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Łódź

Podstawową właściwością oligonukleotydów, decydującą o ich wykorzysta
niu w strategii antysensowej jest ich zdolność do specyficznego rozpozna
wania komplementarnej sekwencji mRNA i asocjacji. Skuteczność rozpoznania 

określonej sekwencji oraz trwałość utworzonego kompleksu mają w tym pro
cesie zasadnicze znaczenie. Ocena stabilności kompleksu, jaki powstanie 
w wyniku oddziaływania danego oligonukleotydu z docelową mątrycą, wiąże 
się z koniecznością uzyskąnia informacji o parametrach termodynamicznych 
dla przejścia 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 bezpośrednią miarą stabilności 
kompleksu, im mniejsze przyjmuje wartości tym łatwiej zachodzi jego rozpad. 
Zmiana standardowej entalpii, AH°, niesie informację jak kosztowny energe
tycznie jest proces, zaś zmiana standardowej entropii, AS°, jak dalece zmieniła 
się struktura przy przejściu od kompleksu do pojedynczych jego składowych.

Wymienione parametry termodynamiczne mogą być uzyskane dwiema dro
gami: bezpośrednią, opartą na pomiarach kalorymetrycznych oraz pośrednią, 
polegającą na analizie kształtu profili mięknięcia (1).

Ze względu na łatwość otrzymania danych eksperymentalnych w postaci 
niekalorymetiycznych krzywych mięknięcia podejście pośrednie wydaje się 
szczególnie atrakcyjne. Narzuca ono jednak konieczność stosowania określo
nego modelu przejścia fazowego. Najprostszym i najczęściej stosowanym jest 
tzw. model dwustanowy, oparty na trzech podstawowych założeniach. Po pier
wsze, zakłada się, że przejście ma charakter dwustanowy, tzn. w roztworze 
znajdują się albo pojedyncze nici albo kompleksy, a nie ma stanów przej
ściowych typu częściowo rozdysocjowany dupleks. Założenie to jest bliskie 
rzeczywistości, gdy mamy do czynienia z krótkimi oligonukleotydami. Po dru
gie, przyjmuje się, że zmiany entalpii, AH°, i entropii, AS°, nie zależą w trakcie 
przejścia od temperatury. W związku z tym, że obserwowana przy denaturacji 
kwasów nukleinowych zmiana pojemności cieplnej jest niewielka (2) to wa
runek ten także jest spełniony. Po trzecie, zakłada się, że przejście ma cha
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rakter quasi-stacjonamy. Założenie to umożliwia posługiwanie się klasyczną 
termodynamiką. W praktyce zaś oznacza to konieczność stosowania odpowie
dnio powolnego tempa narastania temperatury.

Przy tak spełnionych warunkach przejście można opisać jako proces rów
nowagowy:

Si + S2 S1S2,

gdzie Si i S2 są komplementarnymi nićmi.
Podstawową formę niekalorymetiycznych profili mięknięcia stanowi krzywa 

zależności absorpcji od temperatury. W oparciu o taką postać danych można 
zdefiniować wielkość a, określającą frakcję nici w stanie dupleksu, jako sto
sunek odległości między górną linią podstawową a krzywą eksperymentalną 
(x), do odległości między dolną a górną linią podstawową (x + y), (lys. 1).

a = x/(x + y).

Rys. 1. Krzywa mięknięcia dupleksu oligonukleotydowego 
ralury, A = f(T).

— zależność absorpcji od tempe-

Krzywa typu A = f(T) przekształcona zostaje w krzywą a = f(T), (rys. 2). 
Temperatura mięknięcia, odpowiadająca punktowi przegięcia na wykresie ab
sorpcji, odpowiada teraz wartości a = 1/2. Taka konwersja danych umożliwia 
wyrażenie stałej równowagi przejścia w postaci zależnej od temperatury.

K = [SiS2]/[SiHS2] = a(cT/2)/[(l - a)cT/2]2 = a/[(l - a)2(cT/2)], 
gdzie op oznacza całkowite stężenie nici.

Dla T Tm (a 1/2)

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

Znajomość temperaturowej zależności stałej równowagi pozwala, w oparciu 
o równanie van’t Hoffa, obliczyć zmianę standardowej entalpii.

