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odstawowa wiasciwoscig oligonukleotyddw, decydujaca o ich wykorzysta-
Pniu w strategii antysensowej jest ich zdolno$¢ do specyficznego rozpozna-

wania komplementarnej sekwencji mRNA i asocjacji. Skuteczno$é rozpoznania
okreslonej sekwencji oraz trwatos¢ utworzonego kompleksu majg w tym pro-
cesie zasadnicze znaczenie. Ocena stabilnosci kompleksu, jaki powstanie
w wyniku oddziatywania danego oligonukleotydu z docelowg matryca, wigze
sie z koniecznoscig uzyskania informacji o parametrach termodynamicznych
dla przejscia fazowego typu dupleks — pojedyncze nici, takich jak; zmiany
standardowej energii swobodnej AG°, standardowej entalpii AH° oraz standar-
dowej entropii AS°. Pierwsza z nich, AG°, jest bezposrednig miarg stabilnosci
kompleksu, im mniejsze przyjmuje wartosci tym fatwiej zachodzi jego rozpad.
Zmiana standardowej entalpii, AH°, niesie informacje jak kosztowny energe-
tycznie jest proces, zas zmiana standardowej entropii, AS°, jak dalece zmienita
sie struktura przy przejsciu od kompleksu do pojedynczych jego sktadowych.

Wymienione parametry termodynamiczne moga by¢ uzyskane dwiema dro-
gami: bezposrednia, opartg na pomiarach kalorymetrycznych oraz posrednia,
polegajaca na analizie ksztattu profili miekniecia (1).

Ze wzgledu na tatwos$¢ otrzymania danych eksperymentalnych w postaci
niekalorymetiycznych krzywych miekniecia podejscie posrednie wydaje sie
szczegolnie atrakcyjne. Narzuca ono jednak konieczno$¢ stosowania okreslo-
nego modelu przejscia fazowego. Najprostszym i najczesciej stosowanym jest
tzw. model dwustanowy, oparty na trzech podstawowych zatozeniach. Po pier-
wsze, zaklada sie, ze przejScie ma charakter dwustanowy, tzn. w roztworze
znajdujg sie albo pojedyncze nici albo kompleksy, a nie ma stanéw przej-
sciowych typu czesciowo rozdysocjowany dupleks. Zatozenie to jest bliskie
rzeczywistosci, gdy mamy do czynienia z krotkimi oligonukleotydami. Po dru-
gie, przyjmuje sig, ze zmiany entalpii, AH®, i entropii, AS°, nie zalezg w trakcie
przejécia od temperatury. W zwigzku z tym, ze obserwowana przy denaturacji
kwas6éw nukleinowych zmiana pojemnosci cieplnej jest niewielka (2) to wa-
runek ten takze jest spetniony. Po trzecie, zaktada sie, ze przejScie ma cha-
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rakter quasi-stacjonamy. Zatozenie to umozliwia postugiwanie sie klasyczng
termodynamika. W praktyce za$ oznacza to konieczno$¢ stosowania odpowie-
dnio powolnego tempa narastania temperatury.

Przy tak spetnionych warunkach przejscie mozna opisac jako proces réw-
nowagowy:

Si + S2 S1S2,

gdzie Si i S2 sg komplementarnymi niémi.

Podstawowag forme niekalorymetiycznych profili miekniecia stanowi krzywa
zaleznosci absorpcji od temperatury. W oparciu o takg postaé danych mozna
zdefiniowaé wielko$¢ a, okresSlajaca frakcje nici w stanie dupleksu, jako sto-
sunek odlegtosci miedzy gbrng linig podstawowa a krzywa eksperymentalng
(x), do odlegtosci miedzy dolng a gérng linia podstawowa (x + y), (lys. 1).

a=x/(x+y).

Rys. 1. Krzywa migkniecia dupleksu oligonukleotydowego — zalezno$¢ absorpcji od tempe-
ralury, A = f(T).

