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Uvod

Vsechny znamé autonomni formy zivota pocinaje bakteriemi a konce clovékem maji
své genetické informace ulozeny v molekulach dvoufetézcové DNA. DNA je obrovska
molekula, jejiz velikost €ini statisice nukleotidovych parii u nejmensich baktérii a stamiliony
u Cloveéka. U nékterych organismi jsou tyto molekuly jest¢ vétsi. Obrovské molekuly DNA
jsou u cloveka sbaleny v relativné malickém prostoru bunécného jadra.

Zékladni usporadani DNA ve form¢ pravotoCivé dvojité Sroubovice typu B bylo
objeveno v roce 1953. Od té doby bylo zjiSténo, Ze DNA miZe nabyvat i fadu jinych struktur
jako je pravotoCivd dvousroubovice typu A, které konstitutivnhé nabyva RNA, levotociva
dvousroubovice typu Z, rizné typy vlasenek a struktur obsahujicich posunuté ¢i paralelné
orientované fetézce, rizné typy triplext a tetraplexii a dal$i méné piesné charakterizované
struktury. Dnes je jiz vice nez pravdépodobné, Ze tyto struktury se vyskytuji v bunééném
jadie v dasledku vysokého stupné natésnani, plsobeni nadsroubovicového vinuti, rtiznych
proteint a vlivem nizké aktivity vody. Lze povazovat za prokazané, ze konformacéni prechody

DNA se uplatiiuji v jeji funkei.

Cirkularné dichroicka spektroskopie

Cirkularni dichroismus je jev, ktery vykazuji chirdlni molekuly pfi interakci
s elektromagnetickym polem. K vyzkumu DNA se nejvice vyuziva ultrafialové svétlo
vrozmezi 180 — 300 nm, kde baze DNA siln¢ absorbuji. Pii ozafeni DNA cirkularné
polarizovanym svétlem dochazi k odlisné absorpci jeho pravotocivé a levotoCivé slozky.
Rozdil téchto dvou absorpci je cirkularni dichroismus.

Teoreticky, tj. kvantové chemicky popis cirkularniho dichroismu u DNA je velice

slozity. U téchto obrovskych molekul dosud nebylo dosaZeno shody teorie s experimentem, a



proto se CD spektroskopie pouziva ke studiu DNA témér vyluéné empiricky. Naproti tomu
ma CD spektroskopie pfed jinymi metodami fadu vyhod. V prvé fadé je extrémné citliva, coz
umoziuje pracovat s relativné velice malymi mnozstvimi DNA ( 30 pg ) a fidkymi roztoky
DNA (20 pg / ml). Za druhé, studované molekuly DNA mohou byt nejen kratké, ale i dlouhé,
coz neumoziuje NMR, X — ray ani molekularné dynamicka simulace. Za tfeti, vzorky je
mozné snadno titrovat riznymi agens jako jsou soli, alkoholy, zmény pH apod., které indukuji
konforma¢ni zmény v DNA. To umoziiuje mapovat cely konformaéni prostor studované
molekuly, nejen jeji jednu vybranou strukturu. Za ctvrté, CD spektroskopie odlisuje
konformaéni prechody mezi raznymi konformery od postupnych zmén vradmci jedné
struktury. Toto rozliSeni je velmi dilezité, protoze tyto dé€je maji odlisSnou fyzikalni podstatu a
moznd i odlisnou biologickou relevanci. Za paté, CD spektroskopie umoziiuje méfit nejen
roztoky, ale 1 filmy DNA, coz dovoluje ptimo korelovat vysledky CD spektroskopie s X — ray
difrakci a infracervenou spektroskopii. Za Sesté¢, méfeni CD spekter je relativné snadné a
velice rychlé, coz umoznuje provadét komparativni studie vice ptibuznych molekul DNA. To
je dalsi dilezity zdroj informaci. Tyto vlastnosti zptsobily, ze CD spektroskopie se podilela

prakticky na vSech vyznamnych uddlostech v historii studia konformac¢nich vlastnosti DNA.