AH° = RT2(dlnK/dT).

Wprowadzając K do tego równania i wykonując różniczkowanie w punkcie 
T = Tm, otrzymujemy ostateczną postać wyrażenia na entalpię przejścia:

AH° = 6RTm2(6a/6T)T.Tm-

Wielkość (8a/8T)T=Tm oznacza nachylenie stycznej do krzywej a = f(T) 
w punkcie jej przegięcia.

Znając wartość entalpii można, w oparciu o całkową postać równania van’t 
Hoffa

ln[K(Tm)/K(T)] = AH“(1/T - 1/Tm)/R,

policzyć wartość stałej równowagi w danej temperaturze, K(T), a następnie 
z wyrażenia:

AG° = - RTlnK(T)

otrz3rmać zmianę standardowej energii swobodnej, AG°. Odpowiednia zmiana 
standardowej entropii, AS°, wynika ostatecznie z podstawowego równania:

AG° = AH° - TAS°.

Opisana procedura umożliwia uzyskanie parametrów termodynamicznych 
na podstawie pojedynczej krzywej dysocjacji dupleksu, A = f(T). Dysponując
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zbiorem takich krzywych dla różnych stężeń nici możemy uzyskać wszystkie 
trzy parametry z równania prostej opisującej zależność temperatury mięknię
cia od stężenia nici. Punktem wyjścia dla otrzymania równania tej prostej są 
wyrażenia:

AG° = - RTlnK oraz AG° = AH° - TAS°.

Porównując je stronami, a następnie rozwiązując dla T = Tm, otrzymujemy: 

l/Tm = R/AH° IncT + (AS° - Rln4)/AH°.

Na wykresie zależności 1 /Tm = f(lnor) wyraz R/AH° odpowiada nachyleniu 
prostej, zaś wyrażenie (AS° - Rln4)/AH° — punktowi jej przecięcia z osią y 
(lys. 3). W ten sposób, uzyskujemy wartości AH° i AS°, a następnie AG° ze 
związku

AG° = AH° - TAS°.

Rys. 3. Wykres zależności odwrotności parametru od całkowitego stężenia oligonukleotydu.

Parametry termodynamiczne AG°, AH°, AS°, charakteryzują przejście fazowe 
znacznie pełniej niż stosowana powszechnie do oceny stabilności struktury 
temperatura mięknięcia. Konieczność obliczania wartości wymienionych wiel
kości można łatwo zrozumieć jeśli rozważy się przypadek różnych struktur 
o identycznej temperaturze mięknięcia. Nie jest to bynajmniej sytuacja hipo
tetyczna. Odpowiedni przykład można znaleźć wśród danych przedstawionych 
w pracy Ratmeyer i współ. (3). Autorzy wymieniają w niej międ/^y innymi dwa 
dupleksy RNA-RNA (dodekameiy) o identycznym składzie zasad, łecz jeden
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z nich składa się z nici czysto purynowej, sparowanej z nicią czysto pirymi
dynową (r(G-A)-r(C-U)), a drugi ma obie nici mieszane (r(G-U)-r(C-A)). Na wid
mach CD tych dwóch kompleksów wyraźnie widać, że są to zasadniczo różne 
struktury. Dla dupleksu r(G-U)T-r(C-A) pojawia się 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 długościach fali wartości eliptyczności mo
lowej są bliskie zeru. Różnicy tej nie ujawnia porównanie temperatur mięk
nięcia, są one bowiem w tym wypadku identyczne. Przejścia fazowe mają 
jednak odmienny charakter co można zobaczyć na podstawie przytoczonych 
danych (tab.). Dopiero one pozwalają ocenić, że struktura r(G-A)-r(C-U) jest 
bardziej stabilna niż r(G-U)-r(C-A).