Krzywa typu A = f(T) przeksztatcona zostaje w krzywg a = f(T), (rys. 2).
Temperatura miekniecia, odpowiadajaca punktowi przegiecia na wykresie ab-
sorpcji, odpowiada teraz wartosci a = 1/2. Taka konwersja danych umozliwia
wyrazenie statej rownowagi przejscia w postaci zaleznej od temperatury.

K = [SiS2]/[SiHS2] = a(cT/2)/[(1 - a)cT/2]2 = a/[(1 - a)2(cT/2)],
gdzie op oznacza catkowite stezenie nici.

DlaT Tm (a 1/2)

K(Tm) = 4/ct
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Rys. 2. Wykres udziatu dupleksu w roztworze w zaleznosci od temperatury, a = f(T).

Znajomos$¢ temperaturowej zaleznosci statej rownowagi pozwala, w oparciu
0 rOéwnanie van't Hoffa, obliczy¢ zmiane standardowej entalpii.

AH® = RT2(dInK/dT).

Woprowadzajac K do tego rownania i wykonujac rézniczkowanie w punkcie
T = Tm, otrzymujemy ostateczng posta¢ wyrazenia na entalpie przejscia:

AH° = 6RTmM2(6a/6T)T.Tm-
Wielko$¢ (8a/8T)T=Tm oznacza nachylenie stycznej do krzywej a = f(T)
W punkcie jej przegiecia.
Znajgc wartos¢ entalpii mozna, w oparciu o catkowg posta¢ rownania van't
Hoffa
IN[K(TmM)/K(T)] = AH*(L/T - UTm)/R,

policzy¢ warto$¢ statej rownowagi w danej temperaturze, K(T), a nastepnie
Z wyrazenia:

AG® = - RTInK(T)

otrz3rmac¢ zmiane standardowej energii swobodnej, AG°. Odpowiednia zmiana
standardowej entropii, AS°, wynika ostatecznie z podstawowego réwnania:

AG® = AH° - TAS®,

Opisana procedura umozliwia uzyskanie parametréw termodynamicznych
na podstawie pojedynczej krzywej dysocjacji dupleksu, A = f(T). Dysponujac
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zbiorem takich krzywych dla réznych stezen nici mozemy uzyska¢ wszystkie
trzy parametry z réwnania prostej opisujacej zaleznos¢ temperatury mieknie-
cia od stezenia nici. Punktem wyjscia dla otrzymania réwnania tej prostej sg
wyrazenia:

AG°® = - RTInK oraz AG® = AH° - TAS®".
Poréwnujac je stronami, a nastepnie rozwigzujac dla T = Tm, otrzymujemy:
I/Tm = R/IAH® IncT + (AS° - RIn4)/AH°.

Na wykresie zaleznosci 1/Tm = f(Inor) wyraz R/AH® odpowiada nachyleniu
prostej, za$ wyrazenie (AS° - RIn4)/AH° — punktowi jej przeciecia z 0sig y
(lys. 3). W ten sposéb, uzyskujemy wartosci AH° i AS°, a nastepnie AG® ze
zwigzku

AG® = AH° - TAS".

Rys. 3. Wykres zaleznosci odwrotnosci parametru od catkowitego stezenia oligonukleotydu.

