2. Wybrane struktury A-DNA z bazy PDB.

Sekwencja E%tiggl ir;]r?]t?nl; Rozdzielezos¢ (A) (OF/E ) przgs?:f:nna ;([()) g
d(CATGGGCCCATG), - 1,30 19,0 P4,2,2 1dc0
d(GTGTACAC), - 1,40 19,8 P6,22 1d78
d(GGGCGCCC), - 1,70 16,2 P452,2 2d94
d(CGCCCGCGGGCG), - 1,90 16,5 P2,2:2, 399d
d(ACGTACGT), - 1,90 17,7 P4;2,2 243d
d(GTGTACAC), spermina** 2,00 11,5 P4;2,2 1dns
d(GTGTACAC), - 2,00 12,7 P6,22 1vtb
d(CCCCCGCGGGGG),  spermina® 2,00 17,7 P3,21 2d47
d(ACCCGCGGGT), Ba®* 2,00 20,6 P6,22 220d
d(AGGGGCGGGGCT): - 2,10 21,2 P2,2:2, 1zje
d(TAGCCCCGCCCC)
d(CCGGGCCCGG), spermina®* 2,15 15,3 P2,2:2, 321d
d(CCCCGGGG), - 2,25 13,4 P432,2 187d
d(GCGTACGTACGC), - 2,55 14,2 P6,22 117d
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Tabela 3. Parametry helikalne A-DNA, A-RNA i A’-RNA. Dla poréwnania podano takze
B-DNA (Saenger, 1984; Arnott, 1999; Svozil i in., 2008).

Parametry strukturalne ~ A-DNA  A-RNA A’-RNA B-DNA
Skok helisy (A) 28 28 28 36
Liczba nukleotyddw
11 11 12 10,5
na jeden skret
Konformacja
C3'-endo C3'-endo C3'-endo C2'-endo
reszty cukrowej
Kat wokot wigzania
200,5 197,0 197,0 250,3
N-glikozydowego y (°)
Katy torsyjne (°)
a 294.8 291,0 290,0 299,0
S 172,7 179,0 177,0 179,3
y 54,3 55,0 61,0 48,4
0 82,1 82,0 77,0 132,8
€ 205,6 206,0 207,0 181,7
¢ 285,4 289,0 290,0 263,2
Odlegtosé P — P (A) 5,9 5,9 5,9 7,0
Parametry helikalne
helical twist Q, (°) 32,5 32,7 30,0 36,0
helical rise (A) 2,8 2,8 3,0 3,38
inclination 7 (°) 14,7 155 10,6 2.8
x—displacement (A) 4,8 4.8 4.8 0,0
Mata bruzda (A)
szeroko$¢ 11,1 10,8 10,5 6,0
glebokosé 2,6 3,3 34 8,2
Duza bruzda (A)
szerokos¢ 2,2 47 8,9 11,6
glebokos¢ 13,0 12,9 144 8,5
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1.3  A-RNA
Jedng z wielu form strukturalnych, jakie przyjmuje w organizmach zywych kwas

rybonukleinowy jest podwojna helisa. Helikalne rejony w strukturze RNA majg formg¢ typu A

(Rys. 14 i Tabela 4). Roznice w budowie strukturalnej pomiedzy A-RNA a A-DNA przedstawia
Tabela 3.

Rys. 14. Struktura helisy A-RNA; PDB 1rna.
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Tabela 4. Wybrane struktury A-RNA z bazy PDB.

_ Kation Rozdzielczos¢ Grupa Kod
Sekwencja metalu (A) (%) przestrzenna  pHp
(GGGGGGGGGGG):{(CCCCCCCCCCC) - 1,20 11,6 P3 lqcu
Na'/
r(GCGUUUGAAACGC), Mg 1,40 159 P1 2rls
(CGCG CG), Mg?* 1,45 17,2 P1 3jxq
r(CCCCGGGG), . 1,46 201  R32 259d
r(CCGAUGGUAGUG): Mg?* 1,50 20,2 ) 354d
r(GCGAGAGUAGGC)
(GGCGUCGCUAGUACCG): Mg?* 1,51 200 P22:2, 2065
r(GGUACUAAAAGUCGCCC)
Na'/K*/
((AGAGAAGAUCUUCUCU), Mg 1,52 176 R 3nd4
r(CUGCUGCUGCUGCUGCUG), . 1,58 224 R3 1zev
r((UUAUAUAUAUAUAA), ; 2,25 131 P2,2,2,  1rma
((UAAGGAGGUGAU), ; 2,60 195 P1 1sdr
Na'/ K*/ _
((CUUGCUGAAGCGCGCACGGCAAG), |, o 2,60 200 P22 200

11.3.1 A’-RNA

Badania krystalograficzne (Tanaka i in., 1999), spektroskopii rezonansu magnetycznego

(NMR; ang. Nuclear Magnetic Resonance), a takze biochemiczne (Bullock i in., 2010) wskazuja

na mozliwo$§¢ wystgpowania helisy RNA takze w formie A' (Rys. 15). Glowne rdznice

pomiedzy A-RNA i A’-RNA dotycza liczby nukleotydow przypadajacych na jeden skret helisy
(odpowiednio 11 i 12), a takze szeroko$ci duzej bruzdy (4,7 A i 8,9 A) (Tabela 3). Tak jak to jest

w przypadku innych struktur kwaséw nukleinowych, przejscie z formy A-RNA do A’-RNA

zwigzane jest ze zmiang sfery hydratacyjno-jonowej (pola jonowego). Pomimo, Ze rdznice

pomiedzy A-RNA i A’-RNA sa stosunkowo niewielkie, to majag one prawdopodobnie istotne

znaczenie dla oddzialywan RN A-biatko.
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Rys. 15. Struktura helisy A'-RNA; PDB 413d.

1.4 Hybrydy RNA:DNA

Hybryda RNA:DNA nazywamy heliakalng czasteczke, w ktorej jedng z nici jest RNA, a
druga komplementarna ni¢ DNA (Tabela 5). Takie hybrydy generalnie przybieraja forme¢ A
kwasow nukleinowych, jednakze poszczegélne parametry helikalne dla molekuly RNA:DNA
mogg by¢ mniej lub bardziej zblizone do ktoregos z typow helisy: A-DNA, A-RNA lub A’-RNA.
Badania krystalograficzne pokazujg, ze w hybrydach RNA:DNA zaréwno rybo- jak i
deoksyrybozy przyjmujg konformacje C3’-endo. Z drugiej strony, pomiary NMR sugeruja, ze
deoksyrybozy w dupleksach RNA:DNA maja konformacje charakterystyczne dla B-DNA (C2'-
endo, Cl’-exo, O4’-endo), a rybozy dla formy A kwaséw nukleinowych. Formowanie si¢
fragmentéw dupleksow RNA:DNA odgrywa wazng funkcjonalng role w biologii 1 w warunkach
fizjologicznych ma miejsce podczas replikacji DNA (fragmenty Okazaki), transkrypcji i np.
syntezy retrowirusowego cDNA przez odwrotng transkryptaze (Shown & Arya, 2008). Badania
nad oddziatywaniami 1 strukturg RNA:DNA stanowig wazny etap wyjasniania procesow
transferu informacji genetycznej, podobnie jak dalej omawiane wyniki nad oddziatywaniem

kationow metali i poliamin biogennych z kwasami nukleionowymi.
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Tabela 5. Wybrane struktury hybryd RNA:DNA z bazy PDB.

) Kation Rozdzielezo$¢ g Grupa Kod
Sekwencja metalu (A) (%) przestrzenna  pp
Mg* 1,10 11,7 P2:2:2 1pj
r(CAAAGAAAAG):d(CTTTTCTTTG) (5%) , , 14141 PIO
2+
[(CAAAGAAAAG):d(CTTTTCTTTG) (Csax) 1,15 143 P22:2 1g4q
2+
[(CAAAGAAAAG):d(CTTTTCTTTG) (C4ax) 1,15 132 P22:2 1pjg
Mg?* 3ssf
r(UAAAAGAAAAGG)d(CCTTTTCTTTA) o 1,60 181  P3,21
(3x) ta praca
(GAAGAAGAA):d(TTCTT¥CTTC) - 1,80 20,1 P6, 421d
r(UUCGGGCGCC):d(GGCGCCCGAA) - 2,30 145 P22 1fix
(GAAGAGAGAG):d(CTCCTCTTC) - 2,30 19,9 1222 lefo
[(CAAAGAAAAG):d(CTTTTCTTTG) ; 2,38 22,3 1222 1jb8
2,50 181  P2:2:2 404d

(GAAGAGAAGC):d(GCTTCTCTTC)

W szczegolnosci zasugerowano, ze specyfika struktury dupleksow RNA:DNA zawierajacych

sekwencj¢ polipurynowa z genomu wirusa HIV-1 (PPT) moze mie¢ znacznie w oddziatywaniach

z enzymem odwrotnej transkryptazy tego wirusa (RT;

ang. Reverse Transcriptase).

Postulowano, ze konformacja C2'-endo w nici RNA, okreslona szeroko$¢ matej bruzdy, a takze

mozliwos$¢ przyjmowania réznych konformacji szkieletu cukrowo—fosforanowego przez hybrydy

RNA:DNA wplywa na jej oddzialywania z domeng RNazy H odwrotnej transkryptazy wirusa

HIV-1. Badania krystalograficzne i NMR daja sprzeczne wyniki, co do szeroko$ci matej bruzdy

w hybrydach RNA:DNA z sekwencjg PPT. Wyniki pomiarow krystalograficznych wskazuja, ze

helisy RNA:DNA majg typowa dla form A szeroko$¢ matej bruzdy, natomiast rezultaty badan

NMR sugeruja, ze wartosc ta jest posrednia migdzy A i B (Kopka i in., 2003).
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11.4.1 Oddzialywania sekwencji polipurynowej z odwrotng transktyptaza wirusa HIV-1

Genom wirusa HIV-1 (ang. Human Immunodeficiency Virus) tak jak w przypadku
innych retrowirusow zbudowany jest z dwoch identycznych czgsteczek RNA majgcych dlugosé
okoto 9800 nukleotydow (Watts i in., 2009). Podstawowym krokiem w replikacji HIV-1 jest
przejscie od wirusowego ssRNA (ang. single strand) do dsDNA (ang. double strand) za
posrednictwem enzymu odwrotnej transkryptazy, majacego zarowno aktywno$¢ polimerazy jak i
rybonukleazy (ang. RNase H) (Rys. 16; Sarafianos i in., 2001). Obecny w komorkach
gospodarza tRNA (a doktadnie jego grupa 3'-OH) stuzy jako starter (ang. primer) do
zainicjowania syntezy nici (-) DNA. Nastgpnie zhybrydyzowany fragment RNA (sekwencje R i
US5) zostaje zhydrolizowany (usuniety) przez domene RT o aktywnos$ci RNazy H. Kompleks
tRNA:DNA zostaje przesunigty na koniec 3’ matrycy. Po tym etapie nastepuje dalsze wydluzenie
nici (-) DNA. Matryca ssSRNA wykorzystana do syntezy nici (-) DNA zostaje usuni¢ta przez
RNazg¢ H za wyjatkiem sekwencji polipurynowej (PPT): 5'-aaaagaaaagggggg-3' (ang. polypurine
tract), ktora shuzy jako starter do utworzenia nici (+) DNA. W kolejnym etapie PPT i tRNA
zostaja usuniete, a odcinek PBS (ang. primer binding site) hybrydyzuje z komplementarnym
PBS z nici (-) DNA. Proces odwrotnej transkrypcji kontynuowany jest dalej przez domen¢ RT
odpowiedzialng za polimeryzacje DNA. W pelni zsyntetyzowane obie nici DNA wiaczane sg do
genomu gospodarza w jadrze komorkowym przez enzym integraze. Sekwencja PPT ma istotne
znaczenie podczas procesu odwrotnej transkrypcji wirusa HIV-1. Jego przebieg nie zachodzi
typowo, w co najmniej trzech przypadkach. Po pierwsze, je$li odcinek PPT RNA nie jest
odporny na dziatanie RNazy H w czasie tworzenia nici (-) DNA. Po drugie, gdy niepoprawne
usuni¢cie matrycy RNA przez RNaze H na koficu PPT nie prowadzi do utworzenia wiasciwego
startera do syntezy nici (+) DNA. Po trzecie, kiedy PPT jest niedoktadnie usunigty z konica nowo
powstajacego wirusowego DNA. Domena RT o aktywnos$ci RNazy H specyficznie hydrolizuje
ni¢ RNA w hybrydach RNA:DNA. Badania biochemiczne z udziatem kationow Mg”", Mn?* |
Co?* (Klumpp i in., 2003) wykazaty, ze RNaza H wirusa HIV-1 wymaga dla swej aktywnosci
dwdch jonéw metali. Prawdopodobnie in vivo role ta spehiaja tylko jony Mg* (Rys. 17;
Champoux & Schultz, 2008; Champoux & Schultz, 2009; Sarafianos i in., 2009). Dwa kationy
Mn?* zlokalizowano w centrum aktywnym RNazy H wirusa HIV-1 w odlegtosci ~4 A od siebie
(kod PDB: 1hrh; Davies i in., 1991). Jony te oddziatujg z aminokwasami D443, E478, D498, i
D549 Wnioski wynikajace z analizy struktur krystalograficznych bakteryjnej RNazy H z B.
halodurans (Nowotny i in., 2005) i ludzkiej (Nowotny i in., 2007) z hybryda RNA:DNA

informuja nas o roli kationdw dwuwartosciowych w katalitycznym mechanizmie strukturalnie
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podobnej domeny RNazy H wirusa HIV-1 i M-MLV (ang. Moloney Murine Leukemia Virus)
(Nowotny & Yang, 2006). W tym mechanizmie, jeden z jonow, metal A, aktywuje nukleofilowa
czasteczke wody, a drugi B, prawdopodobnie w potaczeniu z kationem metalu A, stabilizuje stan

przejsciowy (Rys. 17).

(-)DNA 3’
HNA s = i = LI

gag pol env PPTU3 R

B — l R us  PBS {ANA

gag pol env PPTU3 R

c PBS 1‘
R us  P8S tRNA
_______ J 11111 I
gag pol env PPTU3 R
&
D tRNA
L

gag pol env PPTU3 R us PBS

gag pol env. Jus R us pBS

: l

U3 R Us PBS gag pol env PPT U3 R us

L = L J

LTR LTR

Rys. 16. Proces odwrotnej transkrypcji wirusa HIV-1 (Sarafianos i in., 2001). (A) Tworzenie
kopii DNA z kofica 5" tRNA a nastgpnie hydroliza zhybrydyzowanego fragmentu RNA przez
domen¢ RNazy H. (B) Przesunigcie tRNA:DNA na koniec 3" matrycy. (C) Wydtluzanie nici
DNA i dalsza degradacja RNA za wyjatkiem PPT. (D) Synteza konca 3’ drugiej nici DNA. (E)
Usunigcie fragmentu PPT RNA. (F) Synteza brakujacych czesci obu nici DNA.
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Rys. 17. Proponowany mechanizm dzialania RNazy H wirusa HIV-1 z udzialem dwoch
kationéw metali (Mg?* lub Mn?*) oznaczonych jako A i B. Atakujacy nukleofil jest pokazany na
czarno ze strzatkg zwrocong ku grupie fosforanowej. Kluczowa czasteczka wody posredniczaca
w interakcji pomigdzy aminokwasem Asp498 i kationem metalu jest zaznaczona na niebiesko
(Champoux & Schultz, 2008).

1.5 Z-DNA

W uktadach z naprzemienng sekwencja typu d(pirymidyna/puryna) odpowiednio wysokie
stezenie soli organicznej i/lub nieorganicznej prowadzi do powstania lewoskretnej struktury Z-
DNA (Rys. 18). W odréznieniu od innych struktur DNA jednostka powtarzalnos$ci dla tej formy
jest dinukleotyd. W przypadku Z-DNA nukleotydy purynowe maja konformacj¢ cukru C3'-endo,
a kat y wigzania N-glikozydowego zawiera si¢ w przedziale 55-80° ($rednia —62°; konformacja
syn). Dla nukleotydow pirymidynowych cukier ma geometri¢ C2'-endo, a kat y wynosi od —145°
do —160° (srednia —152°; konformacja anti). Skok helisy dla Z-DNA, na ktory przypada 12 par
zasad, wynosi 44,6 A. Analiza struktur krystalograficznych Z-DNA (Wang i in., 1981), pokazata
mozliwos¢ wystepowania dwoch (Z; i Z;;) odmiennych geometrii grup fosforanowych w tej
czasteczce. Charakterystyczne roznice migdzy konformacjami Z; i Z sa glownie zwigzane z

innymi warto$ciami katow f i { tancucha fosforanowego (Rys. 4, 19 i 20, Tabela 6). Szeroko$¢
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matej bruzdy dla konformacji Zj, jest wigksza o okoto 1 A niz dla Z,. Nalezy zaznaczy¢, ze w
dupleksach Z-DNA moga wystgpowaé dinukleotydy, ktore nie zachowujg reguly
naprzemiennos$ci pirymidyna/puryna faworyzujacej jego utworzenie (ang. out-of-alternation
base pair). Przykladami takich sekwencji sa: d(™CGGC™CG), d(™CGAT™CG), lub
d(®CGAT®'CG),. Zasady pirymidynowe w takich strukturach Z-DNA maja niepreferowana
konformacj¢ syn (Eichman in., 1999; kod PDB: 400d).

Z-DNA

Rys. 18. Struktura Z-DNA,; kod PDB 3p4j. (Lu & Olson, 2003).
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Rys. 19. Widok wzdtuz osi helikalnej modeli podwojnej helisy w konformacji Z,-DNA lub
Z,;-DNA, kody PDB 2zna i 3zna.

Rys. 20. Roznice w geometrii tancucha fosforanowego dla Z,-DNA i Z;-DNA.
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Tabela 6. Parametry strukturalne Z,-DNA i Z,,-DNA (Saenger, 1984; Arnott, 1999; Svozil i in.,
2008).

Parametry strukturalne Z,-DNA Z,-DNA

Skok helisy (A) 446 44.6

Liczba nukleotyddw na jeden

skret 12 12

pirymidyny: C2'-endo pirymidyny: C2’-endo
Konformacja reszty cukrowej

puryny: C3'-endo puryny: C3'-endo

Kat wokot wigzania pirymidyny: 63,0 pirymidyny: 58,0

N-glikozydowego y (°) puryny: 205,0 puryny: 213,0

Katy torsyjne (°)

o 210,0 169,0
B 233,0 162,0
y 54,0 44,0
o 1440 1440
€ 63,0 58,0
¢ 292,0 63,0
Odlegtos¢ P—P (A)
CpG 6,3 6,1
GpC 7,3 8,0
Parametry helikalne (dla CpG)
helical twist Q, (°) -60,0 —-60,0
helical rise (A) 7.3 7.3
inclination 7 (°) 7,1 7,1
x—displacement (A) 3,3 3,3
Mata bruzda (A)
szerokos¢ 2,0 3,0
glebokosé 13,8 13,8
Duza bruzda (A)
szerokos¢ 8,8 8,8
glebokosé 3,7 3,7
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11.5.1 Biologiczne znaczenie Z-DNA

Sformutowane dotychczas wnioski, poparte rezultatami wieloletnich badan, potwierdzaja
powszechnie dzi$ przyjeta teze, ze formowanie si¢ helisy Z-DNA zachodzi in vitro, a takze in
vivo (Herbert & Rich, 1996; Brown & Rich, 2001; Rich & Zhang, 2003; Wang & Vasquez,
2007, de Rosa i in., 2013, Ng i in, 2013). Odpychajace oddziatywania elektrostatyczne pomigdzy
grupami fosforanowymi w Z-DNA bedace wynikiem ich bliskiej odlegtosci powoduja, ze dla
powstania i stabilizacji tej formy kwasu nukleinowego potrzebna jest wysoka energia.
Prawdopodobnie tworzenie Z-DNA in vivo jest dynamicznym procesem. Jednym z zZrodet
energii potrzebnej do przejscia z formy B do Z-DNA (AG tworzenia struktury typu B/Z-DNA
wynosi okoto 5 kcal/mol; Peck & Wang, 1983) mogtaby dostarcza¢ transkrypcja. Zasugerowano,
iz jednym z mechanizmow umozliwiajacych tworzenie si¢ Z-DNA in vivo jest powstawanie
ujemnej superhelikalno$ci za przesuwajaca si¢ wzdtuz genu polimeraza RNA (Rys. 21, Brown &
Rich, 2001). Typowa sekwencja d(CG), przyjmujaca form¢ Z-DNA wystepuje czgéciej w
organizmach prokariotycznych niz eukariotycznych (ang. CG suppression) w przeciwienstwie
do sekwencji d(CA/GT),, szeroko rozpowszechnionej w genomach eukariotdw. Ponadto ostatnie
badania wskazuja na znaczenie w regulacji transkrypcji regionow DNA, bogatych w
niemetylowane fragmenty (CpG), (ang. CpG island, Illingworth & Bird, 2009; Deaton & Bird,
2011).

Transkrypcja
<G

pre-mRNA
intron

Rys. 21. Postulowana stabilizacja Z-DNA poprzez powstawanie ujemnej superhelikalno$ci za
przesuwajaca si¢ wzdhuz genu polimerazg RNA (Brown & Rich, 2001).

11.5.2 Bialka wiazace Z-DNA

Biatka wiazace Z-DNA zostaty zidentyfikowane i wyizolowane z wirusa krowianki (Liu i
in., 2001; Kwon & Rich, 2005), Escherichia coli (Blaho & Wells, 1987; Lafer i in., 1988),
drozdzy (Zhang i in., 1992), muszki owocowej (Nordheim i in., 1982; Arndt-Jovin i in., 1993),
pszenicy (Lafer i in., 1985), danio prggowatego (Rothenburg i in., 2005), krwi drobiu (Herbert i
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in., 1993), szczura (Rothenburg i in., 2002), wotu (Rohner i in., 1990) oraz z jader komorek
ludzkich (Krishna i in., 1990; Leith i in., 1988; Rothenburg i in., 2002; Pham i in., 2006).
Pomimo ze funkcja wigkszosci z wyzej wymienionych bialek wigzacych Z-DNA nie
zostata jeszcze w pelni ustalona, to istniejagce dowody sugeruja, ze odgrywaja one wazng rolg¢ w
ekspresji gendw, rekombinacji DNA, redagowaniu (edycji) RNA, rozwoju nowotworow i
patogenezie wirusowej (Rich & Zhang, 2003, Ng i in, 2013). Wsrod biatek wigzacych Z-DNA
najlepiej poznane sg deaminaza adenozynowa dwuniciowego RNA (ADARL; ang. adenosine
deaminases acting on RNA), E3L i DLM-1 (Schwartz i in., 2001). Wszystkie te trzy biatka maja

domeng Za wykazujaca wysoka homologi¢ sekwencji.

Rys. 22. Ogélny zarys domeny Za wigzacej Z-DNA. Przedstawiono aminokwasy od 134 do 198
z dwoch symetrycznie rownowaznych domen Za oraz dupleks o sekwencji d(CGCGCG),; kod
PDB 1gbj.

Rodzina enzymow ADAR przeksztalca adenozyn¢ do inozyny poprzez hydrolityczng
deaminacj¢ dsRNA. Dwie (ADAR1 i ADAR?2) lub trzy domeny (ADAR3) determinujg miejsce
wigzania si¢ enzymu z kwasem nukleinowym. Biatko ADARI1 posiada w swej strukturze
specyficzny 70-aminokwasowy region, umozliwiajacy identyfikacje aktywnych transkrypcyjnie
regiondbw DNA. Region ten, tzw. domena Za, wykazuje specyficzno$¢ wigzania sie do Z-DNA
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(Rys. 22, Sacharczuk i in., 2004). Domena Za i Zf wchodzg w sktad domeny Zab (Rys. 21)
odpowiadajacej za rozpoznanie sekwencji DNA, do ktérej przylacza si¢ enzym ADAR
(Schwartz i in., 2001).

Kompleks biatkowy BAF (ang. BRG1-associated factor) reguluje w komérkach ssakéw
efektywnos¢ ekspresji ponad 80 genéw w wyniku modyfikacji struktury chromatyny. Badajac
mechanizm tej regulacji, wykazano, ze polega on na utworzeniu kompleksu pomigdzy biatkami
NFI/CTF (ang. nuclear factor I/CAAT box transcription factor) z odpowiednim promotorem
CSF1 (ang. Macrophage colony-stimulating factor 1). Aktywacja CSF1 przebiega poprzez
utworzenie Z-DNA pod wptywem kompleksu BAF. Kontrolowane przez BAF przej$cie B — Z-
DNA powoduje stabilizacje struktury chromatyny na promotorze CSF1 (Liu i in., 2001).

Pomimo ze in vivo przejscie formy B-DNA w Z-DNA jest gltéwnie wigzane z
uwolnieniem energii zgromadzonej w ujemnie superhelikalnych zwojach DNA, pod uwage
nalezy bra¢ takze stabilizujacy wptyw na Z-DNA powszechnie obecnych w komdrkach poliamin
biogennych (gtéwnie spermina** i spermidyna®"; Thomas i in., 1991; Thomas & Thomas, 1994;
Howell i in., 1996; Brooks, 2013).

11.6  Oddzialywania DNA z kationami poliamin i metali

Aminy biogenne: putrescyna®* (Put®*) — *NH3(CH.)NHs", spermidyna®* (Spd®*) —
*NH3(CH2)sNH,"(CH2)sNHs" i spermina** (Spm*") — *H3N(CH2)sNH,"(CH2)sNH," (CH2)sNH3*
sa alifatycznymi czasteczkami wystgpujacymi w organizmach w postaci sprotonowanych
polikationow (warto$ci pK, zawarte sg w przedziale 7,9 — 10,9). Aminy biogenne oddziatujg z
réznymi komponentami komorkowymi (Coben, 1998; Thomas & Thomas, 2001). Poliaminy
odgrywaja wazng rolg¢ w regulowaniu proliferacji i réznicowania komorek. Wykazano, ze
obnizona aktywno$¢ enzymu odpowiedzialnego =za syntez¢ poliamin w organizmie
(dekarboksylazy ornityny) prowadzi do zmiany struktury chromatyny, niewydolnosci w
naprawie zmian w DNA wywotanych promieniami ultrafioletowymi i promieniami X oraz
wstrzymania proliferacji komérek. Badania in vitro pokazuja, ze spermina** wykazuje ochronne
dziatanie przeciw uszkodzeniom DNA wywolanym przez nadtlenki, promieniowanie jonizujace,

1""/H,0,. Poliaminy mogg kompleksowa¢ odpowiedzialne za

szybkie neutrony czy ukfady meta
generowanie ROS (ang. Reactive Oxygen Species, reaktywne formy tlenu) kationy metali takich
jak miedz czy zelazo. Badania pokazujg, ze wplyw poliamin na ekspresj¢ genow jest
prawdopodobnie efektem zarowno ich oddziatywan z DNA i/lub z biatkami (Wang i in., 2002).

Poliaminy moduluja oddziatlywania biatko—-DNA (Panagiotidis i in., 1995; Wang & Casero,
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2006). Substancje te powoduja stabilizacje chromatyny i kondensacje DNA (Bloomfield, 1997,
lacomino i in., 2012). Badano réwniez wptyw analogéw poliamin biogennych (migdzy innymi
norsperminy®** — "H3N(CH,)sNH,*(CH,)sNH,*(CH,)sNHs") na zjawisko kondensacji DNA.
Stwierdzono, ze heksaaminy sg bardziej efektywne od pentaamin w kondensacji DNA, a te z
kolei, bardziej od tetraamin, co §wiadczy o dominujacej roli oddzialywan niekowalencyjnych
miedzy sprotonowanymi aminami biogennymi a DNA (Vijayanathan i in., 2004). Z drugiej
strony badania homologéw sperminy** wykazaty, ze mimo jednakowego ladunku, réznica w
budowie czgsteczki wptywa na zdolnos$¢ kondensacji DNA (Vijayanathan i in., 2001). Poliaminy
moga rowniez powodowaé transformacje struktury B-DNA do Z-DNA i A-DNA. Obserwowano
takze wzrost temperatury topnienia DNA w obecnosci poliamin (Wang & Casero, 2006).

Rozwigzano strukture krystalograficzng kompleksu sperminy4+ z oktamerem
d(GTGTACAC),. Stwierdzono, ze Spm** nie oddzialuje z grupami fosforanowymi. Amina ta
tworzy wigzania wodorowe z atomami O6 i N7 guaniny oraz O4 tyminy we fragmencie GTGT
(kod PDB: 1dns; Jain i in., 1989). Dla dupleksu d(CGATCG), okreslono, ze spermina®* lokuje
si¢ tylko w duzym rowku (kod PDB: 1d15; Williams i in., 1990). Badania krystalograficzne nad
sekwencja d(CCGGGCCCGG); pokazaty rozne typy wiazania si¢ sperminy”* z A-DNA (tylko
grupy fosforanowe, tylko zasady lub grupy fosforanowe i zasady; kod PDB: 326d; Tippin &
Sundaraligman, 1997). Struktura d(CGGTGG):d(CCACCG) (forma B-DNA) wykazata
oddziatywania Spm4+ z fragmentem GTG, zawierajacym par¢ zasad A-T majaca typ wigzan
wodorowych inny niz w modelu Watsona—Cricka. Zasugerowano, ze taka stabilizacja motywu
GTG, wystepujacego czegsto w regionach regulatorowych DNA, moze by¢ istotna dla
oddziatywan biatko-DNA (kod PDB: 206d; Tari & Secco, 1995).

Jony metali grup gtéwnych 1 przejSciowych wystepuja w kazdym organizmie zywym.
Jednak w zaleznosci od rodzaju organizmu obecno$¢ i stg¢zenie danego kationu metalu jest
zmienne (Hud, 2009; Sigel i in., 2011; Sigel i in., 2012). Jony te w postaci cze$ciowo lub
catkowicie hydratowanej moga wigza¢ si¢ posrednio lub bezposrednio z czasteczkami DNA
(Tabela 7). Kationy metali mogg wptywac na szybkos¢ i doktadnos¢ syntezy DNA, tworzenie
komplekséw biatko-DNA, a nawet inicjowa¢ mutagenez¢ i karcenogeneze. Za pomoca
spektroskopii Ramana ustalono, ze atomy N7 zasad purynowych i N3 pirymidynowych sa
gldéwnymi miejscami koordynacji jonéw metali, ktore to preferencyjnie wigzg si¢ z zasadami
DNA w nastepujacej kolejnosci Hg?* >Cu?* >Pb** > Cd?* >zn** >Mn?* >Ni*", Co** >Fe?** >Ca?*
>Mg?*, Ba*" (Duguid i in., 1993).
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Tabela 7. Miejsca wigzania si¢ metali z czgsteczkami DNA (Anastassopoulou, 2003).

Zasady azotowe
Ag*, Hg", Pt

Grupy fosforanowe i zasady
Mg**, Ba?*, Mn?*, Co**, Co®*, Ni?*, Cd®*, Pb?*, Cu?*, Fe®*

Grupy fosforanowe
Li*, Na", K*, Rb", Cs*, Ca®*, sr?*, cr¥*, Fe*', Lantanowce

Wiele uwagi poswigcono kondensacji DNA wywolanej przez kationy metali. Stowo
kondensacja generalnie odnosi si¢ do sytuacji, w ktorej agregat ma okreslony rozmiar i
uporzadkowang morfologig, jak to jest dyskutowane w pracy Bloomfielda (1997). Czgstymi
obiektami badan sa kompleks heksaaminakobaltu [Co(NH3)s]®>" (cohex) i jony Mn?* (Kankia i
in., 2001). Stwierdzono, ze cohex powoduje wyrazng kondensacj¢ DNA, a jego efektywnos¢
zalezy od dtugosci helisy DNA. Podobnie kondensacje¢ takag moga wywota¢ kationy i kompleksy
innych metali przejsciowych (Ma & Bloomfield, 1994). W pH ~8,5 powstaja kompleksy
pomiedzy dwuniciowym DNA, a jonami Zn?*, Ni** lub Co?*. Takie formy komplekséw nazwano
M-DNA (Lee i in., 1993; Aich i in., 1999). Podczas tworzenia si¢ takich zwigzkow jony metali
zastepujg iminowe protony guaniny i tyminy w DNA. Formowanie si¢ struktury M-DNA zalezy
od st¢zenia B-DNA, charakteru danego metalu i warto$ci pH. Czasteczki M-DNA ulegaja
przemianie do B-DNA po obnizeniu pH lub dodaniu do uktadu EDTA. Widma dichroizmu
kotowego w regionach UV wykazujg strukturalne podobienstwo M-DNA do formy B-DNA.
Substancje interkalujace (np. pewne leki) nie wigzg si¢ z M-DNA, prawdopodobnie dlatego, ze
kationy metalu odpychaja dodatnio naladowane czasteczki interkalatora. W obecnosci kationow
Zn**, Cd** i Mn** zaobserwowano specyficzng strukture *H-DNA, odmienng zaréwno od formy
H-DNA jak i B-DNA. Efektywnos$¢ w tworzenia si¢ *H-DNA maleje w szeregu Zn**> Ccd* >>
Mn?* (Bernues i in., 1990).