Forma B a vlasenka

Forma B je nejcastéjSim usporadanim DNA. Je stabilni zejména ve vodnych roztocich.
Spektrum sekvencné heterogenni DNA je konzervativni (plocha pozitivnich pasii je rovna
ploSe negativnich past) a ma nizké amplitudy. Lze to vysvétlit tim, Ze pary bazi ve form¢ B
jsou kolmé k podélné ose dvojité Sroubovice, coz struktuie proptij¢uje jen malou chiralitu. Ve
spektru (obr.1) dominuje pozitivni pas kolem 275 nm a negativni pas kolem 245 nm. Oba
maji elipticitu kolem 2 M"'em™.
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Obrazek 1: CD spektru B-formy sekvencné heterogenni DNA z telecitho thymu



B-formy syntetickych oligonukleotidii se v zavislosti na primarni struktuie navzajem
li§i. Tvoti Sirokou rodinu struktur B se spolecnymi globalnimi rysy. Rovnéz CD spektra
jednotlivych sekvenéné odlisnych oligonukleotidi jsou rtiznd {napt. spektrum poly(dA-dT)
v obrazku 2}. VSechna se ale vyznacuji pozitivnim pasem na strané¢ dlouhych vinovych délek
s maximem v rozmezi (260 — 280) nm a po ném nasleduje negativni pas pii 245-255 nm.
Vykazuji vSak zpravidla vétsi amplitudy nez sekvenéné heterogenni ptirozena DNA.

CD spektroskopie rovnéz reflektuje kooperativni pfechod z uspotfddané struktury do
struktury denaturované. V obrazku 2 jsou spektra poly(dA-dT) métfend za rGznych teplot.
Spektra vlevém obrazku reflektuji nekooprativni zmeény ve struktufe poly(dA-dT)

piedchézejici denaturaci, v obrazku pravém pak spektra v pribéhu denaturace.
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Obrazek 2: B-forma poly(dA-dT). V leve casti obrazku nekooperativni zmeény v ramci B-
formy vyvolané zvySenim teploty, vpravo kooperativni prechod B-formy poly(dA-dT)
v denaturovanou. Insert: zavislost A€ pri (Ctverecky) 260 nm a (kolecka) 275 nm na teplote.

Vlasenka je z hlediska primarni struktury zvlastni intramolekulédrni podobou formy B.
Autokomplementarni sekvence bazi mohou v zdvislosti na délce molekuly nabyvat jak
duplexové formy B tak vlasenky a v disledku zmén podminek v roztoku mezi sebou
izomerizovat. Prechod homoduplex-vlasenka u  kratkych  autokomplementarnich

oligonukleotidl je v disledku pfitomnosti smycky obvykle provazen redukci amplitud.



Forma A a prechod B-A

Formy A nabyvd DNA zejména ve vodnych roztocich etanolu. Nékteré molekuly

DNA formy A nenabyvaji vibec. Pfikladem je poly(dA).poly(dT). Naopak jiné vykazuji
nékteré rysy formy A jiz ve vodném prostredi. Piikladem je poly(dG).poly(dC). Spektrum CD
formy A-DNA je prakticky identické jako spektrum CD RNA se stejnou primarni strukturou
(obr.3). Spektrum CD formy A je nekonzervativni (plochy pozitivnich a negativnich pasi
nejsou stejné¢) s dominantnim pozitivnim pasem pii 260 nm, a negativnim pii 210 nm.
Amplituda pozitivniho pasu se v zavislosti na sekvenci bazi pohybuje mezi (7-12) M'em™.
Vyrazné spektrum CD je pravdépodobné zpiisobeno tim, ze pary bazi jsou ve formé A

naklonény k ose dvojité Sroubovice.
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Obrazek 3: Vievo CD spekta DNA s primarni strukturou d(GCGGCGACTGGTGAGTACGC)
v duplexu se svou komplementarni sekvenci mérena pri riiznych koncentracichTFE, ktery v ni
indukuje B-A prechod. Insert: zavislost A& pozitivniho maxima na koncentraci TFE. Vpravo
CD spektrum RNA se stejnou primarni strukturou.

Ptechod B-A je dvoustavovy a velice kooperativni (obr.3). To se projevuje piitomnosti
izodichroickych bodu ve spektrech a esovité zdvislosti elipticity na koncentraci indukujiciho
agens, tj. etanolu, ¢i trifluoretanolu. Doneddvna se myslelo, ze zdkladnim rozdilem mezi
formami A a B je zborceni cukerného kruhu (C2’endo ve form¢ B a C3’endo ve form¢ A).
Pak ale byla nalezena zvlastni forma duplexu d(C4Ga), ktera vykazuje charakteristiky formy A
a ma zborceni cukriit C2’endo. Tato zvlastni forma je stabilni uZ ve vodnych prostiedich.

