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1. Uvod

V genomech ¢lovéka a fady dalSich organismt se v pfe-
kvapivé hojném poctu vyskytuji tandemova opakovani vel-
mi kratkych nukleotidovych motivii', kterd se nazyvaji
mikrosatelity. Tyto useky genomové DNA jsou délkové
polymorfni, tj.jejich délka se u jednotlivych individuf t¢hoZz
druhu &asto lisi’. Pfitom ale rozloZeni mikrosatelitl je
v genomech konzervativni’, co? svédéi o jejich funkéni
vyznamnosti. Pro své specifické vlastnosti jsou mikro-
satelity vhodnym ndstrojem mapovani genomu i analyz
v populaéni genetice. Hlavni pozornost vsak pfitahuji diky
tomu, Ze v nékterych piipadech jejich prodlouzeni nad
kritickou hranici vede k zdvaznym, zejména neurodege-
nerativnim onemocnénim. Tyto patologické projevy byly
zatim pozorovany u mikrosatelitii* s opakujici se jednotkou
CTG (v komplementarnim fetézci CAG) a CCG (v kom-
plementarnim fetézci CGG), ale podobné lékaisky vy-
znamné vlastnosti 1ze oCekévat (a uz se objevuji) i ujinych
mikrosatelitii®. Nage laboratof studuje®™’ vlastnosti mode-

lovych molekul DNA, které obsahuji mikrosatelitni nu-
kleotidové posloupnosti, od konce sedmdesatych let, kdy
jesté nebyl znam ani jejich Casty vyskyt v genomech.
Zobecnénym poznatkem vyplyvajicim z té€chto studii je
fakt, Ze mikrosatelity vnaseji do DNA vyraznou konfor-
macni polymorfii, tj. schopnost nabyvat kromé¢ klasické
dvousroubovice jesté fady jinych sekundarnich, pripadné
terciarnich struktur®?. Nyni se ukazuje, e tato konfor-
macni polymorfie asi stoji v pozadi prodluzovani mikro-
satelitll a mize tedy byt primdrni pri¢inou vyse uvedenych
onemocnéni'%!! V tomto &l4nku predkldddme prehled
o konformacéni polymorfii DNA obsahujicich tandemova
opakovéni trinukleotidi CNG, jejich interakci s proteiny
aprodluzovani pii replikaci. Z jinych pohledd, zejména
medicinskych, byla tato problematika neddvno shrnuta
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v nékolika ¢lancich .

2. Intrafetézcové vlasenky, bimolekuldrni
homoduplexy a kvadruplexy jednotlivych
fetézcti (CNG)n

Jednotlivé Fetézce DNA (tj. oddélené od svého komple-
mentu) by podle klasickych pfedstav vétSinou mély za-
ujmout neuspoiddanou konformaci. Vyjimkou jsou auto-

komplementarni sekvence, napi. CGCGAATTCGCG, kte-
ré samy se sebou asociuji do duplextt Watsonova-Crickova
typu. Navic tvofi vldsenky, v nichZ se nékolik centrdlnich
bézi nachdzi ve smycce najedné strané duplexu. Vlasenky
a duplexy mohou byt v8ak v nékterych pifipadech tvofeny
i neautokomplementarnimi sekvencemi, protoZe selektivi-
ta parovani A s T ani Cs G neni zdaleka tak vysoka jak se
traduje v ucebnicich. Piikladem jsou struktury fragmentti

DNA obsahujicich tandemova opakovani trinukleotidit CNG.

Nejcastéji se o souvislosti prodluzovani mikrosatelit(
se zavaznymi genetickymi chorobami hovofi v pfipadé
mikrosatelit (CAG),,.(CTG),,. Mariappan a spol. ukézali"
pomoci NMR a gelové elektroforézy, ze fragmenty (CTG)5

a (CTG)g tvoii intrafetézcové vldsenky v roztoku, které jsou

stabilni vii¢i variacim iontové sily v rozmezi 10-200 mMm-
NaCl, dale vici koncentraci fetézci DNA v rozmezi mi-
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kromoldrnich az milimoldrnich hodnot a pH v rozmezi
6,0-7,5. Vlasenka obsahuje ve smyCce tfi baze, je-li pocet
trinukleotidovych opakovani lichy, a Ctyfi, je-1i tento pocet
sudy. Nezdvisle na poctu bazi ve smycce obsahuje stonek
vlasenky pary TT spojené dvéma vodikovymi vazbami.
Vsechny nukleotidové zbytky se nachazeji v bézné konfor-
maci C2'-endo, anti.