I1.6.1 Oddzialywania Z-DNA z kationami poliamin i metali

Rodzaj otoczenia jonowego wokol czasteczki kwasu nukleinowego ma wpltyw na jej
przeksztatcenia strukturalne. Przyktadem takich przeksztalcen jest transformacja formy B-DNA
do Z-DNA nastepujgca pod wptywem obecnosci (w odpowiednich stezeniach) kationéw metali

lub poliamin biogennych.
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Badania dichroizmu kotowego (CD; ang circular dichroism) prowadzone in vitro
pokazaty, ze jednowarto$ciowe kationy metali w wysokim stezeniu (~2,3 M dla Na® i 4,7 M dla
Cs") powoduja przejscie od formy B-DNA do Z-DNA (Pohl & Jovin, 1972; Wang & Vasquez,
2007 — 1 bibliografia tamze). Dwuwartosciowe kationy metali drugiej grupy uktadu okresowego
jak 1 metali przejSciowych zdolne sa do efektywniejszego wywolania przejscia B — Z w
poréwnaniu z kationami metali jednowarto§ciowych (minimalne stezenie wynosito: 700 mM dla
Mg**, 100 mM dla Ca?*, 40 mM dla Ba**, Mn?*, 0,005 mM dla [Co(NH3)s]*"). W przypadku
sperminy** i spermidyny®* (bedacych polikationami w fizjologicznym pH) do spowowdowania
przejscia B — Z-DNA wystarczalo stgzenie odpowiednio 2 uM i 50 uM. Otrzymanie formy Z-
DNA jest mozliwe przy nizszych stezeniach kationdw metali dla sekwencji d(CG),,
zawierajagcych metylowane (pozycja C5 cytozyny) lub bromowane (pozycja C8 guaniny)
pochodne zasad (Azorin i in., 1983; Saenger, 1984).

Poczawszy od 1979 roku za pomoca badan krystalograficznych uzyskano szereg
informacji dotyczacych oddziatywan Z-DNA z aminami biogennymi, kationami metali oraz
biatkami (Wang i in., 1979; Shing & Mooers, 1997; Ha i in., 2005) (Tabela. 8). Jednakze analiza
danych dotyczacych komplekséw zestawionych w Tabeli 8 wskazuje w wielu przypadkach na
brak typowej korelacji pomiedzy rozdzielczos$cig, a koncowa wartoscig krystalograficznego
wskaznika rozbieznosci R (zwykle wyzszej rozdzielczosci odpowiada nizsze R). Budzi to
watpliwosci, co do wartosci prezentowanych wnioskow dotyczacych struktury kompleksow Z-
DNA z biokationami. Konieczna jest zatem ostrozna interpretacja rozwigzanych struktur
kompleksow Z-DNA-Kkationy™, zaréwno pod katem geometrii czasteczki DNA jak i sfer

koordynacyjnych wokot jonow metali.
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Tabela. 8. Zestawienie struktur krystalicznych Z-DNA z kationami metali i poliamin,
zdeponowanych w PDB lub tylko opisanych w literaturze naukowey.

Sekwencja

d(CGCGCG),
d(CGCGCG),
d(CGCGCG),

d(CGT#"ACG),

d(CGCGCG),

d(CGCGCG),

d(CGCGCG),

d(CGCGCG),

d(CGCGCG),

d(™CGUA™CG),
d(CGCGCG),
d(CGCG'UG),
d(CGCGTG),
d(TGCGCA),
d(®*'UGCGCG),
d(pCGCGCG),

d(CGCGCG),

d(aminohexyl-pCG®'CGCG)

Kation poliaminy

i/lub metalu

Spm‘”
Spm‘”
Spm‘”
4+

Spm

4+

Spm

SpW4+ (a)

PAW® (2x)
Rb* (3x)
Mg?" (4x)
Mg* (2X)
Mg**
Mg**

M92+

Rozdzielczos¢

32

(R)

0,55
0,60
1,00
1,35

1,50

1,80

1,60
1,70
1,00
1,30
1,30
1,50
1,50
1,64
2,25
3,00
1,30

1,40

R (%)
7,77
16,00
18,50
17,40

17,80

22,20

20,20

17,50

17,50

20,80
21,30
17,20
20,00
21,20
15,60
18,20

19,50

16,40

Grupa

przestrzenna

P2:2,2,

P2,2,2,

P2:2,2,

P3,21

P2,2,2,

P2,2,2,

P2:2,2,

P2,2,:2,

P2:2,2,

P2,2,:2,

P3,

P2,2,:2,

P2,2,2,

P2:2,2,

P2,2,2,

C222,

P3,21

C2

Kod PDB
lub literatura

3p4j
1i0t
1d48
210d
1woe

1v9g

neutronografia
2iel
Dong, 2003

ldcg

1d41
4fs5
ldnf
Gaoiin., 1993
1ljx
1dal
392d

4fs6

Jeaniin., 1993



Tabela. 8. cd. Zestawienie struktur krystalicznych Z-DNA z kationami metali i poliamin.

Sekwencja

d(™CG™CGTG)
d(CACGCG):d(CGCGTG)
d(CACGCG):d(CGCGTG)
d(CACGCG):d(CGCGTG)
d(CACGCG):d(CGCGTG)
d(CACGCG):d(CGCGTG)
d(CACGCG):d(CGCGTG)

d(CGCGTG),
d(CACGCG):d(CGCGTG)

d(CGCGTG),
d(TGCGCA),
d(CACG'UG),
d(GCGCGCQ)
d(CGTACGTACG),
d(™CGUA™CG),

d(CGCGTG),

d(CGCGCG),

d(CGCGCA):d(TGCGCG)

d(TGCGCG):d(CGCGCA)

d(CACGTG),

d(CGCGCG),

Kation poliaminy
i/lub metalu

B 3.2+
B a2+
B 3.2+
B a2+

Ba%*

Mn* (2x)
co?
[Co(NH3)e]** (2x)
[Co(NHs)e]*" (2x)
[Co(NH3)e]** (2x)
[Co(NHs)]*"
Cu*" (3x)/CuCl,
o
[Ru(NHa)e] ™
[Ru(NHa)e] ™
[RU(NHg)]**
Spm*/13D®

Na* (2x)/Spm™ (2x)

Rozdzielczos¢

(R)

1,40
1,67
1,67
1,72
1,86
1,61
1,76
2,15
2,80
1,50
1,30
1,30
1,65
2,00
1,30
1,50
1,20
1,54
2,60
1,20

1,00
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R (%)
19,70
21,70
18,90
20,40
21,60
20,30
22,70
26,90

16,70

19,60

11,70

16,70

18,40

25,00

20,90

18,00

20,00

19,10

26,70

18,30

18,00

Grupa
przestrzenna

P2:2,2,

P2,2,2,

P2:2,2,

P2,

P65

P2,

P65

C222,

P2,

P2:2,2,

P2,2,2,

P2:2,2,

P2,2,:2,

P65

P2,2,2,

P2:2,2,

P2:2,2,

P2,2,2,

P6s

P2,2,2,

P2:2,2,

Kod PDB
lub literatura

Gaoiin., 1993
3fgb
4e2r
4edo
4e60
4dwy
4dy8
3g2r
3fg5

Gaoiin., 1993
362d
lomk
331d
1dn8
1d40

Gaoiin., 1993

Hoiin., 1987
2hto
2htt
2f8w

131d



Tabela. 8. cd. Zestawienie struktur krystalicznych Z-DNA z kationami metali i poliamin.

Sekwencja

d(CGCGCG),

d(Cps:GCGCG),

d(CGCGCG),
d(CGCGCG),
d(CGCGCG),
d(CGCGCG),
d(GCGCGCG):d(CCGCGCG)

d(™CGUA™CG),

d(CGCGTG),

d(CGCGCG),

d(CGCGCG),
d(CGCGCG),

d(GCGCGCG):d(CCGCGCQR)

d(™GCGCGCG),

d(GCGCGCG):d(TCGCGCG)

d(CGCGCG),

d(CGCGCG),

d(CGT*"ACG) ,

d(CGCGCG),

Kation poliaminy
i/lub metalu

Na*/Cu®* (6x)
Mg®*/Spm**
Mg**/Spm**

Mg®*/Spm** (2x)
Mg?*/104@ (2x)
Mg?* (2x)/TER® (2x)
Mg?*/[Co(NH3)e]**

Cu®* (3x)/CuCl,

cu®*

Mn?*/Spm**

Co*IMg*
Co*/Spm**
Mg**/[Co(NHg)g]**
Mg**/[Co(NH3)e]**

Mg**/[Co(NH;)]**

|V|92+/[CO('\IH3)6]3+

Zn** (2x)/Spm**

[Pt(NHs)]**/Spm™

Na'/Mg®* (3x)/P24®

Rozdzielczos¢

34

(A)

1,20
1,10
0,95
0,90
1,00
1,00
1,80

1,30

1,50

0,75

1,50
1,50
1,80
1,68

1,90

1,25

0,85

1,60

1,00

R (%)
19,80
9,70
8,60
14,00
16,50
19,00
20,90

20,90

18,00

7,09

19,60
23,70
20,90
20,70

19,10

18,00

9,22

17,00

16,10

Grupa
przestrzenna

P2:2,2,

P2,2,2,

P2:2,2,

P2,2,2,

P2:2,2,

P2,2,2,

P2:2,2,

P2:2,2,

P2:2,2,

P2,2,:2,

P2,2,2,
P2,2:2;
P2,2,2,
P2,2:2;

P2:2,2,

P2,2,2,

P2,2,2,

P3,21

P2,2,:2,

Kod PDB
lub literatura

1d39
1vro
lick
2dcg
1dj6
336d
312d
1d40
Gaoiin., 1993
4hig
ta praca
Gaoiin., 1993
Gaoiin., 1993
312d
313d
314d

Gessner i in.,
1985

4hif

ta praca

211d

292d



Tabela. 8.cd. Zestawienie struktur krystalicznych Z-DNA z kationami metali i poliamin.

: - Rozdzielczos¢ Grupa
. Kation poliaminy 0 Kod PDB
Sekwencja i/lub metalu (A) R (%) przestrzenna | literatura
d(CGCGCG), Na*/Mg®* (3x)/Spd®* 1,00 19,10 P212:2, 293d
d(CGCGCG), Na*/Mg?" (3x)/Spd** 1,00 24,40 P2:2:2, 2elg

Oznaczenia poliamin w Tabeli 8 przyjeto wedtug bazy PDB:

@ deuterowana Spm**

®) N-(2-aminoetylo)-N’-{2-[(2-aminoetylo)amino]etylo}etylo-1,2-diamina
© 1,3-diaminopropan®*

@ N,N’-bis(2-aminoetylo)-1,2-etanodiamina

© termospermina**

® 1-(aminoetylo)amino-4-aminobutan

Analiza informacji literaturowych wskazuje na brak danych o kompleksach wielu metali
przejsciowych w uktadach Z-DNA-metal™ czy Z-DNA-poliamina™-metal™. W szczegolnosci
catkowicie brak jest doniesien o budowie kompleksu Z-DNA—putrescyna2+, a takze B-DNA-
putrescyna®* i A-DNA-putrescyna®*. Odchylenia standardowe dla pozycji atoméw i diugosci
wigzan zostaly obliczone tylko dla czterech struktur (kody PDB: 362d, 3p4;, 4hif, 4hig).

Z grupy poliamin, spermina® byta najczesciej wykorzystana jako sktadnik uktadow
krystalizacyjnych dla otrzymania monokrysztatow Z-DNA. Mapa gestosci elektronowej dla
wigkszosci zdeponowanych struktur Z-DNA pozwolila na identyfikacje jednej czasteczki Spm**
w czesci asymetryczne] komorki elementarnej. Analiza kontaktéw miedzyczasteczkowych
wykazata, ze z kazdym z dwoch typow upakowania (A lub B) czasteczek Z-DNA w krysztale
wystepuje inny sposob oddzialywan sperminy4+ z tg formg DNA (Tabela 9, Brzezinski i in.,
2011). W niektérych uktadach oddziatywania Spm** z Z-DNA moga nieznacznie r6znié¢ si¢ od

typow tworzenia wigzan wodorowych podanych w Tabeli 9.
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Tabela 9. Sposoby oddzialywan kationu sperminy** z Z-DNA na podstawie badan

krystalograficznych.

Wigzania wodorowe
Typ oddzialywania A
(PDB 2dcg)

Wigzania wodorowe
Typ oddziatywania B
(PDB 1i0t)

N1_Spm**-OPl G6
N1_Spm*--OP2 C9
N5_ Spm**--OP2_C5

N10_ Spm*"~N7_G8

N14 Spm*"~N7 G4
N14 Spm*" 06 G4

N1_Spm*--OP1_C3
N1_Spm*--OP1 GI2
N5_Spm*--OP2 _Cl11

N10_ Spm*"~N7_G8
N10_Spm**--OP2 C9
N14_Spm**N7 G10

N14_ Spm**-06 G2
N14 Spm*"-06 G10

W przypadku struktury o kodzie PDB 131d obok sperminy** oddziatujacej wedtug typu

B, mapa gestosci elektronowej wskazala na obecno$é drugiej Spm** usytuowanej w malej

bruzdzie dupleksu d(CGCGCG), (Tabela 10, Brancroft i in., 1994).

Tabela 10. Wigzania wodorowe Spm*" w matej bruzdzie Z-DNA (kod PDB 131d).

Spermina®*

Wigzanie wodorowe Dtugos¢ (A)
N1_Spm**--OP2_G2* 3,46
N1_Spm**--H,0 2,52
N5_Spm*-02_C1* 3,10
N5_Spm**--02_C7 2,82
N10_Spm*:-02_C5 2,92
N10_Spm**--02_C9 3,07
N14_Spm*"--OP1_G10 2,64
N14_Spm**+H,0 3,08
N14_Spm*:H,0 2,86

*) czgsteczka symetrycznie rGwnowazna
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W bazach danych zostaty zdeponowane dwie struktury Z-DNA-Spd** (kody PDB: 293d i
2elg). Obie prezentuja odmienny typ oddziatywania Z-DNA—poliamina™. W sieci krystalicznej
kompleksu Z-DNA-Spd** otrzymanego w temperaturze 4°C (Ohishi i in., 1996), poliamina
ulokowana jest pomiedzy sasiednimi dupleksami DNA tworzac wigzania wodorowe z grupg
fosforanowa guaniny 8 (atomy N1_Spd®* i N6_Spd®) i czasteczkami wody (atom N10_Spd**).
Dla tej samej sekwencji d(CGCGCG), krystalizowanej w temperaturze 10°C stwierdzono, ze
Spermidyna3+ ulokowana jest w matej bruzdzie Z-DNA 1 tworzy nastgpujace wigzania
wodorowe: N1_Spd®*-"N2 G12, N6 Spd**-02 C7 oraz N10_Spd*"~H,O (3x) (Ohishi i in.,
2007).

Poza Spm*" i Spd®** w bazach danych dostepne sa struktury kompleksow Z-DNA z
pigcioma innymi poliaminami, zaré6wno wystepujacymi naturalnie (termospermina®*, 1,3-
diaminopropan?*; Kuehn i in., 1990) jak i syntetycznymi. Analiza interakcji Z-DNA~-poliamina™
pokazuje, ze w strukturach krystalicznych lancuch poliaminy”"* zaangazowany jest w tworzenie
wigzan wodorowych zaréwno z atomami tlenu grup fosforanowych, atomami azotu zasad
purynowych 1 pirymidynowych (stabilizacja struktury kwasu nukleinowego), jak i czasteczkami
wody, za wyjatkiem dwoch struktur (kody PDB: 211d, 4hif), gdzie dla Spm** obserwuje sic
tworzenie systemu wigzan wodorowych tylko z atomami tlenu szkieletu cukrowo—
fosforanowego 1 czasteczekami wody. Doda¢ jednak nalezy, ze tego typu oddzialtywania maja
miejsce tylko w ukladach z poliaminami™ o kroétkich tancuchach alifatycznych (13D, P24,
PAW).

W procesic udoktadniania struktur Z-DNA-poliamina™ konieczna jest staranna
weryfikacja wielkosci takich jak katy 1 dlugos$ci wigzan bioczasteczek. Jest to konsekwencja
faktu, ze pewna liczba opublikowanych dotychczas prac (kody PDB: 1dj6, 2elg, 2iel, 292d,
293d, 336d) opisuje konformacyjnie btednie wymodelowany tancuch poliaminy™, nie majacy
potwierdzenia w mapach gestosci elektronowej (Brzezinski i in., 2011).

Uktady krystalizacyjne opisane w zdeponowanych w PDB strukturach Z-DNA zawierajg
zwykle sole metali jednowartosciowych. Jednakze, identyfikacja miejsc wigzania si¢ kationow
takich jak Li*, Na’, K* jest trudna ze wzgledu na mala gesto$¢ elektronows tych jonéw i ich
nieregularng geometri¢ koordynacyjna. W przypadku struktur Z-DNA w mapach gegstosci
elektronowej zidentyfikowano tylko jony Na* (kody PDB: 131d, 2elg, 292d, 293d). Podobnie jak
w przypadku innych kationéw metali jednowarto$ciowych, jon Na* oddziatuje bezposrednio lub
posrednio poprzez czasteczki wody z grupami fosforanowymi Z-DNA, a takze z grupami —
NH3>* z czasteczki poliaminy™. Typowa dlugo$é wigzania Na* — O w krysztatach dla kationow

[Na(H20),]" wynosi okoto 2,40 A. W zdeponowanych w PDB strukturach Z-DNA-[Na(H,0),]"
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dlugo$¢ wigzania Na® — O zawarta jest w przedziale od 2,14 do 2,81 A. Dla wszystkich
omawianych tu oddziatywan Z-DNA-metal™ waznym elementem weryfikacji poprawnosci
modelu jest ocena czynnikdw temperaturowych (ADP) (ang. atomic displacement parameters) —
B. W literaturze naukowej opisane sa takze oddziatywania jonu Rb* z Z-DNA (Dong, 2003), ale
brak jest zdeponowanych wspotrzednych dla tej struktury w PDB czy NDB. Kationy
[Rb(H20),]" wykazuja nieregularng geometrie koordynacyjng. Atomy tlenu grup fosforanowych
oraz tlenu i azotu zasad Z-DNA sg miejscami tworzenia wigzan wodorowych z czgsteczkami
wody z kompleksu [Rb(H,0).]".

Liczba rozwigzanych struktur Z-DNA z jonem Mg?* jest wicksza niz z innymi kationami
bloku s czy d. Jony Mg* tworza akwakompleksy typu [Mg(H,0)n]*". Stwierdzono, ze
oddziatywanie Z-DNA z kationem [Mg(H,0),]** zachodzi albo przez bezposrednia koordynacje
(ang. innersphere) jonu Mg?* przez atom N7 guaniny, lub posrednio (ang. outersphere; water-
mediated) przez czasteczki wody 1 atomy tlenu grup fosforanowych i O6 guaniny. W
kompleksach Z-DNA jony Mg* maja zwykle catkowicie wypetiona oktaedryczna sfere
koordynacyjng. Dtugo$ci wigzania koordynacyjnego Mg2+—N7 zawarte sg w przedziale od 2,21
do 2,43 A. Odleglosci Mg2+ — H,0 wykazuja wicksze zréznicowanie i mieszcza si¢ w zakresie
1,97 A — 2,40 A. Dla kilku struktur Z-DNA (kody PDB: 1dcg, 336d, 292d, 293d, 2elg) bliska (w
granicach 2,82 — 3,12 A) lokalizacja dwéch kationéw Mg®* powoduje, ze generowany jest uktad
z mostkujgcymi czgsteczkami wody. Analiza struktury szkieletu cukrowo—fosforanowego Z-
DNA wykazata mozliwo$¢ istnienia dwoch konformacji grup fosforanowych nazwanych Z, i Z,
(rozdziat 11.5; Rys. 19 i 20, Tabela 6, Wang i in., 1981). Zaobserwowano, ze konformacja Z
stabilizowana jest glownie przez oddzialywania atoméw tlenu grup fosforanowych z
akwakompleksami jonoéw metali. Ostatnie badania wskazuja, ze dla wysokich stezen (500 mM)
Mg?* i Ca?* kationy te oddziatuja tylko z grupami fosforanowymi Z-DNA. Ponadto, przy takich
stezeniach kationow szkielet cukrowo—fosforanowy dupleksu d(CGCGCG), przyjmuje tylko
konformacje Z;, (Chatake & Sunami, 2013). Grupy fosforanowe w Z-DNA moga wykazywaé
nieuporzagdkowanie 1 przyjmowa¢ podwdjne konformacje w obecnosci kationow metali
(Subirana & Soler-Lopez, 2003).

W bazach danych PDB i NDB zostaly zdeponowane struktury kompleksow Z-DNA z
jonami Mn?* i Cu?* oraz [Co(NHs)e]**, [Ru(NH3)s]** i [Pt(NH3)s]** (Tabela 8). Dla kilku
komplekséw Z-DNA-metal™, zaobserwowano koordynacje kationow metali (Ba?*, Mn?*, Co?*,
Cu2+) do dwoch zasad azotowych z sasiadujacych ze soba dupleksow Z-DNA (Rys. 23).
Struktury kompleksow Z-DNA-Ba®*, Z-DNA-Cu**, Z-DNA-Co*" i Z-DNA-Spm**—Co*, dla

ktorych stwierdzono, ze kation metalu mostkuje dwie zasady, zostaty opisane w literaturze (Gao
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I in., 1993; Jean i in., 1993), ale ich wspotrzedne nie sa dostgpne w bazach danych. Czesé
asymetryczna komorki elementarnej kompleksu Z-DNA-Spm**—Co** zawiera jeden kation Co?*,
oraz dwa Spm** (Gao i in., 1993).

Rys. 23. Kation Mn?* oddziatujacy z atomami N7 adeniny i N7 guaniny; kod PDB: 3fq5.

Glownym miejscem koordynacji kationéw metali przejsSciowych w oddziatywaniach ich
akwa- i amiokompleksow z Z-DNA sg atomy N7 guaniny. Ligandy wewngtrznej sfery
koordynacyjnej tych komplekséw tworza liczne wigzania wodorowe z czgsteczkami wody,
grupami fosforanowymi i/lub zasadami kwasu nukleinowego i podobnie jak poliaminy™
znaczgco wptywaja na otoczenie jonowe kwasu nukleinowego, a tym samym na jego strukture 1
wlasciwo$ci. Analiza dlugo$ci wigzan 1 katow dla sfer koordynacyjnych kationéw metali,
czynnikéw temperaturowych (B > 50 A?), wspotezynnikow obsadzenia (< 0,20) wykazuje bledy
popetnione w czasie budowania modeli Z-DNA-metal™. W wielu przypadkach sfera
koordynacyjna kationu metalu nie jest calkowicie wypekiona.

Pomimo iz istnieje duza liczba danych z CSD (ang. Cambridge Structural Database;

1"

Allen, 2002) i literaturowych omawiajacych kompleksy poliamina™—metal™ w roztworze
(Lomozik i in., 2005), to w zadnej z dotychczasowych struktur typu Z-DNA-—poliamina™—
metal™ nie zaobserwowano bezposredniej koordynacji metalu do poliaminy™.

W porownaniu do formy B-DNA atom donorowy N7 guaniny w Z-DNA jest bardziej
dostepny (r6znica budowy duzej bruzdy) dla wigzania czgsteczek wody i koordynacji kationdw
metali. Badania pokazaty, ze ta cecha Z-DNA czyni te bioczasteczki podatnymi na dzialanie
czynnikéw utleniajacych takich jak np. kompleksy Ni?* (Tang i in., 1999). Uszkodzenia Z-DNA
(np. alkilacja atomow O6 lub N7 guaniny), w poréwnaniu z B-DNA, sg bardziej odporne na

dziatanie enzymoéw naprawczych, czego przykladem moze by¢ nieefektywne dziatanie
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glikozylazy i metylotransferazy DNA (Lagravere i in., 1984; Boiteux i in., 1985). Mozliwa jest
zatem akumulacja endogennych (oksydacyjnych) uszkodzen DNA w regionach majacych

konformacj¢ Z-DNA, przyczyniajaca si¢ do niestabilnosci genetyczne;.

I1.7  Oddzialywania RNA z kationami poliamin i metali

Wiadomo, Ze poliaminy wigzg si¢ efektywniej z helisa RNA, niz z jednoniciowym RNA
czy helisa DNA (Higashi i in., 2008). Obecno$¢ amin biogennych stwierdzono gtownie w
kompleksach RNA-poliamina™ podczas badania materiatu z watroby szczuréw, limfocytow

bydlegcych i komorek Escherichia coli (Tabela 11; Igarashi & Kashiwagi, 2006).

Tabela 11. Rozpowszechnienie poliamin w komorkach limfocytow bydlecych i watroby szczura
(pH 7,5, 2 mM Mg?*, 150 mM K*) oraz Escherichia coli: (pH 7,5, 10 mM Mg**, 150 mM K™).

Wystepowanie Limfocyty bydlece Watroba szczura Escherichia coli
poliamin™  Spermidyna®* Spermina®* Spermidyna®* Spermina®* Putrescyna®* Spermidyna®*
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
Calkowita ilo$¢ 1,33 1,58 1,15 0,88 32,2 6,88
0,17 0,29 0,05 0,05 3,0 0,35
Kompleks ZDNA | 15000y (18.3%)  (4,3%) 5,7%)  (9,3%) (5,1%)
0,76 1,03 0,90 0,75 154 6,17
Kompleks ZRNA | 57500y (65.20)  (78.3%)  (85.2%)  (47.9%) (89,7%)
Wolna postad 0,20 0,08 0,08 0,02 12,5 0,26
P (150%)  (51%)  (7,0%) (2,3%)  (38,8%) (3,8%)

Mikroskopia imunoelektronowa wskazuje, ze poliaminy w przewazajacej mierze ulokowane sa
zarowno w rybosomach jak i polirybosomach szorstkiej siateczki endoplazmatycznej w
komorkach centralnego uktadu nerwowego szczuréw (Fujiwara i in., 1998). Oddziatywania
sperminy®™ z RNA sa mniej rozpoznane niz z DNA, a struktury krystalograficzne (19 w bazie
PDB) opisuja jej wiazanie sic z tRNA™® i tRNA®P, rybozymem (typu intronu Il grupy),
kwadrupleksem oraz dupleksami RNA. W przypadku fragmentoéw helikalnych czasteczki RNA,
kation Spm4+ oddziatuje poprzez wigzania wodorowe z egzocyklicznymi zasadami i/lub atomami
tlenu grup fosforanowych (Deng i in., 2001). Spermina*" i spermidyna®" sa niezbedne dla
prawidtowego procesu oddziatywania tRNA z rybosomami i regulacji jego miejsca aktywnego
(Amarantos i in., 2002; Ouameur i in, 2010). Wyniki badan nad wptywem poliamin i ich
analogéw na strukture tRNA wskazuja, ze tRNA™™ wiaze mocno trzy czasteczki sperminy”*
(Amarantos & Kalpaxis, 2000). Jedna z nich jest ulokowana w duzej bruzdzie podwdjnej helisy

w regionie ramienia antykodonu, podczas gdy druga zostata znaleziona w glebokiej kieszeni
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uformowanej przez nukleozydy w zagieciu petli D. Trzecia czasteczka sperminy® zajmuje
pozycje w duzej bruzdzie helisy utworzonej przez rami¢ akceptorowe i petle TPC. Z drugiej
strony badania H-NMR sugeruja wiazanie si¢ jednej czasteczki sperminy*” w regionie petli
TYC tRNAP™ (Frydman i in., 1996). W obecnosci spermidyny*" jednoniciowe oligonukleotydy
zawierajagce wigzania diestrowe -Ua- | -Ca- mogg by¢ hydrolizowane nieenzymatycznie.
Spermina®* i putrescyna®™ moga zastapi¢ spermidyne®* w indukowaniu hydrolizy
oligonukleotydu. Maksymalna szybko$¢ hydrolizy osiggnigta jest przy stezeniach 0,1, 1,0 i 10
mM, odpowiednio dla sperminy**, spermidyny** i putrescyny?**. Optymalne tempo ciecia bylo
obserwowane, kiedy grupy aminowe byly oddzielone trdj- lub czterometylenowym tancuchem
(Bibillo i in., 1999).

Spermidyna** byta pierwszym zwiazkiem dla ktérego wykazano udziat takiego typu
polikationu w katalitycznym cigciu przez rybozym typu spinki (ang. hairpin). Zauwazono, ze
spermidyna®* w niskim stezeniu jest zdolna do stymulacji, zaleznej od obecnosci Mg®",
szybkosci katalitycznej reakcji z udzialem rybozymu. Przeprowadzono badania, w ktorych
zaobserwowano, ze przy stezeniu 10 mM spermina’”’ efektywnie promuje cigcie przez rybozym
typu spinki, z szybkoscia podobna jak jony Mg®* o tym samym stezeniu (Earnshaw & Gait,
1998). Stabilizujac trzeciorzedowa strukture RNA, poliaminy zmniejszajg stezenie kationow
Mg®* wymagane do katalizy prowadzonej z udziatem rybozymu. Stwierdzono nicoczekiwanie,
ze przy stezeniu wyzszym niz 20 uM spermina’* moze zmienia¢ nature ciecia przez rybozym
Neurospora VS z powolnego typu cis na szybki trans (Olive & Collins, 1998).

Wysoce ujemny tadunek RNA przeciwdziala zwijaniu si¢ tej czasteczki w zwartg
strukture. Z kolei, dodatni tadunek jonow metali promuje zwijanie si¢ w wyniku kompensacji
fadunkéw, co prowadzi do redukcji sit odpychania migdzy grupami fosforanowymi RNA.
Dlatego tez jony metali sa niezbedne dla zapoczatkowania procesu zwijania si¢ i stabilizacji
trzeciorzedowej struktury RNA. Dziatanie niektorych kationow jest szczegolnie efektywne.
Przykladem moze by¢ zdolno$¢ jonow Mg2+ (milimolowe stezenia) do stabilizacji
trzeciorzedowej struktury RNA. Z drugiej strony, obserwuje si¢ tylko nieznaczng stabilizacje
struktury w obecno$ci kationow jednowartosciowych o wysokim stezeniu (Pyle, 2002).
Pojedynczy jon Mg?®* zmniejsza oddzialywania elektrostatyczne wynikajace z bliskiego
upakowania grup fosforanowych w tym samym stopniu, co dwa kationy K* (Draper, 2004;
Woodson, 2005). Ten silny wplyw jonéw Mg?* na nature RNA zostal rozpoznany w latach
siedemdziesigtych XX wieku podczas badan nad zwijaniem si¢ tRNA. Zmotywowato to do
dalszych badan nad oddziatywaniami RNA—Kationy™ (Soto i in., 2007), oraz nad mozliwoécig
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bezposredniego udziatu jonow Mg® w katalitycznym mechanizmie dziatania rybozymow
(Draper, 2004; Strobel & Cochrane, 2007).

Istnieje wiele motywow w strukturze trzeciorzgdowej kwasu rybonukleinowego, do
ktorych wiaza si¢ jony metali. Jednym z najbardziej powszechnych jest motyw par -gu- w duzej
bruzdzie. Intrygujacym miejscem wigzania si¢ jonu metalu jest motyw platformy AA, ktory
specyficznie wigze zdehydratowane jony K* (Pyle, 2002). Badania termodynamiczne nad
oligomerem zawierajacym bakteryjny motyw petli E z 5S rRNA wskazujg na specyficznos$é
wiazania sie jonow Mg?* do tej sekwencji RNA (Serra i in., 2002). Jony Na* i Li* moga
wspotuczestniczy¢ w procesie zwijania pewnych RNA, ale jednoczeénie konkurujac z K* sa
jedng z przyczyn destabilizacji uktadow, ktorych sktadnikiem jest RNA (Pyle, 2002).

Metale przejsciowe wigza si¢ efektywniej do kwasow nukleinowych niz K i Mgz+, co
jest wynikiem koordynacji do endocyklicznych atoméw donorowych z zasad azotowych (np. N7
puryn; Draper, 2004). Krystalograficzne badania nad wiazaniem si¢ jonéw metali (K*, Pb%*,
Mn?*, Ba?*, ca®*, cd*, sr**, zn*, Co*, Au* i Pt4+) z dupleksami RNA wykazatly wyrazng
preferencje do oddziatywania kationow dwuwarto$ciowych z miejscami odpowiedzialnymi za
tworzenie si¢ wiazan Hoogsteena w guaninie (Ennifar i in., 2003). Jony Mn®*, Co** i zn**
wydaja si¢ najlepszymi kandydatami pod wzgledem mozliwosci zastepowania Mg?* w badaniach
nad RNA. Jony Ca®*, Sr** i Ba*" wiazaly si¢ "stabo” do RNA w poréwnaniu z innymi kationami
metali. Ten podziat na jony "dobrze” i "stabo” wiazace si¢ z RNA, okazal si¢ zgodny z
szeregiem Irvinga—Wiliamsa trwatosci kompleksow (Ennifar i in., 2003). Zwiazki
koordynacyjne [Co(NH3)s]®*" i [Ru(NHs)s]** nie sa zdolne efektywnie zastapi¢ [Mg(H0)e]*".
Jony Pt** wiaza sie specyficzne do fragmentu 5'-ac-3' w helisie RNA, podobnie jak to
zaobserwowano dla krysztatu tRNAP™ nasgczonego K,PtCls. Jony cd** reaguja gtdéwnie z RNA
w wewnetrznej sferze kontaktu atoméw N7 puryn i atoméw tlenu grup fosforanowych.
Lantanowce takie jak: Sm3+, Lu3+, Pr3+, Eu3+, Tb3+, Dy3+, Gd* tworza wigzanie koordynacyjne z
dwoma atomami tlenu grupy fosforanowej lub z atomami tlenu pochodzacymi z réznych czesci
tancucha tRNA (Kim i in., 1985). Atom O4 uracylu moze by¢ miejscem wiazania jonéw Hg?".
Donory N7 adeniny i N4 cytozyny w sekwencji -ac- to miejsca wiazania jonow Pt** (Kim i in.,
1985). Stwierdzono nieoczekiwane wiazanie si¢ jonéw Au** pomiedzy zasadami -gc- (typu
Watsona—Cricka) po wczesniejszej deprotonacji atomu N1 guaniny (Ennifar i in., 2003).

