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L |
n Kwasy nukleinowe sa zbudowane z nukleotydow.
Odpowiadaja one za przechowywanie informacji genetycznej organizmu, a takze posrednicza

w produkcji biatek. Dzieki poznaniu struktury kwaséw nukleinowych oraz zrozumieniu ich udziatu
w cyklu zyciowym komorki, daty mozliwos$¢ pojawienia sie nowych strategii diagnostycznych, a takze
okreslenia uwarunkowan molekularnych dos¢ znacznej ilosci choréb genetycznych. Zdobyta wiedza
odnos$nie mechanizméw powstawania schorzen majacych podioze genetyczne pozwala na
zaprojektowanie lekdow, ktore beda zapobiegac¢ rozwojowi tych choroéb [1].

Alternatywna metoda leczenia jest terapia antysensowa polegajaca na uzyciu krotkich fragmentow
DNA lub RNA w celu wyciszenia ekspresji genéw powodujacych choroby. Rola tej strategii jest
wykorzystanie specjalnie zaprojektowanych oligonukleotydéw do zablokowania biologicznych funkcji
czasteczek mRNA, ktére sa odpowiedzialne za powstanie danego schorzenia. Wyrdznia sie trzy
zasadnicze rodzaje strategii w terapii antysensowej: wykorzystanie rybozyméw w celu specyficznej
hydrolizy wiazan w docelowej czasteczce RNA, zastosowanie czasteczek siRNA indukujacych
degradacje mRNA oraz zastosowanie jednoniciowych, antysensowych oligonukleotyddow.
W wymienionych podejsciach terapeutycznych narzedziem jest oligonukleotyd, ktéry w odréznieniu
od tradycyjnych lekow, bezposrednio oddzialuje na czasteczke mRNA [1].

Strategia ta w swoim zastosowaniu ma pewne ograniczenia. Dotycza one docelowej czasteczki
mRNA, ktora musi posiada¢ dostepne oraz dobrze poznane miejsca oddzialywania
z oligonukleotydem. Poza tym oligonukleotydy powinny by¢ dobrze rozpuszczalne w wodzie, odporne
na dzialanie nukleaz komorkowych oraz wykazywac niska toksycznosé. Oprocz tego musza by¢ one
latwo dostarczane do miejsca oddziatywania z docelowa czasteczka RNA, a takze cechowac sie
wysoka trwatoscia termodynamiczna oddzialywania z danym fragmentem czasteczki mRNA.
Ograniczenia te przyczynily sie do poszukiwania modyfikacji, ktérych wprowadzenie do
oligonukleotydow, spowodowatoby zmiany ich wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych [2].

Modyfikowane oligonukleotydy ze wzgledu na swe unikalne wlasciwosci stanowia cenne narzedzie
terapeutyczne, a takze diagnostyczne. Przyczynia sie do tego przede wszystkim ich zdolnos¢ do
zwiekszania trwalosci termodynamicznej duplekséw, a takze selektywnos¢ wykazywana w czasie
hybrydyzacji. Jest bardzo wazne, zeby przy wprowadzonej modyfikacji nie zmniejszy¢ mozliwosci
hybrydyzacyjnych oligonukleotydu [2].

Modyfikowane nukleotydy

Nukleotydy posiadaja ztozona budowe chemiczna co sprzyja duzym mozliwosciom wprowadzenia
modyfikacji. Zmiana struktury chemicznej oligonukleotydéw moze odnosi¢ sie do wiazania
internukleotydowego, zasady heterocyklicznej lub jednostki cukrowej [3].



Zwiekszenie badz zmniejszenie trwatosci termodynamicznej dupleksu, w ktérego sktad wchodzi
modyfikowany oligonukleotyd jest mozliwe w zaleznosci od miejsca wprowadzenia modyfikacji oraz
jej charakteru. Czynnikami decydujacymi o trwatosci termodynamicznej dupleksow sa gtownie
wiazania wodorowe, efekty steryczne i elektrostatyczne, oddzialywania warstwowe, stezenie soli, pH
roztworu, a takze solwatacje. Wiazania wodorowe i oddzialywania warstwowe sa czynnikami
stabilizujacymi dupleksy, w czasie gdy oddzialywania elektrostatyczne pomiedzy dwoma ujemnie
natadowanymi tafnicuchami kwaséw nukleinowych zmniejszajg trwatos¢ termodynamiczng. W trakcie
powstawania dupleksu dochodzi do tworzenia sie oddzialywania warstwowego i wiazania
wodorowego, co pozytywnie wptywa na entalpie tego procesu. Jednak proces taki jest niekorzystny
entropowo. Tak wiec suma entropii oraz entalpii procesu hybrydyzacji decyduje o powstaniu
dupleksu [3].