Parametry termodynamiczne AG®, AH°, AS°, charakteryzujg przejscie fazowe
znacznie pelniej niz stosowana powszechnie do oceny stabilnosci struktury
temperatura miekniecia. Konieczno$¢ obliczania warto$ci wymienionych wiel-
kosci mozna tatwo zrozumiec jesli rozwazy sie przypadek réznych struktur
0 identycznej temperaturze migkniecia. Nie jest to bynajmniej sytuacja hipo-
tetyczna. Odpowiedni przyktad mozna znalez¢ wsrdd danych przedstawionych
w pracy Ratmeyer i wspét. (3). Autorzy wymieniajg w niej mied/"y innymi dwa
dupleksy RNA-RNA (dodekameiy) o identycznym skiadzie zasad, tecz jeden
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z nich sklada sie z nici czysto purynowej, sparowanej z nicig czysto pirymi-
dynowsg (r(G-A)-r(C-U)), a drugi ma obie nici mieszane (r(G-U)-r(C-A)). Na wid-
mach CD tych dwéch komplekséw wyraznie widac, ze sg to zasadniczo rdzne
struktury. Dla dupleksu r(G-U)T-r(C-A) pojawia sie pozytywne maksimum
(efekt Cottona) przy ok. 225 nm i negatywne przy ok. 240 nm, podczas gdy
dla r(G-A)-r(C-U) w tych samych dtugosciach fali wartosci eliptycznosci mo-
lowej sg bliskie zeru. Réznicy tej nie ujawnia poréwnanie temperatur miek-
niecia, sg one bowiem w tym wypadku identyczne. PrzejScia fazowe majg
jednak odmienny charakter co mozna zobaczyé na podstawie przytoczonych
danych (tab.). Dopiero one pozwalajg ocenié, ze struktura r(G-A)-r(C-U) jest
bardziej stabilna niz r(G-U)-r(C-A).

Tabela

Parametry termodynamiczne przejscia fazowego dupleks-pojedyncze nici
WYZNACZONE DLA DODEKAMERGSw F(G-A)-r(C-U) ORAZ r(G-U)-r(C-A)

r(G-A)-r(C-U) r(G-U)-r(C-A)
Tm (‘C) 72,2 72,1
-AG-37 (kcal/mol) 22,2 19,3
-AG°25 (kcal/mol) 26,8 22,9
-AH° (kcal/mol) 141 112
-AS° (kcal/mol deg) 0,383 0,299

W dotychczasowych rozwazaniach uwzgledniono metody wyznaczenia pa-
rametrow termodynamicznych procesu tworzenia struktur dwuniciowych.
Utworzenie dupleksu jest etapem koniecznym dla licznych dalszych przemian
enzymatycznych. Dla wielu enzymow forma dwuniciowa DNA lub kompleks
DNA/RNA sg jedynymi akceptowanymi substratami. Reakcja enzymatyczna
sktada sie wtedy z dwoch etapdw: a) utworzenie dupleksu, b) wiasciwa reakcja
z udziatem centrum aktywnego (np. reakcja hydrolizy jednej z nici komple-
ksu). Pierwszy etap — to rozpoznawanie i wychwycenie obiektu. Jest to pro-
ees odwracalny, co chroni przed ,,przypadkowym” wychwyceniem obiektu o
strukturze podobnej, lecz nie identycznej z zadang. Trwato$¢ kompleksu
utworzonego z nici niecatkowicie komplementamyeh (zawierajgcego tzw. mis-
matches, miejsca niezgodnosci) jest mniejsza niz trwato$¢ kompleksu zbudo-
wanego z nici idealnie sparowanych. Dlatego tez im wiecej punktow niezgod-
nosci, tym wyzej potozone jest minimum energetyczne utworzonego komple-
ksu (rys. 4). Kompleks utworzony na drodze przedstawionej linig cigglg ulega
wtedy tatwiejszemu rozpadowi niz jego trwalszy odpowiednik. W przypadku
najtrwalszego kompleksu zawierajacego nici idealnie sparowane jego rozpad
jest najtrudniejszy, wzrasta zatem szansa na zaistnienie drugiego etapu re-
akcji — przemiany chemicznej. Strategie antygenu lub antysensu, w ktérych
celem ataku jest odpowiednio czgsteczka DNA lub mRNA, zakladajg wyko-
rzystanie krotkich syntetycznych oligonukleotydéw (lub ich analogéw) jako
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sondy hybiydyzacyjne rozpoznajace odpowiednie sekwencje DNA lub RNA w
obrebie czgsteczki-eelu. Utworzony w ten sposdb kompleks staje sie obiektem
ataku enzymu degradujacego. Sprawg ogromnej wagi jest, aby podawane son-
dy hybrydyzacyjne tworzyty kompleksy wytacznie z fragmentami DNA lub
RNA, ktoére chcemy wyeliminowa¢. Czy taka selektywnos$¢ jest mozliwa? Ze
statystyeznego punktu widzenia sekweneja oligonukleotydowa o dtugosei 15
- 18 nukleotydow jest unikatowa w obrebie wigkszosci genoméw, w tym na-
wet w tak duzym genomie jak ludzki. Jednakze genom eztowieka jest syste-
matycznie badany dopiero od niedawna i nie wiadomo, w jakim stopniu sto-
suje sie on do regut kombinatoiyki. Zatem dla ”wiekszenia marginesu bez-
pieczenstwa mozna roXwaza¢ wydtuzenie sekwencji sondy o kilka nukleoty-
doéw, co z syntetycznego punktu widzenia nie przedstawia trudnosci.