Aktywno$¢ wiekszosci rybozymow jest wysoce zalezna od warunkéw jonowych. Ich
katalityczne wlasciwosci zwigzane sg z obecnosciag dwuwarto$ciowych kationéw metali (gtownie
Mg®*: Woodson, 2005; DeRose, 2003). Jony metali mogg utatwi¢ katalize prowadzong przez
rybozymy przez aktywacje grupy 2'-hydroksylowej, stabilizacje stanu przejSciowego
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(neutralizacja tadunku) i ulatwienie protonacji grupy opuszczajacej. Jednowarto§ciowe jony
metali w stgzeniach < ~ 1 M nie promuja aktywnos$ci katalitycznej niskoczasteczkowych
rybozymow (hammerhead, hairpin, Neurospora VS, hepatitis delta virus). Aktywno$¢ ta wzrasta
w uktadach zawierajgcych mikromolowe ilosci Mg2+ lub innych kationow dwuwarto$ciowych.
Rezultaty te sugeruja, ze rybozymy zawieraja miejsca wigzace specyficznie kationy
dwuwarto$ciowe i decydujace o efektywnos$ci prowadzonej przez nie reakcji katalizy. Pokazano
jednak, ze wysokie stezenia (rzedu 4 M) jonow Na' i Li* takze zwiekszaja aktywno$é
niskoczasteczkowych rybozymow (DeRose, 2003). RNaza P podobnie jak inne duze rybozymy
jest metaloenzymem wymagajacym zwigzania si¢ dwuwartosciowych jonéw metali, zarowno dla
swej funkcji katalitycznej, jak 1 procesu zwijania. Relatywnie mato wiadomo na temat liczby lub
pozycji jonow metali w RNazie P. Podstawowg trudno$cig jest wskazanie miejsca koordynacji
metalu decydujacego o katalitycznej aktywnosci RNazy P. Badania biochemiczne wskazuja, ze
helisa P4 RNazy P jest uniwersalnym, konserwatywnym elementem wigzacym jony metali.
Zaklocenia oddziatywan z helisg P4 sg przyczyng obnizenia efektywnosci w procesie katalizy z
udzialem RNazy P. Jony Ca?* promuja zwijanie si¢ 1 wigzanie si¢ RNazy P z substratem pomimo
zaniku jej wlasciwosci katalitycznych. Pozwala to na obserwacj¢ natury kompleksu substrat—
RNaza P (Christian i in., 2006). Jony metali takich jak Mn?*, Cd**, Pb®* powszechnie
wykorzystywane sg jako analogi kationu Mg2+ w eksperymentach dotyczacych zwijania si¢
czasteczki RNA (Auffinger i in., 2011).

W aspekcie badan nad oddziatywaniami kwas nukleinowy—metal™, powstaty serwery
internetowe, takie jak MINAS (ang. Metal lons in Nucleic AcidS; http://www.minas.uzh.ch/;
Schnabl i in., 2012) oraz MeRNA (http://merna.lbl.gov/; Stefan i in., 2006) dostarczajgce
informacji o aktualnym stanie wiedzy w tej dziedzinie, co ulatwia analize porownawczg sfer
koordynacyjnych metali™ i ich miejsc wigzania si¢ do DNA czy RNA. Przydatnym moze okaza¢
si¢ takze Solvation Web Service do wizualizacji sfery solwatacyjnej wokot kwasow
nukleinowych (http://tatooine.u-strasbg.fr/~sws/gallery.html) oraz program PoseView do
wizualizacji oddziatywan biatko/kwas nukleinowy z ligandami organicznymi 1 nieorganicznymi

(http://www.biosolveit.de/poseview/).
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111 Cel pracy

Badania biochemiczne prowadzone w celu dokladnego zrozumienia funkcjonowania
kwaso6w nukleinowych wymagaja poznania natury oddziatywan pomiedzy ta grupa
bioczasteczek oraz ich reakcji z polikationami. Pomimo wieloletnich obserwacji z
wykorzystaniem  szerokiego spektrum technik badawczych (szczegblnie  pomiarow
dyfrakcyjnych), wiele aspektow wplywu srodowiska jonowego na strukture i funkcje kwasow
nukleinowych nie =zostalo zbadanych 1 zadowalajaco wyjasnionych. Majac na uwadze
powszechna obecno$é jonéw metali i poliamin biogennych (gtéwnie sperminy”®*, spermidyny®* i
putrescyny’") w komoérkach zywych, w niniejszej pracy podjeto badania do$wiadczalne z
wykorzystaniem metodyki krystalograficznej w celu wyznaczenia struktury mato dotad
poznanych komplekséw Z-DNA—putrescyna®* i Z-DNA—poliamina™—metal™.

Obecnie przyjety w literaturze naukowej mechanizm dziatania RNazy H wirusa HIV-1
zaktada udziat in vivo dwéch kationéw Mg?*, a takze in vitro Mn*" i Co®*, w degradacji nici
RNA z hybrydy RNA:DNA podczas procesu odwrotnej transkrypcji. Fakt ten byl jednym z
czynnikow, ktory wyznaczyl kolejny etap zadan badawczych dotyczacy struktury hybrydy
RNA:DNA zawierajacej trzy czwarte sekwencji polipurynowej (PPT) wirusa HIV-1, w uktadach
z kationami organicznymii 1 nieorganicznymi. Zadaniem pracy bylo takze dokonanie poréwnania
zbadanej struktury z opublikowanymi wczesniej dwoma modelami hybrydy z sekwencja PPT.

W szczeg6lnosci celem niniejszej pracy byto:

 rozwigzanie struktury monokrysztatéw kompleksow Z-DNA—kationy™

o analiza stabilnosci konformacyjnej Z-DNA w badanych kompleksach

e okreslenie i analiza miejsc wigzania si¢ kationow metali 1 amin biogennych z Z-DNA

o charakterystyka struktury hybrydy RNA:DNA z sekwencja PPT, a takze jej

oddziatywania w uktadach z kationami
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IV Materialy i metody badan

IV.1 Odczynniki
We wszystkich eksperymentach oraz w oczyszczaniu oligonukleotydow stosowano wode
o czystosci MiliQ® (http://www.millipore.com/lab_water/clw4/typel). Wszystkie odczynniki

nieorganiczne (sole metali) i organiczne (poliaminy™) pochodzity z Sigma Aldrich.

IV.1.1 Synteza DNA i RNA

Wszystkie oligonukleotydy DNA i RNA zsyntezowano metodg amidofosforynowa na
podtozu statym (CPG; ang. controlled pore glass) na syntezatorze automatycznym typu ABI 392
(Applied Biosystems®) lub MerMade 12 (BioAutomatization) znajdujacym si¢ w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.

IV.1.2 Odblokowanie i odcigcie DNA od podloza stalego CPG

Do oligonukleotydu DNA na podtozu CPG dodano 2-3 ml 32% wodnego roztworu NHs.
Reakcje prowadzono przez 16 godzin w temperaturze 55°C, a nast¢pnie podtoze CPG odsaczono
1 przemyto trzykrotnie 0,5 ml wody. Mieszaning poreakcyjng odparowano do sucha w wyparce

rotacyjnej.

IV.1.3 Odblokowanie i odci¢cie RNA od podloza stalego CPG

Do oligonukleotydu RNA na podlozu CPG dodano 2-3 ml mieszaniny 32%
amoniak/etanol w stosunku obje¢tosciowym 3:1. Reakcje prowadzono przez 16 godzin w
temperaturze 55°C, a nastgpnie podloze CPG odsaczono, przemyto trzykrotnie 0,5 ml wody.

Mieszanine poreakcyjng odparowano do sucha w wyparce rotacyjnej.

IV.1.3.1 Odblokowanie grupy tert-butylodimetylosililowej w pozycji 2' RNA
Oligonukleotyd RNA odcigty od podtoza rozpuszczono w 30 pl DMF
(dimetyloformamid), do ktoérego nastgpnie dodano 270 ul trifluorowodorku trietyloaminy
(TEA-3HF). Reakcje prowadzono przez 2-3 godziny w temperaturze 55°C. W celu wytracenia
RNA, do mieszaniny reakcyjnej dodano 5 ml n-butanolu i pozostawiono w temperaturze -25°C

przez 1 godzing. Po tym czasie mieszaning reakcyjng odwirowywano przez 10 minut w
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temperaturze 4°C, z predkoscig 5000 obrotéw na minute. Roztwor znad osadu dekantowano, a

osad suszono w wyparce rotacyjnej.

IV.1.4 Oczyszczanie oligonukleotydow DNA i RNA

IV1.4.1 Kolumienkiz odwrocong fazg C-18 "Sep-Pak”

Kolumienki z odwrocong faza C-18 "Sep-Pak” (Waters, Flinn) postuzyly do
oczyszczania oligonukleotydow RNA z matoczasteczkowych zanieczyszczen. Przygotowywano
je nastepujaco: kolumienki przemyto kolejno 10 ml metanolu, 10 ml acetonitrylu i 10 ml 10 mM
roztworem octanu amonu. W dalszym etapie na kolumienke naniesiono oligonukleotyd RNA
rozpuszczony w 10 ml 10 mM octanu amonu. Nastepnie matoczasteczkowe zanieczyszczenia
wymywano z kolumienki, przemywajac ja 10 ml 10 mM octanu amonu. Wymywanie
oligonukleotydow prowadzono za pomoca 5 ml roztworu acetonitryl:woda 3:7 v/v. Zebrang

frakcje odparowano do sucha w wyparce rotacyjne;j.

IVV.1.4.2 Rozdzial na ptytkach TLC

Wodny roztwor oligonukleotydu DNA lub RNA naniesiono na ptytke TLC (ang. thin
layer chromatography), a stosowanym eluentem byla mieszanina n-propanol:amoniak:woda

55:35:10 v/iviv (Xia i in., 1998). Zebrane frakcje odparowano do sucha w wyparce rotacyjne;j.

IV.2 Spektrometria mas i pomiar steZenia oligonukleotydow

Dla kazdego zsyntetyzowanego oligomeru DNA i RNA wykonano widma spektrometrii
mas MALDI w celu potwierdzenia poprawnosci przeprowadzonej syntezy. Pomiary stezenia
oligomerow kwasow nukleinowych prowadzono w temperaturze 80°C, przy dtugosci fali 260

nm z wykorzystaniem spektrofotometru UV Beckman DU 640.

IV.3 Kirystalizacja oligomerow kwasow nukleinowych

IV.3.1 Krystalizacja kompleksu d(CGCGCG),-Spm**

Przed krystalizacja wodny roztwor oligonukleotydu d(CGCGCG), przesgczono za
pomocg filtra - 0,1um Milipore® Ultrafree-MC przy obrotach 12000/min przez 3 minuty w
temperaturze pokojowej. Proces ten nie wpltywal na st¢zenie roztworu oligomeru. Wodny

roztwor dupleksu d(CGCGCQG); o stezeniu 1,5 mM ogrzewano w temperaturze 65°C przez 12
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minut, a nastgpnie pozostawiono go przez noc do powolnego schlodzenia do temperatury
pokojowej. Do sprawdzenia wstgpnych warunkow krystalizacji wykorzystano testowy zestaw
Nucleic Acid Mini Screen (Hampton Research®; Berger i in., 1996). Skfadnikami roztworu
rezerwuarowego, dla ktdrego otrzymano najlepsze krysztaty byt 10% (v/v) (+/-) 2-metylo-2,4-
pentanodiol (MPD), 40 mM kakodylan sodu (pH 6,0), 80 mM KCI, 12 mM NaCl i 12 mM

tetrachlorek sperminy.

Rys. 24. Krysztat d(CGCGCG),-Spm™*.

Krystalizacje d(CGCGCG); przeprowadzano przy uzyciu metody kropli wiszacej przez
zmieszanie 2 pl roztworu kwasu nukleinowego z 2 ul roztworu rezerwuarowego. Objetos¢
roztworu rezerwuarowego, ktorym byl 35% (v/v) MPD, wynosita 0,5 ml. Wszystkie
krystalizacje oligomeru d(CGCGCG), wykonano w temperaturze 19°C. Monokrysztaty
d(CGCGCG), powstawaty w przeciggu tygodnia osiagajac rozmiary ~ 0,4 x 0,1 x 0,1 mm (Rys.
24).

IV.3.2 Krystalizacja kompleksu d(CGCGCG),—Put*-K*

Sktadnikami roztworu rezerwuarowego, z ktérego otrzymano krysztaly d(CGCGCG),—
Put?*—K* byty 10% (v/v) MPD, 40 mM kakodylan sodu (pH 6,0), 80 mM KCI, 12 mM NaCl i 12
mM (lub 24 mM) dichlorek putrescyny. Objeto$¢ roztworu rezerwuarowego, ktérym byt 60%
(v/v) MPD, wynosita 0,5 ml. Dalsza procedura krystalizacji przebiegata tak samo jak w
przypadku kompleksu d(CGCGCG),—Spm**.

IV.3.3 Nasaczanie krysztalow d(CGCGCG),-Spm** solami Mn%*", Zn*" i Cr**
Monokrysztaty d(CGCGCG)z—Spm4+ o najlepszej morfologii zostalty wykorzystane do
nasaczania jonami metali. Dla uktadu z Mn** odbywato si¢ ono przez umieszczenie krysztalu w

2 ul roztworu rezerwuarowego i uzupetlieniem kropli krystalizacyjnej 2 ul 5 mM roztworu
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MnCl,. Nasaczanie krysztalow kationami Zn?" i Cr®* wykonano w analogiczny sposob z uzyciem
5 mM roztworow ZnCl, i [Cr(H,0)s]Cls. Proces nasgczania krysztatow kationami metali

prowadzono w czasie jednego tygodnia.

IV.3.4 Krystalizacja kompleksu RNA:DNA-Mg?*

Przed krystalizacja roztwodr oligonukleotydu przefiltrowano na sgczku wirowkowym -
0,1lum Milipore® Ultrafree-MC, przy obrotach 12000/min przez 3 minuty w temperaturze
pokojowej.  Krystalizacje  kompleksu  r(5'-uaaaagaaaagg):d(5'-CCTTTTCTTTTA)-Mg**
prowadzono w temperaturze 4°C, 19°C 1 30°C metoda kropli wiszacej. Stosowano 1 mM wodny
roztwor RNA:DNA, ktory byt przed krystalizacja inkubowany przez 10 minut w temperaturze
65°C, a nastepnie schladzany przez noc do temperatury pokojowej. Do ustalenia wstepnych
warunkow krystalizacji hybrydy RNA:DNA uzyto testowych zestawow Nucleic Acid Mini
Screen i Natrix (Hampton Research®). Poczatkowo krysztaly powstaty w temperaturze 19°C w
ukladzie zawierajacym 2 ul roztworu RNA:DNA i 2 ul roztworu: 10% (v/v) MPD, 40 mM
kakodylan sodu (pH 5,5), 12 mM spermidyna®’, 40 mM [Co(NHs)]Cls i 20 mM Mg(OAc),
(Rys. 25). Objetos¢ roztworu rezerwuarowego, ktorym byt 35% (v/v) MPD, wynosita 0,5 ml.

Rys. 25. Krysztaty RNA:DNA otrzymane w ukladzie krystalizacyjnym zawierajacym
spermidyne®” i [Co(NH3)s]Cls i Mg(OAC),.

Uzyskane krysztaty wykazywaty jednak stabe wtasciwosci rozpraszajace. Zarejestrowane dane
dyfrakcyjne o rozdzielczosci 3,4 A pozwolity tylko na okreslenie grupy przestrzennej (P6:22 lub
P6522).
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Rys. 26. Krysztaty RNA:DNA-Mg?* powstale w roztworze krystalizacyjnym zawierajacym
spermine”’, [Co(NHs)s]Cls i Mg(OAC),

Przeprowadzono w zwigzku z tym kolejne proby rozwinigcia 1 zoptymalizowania
wstepnych warunkow krystalizacji. Nastgpne pomiary wykonano dla krysztatow powstatych w
temperaturze 19°C w warunkach: 10% (v/v) MPD, 40 mM kakodylan sodu (pH 5,5), 12 mM
spermina**, 40 mM [Co(NH3)]Cls i 20 mM Mg(OAc), (Rys. 26). Objctosé roztworu
rezerwuarowego, ktorym byt 35% (v/v) MPD, wynosita 0,5 ml. Pomiary dyfrakcyjne
przeprowadzono za pomoca dyfraktometru SuperNova na Wydziale Chemii UAM, uzyskujac
dane o rozdzielczosci 1,7 A. Struktura zostata rozwigzana w grupie P3,21, jednakze spermina®*
nie byla widoczna na mapie ggstosci elektronowej. Na bazie opisanych powyzej, ale nie
satysfakcjonujgcych wynikow (R i Reee > 22%), prowadzono dalsze badania, ktore doprowadzity
do wuzyskania znacznie lepszych rezultatow dzigki wykorzystaniu promieniowania
synchrotronowego.

Monokrysztaty, dla ktorych wykonano ostateczne pomiary dyfrakcyjne powstaty w
temperaturze 19°C poprzez zmieszanie 2 pl roztworu RNA:DNA z 2 pul roztworu zawierajacego:
7% (v/v) MPD, 40 mM kakodylan sodu (pH 5,5), 40 mM LiCl, 40 mM [Co(NH3)6]Cl3i 20 mM
MgCl; (Rys. 27). Objetos¢ roztworu rezerwuarowego, ktérym byt 40% (v/v) MPD, wynosita 0,5
ml.

Podjeto takze préby otrzymania krysztatow hybrydy RNA:DNA z sekwencjag PPT w
obecnosci kationu Mn?*. Po zastgpieniu MgCl, w ustalonych wczes$niej warunkach
krystalizacyjnych (w ktérych uzyskane krysztaly rozpraszaty promieniowanie rentgenowskie do
1,6 A) roztworem MnCl, o stezeniu 3 lub 5 mM, otrzymano krysztaly o podobnej morfologii,

jednakze nie dajace rozpraszania promieniowania rentgenowskiego.
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Rys. 27. Krysztaty RNA:DNA-Mg?* powstale w roztworze krystalizacyjnym zawierajacym
LiCl, [CO(NHg)e]C'gI MgC|2

IV.4 Dane dyfrakcyjne, rozwiazywanie struktur i ich udokladnianie

IV.4.1 Kompleksy d(CGCGCG),~Spm**~Mn?* oraz d(CGCGCG),~Spm**-zn**

Dane dyfrakcyjne dla komplekséw d(CGCGCG), z jonami Mn®* i Zn** zmierzono
odpowiednio z rozdzielczosciag 0,75 A i 0,85 A, na liniach X13 oraz X11 w osrodku
synchrotronowym DESY w Hamburgu i na lini 14.2 osrodka BESSY w Berlinie (Mueller i in.,
2012) (Tabela 12). W obu przypadkach krysztaly w czasie pomiaru znajdowaty si¢ w strumieniu
par azotu (tj. w temperaturze 100 K). Roztwor rezerwuarowy poshuzyt jako krioprotektant.
Kompletny zestaw danych dla kompleksu d(CGCGCG),-Spm**—Mn*" zmierzono uzywajac
dwoch krysztatow. Dla pierwszego krysztalu badanego w osrodku BESSY na lini 14.2,
zarejestrowano cztery zbiory danych z zastosowaniem roéznych czaséw pomiaru i1 odlegtosci od
detektora, w celu poprawnego zmierzenia zaréwno silnych jak i stabych refleksow oraz
uniknigcia przesycenia detektora MAR225. Zbiory 1 do 4 rejestrowane byty z katem oscylacji 1°
w odlegtosci krysztal—detektor odpowiednio: 350, 250, 140 i 70 mm, do rozdzielczosci: 2,86,
1,99, 1,301 0,94 A z liczba obrazow 120, 120, 120, 129. Drugi krysztal, zmierzony w oérodku
DESY na linii X13 przy uzyciu detektora MAR165, dostarczyt jednego zbioru danych (480
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obrazow, kat oscylacji 0,25°) do rozdzielczosci 0,75 A. Ze wzgledu, na gorsza jako$é¢ danych
dyfrakcyjnych pierwszego krysztatu w stosunku do drugiego, w czasie skalowania ze zbioru 4
wykorzystano tylko dane do rozdzielczosci 1,4 A. Charakterystyka potaczonych zbioréw danych
z linii X131 14.2 jest przedstawiona w Tabeli 13.

Tabela 12. Dane krystalograficzne oraz charakterystyka zbioru danych dla struktur
d(CGCGCG),~Spm**~Mn?* oraz d(CGCGCG),~Spm**-zn*".

Kompleks

d(CGCGCG),—Spm**—Mn**

d(CGCGCG),~Spm**—zn?*

Zrodto promieniowania

X13 EMBL Hamburg/
14.2 BESSY Berlin

X11 EMBL, Hamburg

Dhugos¢ fali (A) 0,8010/0,9184 0,8174
Temperatura (K) 100/100 100
Grupa przestrzenna P2,2,2, P2,2:2;

Parametry komorki (A)
Rozdzielczosé (A)

a=17,73,b=31,44,c=4394
25,57 - 0,75 (0,81 - 0,75)

a=17,79, b = 30,91, ¢ = 44,20
17,98 - 0,85 (0,90 — 0,85)®

Efektywna rozdzielczo$¢™ (A) 0,78 0,87
Liczba niezaleznych refleksow 277189 19834
Kompletnosé (%) 87,5 (43,7) 89,3 (67,0)
Krotnos¢ obserwacji 5,76 (1,82) 5,59 (3,72)
<l/ol> 22,05 (8,00) 19,70 (3,54)
Rmerge” (%) 5,6 (6,0) 3,6 (22,2)
Wilson B-faktor (A%) 4,87 8,13
Udokladnianie
Program SHELXL SHELXL
Rozdzielczosé (A) 25,57 -0,75 17,98 - 0,85
Liczba reﬂeksow u;ytych 46721© 35508
w udoktadnianiu
Liczba refleksow testowych 1009 1004
R/Rsrec"” (%) 7,09/8,10 9,22/11,30
Liczba atoméw (DNA/H,O/metal™) 240/92/1 240/75/2
<Beg> (A?) (fancuch DNA:
A/BIH,0/Spm* /metal™) 2,53/2,24/9,56/6,80/1,89 6,66/6,15/14,55/17,27/5,93
Odchylenie r.m.s.d od warto$ci idealne;j
dhugosci wigzan (A) 0,012 0,027
dtugosci katow (A) 0,029 0,059

@ Wartosci w nawiasach dotycza ostatniego przedziatlu rozdzielczosci

®) Rozdzielczoé przy hipotetycznej wartosci 100% kompletnosci zbioru danych, obliczona programem DATAMAN
(Kleywegt & Jones, 1996).

© Pary Bijvoet usrednione.

@ Rierge™ ZhZj | Ij-<I> | / ZpX 1, gdzie |j jest intensywnoscia obserwacji refleksu j.

© pary Bijvoet rozdzielone.

OR=3 | |Fo | - |Fc | |/ Zn | Fo| dla wszystkich refleksow, gdzie Fy i F. sa odpowiednio obserwowanymi i
obliczonymi czynnikami struktury. Rge jest obliczone z uzyciem refleksow testowych wylaczonych z
udoktadniania.
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Tabela 13. Statystyka potaczonych zbioréw danych dla kompleksu d(CGCGCG),—Spm**~Mn?*.

Rozdzielczosé Liczba refleksow Kompletno$¢  Rperge <lol> Rineas® A(\:noorrrr(]g I
A) — (%) (%) (%) (%)
zaobserwowanych niezaleznych
1,75 37232 2748 99,9 53 46,70 55 27
1,37 30501 2749 100,0 8,0 30,32 8,4 22
1,19 15351 2750 97,4 59 22,89 6,5 50
1,08 12606 2744 98,5 33 21,66 37 70
1,00 12564 2781 99,4 3,5 20,80 3,9 65
0,94 12244 2775 99,7 3,8 19,66 4,3 58
0,89 11942 2758 99,9 4,2 18,47 4,8 54
0,85 11954 2804 100,0 4,6 17,62 5,2 51
0,81 10041 2814 931 4,9 14,93 5,6 46
0,75 5106 2795 43,7 6,0 8,00 7,5 27
Caly zakres 159541 27718 87,5 5,6 22,05 5,9 47

@ Wskaznik rozbieznoéci R niezalezny od krotno$ci (Kabsch, 2010).
®) Wspotczynnik korelacji pomigdzy réznicami anomalnymi w dwoch podzbiorach otrzymanych przez
przypadkowy podziatlu zbioru wszystkich refleksow

Dane dyfrakcyjne dla kompleksu d(CGCGCG),~Spm**~Zn** zmierzono przy uzyciu
ptaskiego detektora MARS55 do rozdzielczosci 0,85 A. Charakterystyka tego detektora
pozwolila na jednokrotny pomiar zaréwno silnych jak i stabych refleksow (720 obrazéw, kat
oscylacji 0,25°). Pakiet XDS (Kabsch, 2010) wykorzystano do wskaznikowania, integracji i
skalowania danych dyfrakcyjnych dla obu struktur, a ich statystyka zostala przedstawiona w
Tabelach 13 1 14. Struktury zostaty rozwigzane metoda podstawienia czgsteczkowego z uzyciem
programu Phaser (McCoy i in., 2007). Do rozwigzania struktury obu kompleksow wykorzystano
model Z-DNA o kodzie PDB 1i0t (Tereshko i in., 2003).
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Tabela 14. Statystyka zbioru danych dla kompleksu d(CGCGCG),—Spm**~Zn?*.

Rozdzielczosé Liczba refleksow Kompletno$é Rumerge <lol> Rimeas” A(\:noorrrr(]g !

A) zaobserwowanych niezaleznych (%) (%) (%) (%)
2,54 5403 1529 98,4 4,0 38,75 4.8 83
1,80 10339 2778 98,3 2,7 37,60 3,1 85
1,47 13169 3536 97,4 2,9 34,16 3,4 83
1,27 15491 4165 96,7 34 30,50 4,0 79
1,14 17642 4725 95,8 43 25,84 51 74
1,04 18938 5112 94,7 6,0 19,56 7,00 62
0,96 11973 5246 90,2 7,6 10,72 9,9 49
0,90 9585 5149 80,9 12,2 5,44 17,2 24
0,85 7595 4279 63,8 22,2 3,11 31,4 2

Caly zakres 110135 36519 87,9 3,6 20,02 4,3 68

@ Wskaznik rozbieznosci R niezalezny od krotnosci (Kabsch, 2010).
® Wspoétezynnik korelacji pomig¢dzy roznicami anomalnymi w dwdch podzbiorach otrzymanych przez
przypadkowy podziatu zbioru wszystkich refleksow

W poczatkowych etapach modele udoktadnianio za pomocg programu REFMACS
(Murshudov i in., 2011) z pakietu CCP4 (Winn i in., 2011). Nast¢pnie zastosowano program
SHELXL do udoktadniania anizotropowego (Scheldrick, 2008). Przy dlugosciach fali uzytych w
eksperymentach warto$¢ poprawki urojonej (/) czynnika rozpraszania anomalnego dla atoméw
Mn i Zn wynosi odpowiednio 0,909/1,163 i 1,827 jednostki elektronowej (Cromer, 1983). Z tej
przyczyny, udoktadnianie obu struktur przeprowadzono przy rozdzielonych parach Bijvoet.
Decyzja ta byla takze podyktowana wyraznie widocznym w danych dyfrakcyjnych sygnatem
anomalnym, co ilustrujg, ostatnie kolumny Tabeli 13 1 14. Po kazdych 50 cyklach minimalizacji
metoda CGLS (ang. conjugate-gradient least-squares), uzywano programu Coot (Emsley i in.,
2010) do wizualizacji map ggstosci elektronowej 1 przebudowy modeli. Atomy wodoru
dodawano do modeli z wigzami geometrycznymi (ang. riding position) i udoktadniano
izotropowo. Instrukcja AFIX_87 zostala uzyta do udoktadniania grup hydroksylowych DNA.
Nie podejmowano préb modelowania atomoé6w wodoru w czasteczkach wody. Ocena postgpow
udoktadniania modeli byla prowadzona z uzyciem wskaznikow rozbieznosci R | Rgee Oraz
programu NuCheck (Feng i in., 1998). Zbiory 1009 (2,11%) i 1004 (2,75%) przypadkowo
wybranych refleksow zostaly wykorzystane do obliczania wskaznika Rgee Odpowiednio dla

kompleksu z jonami Mn* i Zn?*. W koncowym cyklu udokladniania refleksy Rgee zostaty
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wlaczone do ogonej puli refleksow. Wigzy stereochemiczne (takie jak dlugosci wigzan i katy
walencyjne) dla czasteczki DNA (kompleks z Zn®*) zastosowano tylko dla nukleotydéw w
podwojnej konformacji. Wzigto je z prac Clowney i in. (1996), Gelbin i in. (1996) i Parkinson i
in. (1996). Katy i dlugo$ci wiazan dla kationu sperminy* wygenerowano z informacji o
odlegtosciach migdzyatomowych w Miedzynarodowych Tablicach Krystalograficznych (Allen i
in., 2006). Wagi wi¢zow stereochemicznych ustalone przez instrukcj¢ DEFS byly nastepujace:
0,015 0,075 0,01 0,03 (kompleks z Mn®*) i 0,02 0,1 0,01 0,04 (kompleks z Zn®"). Instrukcje
ISOR, SIMU i DELU z programu SHELXL zastosowano tylko dla kationéw sperminy** i
czasteczek wody w obu strukturach (Miiller i in., 2006). W celu wyznaczenia odchylen
standardowych dla wszystkich indywidualnie udoktadnianych parametrow i wszystkich
parametrow geometrycznych, obliczono jeden cykl pelnomacierzowego udoktadniana metoda
najmniejszych kwadratow, w ktorym uwzgledniono wszystkie refleksy oraz wylaczono
wszystkie wiezy stereochemiczne. Lancuch DNA dla nukleotydow G2 i G3—-G4 dla struktury
d(CGCGCG),~Spm**-zZn** wymodelowano w dwdch konformacjach oznaczonych jako |
(obsadzenia 61 1 57%) 1 11 (39, 43%). Czasteczki wody dodano do modeli w oparciu o ré6znicowa
mape gestosci elektronowej Fo-Fc, uwzgledniajac geometri¢ rozpatrywanego fragmentu
komérki elementarnej. Za granice oddziatywan donor—akceptor w wigzaniach wodorowych
przyjeto odlegtos¢ 3,50 A. Dotyczy to wszystkich analizowanych w tej pracy struktur.
Czasteczeki wody udokladniano anizotropowo bez wiezOw pozycyjnych (ang. positional
restrains) wraz z czynnikami obsadzenia. Utamkowe wspotczynniki obsadzenia (w granicach
0,2-0,93) przypisano 35 czasteczkom wody w analizowanych strukturach z Mn** i Zn®**. W
sytuacji gdy udoktadniony wspotczynnik obsadzenia dla czasteczki wody byt wiekszy od 0,93,

warto$¢ tg zaokraglono i ustalono jako 1,0 .
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Rys. 28. Anomalna mapa roznicowa dla kationdw metali w kompleksach d(CGCGCG),—Spm*'—
Mn®* i d(CGCGCG),—-Spm**~Zn*" (kontur 10,00).

54



Bliskie pary czasteczek wody (odlegtosé < 2,3 A) mialy sumaryczng warto$é¢ obsadzenia
ustalona na 1,0. Potozenia kationdw Mn?*, Zn**(1) i Zn**(2) na mapie 2Fo—Fc byly zbiezne z
obrazem anomalnej mapy roéznicowej (32,3, 58,0 i 57,0c; Rys. 28). Parametry helikalne helis Z-
DNA obliczono za pomocg programu 3DNA (Lu & Olson, 2003), a katy pseudorotacji (P)
wyznaczono wedtug metody Jaskolskiego (1984). Rysunki wykonano z uzyciem programu

PyMOL (DeLano, 2002).

IV.4.2 Kompleks d(CGCGCG),—Put?**-K*

Dane dyfrakcyjne dla kompleksu d(CGCGCG),—Put**~K* zmierzono z rozdzielczoscia
0,71 A na lini 14.2 oérodka BESSY w Berlinie (Tabela 15). Krysztat w czasie pomiaru
znajdowal si¢ w strumieniu par azotu (100 K). Roztwodr rezerwuarowy postuzyt jako
krioprotektant. Kompletny zestaw danych dla kompleksu d(CGCGCG),—Put?**~K* zmierzono
uzywajac jednego krysztalu. Zarejestrowano dwa zbiory danych o réznym czasie naswietlania 1
odlegtosci od detektora, w celu poprawnego zmierzenia zarowno stabych jak 1 silnych refleksow
oraz dla uniknigcia nasycenia detektora MAR225. Zbiory rejestrowano z katem oscylacji 1° w
odlegtoéci krysztat-detektor odpowiednio: 160 i 45 mm, do rozdzielczosci: 1,211 0,71 A z liczba
obrazéw 100, 150. Pakiet XDS (Kabsch, 2010) wykorzystano do wskaznikowania, integracji i
skalowania danych dyfrakcyjnych, a statystyka potaczonych zbiorow danych zostata
przedstawiona w Tabeli 16. Analiza czgséci asymetrycznej komorki elementarnej przy pomocy
wspotczynnika Matthewsa (Matthews, 1968) wskazata na obecnos¢ jednej czasteczki dupleksu
przy zawartosci czasteczek 28,3% rozpuszczalnika. Struktura zostala rozwigzana metoda
podstawienia czasteczkowego z uzyciem programu Phaser (McCoy i in., 2007). Jako model
postuzyt dupleks Z-DNA o kodzie PDB 3p4j (Brzezinski i in., 2011).

W poczatkowych etapach model udoktadnianio za pomoca programu REFMACS
(Murshudov i in., 2011) z pakietu CCP4 (Winn i in., 2011). Nast¢pnie zastosowano program
SHELXL do udokladniania anizotropowego (Scheldrick, 2008). Udoktadnianie struktury
przeprowadzono przy rozdzielonych parach Bijvoet. Po kazdych 50 cyklach minimalizacji
metodg CGLS (ang. conjugate-gradient least-squares), uzywano programu Coot (Emsley i in.,
2010) do wizualizacji map gestosci elektronowej 1 przebudowy modelu. Atomy wodoru
dodawano do modelu z wigzami geometrycznymi i udokfadniano izotropowo. Instrukcja
AFIX_87 zostata uzyta do udoktadniania grup hydroksylowych DNA. Nie podejmowano prob

modelowania atomdéw wodoru w czasteczkach wody.
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Tabela 15. Dane krystalograficzne oraz charakterystyka zbioru danych dla kompleksu
d(CGCGCG),—Put**—K*.