Mitas a spol. studovali'”® 45-mer (CTG)y5 pomoci
elektroforézy, St€peni nukleasou P1 a oxidace bazi pro-
stfednictvim KMnO,. Tento fet€ézec DNA také tvoii jed-
nofetézcovou vldsenku, v jehoz stonku jsou tyminove zbyt-
ky zahrnuty ve dvojité Sroubovici. Tatdz laboratoi déle
ukdzala'®, Zze 45-mer (GTC),s tvofi trochu méng stabilni
a v detailech odlisnou, ale v podstaté podobnou vldsenku.
Ke stejnému zavéru tito autofi dospéli!” pfi srovnani vld-
senek tvofenych (CAG);5a (GAC)s.

Petruska a spol. podobn& srovnavali” (CAG),q,
(CTG);q, (GAC)10.(GTC)y, (CAG)3p2a (CTG)3(. Ukdzalo
se, Ze termostabilita jejich vldsenek neni vys$$i u trojna-

nomén je

sobné prodlouZenych opakovédni motivii CTG nebo CAG.
Pritom nejstabilnéjsi vldsenky tvori motiv CTG a nejméné
stabilni motiv GTC, coz plyne i ze studie provedené Smi-
them a spol.'”. Mezi GAC a CAG neni v tomto ohledu
znatelny rozdil. Vldsenkovymi strukturami trinukleotido-
vych opakoviani se zabyvali® téZ Gacy a spol., kteff zjistili,
Ze jejich termostabilita zavisi na okolnich sekvencich. Tito
autori se dale domnivaji, Ze tvorba vlasenky vysvétluje,
proc¢ preruseni tripletem AGG zamezuje prodluzovani mi-
krosatelitu (CGG),,.

Chen a spol. studovali’ tvorbu vldsenek u (GGC)s,
(GCC)s a (GCC)g. VZechny tyto fetézce DNA tvofi vid-
senky za ,,fyziologickych podminek”. K tomu jsou nachyl-
fetézci obsahuji nekanonické pary CC zahrnujici cytosi-
nové zbytky v dinukleotidu CpG, které jsou Casto methy-
lovany. Pary CC zvySuji v misté¢ dinukleotidu CpG flexi-
bilitu, ktera potencuje methylaci. Tedy tvorba vlasenky by
mohla vysvétlovat specifickou methylaci fetézce (CCG),,
ke které dochazi na pocatku nemoci. Vysledkem této me-
thylace je inaktivace pfislusného genu FMR-1.

indukovan

tvorbé vlasenek a tvoii dvouretézcové duplexy stejné
ochotné jako jednofetézcové vlasenky. Prfi vysokych kon-
centracich potfebnych pro méfreni NMR duplexy vyrazné
prevladaji. Tyto duplexy obsahuji kanonické pary GC a da-
le pary GG, v nichZjeden G se nachdzi v obvyklé orientaci
anti vici svému cukernému zbytku, druhy v méné obvyklé
orientaci syn. Stejnytyp paru GG pozorovali23Mitas a spol.
ve vlasence tvorené fetézcem (CGG)IS.Retézce (CGG),
navic asociuji do kvadruplexti obsahujicich guaninové te-
trady™, které jsou zejména stabilni v piipadé, Ze cytosin je
methylovan v poloze 5. U komplementarnich fetézcu
(CCG), nebyly tyto kvadruplexy pozorovany. Tvorba kva-
druplexu muze zabranit jak transkripci tak replikaci piis-
Iusného genu. Inhibice replikace tetraplexem mikrosatelitu
(CGG),, byla jiz experimentdlné pozorovéna®. Tento fe-
(stejné  jako tvorba  tetraplexu)
nosti draselnych iontt a tato indukce je usnadnéna’ v pfi-
padé mirné kyselych hodnot pH.