Tabela

Parametry termodynamiczne przejścia fazowego dupleks-pojedyncze nici 
WYZNACZONE DLA DODEKAMERów r(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 rozważaniach uwzględniono metody wyznaczenia pa
rametrów termodynamicznych procesu tworzenia struktur dwuniciowych. 
Utworzenie dupleksu jest etapem koniecznym dla licznych dalszych przemian 
enzymatycznych. Dla wielu enzymów forma dwuniciowa DNA lub kompleks 
DNA/RNA są jedynymi akceptowanymi substratami. Reakcja enzymatyczna 
składa się wtedy z dwóch etapów: a) utworzenie dupleksu, b) właściwa reakcja 
z udziałem 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 zadaną. Trwałość kompleksu 
utworzonego z nici niecałkowicie komplementamyeh (zawierającego tzw. mis
matches, miejsca niezgodności) jest mniejsza niż trwałość kompleksu zbudo
wanego z nici idealnie sparowanych. Dlatego też im więcej punktów niezgod
ności, tym wyżej położone jest minimum energetyczne utworzonego komple
ksu (rys. 4). Kompleks utworzony na drodze przedstawionej linią ciągłą ulega 
wtedy łatwiejszemu rozpadowi niż jego trwalszy odpowiednik. W przypadku 
najtrwalszego kompleksu zawierającego nici idealnie sparowane jego rozpad 
jest najtrudniejszy, wzrasta zatem szansa na zaistnienie drugiego etapu re
akcji — przemiany chemicznej. Strategie antygenu lub antysensu, w których 
celem ataku jest odpowiednio cząsteczka DNA lub mRNA, zakładają wyko
rzystanie krótkich syntetycznych oligonukleotydów (lub ich analogów) jako
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sondy hybiydyzacyjne rozpoznające odpowiednie sekwencje DNA lub RNA w 
obrębie cząsteczki-eelu. Utworzony w ten sposób kompleks staje się obiektem 
ataku enzymu degradującego. Sprawą ogromnej wagi jest, aby podawane son
dy hybrydyzacyjne tworzyły kompleksy wyłącznie z fragmentami DNA lub 
RNA, które chcemy wyeliminować. Czy taka selektywność jest możliwa? Ze 
statystyeznego punktu widzenia sekweneja oligonukleotydowa o długośei 15 
- 18 nukleotydów jest unikatowa w obrębie większości genomów, w tym na
wet w tak dużym genomie jak ludzki. Jednakże genom ezłowieka jest syste
matycznie badany dopiero od niedawna i nie wiadomo, w jakim stopniu sto
suje się on do reguł kombinatoiyki. Zatem dla 2^większenia marginesu bez
pieczeństwa można ro2^ważać wydłużenie sekwencji sondy o kilka nukleoty
dów, co z syntetycznego punktu widzenia nie przedstawia trudności.

Rys. 4. Hipotetyczny profil zmiany energii swobodnej dla dwuetapowej reakcji tworzenia/roz- 
padu dupleksu (1 etap) i jego chemicznej hydrolizy (11 etap).

Czy jednak wydłużenie sondy hybiydyzacyjnej zawsze prowadzi do popra
wienia selektywnośei? Intuieyjna odpowiedź brzmiałaby: TAK. Im dłuższa se
kweneja, tym większa pewność, że utworzy ona dupłeks tylko z eząsteczką 
DNA (lub RNA), dla której została zaprojektowana. Poza tym dupleks taki 
będzie bardziej trwały (więcej oddziaływań wiążących pomiędzy zasadami pu- 
rynowymi i pirymidynowymi). Byłoby jednak rzeczą nieodpowiedziałną pozo
stawiać tak ważną kwestię, jak selektywność działania sondy hybrydyzacyjnej 
jed3mie intuicji. Skutki pr2^ypadkowego zniszczenia ważnego genu, ezy zaha
mowania biosynte2^y ważnego białka mogą być poważne. Próbę odpowiedzi na 
pytanie o optymalną długość sondy hybrydyzaeyjnej przedstawił Danieł Her- 
schlag posługując się modelem rybozymu (4). Rybozym-cząsteezka RNA — 
zawiera dwa obszary, z których jeden odpowiedzialny jest za rozpoznanie 
sekwencji do hydrolizy, a drugi jest domeną katalityczną. Proces enzymaty
czny składa się z dwóch etapów: a) rozpoznawania (proces odwraealny) i b) 
hydrolizy (proces nieodwracalny). Analiza dokonana przez Herschlaga poka-
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żuje, że wydłużanie sekwencji rozpoznającej rybozymu ponad pewną wartość 
optymalną prowadzi w rzecz3rwistości raczej do zmniejszenia selekt3wności 
działania rybozymu, niż do jej zwiększenia. Ten raczej nieoczekiwany rezultat 
bierze się z intuicyjnego niedoceniania wpływu oddziaływań sondy z niecał
kowicie komplementarnymi fragmentami DNA (RNA) na sumaiyczny wynik 
reakcji enzymatycznej.