Kompleks d(CGCGCG),—Put**—K*
Zrédto promieniowania 14.2 BESSY Berlin
Dtugos¢ fali (A) 0,8265
Temperatura (K) 100
Grupa przestrzenna P2:2:2;
Parametry komarki (A) a=18,01,b=31,03,c=43,93
Zakres rozdzielczosci (A) 25,57 -0,71 (0,73 -0,71)®
Efektywna rozdzielczosé®™ (A) 0,74
Liczba refleksow 35176
Kompletno$é¢ (%) 92,6 (39,4)
Krotnoé¢ obserwacji 3,36 (1,58)
<l/ol> 26,86 (8,74)
Rierge® (%) 35(59)
Wilson B-faktor (A% 4,87
Udokladnianie
Program SHELXL
Rozdzielczo§¢ (A) 25,57 -0,71
Liczba refleksow uzytych w udoktadnianu 62129®
Liczba refleksow testowych 1007
R/Rfree” (%) 9,01/9,43
Liczba atoméw (DNA/H,0/K™) 240/110/1
<Bey> (A?)
(faficuch DNA: A/B/ H,0/PUt*'/K") 5,83/4,17/5,97/6,94/10,79
Odchylenie r.m.s.d od wartos$ci idealne;j
dhugosci wigzan (A) 0,012
katow (°) 0,022

@ Wartosci w nawiasach dotycza ostatniej powloki rozdzielczosci

®) Rozdzielczo§é przy hipotetycznej wartosci 100% kompletnosci zbioru danych, obliczona programem DATAMAN
(Kleywegt & Jones, 1996).

© pary Bijvoet usrednione.

@ Rmerge™ ZhZj | Ij-<I> | / 2nZ;1;, gdzie I jest intensywnos$cia obserwacji refleksu j.

© pary Bijvoet rozdzielone.

OR =3, | | F, | - |FC | |/ h |F0| dla wszystkich refleksoéw, gdzie F, i F; sa odpowiednio obserwowanymi i
obliczonymi czynnikami struktury. Rgee jest obliczone z uzyciem refleksow testowych wylaczonych z
udoktadniania.

Ocena postepow udoktadniania modeli byta prowadzona z uzyciem wskaznikéw rozbieznosci R i
Rtree Oraz programu NuCheck (Feng i in., 1998). Zbior 1007 (2,86%) przypadkowo wybranych
refleksow zostat wykorzystany do obliczania wskaznika Rfee. W koficowym cyklu udoktadniania

refleksy Rfree zostaly wlaczone do ogonej puli refleksow.
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Tabela 16. Statystyka dwoch potaczonych zbiorow danych dla krysztatu kompleksu
d(CGCGCG),—Put**—K*.

Rozdzielczosé Liczba refleksow Kompletno$¢  Rmerge <lol> Rineas® A(\:noorrrr(]g I
(A) ; (%) (%) (%) 0
zaobserwowanych  niezaleznych (%)
3,18 1840 493 99,6 3,0 47,48 3,6 -8
2,25 4379 827 99,6 4,0 52,62 45 -7
1,83 6650 1054 99,8 4,2 55,03 4,6 2
1,59 8266 1236 99,9 3,6 52,93 4,0 13
1,42 9627 1384 99,9 3,3 49,13 3,6 21
1,30 9023 1506 100,0 3,2 43,30 3,5 11
1,20 7062 1624 99,6 2,9 36,43 3,2 11
1,12 5314 1740 99,3 2,5 32,71 3,0 5
1,06 5535 1830 98,7 2,7 31,22 3,2 4
1,00 5836 1956 99,0 2,8 29,31 34 7
0,96 6057 2057 99,5 2,7 27,38 3,3 9
0,92 6155 2119 99,8 3,0 24,73 3,7 4
0,88 6326 2237 99,5 3,2 22,54 4,0 9
0,85 6343 2305 99,4 3,6 20,70 4,5 13
0,82 6216 2361 99,5 4,0 18,69 5,1 -2
0,79 6386 2486 99,1 4,7 16,36 6,0 4
0,77 5981 2441 95,8 5,4 14,67 6,9 3
0,75 5677 2386 91,1 6,1 13,28 7,7 0
0,73 3857 2048 75,8 6,4 10,73 8,3 -9
0,71 1632 1086 39,4 5,9 8,74 7,5 10
Caly zakres 118162 35176 92,6 3,5 26,86 4,0 6

@ Wskaznik rozbieznosci R niezalezny od krotnosci (Kabsch, 2010).
®) Wspotezynnik korelacji pomiedzy roznicami anomalnymi w dwéch podzbiorach otrzymanych przez
przypadkowy podziatu zbioru wszystkich refleksow

Wigzy stereochemiczne (takie jak dlugosci wigzah 1 katy walencyjne) dla czasteczki DNA
zastosowano tylko dla nukleotydow w podwdjnej konformacji. Wzigto je z prac Clowney i in.
(1996), Gelbin i in. (1996) i Parkinson i in. (1996). Katy i dlugosci wigzan dla kationu
putrescyny2+ wygenerowano z informacji o odleglosciach miedzyatomowych w
Miedzynarodowych Tablicach Krystalograficznych  (Allen i in., 2006). Wagi wiezOwW
stereochemicznych ustalone przez instrukcj¢ DEFS byty nastgpujace: 0,02 0,1 0,01 0,04.
Instrukcje ISOR, SIMU i DELU z programu SHELXL zastosowano tylko dla kationow
putrescyny’* i czasteczek wody (Miiller i in., 2006). W celu wyznaczenia odchylen
standardowych dla wszystkich indywidualnie udoktadnianych parametrow i wszystkich
parametréw geometrycznych, obliczono jeden cykl pelnomacierzowego udokladniana metoda
najmniejszych kwadratow, w ktorym uwzgledniono wszystkie refleksy oraz wytaczono
wszystkie wiezy stereochemiczne. Lancuch DNA dla nukleotydéow C3-G4, G4-C5 i C5-G6 dla

struktury d(CGCGCG),—Put**~K* wymodelowano w dwéch konformacjach oznaczonych jako |
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(obsadzenia 53, 32 1 53%) 1 II (47, 68 1 47%). Czasteczki wody dodano do modeli w oparciu o
réznicowa mape gestosci elektronowej Fo-Fc, uwzgledniajac wzgledy stereochemiczne.
Czasteczeki wody udoktadniano anizotropowo bez wigzéw pozycyjnyc wraz z czynnikami
obsadzenia. Utamkowe wspotczynniki obsadzenia (w granicach 0,2-0,93) przypisano 92
czasteczkom wody. W sytuacji gdy udoktadniony wspotczynnik obsadzenia dla czasteczki wody
byt wigkszy od 0,93, warto$¢ ta zaokraglono i ustalono jako 1,0. Sumaryczna warto§¢ obsadzen
bliskich par czasteczek wody (odlegtosé < 2.3 A) wynosita 1,0. Do wizualizacji map gestosci
elektronowej i przebudowy modelu uzywano programu Coot (Emsley i in., 2010). Ocene
postepéw udoktadnia modelu prowadzono z uzyciem wskaznikéw rozbieznosci R 1 Rgee Oraz
programu NuCheck (Feng i in., 1998). Parametry helikalne helis Z-DNA obliczono za pomoca
programu 3DNA (Lu & Olson, 2003), a katy pseudorotacji (P) wyznaczono wedlug metody
Jaskolskiego (1984). Rysunki wykonano z uzyciem programu PyMOL (DelLano, 2002).

IV.4.3 Kompleks d(CGCGCG),—Cr**

Dane dyfrakcyjne dla kompleksu d(CGCGCG),—Cr®" zebrano z rozdzielczoscia 1,0 A na
lini 14.2 osrodka BESSY w Berlinie (Tabela 17). Krysztat w czasie pomiaru znajdowat si¢ w
strumieniu par azotu (100 K). Roztwor rezerwuarowy postuzyt jako krioprotektant. Kompletny
zestaw danych zmierzono uzywajac jednego krysztatu. Zarejestrowano cztery zbiory danych z
wykorzystaniem réznych czasOw pomiaru i1 odlegtosci od detektora, w celu poprawnego
zmierzenia zarowno silnych jak 1 stabych refleksow oraz dla uniknigcia nasycenia detektora
MAR225. Zbiory rejestrowano z katem oscylacji 1° w odlegtosci krysztat—detektor odpowiednio:
350, 250, 140 i 70 mm, do rozdzielczosci: 2,97, 2,20, 1,39 i 1,0 A z liczba obrazow 100, 100,
110, 110. Pakiet XDS (Kabsch, 2010) wykorzystano do wskaznikowania, integracji i skalowania
danych dyfrakcyjnych, a statystyka potagczonych zbiorow danych zostata przedstawiona w Tabeli
18.

58



Tabela 17. Dane krystalograficzne oraz charakterystyka zbioru danych dla d(CGCGCG),—Cr*".

Kompleks d(CGCGCG),-Cr*
Zroédto promieniowania 14.2 BESSY Berlin
Dtugosé fali (A) 0,9184
Temperatura (K) 100
Grupa przestrzenna P2,2:24

Parametry komorki (A)
Rozdzielczo$é (A)

a=18,13, b = 30,43, c = 42,92
25,57 — 1,00 (0,81 — 1,00)®

Liczba niezaleznych refleksow 24599®)
Kompletnosé (%) 99,1 (99,7)
Krotno$¢ obserwacji 3,34 (2,15)
<l/ol> 27,84 (2,20)
Rierge' (%) 2,3 (41,2)
Wilson B-faktor (A% 4,87
Udokladnianie
Program REFMACS5
Rozdzielczo$é (A) 24,82 — 1,00
Liczba reflekséw uzytych w udoktadnianu 12353°
Liczba refleksow testowych 1002
R/Rree® (%) 15,82/18,74
Liczba atoméw (DNA/H,0/Cr**) 240/59/3
<B> (A?
(fancuch DNA: A/B DNA/H,0/Cr*") 15,13/12,42/24,80/12.40
Odchylenie r.m.s.d od wartosci idealne;j
dhugosci wigzan (A) 0,020
katow (°) 2,18

@ Wartosci w nawiasach dotycza ostatniej powtoki rozdzielczosci.

®) pary Bijvoet rozdzielone.

© Rmerge= ZhZj | Ij-<I> | / 2% l;, gdzie I jest intensywnos$cia obserwacji refleksu j.

9 pary Bijvoet urednione.

©R=3, | |F0 | - |Fc | |/ h |F0| dla wszystkich refleksow, gdzie F, i F. s3 odpowiednio obserwowanymi i
obliczonymi czynnikami struktury. Rge jest obliczone z uzyciem refleksow testowych wylaczonych z
udoktadniania.

Analiza czgsci asymetrycznej komorki elementarnej przy pomocy wspotczynnika
Matthewsa (Matthews, 1968) wskazala na obecno$¢ jednej czasteczki dupleksu przy zawartosci
czasteczek 25,7% rozpuszczalnika. Struktura zostala rozwigzana metoda podstawienia
czgsteczkowego z uzyciem programu Phaser (McCoy i in., 2007), a jako model wykorzystano
dupleks Z-DNA o kodzie PDB 3p4j (Brzezinski i in., 2011). Model udoktadniano anizotropowo
za pomocg programu REFMACS5 (Murshudov i in., 2011) z pakietu CCP4 (Winn i in., 2011). Do
wizualizacji map gestosci elektronowej i przebudowy modeli uzywano programu Coot (Emsley i
in., 2010).
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Tabela 18. Statystyka dwoch potaczonych zbiorow danych dyfrakcyjnych dla krysztatu
kompleksu d(CGCGCG),—Cr*.

Rozdzielczo$é Liczba refleksow Kompletno$¢  Rmerge Vol R-meas® A”OW('S'

&) %) w w9
zaobserwowanych niezaleznych (%)

4,47 1997 272 99,3 2,3 110,30 2,5 73
3,16 4238 512 100,0 2,3 113,90 2,5 71
2,58 4559 644 99,7 1,9 97,63 2,1 69
2,24 5280 782 100,0 1,7 90,73 1,8 75
2,00 4236 874 99,3 15 70,19 1,7 68
1,83 4534 972 99,5 1,7 63,54 1,9 61
1,69 4800 1039 99,5 1,9 55,23 2,1 45
1,58 5406 1179 99,9 2,3 47,89 2,6 40
1,49 5419 1195 99,8 3,2 38,69 3,7 31
1,41 5819 1281 99,9 45 29,35 51 22
1,35 3873 1338 99,6 5,2 20,42 6,2 15
1,29 3168 1393 99,4 51 16,59 6,6 6
1,24 3330 1486 99,4 6,1 13,69 79 9
1,20 3373 1499 99,5 8,1 10,68 10,4 8
1,15 3505 1584 99,2 8,4 10,18 10,9 9
1,12 3580 1614 99,5 11,6 7,70 15,0 11
1,08 3717 1703 99,0 14,9 5,76 19,3 10
1,05 3731 1705 98,5 21,4 4,27 27,7 -1
1,03 3787 1754 97,2 27,7 3,22 36,1 -3
1,00 3808 1773 97,4 41,2 2,20 53,5 5
Caly zakres 82160 24599 99,1 2,3 27,84 2,5 18

@ Wskaznik rozbieznosci R niezalezny od krotnosci (Kabsch, 2010).
® Wspotczynnik korelacji pomigdzy rdéznicami anomalnymi w dwoch podzbiorach otrzymanych przez
przypadkowy podziatu zbioru wszystkich refleksow

Oceng postepow udoktadnia modelu prowadzono z uzyciem wskaznikow rozbieznosci R i Ryree
oraz programu NuCheck (Feng i in., 1998). Zbior 1002 (7,5%) przypadkowo wybranych
refleksow wykorzystano do obliczen Rgee. Lancuch DNA dla nukleotydéw G2-C9 oraz G10-
C11 w strukturze d(CGCGCG),~Cr'* zostat wymodelowany w dwoch konformacjach
oznaczonych jako I oraz II ze wspolczynnikiem obsadzenia po 0,5. Czasteczki wody dodawano
do modelu w oparciu o roznicowa mape gestosci elektronowej Fo—Fc 1 uwzgledniajac wzgledy
stereochemiczne. Sumaryczna warto$¢ obsadzen bliskich par czasteczek wody (odlegltos¢ < 2,3
A) wynosita 1,0. Parametry helikalne helisy d(CGCGCG); obliczono za pomoca programu
3DNA (Lu & Olson, 2003), a rysunki wykonano z uzyciem programu PyMOL (DeLano, 2002).
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IV.4.4 Kompleks RNA:DNA-Mg*

Dane dyfrakcyjne dla kompleksu RNA:DNA-Mg®* zmierzono z rozdzielczoscia 1,6 A na
lini X13 EMBL synchrotronu osrodka DESY w Hamburgu. Zarejestrowano 120 obrazow z
oscylacja 1°. Roztwér macierzysty postuzyl jako krioprotektant. Wskaznikowanie, integracje i
skalowanie wykonano za pomocg pakiectu HKL-2000 (Otwinowski & Minor, 1997). Dane
krystalograficzne oraz charakterystyka zbioru danych dyfrakcyjnych dla krysztatow hybrydy
RNA:DNA podsumowane sg w Tabeli 19 i 20. Analiza cze$ci asymetrycznej komorki
elementarnej przy pomocy wspotczynnika Matthewsa (Matthews, 1968) wskazata na obecnos¢
jednej czasteczki RNA:DNA przy zawartosci rozpuszczalnika na poziomie 36,7%. Strukture
rozwigzano za pomocg podstawienia czasteczkowego uzywajac programu Phaser (McCoy i in.,
2007). Jako model wykorzystano dekamer RNA:DNA o kodzie PDB 1pjo (Kopka i in., 2003).

Brakujace w modelu pary zasad zostaly dodane w programie Coot (Emsley i in., 2010).

Tabela 19. Statystyka zbioru danych dyfrakcyjnych dla krysztalu kompleksu RNA:DNA-Mg?*.

Liczba

Rozdzielczosé . Kompletnos¢ Rim(a) R 2y Krotnos¢
A) mfzfﬁ'e‘zsgxh %) @) @) V> T ohserwadii
3,45 854 97,9 28 3,7 54,09 1,073 3,9
2,74 816 99,7 28 31 54,11 0,990 3,9
2,39 818 99,7 47 46 39,40 1,070 3,8
2,17 802 99,9 70 6,3 26,61 0,985 3,7
2,02 786 99,9 89 81 2357 1,101 3,7
1,90 785 100,0 144 155 15,09 1,088 3,7
1,80 798 100,0 19,2 17,1 11,23 1,081 3,7
1,72 780 99,9 26,1 228 8,35 1,054 3,6
1,66 785 100,0 36,2 29,7 5,77 1,074 3,5
1,60 788 99,6 55,0 41,1 2,85 0,948 3,0

Caly zakres 8012 99,5 40 3,7 41,70 1,048 3,6

@ Rin= Zn%; | Ty - <In> | / ZhZ; Iy, gdzie 1 jest intensywnoscia obserwacji j refleksu h.
® 52 = [ (I - <1>)2) [(6® - N/N-1)], gdzie N jest krotnoscig pomiaru.

Udoktadnianie prowadzono z uzyciem programu REFMACS5 (Murshudov i in., 2011) z
pakietu CCP4 (Winn i in., 2011). Do obliczen Ryee (Briinger, 1992) z calej liczby refleksow
wyodrebniono zbior 790 (10,0%) przypadkowych refleksow. Do wizualizacji mapy gestosci
elektronowej i przebudowy modelu postuzyt program Coot. Model udoktadniano uwzgledniajac
izotropowe czynniki temperaturowe (Bis,), a takze parametry TLS (ang. translation, libration,
screw motion; sze$¢ grup TLS: kazdy fancuch hybrydy podzielono na trzy fragmenty, Painter &
Merritt, 2006).
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Analiza mapy gestosci elektronowej hybrydy RNA:DNA wskazywala na
nieuporzadkowanie dwoch segmentéw tancucha RNA (ul-a2 i g6-a8), ktére wymodelowano w

podwdjnych konformacjach (oznaczone jako I 1 II) ze wspotczynnikiem obsadzenia odpowiednio

60% i 40%.

Tabela 20. Dane krystalograficzne oraz charakterystyka zbioru danych dla struktury
RNA:DNA-Mg?".

RNA:DNA-Mg**

Zrddto promieniowania X13, DESY, Hamburg
Dlugos¢ fali (A) 0,8010
Temperatura (K) 100

Grupa przestrzenna P3,21

Parametry komorki (A) a=41,9,¢=572

Rozdzielczo§¢ (A) 50,0 — 1,60 (1,66 — 1,60)®
Liczba niezaleznych refleksow 8012
Kompletnos¢ (%) 99,5 (99,6)
Krotno$¢ obserwacji 6,7 (5,5)
<l/ol> 41,7 (2,85)
Rint (%) 4,0 (55,0)
Udokladnianie
Program REFMACS5
Rozdzielczos¢ (A) 15,32 - 1,60
Liczba refleksow uzytych w udoktadnianiu 7204
Liczba refleksow testowych 790
R/Riree (%)© 18,1/22,9
Liczba atoméw (RNA:DNA/H,0/Mg*") 497/ 76/ 3
<Biso> (A?) (fancuch: A/B/ H,O/Mg**) 28,7/27,0/37,1/23,3
Odchylenie r.m.s.d od wartos$ci idealne;j
dtugosci wigzan (A) 0,020
katow (°) 2,26

@ Warto$ci w nawiasach dotycza ostatniego przedziatu rozdzielczosci.

®) Rin= ZhZ;j | Iy - <lp> | / 2% Inj, gdzie ly; jest intensywnoscia obserwacji j refleksu h.

© R= %, | |F0 | - |FC | |/ Zh |F0| dla wszystkich refleksow, gdzie F, i F; sa obserwowanymi i obliczonymi
czynnikami struktury. Rgee jest obliczone z uzyciem reflekséw testowych nie wlaczonych do udoktadniania.
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V  Wyniki i dyskusja

V.1  Wyniki badai nad kompleksami d(CGCGCG)—Spm**~Mn?* oraz
d(CGCGCG),-Spm**—zn?*

V.1.1 Jako$¢ wynikow

Wyznaczone w ramach tej pracy struktury komplekséw z jonami Mn?* i zZn*
udoktadniono z uzyciem danych dyfrakcyjnych o rozdzielczo$ci odpowiednio 0,75 i 0,85 A do
koficowego R wynoszacego 7,09 i 9,22%. Wyniki te (szczeg6lnie dla kompleksu z Mn?*) moga
by¢ poréwnane w odniesieniu do doktadnosci z modelem Z-DNA opisanym przez Brzezinskiego
i in. (2011) (0,55 A, R = 7,77%, kod PDB 3p4j). Wartoéci r.m.s.d. (§rednie kwadratowe
odchylenie) dla nukleotydow DNA pomigdzy struktura 3p4j, a przedstawionymi w tej rozprawie
kompleksami z Mn®* i Zn?* wynosza odpowiednio 0,146, 0,289 A [konformacja | dla
d(CGCGCG), z Zn**] i 0,390 A [konformacja Il dla d(CGCGCG), z Zn*"]. Wyznaczone
odchylenia standardowe (ang. estimated standard uncertainties; e.s.u.) dla catkowicie
obsadzonych pozycji atoméw DNA dla struktury z Mn®* zawieraja sic w przedziale 0,006 —
0,012 A dla atomoéw C, 0,005 — 0,008 A dla atoméw N, 0,004 — 0,019 A dla atoméw O i 0,002 —
0,004 dla atoméw P. Wartosci e.s.u. dla struktury z Zn?* sa wigksze i wynosza 0,011 — 0,028 A
dla atoméw C, 0,009 — 0,015 A dla atoméw N, 0,008 — 0,023 A dla atoméw O i 0,004 — 0,007
dla atomoéw P. Zgodnie z oczekiwaniami odchylenia dla pozycji kationow metali sg nizsze: 0,001
A dla Mn*"i 0,001 - 0,002 A dla Zn*".

V.1.2 Ogodlna struktura i parametry helikalne

Czes$¢ asymetryczna komorki elementarnej w obu przypadkach zawiera dupleksy DNA
majace numeracje¢ nukleotydéw zgodng ze strukturami tego typu wczesniej zdeponowanymi w
bazie PDB. Ogdlne parametry strukturalne helis DNA z komplekséw d(CGCGCG),—Spm™**—
Mn?* i d(CGCGCG)—Spm**~Zn** pozwalaja zaliczy¢ je do rodziny helis Z-DNA. Poréwnanie
parametroéw helikalnych i geometrii par zasad pomiedzy omawianymi tutaj kompleksami z Mn®*
i Zn?*, a wezesniej opisanymi innymi kompleksami Z-DNA z kationami metali i poliaminami™,
zawarte jest w Tabeli 21. Wartosci r.m.s.d dotyczace pozycji atoméw pomiedzy dupleksami
wynosza 0,316 A, kiedy porownujemy d(CGCGCG),-Spm**~Mn** do d(CGCGCG),—Spm**-
Zn** z konformacja I tancucha DNA i 0,431 A dla konformacji 1. Pomimo o0g6lnego
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podobienstwa tych dwoch kompleksow, znaczace réznice obserwowane sa dla konformacji

szkieletu cukrowo—fosforanowego DNA (Tabela 22 i 23).

Tabela 21. Srednie warto$ci wybranych parametréow helikalnych dla struktur Z-DNA. Dla wielu
nazw parametrow helikalnych brak jest odpowiednikdw w polskiej literaturze naukowej (por.

Rys. 12).

Helical

twist rise Inclination Tip Tilt Roll ~ Shift Slide Rise
0 (°) A) n(°) ) ) ) A) A) R

4+ 2+
d(C(%)g%aGh?;ﬁgn;r;\:n 58,99 4,50 17,45 523 071 -310 -007 279 345

4+ 2+
d(C(%ggaﬁi)fz)‘tS;g“ra;aZ” 60,93 411 15 64 047 -003 -245 -014 287 352

2+ +

d(CGCfaCSr);;E“t K 6019 435 14,27 281 048 -332 -003 277 346
d(CGCGCG),—Cr** 6046 3,66 413 047 031 -159 .. 303 351
ta praca® -60,85 3,65 3,30 -1,49 0,38 -1,39 ’ 305 352

2+
d(CGC((;PCDGEgzl‘ii%“‘Mg 59,89 441 1500 323 051 -314 -002 280 349

2+
d(CGCg,%%)ZZ‘dSC%;“‘Mg 59,81 429 12,81 161 032 -314 -003 281 349

2+
d(C?F?SBCfgé;')V'g 60,28 448 13.92 010 002 -277 001 284 355
d(CACGCG):d(CGCGTG)-Mn* | 58,72 3,99 1145  -1258 -076 -146 -002 277 362
(PDB 3fq5)® 60,10 3,94 7,94 -1242 -0,81 -1,85 -003 291 3,69
d(CACGCG):d(CGCGTG)-Mn?* | 57,75 3,64 3,64 138 -081 -152 -004 282 354
(PDB 4dwy)® 59,34 4,08 18,94 819 008 -1,78 003 3,00 363
. 2+
d(CACGC?Sjéa%SSTG)‘M” 6237 290 2.38 1451 -023 -201 -020 289 348
2+

d(CfP%%CE),;;)C” 6045 4,08 8,48 148 004 -267 002 285 355
d(CC(;PC[?Efs,GF))Zj‘)Spm 59,97 428 14.14 417 066 323 000 278 345
d(CGCGCEG),-Spm 6136 335 2,05 462 101 -162 -002 304 347

(PDB 1i0t)

@ Gorne/dolne warto$ci odnoszg si¢ do konformacji I i Il nici DNA w kompleksie z Cr**.

®) Gorne/dolne wartosci odnosza si¢ do dwéch dupleksow w czesci asymetrycznej (Mandal i in., 2012).
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Tabela 22. Katy torsyjne cukréw i szkieletu cukrowo—fosforanowego dla struktury
d(CGCGCG),~Spm**~Mn**. Odchylenia standardowe podane sa w nawiasach. Wszystkie
warto$ci numeryczne w tabeli podano w stopniach. Amplitudy pofaldowania pierscienia
furanozy (tm), katy fazowe pseudorotacji (P) jak ich odchylenia (wartosci w nawiasach) od
idealnego modelu (cyclopentanu) zostaly obliczone za pomoca metody Jaskolskiego (1984).
Definicje katoéw torsyjnych (por. Rys. 4) : a: O3'(i-1)-P-O5'-C5' f: P-O5'-C5'-C4', y: O5'-C5'-C4'-
C3, 0. C5-C4'-C3-03, & C4'-C3-03-P(i+1), ¢ C3-03-P(i+1)-0O5'(i+1), y: 04'-C1'-N1-C2
(pirymidyny), 04'-C1'-N9-C4 (puryny).

d(CGCGCG),—Spm**—~Mn**

Kat | C1 C3 C5 c7 c9 C11 G2 G4 G6 G8 G10  GI2
a - -1488(5) 168,0(3) -  -140,4(3) -1412(5) 62,9(4) 69,0(4) 749(3) 61,93) 64,03) 76,2(4)
B - -1202(5) 170,1(2) - 133,7(3) -130,5(5) -169,5(3) -171,4(3) -177,4(2) -173,3(2) -179,8(3) -177,9(3)

y | 53,8() 551(7) 43,8(4) 535(5) 56,8(4) 50,5(6) 177,0(4) 178,7(4) -177,4(3) 177,5(3) 178,8(3) -176,8(4)

5 |146,1(3) 145,7(5) 142,5(3) 148,4(4) 146,1(3) 142,2(4) 883(5) 90,4(4) 1451(3) 93,1(4) 99,7(4) 153,4(4)

e |-91,1(4) -97,6(5) -94,4(3) -88,0(4) -92,2(3) -958(4) -114,1(5) -179,8(3) -  -109,2(3) -112,1(4)
¢ | 7604) 732(4) 72,23) 73,2(3) 750(3) 70,8(4) -73,0(5) 62,6(6) - -79,0(3) -68,2(4)
v |-149,0(3) -154,5(4) -1453(3) -  -158,9(3) -156,0(3) 59,3(6) 56,2(5) 79,5(5) 654(5) 63,7(5) 78,5(5)

vo |-213(5) -24,0(6) -235(3) -194(4) -222(4) -221(5) -7,2(5) -58(4) -212(4) -7.4(4) 23(5) -18,9(4)
v |343() 361(6) 330(3) 336(4) 3484) 325(6) -128(5) -12,1(4) 340(4) -11,2(4) -17,04) 350(4)
v, |-33,6(4) -338(6) -29,8(3) -34,6(4) -335(4) -305(6) 26,2(5) 24,1(4) -333(4) 24,2(4) 24,2(4) -36,8(4)
vs | 222(4) 210(6) 169(4) 243(4) 214(4) 182(5) -30,7(5) -28,2(4) 21,8(4) -292(4) -233(4) 26,5(4)

va | -0,7(5) 1,9(6) 4,0(4) -31(4) 03(4) 23(5) 24,005) 21,6(4) -05(4) 232(4) 13,6(4) -4,8(4)

Parametry pseudorototacji

P [162,8(7) 158,9(8) 155,0(7) 166,7(6) 161,2(6) 157,9(6) 31,1(7) 30,0(7) 162,5(6) 32,7(6) 13,2(7) 168,9(5)
. 1361(4) 372(5) 33,6(4) 363(4) 362(4) 3353) 311(4) 284(3) 357(4) 294(3) 254(3) 38,3(4)

C2’-endo C2’-endo C2’-endo C2'-endo C2'-endo C2’-endo C3'-endo C3’-endo C2'-endo C3’-endo C3’-endo C2’-endo
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Tabela 23. Katy torsyjne cukréow i szkieletu cukrowo-fosforanowego dla struktury
d(CGCGCG),~Spm**-Zn**. Wszystkie wartoéci numeryczne w tabeli podano w stopniach.
Amplitudy pofaldowania pierScienia furanozy (tn), katy fazowe pseudorotacji (P) jak ich
odchylenia (wartosci w nawiasach) od idealnego modelu (cyclopentanu) zostaty obliczone za
pomoca metody Jaskolskiego (1984). Definicje katow torsyjnych jak w Tabeli 22.

d(CGCGCG),—Spm**-zn**

c1(1) C3(1) c7(1) G2()  G4() G12(1)
Kat C5 C9 cl1 G6 G8 G10
ci(n  c3() c7(Il) G2(1)  G4(l) G12(11)
70(2) 74(2)
a -138(1) 173,3(5) - -125,5(7) 168,7(6) 70,1(6) 60,6(6) 68,9(6) 69,9(8)
52(3) 67(2)
-173(1)  -175(2)
B -132(1) -146,1(5) - -144,0(6) 149,9(6) -177,9(5) -172,4(5) -172,0(5) 178,8(6)
-174(2)  -168(1)
49(2) 51(2) -179(1)  174(1) -163,4
7 | 56,3(6) 39,7(8) 48,3(9) 47,0(9) -177,1(7) 178,5(6) -178,6(6)
54(2) -73(1) 172(2)  -168(1) 172,6(9)
140(1)  143(2) 152(2)
5 136,4(6) 148,1(8) 148,2(7) 140,4(7) 92,1(9) 93,6(7) 141,7(7) 90,7(7) 98,1(7)
129(2)  143(2) 96(2)
-89(2)  -100(2)
& -91,6(7) -90,9(7) -93,8(8) -97,6(9) -120,3(9) -167,7(5) - -111,5(6) -167,9(5)
96(2)  -90(3)
59(2) 80(3)
e 749(6) 78,6(6) 72,7(7) 81,0(8) -67,9(9) 77,4(6) - -7T14(7)  69,8(6)
98(2) 52(3)
v | -156,4(6) -159,1(7) -147,2(6) -154,3(6) -158,7(6) -150,7(6)  61(1) 53(1)  77,5(9) 59,3(9) 57,6(9) 72(1)
vo | -254(8) -25(1) -27,2(7) -252(9) -19,7(8) -27,2(7) -10,5(9) -3,4(8) -23,5(7) -7.3(7) -1,9(7) -3,6(9)
25(2) 27(2)
vi | 36,2(9) 33,9(7) 37,9(9) 324(8) 357(7) -9,7(9) -14,8(8) 33,6(7) -13,4(7) -11,7(7)
47(2) -11(1)
-15(2) -39(1)
vo | -32,2(9) -27.8(7) -35,6(9) -33,1(8) -30,3(8) 24,6(9) 254(8) -30,1(7) 27,0(7) 20,1(7)
-50(2) 19(1)
1(2) 38(2)
vs | 18,6(9) 12,4(7) 22,009) 22,7(8) 14,5(8) -32,3(9) -27,6(7) 16,9(7) -31,6(6) -21,8(7)
38(2) -22(1)
15(2) -22(1)
va | 3,8(9) 92(7) 16090 -198) 83(8) 27,39) 19,78) 3,9(7) 251(7) 151(7)
-8,4(2) 15(1)
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Tabela 23. cd. Katy torsyjne cukrow i szkieletu cukrowo-fosforanowego dla struktury
d(CGCGCG),~Spm**-zn*".