Za posrednictwem wiazan wodorowych tacza sie zasady heterocykliczne. Oddziatywania te sprzyjaja
zapobieganiu dysocjacji tancuchéw kwaséw nukleinowych i odpowiadaja za specyficznos¢ procesu
hybrydyzacji. W sytuacji parowania sie zasad typu Watsona-Cricka, adenozyna oddziatuje z urydyna
badz tymidyna zawsze poprzez dwa wiazania, a guanozyna z cytydyna oddzialuje poprzez trzy
wigzania wodorowe. Sadzi sie, ze jedno wigzanie wodorowe zmienia trwatos$¢ termodynamiczna
dupleksu o0 -0,7 do -1,6 kcal/mol lub o -0,25 kcal/mol, jako wktad w energie swobodna pojedynczego
wigzania wodorowego, ktora moze by¢ zmienna [3].

Oddzialywania warstwowe takze zwiekszaja trwatosé termodynamiczna dupleksow. W poréwnaniu
z wiazaniami wodorowymi moga one mie¢ wiekszy wktad w energie swobodna dupleksu. Pomiedzy
pierscieniami aromatycznymi zasad heterocyklicznych oddzialtywania warstwowe stabilizowane sa
przez sily Van der Waalsa. Na ich sile maja wpltyw réwniez efekty elektrostatyczne, a takze
solwatacja. Zaktada sie, ze z uwagi na wieksza powierzchnie pierscienia aromatycznego i wieksza
polaryzowalnos$¢, puryny oddziatuja ze soba silniej niz pirymidyny. Ustalono tez, ze oddzialywania
warstwowe maja wiecej niz potowe wartosci wktadu pojedynczej pary zasad w energie swobodna
dupleksu [3].

Otoczenie dupleksu rowniez ma istotny wptyw na trwatos¢ termodynamiczna. Jako przyktad mozna
podaé obecnos¢ w roztworze jonow metali jednowartosciowych, ktore stabilizuja dupleksy. Powodem
tego jest zobojetnianie tadunku ujemnego wiazania internukleotydowego przez te jony. Ze wzrostem
stezenia jonoéw jednowartosciowych, rosnie rowniez temperatura topnienia dupleksu. W przypadku
gdy stezenie jondw przekroczy wartos¢ okoto 1 M dostrzega sie destabilizacje. Jest ona
spowodowana solwatacja zasad heterocyklicznych przez aniony, ktére pochodza z soli.
Oddziatltywania te kieruja do przeminiecia réwnowagi konformacyjnej dupleksu w strone
pojedynczych nici [3].

Trwatos¢ termodynamiczna duplekséw majacych zakres pH 5-9 jest wlasciwie stata. W nizszych
wartosciach pH roztworu nastepuje protonacja cytozyny i adeniny, natomiast w wyzszych
deprotonacja guaniny, uracylu i tyminy. Przez takie zmiany zachodza zaburzenia parowania sie zasad,
co powoduje przesuwanie rownowagi konformacyjnej dupleksu w kierunku jednoniciowej formy [3].
Modyfikacje czesci zasadowej nukleozydu Modyfikacje zasady heterocyklicznej nukleozydu moga
opierac sie na wprowadzeniu do niej dodatkowych grup funkcyjnych, badZ zamianie istniejacej grupy
na inna. Moga tez polegac¢ one na calkowitym zastapieniu pierscienia zasady innym zwiazkiem [3,4].

Modyfikacje nukleotydéw pirymidynowych
Mozliwa modyfikacja pirymidyn jest wprowadzenie dodatkowej grupy w pozycje 5 badz

zlikwidowanie istniejacej, na przyktad tymidyny. W podstawnikach alkilowych znajdujacych sie
w pozycji 5 pierscienia pirymidyn zaobserwowano, ze wraz ze zwiekszaniem sie diugosci tancucha



nasila sie trwato$¢ termodynamiczna dupleksow DNA. Dtugos¢ tancucha jest ograniczona i dla grup
dtuzszych niz nheksylowa znaczaco zaczyna spadac¢ trwatos¢ termodynamiczna duplekséw [3,4].

Najbardziej stabilizujaca sposrod modyfikacji wprowadzanych w pozycje 5 pierscienia
pirymidynowego jest prawdopodobnie grupa propynylowa -C=C-CH3, ktdérej obecnos¢ wpltywa na
wzrost trwatosci termodynamicznej duplekséw. Grupa ta jest zasobna w elektrony i wystepuje
w duzej bruzdzie, gdzie oddzialuje z atomami pierscienia i sasiednimi nukleozasadami. Poza tym
grupa 5-propynylowa w tancuchu DNA formuje niewielki rowek z wigzaniem fosforanodiestrowym.
W wyniku odpowiedniego utozenia przestrzennego mozliwe jest jej oddzialywanie z reszta fosforanu
z udzialem czasteczki wody. W rezultacie trwatos¢ catego dupleksu zwieksza dodatkowa hydratacja.
Zwiekszenie oddziatywan warstwowych pomiedzy modyfikowana pirymidyna a sasiednimi zasadami
heterocyklicznymi powoduje, ze grupy 5-propynylowe maja stabilizujacy charakter. Przyczyna tego
jest wielkos¢ chmury elektronowej 5-propynylowanej zasady, przez co silniejsze sa oddziatywania
warstwowe [3,4].