piftom-

3. Duplexy vzniklé asociaci
komplementarnich fetézcu

Z vyse uvedeného plyne, ze jen (CGG), vyraznéji
asociuje do bimolekuldrnich homoduplexti. Ostatni, tj.
(CCG),, (CAG), a (CTG), v neptitomnosti komplemen-
tarniho fetézce spiSe tvofi jednofetézcové vlasenky. Toto

tvrzeni ale samoziejmé nelze chapat jako absolutni, protoze

vyznamnou ulohu pfi rozhodovani o prevladajicim kon-
formeru nehraje jen posloupnost bazi v fetézci DNA, ale
také napf. délka molekuly. Pro kratké fetézce (CCG),,
pripadné (CCG)s, které jsou jako vétSina kratkych frag-
mentti DNA ve vlasenkové konformaci malo stabilni, byla
pozorovana®’ pozoruhodna homoduplexovd konformace
stabilizovana extrahelikdlnimi cytosiny. V této souvislosti
je zajimavé, Ze methylace cytosinu methyltransferasami
zahrnuje jeho vysunuti z vnitiku dvojité Sroubovice do
extrahelikdlni polohy™. Navzdory tendenci tvofit intra-
fetézcové vlasenky, které jsou stabiln€jsi v pfipadé sek-
venci (CNG), nez u béznych sekvenci, v ptitomnosti kom-

Studie téZe laboratofe pomoci NMR spektroskopie ukd- plementdrniho fetézce vldsenka zanika a vytvafi se bi-

zaly??, 7e (GCC)s.; tvoii v Sirokém rozmezi podminek
(10-150 mm-NaCl, pH 6-7) vyluéné vlasenky s precniva-
jicim C na konci 3'. V nich je maximalizovan pocet parQ
GC. Stonky vldsenek obsahuji nekanonické pary CC v di-
nukleotidech CpG a vSechny nukleotidové zbytky maji
b&znou konformaci C2’-endo, anti. Na rozdil od (GCC),,
komplementdrni fetézce (GGC), maji mensi tendence ke

molekularni heteroduplex. Asociace komplementdrnich
fetézcl probiha ptfekvapivé snadno, pfinejmensim u frag-
mentii (CNG), testovanych v nasi laboratofi”. Neni ani
tfeba pouzit ,,annealing” (zahfati na vysokou teplotu a po-
malé zchlazeni), ktery je v pfipadé fady béznych sekvenci
nutny k uplné asociaci komplementdrnich fetézcti DNA.
Nekomplementdrni sekvence (CNG), spolu naopak viibec
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neinteraguji”’. (CNG),, tedy tvofi duplex s komplementarni
sekvenci daleko ochotné&ji nez intrafetézcové konformace.
Napf. heteroduplex (CAG)5.(CTG)sje mnohem stabilngj-
511 nez homoduplexy tvotené (CTG)3nebo (CAG)s. Presto
za nékterych okolnosti mohou useky (CNG), tvofit vid-
senky in vivo39. Dal$im faktorem ovliviiujicim konformaci
trinukleotidovych opakovani v DNA jsou ionty. Bylo uka-
zano3!, 7e v ptitomnosti zine¢natych nebo kobaltnatych
iont nabyva trinukleotid AGC, ale nikoli CAG nebo GCA,
neobvyklé konformace v duplexu se svym komplementem.
V ni jsou cytosiny nesparovény.

Zajimavou otdzkou zistdvd, zda heteroduplexy
(CAG),.(CTG), a (CCG),.(CGG),, v nichZjsou sekvence
bazi komplementarni tak, jak to vyzaduje klasicky model
DNA, skute¢né tvofi dvousSroubovici Watsona a Cricka.
Kupodivu dosud zndmé udaje tomu nenasvédcuji. Tyto
duplexy jsou totiz kompaktnéj§i” neZ kontrolni stejné
dlouhé duplexy obsahujici tandemova opakovani tripletil
odlisnych od CNG. Migruji v gelech rychleji” nez od-
povida jejich molekulové hmotnosti, zatimco napf. ohyby
DNA naopak vedou ke zpomalené migraci. Je také po-
zoruhodné, Ze zrychleni migrace v gelu roste’ s poétem
opakovani trinukleotidt CNG, pfi¢emZ u jinych trinukleo-
tidovych opakovani bohatych na G+C neni toto zrychleni
pozorovano. Dalii studie ukazuji*, Ze fetézec (CAG), je
i v duplexu s (CTG), citlivy k nuklease specificky Stépici
jednoretézcovou DNA.