Kooperativné pak prechdzi do standardni formy A v etanolovych prostfedich. Standardni B-



formy duplex d(C4Gs4) viibec nenabyva. CD spektroskopie tuto skutecnost krasné odrazi a

ukazuje, ze je tato vlastnost spolecna rtizn¢ dlouhym molekulam d(C,G,).

Forma Z a pirechod B-Z

Forma Z je levoto¢iva dvousroubovice, kterd se od forem B a A zejména lisi

obracenou topologii bazi vici 5'-3’sméru cukr-fosfatové patefe. Rekneme-li, Ze pary bazi
smefuji v B- a A-formé hibetem vzhlru, sméfuji ve formé Z pravé naopak. Odlisna
molekularni struktura se projevuje v odlisSném spektru CD, pro které je charakteristicky
negativni dlouhoviny pas a pozitivni kratkoviny (obr. 4), tj. spektrum je inverzi CD spektra
formy B. Forem Z je, podobné jako forem B, n¢kolik druhti. Jejich CD spektra se dosti
podstatné lisi, ovSem pfechéazeji mezi sebou nekooperativné (obr. 4, insert), a tedy nalezeji
témuz strukturnimu typu. Na rozdil od pfechodu B-A mé piechod B-Z pomalou kinetiku
zpusobenou pravdépodobné tim, Ze v jeho pribchu se uvnitt dvojité Sroubovice museji pary
bazi pretocit, coz je kineticky velice narocny proces. Pfechod B-Z byl pomoci CD

spektroskopie pozorovan davno predtim nez byla objevena molekularni struktura formy Z.
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Obrazek 4: Vlevo nahore: B-Z prechod; vpravo nahore prechod mezi dvema formami Z, tj. Z
a Z'. Insert: zavislost elipticity pri 266 nm na koncentraci TFE, ktery indukuje prechody B-Z-
Z'



Triplexy

Triplexy DNA jsou pomoci CD spektroskopie studovany podstatné méné nez tfeba
homoduplexy. Divodem je skutecnost, Ze triplexy poskytuji pro rizné sekvence rizna CD
spektra, kterd se tedy Spatn€ interpretuji. Vytecnou komplementdrni metodou k CD
spektroskopii je v tomto ptipad¢ elektroforéza, kterd umozni CD spektrum triplexu piislusné

studované sekvence identifikovat.

Guaninové tetraplexy

Zakladem guaninovych tetraplext je guaninova tetrdda (obr. 5), kterd zlstava pro
riznd tetraplexova uskupeni neménnd. Existuji dva zékladni typy guaninovych tetraplexti.
Paralelni, které maji dominantni pozitivni péas pfi 260 nm a antiparalelni, které maji pii stejné
vinové délce pas negativni a navic pozitivni pas pti 290 nm (obr. 5). Oznaceni paralelni a
antiparalelni se tyka vzajemné orientace fetézcl v tetraplexu, pfi¢emz odliSny cirkularni
dichroismus pravdépodobné souvisi s odliSnou orientaci guaninovych zbytkli kolem
glykosidické vazby. Glykosidicka vazba vSech guanini je anti u paralelnich tetraplext,
zatimco u antiparalelnich ma cast guaninii, nejcastéji polovina, glykosidickou vazbu
v orientaci syn. Vznik guaninovych tetraplext je, podobné jako je tomu u formy Z, pomaly
proces. Jeho induktorem jsou fyziologické koncentrace iontl, zejména draselnych, a jeSté

efektivnéj$im induktorem je etanol.
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Obrazek 5: Usporadani guaninovych tetrad a CD spektra paralelniho (vlevo dole) a
antiparalelniho (vpravo dole) guaninoveho tetraplexu.



CD spektrum paralelniho tetraplexu, zejména jeho dominantni pozitivni pas pii 260
nm, je podeziele podobny CD spektru formy A. Na rozdil od formy A ma vSak namisto

negativniho kratkovinného pasu pas pozitivni pii 205 nm.