Parametry pseudorotacji

Tm

127,5(6) 193,9(8)

155,4(9) 146,3(6) 159,1(7) 165,0(7) 148,9(4) 37,7(9) 24,5(8) 155,0(6) 31,1(9) 23,3(6)
171,5(1) 26,3(7)
26,8(3) 41,1(6)

36,6(5) 341(3) 39,1(5) 34,9(4) 358(3) 32,2(5) 285(4) 34,03) 3225 22,3(2)
53(1) 22,6(3)
Cl'-exo Cl'-exo

C2'-endo C2'-endo C2'-endo C2'-endo C2’-endo C4-exo C3'-endo C2’-endo C3’-endo C3'-endo
C2'’-endo C3’-endo

W przeciwiefistwie do wynikéw dla kompleksu d(CGCGCG),—Spm**—Mn?*, dla d(CGCGCG),—
Spm**—zn*" stwierdzono podwdéjne konformacje szkieletu cukrowo—fosforanowego i dodatkowy
fragment tancucha majacy konformacje Z;, (nukleotydy G10-C11). Ponadto réznice migdzy
kompleksami obu kationo6w metali widoczne sag w upakowaniu i zwigzane z odmienng pozycja
polikationu sperminy** w stosunku do helisy Z-DNA (Rys. 29). Wszystkie te aspekty sa
dyskutowane w szczegotach w nastepnych rozdziatach pracy. Najwyrazniejsze réznice pomi¢dzy
czasteczkami DNA w kompleksach d(CGCGCG),-Spm**~Mn?** i d(CGCGCG),-Spm**—zn?*
widoczne sg w parametrach x- i y-displacement, tip i inclination (Lu & Olson, 2003). Wartosci te
ro6znig si¢ dla kolejnych par nukleotydow i przejawiajg si¢ szczegdlnie dla pierwszej, sSrodkowej 1
ostatniej pary w obu kompleksach. Dla pary 3 (Srodkowej; C3G4-C9G10), wartosci parametru
inclination () wynosza 29,64° dla d(CGCGCG),-Spm**—~Mn?* i 63,77° dla d(CGCGCG),—
Spm**-Zn*". Szeroko$¢ matej bruzdy (obliczona wg Stofer & Lavery, 1994 i El Hassan &
Calladine, 1998; tj. po odjeciu 5,8 A od promienia dwdch grup fosforanowych) dla pary 3 w
strukturze d(CGCGCG),—Spm**—~Mn?* jest o 1,2 A wezsza w poréwnaniu z ta samg parg W
kompleksie d(CGCGCG),~Spm**~Zn** (8,5 A). Ponadto w odniesieniu do $rodkowej pary,
obserwowane s odmienne wartosci parametru x—displacement pomiedzy kompleksami z Mn?" i
Zn**. Warto$ci te wynosza —26,29 A (struktura z Mn?*) i 11,88 A (struktura z Zn*").

67



Mn”*
Rys. 29. Kompleksy d(CGCGCG),~Spm**-Mn?* (zielony) i d(CGCGCG),—Spm**-zZn?*
(pomaranczowy) przedstawione w ich wspolnym uktadzie wspotrzednych. Wyraznie widoczne
jest odmienne potozenie sperminy®”.

Pary zasad C3-G10 i G4-C9 sg znaczaco wygiete (ang. buckled), jak wskazuja na to
relatywnie duze warto$ci kata x (buckle) pomiedzy zasadami cytozyna i guaning. Dla kompleksu
d(CGCGCG),~Spm**—Zn** para zasad C3-G10 ma « = 10,88°, a para G4-C9 ma x = —9,98°. Dla
tych samych par zasad w kompleksie d(CGCGCG),~Spm*~Mn** wartosci x sa mniejsze i
wynoszg odpowiednio 5,26° 1 —8,23°. Paramert ZpH (opisujacy przesunigcia atomoéw fosforu
sgsiednich par zasad od plaszczyzny Xy ukladu odniesienia wyznaczonego dla tych par) dla pary
3 struktury d(CGCGCG)~Spm**~zZn** wynosi 3,91 A dla [C3(1)G4(1)-C9G10] i 3,77 A dla
[C3(INGA(I1)-C9G10] (Lu & Olson, 2003). Wartosci te dla pary 3 w konformacji | i Il
kompleksu d(CGCGCG),-Spm**~Zn**" sa znaczaco rézne od wartosci ZpH dla tej samej pary 3
w strukturze z kationem Mn?* wynoszacej 0,50 A. Laficuch DNA kompleksu d(CGCGCG),—
Spm**—Zn*" wykazuje podwdjne konformacje dla nukleotydéw C1-G2, C3-G4, C7 i G12, ktdre

sg wyraznie widoczne na mapie gestosci elektronowej (Rys. 30-32).
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Rys. 30. Fragment dupleksu Z-DNA w kompleksie d(CGCGCG),-Spm**~Zn** pomiedzy
nukleotydami G2-G4 majacy podwojng konformacje szkieletu cukrowo—fosforanowego (I —
zielony, 1l — pomaranczowy). Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc, kontur 2,0c.

Konformacje I i II nukleotydu C3 maja odpowiednio wartosci kata pseudorotacji (P) 127,49°
(C1"-exo0) i 170,52° (C2’-endo). Roznice w pofaldowaniu pierScienia cukru obserwowane sg
rowniez dla G12, gdzie konformacja I ma warto$¢ P = 193,85° (C3'-ex0), a konformacja Il ma

warto$¢ P = 26,34° (C3’-endo) (Rys. 31).

Rys. 31. Podwojna konformacja pierscienia deoksyrybozy nukleotydu G12 (I — zielony, Il —
pomaranczowy). Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc, kontur 1,5c.
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© 05’ (1)

A
Rys. 32. Podwadjna konformacja grupy 5'-OH nukleotydu C7 (I — zielony, 1l — pomaranczowy).
Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc, kontur 1c.

Grupa hydroksylowa na koncu 5’ nukleotydu C7 zostata takze wymodelowana w dwoch
pozycjach [/(1) = 51,0° A«Il) = -73,2°] (Rys. 32). Co ciekawe, zadne podwojne konformacje
DNA nie pojawiaja sic na mapie gestosci elektronowej w strukturze d(CGCGCG),—Spm**—
Mn®*. Formalnie konformacja cukru nukleotydu G2 w obu strukturach jest inna: C3’-endo
[kompleks d(CGCGCG),~Spm**~Mn?*] i C4'-exo [kompleks d(CGCGCG),—Spm**~zZn*], to
jednak katy pseudorotacji sg podobne i wynosza odpowiednio 31,12° oraz 37,67°. W przypadku
obu komplekséw deoksyryboza na koncu 3’ przyjmuje konformacje C3'-endo, nie zachowujac
naprzemiennos$ci C2'-endo/C3’-endo dla nukleotyddéw pirymidyna/puryna typowej dla struktur
Z-DNA. Zjawisko to zostalo uprzednio opisane i wytlumaczone w literaturze jako efekt 3'-
terminalnego nukleotydu guanozyny (Gessner i in., 1989; Harper i in., 1998). Obecnos¢
nietypowych konformacji cukru (takich jak C1’-exo, C3'-ex0, C4’-ex0) demonstruje plastycznosc
szkieletu cukrowo—fosforanowego Z-DNA w prezentowanej w tej pracy strukturze
d(CGCGCG),-Spm**—Zn?*. Takie konformacje znajdowane sa w kompleksach B/Z-DNA-
biatko i Z/Z-DNA-biatko w kluczowych miejscach interakcji DNA-biatko (Ha i in., 2003; de
Rosa i in., 2010). Ponadto tego typu konformacje cukru sg czesto skorelowane z wysoka
warto$cig parametru buckle (Eichman i in., 1999), co réwniez zostalo zademonstrowane na
przykladzie kompleksu d(CGCGCG),—Spm**-zn*.

Grupy fosforanowe w dupleksach Z-DNA moga przybiera¢ jedng z dwoch konformacji
Z, i Zy (Rys. 19 i 20, Tabela 6), ktore sg niezalezne od sekwencji (Harper i in., 1998,
Thiyagarajan i in., 2005). Zasugerowano, ze konformacja Z, jest glownie zwigzana z

oddziatywaniami grup fosforanowych z akwakompleksami Mg?" (Gessner i in., 1989).
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Wystepowanie konformacji Zj, zostato takze opisane dla kompleksu Z-DNA-spermina** (Egli i
in., 1991; Bancroft i in., 1994). W przedstawianych w tej pracy strukturach, konformacje Z
mozna przypisa¢ grupie fosforanowej migdzy nukleotydami G4-C5 w obu kompleksach;
d(CGCGCG),~Spm**—Mn?* (¢ = 62,6 i d(CGCGCG),~Spm**~zZn*" (¢ = 77,4°). Podobnie do
innych struktur Z-DNA, w ktérych akwakompleks metalu koordynuje do N7_G6, jedna z
czasteczek wody ze sfery koordynacyjnej tworzy wigzanie wodorowe z atomem tlenu z grupy
fosforanowej migdzy nukleotydami G4—CS5, stabilizujac tym samym konformacje¢ Z;;. Obecnos¢
konformacji Z;; mozna stwierdzi¢ takze dla grupy fosforanowej miedzy nukleotydami G10-C11
(¢ = 69,8 z d(CGCGCG),~Spm**~Zn®" i moze by¢ ona wiazana z oddziatywaniem czasteczki
wody o numerze 233 (Woda233) ze sfery koordynacyjnej kationu Zn?*(2). Katy torsyjne
szkieletu cukrowo—fosforanowego majacego dwie konformacje dla grup fosforanowych
nukleotydow G2 1 G4 sg typowe dla sekwencji pirymidyna/puryna dla formy Z-DNA (Svozil i
in., 2008; Rys. 30). Z drugiej strony widoczne sa roznice w wartosciach katow « 1 y dla
konformacji G2(1) oraz G2(II) w kompleksie d(CGCGCG),—Spm*'~Zn?*. Katy te wynosza
odpowiednio « = 70,3° i 52,6° oraz y = —179,7° i 172,3°. Katy a i S nukleotydu C5 w
kompleksach z Mn?* i Zn?* zawarte sa w przedziale przypisanym konformacji Z;; i wynosza
odpowiednio « = 168,0° i 173,3° oraz £ = 170,1° i 146,1°. Przedstawione tu wyniki dla
komplekséw  d(CGCGCG),~Spm**-Mn?* i  d(CGCGCG)-Spm**-Zn**  potwierdzaja
wczesniejsze wnioski, ze akwakompleksy metali wplywaja na mozliwos¢ wystgpowania form

Z,/Z,, oraz na ich lokalizacje w strukturach Z-DNA (Schneider i in., 1992).

V.1.3 Koordynacja kationdw metali

Krysztaly d(CGCGCG),—Spm*" zostaly z powodzeniem nasaczone kationami Mn®' i
zZn?* (Rys. 28 1 33). Jony te koordynuja preferencyjnie do atomoéw N7 guaniny, jak to wczesniej
zademonstrowano dla struktur Z-DNA z kationami metali przejsciowych (Cu®* i Co*"; Kagawa i
in., 1991; Gao i in., 1993). Mn®* oddzialuje z G6 poprzez bezposrednia koordynacje do atomu
N7 w odlegtosci 2,257(3) A (Tabela 24). Jon Mn®" ma oktaedryczng sfer¢ koordynacyjng, w
ktorej pozostate miejsca ligandow sa zajete przez czasteczki wody (Rys. 33A). Jednakze trzy z
pieciu czasteczek wody koordynowanych przez Mn?** wykazuja nieuporzadkowanie i zostaty
wymodelowane w dwoéch alternatywnych pozycjach. W tym kontekscie, sfera koordynacyjna
woko6t jonu Mn?®* rozpatrywana byta jako skladajaca si¢ z dwoch czesciowo obsadzonych
oktaedréw (Tabela 24).
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Tabela 24. Geometria sfer koordynacyjnych (A, °) kationdbw metali w strukturach
d(CGCGCG),~Spm**~Mn?* oraz d(CGCGCG),-Spm**~Zn*". Odchylenia standardowe podane

sg w nawiasach.

Odlegtos¢ Katy

Woda250b  1,946(34)

Woda203a 2,075(12) 148(1)

Woda252  2,138(3) 119(1) 92,2(3)

Woda251  2,158(4) 85(1) 92,4(4)  85,0(2)

Woda2l6a 2,186(4) 52(1) 96,9(3) 169,02) 88,4(2)

Woda250a  2,207(4) 28(1) 174,3(3) 92,3(2) 91,5(2) 79,1(2)

Woda21l6b 2,255(27) 79(1) 69,7(7) 161,9(6) 954(7) 27,9(6) 105,8(6)

N7_G6 2,257(3) 93(1) 91,6(4) 93,8(2) 1759(2) 92,2(2) 84,6(1) 87,0(7)

Woda203b  2,310(20) 155(1) 8,4(8) 85,7(6) 97,0(6) 103,9(6) 171,0(6) 76,3(9) 87,0(6)
Mn** Woda250b Woda203a Woda252 Woda251 Woda216a Woda250a Woda216b N7(G6)

Odlegtosc¢ Katy

Woda205  2,097(6)

Woda234  2,110(6)  178,1(3)

N7_G6 2,112(6)  92,9(2)  86,2(2)

Woda235  2,113(9)  90,4(4)  90,5(4) 176,3(4)

Woda201  2,116(6)  87,1(3) 91,3(3) 90,2(2)  88:2(4)

Woda210  2,140(8)  93,3(3) 884(3) 922(3) 89,3(4) 177,5(3)
Zn’*(1) Woda205 Woda234 N7(G6) Woda235 Woda201

Odlegtos¢ Katy

Woda233  1,944(5)

N7_G10  1,990(6) 111,0(3)

N7_G12"  2,032(5) 100,7(2) 109,7(3)

Cr 2,209(2)  110,2(2) 112,9(2) 111,7(2)
Zn**(2)  Woda233 N7(G10) N7(G12")

Pierwszy oktaedr (a) zawiera czasteczki wody majace wigksze obsadzenie (0,78, 0,77 i
0,52). Wigzania koordynacyjne utworzone pomig¢dzy kationem Mn?*, a piecioma czasteczkami
wody w oktaedrze a maja dtugosci od 2,075(12) do 2,207(4) A, natomiast katy N7-Mn**—H,0
wartosci od 84,6(1) do 93,8(2)°. Dla drugiego oktaedru (b; mniejsze obsadzenie) dlugo$¢ wigzan
Mn%**-H,0O miesci sie w przedziale od 1,946(34) do 2,310(20) A, a katy N7-Mn**-H,0 od
87,0(7) do 93,8(2)°. Kat N7-Mn**~Woda251 jest jednakowy dla obu oktaedréw i wynosi
175,9(2)°. W sferze hydratacyjnej kationu Mn?* wystepuja oddzialywania wodorowe z udzialem
atoméw OP1 C5, 06 _G6 i 06 _G12' (3/2-x, 1-y, z+1/2) z czasteczki symetrycznie
réwnowaznej. Nalezy zaznaczy¢, ze w trakcie analizy kontaktow migdzyczasteczkowych w sieci
krystalicznej kompleksow d(CGCGCG),—Spm**~Mn?* i d(CGCGCG),~Spm**~Zn?* zauwazono
btedy dotyczace nieprawidtowych kodéw symetrii podawanych przez dwa powszechnie
wykorzystywane programy do struktury wizualizacji biatek i kwaséw nukleinowych (Coot i

PyMol). Z tych wzgledow wygenerowane kody symetrii byty weryfikowane manualnie.
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Rys. 33. Oktaedryczne sfery koordynacyjne komplekséw (A) Mn®* (fiolet) i (B) Zn**(1) (szary)
przy nukleotydzie G6. Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc ma kontur odpowiednio 1o i 2.5c.
Oktaedry zaznaczone sa przerywang linig (dwa alternatywne oktaedry dla kompleksu z Mn?**
pokazane sa jako czerwony/niebieski). (C) Tetraedryczna sfera koordynacyjna kationu Zn?*(2)

(szary). Mapa 2Fo—Fc, kontur 2,0c.
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Atom N7_G6 jest takze preferowanym miejscem koordynacji dla kationu Zn®*(1) (Rys.
33B). Dlugoéci wiazah miedzy Zn®'(1), a jego sze$cioma ligandami (oktaedr; N7 i pie¢
czasteczek wody) sa podobne i mieszcza sic w waskim przedziale od 2,110(6) do 2,140(8) A
(Tabela 24). Wiazanie Zn**(1)-N7 jest krotsze [2,112(6) A] niz odpowiadajace mu wiazanie dla
Mn**. Katy dla oktaedru Zn®*(1) zawieraja sic w przedziatach 86,2(3) — 93,3(9)° i 176,9(7) —
178,1(7)°. Sfera koordynacyjna kationu Zn*(1), bez czasteczek wody w alternatywnych
pozycjach, jest w petni uporzadkowana i w poréwnaniu z Mn®* bardziej przypomina regularny
oktaedr. Poza wiazaniami wodorowymi z atomami OP1_C5, O6_G6 i 06 _G12', w sferze
hydratacyjnej Zn**(1) zaobserwowano takze oddziatywania czasteczek wody z atomami OP2_C5
[ N4_C1i. Oddzialywan takich nie stwierdzono w sferze koordynacyjnej Mn?*, co moze
wyjasniac jej bardziej nieuporzadkowany charakter.

Drugi kation cynku, Zn%**(2), jest koordynowany jednoczesnie przez atomy N7 _G10 i
N7_G12" (x+1/2, 3/2—-y, 1-z) z symetrycznie rownowaznej czasteczki, a dlugos$ci wigzan
Zn**(2)-N7 wynosza odpowiednio 1,990(6) i 2,032(5) A (Tabela 24, Rys. 33C). Woda233 i jon
CI" uzupetniajg tetraedryczng sfere koordynacyjna Zn2+(2). Dhlugos¢ wigzania Zn2+(2)—Cl_
[2,209(2) A] jest tylko nieznacznie krétsza od dhugosci Zn?*~CI” (2,27 A) dla krysztatu 3-ZnCl,
(Brehler, 1961). Woda233 tworzy takze wigzania wodorowe z atomami O6_G10 1 O6_G12“, a
odlegtoéci O'*O wynosza odpowiednio 3,322(7) i 2,656(6) A. Woda233 mostkuje donorowe
atomy 06 w kompleksie G10-Zn?*(2)-G12". Katy w sferze koordynacyjnej Zn?'(2) zawarte sa
w przedziale od 100,7(2) do 112,9(9)°. Odleglos¢ pomigdzy dwoma atomami N7 w tej sferze
koordynacyjnej wynosi 3,289(6) A.

Bliskie odlegtosci pomigdzy kationami metali sg stosunkowo czeste w strukturach Z-
DNA (Harper i in., 1998). Dwa jony Zn* w kompleksie d(CGCGCG),—Spm**~Zn®* sg odlegte
od siebie 0 6,307(7) A. Takie rozmieszczenie kationdw Zn®* umozliwia atomowi 06 G12"
przyjecie roli zwornika dla utworzenia mostka wodorowego pomiedzy czasteczkami wody 201 i

233, nalezacymi do sfer hydratacyjnych kationdw Zn?*(1) i Zn*(2).

V.1.4 Oddzialywania kationu sperminy** z dupleksem d(CGCGCG),

Czasteczka sperminy (Spm) istnieje w catkowicie sprotonowanej formie (Spm4+) w
szerokim zakresie wartoSci pH i w takiej formie powinna by¢ rozpatrywana jako obiekt
oddziatywan z innymi bioczasteczkami. Pomimo to, kation sperminy** zostat wymieniony tylko
w czterech strukturach zdeponowanych w bazie PDB (1se6, 1y0q, 1mg9 i 1kgk), w

przeciwienstwie do 101 struktur, w ktorych jako ligand zostala zdeponowana nierealistyczna
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niesprotonowana forma ligandu Spm. Dtugo$¢ wigzan i wartosci katoéw walencyjnych dla Spm 1
Spm** réznia si¢ do§é istotnie, a roznica ta jest szczegdlnie wazna w przypadku wysokokiej
rozdzielczosci.

Chociaz sposob upakowania czasteczek Z-DNA w obu kompleksach d(CGCGCG),—
Spm**-Mn?* i d(CGCGCG),—Spm**—Zn?* jest typu A, to w kazdym z tych kompleksow
pojedyncza czasteczka sperminy®” przybiera rozna pozycje w stosunku do kwasu nukleinowego.
Schemat oddziatywan sperminy** z dupleksami Z-DNA w kompleksie z Mn** jest podobny do
opisanego dla struktur Z-DNA majacych typ upakowania A. Cala czasteczka sperminy®” w
kompleksie d(CGCGCG),—Spm**—Mn?" jest wyraznie widoczna na mapie gestosci elektronowej,
co jest rzadko spotykane nawet w przypadku wysokorozdzielczych struktur Z-DNA (Rys. 34).

G6’<

Rys. 34. Kation sperminy** w strukturze kompleksu d(CGCGCG),—Spm**~Mn?*. Konformer
Spm4+ 0 mniejszym obsadzeniu oznaczony jest na pomaranczowo. Mapa gestosci elektronowej
2Fo—Fc, kontur lc.

Atom C8 kationu Spm** zostat wymodelowany w dwoch pozycjach majacych obsadzenia 0,52 i
0,48. Terminalne atomy C13 i N14 wystepuja w podwdjnej konformacji z obsadzeniem 0,78 1
0,22. Sposob oddziatywan czasteczki Spm** z DNA w kompleksie z d(CGCGCG),—Spm**—
Mn?*, a takze jej katy torsyjne, zostaty przedstawione w Tabeli 25.

Kwestia konformacji tetrakationu sperminy wymaga specjalnej uwagi. W kompleksie z

Mn*, glowny konformer (I) ma generalnic wigkszos¢ katow torsyjnych bliskich 180° (trans).
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Orientacje gauche majg wigzania C6-C7 (-67,76°) i C12-C13 (62,18°). Dla konformacji Il

wigzanie C13-N14 ma orientacj¢ gauche (—76,30°), podczas gdy fragment N5-C6-C7-C8(11)—

C9-N10 zostal wymodelowany z dwoma zaskakujgcymi warto$ciami katow torsyjnych: —

107,55° (C6-C7) i —120,77° [C8(II)—C9]. Liczne proby sprowadzenia tych katéw torsyjnych do

standardowych zakresow naprzeciwleglych zakonczyly si¢ niepowodzeniem, a najlepszym

odzwierciedleniem mapy gestosci elektronowej byt model przedstawiony na Rys. 34 i w Tabeli

25. Mozna, zatem przypuszczaé, ze pewna frakcja czgsteczek Spm4+ w krysztale przybrata

niekorzystng konformacje, prowadzacg w konsekwencji do nieuporzadkowania.

Tabela 25. Oddziatywania i katy torsyjne (°) kationu sperminy** w kompleksie d(CGCGCG),—
Spm**~Mn?*. Odchylenia standardowe podane sa w nawiasach. Odleglo$ci podano w A.

Atom sperminy™**

N1 N5 N10 N14(1) N14(11)
Wigzanie 1o joge | WIAZANE g1 otoge | WIBZANE ooy ce | Wiazanie o o ge | Wiazanie o g g
wodorowe wodorowe wodorowe wodorowe wodorowe

_ iv
OP1_G6 2926(5) | OP2_C5  2,729(5) | N7_G8"  2,821(7) (N)g—gjw gg;ggg; OP2_G6"  3,022(20)
OP2_C9" 2,854(5) | Wodalll ~ 2,825(6) | Wodall2(l) 3,166(7) | v 574 2’863(5) Wodal26  2,843(8)
Woda207 ~ 2,741(5) | Woda214 ~ 3,061(7) | Wodal23  2,779(7) | \ycuo5es 2.867(5) Woda246  3,207(8)
Katy torsyjne
N1-C2-C3-C4 175,8(5)
C2-C3-C4-N5 -75,2(6)
C3-C4-N5-C6 -175,0(5)
C4-N5-C6-C7 -167,7(6)
N5 - C6 - C7 - C8(1)/N5 - C6 - C7 - C8(1I) -67(1)/-107(2)
C6-C7-C8(l)-Ca/C6 - C7 - C8(Il) - C9 -167(1)/161(2)

C7 - C8(I)- C9 - N10/C7 - C8(1l) - C9 - N10
C8(l) - C9 - N10 - C11/C8(11) - C9 - N10 - C11

C9-N10-C11-C12

N10 - C11 - C12 - C13(I)/N10 - C11 - C12 - C13(11)
C11 - C12 - C13(1) - N14(1)/C11 - C12 - C13(11) - N14(I1)

-162(1)/-120(3)
171(1)/-161(2)

-179,0(10)
166(3)/-178(2)
62(4)/-76(2)

(X, y-1/2, 1/2-2)
Y (1-x, y-1/2, 1/2-2)

Ogolna jako$¢ mapy gestosci elektronowej dla kompleksu d(CGCGCG),—Spm**-zn®*

pozwolita na wymodelowanie kationu Spm** w otoczeniu duplekséw Z-DNA (Rys. 35).

Jednakze dla fragmentu C8—C13 kationu sperminy®*, jako$¢ mapy gestosci elektronowej jest

gorsza niz dla struktury d(CGCGCG),-Spm**—Mn**, szczeg6lnie w obszarze atoméw C8 i C12—

C13.
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\‘ c3”

Rys. 35. Kation sperminy** w strukturze kompleksu d(CGCGCG),—Spm*—Zn®*. Mapa gestosci
elektronowej 2Fo—Fc, kontur 1c.

Interesujacym faktem zaobserwowanym dla kompleksu d(CGCGCG),—Spm**-Zn®* jest to, ze
Spermina4+ zaangazowana jest w wigzania wodorowe tylko z grupami fosforanowymi trzech
dupleksow Z-DNA (Rys. 35). Dwie grupy fosforanowe dwoch sasiadujacych ze sobg dupleksow
OP2_C9 [2,801(10) A] i OP1_G6' (1-x, y+1/2, 3/2-z) [2,971(11) A] sa stabilizowane
wigzaniami wodorowymi z atomem Nl_Spm4+. Dwa dodatkowe wigzania wodorowe N1--O sg
utworzone migdzy N1_Spm™, a czasteczkami wody 214 [2,770(12) A] i 228 [3,161(15) A]. Z
kolei atom N5_Spm™** tworzy wiazania wodorowe z wodami 219 [2,816(10) A], 229 [2,780(9)
Al i 231 [2,984(12) A]. Atom N10_Spm* jest zaangazowany w oddzialywania z
OP2(1)_G2/0P2(I1)_G2" (1/2—x, -y, z+3/2) [2,744(12)/3,268(12) A] oraz z OP2_C3"' [3,052(9)
A]. Dlugo$¢ wiazania wodorowego Woda238-N14_Spm*" wynosi 2,29(6) A.

V.1.5 Hydratacja

Kompleksy Mn?* i Zn®** opisywane w tej pracy wykazuja podobienstwo do innych
wysokorozdzielczych struktur Z-DNA pod wzgledem architektury sfery hydratacyjnej, ktora
zawiera rozbudowang sie¢ wigzan wodorowych stabilizujacych czasteczki DNA 1 ich

upakowanie w krysztale. Cz¢$¢ asymetryczna komorki elementarnej zawiera 88 i 77 czasteczek

77



wody odpowiednio dla struktury d(CGCGCG),-Spm**~Mn** i d(CGCGCG),~Spm**—zn?*,
Catkowity wspotczynnik obsadzenia maja 32 czasteczki wody w kompleksie z Mn?* i 38 w
kompleksie z Zn®*. Duza liczba czasteczek wody ma cze$ciowe obsadzenie i sa one czesto
usytulowane w poblizu nieuporzadkowanych pozycji DNA (kompleks Zn®"). Liczba bliskich par
czasteczek wody (odleglosé < 2,3 A) wynosi 21 dla struktury z Mn** i cztery z Zn®*. Suma
wszystkich obsadzen czasteczek wody w czesci asymetrycznej wynosi 77,5 1 62,1 odpowiednio
dla kompleksu d(CGCGCG)—Spm*~Mn?* i d(CGCGCG),-Spm**~Zn**, co moze by¢é
porownane z wartoscig (suma obsadzen) 78,6 czasteczek wody w czesci asymetrycznej struktury
3p4j rozwigzanej z rozdzielczoscig 0,55 A, ktéra ma tg samg komoérke elementarng (Brzezinski i
in., 2011). Ten rezultat ilustruje znany fakt, ze atomowa interpretacja hydratacji w krysztach

biomakromolekut poprawia si¢ wraz z rozdzielczoscia.

Rys. 36. Hydratacja matej bruzdy DNA kompleksu d(CGCGCG),—Spm**—Mn?*. Mapa gestosci
elektronowej 2Fo—Fc, kontur 1c.

Pewne charakterystyczne cechy lokalizacji czasteczek H,O w krysztatach Z-DNA takie

jak (i) mostkowanie grupy egzoaminowej guaniny z atomami tlenu grup fosforanowych, (ii)

wigzania wodorowe z grupami fosforanowymi, (iii) brak czgsteczek wody oddzialujacych z
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atomami N3 G oraz (iv) dwie czasteczki wody tworzace wigzania wodorowe z atomami O6
guanin obserwowane sa w obu strukturach. Jednakze brak ciaglosci w systemie wigzan
wodorowych miedzy czasteczkami H,O, a atomami O2 cytozyny jest widoczny dla par zasad
C5-G8 i C7-G6 w strukturze d(CGCGCG),—~Spm**~Mn?* oraz dla C1-G12, C6-G7 i C11-G2 w
d(CGCGCG),~Spm**-Zn*" (Rys. 36 i 37). Ponadto jedna czasteczka wody w kazdej strukturze
jest usytuowana pomiedzy dwoma guaninami z przeciwnych tancuchow DNA:
06_G2---Wo0da210--06_G10 (kompleks z Mn®") i O6_G4--Woda233--06_G8 (kompleks z
Zn2+). w obu strukturach znaleziono oddzialywanie wodorowe typu
04'_G6-"Woda-*N1_Spm™*.

Rys. 37. Hydratacja matej bruzdy DNA dla kompleksu d(CGCGCG),—Spm**~Zn?*. Mapa
gestosci elektronowej 2Fo—Fc, kontur 1o.

Dla kompleksu z kationami Zn®*, poza dwoma dominujacymi pikami dla Zn**(1) i
Zn2+(2), na réznicowej mapie anomalnej zaobserwowano takze trzeci pik (~6,2c), ktory
pokrywat si¢ z mapg gestosci elektronowej w poblizu atomu N7 _G4. Jednakze, dodatkowy jon

Zn?* wstawiony w tej pozycji udoktadnit si¢ z obsadzeniem ponizej 0,20. Dlatego tez pik zostat
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przypisany czasteczce wody z obsadzeniem 1,0. Jednakze, krotka odlegltos¢ Woda232---N7_G4

[2,16(1) A] sugeruje, Ze obecno$¢ czateczki wody w tym miejscu jest watpliwa.

V.1.6 Upakowanie w sieci krystalicznej

W krysztatach lewoskretnych dupleksow Z-DNA o symetrii P2,2,2; zidentyfikowano
dwa rdézne sposoby upakowania, oznaczone jako A i B (Brzezinski i in., 2011). Wystepowanie
danego typu upakowania nie jest w pelni skorelowane z obecno$cia czasteczki sperminy®* lub
jonéw metalu. Roznica pomiedzy tymi dwoma nicizomorficznymi sposobami upakowania jest
konsekwencja miedzyczasteczkowych oddziatywan dupleksow Z-DNA usytuowanych (z
réznym przesuni¢ciem i rotacjg) wzdhuz osi z. Oba prezentowane tutaj kompleksy majg typ
upakowania A. Jednakze system wiazan wodorowych w uktadzie spermina*‘/helisy Z-DNA jest

w obu kompleksach zasadniczo odmienny (Rys. 29, 34 i 35).

V.1.7 Dyskusja wynikéw dla komplekséw d(CGCGCG),—~Spm**~Mn?*

oraz d(CGCGCG),-Spm**-Zn*

W niniejszej pracy zaprezentowano nowe, dotychczas nie opisane w literaturze struktury
komplekséw d(CGCGCG),-Spm*—Mn** i d(CGCGCG),~Spm*~Zn?*. Rezultaty te maja
szczegblne znaczenie, poniewaz tylko niewielka liczba kompleksow Z-DNA—Kkation metalu
przejSciowego zostata zdeponowana w PDB czy NDB. Struktury obu komplekséw majq
najwyzszg rozdzielczo$¢ i jako$¢ udoktadnianych parametrow sposrod wszystkich tego typy
ukladow w PDB. Zastosowanie pelnomacierzowego udokladniania metoda najmniejszych
kwadratow, dostarczylo wielu precyzyjnych danych strukturalnych wraz z odchyleniami
standardowymi. Dupleksy Z-DNA komplekséw d(CGCGCG),-Spm**~Mn*" i d(CGCGCG),—
Spm**-Zn** maja ogodlna budowe podobna do wezesniej opisywanych w literaturze helis Z-DNA
(por.: Egli i in., 1991; Schneider i in., 1992; Ho & Mooers, 1997; Harper i in., 1998; Brzezinski i
in., 2011). Jednakze, pomimo dowodow $wiadczacych o wysokiej regularnosci i stabilnosci
(sztywnosci) helis Z-DNA w uktadach bez kationow metali dwuwartosciowych (Brzezinski i in.,
2011), elastyczno$¢ szkieletu cukrowo—fosforanowego obserwowana dla kompleksu
d(CGCGCG),~Spm**-Zn** sugeruje, ze zmiany $rodowiska jonowego (sily jonowej, typu
kationu metalu i pH) woko6t Z-DNA maja znaczacy wplyw na labilno$¢ konformacyjng DNA, a
takze pozycje i sposéb oddziatywan polikationu sperminy** z dupleksami DNA. W kompleksie z
kationami cynku tancuch DNA jest destabilizowany do takiego stopnia, ze przyjmuje w kilku

fragmentach podwdjne konformacje. W tym kontekScie interesujace jest, ze pomimo
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wieloletnich badan krystalograficznych struktury duplekséw Z-DNA o0 sekwencji d(CGCGCG),,
wyniki kolejnych eksperymentow krystalograficznych, szczeg6lnie wysokorozdzielczych, wciaz
ujawniajg nowe wczesniej nicobserwowane szczegdly budowy Z-DNA. Dla wiekszosci struktur
d(CGCGCQG),, konformacja Z;, jest obecna dla tej samej pozycji G4-C5 (Harper i in., 1998),
chociaz w kilku przypadkach byla obserwowana dla pozycji 2-3, 89 lub 10-11. Dla
omawianego kompleksu d(CGCGCG),~Spm**~Zn** konformacja Z, zostala przypisana dla
typowej pozycji G4-C5 i rzadziej spotykanej, G10—-C11. Podwojne konformacje (I i II) tfancucha
DNA w kompleksie z Zn** zachowuja forme Z, dla obu wariantéw. Jest to odmienna sytuacja w
poréwnaniu z innymi strukturami majacymi nieuporzadkowany tancuch DNA, gdzie
stwierdzono wystepowanie konformacji Z; i Zy, dla alternatywnych pozycji grup fosforanowych
(Wang i in., 1981; Harper i in., 1998; Bharanidharan i in., 2007).