4. Interakce s proteiny, replikace
a prodluzovani mikrosateliti (CNG)n

Konformacni vlastnosti DNA jsou pro jeji fungovani
bralo v ivahu. Nicméné k prodluzovani mikrosatelitti do-
chézi az teprve v priibéhu molekularné biologickych déji,
pfi nichz DNA interaguje s proteiny”’. Pfinejmensim z hle-
diska Cetnosti dominuji v buiikach interakce s histony, které
tvofi spole¢né s DNA zédkladni jednotku chromozomii, tzv.
nukleozomy. Experimenty ukdzaly™, Ze pfitomnost tande-
movych opakovdni (CAG),.(CTG), tvorbu nukleozomu
zesiluji, ¢imz je potlaCovadna transkripce. V tomto ohledu
tedy useky (CAG),.(CTG),, které se Casto nachdzeji v bliz-
kosti pocatku genti, piisobi jako represory jejich trans-
kripce. V dalf studii’’ bylo ukédzano, Ze kratkd opakovan{
trinukleotidu CTG se nachézeji v pfirozenych sekvencich,
které tvoii nukleozomy nejsnadnéji. Sest opakovani CTG
ale jiZ potencuje tvorbu nukleozomt jako padesat opakovani

CTG, ktera se nachdzeji v nékterych patologicky pozmeé-
nénych genech.
Neobvyklé struktury DNA jsou v fad€ pripadl pro-

vazeny vznikem jednofetézcovych usekil, na které se vaZou

specifické proteiny. Tim jsou tyto neobvyklé struktury
stabilizovany. V extraktech bunék mysSiho mozku byly
detegovany>® dva proteiny majici molekulovou hmotnost
40 kDa a 44 kDa, které se specificky vazi k jednoietézcové
(AGC),. V jinych tkdnich se vyskytuji budto velice malo
nebo vibec. Tyto proteiny byly vyc¢istény a pojmenovany
TRIP-1 a TRIP-2. Ukdzalo se, Ze se vdZi k motivim (AGC),,,
(AGT),, (GGC), a (GGT),, ale ne k ostatnim motiviim. Pro

rozpoznani a vazbu TRIP-1 a TRIP-2 je tfeba minimalné 8

opakovani trinukleotidu AGC. Koncentrace proteinu TRIP-1
a TRIP-2 v mozku roste po narozeni a dosahuje stabilni

hodnoty asi po tfech tydnech. Dile se ukdzalo3?, ze v E. coli
v nepritomnosti proteinu navazujiciho se na jednofetézco-
vou DNA dochéazi ke zvySeni frekvence deleci uvnitf tan-
demovych opakovani (CTG),.(CAG),,.

Usek (CAG)s, je rozpoznavan™ proteinem SRY, ktery

determinuje pohlavi. Gen kdédujici protein SRY je lokali-
zovan na chromozomu Y v oblasti, ktera kromé dalSich
mikrosateliti obsahuje i usek (CAG);;. Vazbou na mi-
krosatelit (CAG)*' muZe protein SRY ovliviiovat déje
predchézejici diferenciaci varlat. Protein SRY se vaze
k DNA prostifednictvim domény, kterou obsahuji i nehis-
tonové proteiny typu HMG. Ty interaguji’ s vicefetéz-
covymi strukturami, které se tvofi po asociaci (GCC);5
s (GCC),. Tyto vicefetézcové struktury se netvori pfi aso-
ciaci(GCC)R (GGC);s,

Kang a spol. uk4zali®, Ze frekvence expanzi nebo de-
leci (CTG),.(CAG), v E. colijsou vétsi v oblastech vzda-
lenych od replikacniho pocatku. Pfitom rozsihlé expanze
nevznikaji kumulaci efektem malych expanzi, ale dochazi
k nim nardz". Popsané pozorovani nelze vysvétlit defekty
v repara¢nim systému buriky. SpiSe jsou disledkem neob-
vyklych struktur DNA vedoucich k prodluZovani komple-

mentarnich fetézct. Dal§i price z téZze laboratofe ukdzala®,

ze mikrosatelity (CTG),.(CAG),i (CCG), .(CGG), poché-
zejici z patologicky pozménénych lidskych geni vedou
k replika¢nim bariérdm in vitro. K podobnému zavéru do-
spély i dal¥f studie®**-**. Ve viech se jako nejpravdépo-
dobnéjsi divod jevi neobvyklé konformace DNA v oblasti
tandemovych opakovani trinukleotidovych motivil. Pfitom
ale ijednotlivé polymerasy se lisi v rozsahu, ve kterém pfi
replikaci expandujimikrosatelity”’. Z testovanych polyme-
ras (Taq, Klenow, Sequenase, a HIV RT) prodluZuje mi-
krosatelit (GGC),.(GCC),, nejvice Taq, pficemz prodlu-
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Zovani se zd4 byt procesem asymetrickym z hlediska jed-
notlivychfetézcil. V piipadé mikrosatelitu (GGC),.(GCC),
se jako aktivni zdroj prodluzovéni zda byt fetézec (GCC),,
zatimco fetézec (GGC), je prodluzovéan pasivné v diisledku
prodlouzeni fetézce (GCC),. Prodluzovani vykazuji i né-
které oligonukleotidy pii bézné PCR bez pfitomnosti jaké-
koli ptirozené DNA**. Mezi prodluzované oligonukleotidy
patti (CGG);7, (CGG)yy, (GCC)yq, (CG)ys, (CTG) 7 nebo
smés (CAG), plus (GTC);5. Jejich prodlouzeni je patrné
jiz po Ctyfech replika¢nich cyklech. Klenowtv fragment
prodluzuje tyto fragmenty i bez teplotniho cyklovani. Jiné
oligonukleotidy, napt. (CGG)4, (CGGT)y5 nebo (TAA);
se pfi analogickych experimentech neprodluzuji®. Methy-
lace cytidinu v (GCC);7 nebo (CG),5 expanzi vyrazné
redukuje.