Nastepnym rodzajem modyfikacji nukleozydow pirymidynowych jest zastapienie atomoéw tlenu O2
w tymidynie, cytydynie i urydynie, a takze 04 w tymidynie i urydynie innymi atomami badZ grupami
funkcyjnymi. Zastapienie atomu 02 urydyny atomem siarki przyczynia sie miedzy innymi do
zwiekszenia trwatosci termodynamicznej tworzonych duplekséw bez wzgledu od pozycji 2-tiourydyny
w dupleksach RNA/RNA i 2'-0-metylo-RNA/RNA. Podobnie dzieje sie w przypadku duplekséw
DNA/DNA i 2-tiotymidyny. Wzrost oddziatywan warstwowych powoduje obecnos¢ bardziej
polaryzowalnego od tlenu, atomu siarki. Jego mniejsza elektrofilowos¢ wywiera wptyw na
zwiekszanie sie kwasowosci iminowego protonu, ktory zwiazany jest z atomem N3. Wskazuje to na
wzrost sily wigzania wodorowego tworzonego z udziatem atomu N3 [5].

Atom siarki w pozycji 2 urydyny oddzialuje z atomem N1 sasiadujacego nukleozydu. Ma on
mozliwos¢ powiekszania czesciowego fadunku ujemnego na grupie karbonylowej. Wéwczas wigzanie
wodorowe tworzone z udziatem tej grupy staje sie silniejsze. Poza tym 2-tiourydyna przedktada
konformacje cukru C3'-endo, typowego dla formy A RNA. Zmiana konformacji zachodzi takze na
przylegtych nukleotydach od strony 3' modyfikacji, w wyniku czego cala struktura dupleksu ma
zwiekszone usztywnienie [5]. Podstawienie pozycji 04 i 02 pirymidyn innymi atomami niz atomu
siarki wplywa na znaczacy spadek trwatosci termodynamicznej duplekséw. Obecnos¢ na przyktad
atomu wegta uniemozliwia tworzenie wigzan wodorowych w tym miejscu [5].

- Modyfikacje nukleotydow purynowych

W modyfikacjach puryn najbardziej stabilizujace sa 7-halogeno-7-deaza oraz 7-propynylo-7-deaza.
Obecnos$¢ 7-podstawionych 7-deazapuryn moze mie¢ wplyw na zwiekszanie trwatosci
termodynamicznej tworzonych duplekséw DNA. Wyniki otrzymane z modelowania molekularnego
wykazuja, ze grupa funkcyjna obecna w pozycji 7 takich zwiazkéw znajduje sie w dupleksie. Jest to
miejsce zblizone jak grupa propynylowa w deoksyurydynie oraz deoksycytydynie w heterodupleksie
RNA/DNA [3,6].

Nastepnym rodzajem modyfikacji jest zmiana polozenia jednego z endocyklicznych atoméw azotu
pierscienia purynowego. Przyktadem takim jest 8-aza-7-deazaadenozyna z wigzaniem glikozydowym
pomiedzy atomami N8 zasady heterocyklicznej a C1' deoksyrybozy. Po wprowadzeniu do dupleksu
DNA przyczynia sie do spadku jego trwatosci termodynamicznej. Interesujacy jest fakt, ze zwiazek
ten z podobna energia oddziatluje z czteroma gtéwnymi nukleotydami, z tego powodu jest zaliczany
do tzw. uniwersalnych nukleotydow. Podczas parowania sie 8-aza-7-deazaadenozyny z kazda



z czterech naturalnie wystepujacych zasad, roznica trwatosci termodynamicznej duplekséw nie
wynosi wiecej niz 0,7 kcal/mol. Udowodniono, ze ten analog deoksyadenozyny moze tworzyc
z zasadami standardowe jak i odwrocone pary Watsona-Cricka, a takze uktady par zasad Hoogsteena,
co powoduje, ze nie ma dyskryminacji jednych zasad w stosunku do innych [7].

- Analogi zasad heterocyklicznych

W zasadach heterocyklicznych i czesci cukrowej oprécz punktowego wprowadzania miejscowych
modyfikacji mozna réwniez zastosowa¢ catkiem inne zwigzki, ktére w nieduzym stopniu
przypominaja naturalne nukleotydy. Takim przyktadem moga by¢ interkalacyjne kwasy nukleinowe
(INA), gdzie odpowiadajaca nukleotydowi jednostke tworzy (1-pirenylometylo)glicerol, wiaczajacy sie
do naturalnej nici DNA lub RNA. Ustalono, ze obecno$¢ takiej modyfikacji, tworzacej pojedyncze
wybrzuszenie w srodkowej pozycji dupleksu DNA, w widoczny sposéb wplywa na zwiekszenie jego
trwatosci termodynamicznej. Jednak w czasie hybrydyzacji do nici RNA zaobserwowano niezbyt duza
destabilizacje. Fakt ten powoduje, ze INA jest jedna z niewielu modyfikacji, dyskryminujacych RNA
od DNA. Poza tym w dupleksie DNA obecnos$¢ IPN jako niesparowanego konca powoduje
zwiekszenie temperatury topnienia o 10,9°C. Poprzez interkalacje czesci pirenowej z helisa DNA,
IPN zwieksza trwalo$¢ tworzonych dupleksow przedkladajac interkalacje z pierscieniem puryn
z uwagi na ich wiekszy pierscien aromatyczny [3,8].