W swojej analizie Herschłag przyjął kilka uproszczeń, które chociaż na 
pewno wpłynęły na uzyskane wartości liczbowe, to jednak nie zmieniły jako
ściowego obrazu rozpatrywanego procesu. Herschłag założył, że każda kom
plementarna para zasad wnosi energię stabilizacji kompleksu E=2 kcal/mol 
oraz, że energia potrzebna do zainicjowania tworzenia się helisy wynosi 
Eh=3,5 kcał/moł. Przy założeniu długości sondy n nukłeotydów oraz idealnej 
jej komplementamości do stanowiącej ceł cząsteczki RNA, zmiana energii swo
bodnej dupleksu wynosi AG°n= -nE-t-En- Jeżeli jednak istnieje x punktów 
niezgodności pomiędzy sekwencjami sondy i celu (x<n), to

^G°n,x = - (n-x)E + Eh-

Dla procesu tworzenia i rozpadu dupleksu

A + B^AB --
k)ff

P + A

stała równowagi Kd = kon/koff. zatem koff= kon/K^. Wartość kon wyznaczona 
eksperymentalnie wynosi ok. 10® M ^ min k Z drugiej strony

zatem

Ostatecznie

AG° = -RTlnK

InK = -AG7RT i K = exp (-AG7RT).

koff = konexp (AG7RT).

Z wzoru tego wynika, że stała szybkości rozpadu dupleksu (koffł zmienia 
się wykładniczo w zależności od zmiany energii swobodnej podczas tworzenia 
dupleksu. Jest to czynnik, który bierzemy pod uwagę przewidując intuicyjnie 
poprawę selektywności procesu chemicznego (kc) w miarę wydłużania sondy 
ołigonukłeotydowej. Rozważmy jednak sytuację, gdy proces chemiczny (kc) 
może mieć miejsce również przy niecałkowitej komplementamości cząsteczek 
sondy i celu. Stała szybkości K łącznego procesu A + B A * B ~ > P -i- A 
wyraża się wzorem

K ~ konkc/(kc-i-koff)
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i jest równa kcat/K]vi» gdzie k^at jest stałą katalizy, natomiast Km jest stałą 
Michaelisa. Jeżeli substratem dla rybozymu jest mieszanina ołigonukłeotydów 
składająca się z i form, to dla każdej formy współczynnik (kcat/KM)i pomno
żony przez stężenie danej formy opisuje szybkość zaniku substratu Bj. Pr2^yj- 
mując, że w mieszaninie randomalnej stężenie każdej formy Bj jest jednakowe, 
to do opisu zaniku i-tego ołigonukłeotydu wystarczy znać współczynniki 
(kcat/KM)i- Zależą one od długości sekwencji rozpoznającej rybozymu n, jak 
również od liczby punktów niezgodności. Rozpatrzmy statystyczną mieszaninę 
wszystkich możliwych ołigonukłeotydów o długości m, przy czym n<m. W 
mieszaninie tej będzie

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

cząsteczek zawierających w obrębie sekwencji rozpoznawanej przez rybozym 
a: punktów niezgodności z sekwencją cząsteczki celu (0<x<n).