5. Zavér

Tento ptehled dokumentuje, Ze pii replikaci tandemo-
vych opakovani trinukleotidd CNG dochdzi k prodluZovan{
molekul DNA. Soucasné se ukazuje, zZe tandemova opako-
vani téchto trinukleotiddi, podobné jako mnohé dals$i mi-
krosatelity, se odliSuji od ostatni DNA tim, Ze nabyvaji
zvlastnich konformaci, coz mtize byt primdrni pfi¢inou
jejich prodluzovani. Tandemova opakovani CNG tvofi sta-
bilni intrafetézcové vlasenky a bimolekuldrni homoduple-
xy, pii¢emz fetézce (CGG), navic jesté asociuji do tetra-
plext. V téchto konformerech se vyskytuji nekanonické
pary bazi i baze vysunuté do extrahelikalni polohy, coZ je
situace, se kterou se setkdvame nejen pfi methylaci cytosinu
methyltransferasami ale i pfi reparaci poskozeni DNA riiz-
nymi enzymy®.

Navzdory schopnosti jednotlivych fetézcui tvofit uspo-
fadané struktury, v pfitomnosti komplementdrniho fetézce
(ale nikoli nekomplementérm’h029) dochdzi k jejich pie-
kvapivé snadné asociaci. Vzniklé duplexy vSak migruji
v gelech rychleji nezZ bychom ocekavali, coz naznacuje, Ze
v nich se moznd v plném rozsahu neuplatiiuje parovani
AsTaGsC.

Vyse popsané jevy nabouravaji néktera paradigmata
molekularni biologie. Tim, jehoZ potlaCeni asi pfinese nej-
vétsi posun v pochopeni funkce, evoluce a patogeneze
genomd, je piedstava DNA jako rigidniho objektu, jehoz
jedinou zajimavou vlastnosti je kédovidni RNA a proteind.
DNA totiz ani zdaleka nenijen linedrni sled ¢tyf pismen,
jak by se mohlo nezasvécenému zdat pfi pohledu na vy-
sledky sekvenaénich studii. Naopak jde o gigantickou vIak-

nitou molekulu vykazujici specifickd a vzijemné propojend
trojrozmérnd uspofddani na rdznych udrovnich slozitosti.
Navic tato uspofdaddni nejsou statickd a pravé konformacni

polymorfie mikrosateliti mize byt jednim z néstrojli umoz-

6.
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figjicich genomu specificky reagovat na vnéjsi stimuly
a také se vyvijet v priibéhu evoluce. Jak se nyni ukazuje,
délkova polymorfie mikrosatelitli bohuZzel zplsobuje i né-
kterd zdvazna onemocnéni. Nelze si nez prat, aby vyzkum
co nejdiive umoznil proti témto nemocem nalézt ui¢innou
obranu.

Tato prdce je podporovdna grantem reg. (.
204/95/1270, ktery M. Vorlickové udélila Grantovd agen-
tura CR.
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The review concerns conformational properties, inter-
actions with proteins, and expansion during replication of
various DNA molecules containing simple sequence re-

peats (CAG)n, (CTG)n, (CCG)n, and (CGG)n. Attention is
paid not only to the formed relatively stable intrastrand
hairpins, but also to their associations into bimolecular
complementary strands which appear
to have unusually compact conformations difficultto over-
come during replication. It is pointed out that some simple
sequence-repeat oligonucleotides are expanded by DNA
polymerases even in the absence of any natural DNA. The
review indicates that DNA conformations of the simple
sequence repeats should be taken into account in the studies
of genome function, evolution, and pathogenesis.
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