Modyfikacje dotyczace czesci cukrowej nukleozydu

Czes¢ cukrowa nukleotydéw jest najczesciej modyfikowana przez wprowadzenie atomu albo
dodatkowej grupy funkcyjnej w jedna z mozliwych pozycji pentafuranozy badzZ zastapienia innym
uktadem cyklicznym pieciocztonowego pierscienia [3].

- Modyfikacje pierscienia cukrowego w pozycji 2’

Wywotany obecnoscia dodatkowego podstawnika w szkielecie cukru efekt termodynamiczny jest
zalezny przede wszystkim od jego wlasciwosci, do ktorych zaliczyé mozna wielkosé, elektroujemnosc,
a takze umiejscowienie w czasteczce. Dupleks RNA/DNA lub RNA w pozycji 2’pierscienia rybozy
posiada grupe hydroksylowa, umiejscowiona w matej bruzdzie. Przypuszcza sie, ze podstawniki w tej
pozycji moga mieé¢ mozliwosé oddzialywania ze szkieletem fosforanocukrowym, a takze ze
znajdujacymi sie na powierzchni dupleksu czesciami zasad heterocyklicznych [2,3].

Poprzez wprowadzenie atomu fluoru uzyskuje sie w pozycji 2' pierscienia cukru jedna
z najsilniejszych stabilizacji dupleksow DNA, RNA i DNA/RNA. Wzrost trwatosci termodynamiczne;j
dla duplekséw DNA przez wprowadzenie jednej takiej modyfikacji waha sie w granicach 1-2,5°C.
W przypadku podstawnika 2'-0-alkilowego obserwuje sie zblizony efekt, z ta réznica, ze wraz ze
wzrostem dlugosci tancucha maleja jego wtasciwosci stabilizacyjne. Uwaza sie, ze grupy
2'-0-alkilowe, dtuzsze od propylu, destabilizuja dupleks. Podstawniki w wymienionych przypadkach
poprzez wykazanie wysokiej elektroujemnosci przesuwaja rownowage konformacyjna rybozy
w kierunku formy C3'-endo, typowej dla struktury A-RNA. Oprocz tego moga one przyjac role
akceptora w tworzeniu wigzan wodorowych, stabilizujac oddziatywania dupleksu z czasteczkami
wody. Biorac pod uwage destabilizacje zwiazana z obecnoscia wiekszego podstawnika
2'-0-alkilowego mozliwe jest spowodowanie jej przez pojawienie sie zawady przestrzennej. Z tym
z kolei zwiazane sa zniszczenia warstwy hydratacyjnej w mniejszej bruzdzie badz tez niekorzystne



oddziatywanie z innymi czesSciami dupleksu. Skutki tego prowadza do zmniejszenia trwatosci
termodynamicznej dupleksu. Jednym z przyktadéw podstawnika 2'-0-alkilowego jest grupa
2'-0-propylowa, zwiekszajaca trwatos¢ termodynamiczna dupleksu DNA o 1,8°C, a dupleksu
DNA/RNA o 3,1°C. W stosunku do niemodyfikowanego dupleksu podstawnik znajdujacy sie w pozycji
2' pierscienia cukru moze przyczyniac sie do zmiany entalpii badz entropii. Ten przypadek swiadczy,
ze podwyzszona trwatos¢ termodynamiczna jest spowodowana efektem entropowym, to znaczy
gtéwnie zmiana konformacji czasteczki, a takze jej oddziatywaniem z rozpuszczalnikiem oraz jonami
znajdujacymi sie w roztworze [3,9].

Wprowadzenie drugiego atomu tlenu do podstawnikéw 2’-O-alkilowych réwniez dziata stabilizujaco,
co ma zwiazek z wystepowaniem motywu glikolu etylenowego. Podstawnik sktadajacy sie z czterech
takich jednostek, pomimo istotnego wzrostu dtugosci, w dalszym ciagu wykazuje wtasciwosci
stabilizacyjne. Podstawnik typu 2’-O-(CH2)-O-CH3 zwieksza trwatos¢ dupleksu gdy n = 2, jednak ma
maty wptyw gdy n = 1 lub 3. Dzialanie takie zwigzane jest z efektem gauche, gdzie drugi atom tlenu
glikolu etylenowego wptywa na konformacje tancucha bocznego zgodna z utworzeniem dupleksu.
Jako przyktadu mozna tu podac grupe 2'-0-metoksyetylowa (-CH2-CH2-O-CH3), ktéra wywiera wplyw
na wzrost trwatosci duplekséw DNA, a takze DNA/RNA odpowiednio o 2°C i 4°C. Elektroujemny
podstawnik przesuwa réwnowage konformacyjnag cukru w kierunku C3’-endo, typowej dla formy
A-RNA. Poza tym obecnos¢ w matej bruzdzie modyfikacji stabilizuje strukture poprzez powiekszenie
hydratacji catego szkieletu [9].