Rys. 4. Hipotetyczny profil zmiany energii swobodnej dla dwuetapowej reakcji tworzenia/roz-
padu dupleksu (I etap) i jego chemicznej hydrolizy (Il etap).

Czy jednak wydtuzenie sondy hybiydyzacyjnej zawsze prowadzi do popra-
wienia selektywnos$ei? Intuieyjna odpowiedz brzmiataby: TAK. Im diuzsza se-
kweneja, tym wieksza pewnosc, ze utworzy ona dupteks tylko z ezgsteczka
DNA (lub RNA), dla ktorej zostata zaprojektowana. Poza tym dupleks taki
bedzie bardziej trwaty (wiecej oddziatywan wigzgcych pomiedzy zasadami pu-
rynowymi i pirymidynowymi). Byloby jednak rzeczg nieodpowiedziaing pozo-
stawia¢ tak wazng kwestieg, jak selektywnos¢ dziatania sondy hybrydyzacyjnej
jed3mie intuicji. Skutki pri*ypadkowego zniszczenia waznego genu, ezy zaha-
mowania biosynte'y waznego biatka moga by¢ powazne. Prébe odpowiedzi na
pytanie o optymalna dtugo$¢ sondy hybrydyzaeyjnej przedstawit Daniet Her-
schlag postugujac sie modelem rybozymu (4). Rybozym-czasteezka RNA —
zawiera dwa obszary, z ktérych jeden odpowiedzialny jest za rozpoznanie
sekwencji do hydrolizy, a drugi jest domeng katalityczng. Proces enzymaty-
czny skiada sie z dwdéch etapéw: a) rozpoznawania (proces odwraealny) i b)
hydrolizy (proces nieodwracalny). Analiza dokonana przez Herschlaga poka-
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Zuje, ze wydtuzanie sekwencji rozpoznajgcej rybozymu ponad pewng warto$¢
optymalng prowadzi w rzecz3rwistosci raczej do zmniejszenia selektdwnosci
dziatania rybozymu, niz do jej zwiekszenia. Ten raczej nieoczekiwany rezultat
bierze sie z intuicyjnego niedoceniania wptywu oddziatywan sondy z niecal-
kowicie komplementarnymi fragmentami DNA (RNA) na sumaiyczny wynik
reakcji enzymatyczne;j.

W swojej analizie Herschiag przyjat kilka uproszczen, ktére chociaz na
pewno wptynety na uzyskane wartosci liczbowe, to jednak nie zmienity jako-
Sciowego obrazu rozpatrywanego procesu. Herschiag zatozyt, ze kazda kom-
plementarna para zasad wnosi energie stabilizacji kompleksu E=2 kcal/mol
oraz, ze energia potrzebna do zainicjowania tworzenia sie helisy wynosi
Eh=3,5 kcat/mot. Przy zatozeniu dtugosci sondy n nukteotyddéw oraz idealnej
jej komplementamosci do stanowiacej cet czasteczki RNA, zmiana energii swo-
bodnej dupleksu wynosi AG°n= -nE-t-En- Jezeli jednak istnieje X punktow
niezgodnos$ci pomiedzy sekwencjami sondy i celu (x<n), to

AG°nx = - (n-X)E + Eh-
Dla procesu tworzenia i rozpadu dupleksu
A+ BrAB - P+ A
k)ff

stata rownowagi Kd = kon/koff. zatem koff= kon/K”. Warto$¢ kon wyznaczona
eksperymentalnie wynosi ok. 10 M * min k Z drugiej strony

AG°® = -RTInK
zatem
InK = -AG7RT i K = exp (-AGT7RT).
Ostatecznie
koff = konexp (AG7RT).