Kationy [Mg(H20),]** i [Mn(H20),]** w kompleksach z Z-DNA maja podobne dhugosci
wigzah metal”—H,0 i metal*~N7_G w swoich oktaedrycznych sferach koordynacyjnych.
Dhugosci wigzan Mn?*—H;0, wynoszace od 1,946(34) do 2,310(20) A, zawieraja sic w
podobnym przedziale jak w przypadku jonéw [Mg(H,0).]** (1,99-2,29 A). Dla struktur Z-DNA
z kationami [Mg(H,0).]**, czasteczka wody z najdluzszym wiazaniem Mg?*—H,0O tworzy
wigzanie wodorowe z atomem OP1_5 (Gessner i in., 1989). Dla dyskutowanego tutaj kompleksu
d(CGCGCG),~Spm**-Mn?*  sytuacja jest dokladnie odwrotna. Oktaedryczne —sfery
koordynacyjne Mn®" i Zn?*(1) roznia sie miedzy soba z powodu alternatywnych pozycji trzech
czasteczek wody wokot jonu Mn?*. Woda210 ze sfery hydratacyjnej jonu Zn®*(1) tworzy
dodatkowe wigzanie wodorowe z atomem OP2 C5, w przeciwienstwie do sfery hydratacyjnej
Mn%, w ktorej to atom OP2_CS5 jest zaangazowany w wigzanie wodorowe do atomu N5_Spm4+.
Ta roznica w tworzeniu wiagzania wodorowego z czasteczka H,O lub spermina® jest
skorelowana z warto$ciami katow £ tancucha DNA dla nukleotydu C5 wynoszacymi 170,1° dla
kompleksu d(CGCGCG),—Spm**~Mn** oraz 146,6° dla d(CGCGCG),—Spm**-zn*".

Poza dupleksem d(CGCGCG), badanym w tej pracy, jony Mn** zostaty takze
zlokalizowane w czterech strukturach 5'-d(CACGCG)-3'-d(CGCGTG) (Z-DNA) majacych
grupy przestrzenne C222; (jedna), P65 (jedna) i P2; (dwie). Struktury te, o kodach PDB: 4dwy,
4dy8, 3g2r i 3fq5, zostaly rozwiazane odpowiednio z rozdzielczoscia 1,61, 1,76, 2,15 1 2,80 A
(Mandal i in., 2012). W strukturach 3g2r, 3fg5 i 4dwy kation Mn?* koordynowany jest przez
dwie zasady azotowe, a w 4dy8 jon Mn?** wykazuje nieuporzadkowanie i zostal wymodelowany
w dwoch pozycjach. Oktaedryczna sfera koordynacyjna moze by¢ przypisana tylko kationowi

Mn®*(1) w strukturze 4dwy.
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Tabela 26. Sfery koordynacyjne w kompleksach Z-DNA-Mn?*. Atomy pochodzace z
symetrycznie rownowaznych czasteczek sa oznaczone gwiazda (*).

Odlegltosc¢

Kod PDB  Rozdzielczo$é (A) (OF/i) Kation  Obsadzenie (Bisz") Ligand A)

Ta praca 0,75 709  Mn” 1,00 1,89% N7 _G6 2,257
Woda203a 2,075
Woda203b 2,310
Woda216a 2,186
Woda216b 2,255
Woda250a 2,207
Woda250b 1,946
Woda251 2,158
Woda252 2,138

3fg5 2,80 16,70 Mn**(1) 1,00 22,30 N7_A2 2,47
N7_G10 2,41

OP1 T11* 2,30

Woda 2,23

Mn*(2) 1,00 37,91 N7_G4 2,21

N7_G6* 2,57
06_G6* 3,18

Woda 2,23

3g2r 2,15 26,90 Mn* 0,25 3516 06 _G2 2,44
06_G2* 2,44

04 T3 3,47

04 T3* 3,41

Woda 2,74

Woda* 2,78

4dwy 1,61 20,30  Mn*(1) 1,00 12,88  N7_A2 2,36
N7_G4 2,28

OP1 T11* 2,09

Woda 2,23

Woda 2,29

Woda 2,30

Mn*(2) 0,70 20,17 N7_G4 2,45

06 G4 2,47

N7_G12* 2,31

Woda 2,12

Woda 2,27

Woda 2,40

4dy8 1,76 22,70 Mn*(a) 0,65 24,81 06_G4 2,74
' N7_G4 2,94

Mn** (b) 0,35 26,77 06 _G16 2,57

N7 _G16 3,04

(a) Beq

Dhugos¢ wigzania Mn**—ligand jest generalnie wicksza dla wcze$niej opisanych kompleksow Z-
DNA-Mn*" w poréwnaniu z kompleksem d(CGCGCG),—Spm**~Mn?* (Tabela 26). Réznice w
sferach koordynacyjnych jonéw Mn?* dla struktur zdeponowanych w PDB przez Mandala i in, a
d(CGCGCG),~Spm**~Mn?* moga by¢ tlumaczone réznym upakowaniem w sieci krystalicznej

(Mandal 1 in., 2012). Zaobserwowano takze kilka roznic w konformacji DNA pomig¢dzy
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prezentowanym w tej pracy d(CGCGCG),-Spm**-Mn®*, a kompleksami Z-DNA-Mn?*
wczesniej zdeponowanymi w PDB. Tak jak w wigkszos$ci przypadkow struktur Z-DNA
nukleotydy w kompleksie d(CGCGCG),~Spm**~Mn?* maja konformacje cukrow C2’-endo
(pirymidyny) i C3'-endo (puryny), za wyjatkiem 3'—terminalnych nukleotyddéw guaninowych
(C2"-endo). Z drugiej jednak strony, dla wczesniejszych kompleksow Z-DNA-Mn”* katy
pseudorotacji zawierajg si¢ w szerszym zakresie i kilka nukleotydéw ma jedng z nast¢pujacych
konformacji: C1’-exo, C3'-exo0, C4'-exo, O4'-exo lub O4'-endo (Mandal i in., 2012). Konformacja
Z\, zostala zaobserwowana dla komplekséw Z-DNA-Mn?* nie tylko dla pozycji 4-5 (struktura
3fg5 i omawiany w tej pracy kompleks d(CGCGCG),—Spm*'—Mn?*"), ale takze pomiedzy
nukleotydami 8-9 i 1011, odpowiednio dla struktur 4dy8 i 4dwy. W przeciwienstwie do wyzej
opisanych komplekséw Z-DNA-Mn?*" (w ktorych brak czasteczki Spm*), gdzie jon Mn?*
oddzialuje z dwiema zasadami DNA (nier6wnocze$nie w przypadku struktury 4dyS8), dla
prezentowanego tutaj kompleksu d(CGCGCG),—Spm**—Mn?*, kation Mn®* koordynuije tylko do
jednej guaniny. Struktury 3fg5, 4dwy i 4dy8 maja duze warto$ci parametru X—displacement (—
56,8, 61,3 i —98,0 A) dla pary nukleotydéw, gdzie jon Mn?* jest ulokowany pomiedzy tymi
zasadami Z-DNA. Tak znaczacy efekt odsunigcia zasad od osi helisy nie wystepuje dla struktury
d(CGCGCG),~Spm**-Mn?*, gdzie wartoéci x—displacement sa w tym samym zakresie, co dla
wiekszosci struktur d(CGCGCG);.

Polozenie kationu sperminy”* wzdtuz tancucha DNA dla kompleksu z Zn** pozwala mu
tylko na tworzenie wigzan wodorowych z grupami fosforanowymi. Taka lokalizacja Spm**
zostala jak dotad zaobserwowana jedynie dla dupleksu d(CGTzamACG)z, ktory wykrystalizowat
w grupie przestrzennej P3,21 (Parkinson i in., 1995). Pomimo tego samego upakowania w
krysztale, warunkow krystalizacji i sposobu nasaczania, kation Spm** oddziatuje inaczej z Z-
DNA w obu opisywanych w tej pracy kompleksach z Mn?* i Zn®*. Jak dotad dla struktur Z-DNA
majacych typ upakowania A i zawierajacych tylko jedna czasteczke Spm** w czedci
asymetrycznej, nie zaobserwowano tak znacznej réznicy w potozeniu Spm** wzgledem DNA.
Chociaz zardwno d(CGCGCG),—~Spm**~Mn?* jak i d(CGCGCG),—Spm*~Zn** otrzymano z
zastosowaniem tej samej procedury nasgczania, lokalizacja Spm4+ w tych strukturach jest rozna.
Mozna zatem sadzi¢, ze zmiana polozenia jonu sperminy** w komérce elementarnej jest
wynikiem odrebnosci w fizykochemicznych wlasciwosciach danego kationu metalu. Ta hipoteza
wymaga dalszych badan z wykorzystaniem innych poliamin biogennych, kationéw metali
przejSciowych, a takze prowadzenia eksperymentu w szerszym zakresie pH i st¢zen substratow

w trakcie krystalizacji i nasgczania.
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Prezentowane w tej pracy wyniki dotyczace struktury komplekséw d(CGCGCG)—
Spm**—metal** potwierdzaja, ze dupleksy Z-DNA moga podlega¢ lokalnym zmiana
konformacyjnym, jak sugerowaly to juz poprzednio badania uktadow Z-DNA-kation metalu
bloku d (Wang i in., 1981; Eichman i in., 1999; Bharanidharam i in., 2007; Mandal i in., 2008).
Omawiane tutaj wysokorozdzielcze struktury dostarczajg waznych i doktadnych informacji o
parametrach geometrycznych charakteryzujacych koordynacje biologiczne istotnych kationéw
metali (takze w uktadach z poliaminami™) przez DNA. Tego typu eksperymenty i analiza ich
wynikow s3 etapem do rozwigzania problemow dotyczacych oddzialywan kationow
organicznych i niecorganicznych z biomakromolekutami in vivo (Fraustro da Silva & Williams,
2001).
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V.2  Wyniki badan nad kompleksem d(CGCGCG),—Put®*-K*

V.2.1 Jako$¢ wynikow

Wyznaczono strukture kompleksu d(CGCGCG),—Put**~K* udokladniona z uzyciem
danych dyfrakcyjnych o rozdzielczo$ci 0,71 A, uzyskujac koncowe R i Rfee Wynoszace
odpowiednio 9,01 i 9,43%. Wartosci r.m.s.d. (Srednie kwadratowe odchylenie) dla nukleotydow
DNA pomiedzy strukturg 3p4j (Brzezinski i in., 2011), a przedstawionym w tej rozprawie
kompleksem wynosza 0,477 A [konformacja | dla d(CGCGCG),—-Put®*~K'] i 0,388 A
[konformacja Il dla d(CGCGCG),—Put**~-K*]. Wartoéci r.m.s.d. dla nukleotydow DNA
pomiedzy strukturg d(CGCGCG),-Spm*—Mn** a kompleksem d(CGCGCG)—Put*—K*
wynosza 0,462 A [konformacja | dla d(CGCGCG),—Put**~K*] i 0,383 A [konformacja Il dla
d(CGCGCG),-Put’~K*]. Wartoéci r.m.s.d. dla nukleotydow DNA pomiedzy struktura
d(CGCGCG),~Spm**-zZn** a kompleksem d(CGCGCG)—Put®*~K* wynosza 0,612 A
(konformacja | dla obu struktur) i 0,592 A (konformacja Il dla obu struktur). Wyznaczone
odchylenia standardowe (ang. estimated standard uncertainties; e.s.u.) dla catkowicie
obsadzonych pozycji atoméw DNA dla struktury d(CGCGCG),—Put®*-K* zawarte sa w
przedziale 0,004 — 0,011A dla atoméw C, 0,004 — 0,007 A dla atoméw N, 0,003 — 0,008 A dla
atoméw O, 0,001 — 0,002 A dla atoméw P oraz 0,003 A dla kationu K.

V.2.2 Ogolna struktura i parametry helikalne

Cze$¢ asymetryczna komorki elementarnej kompleksu d(CGCGCG),—Put**-K*, o typie
upakowania A, zawiera dupleksy d(CGCGCG);, z numeracjg nukleotydow zgodng ze strukturami
tego typu wczesniej zdeponowanymi w bazie PDB. Ogolne parametry strukturalne helisy DNA z
kompleksu d(CGCGCG),—Put**—K* klasyfikuja ja do rodziny dupleksow Z-DNA. Poréwnanie
parametréow helikalnych 1 geometrii par zasad pomig¢dzy omawianym tutaj kompleksem
d(CGCGCG),—Put”-K*, a wczeéniej opisanymi jest zawarte w Tabeli 27. Podwojne
konformacje grup fosforanowych w strukturze d(CGCGCG),—Put®*~K* sa obserwowane dla
nukleotydow C3-G4, G4-C5 i C5-G6. Konformacja Z,, zostata przypisana tylko alternatywne;j
pozycji grupy fosforanowej ulokowanej pomiedzy G4(I)-C5(Il) (¢ = 64,4°). Stabilizacja
konformacji Z,; zachodzi poprzez wigzania wodorowe atoméw tlenu OP1(I) C5 i OP2(II) C5 z
czasteczkami wody. Dla pozostatych podwojnych konformacji obu wariantom potozenia grup
fosforanowych mozna przypisa¢ form¢ Z,. Szeroko$¢ matej bruzdy (obliczona wg Stofer &
Lavery, 1994; El Hassan & Calladine, 1998; tj. po odjeciu 5,8 A od promienia dwoch grup
fosforanowych) dla par nukleotydéw C3G4(1)-C9G10 i C3G4(I1)-C9G10 wynosi odpowiednio
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12,2 i 13,1 A. Pofaldowanie pierscieni deoksyrybozy jest typowe dla dupleksow Z-DNA co

ilustruje Tabela 27.

Tabela 27. Katy torsyjne cukréow 1 szkieletu cukrowo-fosforanowego dla struktury
d(CGCGCG),—Put**~K*. Odchylenia standardowe podane sa w nawiasach. Wszystkie warto$ci
numeryczne w tabeli podano w stopniach. Amplitudy pofaldowania pierscienia furanozy (tr) i
katy fazowe pseudorotacji (P) zostaly obliczone za pomocg metody Jaskoélskiego (1984).

Definicje katow torsyjnych jak w Tabeli 22.

d(CGCGCG),—Put”*—K*

C3(I) C5(1) G4(I) G6(1)
Kat| C1 Cc7 C9 C11 G2 G8 G10 G12
C3(ll)  C5(ln) G4(I)  Ge(l)
-151,0(9) 72,3(4) 72(1)
a -146,6(2) - -147,0(3) -147,8(3) 65,0(3) 62,3(3) 66,0(3) 79,1(3)
165,8(6) 58(1) 79(1)
-115,4(3) -173,6(3) -179,5(8)
B -119,4(3) - -124,7(3) -125,4(3) -171,1(2) -171,8(3) -178,9(2) -176,7(2)
160,3(3) -173,1(5) -174,4(4)
-176,4(6)
y | 54,4(3) 50,9(4) 493(4) 532(5) 57,4(4) 54,7(3) 176,6(4) -179,2(8) 176,3(3) 179,7(3) -175,9(3)
-176,1(9)
151,0(4) 138,1(4) 89(1)
S 1139,6(2) 147,5(2) 146,2(3) 138,9(4) 89,8(3) 1455(4) 92,7(4) 97,0(3) 152,7(3)
133(1) 152,9(7) 96,3(7)
-98,7(6) -90,4(7) -115,0(1)
e -92,1(2) -89,4(3) -90,5(3) -96,4(3) -121,6(3) -111,5(3) -116,2(3)
-84,1 -102,9(8) -179,3(8)
67,2 72,2(9) -63(2)
| 73,6(2) 75,2(3) 72,5(3) 66,6(3) -65,9(3) -80,9(4) -67,0(3)
73,0 74(1) 64(1)
y |-153,1(2) -153,1(3) -147,7(2) -147,5(2) -154,8(2) -154,7(2) 59,4(4) 59,1(4) 78,6(4) 64,6(4) 62,1(4) 76,8(4)
vo | -27,5(3) -24,6(4) -23,6(3) -23,3(3) -20,9(3) -25)8(3) -7,7(3) -3,9(4) -18,8(3) -7,0(4) 0,3(3) -22,4(2)
vi | 36,2(3) 38,1(4) 34,833) 351(3) 33,9(3) 353(4) -12,8(3) -14,9(4) 32,2(3) -11,6(4) -17,0(4) 37,9(3)
v, [ -30,6(3) -37,1(4) -32,1(3) -33,1(3) -33,5(3) -31,1(3) 26,5(3) 26,5(4) -32,4(3) 24,3(4) 25,7(4) -38,4(3)
vy | 15,4(3) 23,8(4) 19,1(3) 20,7(3) 22,1(3) 17,0(3) -31,9(3) -29,0(4) 22,3(4) -29,3(4) -26,2(3) 26,6(3)
va| 7,6(3) 0,7(4) 2,8(3) 1,7(3) -0,6(3) 55(3) 250(3) 206(4) -223) 2333 165(3) -2,9(3)
Parametry pseudorotacji
P |150,0(7) 161,0(7) 157,2(7) 159,0(6) 163,0(7) 153,2(7) 32,0(5) 25,1(5) 1654(6) 32,0(8) 17,4(7) 165,6(8)
o | 36,3(5) 39,9(5) 355(5) 36,4(5) 358(4) 353(4) 32,04) 29,7(3) 34,3(4) 29,4(4) 27,7(4) 40,6(5)
C2'-endo C2'-endo C2'-endo C2’-endo C2’-endo C2'-endo C3’-endo C3’-endo C2’-endo C3'-endo C3’-endo C2’-endo
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V.2.3 Oddzialywania kationu putrescyny”* z dupleksem d(CGCGCG),

Na mapie gestosci elektronowej zidentyfikowano jedng czasteczke putescyny?” w czesci
asymetrycznej komoérki elementarnej, oddziatujacg z czasteczkami wody 1 trzema guaninami
(kazda z innego dupleksu Z-DNA; Rys. 38, Tabela 28). Atom N1_Put?* zostal wymodelowany w
dwoéch pozycjach (I i II) majacych odpowiednio obsadzenie 0,44 i 0,56. Atomy N7_G12,
N7_G6"" (3/2-x, 1-y, z-1/2) oraz N7_G10"" (1/2—x, 3/2-y, 1-7) to glowne miejsca
oddzialywania putrescyny®* z dupleksami Z-DNA. Atom N1_Put®* w konformacji | mostkuje
G12' i G10"". Atomy azotu putrescyny?®* tworza takze wiazania wodorowe z czasteczkami wody
(Tabela 28), a te z kolei z atomami DNA. W szczego6lnoS$ci istotna jest stabilizacja konformacji

Z, grupy fosforanowej pomiedzy nukleotydami G4—-C5 [N2_Put**---Woda70---OP1(Il)_C5].

’«/

o

Rys. 38. Oddziatywania kationu putrescyny?* z atomami N7_G z trzech odrgbnych helis
d(CGCGCG),. Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc, kontur 14cdla Put® oraz 3cdla
nukleotydow DNA.
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Tabela 28. Wigzania wodorowe kationu putrescyny2+ 1 jego katy torsyjne (°) w kompleksie
d(CGCGCG),—Put**~K*. Odchylenia standardowe podane sa w nawiasach. Odlegtosci podano w
A.

Atom putrescyny”*

N1(1) N1(I) N2
N7_G12 2,920() N7_G12 2,858() N7_G6"" 2,798()
N7_G10"" 2,775() Woda31 3,078() Woda140 2,857()
Wodal19a 2,927() Woda91 2,887() Wodal44 3,017()
Katy torsyjne
N1(l) - C2 - C3-C4 —73(1) gauche
N1(ll) - C2-C3-C4 —165,21(98) trans
Cl-C2-C3-C4 174,55(96) trans
C2-C3-C4-N2 70(1) gauche

V.2.4 Oddzialywania kationu K* w ukladzie d(CGCGCG),—Put**-K*

W poczatkowych etapach udoktadniania przyj¢to, ze w oddziatywaniach z kompleksem
d(CGCGCG),—Put”*-K* w sasiedztwie grup fosforanowych G6 i G8' biora udziat tylko
czasteczki wody. Jednakze dodatnia gestos¢ elektronowa mapy Fo—Fc (~7,5c) oraz wysoki pik
(~12,60) na anomalnej mapie roznicowej zbiegajacy si¢ z pozycja czasteczki wody sktonity do
szczegOlnego zwrdcenia uwagi na ten fragment struktury (Rys. 39 i 40). W rozwazaniach
uwzgledniono mozliwos¢ wbudowania w tej pozycji kationéw z uktadu krystalizacyjnego. Przy
dhugosci fali zastosowanej w eksperymencie dyfrakcyjnym (0,827 A) wyznaczone wartosci
poprawki urojonej (f'') czynnika rozpraszania dla atoméw Na i K wynosza odpowiednio 0,034 i
0,344 jednostki elektronowej. Otrzymane dane wskazuja jednoznacznie, ze sygnat anomalny
pochodzi¢ moze tylko od K*. Przeprowadzono takze analize parametrow walencyjnosci wigzan.
Rownanie (4) przedstawia zwiazek pomigdzy walencyjnos$cia wigzania (Vp;) o dtugosci dy,

pomiedzy atomami p i Z (Brese & O'Keefee, 1991).
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Voz = eXp[Rpz — dp)/b] 4)
gdzie:
Rp:  — parametr walencyjnosci wiazania

b — stata wynoszaca 0,37

Korzystajac z wzoru 4 przeprowadzono obliczenia dla dwdch potencjalnych kationéw Na* i K*
majacych walencyjnos¢ réwng 1. Dane zawarte w Tabeli 29 wskazuja jednoznacznie, ze to
kation K* (a nie Na") jest zlokalizowany pomiedzy grupami fosforanowymi G6 i C9'. Po
uwzglednieniu jonu K, mapa Fo-Fc nie zawierala juz wartosci dodatnich i nastepowata

jednoczesna poprawa wskaznikow rozbieznosci R i Ryyee.

Tabela 29. Walencyjno$é Na™ i K* obliczona na podstawie parametréw walencyjnosci wigzan

metal™*—ligand.

Atom tlenu | v, dla Na* Vpz dla K*
Wodal0 0,103 0,251
Woda79a 0,060 0,143
Woda79b 0,036 0,055
Wodal46 0,075 0,209

OP1(1)_G6 0,101 0,221
OP1_C9' 0,031 0,072
OoP2_C9' 0,075 0,186
Suma Vp- 0,466 1,138

@ Wykazujace nieuporzadkowanie czasteczki wody 79a i 79b maja prawdopodobienstwo obsadzenia odpowiednio

0,521 0,48.

Odlegtoéci K* — O (atomy tlenu z grup fosforanowych i czasteczek H,O) zawierajg sic w
przedziale od 2,641(5) do 3,20(3) A (Tabela 30, Rys. 40). Czasteczki wody, nalezace do sfery
koordynacyjnej K", stabilizuja poprzez wigzania wodorowe pozycje grup fosforanowych w
konformacji Z;, w szczegolnosci pomiedzy nukleotydami G4-C5 [K'-Woda146---OP1(l)_C5].
Lokalizacja poszczegdlnych ligandow wokot K jest dobrze zdefiniowana na mapie gestosci

elektronowej, a kompleks ten posiada geometri¢ zdeformowanego oktaedru.

89



Rys. 39. Anomalna mapa réznicowa dla kationu K* (f" = 0,344) oraz atomow fosforu (f' =
0,129) z nukleotydéw DNA, kontur 6,0c.

Rys. 40. Otoczenie koordynacyjne jonu K*. Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc¢ ma kontur 1o
dla K" i czasteczek wody (czerwone kule), a dla nukleotydow DNA ma kontur 2c.
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Tabela 30. Geometria sfery koordynacyjnej (A, °) kationu potasu w strukturze d(CGCGCG),—
Put?*~K*. Odchylenia standardowe podane sa w nawiasach.

Odlegtos¢ Katy

Wodal0 | 2,641(5)

Woda79a® | 2,85(1) 152,9(4)

Woda79b® | 320(3) 170,5(4) 31,5(5)

Wodal46 | 2,71(1) 76,6(3) 79,6(4)  108,6(5)

OP1(l) G6 | 2,688(7) 108,2(2) 84,8(5) 79.9(3) 925(4)

OP1_C9' | 3,104(4) 81,8(1) 120,5(3) 90,7(4) 152,2(3) 110,9(2)

OP2 C9¥ | 2,752(5) 89,2(2) 93,9(3) 815(3) 110,0(3) 153,8(2) 51,0(1)
K* Wodal0 Woda79(l) Woda79(11) Woda146 OP1(l) G6 OP1_C9"

@ Wykazujace nieuporzadkowanie czasteczki wody 79a i 79b maja obsadzenia odpowiednio 0,52 i 0,48.

V.2.5 Hydratacja

Kompleks  d(CGCGCG),—Put®-K*  wykazuje  podobieistwo  do  innych
wysokorozdzielczych struktur Z-DNA pod wzgledem architektury sfery hydratacyjnej,
zawierajace] rozwinigta sie¢ wigzan wodorowych stabilizujacych upakowanie czasteczek w
krysztale. Czg$¢ asymetryczna komorki elementarnej zawiera 110 czasteczek wody. Catkowity
wspoétczynnik obsadzenia ma 18 czasteczek wody. Liczba bliskich par czasteczek wody
(odlegtosé < 2,3 A) wynosi 15. Kompleks d(CGCGCG),—Put**~K* charakteryzuja takie cechy
architektury hydratacyjnej dla krysztatéw Z-DNA jak spin hydratacji (pojgcie spinu hydratacji
wyjasnione zostalo w publikacji Chevriera i in., 1986), pozycje czasteczek wody pomiedzy
grupami N2_G a atomami tlenami grup fosforanowych oraz brak czasteczek wody
oddziatujacych z atomami N3 G (Rys. 41). W sposéb charakterystyczny dla podobnych
uktadow dwie czgsteczki wody tworzg wigzania wodorowe z O6_G. Ponadto czasteczki wody
mostkujag guaniny z przeciwnych tancuchow DNA, 06 G2---Woda210---06_G10 oraz
06_G4--*-Woda233---0O6_G8.
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Rys. 41. Hydratacja malej bruzdy DNA kompleksu z d(CGCGCG),—Put?*~K*. Mapa gestosci
elektronowej 2Fo—Fc dla czgsteczek wody, kontur 1c.

V.2.6 Dyskusja wynikéw dla kompleksu d(CGCGCG),—Put**—K*

Jak wiadomo putrescyna®* (amina biogenna) oddziatuje z DNA i jest zaangazowana w
proliferacj¢ komorek podczas jego replikacji (Pospieszna-Markiewicz i in., 2007). Mimo to,
uwzgledniajac znaczenie tego procesu, w bazie PDB nie ma struktur komplekséw kwas
nukleinowy—putrescyna®*, brak takze danych literaturowych.

Niniejsze badania wykazaly, ze kation putrescyny®*, pomimo krétszego w poréwnaniu ze
sperminq4+ fancucha alifatycznego, tworzy liczne wigzania wodorowe z czgsteczkami wody i
egzocyklicznymi atomami O6 i N7 guanin, nalezacych do trzech réznych helis d(CGCGCG)s.
Obserwacja ta potwierdza efektywnos$é i role putrescyny®* w stabilizacji struktury i upakowania
(typu A) Z-DNA. Podobnie jak spermina**, jon putrescyny’* wykazuje tendencje do
przyjmowania podwadjnych konformacji.
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Chociaz uktady krystalizacyjne dla wszystkich omawianych w tej pracy kompleksow Z-
DNA zawieraty KCl w stezeniu 40 mM w kropli krystalizacyjnej, to tylko dla struktury Z-DNA
z putrescyna®* zidentyfikowano kation K* na mapach gestosci elektronowej. Podkre$li¢ nalezy,
ze oddzialywanie Z-DNA-K® nie zostalo dotad opisane w literaturze dotyczacej badan
krystalograficznych nad strukturami Z-DNA. Ostateczna identyfikacja kationu potasu w
strukturze dyskutowanego kompleksu d(CGCGCG),—Put?*~K* dokonana zostata na podstawie
analizy map gestosci elektronowej, obrazu jego sfery koordynacyjnej, parametréw walencyjnosci
wiazai oraz anomalnej mapy réznicowej. Kation K* w kompleksie d(CGCGCG)—Put®*—K*
oddzialuje z atomami OP1 G6 i OP2 C9', to jest z tymi samymi atomami, ktore tworza
wiazanie z atomem N1 _Spm*" w kompleksach d(CGCGCG),-Spm**~Mn*" i d(CGCGCG),—
Spm4+—Zn2+. Taka obecnos$¢ kationu potasu w poblizu grup fosforanowych G6 i c9' wskazuje na
specyficznoéé i role tego miejsca dla struktury i upakowania dupleksu d(CGCGCG),. Udziat K* i
Put®* nie wystarcza do stabilizacji konformacji Z;, dla G4-C5, odwrotnie niz to zaobserwowano
w ukladach z d(CGCGCG)-Spm4*-Mn?* i d(CGCGCG),-Spm**-Zn?* (brak podwéjnej
konformacji G4-C5). Wyniki powyzszej analizy sg przyktadem relacji miedzy kationami
organicznymi 1 nieorganicznymi w ukladach biologicznych, szczegdlnie w aspekcie roznic w
fadunku i rozmiarze obu rodzajéw kationdw.

Roznice w ladunkach sperminy® i putescyny”® oraz dlugosci ich alifatycznych
tancuchéw rzutuja na odmieny schemat oddziatywan obu poliamin™ z Z-DNA w strukturach
dyskutowanych w tej pracy kompleksoéw. Poréwnanie lokalizacji poliamin™ wzgledem Z-DNA
w komérkach elementarnych komplekséw d(CGCGCG),—Spm**~Mn**, d(CGCGCG),~Spm**—
Zn** oraz d(CGCGCG),—Put**—K"* (Tabele 25 i 28, Rys. 34, 35 i 38), wykazuje zroznicowanie
kontakéw miedzyczasteczkowych dupleksow Z-DNA z sperming®” i z putrescynqz+. Chociaz
kompleks d(CGCGCG),—Put**~K*, podobnie jak to zostalo stwierdzone dla wczesniej
omawianych tutaj struktur d(CGCGCG),~Spm**~Mn?* i d(CGCGCG),~Spm*~Zn**, ma typ A
upakowania, to jednak putrescyna’* w przeciwienstwie sperminy’* wiaze sie z innymi
fragmentami dupleksow Z-DNA.