Grupa aminowa jest rowniez jednym z rodzajow modyfikacji nukleotydéw w pozycji 2’. Dupleksy RNA,
jak i DNA w tej grupie sa destabilizowane odpowiednio o 4,3C i > 8°C. Stwierdzono, ze tak
modyfikowane nukleotydy istnieja w konformacji C2’-endo, typowej dla helisy DNA, co wyjasnia
destabilizujgcy wptyw na dupleksy RNA. Nie ttumaczy to jednak powodow zmniejszenia trwatosci
termodynamicznej duplekséw DNA [9].

- Modyfikacje pierscienia cukrowego w pozycji 3' i 4'

Do destabilizacji dupleksow w wiekszosci przypadkéw prowadzi wprowadzenie podstawnika
w pozycje 3'-p. Trwatos¢ dupleksow zmniejszana jest przez grupy 3’-p-metylowsq, a takze 3'P-alkilowa
odpowiednio o 0,1-1,5°C i 1-4°C. W przypadku wprowadzenia tych grup do duplekséow
zaobserwowany efekt przypisuje sie przyjmowaniu przez nukleotydy konformacji cukru C2'-endo
a takze nieodpowiednim oddzialywaniom przestrzennym. Istotny wptyw na zwiekszenie destabilizacji
dupleksu ma dodatkowe wprowadzenie w pozycje 2' modyfikowanego nukleotydu grupy
metoksylowej, co jest sprzeczne ze znanymi wlasciwosciami stabilizacyjnymi tej grupy.
Prawdopodobnie konformacja C2'-endo czesci cukrowej modyfikowanego nukleotydu robi sie mato
korzystna energetycznie po wprowadzeniu grupy 2'-0-Me, majacej sktonno$¢ do przesuwania
rownowagi konformacyjnej cukru w kierunku C3'-endo [3,10].

Nukleotydy, w ktérych atom tlenu w pozycji 4' pierscienia rybozy zastepuje sie atomem siarki badz
wegla przyjmuja konformacje podobna do wystepujacej w DNA. Modyfikacje te posiadaja zwykle
maty wplyw na zmiane trwatosci dupleksu, nawet wtedy gdy do atomu wegla w pozycji « dodane sa
grupy takie jak hydroksylowa, metylowa, badZ hydroksymetylowa. Dodanie 4'-tiocytydyny do
dupleksow DNA/RNA badz RNA/RNA przyczynia sie do wzrostu trwaltosci termodynamicznej
o 1-2,5°C. Modyfikowana ni¢ 4’-tio-RNA wykazuje zwiekszone wlasciwosci stabilizacyjne podczas
wigzania sie z tancuchem RNA anizeli DNA. Ustalono, ze w tej modyfikacji pierscien cukru jest
obecny w konformacji C3'-endo. Jej obecnos¢ w dupleksie wywotuje tylko minimalne, miejscowe
zmiany w geometrii calej czasteczki, ktore wynikaja z wiekszych wymiaréw atomu siarki poréwnujac
z atomem tlenu. Przypuszcza sie, ze wzrost trwatosci termodynamicznej wynika z korzystnej entalpii



tworzenia dupleksu. W trwatosci modyfikowanych duplekséw rdéznica moze wynika¢ z powodu
utrudnionej hydratacji dupleksu 4’-tio-RNA/DNA wzgledem 4’-tio-RNA/RNA [3,11].

- Analogi rybozy oraz deoksyrybozy

Ryboza zastapiona szesciocztonowym pierscieniem 2',3'-dideoksy-1',5"-anhydro -D-arabinoheksitolu,
osiaga wzrost trwalosci termodynamicznej dupleksow. Pierwszymi modyfikacjami mieszczacymi
szescioczlonowy pierscien sa kwasy nukleinowe typu HNA. Wiaza sie one selektywnie i silnie
z komplementarnym tancuchem RNA. Stabilizacja struktury catkowicie zmodyfikowanego dupleksu
HNA/RNA stanowi okoto 3°C na modyfikacje, jednak zaleznie od zmian w sekwencji wartosé tu
miesci sie w granicach 0,9-5,8°C [3,12].

W szeregu HNA/HNA > HNA/RNA > HNA/DNA trwatos¢ termodynamiczna duplekséw ulega
zmniejszeniu. Nukleotydy HNA wskutek zasady przestrzennej, wywotanej obecnoscia atomdéw tlenu
w modyfikowanym pierscieniu, posiadaja zasade heterocykliczng w konformacji aksjalnej. Skutkuje
to zwiekszeniem sity oddziatywan warstwowych zasad heterocyklicznych, w nastepstwie czego
dochodzi do usztywnienia struktury catego dupleksu. Poza tym szesciocztonowy pierscien znajduje
sie w konformacji C3'-endo, typowej dla duplekséw w formie A, co oznacza wyzsza trwatos¢
termodynamiczna dupleksow HNA/RNA od HNA/DNA [3,12].