Z wzoru tego wynika, ze stata szybkosci rozpadu dupleksu (kofft zmienia
sie wyktadniczo w zaleznosci od zmiany energii swobodnej podczas tworzenia
dupleksu. Jest to czynnik, ktory bierzemy pod uwage przewidujac intuicyjnie
poprawe selektywnosci procesu chemicznego (kc) w miare wydtuzania sondy
otigonukteotydowej. Rozwazmy jednak sytuacje, gdy proces chemiczny (kc)
moze mie¢ miejsce rowniez przy niecatkowitej komplementamosci czasteczek

sondy i celu. Stata szybkosci K tacznego procesu A + B A*B~>PiA
wyraza sie wzorem

K ~ konkc/(kc-i-koff)
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i jest rowna kcat/K]vi» gdzie k™at jest stalg katalizy, natomiast Km jest stalg
Michaelisa. Jezeli substratem dla rybozymu jest mieszanina otigonukteotydow
skladajaca sie z i form, to dla kazdej formy wspétczynnik (kcat/KM)i pomno-
zony przez stezenie danej formy opisuje szybkos$¢ zaniku substratu Bj. Pr2‘yj-
mujac, Zze w mieszaninie randomalnej stezenie kazdej formy Bj jest jednakowe,
to do opisu zaniku i-tego otigonukteotydu wystarczy znaé¢ wspotczynniki
(kcat/KM)i- Zalezg one od diugosci sekwencji rozpoznajacej rybozymu n, jak
réwniez od liczby punktéw niezgodnosci. Rozpatrzmy statystyczna mieszanine
wszystkich mozliwych otigonukteotydéw o diugosci m, przy czym n<m. W
mieszaninie tej bedzie

N = [n!/x!(n-x)!]3Mrn-"

czasteczek zawierajgcych w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez rybozym
a: punktow niezgodnosci z sekwencjg czasteczki celu (0<x<n).

Warto$¢ n!/x!(n-x)! to czynnik znany z kombinatoryki, opisujacy na ile
sposobOw mozna rozmiesci¢ x punktéw niezgodnosci w sekwencji o diugo-
Sci 7L Wartos¢ 3" odzwierciedla fakt, ze kazdy mismatch moze wystepowac
w trzech formach (np. trzy nukleotydy A, G lub C, zamiast pozadanego U).
Z kolei 4"~ opisuje liczbe form réznigcych sie budowa poza sekwencja roz-
poznajaca o dtugosci n. Obszar ten skiada sie z (m-n) centrow, z kt6rych
kazde moze by¢ jednym z czterech nukleotydéw. Gdy x=0, to liczba N wynosi
po prostu gdzie liczba 1 odpowiada stnakturze tego jednego jedynego
celu, jaki chcemy wyeliminowac. Powstaje zatem pytanie jak wygladataby se-
lektywno$¢ degradacji wybranego celu przez rybozym o diugosci sekwencji
rozpoznajgcej n w zaleznosci od dtugosci m otigonukteotydéw wystepujgcych
jako mieszanina statystyczna wszystkich mozliwych form? Herschlag wpro-
wadzit tzw. wspétczimnik dyskryminaciji