Interesujaca obserwacja jest rowniez fakt, ze lokalizacja atomoéw N1 i N2 czasteczek
putescyny®* w komérce elementarnej kompleksu d(CGCGCG),—Put**~K"* jest analogiczna z
pozycjami kationéw, odpowiednio Mn?* i Zn?*(1) oraz Zn?*(2) (Rys. 41). Putrescyna®* majac
taki sam ladunek jak Mn?* i Zn?
oddziatywaniach z Z-DNA

moze zatem efektywnie zastgpowal te kationy w
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Rys. 41. Kompleksy d(CGCGCG),-Spm**~Mn** (czerwony), d(CGCGCG),—Spm**-zZn?*
(niebieski) i d(CGCGCG),—Put’’-K* (zielony) w ich wspolnym ukladzie wspol'rze;dnych
Przedstawiono oddziatywania jonéw Mn**, Zn*'(1), Zn**(2) i atoméw azotu putrescyny**
N7_G12, N7_G6" oraz N7 _G10"". Widoczne jest takze odmienne polozenie G100 w
kompleksie z kationami Zn**
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V.3  Wyniki badan nad kompleksem d(CGCGCG),—Cr**

V.3.1 Ogdlna struktura i parametry helikalne

Cze$¢é asymetryczna komorki elementarnej kompleksu d(CGCGCG),—Cr®* zawiera dupleks
d(CGCGCQG),, u ktorego zastosowano numeracj¢ nukleotydow taka jak dla dyskutowanych
poprzednio  kompleksow z d(CGCGCG),~Spm**~Mn?*, d(CGCGCG),~Spm**-zn*" i
d(CGCGCG),—Put**~K*. Ogblne parametry strukturalne helisy DNA z kompleksu
d(CGCGCG),—Cr*" klasyfikuja ja do rodziny duplekséow Z-DNA. Poréwnanie parametréw
helikalnych i geometrii par zasad pomigdzy omawianym tutaj kompleksem d(CGCGCG),—Cr*,
a wczesniej opisanymi jest zawarte w Tabeli 31. Cechg charakterystyczng kompleksu
d(CGCGCG),-Cr¥* jest wysoki stopien nieuporzadkowania laficucha DNA. Podwojne
konformacje grup fosforanowych obserwowane sg dla nukleotyddw G2-C3, C3-G4, G4-C5,
C5-G6, G8—C9 oraz G10—C11. W szczegdlnosci mapa gestosci elektronowej dla nukleotydu G2
wyraznie wykazata alternatywne pozycje dla pierScienia zasady i deoksyrybozy (Rys. 42).
Dlugoséci wigzan wodorowych dla obu par G2(I)-C11 i G2(I1)-C11 roznig si¢ od typowych
dhugosci odpowiadajacych komplementarnej parze zasad G-C typu Watsona—Cricka (O6--*N4
2,86 A, N1--N3 2,91 A, N2:-02 2,86 A; Guerra i in, 2000). W strukturze d(CGCGCG),—Cr*"
dla pary G2(1)-C11 wiazania te sa dtuzsze (N2--02 3,01 A, N1--N3 3,23 A, 06°"N4 3,32 A),
natomiast dla G2(11)-C11 sa one krotsze (N2---02 2,76 A, N1-*N3 2,74 A, 06-N4 2,60 A).
Konformacje G2(I) 1 G2(II) roznig si¢ wartosciami kata pseudorotacji (P) wynoszacego
odpowiednio 332,0° (C2'-ex0) oraz 40,2° (C4'-ex0). Pozostate konformacje cukréw sg typowe
dla Z-DNA (C2'-endo/pirymidyny i C3’-endo/puryny), poza nukleotydami na koncach 3' (G6 i
G12) majacymi konformacje C2'-endo (efekt 3'-terminalnego nukleotydu guanozyny; Gessner i
in., 1989; Harper i in., 1998). Nieuporzadkowane grupy fosforanowe maja konformacj¢ Z; i Zy
dla pozycji alternatywnych. Konformacja Z, zostata przypisana fragmentom nukleotydow
G2(11) (£=69,1°), G4(II) (¢ = 46,1°, G8(Il) (¢£'=55,0° oraz G10(l) (¢ = 65,3°). Konformacje Z,,
stabilizowane sg przez wigzania wodorowe miedzy tlenami grup fosforanowych, a czasteczkami
wody wchodzacymi w sklad sfery koordynacyjnej kationdw Cr* oraz kontakty z symetrycznie

roéwnowaznymi helisami Z-DNA w sieci krystalicznej.
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Tabela 31. Katy torsyjne cukréow i szkieletu cukrowo-fosforanowego dla struktury
d(CGCGCG),—Cr¥". Wszystkie wartosci numeryczne w tabeli podano w stopniach. Amplitudy
pofaldowania pier§cienia furanozy (zp) 1 katy fazowe pseudorotacji (P) zostaty obliczone za
pomocg programu 3DNA (Lu & Olson, 2003). Definicje katow torsyjnych jak w Tabeli 22.

d(CGCGCG),-Cr**

c3() c5() col) G2() G4l G8(l) G10()
Kat Cl c7(1) c11 G6 G12(1)
c3(1)  c3(l1) co(ll) G2(1)  G4(Il) G8(I1) G10(I)
1377 -1552 1491 1708 83,9
al - - 56,4 926 643 707 844
1585 166,7 1628 -1555 57,8
1261 -121,4 1299 1487 1530 -178,0
Bl - - 1782 -177,1 -169,0 -178,8
1440 1700 1642 -167,8 -172,3 -172,0
35,6 -164,9
y | 54,6 550 50,0 59,1 48,3 1784 -177.4 1771 -1786 -173.3
59,8 1732
138,3 1159 88,3
5| 1411 1439 1386 1493 1387 1456 948 933 1523
141,0 96,8 934
-89,3 -1295 -115,0 1114 -167,1
g| 925 950 -92,6 -976  -98,2 - -
-96,6 -176,0 -177,7 1790 -124,8
55,8 519 -68,1 737 653
| 770 647 767 771 621 ; )
82,7 69,1 461 550 -17,1
69,0
y | -1549 -1560 -1556 ~-1519 -1587 -152,8 599 695 623 549 719
53,8
135
vo| 260 278 -261 26,7 -235 -324 55 235 -45 -84 -220
-10,8
-19,0
vi| 382 376 396 359 386 412 106 388 -11,3 -90 388
-6,3
15,9
v,| -354 -325 -372 314 -383 -341 214 -379 215 216 -404
20,2
-9,2
vs| 21,4 176 231 166 258 16,6 258 254 -248 272 28,0
-25,2
2,6
va| 28 6,4 18 61 -15 94 201 -14 186 228 -39
22,9
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Tabela 31. cd. Katy torsyjne cukrow i szkieletu cukrowo-fosforanowego dla struktury
d(CGCGCG),—Cr*".

Parametry pseudorotacji

332,0

P | 157,3 151,6 158,8 151,6 163,6 147,7 31,8 163,1 29,0 36,7 166,9
40,2
18,0

Tn 38,4 37,0 39,9 35,6 39,9 40,3 25,2 39,6 24,6 26,9 415
26,5
C2'-exo

C2'-endo C2'-endo C2'-endo C2’-endo C2’-endo C2’-endo C3’-endo C2’-endo C3’-endo C4’-exo C2'-endo
C4'-exo

Obecnoé¢ podwojnej konformacji nukleotydu G2 w kompleksie d(CGCGCG),—Cr** powoduije,
ze obserwowane sg wyrazne roznice w wartosciach parametrow helikalnych zaréwno dla par
nukleotydéw C1G2-C11G12 i G2C3-G10C11, jak i wartosciach $rednich dla catego dupleksu.
Najwyrazniejsze roznice sa widoczne w wartosciach parametrow Xx—displacement, tip i
inclination (Lu & Olson, 2003) (Tabela 21). Wartosci x—displacement wynosza odpowiednio —
34,27 oraz —47,74 A dla par nukleotydéw [C1G2(1)-C11(1)G12] i [C1G2(II)-C11(11)G12].

Rys. 42. Podwojna konformacja I (zielona) i1 II (pomaranczowa) nukleotydu G2 w kompleksie
d(CGCGCG),—Cr¥". Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc¢ ma kontur 1c.
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Roéznica w szerokosci matej bruzdy (obliczona wg Stofer & Lavery, 1994; El Hassan &
Calladine, 1998; tj. po odjeciu 5,8 A od promienia dwéch grup fosforanowych) pomiedzy
konformacjami Z, (6,4 A) i Z,, (6,7 A) dla pary nukleotydéw C3G4-C9G10 w kompleksie
d(CGCGCG),—Cr*" jest mniejsza 0 0,6 A w poréwnaniu do kompleksu z d(CGCGCG),—Put?*—
K"

V.3.2 Koordynacja kationéw Cr*" i upakowanie w sieci krystalicznej

Krysztaly dupleksu d(CGCGCG),—~Cr®* zostaly otrzymane przez nasaczaonie kationami
Cr** krysztatow d(CGCGCG),-Spm**. Polozenia trzech kationow Cr**(1), Cr¥*(2) i Cr¥*(3) na
mapach Fo—Fc i 2Fo—Fc sg zbiezne z obrazem anomalnej mapy roznicowej (piki o wysokosci

15,50, 6,75, 14,15) (Rys. 43).

Rys. 43. Anomalna mapa r6znicowa dla kompleksu d(CGCGCG),—Cr*", kontur 5,56.

Przy dtugosci fali zastosowanej w eksperymencie dyfrakcyjnym (0,918 A), wartos¢ poprawki
urojonej (f'") czynnika rozpraszania dla atomu Cr wynosi 1,028 jednostki elektronowej. Po
analizie anomalnej mapy roznicowej i mapy Fo-Fc, przyjeto, ze kationy Cr¥*(1) i Cr¥*(2),
odlegle 0 2,41 A, traktowane beda jako indywidualne jony i udoktadniano je niezaleznie (RYs.
44). Zatozenie to potwierdzily takze wyzsze wartosci Rfee dla modelu w ktorym suma wartosci

obsadzenia jonéw Cr¥*(1) i Cr¥*(2), wynosita 1,0.
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Obsadzenia dla kationéw chromu (1) i (2), wynoszace odpowiednio 0,4 i 0,3, ustalono na
podstawie mapy Fo—Fc i wartosci czynnikow temperaturowych B. Ksztalt sfery koordynacyjne;j
Cr3+(1), na ktorg sktadajg si¢ cztery czasteczki wody, jest trudny do zdefiniowania i co najwyzej
moze by¢ rozpatrywany jako silnie znieksztatcony tetraedr. Z kolei trzy czgsteczki wody w
otoczeniu jonu Cr3+(2) przyjmuja trojkatng geometrie sfery koordynacyjnej, ktora przestrzenie
podobna jest do ksztattu litery T (Tabela 32).

c11’

Rys. 44. Sfera koordynacyjna kationéw Cr**(1) i Cr**(2). Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc,
kontur lc.

Podobnie jak w przypadku dwoch wezesniej dyskutowanych jonéw chromu, kation Cr*(3) nie
koordynuje bezposrednio do zadnego atomu kwasu nukleinowego. Sferze koordynacyjnej
kationu Cr¥*(3), w ktérej sktad wchodzi picé czasteczek wody, mozna przypisaé ksztalt piramidy
tetragonalnej. Dhlugosci wigzan Cr**(3)-H,0 zawarte sa w przedziale od 1,85 do 2,15 A
Wartosci katéw w sferze koordynacyjnej cr¥*(3) wynosza od 78,69 do 95,88° oraz 167,68 i
171,06° w podstawie piramidy. Czasteczki wody jako ligandy Cr**(3) tworza wiazania
wodorowe z atomami OP1_G6 (3,21 A), OP2_G6 (3,18 A), A OP2_G10 (3,42 A), OP1(l)_C11™*
(x=1/2, 3/2-y, 1-7) (2,63 A), a takze 06 i N7 guaniny G12™ (2,80 i 2,49 A) z symetrycznie
rownowaznej czasteczki (Tabela 32, Rys. 45). Odleglosci Cr**(3) do Cr¥*(1) i Cr**(2) wynosza
odpowiednio 7,01 i 6,02 A.
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G10

Rys. 45. Sfera koordynacyjna kationu Cr**(3). Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc, kontur 1.

Tabela 32. Geometria sfer koordynacyjnych (A, °) kationdbw chromu w strukturze
d(CGCGCG),—Cr*".

Odlegtos¢ Katy

Woda36 1,75

Woda45 1,92 94,24

Woda59 2,08 98,75 150,87

Woda60 1,97 91,84 89,28 64,45
Cr**(1) Woda36 Woda45 Woda59
Odleglos¢

Wodad4 2,24

Woda48 1,65 166,51

Woda49 1,81 92,99 84,12
Cr*(2) Woda44 Woda48
Odlegtos¢ Katy

Wodal5 2,01

Woda38 1,86 94,17

Woda4l 2,15 92,51 171,06

Woda42 2,00 89,48 9588 90,10

Woda43 1,85 8596 9586 78,69 167,68
Ccr¥(3) Wodal5 Woda38 Woda4l Woda42
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Czasteczki wody ze sfer hydratacyjnych jonéw chroméw w kompleksie d(CGCGCG),—Cr**

tworza liczne wigzania wodorowe z atomami tlenu grup fosforanowych oraz atomami N7
nukleotydéw G10* (x-1, y, z) i G12*. W szczegdlnosci nalezy zaznaczy¢ fakt posredniego
oddzialywania hydratowanych kationéw Cr** z grupami fosforanowymi DNA majacymi
podwdjne konformacije (Rys. 44 i 45).

W przeciwienstwie do omawianych wezesniej kompleksow d(CGCGCG),—Spm**—~Mn?*,
d(CGCGCG),~Spm**-Zn** i d(CGCGCG),—Put**—K* prezentowany tutaj kompleks ma typ
upakowania B (Rys. 46).

Rys. 46. Dwa typy upakowania czasteczek Z-DNA w komorce elementarnej o symetrii P2,2:2;
na przykladzie kompleksow d(CGCGCG),—Put**—K* (typ A) i d(CGCGCG),—Cr®* (typ B).

V.3.3 Oddzialywania warstwowe

Z wyjatkiem pary G2-Cl1 w strukturze d(CGCGCG),—Cr**, dla wszystkich innych
opisywanych w tej pracy komplekséw d(CGCGCG),—poliamina™—metal™ pierscienie zasad
maja typowy dla Z-DNA schemat oddziatywan warstwowych. W przypadku kompleksu z
jonami Cr** dla pary G2-C11 zaobserwowano najistotniejsze roznice w oddziatywaniach tego
typu [mierzone powierzchnig (A% pokrywania si¢ par zasad] w pordwnaniu z wartosciami
obliczonymi dla innych dupleksow o sekwencji d(CGCGCG), (Rys. 47). Powierzchnia
naktadania si¢ pierscienia zasady G2 (wraz z egzocyklicznymi atomami azotu i tlenu) w
konformacji 1 i II nad zasada C3 wynosi odpowiednio 6,16 A? i 4,02 A% Dla wczesnie]
omawianych w tej pracy komplekséw d(CGCGCG),—Spm**—Mn?*, d(CGCGCG),~Spm**~zZn*" i
d(CGCGCG),—Put’*~K"* analogiczne warto$ci wynosza odpowiednio 4,36, 524 i 4,76 A%
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Powierzchnie pokrycia, dla obu (I i II) alternatywnych pozycji G2 sg, zatem warto§ciami
skrajnymi (odpowiednio maksimum i minimum) ws$réd wszystkich prezentowanych tu

komplekséw d(CGCGCG),—poliamina™*—metal™.

Rys. 47. Réznice w oddziatywaniach warstwowych dla konformacji G2(I) (zielony) 1 G2(II)
(pomaranczowy) w kompleksie d(CGCGCG),—Cr".

V.3.4 Hydratacja

Tak jak w pozostalych omawianych w tej pracy strukturach Z-DNA-—poliamina™—
metal™, rowniez kompleks d(CGCGCG),~Cr®* wykazuje podobienstwo do innych
wysokorozdzielczych struktur Z-DNA pod wzgledem architektury sfery hydratacyjnej,
zawierajace] rozwinieta sie¢ wigzan wodorowych stabilizujgcych upakowanie czasteczek w
krysztale. Cze$¢ asymetryczna komorki elementarnej zawiera 59 czasteczek wody. Cechy
geometrii hydratacyjnej dla krysztatdw Z-DNA takie jak spin hydratacji, pozycje czasteczek

wody pomigdzy grupami N2 G i atomami tlenu grup fosforanowych oraz brak czasteczek wody
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oddziatujacych z atomami N3_G, rowniez charakteryzuja kompleks d(CGCGCG),—Cr** (Rys.
48). W uktadach takich zwykle dwie czasteczki wody tworzg takze wigzania wodorowe z O6_G.

Rys. 48. Hydratacja DNA w kompleksie d(CGCGCG),—Cr**. Mapa gestosci elektronowej 2Fo—
Fc, kontur 1o. Przerywane czerwone linie oznaczajg wigzania wodorowe, ktore charakteryzuja
tzw. spin hydratacji w matej bruzdzie dupleksow Z-DNA.

Pary zasad G2(I)-C11 i G2(Il)-C11 maja odmienny obraz hydratacji. Atom N2 G2(I) tworzy
wigzania wodorowe z Wodal0 (2,82 A), ktéra to z kolei oddziatuje z OP_C3 (2,82 A). Atom
06_G2(I) oddziatuje poprzez wigzanie wodorowe z Wodall (3,26 A). Dla konformacji G2(II)
brak wigzania N2---Wodal0, obecne jest natomiast silniejsze O6--Wodall (3,11 A) oraz
dodatkowe 06°-"Woda34 (2,68 A). Woda34 tworzy wiazania wodorowe z czasteczkami wody 59
(2,35 A) i 60 (2,92 A) ze sfery koordynacyjnej kationu Cr¥*(2).
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V.3.5 Dyskusja wynikéw dla kompleksu d(CGCGCG),—-Cr**

Kation Cr**, w przeciwienstwie do Cr®", moze koordynowaé z makromolekutami w
komorkach zywych (DNA, RNA, biatka, lipidy) (Anderson, 2000; Jacewicz i in, 2012). W
literaturze brak szerszych informacji strukturalnych o oddziatywaniach kwas nukleinowy—Cr3+ w
uktadach biologicznych. W szczego6lnosci nie zdeponowano jak dotad struktur kompleksow Z-
DNA-Cr¥* w bazie PDB. Skape dane literaturowe dotyczace proby odpowiedzi o naturg
interakcji DNA-Cr** (szczegélnie formy Z) wskazywaly na grupy fosforanowe i/lub atom N7
guaniny jako miejsca wigzania si¢ kompleksow Cr** z DNA (Beyersmann & Koster, 1987;
Zhitkovish i in., 1996; Watson i in., 1999; Arakawa i in., 2000). Badania te, nie oparte na danych
krystalograficznych, poza ogolnym charakterem oddzialywan, nie opisywaly jednak sposobu
koordynacji komplekséw Cr** z DNA.

Prezentowane w nieniejszej pracy wyniki badan nad struktura kompleksu d(CGCGCG)—
Cr¥* wykazuja, ze jon Cr** nie tworzy bezposredniego wiazania koordynacyjnego z atomami O6
lub N7 guaniny czy tez tlenu grup fosforanowych Z-DNA. Zaobserwowano tylko posrednie
oddziatywanie miedzy kwasem nukleinowym, a kationem metalu poprzez czasteczki wody
tworzace wigzania wodorowe z atomami tlenu grup fosforanowych oraz zlokalizowanych w
duzej bruzdzie dupleksu d(CGCGCG),, atomami N7 i O6 guaniny. Mozna zasugerowac, ze
inertnoé¢ akwakompleksow Cr** w reakcjach podstawienia jest jedna z przyczyn braku
bezposrednich oddziatywan d(CGCGCG),~Cr®*. Ciekawym zatem zagadnieniem w aspekcie
chemii koordynacyjnej jest pytanie o mozliwo$¢ bezposredniego wigzania pomiedzy Z-DNA-
Cr¥, na ktore to odpowiedz mogltyby da¢ kolejne badania strukturalne z wykorzystaniem innego
kompleksu Cr** o wickszej labilnosci.

Obliczone parametry heliakalne dla czasteczki DNA w kompleksie z Cr** jednoznacznie
przypisuja jej forme Z. Sposrod prezentowanych w tej pracy kompleksow Z-DNA, struktura z
jonami Cr¥* wykazuje najwicksza elastycznosé tj. podatno$é szkieletu cukrowo—fosforanowego
na wystepowanie podwojnych konformacji. Stopien nieuporzagdkowania nici DNA dla
kompleksu d(CGCGCG),—Cr** jest wickszy niz dla d(CGCGCG),~Spm**-Zn*. Poza
alternatywnymi pozycjami grup fosforanowych, mapa gestosci elektronowej wyraznie pokazuje
takze podwojna konformacje pierScienia zasady w nukleotydzie G2 w kompleksie z
d(CGCGCG),—Cr*. Stopiehi uporzadkowania duplekséow Z-DNA (Tabela 8; Ho & Mooers,
1997) w poréwnaniu z kompleksem d(CGCGCG),—Cr* jest znaczaco wyzszy, o czym decyduje
stablilna pozycja zasad aromatycznych (pojedyncza konformacja). Roéznica pomiedzy
konformacjami G2(1) i G2(II) w omawianej tutaj strukturze d(CGCGCG),—Cr* spowodowata

zmiang¢ w typowym schemacie oddzialywan warstwowych 1 wigzan wodorowych
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obserwowanym dla helis Z-DNA dla pary nukleotyddw G2C3-G10C11. Analiza potozenia
pier§cieni zasad w nukleotydach G2(I) i G2(II) wskazuje na tendencje nici DNA do utrzymania
jak najkorzystniejszych kontaktow z czasteczkami wody. Podwdjne konformacje G2
umozliwiajg zarowno oddziatywania N2 G2(I)*Wodal0---OP_C3, jak i
06_G2(I1)-"Woda34---Woda59—Cr®*(1). Alternatywne pozycje nukleotydu G2 nie maja wptywu
na polozenie komplementarnej zasady C11. Ewentualne zmiany polozenia C11, ktére miatyby
by¢ skorelowane z pozycjami G2(I) i G2(Il), w celu zachowania kanonicznego parowania
Watsona—Cricka dla obu pozycji G2, prawdopodobnie naruszylyby uktad wigzan wodorowych
pomiedzy czasteczkami wody i atomami O2 C — tzw. spin hydratacji. Brak $ladow
alternatywnych pozycji pierscienia zasady dla nukleotydu C11 na mapie gestosci elektronowej
potwierdza po raz kolejny zasadniczg rolg, jaka odgrywa spin hydratacji w stabilizacji DNA.

Z punktu widzenia tego samego typu (B) upakowania helis Z-DNA w sieci krystalicznej
jak 1 obecnosci kompleksu metalu przejsciowego, jedynymi jak dotad dostepnymi w PDB
strukturami sa kompleksy jonu kobaltu d(CACG'UG),—[Co(NH3)s]*" (lomk; Schuerman i in.,
2003) i d(TGCGCA),—[Co(NH3)s]** (362d; Harper i in., 1998).

Czasteczka sperminy”” mimo jej obecnosci w ukladzie krystalizacyjnym, nie zostala
zidentyfikowana na mapie gestosci elektronowej struktury d(CGCGCG),—Cr**. Sugeruje to
nieuporzadkowanie calej czasteczki poliaminy®* i brak okreslonego, specyficznego schematu
oddziatywan wodorowych w kompleksie z jonami cr¥. Tendencja taka zostata juz opisana dla
sperminy** w oméwionym poprzednio kompleksie d(CGCGCG),—Spm**—zZn?*.

Na podstawie anomalnej mapy réznicowej | mapy Fo—Fc stwierdzono, ze w
rozwigzanym modelu jony Cri*(1) i Cr¥*(2) stanowia dwa niezalezne indywidua, zatem nie

nalezy ich traktowac¢ jako jednego kationu w dwoch alternatywnych pozycjach.
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V.4  Wyniki badan nad kompleksem RNA:DNA—Mg2+

V.4.1 Ogodlna struktura i parametry helikalne

Sekwencja nici RNA analizowanej hybrydy RNA:DNA sktada si¢ z 5’ urydyny z tzw.
fragmentu U (Ilyinskii & Desrosiers, 1998) i1 nastepujacych po niej jedenastu nukleotydow
sekwencji PPT wirusa HIV-1 (Rys. 49). W prezentowanej strukturze RNA:DNA wigkszos¢
parametrow helikalnych jest typowa dla formy A helisy kwasdéw nukleinowych (Tabela 33).

A 1 12
5r uaaaagaaaagg
3'd

24 13

B 2 11
5r caaagaaaag

3’'d GTTTCTTTTC
23 14

Rys. 49. (A) Sekwencja hybrydy RNA:DNA analizowanej w tej pracy. Lancuch RNA pokazany
jest na zielono, matymi literami, a ni¢ DNA oznaczona jest duzymi literami na turkusowo. (B)
Sekwencja hybrydy analizowanej przez Kopke i in., (2003) z numeracja zaadaptowana z A.

Zasady ul(anti) i A24(syn) oddzialuja tylko poprzez jedno wigzanie wodorowe (2,57 A)
pomiedzy atomem N6 adeniny i karbonylowym atomem tlenu O4 urydyny (Rys. 50). To
niekanoniczne oddzialywanie zasad zmienia typowe $rednie wartosci kilku parametrow
helikalnych. Najwickszy wplyw pary ul(anti)-A24(syn) widoczny jest dla kata skretu
helikalnego (ang. helical twist), kata skretu (ang. twist) i parametru inclination. Z pominigciem
nukleotydow ul(anti)-A24(syn), hybryda ma 10,67 zasad na jeden obrodt helisy, natomiast $redni
kat skretu helisy wynosi 33,73°. Te warto$ci parametrow helikalnych sg typowe dla A-DNA i A-
RNA. Wartos¢ 15,70° to wielko$¢ zblizona do $redniej parametru inclination dla dupleksow
majacych forme A. Biorac pod uwage catg helisg hybrydy [tacznie z parg ul(anti)-A24(syn)]
majaca 12,65 zasad na jeden obrot, stwierdzi¢ mozna, ze czasteczka ta jest podobna do A'-RNA.
Z kolei parametr inclination (7,48°) =znajduje si¢ poza przedzialem zwykle

przyporzadkowywanym dupleksom majacym typ A. Parametry helikalne i te dotyczace szkieletu
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cukrowo—fosforanowego zakwalifikowa¢ mozna jako bliskie formy AI (Schneider i in., 2004;
Svozil i in., 2008).

Tabela 33. Srednie wartosci wybranych parametrow helikalnych dla dupleksow typu A kwasow
nukleinowych, wzigte z prac Lu & Olson (2003) i Arnott (1999).

Helical . . L . . .
. Helical rise Inclination . Slide Rise . Roll Twist
twist ° Shift (A Tilt (° o .
Lwis h () ne) D w @ O e o
n (%)
A-DNA 32,70 2,55 19,80@ 0,00 -1,40 3,30 0,0 124 303
A-RNA 32,70 2,81 15,50 -0,08 -1,48 3,30 -0,4 8,6 31,6
A’ -RNA 30,00 3,00 10,60 0,05 -1,88 3,39 0,1 54 29,5
RNA:DNA
bez pary ul-A24 33,73 2,82 15,70 0,11 -1,14 3,27 019 883 32,22
Ta praca
RNA:DNA
Kod PDB 1pjo® 32,64 2,89 13,97 0,00 -1,26 3,23 1,19 7,91 31,23

@ W dupleksach typu A, parametr n ma zwykle wartosci pomigdzy 10 a 20° (Kennard & Hunter, 1991), ale moze
b?lé takze rowny 7° (Heinemann i in., 1987)
® Opisana przez Kopke i in. (2003).

Rys. 50. Zasady ul(anti) i A24(syn) potaczone jednym wigzaniem wodorowym (2,57 A).
Nukleotyd A24 ma kat glikozydowy w konformacji syn (y = 64,7°). Mapa gestosci elektronowe;j
2Fo-Fc, kontur lo.

107



Po analizie katéw torsyjnych szkieletu cukrowo—fosforanowego hybrydy RNA:DNA-Mg*
stwierdzono, ze inaczej niz wszystkie pozostale, nukleotydy a2 i T23 maja forme¢ posrednig A/B.
Pojedynczy, dobrze zdefiniowany na mapie ggstosci elektronowej tancuch DNA w badanym
kompleksie RNA:DNA-Mg?*, ma pierScienie cukrowe w konformacji C3’-endo, z wyjatkiem
pierscieni z konca 3, ktore maja formy C2'-endo dla T22 (P = 154,4°) i O4'-endo dla T23 (P =
84,6°) oraz A24 (P =72,8°).

V.4.2 Nieuporzadkowania w lancuchu RNA

Szkielet cukrowo—fosforanowy tancucha RNA wykazuje lokalne nieuporzadkowanie (to
jest istnienie podwdjnych konformacji). Mapa gestosci elektronowej ujawnita dwa fragmenty
nici RNA istniejgce w alternatywnych konformacjach (I i II): nukleotydy ul—-a2 (l1-2 i ll;) oraz
nukleotydy g6-a8 (lg.s i llgg). Jako$¢ mapy gestosci elektronowej 2Fo-Fc w
nieuporzadkowanych rejonach jest generalnie dobra za wyjatkiem matego fragmentu pierscienia

rybozy nukleotydu a7 w konformacji I, dla ktérego istnieje przerwa przy konturze 1o (Rys. 51).

7=

“ o ’*\a7(II) L*aS(H)

[/

».

"""

Rys. 51. Mapa 2Fo-Fc (kontur 1) fragmentu dupleksu hybrydy RNA:DNA-Mg?* pomiedzy
zasadami g6-a8 RNA majacymi podwojne konformacje (Is_s, zielony; llg_g, pomaranczowy).

Jednakze szkielet cukrowo—fosforanowy w tym rejonie (g6-a8) na mapach OMIT moze by¢
uznany za wiarygodny, szczegélnie, ze sasiadujace grupy fosforanowe, ktore stuza jako
strukturalne miejsca kotwicujace, maja dobrze zdefiniowang gestos¢ elektronowa (mapy 2Fo—Fc
i Fo—Fc, Rys. 51 i 52). Ponadto eliminacja konformacji llg.s z udoktadnianego modelu

prowadzita do wzrostu R 1 Rgee 0dpowiednio o 1,3% i 1,4%. Nieuporzadkowane fragmenty
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szkieletu cukrowo—fosforanowego sg zakotwiczone do wspolnych zasad, za wyjatkiem zasady
a7, ktora zostala wymodelowana w dwoéch pozycjach (I 1 II). Te dwie konformacje wzdhuz

fancucha RNA wykazuja roznice co do wartosci katow torsyjnych i pseudorotacji.

M
ar(ll) . NORXZ L o ar7(l

Rys. 52. Rysunek stereograficzny przedstawiajacy mape OMIT Fo—Fc (kontur 2,56) fragmentu
hybrydy RNA:DNA-Mg?* pomigdzy nukleotydami g6-a8 RNA, majacymi podwdjne
konformacje (l_s, zielony; llg g, pomaranczowy).

Terminalne pary zasad (szczegdlnie inne niz kanoniczna para cytozyna-guanina) mogag
by¢ nieuporzadkowane z powodu ich nizszej stabilnosci 1 braku oddziatywan warstwowych, a w
konsekwencji moga by¢ gorzej zdefiniowane na mapach gestosci elektronowej (Xiong &
Sundaralingam, 1998). Dla omawianej hybrydy RNA:DNA-Mg?**, zasady ul(anti) i A24(syn) na
koncu 5’ nici RNA tworza migdzy soba tylko jedno, niekanoniczne wigzanie wodorowe, a
nukleotyd A24 ma nietypowa konformacje syn (y = 64,7°; Rys. 50). Analiza geometrii zasad
ul(anti) i A24(syn) sugeruje, ze ich wzajemne utozenie byto prawdopodobnie utatwione przez
niska bariere energetyczna przejécia A24(anti)—A24(syn) (1,3 kJ mol™; Neidle, 2008), bardziej
korzystne oddziatywania warstwowe z A23 1 mozliwo$¢ utworzenia dodatkowego wigzania
wodorowego (ang. bifurcated) z zasada a2 (N6 A24---N1 a2; dtugo$é wigzania 3,35 A).
Zaobserwowano duze roéznice w wartosciach katéw ¢ 1 { tancucha cukrowo—fosforanowego dla
nukleotydu ul w konformacjach 15, i ll;.,. Katy te wynosza ¢ = 223,1°, = 297,7° i ¢ = 185,0° {
= 346,8° dla konformacji 11, i Il,. Dla podwojnych konformacji ul réznice widoczne sg takze
dla wartosci katow a, f oraz y 1 wynoszg one odpowiednio 293,6° 189,1°, 1 43.3° oraz 250,1°,
197.0° i 45.6° dla konformacji l;.> i ll1.o. Nie ulega watpliwosci, ze wptyw na wymienione

réznice ma warto$¢ kata ¢’z nukleotydu ul, szczegblnie w przypadku konformeru 1l.,.
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Inny rejon tancucha RNA majacy zwigkszone nieuporzadkowanie (labilnos¢
konformacyjng) zawiera nukleotydy g6—a8. Pier§cienie rybozy a7 i a8 majg form¢ C2'-exo w
konformacji lg.g (odpowiednio P = 359,9° i 355,6°) natomiast dla konformacji llgg jest to C3'-
endo (odpowiednio P = 9,7° i 7,6°). Nieuporzadkowaniu nici RNA dla konformacji Is.g
towarzyszy takze skorelowana zmiana katow torsyjnych a i y nukleotydu a8 z typowej
konformacji gauche /gauche™ do nietypowej trans/trans (tzw. ang. a/y flipping; oznacza to, ze
wigzanie O5'-C5’ jest ,,przekrecone”, a szkielet fosforanowo-cukrowy ,,wyprostowany”; Conn i
in., 1999). Wzrost podatno$ci na zmiany konformacyjne (deformacje) dla fragmentu sekwencji
a-g-a w hybrydach RNA:DNA byt juz wczesniej zaznaczany w literaturze, dla przyktadu przez
Kopke i in. (2003). W pracy tych autorow stwierdzono, ze dla uporzagdkowanego regionu a5-g6-
a7 tancuchu RNA brak jest oddzialywan warstwowych zasady a5 z g6. Jednak w obecnie
opisywanej strukturze dodekameru RNA:DNA-Mg?* sytuacja jest zupelnie odmienna.
Nieuporzadkowanie zaznaczone jest gtownie w podwdjnych konformacjach nici RNA i ma
ograniczony wptyw na oddziatywania warstwowe w rejonie nukleotydow aS-g6-a7.

Wigkszo$¢ wartosci (1,92-2,67 A) parametru Zp (opisujacego przesuniecia atomow
fosforu sasiednich par zasad od plaszczyzny Xy lokalnego uktadu odniesienia wyznaczonego dla
tych par) wskazuje na form¢ A helisy omawianej hybrydy. Dla konformacji I(1.2, 6.8) Nici RNA,
dwunukleotydowe fragmenty (ang. steps) 1-3 (ula2/T23A24-a3a4/T22T21) i 7 (a7a8/T18T17)
maja odpowiednio wartosci Zp: 1,02, 0,76, 1,35, i 1,49 A. Mieszcza si¢ one pomiedzy
przedziatami wartosci tego parametru charakterystycznymi dla A-DNA (Zp > 1,50 A) i B-DNA
(Zp < 0,5 A) (Lu & Olson, 2003). Dla konformacji RNA oznaczonej jako Il(1.2, 6.8y Warto$ci Zp
dla dwunukleotydowego fragmentu 1-3, sa takze zawarte w przedziale pomigdzy A-DNA i B-
DNA i wynosza odpowiednio: 0,81, 0,76 1 1,36 A. Jednakze, dla dwunukleotydowego fragmentu
7 (a7a8/T18T17), warto$¢ 2,02 parametru Zp wskazuje na forme A.