Kwasy nukleinowe posiadajace usztywniona konformacje pierscienia rybozy - LNA naleza do
najsilniej stabilizujacych modyfikacji jakie dotychczas poznano. Posiadaja one pomiedzy atomami O2'
i C4’ pierscienia rybozy dodatkowy mostek metylenowy. Pojedyncza modyfikacja LNA wptywa na
zwiekszenie trwatosci termodynamicznej duplekséw o okoto 3-11°C. Jednak wiekszy efekt
stabilizacyjny dostrzegany jest w czasie hybrydyzacji z nicia RNA anizeli z nicia DNA. Ustalono
rowniez addytywnos¢ efektow stabilizacyjnych, ktore sa spowodowane przez wprowadzenie wiecej
niz jednej modyfikacji. Przypadajacy na pojedyncza modyfikacje najwiekszy wzrost trwatosci
dupleksu mozna zaobserwowac, gdy pojedyncza ni¢ ma mniej niz 50% monomeréw LNA. Zjawisko to
okresla sie jako nasycenie struktury. Efekt stabilizacyjny zalezy réowniez od potozenia i rodzaju
nukleotydow LNA w czasteczce, sasiedztwa, a takze od diugosci oligonukleotydow. Sadzi sie, ze
wprowadzanie modyfikacji typu LNA najbardziej wplywa na trwatos¢ termodynamiczng dupleksow,
ktore sktadaja sie maksymalnie z dekamerow. Zaklada sie tez, ze LNA-pirymidyny w wiekszym
stopniu stabilizuja strukture anizeli LNA-puryny, zgodnie z szeregiem C>T>G>A. Usztywnienie
pierscienia rybozy w konformacji C3'-endo powoduje obecnos¢ mostka metylenowego, co prowadzi
do tworzenia sie pozytywnych zmian w entropii badz entalpii podczas tworzeniu duplekséw z RNA
oraz DNA [3,12].

Analogicznie w zmodyfikowanych dupleksach, jak w ich naturalnych odpowiednikach, wciaz istnieja
pary zasad typu Watsona-Cricka, prawoskretna konformacja helisy, nukleozasady przyjmuja
konformacje anti oraz zachodza oddzialywania warstwowe. Na podstawie przeprowadzonych badan
NMR dupleksu DNA/RNA wykazano, ze wprowadzenie nukleotydu LNA do tancucha DNA powoduje
przesuniecie geometrii tancucha DNA w strone formy A. Ten miejscowy efekt powoduje przejscie
konformacyjne czesci cukrowej C2'-endo = C3'-endo tylko nukleotydu sasiadujacego z modyfikacja
od strony 3’. Powodem takiego przeksztalcenia moze by¢ miedzy innymi préba unikniecia zawady
przestrzennej, jaka powstaje wskutek ukierunkowania mostka metylenowego. Znajduje sie on
w matej bruzdzie, w kierunku przylegtego od strony 3' nukleotydu. LNA obecne w dupleksie moze
rowniez zmienia¢ gesto$¢ elektronowa na krawedzi matej bruzdy wskutek wymuszenia zmian
konformacyjnych sasiedniego nukleotydu. Prawdopodobnie innym czynnikiem moze by¢ takze
powstawanie z udziatem czasteczek wody wigzan wodorowych pomiedzy atomami 02' modyfikacji
a 04' sasiedniego nukleotydu. Wptywa to na stabilizacje czesci cukrowej tego ostatniego



w konformacji C8'-endo. Poza tym nastepuje zwiekszanie sity oddziatywan warstwowych zasad
heterocyklicznych poprzez wymuszenie przejscia konformacyjnego C2'-endo — C3'-endo. Wszystkie
to zmiany mogq mie¢ wplyw na podwyzszenie trwatosci termodynamicznej duplekséw LNA [3,12].

Modyfikacje dotyczace wiazania internukleotydowego

Odpychanie sie tancuchéw, bedacych w sktadzie duplekséw, spowodowane obecnoscia ujemnie
natadowanych reszt fosforanodiestrowych, w warunkach fizjologicznych wywiera negatywny wktad
w energie swobodna hybrydyzacji. Przypuszcza sie wiec, ze usuniecie tadunku ujemnego przyczyni
sie do wzrostu trwatosci takiego dupleksu. Wiekszos¢ modyfikacji odnosnie wigzania
internukleotydowego, pomimo usuniecia tadunku ujemnego, ma dziatanie destabilizujace, co sprawia
wrazenie niezgodnosci ze wspomnianym zatozeniem. Sprzecznos$¢ ta jest jednak zwodnicza poniewaz
na trwatos¢ dupleksu ma wplyw wiele czynnikéw, na przyklad elastycznosc szkieletu i zmiany jego
struktury. Przewaznie te czynniki wplywaja na ogoélng trwato$¢ termo-dynamiczna dupleksow
zawierajacych modyfikacje dotyczace wigzania internukleotydowego [2,3].