Cytosinové tetraplexy

Retézce DNA bohaté na cytosin tvoii interkalované tetraplexy. Ty sestavaji ze dvou
paralelnich duplextd spojenych hemiprotonizovanymi pary C.C*, které jsou vzijemnd
interkalovdny v antiparalelni orientaci (obr. 6). Cytosinové tetraplexy poskytuji
charakteristické CD spektrum s dominantnim pozitivnim pasem pii 290 nm (obr. 6). Vznik
cytosinovych tetraplext je indukovan mirné kyselym pH, které je nutné pro stabilitu pari

C.C".
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Obrdzek 6: Vievo nahore usporadani cytosinového tetraplexu, (insert vpravo nahore) jeho
UV spektra a (hlavni obradzek) CD spektra v priubéhu indukce kyselym pH.

Retézce DNA bohaté na guanin a adenin

Retézce DNA bohaté na guanin a adenin vykazuji pozoruhodné kooperativné tajici
konformery, které se lisi od klasickych struktur. Prvni z nich je antiparalelni homoduplex,
obsahujici pravdépodobné nestandardni pary G.A. Jeho CD spektrum je podobné B-formam
(obr. 7A). Dalsi strukturou je paralelni homoduplex, s pary G.G a A.A, ktery vykazuje

vyrazné¢ CD spektrum podobné guaninovym tetraplexiim (obr. 7B). V ném tedy opét



dominuje pozitivni pés ptfi 260 nm, coz nasvédCuje tomu, ze tento homoduplex obsahuje
navrstvené guaninové zbytky a adeniny jsou vystréeny na okraj Sroubovice.

Dalsim konformerem je usporddany jednotetézec obsahujicici protonovany adenin. Tento
jednotetézec prechazi pti zvySenych iontovych silach v paralelni homoduplex aniz se jeho CD
spektrum zméni. Znamena to, Ze jednofetézec je jen disociovany homoduplex, v némz jsou
mezifetézcoveé interakce nahrazeny interakcemi protonovaného adeninu. Shodna CD spektra
naznacuji, Ze vrstveni guanini je v obou konformerech shodné s vrstvenim guanint
v tetraplexu.

Je zajimavé, ze stejné CD spektrum jaké zpusobuje kyselé pH, vyvolava u G-A
bohatého fetézce DNA etanol, a dokonce i1 dimetylsulfoxidu, ktery je denaturacnim Cinidlem.
Za téchto podminek pravdépodobné neni adenin protonizovan. V nizké iontové sile je tato
struktura jednofetézcova. Pii zvySeni iontové sily jednofetézce asociuji v paralelni

homoduplex, a to opét bez vyrazné zmény CD spektra, a tedy struktury.
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Obrazek 7: (Vlevo) CD spektra antiparalelniho homoduplexu (dG-dA),. (Vpravo) CD
spektrum jednoretézce (dG-dA),.

Stridava posloupnost adeninu a tyminu

Poly(dA-dT) a také napt. (dT-dA)s poskytuji pozoruhodné CD spektrum ve vodnych
roztocich obsahujicich vysoké koncentrace CsF a nebo ve vodném etanolu. Zatimco

v pfitomnosti milimolarnich koncentraci sodnych ionti piechazi poly(dA-dT) pfi vysokych



koncentracich etanolu kooperativné do formy A-DNA, nahrazeni sodnych iontl stejnym
mnozstvim iontli cesnych déva vznik struktufe s inversnim CD spektrem (obr. 8). Tato
struktura byla nazvdna X-DNA. Hluboky negativni pas pifi 275 nm tohoto spektra
pravdépodobné souvisi se dvéma zieteln¢ separovanymi signaly ve spektru fosforové NMR.
Tyto signaly vykazuji dinukleotidové struktury jako je forma Z. Kooperativni prechody mezi
jednotlivymi konforméry (obr. 8) prokazuji, ze foma X nepatii do tfidy B- ani A-forem a
fosforovdi NMR ukdazala, ze se lisi rovnéz od formy Z. Neddvno byla nakrystalovana

struktura, ktera je moznym kandidatem na vysvétleni tohoto CD spektra. Pary bazi jsou v ni

vytvofeny pomoci Hoogsteenova parovani.
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Obrdzek 8: Zavislost CD spektra poly(dA-dT) na koncentraci etanolu. Zluté spektrum B-
formav absenci etanolu. ZvySovani koncentrace etanolu v piitomosti 1 mM Na" dava vznik A-
formé (fialové spektrum), zvySovani koncentrace etanolu v piitomosti 1 mM Cs* indukuje
formu X. Pridavani iontii Cs* k A-formé poly(dA-dT) ji prevadi do X-formy.