n

D = Kn,o/XNKn,x

x=0
pokazujacy, ile razy czesciej degradowana jest czasteczka catkowicie komple-
mentarna w obrebie sekwencji rozpoznajacej w porownaniu do wszystkich
pozostatych czasteczek, zawierajacych od 1 do n punktéw niezgodnosci. Trze-
ba zauwazy¢, ze we wzorze tym wystepuje warto$€ ke, stata szybkosci reakcji
chemicznej, ktora nie jest znana. Herschlag przyjat dla niej warto$¢ 1 min
co jest kolejnym uproszczeniem, nie zmieniajagcym jednak jakoSciowego cha-
rakteru anati/y. Poniewaz kon jest wartosScig zmierzona, a koff daje sie obliczy¢
z wykorzystaniem parametru AG°nx- fo mozliwe jest wyliczenie wartosci wspot-
Clynnika dyskryminacji D w funkcji n przy zatozonej wartosci ttl Przebieg uzy-
skanego wykresu D=f(ri) jest zaskakujacy (rys. 5). Dla m=15 i E=2 kcal/mol
wspotczynnik D osigga wartos¢ maksymalng dla n=7. Oznacza to, ze dla
mieszaniny wszystkich mozliwych 15-meréw najbardziej selektywny jest ry
bozym o dtugosci sekwencji rozpoznajacej n=7. Trzeba przy tym zwrdci¢ uwage
na fakt, ze Dmax w tym przypadku wynosi 10", co oznacza, ze degradacja
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czasteczki celu ma miejsce tylko raz na 10" wszystkich aktow degradacji.
Dla sekwencji rozpoznajacej o dtugosci n=2 D=10"", a dla n=12 D=10"*. War-
tos¢ Dmax= 10" jest i tak bardzo duza, biorgc pod uwage, ze statystyczna
mieszanina 15-merdw skiada sie z 4i”=l 073 741 824 form. Oczywiscie upro-
szczenia przyjete przez Herschlaga powoduja, ze n=7 odpowiadajgce Dmax nie
jest wartoscig pewng, niemniej jednak charakter otrzymanego wykresu D=f{n)
jednoznacznie wskazuje na fakt, ze zbyt dluga sekwencja rozpoznajgca pro-
wadzi w efekcie do zmniejszenia selektywnosci dziatania lybozymu. Ma to
miejsce, wtedy gdy rozpad nieprawidtowo utworzonego dupleksu jest na tyle
trudny, ze proces chemicznego ciecia przestaje by¢ czynnikiem determinuja-
cym szybko$¢ reakcji. Wéwczas gdy sekwencja rozpoznajgca jest zbyt diuga
pojedyncze, izotowane od siebie punkty niezgodnosci nie sg w stanie wymusic
szybkiej dysocjacji dupleksu utworzonego przez dwie czgsteczki nie w petni
kompitementame. Anatogiczne zjawisko musi by¢ rozpatrywane przy projekto-
waniu strategii antysensu. W tym przypadku zbyt dtuga sonda otigonukieo-
tydowa moze niesetektywnie tworzy¢ dupleksy rowniez z innymi fragmentami
DNA lub RNA, wykazujagcymi podobienstwo do czasteczki stanowigcej w za-
tozeniu cet ataku. Powstaty wtedy zbyt trwaty dupteks, zanim ulegnie rozpa-
dowi moze zostaC zaatakowany przez np. RNaze H dajgc w efekcie niezamie-
rzone hamowanie waznych proceséw biosyntezy.

Rys. 5. Zalezno$¢ wspotczynnika dyskryminacji od dtugosci sekwencji rozpoznajacej, D = f(n).
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Thermodynamic aspects of oligonucleotide duplex formation
and their effect on selectivity of hybridization in antisense strategy

Summary

The methods of evaluation of thermodynamic parameters for oligonucleotide order-disorder
transitions are presented. These parameters are useful for the prediction of stability of duplexes
formed by these oligonucleotides with RNA matrix. The common opinion, that better antisense
properties can be achieved by the increase of oligonucleotide length is critically evaluated. The
problem of optimal length of oligonucleotide for antisense purposes is discussed by taking into
account the selectivity of hybridization.
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