- Pochodne wiazania internukleotydowego

W kwasach nukleinowych rozpowszechnione jest wystepowanie wigzania internukleotydowego, ktore
znajduje sie miedzy atomami 3' jednego nukleotydu a 5' sasiedniego. Na zmniejszenie ich trwatosci
termodynamicznej wptywa obecno$¢ w dupleksach DNA i RNA wiazania 2'-5'. Obecno$¢ pojedynczej
grupy fosforanodiestrowej, wiazacej nukleotydy w pozycjach 2'-5' w dupleksach DNA badZz RNA
przyczynia sie do zmniejszenia trwatosci odpowiednio o 0,5-1,2°C i 0,5-0,7°C. Ustalono, Ze taka
modyfikacja generuje wystepowanie konformacji C2’-endo w 2’-5' RNA i C3'-endo w 2'-5' DNA, co
stanowi odwrotnos¢ konformacji ogdlnie wystepujacych w naturalnych dupleksach posiadajacych
wigzanie internukleotydowe 3'-5'. Poza tym w modyfikowanych dupleksach udowodniono
zmniejszenie silty oddziatywan warstwowych [3,13].

Znana modyfikacja jest zastgpienie jednego z atomoéw tlenu grupy fosforanodiestrowej bezposrednio
zwigzanego z czescig cukrowa, innym atomem badZz grupa chemiczna. Do przyktadéw takich
modyfikacji zaliczamy N3' = P5' amidofosforany (pnDNA albo pnRNA). Stanowia one trwate dupleksy
z RNA, jak i z DNA, a takze pomiedzy soba. Zasady tu tacza sie w pary typu Watsona-Cricka lub
Hoogsteena. N3' —» P5' amidofosforany maja jednakowy tadunek jak fosforany i nie sa chiralne.
Trwatos¢ termodynamiczna duplekséw pnDNA/RNA, pnDNA/DNA, i pnDNA/pnDNA wzrasta
odpowiednio o 0,5-0,7°C, 1,7-2,7°C i 2,1-2,3°C przeliczajac na pare zasad. Dupleksy pnDNA/DNA
oraz pnDNA/RNA posiadaja temperature topnienia wyzsza od wzorcowej o 2,3-2,60C w przeliczeniu
na jedno wigzanie. Wywotany obecnoscia N3' = P5' amidofosforanéw efekt stabilizacyjny nie jest
zalezny od sekwencji dupleksu [3,14].

- Inne laczniki pelniace funkcje wiazania fosforanodiestrowego

Jednym z rodzajow modyfikacji jest zastapienie wigzania fosforodiestrowego wigzaniem amidowym
w taczniku -CH2-CO-NH-CH?2-. Ta pojedyncza zmiana wptywa na wzrost trwatosci termodynamicznej
dupleksu DNA/RNA o 1,5°C. Prawdopodobnie wigze sie to z pozytywnym wzrostem entalpii wigzania,
a takze niepolarnym i elektrostatycznym charakterem oddzialywan miedzy dwoma uzupeiniajacymi
sie tancuchami dupleksu. Udowodniono tez, ze 2'-deoksyryboza w momencie potaczenia sie
z modyfikacja w pozycji 3' ma konformacje C3'-endo. Majac stosowna liczbe wprowadzonych



modyfikacji moze zmienia¢ geometrie oligodeoksyrybonukleotydu z formy B w strone formy A.
Uwaza sie, ze obecnos¢ amidowego tacznika w oligonukleotydzie DNA przyczynia sie do korzystnych
dla hybrydyzacji z RNA zmian strukturalnych. Modyfikowana ni¢ moze tez przyjmowac rézne
konformacje, dajace mozliwos¢ unikniecia zbednych naprezen, a takze zawady przestrzennej przy
zgodnie z przyjetymi normami parowaniu sie zasad. Zauwazono tez nieduze zmniejszenie sity
oddzialtywan warstwowych zwigzanych z obecnoscia modyfikacji i wieksza elastycznos¢
modyfikowanego tancucha DNA [3,15].