Wartość n!/x!(n-x)! to czynnik znany z kombinatoryki, opisujący na ile 
sposobów można rozmieścić x punktów niezgodności w sekwencji o długo
ści 71. Wartość 3^ odzwierciedla fakt, że każdy mismatch może występować 
w trzech formach (np. trzy nukleotydy A, G lub C, zamiast pożądanego U). 
Z kolei 4"^'^ opisuje liczbę form różniących się budową poza sekwencją roz
poznającą o długości n. Obszar ten składa się z (m-n) centrów, z których 
każde może być jednym z czterech nukleotydów. Gdy x=0, to liczba N wynosi 
po prostu gdzie liczba 1 odpowiada stnakturze tego jednego jedynego
celu, jaki chcemy wyeliminować. Powstaje zatem pytanie jak wyglądałaby se
lektywność degradacji wybranego celu przez rybozym o długości sekwencji 
rozpoznającej n w zależności od długości m ołigonukłeotydów występujących 
jako mieszanina statystyczna wszystkich możliwych form? Herschlag wpro
wadził tzw. współcz3mnik dyskryminacji

n
D = Kn,o/XNKn,x

x=0
pokazujący, ile razy częściej degradowana jest cząsteczka całkowicie komple
mentarna w obrębie sekwencji rozpoznającej w porównaniu do wszystkich 
pozostałych cząsteczek, zawierających od 1 do n punktów niezgodności. Trze
ba zauważyć, że we wzorze tym występuje wartość kc, stała szybkości reakcji 
chemicznej, która nie jest znana. Herschlag przyjął dla niej wartość 1 min ^ 
co jest kolejnym uproszczeniem, nie zmieniającym jednak jakościowego cha
rakteru anałi/y. Ponieważ kon jest wartością zmierzoną, a koff daje się obliczyć 
z wykorzystaniem parametru AG°n,x- fo możliwe jest wyliczenie wartości współ- 
C2ynnika dyskryminacji D w funkcji n przy założonej wartości ttl Przebieg uzy
skanego wykresu D=f(ri) jest zaskakujący (rys. 5). Dla m=15 i E=2 kcal/mol 
współczynnik D osiąga wartość maksymalną dla n=7. Oznacza to, że dla 
mieszaniny wszystkich możliwych 15-merów najbardziej selektywny jest ry^- 
bozym o długości sekwencji rozpoznającej n=7. Trzeba przy tym zwrócić uwagę 
na fakt, że Dmax w tym przypadku wynosi 10'^, co oznacza, że degradacja
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cząsteczki celu ma miejsce tylko raz na 10^ wszystkich aktów degradacji. 
Dla sekwencji rozpoznającej o długości n=2 D=10'^, a dla n=12 D=10'^. War
tość Dmax= 10'^ jest i tak bardzo duża, biorąc pod uwagę, że statystyczna 
mieszanina 15-merów składa się z 4i^=l 073 741 824 form. Oczywiście upro
szczenia przyjęte przez Herschlaga powodują, że n=7 odpowiadające Dmax nie 
jest wartością pewną, niemniej jednak charakter otrzymanego wykresu D=f{n) 
jednoznacznie wskazuje na fakt, że zbyt długa sekwencja rozpoznająca pro
wadzi w efekcie do zmniejszenia sełektywności działania lybozymu. Ma to 
miejsce, wtedy gdy rozpad nieprawidłowo utworzonego dupleksu jest na tyle 
trudny, że proces chemicznego cięcia przestaje być czynnikiem determinują
cym szybkość reakcji. Wówczas gdy sekwencja rozpoznająca jest zbyt długa 
pojedyncze, izołowane od siebie punkty niezgodności nie są w stanie wymusić 
szybkiej dysocjacji dupleksu utworzonego przez dwie cząsteczki nie w pełni 
kompłementame. Anałogiczne zjawisko musi być rozpatrywane przy projekto
waniu strategii antysensu. W tym przypadku zbyt długa sonda ołigonukłeo- 
tydowa może niesełektywnie tworzyć dupleksy również z innymi fragmentami 
DNA lub RNA, wykazującymi podobieństwo do cząsteczki stanowiącej w za
łożeniu ceł ataku. Powstały wtedy zbyt trwały dupłeks, zanim ulegnie rozpa
dowi może zostać zaatakowany przez np. RNazę H dając w efekcie niezamie
rzone hamowanie ważnych procesów biosyntezy.
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Rys. 5. Zależność współczynnika dyskryminacji od długości sekwencji rozpoznającej, 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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