Analiza trajektorii osi helisy RNA:DNA w kompleksie z RT/HIV-1 wykazuje, ze o$
hybrydy ma silne zgigcie w regionie niesparowanych zasad, z catkowitym katem zagigcia osi
(ang. axis bend) ~40° (Sarafianos i in., 2001). Z drugiej strony, o$ helisy omawianej hybrydy
RNA:DNA-Mg®*, ma tylko niewielkie zagigcie catkowite ~10,7° (maksimum ~4,4°, dla pary
zasad a2-T23), co jest warto$cig mniejsza niz dla podobnej hybrydy RNA:DNA opisywanej
przez Kopke i in., (2003) (calkowite = 24,6°, maksimum = 4,0° dla pary a7-T18) nie majace;j
zadnych podwojnych konformacji dla srodkowego fragmentu helisy (a5-g6-a7) (Tabela 34).

Szeroko$¢ matej bruzdy (obliczona wg Stofer & Lavery, 1994; El Hassan & Calladine,
1998; tj. po odjeciu 5,8 A od promienia dwoch grup fosforanowych) wykazuje niewielkie
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réznice dla konformacji I1-2, 6-8) (9,2-10,5 A) i (12, 6:8) (9,4-10.7 A) taficucha RNA. Szerokosé
duiej bruzdy Wynosi 5,0-6,4 A dla konformacji |(1.2’ 6-8) 155-6,2 A dla konformacji ||(1-2, 6-8)-

V.43 Oddzialywania warstwowe

Dla wigkszo$ci par typu Watsona—Cricka w opisywanej hybrydzie RNA:DNA-Mg®*
pierscienie kolejnych par zasad w znacznym stopniu znajdujg si¢ nad soba, a powierzchnia
pokrycia waha si¢ od 2,87 do 4,49 A? dla nici RNA i od 2,63 do 5,29 A? dla laficucha DNA.
Stopien naktadania si¢ jest mniejszy dla fragmentu agaa/TTCT, ktéry zawiera adening 7
wymodelowang w dwodch konformacjach. Adenina 7(I) tworzy kanoniczng par¢ typu Watsona—
Cricka z tyming 18. Z powodu podwojnej konformacji nici RNA adenina 7(II) jest przesunigta w
plaszczyznie pary zasad, co z jednej strony skutkuje wzrostem powierzchni pokrycia dla
fragmentu ga/TC (6,58 A?), oraz prowadzi do ograniczenia liczby wiazan wodorowych do
jednego [2,72 A, a7(11)_N1---04_T18)] (Rys. 53). Redukcja powierzchni pokrycia jest widoczna
dla nastepujacych fragmentow lancucha RNA: 5 (ag/CT, 1,86 A?), 6 (ga/TC dla a7(l), 1,75 A?) i
dla 7 (aa/TT dla a7(ll), 0,57 A% (Rys. 54). Nakfadanie warstwowe zredukowane jest do
powierzchni ~1,5 A% dla zasad DNA fragmentu 7 (aa/TT). Pierécien zasady ul nie jest
zaangazowany w oddziatywania warstwowe z a2. Parametry propeller, roll i buckle moga by¢

uzyte do charakterystyki stopnia oddziatywan warstwowych, jak to zilustrowano w Tabeli 34.

Rys. 53. Parowanie zasad dla nukleotydow a7(l)-T18 i a7(Il)-T18. (I, zielony; I,

pomaranczowy). Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc, kontur 1c.
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Rys. 54. Oddziatywania warstwowe pomiedzy zasadami nukleotydéw aga/TCT w (A) strukturze
RNA:DNA-Mg®" opisywanej w tej pracy, (B) dekamerze RNA:DNA opisanym przez Kopke i
in., (2003), (C) hybrydy RNA:DNA w kompleksie z RT/HIV-1 (kod PDB: 1hys; Sarafianos i in.,
2001). Niebieski, a5-T20; zielony, g6-C19; czerwony (konformacja I)/pomaranczowy
(konformacja Il) a7-T18.
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Tabela 34. Parametry helikalne (°) dotyczace oddzialywan warstwowych dla prezentowanej
strukturze RNA:DNA-Mg?* (gorne wartosci) i dla odpowiadajacym im nukleotydom w modelu
PDB 1pjo (Kopka i in., 2003) (dolne warto$ci). Warto$ci w nawiasach dotycza Il konformacji
tancucha RNA w niniejszej strukturze RNA:DNA.

forma | forma Srednia | Catkowite
A B Zasada ut a2 a3 a4 ab g6 ar a8 ad ald | g 912 | bezpary | zagiecie
DNAG@ | DNA®@ u1-A24 | osihelisy
o1 05 | Buke | ©15 | 067 | 295 | 072 | 681 | 623 |-1227(1,93)| -1027 | 641 | 415 | 216 | 0,78 4,57
’ ’ - | -2719| 140 | 645 | 283 |-1882| -1676 | -399 | -034 | -742 | 584 | - 5,80
118 | 114 | Propeler | 4285 | -18:86 | 12,65 | 2463 | -19,20 | -11,65 |-21,97(-20,25)| -16,38 | -16,60 | 15,36 | 9,13 | -565 | -1565
’ ’ P - | -1066| -6,55 | -20,80 | -22,89 | -2,12 -5,07 662 | -1435| 417 | -760 | - | -10,08
80 06 Roll | 2337 | 193 | 1207 | 942 | 819 | 823 |1852(1881)| 968 | 692 | 790 | 546 | - 8,83
’ ’ - | 889 | 227 | 633 | 2001 | 10,32 7,51 617 | 622 | 343 | - - 701
Zag'seic'e - |45@43)| 33 | 24 | 22 (2426 14(14) (20019 16 | 16 | 1,3 | 10 - 10,6(10,9)
helisy - - 32 | 31 | 31 | 34 40 34 | 29 | 22 | 16 - -

@ Wartosci dla wysokorozdzielczych struktur A i B-DNA zostaty wzigte z pracy Olson i in. (2001)

V.4.4 Hydratacja i wigzanie kationow Mg2+

W czgéci asymetrycznej komorki elementarnej na sfere¢ hydratacyjng dupleksu
RNA:DNA sktada si¢ 76 czasteczek wody. Stwierdzono, ze z wyjatkiem czterech czasteczek
wody tworzacych bliskie kontakty z symetrycznie rownowaznymi lub majacymi podwojne
konformacje fragmentami RNA:DNA, obsadzenie wszystkich pozostatych wynosi 1,0. W
badanej hybrydzie ni¢ RNA jest w wigkszym stopniu hydratowana niz DNA. W catym systemie
wigzan wodorowych dupleksu RNA:DNA—Mg2+ 25 czasteczek wody oddziatuje z grupami
fosforanowymi, za$ 17 tworzy wigzania wodorowe z atomami O2', O3’, O4' i O5'. Z kolei
zasady azotowe sg hydratowane przez 27 czasteczek H,O, a 11 zostato znalezionych w sferach
koordynacyjnych jonéw Mg*". Zasady purynowe tworza wigzania wodorowe z czasteczkami
wody w liczbie od jeden do trzy. Trzy czasteczki wody poza formowaniem wigzan wodorowych
z zasadami, oddziatujg takze z grupami fosforanowymi nukleotydow a4, al0 i gl2. Zasady
pirymidynowe tworza takze od jednego do trzech wigzan wodorowych z czasteczkami HO,
ktére z kolei moga by¢ zaangazowane w oddzialywania z dwoma sasiadujacymi ze sobg
pier$cieniami zasad pirymidynowych w tancuchu DNA. Czasteczki wody mostkujg atomy O2' z

03’ lub O4'. Sgsiednie grupy fosforanowe w tej samej nici sg takze mostkowane przez czasteczki
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wody. Wymienione schematy hydratacji sa typowe dla dupleksow kwasoéw nukleinowych w

formie A (Rys. 55; Schneider i in., 1992; Egli i in., 1996). Szczegotowe informacje dotyczace

hydratacji hybrydy RNA:DNA-Mg** zawarte sa w Tabeli 35.

Tabela 35. Oddziatywania czgsteczek wody z atomami hybrydy RNA:DNA i Mg2+.

Woda—RNA  Dhugosé (A) | Woda— DNA  Dlugoséé (A) | Woda—Mg™  Dlugo$é(A)
W18 — N3 (a3) 2,78 W2 — O2P (122) 2,61 W44 — MgZ(1) 1,86
W1 - 02’ (a3) 2,75 W4 — O2P (T18) 2,95 W45 — Mg?(1) 2,03
W21 - N3 (a2) 2,82 W4 — 05’ (T18) 3,25 W46 — Mg?*(1) 173
W22 - O1P (g12) 2,71 W4 — O2P (C19) 2,74 W57 — Mg?(1) 1,85
W23 - 02P (g12) 2,63 W5 — N4 (C14) 2,91
W24 — N3 (29) 2,79 W24 — 02 (T17) 3.43 W42 - Mg?(2) 2,00
W25- 02’ (a8 1) 2,82 W10 — 04 (T23) 2,71 W43 — Mg?*(2) 2,05
W32 — 02’ (a8 1) 2,61 W11 — N3 (A24) 2,85 W56 — Mg?*(2) 1,83
W25 — 03’ (a8 T 3,42 W27 — 04 (T15) 2,68 W59 — Mg?*(2) 1,99
W26 — N7 (g12) 2,85 W28 — O1P (T22) 2,92 W69 — Mg?(2) 1,99
W26 — O2P (g12) 2,78 W29 — 02P (T23) 3,03
W32 — 04" (29) 3,14 W29 — 05’ (T23) 3,34 W63 — Mg?*(3) 1,98
W33 - 02’ (a5) 2,58 W30 — O2P (T23) 3,04 W64 — Mg?(3) 1,94
W33 — 04’ (6) 3,20 W31 — 04 (T22) 2,61
W15 — N3 (ad) 2,66 W26 — 02 (T17) 2.74
W16 — O2P (g6) 2,72 W32 - 03’ (A24) 2,99
W16 — 03’ (6) 3,39 W33 - 04’ (A24) 3,25
W16 — O2P (a7 I1) 3,13 W33 - 02 (T23) 2,80
W16 — N7 (a7 II) 3,41 W34 — 04’ (T18) 3,41
W17 — N7 (al0) 2,90 W35 — 04 (T21) 2,73
W17- 02P (al0) 3,10 W39 — N4 (C19) 3,01
W19 — N6 (a9) 2.83 W40 — 04 (T20) 2.70
W20 - 02’ (g11) 2,76 W41 — 02P (C19) 3,30
W20 — 03’ (g11) 3,20 W41 - 05’ (C19) 3,50
W31 - N6 (a2) 3,36 W43 - O1P (C19) 3,06
W27 — N7 (ad) 2,93 W51 — 04 (T16) 2.72
W27 — O2P (ad) 3,05 W58 — 02P (T17) 2.84
W28 — N6 (a10) 3,01 W62 — 02 (T22) 2,91
W29 — O1P (a8 ) 3,49 W62 — 04’ (T23) 3,19
W30 — O2P (g11) 2.72 W69 — O1P (C19) 3,14
W31 - 02’ (a4) 2,61
W36 — N6 (a4) 2.95
W44 — N7 (a10) 3,20
W44 — N7 (gL1) 2,99
W46 — 06 (g11) 3,33
W46 — 06 (g12) 3,26
W48 — 02P (al0) 2,71
W48 — 05’ (al0) 3,38
W48 — 02P (gl1) 2,78
W55 — O1P (g11) 2,76
W60 — O1P (a3) 2,85
W65 — O1P (a2 I) 3,23
W65 — O1P (a2 1) 3,09
W75 — 02P (a2 ) 2,52
W75 — 02P (a2 I1) 3,12
W75 — 05" (a2 ) 3,19
W76 — O2P (a7 1) 2,98
W76 — O2P (6.8 |) 2,71
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Rys. 55. Czasteczki wody (czerwone kule) w duzej bruzdzie dupleksu RNA:DNA—MgZ+. Mapa
gestosci elektronowej 2Fo—Fc, kontur 1o.

Stwierdzono, ze jony [Mg(H,0),]*" maja preferencje do wiazania sic z guanina w
sekwencjach -gg- lub -gu- w duzej bruzdzie pseudowegztow RNA, a takze w duzej bruzdzie
dupleksow w formie A i B-DNA (sekwencja -GN-) (Egli, 2002). Uktad krystalizacyjny
dodekameru RNA:DNA-Mg?* zawierat takze [Co(NH3)s]** (20 mM - kropla krystalizacyjna) o
dwukrotnie wyzszym stezeniu molowym niz MgCl,. Nie udalo si¢ jednak znale$¢ jonow
kompleksowych Co** w gestosci elektronowej. Proby wprowadzenia takich jonéw do modelu
zawsze konczyly sie pojawieniem ujemnej gestosci elektronowej na mapie Fo—Fc oraz wzrost
warto$ci wskaznika Reee. Z tych powodéw jony [Co(NH3)s]*" wyeliminowano z udoktadnianego
modelu, a pod uwage wzigto jeszcze kationy [Mg(H20)n]**. Ten tok postepowania doprowadzit
do stwierdzenia obecnosci w strukturze RNA:DNA-Mg?®* trzech hydratowanych jonéw Mg?*,
majacych w sferze koordynacyjnej dwie, cztery lub pig¢ czasteczek wody. Jon [Mg(H20)4]2+
[oznaczony takze jako Mg2+(1)] jest zlokalizowany w duzej bruzdzie, oddziatujac poprzez
czasteczki wody z atomami O6 i/lub N7 zasad g11, g12, oraz al0 (Rys. 56). Jon [Mg(H»0)s]*
[oznaczony réwniez jako Mg2+(2)] koordynuje do grup fosforanowych nukleotydu C19, a takze
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do symetrycznie rownowaznych T15 i a9 (Rys. 57). Dla trzeciego kationu Mg2+(3) mapa gestosci

elektronowej pozwolita na wymodelowanie tylko dwdch czasteczek wody.

Rys. 56. Sfera hydratacyjna kompleksu [Mg(H20)s]**. Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc,
kontur lo.
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Rys. 57. Sfera koordynacyjna kompleksu [Mg(H20)s]**. Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc,
kontur 1c.

Rys. 58. Sfera hydratacyjna kompleksu [Mg(H»0),]**. Mapa gestosci elektronowej 2Fo—Fc,
kontur 1c.

Czasteczka Wody66 tworzy wigzania wodorowe z Woda64 ze sfery koordynacyjnej
[Mg(H,0),]** oraz Woda45 z jonu [Mg(H20)4]**. Woda64 tworzy takze wiazanie wodorowe z
atomem O2P nukleotydu T21 z symetrycznie rdwnowaznie czgsteczki RNA:DNA (Rys. 58).

V.4.5 Upakowanie w sieci krystalicznej

Struktura hybrydy RNA:DNA-Mg®* wykazuje typowe dla A-DNA upakowanie w
komorce elementarnej, gdzie konce jednej czasteczki potozone sg w poblizu bruzd innych
symetrycznie rownowaznych czgsteczek RNA:DNA (Rys. 59). Kazda z czasteczek dodekameru
hybrydy otoczona jest w komorce elementarnej pigcioma dupleksami RNA:DNA. W sieci
krystalicznej kontakty odbywaja si¢ gtownie poprzez oddziatywania warstwowe terminalnych
par zasad i pier§cieni cukrow z matej bruzdy, przez wigzania wodorowe grup O2’ nici RNA oraz
miedzyczasteczkowe oddziatywania tworzone przy udziale czasteczek wody. Guanina 12 jest
silnie zaangazowana w tworzenie wigzan wodorowych z symetrycznie réwnowaznymi
nukleotydami g6, a7(I) i C19, formujac pentapleks sparowanych zasad (Rys. 60). Atomy biorace
udziat w oddziatywaniach miedzyczasteczkowych z sasiadujacych ze sobg w komorce

elementarnej dupleksow RNA:DNA sa wymienione w Tabeli 36.
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Rys. 59. Rysunek stereograficzny upakowania czasteczek RNA:DNA w komorce elementarne;.
Lancuchy RNA pokazano sa na zielono, a nici DNA na turkusowo.

Rys. 60. Rysunek stereograficzny oddzialywan w pentapleksie g6-a7-C19-(gl12-C13), bedacych
konsekwencja upakowania typu A-DNA. Dlugosci wigzan wodorowych zawarte sa w przedziale
2,65 - 3,13 A.
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Tabela 36. Atomy biorgce udzial w oddzialywaniach pomiedzy czgsteczkami hybrydy
RNA:DNA.

Czeé¢ asymetryczna  Atom symetrycznie rOwnowazny — Odlegtosé (A)

N3 (ul) 03'(al0) (x-y+1, 1-y, 1/3+2) 2,94
02’ (a2) 02’ (a9) (x-y+1, 1-y, 1/3+2) 2,54
02’ (a3) 04’ (17T)  (x-y+1, 1-y, 1/3+z) 3,15
02’ [g6(D)] 02'(12g) (yv-1,%,-2) 2,83
02' [g6(1)] 02" (12g) (y-1,x,-2) 3,13
N3 (g6) 02' (12g) (y-1,x,-2) 2,65
N2 (g6) N3 (12g) (y-1,x,-2) 3,08
02’ [a7(D)] 04' (15T) (y-1, %, -2) 3,02
02' [a7(])] 02 (14C) (y-1,x,-2) 2,72
02’ (a9) 02" (a2()] (x-y, 1-y, 1/3-2) 3,35
02’ (al0) N7 (A24) (x-y, 1-y, 1/3-2) 2,69
03’ (al0) N3 (ul) (x-y, 1-y, 1/3-2) 3,25
04’ (g11) N7 (A24) (x-y, 1-y, 1/3-2) 3,15
N2 (g12) N3 (@7) (y, x+1,-z) 2,76
N2 (g12) 02 (19C) (v, x+1,-2) 3,10
04’ (20T) N1(g12) (y-1,X,-2) 3,47
02 (20T) 03'(g12) (y-1,x,-2) 3,36
03’ (A24) 02 (15T) (x-y+1, 1y, 1/3-2) 3,19
N6 (A24) 02'(al0) (x—y+1, 1-y, 1/3-2) 3,42
03’ (A24) N2 (g11) (x—y+1,1-y, 1/3-2) 3,46

V.4.6 Dyskusja wynikéw dla kompleksu RNA:DNA-Mg**

Rozwigzano i przeanalizowano struktur¢ dodekameru RNA:DNA—Mg2+, ktorej tancuch
RNA stanowi 73% catosci sekwencji polipurynowej (PPT) genomu wirusa HIV-1. Podwojna
helisa hybrydy przybiera forme¢ A 1 jest pod tym wzgledem podobna do jedynego opisanego
wczesniej modelu dupleksu, o zblizonej sekwencji nukleotydowej, zawierajacej fragment PPT
(Rys. 49, Kopka i in., 2003). Jednakze analiza porownawcza obu tych struktur wykazata istotne
réznice dotyczace parametrow helikalnych i konformacji kilku fragmentow nukleotydowych.
Najwazniejsza roznica w przedstawianym modelu hybrydy PPT to catkowity brak konformacji
C2-endo dla jakiegokolwiek pierScienia cukrowego RNA. Istnieniem takiej konformacji
uzasadniano poprzednio odporno$¢ PPT na hydrolize przez RNaze H. Ponadto dupleksy
dekameru opisanego przez Kopke i in., 2003 i omawiany w tej pracy model dodekameru réznia
si¢ takze innymi aspektami zwigzanymi z konformacja nukleotydow fancuchéw RNA 1 DNA.
Niniejsze wyniki wskazujg na brak podwojnych konformacji w nici DNA oraz dla nukleotydu
a3. Przedstawiona tu struktura wykazuje znaczng labilnos¢ szkieletu cukrowo—fosforanowego z
sekwencja PPT, co uwidacznia si¢ w kilku miejscach wzdtuz tancucha RNA. W szczegdlnosci,

podwdjne konformacje nici RNA obecne sg dla nukleotydow ul-a2 i g6—a8. Nalezy podkreslic,
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ze za wyjatkiem a7, zasady w tych fragmentach sekwencji s3 wyraznie zdefiniowane w jednym
tylko ustawieniu. Warto zaznaczy¢, ze sekwencja g6—a8 nalezy do tego fragmentu struktury
kompleksu hybrydy RNA:DNA-RT/HIV-1, w ktérym zidentyfikowano niesparowane zasady
(ang. unzipping of the PPT; Sarafianos i in., 2001). Zasady ul(anti)-A24(syn) w badanym
dupleksie RNA:DNA-Mg** potaczone sg jednym (niekanonicznym) wiazaniem wodorowym, w
ktorym kat y dla A24 ma nietypowa orientacje syn. Wiasciwosci nukleotydow ul(anti)-A24(syn)
decyduja o labilno$ci koncowego fragmentu hybrydy RNA:DNA-Mg”* i maja wplyw na katy
torsyjne sasiedniego nukleotydu. Konformacja tego koncowego odcinka RNA:DNA—Mg2+
sugeruje kierunek zmian parametréw helikalnych dupleksu, ktore to moga wystapi¢ w poblizu
nukleotyddow majacych slabo sparowane zasady. Tak znaczne zmiany obserwowane w
prezentowanej strukturze w relacji do poprzednich danych (lokalne zmiany formy rybozy z A do
B) jasno uwypuklaja podatnos¢ sekwencji PPT na deformacje. Takie rearanzacje strukturalne
moga wystapi¢ w wielu miejscach tancucha RNA 1 wydaja si¢ by¢ warunkiem wstepnym dla
efektywnego dzialania kwasu nukleinowego jako substratu w syntezie retrowirusowego DNA
przez RT/HIV-1.

Czasteczki wody z kompleksow [Mg(H20),]** zaangazowane sa w liczne wiazania
wodorowe z atomami zasad RNA [Mg?*(1)] i atomami tlenu grup fosforanowych [Mg?*(2)]
hybrydy RNA:DNA-Mg?*. Widoczna jest tu preferencja kationu [Mg(H20)4]** do wiazania si¢
w duzej bruzdzie (sekwencja -gg-) czasteczki dodekameru RNA:DNA-M gz+.
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VI  Podsumowanie i wnioskKi
Przeprowadzono badania krystalograficzne kompleksow kwasoéw nukleinowych z

kationami organicznymi i nieorganicznymi. Uzyskane wyniki wzbogacaja wiedze¢ o procesie
odwrotnej transkrypcji w retrowirusach oraz o stabilnosci kwasu nukleinowego w formie Z-
DNA. W przedstawionej pracy opisano wyniki badan i dyskusj¢ dla nastepujacych struktur:
d(CGCGCG),-Spm**-Mn?*, d(CGCGCG),—Spm**—zn?*, d(CGCGCG),—Put** K",
d(CGCGCG),—Cr** oraz RNA:DNA-Mg?*. Wszystkie podjcte zadania badawcze zrealizowano
pomyslnie.

o Otrzymano monokrysztaty d(CGCGCG),—Put?**~K* oraz d(CGCGCG),—Spm**

o Krysztaty d(CGCGCG),—Spm** zostaty nasaczone jonami Mn®*, Zn*" i Cr**

e Zarejestrowano wysokorozdzielcze dane dyfrakcyjne i rozwigzano struktury krysztatow

nie opisywanych dotychczas w literaturze komplekséw: d(CGCGCG),—Spm**—Mn*",

d(CGCGCG),~Spm**-Zn**, d(CGCGCG),-Cr** i d(CGCGCG)—Put* —K*

e Okreslono typ i miejsca wigzania si¢ kationow metali i poliamin biogennych w

powyzszych kompleksach

o Zaobserwowano bezposrednie wiazanie si¢ kationdw Mn** i Zn?*(1) z atomem N7_G6.

Oba kationy maja oktaedryczng sfer¢ koordynacyjna, w ktorej pozostate miejsca uzupetniajg

czasteczki wody. Oktaedr przypisany Mn?* jest znieksztalcony w poréwnaniu z Zn**(1) na

skutek alternatywnych potozen trzech skoordynowanych z nim czasteczek wody.

« Dlajonu Zn*(2) stwierdzono mostkowanie atoméw N7_G10 i N7_G12" z symetrycznie

rownowaznych helis Z-DNA. Do tetraedrycznej sfery koordynacyjnej Zn?*(2) naleza takze

anion CI i czasteczka wody.

 Dla kompleksu d(CGCGCG),~Spm**~Zn** zaobserwowano odmienny, niespotkany

dotad w literaturze schemat oddzialywan sperminy®* z Z-DNA. W przeciwienstwie do

innych  komplekséw, spermina®* tworzy wiazania wodorowe tylko z grupami

fosforanowymi Z-DNA.

e Dokonano poréwnania warto$ci parametrow helikalnych i katow w szkielecie cukrowo—

fosforanowym helis d(CGCGCG), w kompleksach Z-DNA—kationy™, ktorego celem byto

okreslenie wplywu poszczegdlnych jondéw na konformacje kwasu nukleinowego we

fragmentach, w ktorych zlokalizowano Kkationy metali. Porownujac strukture z

d(CGCGCG),-Spm*—Zn?* [gdzie odnotowano wigzanie N7_G10-Zn**(2)], z pozostatymi

uktadami z Z-DNA, stwierdzono istotne réznice w parametrach helikalnych dla srodkowego
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dinukleotydu helisy Z-DNA. Okreslono, ze warto$¢ kata S (Rys. 4), dla nukleotydu C5 jest
inna w kompleksie z Mn* niz z Zn®*, co jest wynikiem tworzenia wiazania wodorowego
przez atom O2P_C5, odpowiednio ze spermina®* lub czasteczka H,O. Poza stabilizacja
przez akwakompleksy metali nici Z-DNA w pojedynczej konformacji Z,;, odnotowano, ze
podwojne konformacje Z-DNA zwigzane sg z tendencjg szkieletu cukrowo—fosforanowego
do zapewnienia efektywnej hydratacji dla obu alternatywnych pozycji grupy fosforanoweyj.
W szczegodlnosei sytuacje taka zaobserwowano w kompleksach z d(CGCGCG),—Cr** oraz
d(CGCGCG),—Put’*~K*. Za wyjatkiem kompleksu z Mn?*, w pozostatych strukturach z Z-
DNA fancuch kwasu nukleinowego wykazuje nieuporzadkowanie (podwojne konformacje),
ktérego stopien mozna uszeregowa¢ w nastepujacej kolejnosci d(CGCGCG)z—Cr3+ >
d(CGCGCG),—Put”*-K* > d(CGCGCG),-Spm**-Zn** > d(CGCGCG),—-Spm**~Mn?*.

e Uzyskane w niniejszej pracy rezultaty $wiadcza o wysokim stopniu labilnosci
konformacyjnej helisy Z-DNA. Labilnos¢ ta zalezy od otoczenia jonowego (kationy metali i
poliaminy™) wokot dupleksu Z-DNA. Informacje te pozwalaja oceni¢ role kationow
organicznych i nieorganicznych w promowaniu i stabilizacji tworzacego si¢ w procesie
transkrypcji Z-DNA. Jest to wazne ze wzgledu na zalezno$¢ pomigdzy potozeniem w
genomie czlowieka regionow podatnych na tworzenie si¢ Z-DNA, a lokalizacja genow
(Champ i in., 2004).

 Wysokorozdzielcze dane dyfrakcyjne dla komplekséw d(CGCGCG),—Spm**—Mn*",
d(CGCGCG),~Spm**-Zn** i d(CGCGCG),—Put’~K* pozwolily na obliczenie jednego
cyklu pelnomacierzowego udoktadniana metoda najmniejszych kwadratow w celu
wyznaczenia odchylen standardowych dla wszystkich indywidualnie udokladnianych
parametrow 1 wszystkich parametréw geometrycznych. Sposréd wszystkich prac
krystalograficznych rozpatrujacych addukty Z-DNA—kationy™, takie obliczenia wykonano
poprzednio tylko dla trzech innych struktur Z-DNA.

e Po raz pierwszy opisano potozenie i kontakty miedzyczasteczkowe putrescyny2+ z Z-
DNA w komoérce elementarnej. Majacy podwdjna konformacje kation Put® efektywnie
oddziatuje poprzez wigzania wodorowe z atomami N7_G 1 czasteczkami wody stabilizujac
tym samym struktur¢ i upakowanie dupleksow Z-DNA.

o W strukturze krystalicznej d(CGCGCG)—Put**~-K* zlokalizowano kation K*, czego
dotad nie opisano w literaturze prezentujacej wyniki badan uktadéw z tg formg DNA. Jon
potasu oddziatuje niekowalencyjnie z czasteczkami wody 1 atomami tlenu dwoch grup

fosforanowych Z-DNA.
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e Analiza kontaktow miedzyczasteczkowych dla Put* i K* wykazata ich mniejsza
efektywnos¢ w poréwnaniu z kompleksami d(CGCGCG)—Spm*'—Mn?" i d(CGCGCG),—
Spm**-zn** w stabilizacji konformacji Z; grupy fosforanowej ulokowanej pomiedzy
nukleotydami G4-C5.

e Po raz pierwszy okreslono strukture¢ kompleksu d(CGCGCG),—~Cr®¥. Dla zadnego z
trzech hydratowanych kationdw Cr** nie stwierdzono bezposredniego wiazania z
donorowymi atomami Z-DNA.

« Dla kompleksu z kationami Cr®* odnotowano typ B upakowania czasteczek w sieci
krystalicznej o symetrii P2:2:2; w przeciwienstwie do struktur d(CGCGCG)-Spm**—Mn*",
d(CGCGCG),—Spm**—Zn®* oraz d(CGCGCG),—Put* K", ktére maja typ A.

e Otrzymano krysztaly i zmierzono dane dyfrakcyjne dla kompleksu RNA:DNA-Mg?*, w
ktorym tancuch RNA (dodekamer) zawiera sekwencje polipurynowa wirusa HIV-1 (PPT).

o Uzyskane rezultaty dla RNA:DNA-Mg* dotyczace konformacji i parametrow
helikalnych poréwnano z warto$ciami charakteryzujacymi dwa, jak dotad, opisane dupleksy
RNA:DNA z sekwencja analogiczng do PPT. Wyniki dla przedstawionej tu struktury
RNA:DNA-Mg®* zestawiano gléwnie z tymi odnotowanymi dla dekameru (Kopka i in.,
2003) oraz w mniejszym stopniu dla hybrydy z kompleksu RNA:DNA-RT/HIV-1
(Sarafianos i in., 2001).

e Powyzsza analiza porownawcza wykazata roznice w konformacji cukrow, stopniu
nieuporzadkowania nici RNA, oddzialywaniach warstwowych w regionie a5-g6-a7 i w
trajektorii osi helisy.

« W analizowym kompleksie RNA:DNA-Mg?* potaczona jednym wigzaniem wodorowym
niekanoniczna para zasad ul(anti)-A24(syn) wplywa na katy torsyjne sasiedniego
nukleotydu.

o Na mapie gestosci elektronowej struktury RNA:DNA-Mg?* zidentyfikowano trzy jony
[Mg(H,0),]** oddziatujace posrednio poprzez czasteczki wody z grupami fosforanowymi
DNA lub zasadami RNA. Kation [Mg(H.0)4]** preferencyjnie wiaze sic w duzej bruzdzie
hybrydy RNA:DNA, podobnie jak ma to miejsce dla A-RNA, A-DNA czy B-DNA.
Pomimo dwukrotnie wickszego stezenia [Co(NH3)s]** w stosunku do MgCl, w uktadzie
krystalizacyjnym, mapa gestosci elektronowej wykluczyta specyficzne wigzania sie
[Co(NH3)g]*" z czasteczka hybrydy RNA:DNA.

o Whnioski z badan nad kompleksem RNA:DNA-Mg**, w poréwnaniu do rezultatw
opisanych przez Kopke i in., (2003) i Sarafianosa i in., (2001), wyraznie uwidaczniajg

podatno$¢ sekwencji PPT na zmiany konformacyjne szkieletu cukrowo—fosforanowego.
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Przeksztatcenia strukturalne stwierdzone w powyzszych ukladach wystapuja w wielu
miejscach tancucha RNA z sekwencja PPT, co sugeruje, ze s3 jednym z warunkow
wstepnych w efektywnej syntezie retrowirusowego DNA przez RT/HIV-1. Ponadto wplyw
pary ul(anti)-A24(syn) na sasiedni nukleotyd a2 moze by¢ przykladem rearanzacji, jakie
moga zachodzi¢ w obrebie dwunukleotydowych fragmentow dupleksow kwasow
nukleinowych, ktore zaangazowane sa w niekanoniczne parowanie zasad. Powyzsze
wnioski mogg mie¢ znaczenie w poznaniu mechanizmu wieloetapowego procesu odwotne;j
transkrypcji, szczegolnie dla opisu degradacji matrycowej nici RNA przez RNaze H

retrowirusow.

Zdeponowano w bazie PDB nast¢pujace struktury

RNA:DNA-Mg** (kod PDB: 3ssf, kod NDB: NA1220)
d(CGCGCG),-Spm**—Mn** (kod PDB: 4hig, kod NDB: NA2072)
d(CGCGCG),-Spm**—zn?* (kod PDB: 4hif, kod NDB: NA2073)

Wyniki dotyczace hybrydy RNA:DNA-Mg®*, a takze kompleksow Z-DNA [d(CGCGCG),—
Spm**-Mn?* oraz d(CGCGCG),—Spm**~Zn®*], opublikowano w dwoéch pracach w Acta
Crystallographia Section D, Biological Crystallography (IF = 14,1).

1) Drozdzal, P., Michalska, K., Kierzek, R., Lomozik, L. & Jaskolski, M. (2012). Structure of an
RNA/DNA dodecamer corresponding to the HIV-1 polypurine tract at 1.6 A resolution
Acta Cryst. D68, 169-175.

2) Drozdzal, P., Gilski, M., Kierzek, R., Lomozik, L. & Jaskolski, M. (2013). Ultrahigh-
resolution crystal structures of Z-DNA in complex with Mn** and Zn?* ions
Acta Cryst. D69, 1180-1190.

Tematyce oddziatywan kationdw organicznych 1 nieorganicznych z kwasami nukleinowymi
poswiecono takze artykut

3) Lomozik, L., Drozdzal, P., Kierzek, R. (2009). Oddziatywania DNA i RNA z kationami
metali i poliaminami Na pograniczu chemii i biologii, 22, 81-104, UAM Wydawnictwo

Naukowe, Poznan.
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