Popularnymi modyfikacjami dotyczacymi zarowno wigzania internukleotydowego, jak i pierscienia
cukrowego sa peptydowe kwasy nukleinowe - PNA. Oligonukleotydy PNA posiadaja poliamidowy
szkielet, ktory zbudowany jest z jednostek N-(2-aminoetylo)glicynowych. Poprzez tacznik
metylokarbonylowy, zasada heterocykliczna jest potaczona ze szkieletem. Takie modyfikowane
oligomery buduja trwate termodynamicznie dupleksy z DNA, RNA a takze ze soba o orientacji
rownolegtej badZ antyrownolegtej. W tych dupleksach zasady heterocykliczne paruja sie ze soba na
podstawie oddziatywan typu Watsona- Cricka. Obecnos¢ obojetnego szkieletu modyfikacji
w odniesieniu do ujemnie natadowanego wiazania internukleotydowego, zwigzana jest ze wzrostem
trwalosci termodynamicznej dupleksow PNA/DNA badz PNA/RNA. Reasumujac, trwalos¢
termodynamiczna duplekséw wzrasta w szeregu DNA/DNA < RNA/DNA < PNA/DNA < PNA/RNA <
PNA/PNA. Charakterystyczna cecha PNA jest strukturalne dostosowanie sie do konformacji
komplementarnej nici RNA lub DNA. Dupleks PNA/DNA o orientacji rownoleglej posiada strukture
zgodna z forma E, a dupleks PNA/DNA o orientacji antyréwnolegtej ma strukture posrednia
pomiedzy forma A i B. Dupleks PNA/RNA posiada forme A. Natomiast dupleks PNA/PNA przyjmuje
strukture w formie P, ktdra jest zblizona do posredniej pomiedzy forma A i B. Oligomer mimo braku
pierscienia cukrowego w PNA, wcigz posiada ograniczenia strukturalne oraz konformacyjne, co jest
prawdopodobnie spowodowane stabymi oddzialywaniami pomiedzy atomami szkieletu [16].

Podsumowanie

Niewatpliwie wiekszos¢ poznanych obecnie modyfikacji znacznie obniza trwato$¢ termodynamiczna
dupleksow. Omawiane przyklady Swiadcza, ze do zwiekszania trwatosci termodynamicznej
dupleksow przyczyniaja sie rowniez wtasciwosci modyfikowanych nukleotydow. Szczegdlnie nalezy
tu wymienic:

- zwiekszanie liczby wiazan wodorowych w parze A—U;

- zwiekszanie sily oddzialywan warstwowych poprzez obecnos¢ polaryzowalnych grup w pierscieniu
zasad heterocyklicznych;

- zwiekszenie stopnia solwatacji dupleksu;

- przeksztatcanie konformacji szkieletu fosforocukrowego w preferowana przy tworzeniu dupleksu;

- brak zawady przestrzennej spowodowanej wprowadzeniem dodatkowych grup funkcyjnych;

- zobojetnianie tadunku ujemnego szkieletu fosforocukrowego.

Wiazania wodorowe sa gtownymi czynnikami korzystnie wplywajacymi na energie swobodna
dupleksu. Na stabilizacje duplekséw istotny wplyw maja réwniez oddziatywania warstwowe. Wobec
powyzszego, modyfikacje, ktore wprowadzaja dodatkowe wigzania wodorowe badz zwiekszaja site
oddzialywan warstwowych powinny zwieksza¢ trwalos¢ termodynamiczng dupleksow. Zatem
modyfikowane nukleotydy majace wieksza powierzchnie pierscienia aromatycznego wzgledem
kanonicznych zasad heterocyklicznych lub w czesci zasadowej zawierajace dodatkowe grupy badz
atomy bedace donorami oraz akceptorami wiazan wodorowych, wywieraja zwykle korzystny wptyw



na stabilno$¢ termodynamiczna duplekséw.

Modyfikacje przesuwajace réwnowage konformacyjna szkieletu fosforanocukrowego pojedynczego
oligonukleotydu w strone preferowana podczas hybrydyzacji powoduja zblizony efekt. Modyfikacje te
wplywaja na zwiekszanie liczby czasteczek w korzystnej podczas hybrydyzacji konformacji.
Zmniejszaja zarazem populacje tych, ktore istnieja w konformacji nie dajacej mozliwosci tworzenia
dupleksu. Przyktadem moze byé modyfikacja szkieletu fosforanocukrowego, wplywajaca na
zwiekszanie jego sztywnosci. W wielu przypadkach destabilizuje ona dupleks, co ma zwiazek
z negatywna dla procesu hybrydyzacji konformacja catej struktury. Jednakze, czesciowe
usztywnienie szkieletu fosforanocukrowego upraszcza przeksztatcenie konformacji pojedynczego
oligonukleotydu w preferowana w czasie tworzenia dupleksu. W przypadku tym usuniety jest
niekorzystny efekt entropowy jaki wystepuje podczas powyzszego procesu. Do tworzenia dupleksu
wzrasta rowniez powinowactwo pojedynczej nici.

Istotnym czynnikiem jest tez oddziatywanie wody z czasteczka dupleksu. Przypuszcza sie, ze
modyfikacje wplywajace na zwiekszenie stopnia hydratacji beda pozytywnie oddziatywaé na trwatos¢
termodynamiczna duplekséw.

Wiekszos¢ efektow termodynamicznych wywotanych obecnoscia w dupleksie modyfikowanych
nukleotydow posiada zblizone Zrodta pochodzenia, trzeba jednak pamietaé, ze za kazdym razem taki
efekt jest ztozony i zalezy od wielu czynnikéw. Nie jesteSmy w stanie domysli¢ sie konsekwencji
wprowadzenia danej modyfikacji do dupleksow. Dlatego koniecznie kazda modyfikacje traktowac
nalezy jako odmienny przypadek, ktéry bedzie wymagat przeprowadzenia serii szczegétowych
i solidnie wykonanych doswiadczen.

Autor: Katarzyna Czuba
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