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W  wielu o$rodkach prowadzone s3 badania nad hamowaniem ekspresji gendéw bialek
chorobotworczych i zwalczaniem chorob wywotywanych przez retrowirusy. Metoda antygenowa ma za cel
wylaczenie ekspresji danego genu przez zablokowanie procesu jego transkrypcji. Natomiast metody
antysensowa, rybozymowa, czy tez metoda oparta o zjawisko interferencji RNA, maja za cel selektywne
zniszczenie czasteczek MRNA lub  zablokowanie odwrotnej transkrypcji
wirusowego RNA. W obu podejéciach konieczne jest sekwencyjnie specyficzne
rozpoznawanie Kilkunastonukleotydowych fragmentow okreslonego celu DNA lub
RNA, a nastgpnie albo utworzenie w ich obrebie trwatych kompleksow,
niedostgpnych dla enzymdéw uczestniczacych w kolejnych etapach, albo
wywotanie procesu ich degradacji, np. z wykorzystaniem RNazy H hydrolizujacej
ni¢ RNA w heterodupleksach DNA/RNA. Sonda oligonukleotydowa powinna by¢
odporna na dziatanie nukleaz, dlatego praktycznie wylacznie stosuje sie¢
modyfikowane analogi DNA, ktorych waznymi przedstawicielami sg
tiofosforanowe oligonukleotydy DNA (PS-DNA). Istotng cechg PS-DNA jest
obecno$¢ centréw stereogenicznych na atomach fosforu, z czego wynika wyste-
powanie setek lub tysiecy P-diastereomerycznych form danego oligomeru.
Synteza P-stereozdefiniowanych PS-oligonukleotydow stata si¢ mozliwa dzigki
opracowanej w naszym Zaktadzie tzw. oksatiafosfolanowej metodzie syntezy PS-

Monomer OTP DNA wykorzystujacej monomery OTP.

Chociaz zwykle kompleksy PS-DNA z matrycami DNA lub RNA sa mniej
trwate niz analogiczne kompleksy zawierajace naturalne DNA, to jednak nasz zespot odkryt wyjatki od tej
reguty. Wykazali$my bowiem, ze homopurynowe PS-DNA o konfiguracji Rp wszystkich atoméw fosforu
wigzan internukleotydowych ([All-Rp-PS]-DNA) tworza z oligonukleotydami RNA réwnolegle trypleksy I.

RNA (H) 5-r(CUCCUUUUUCUC)-3’ oligomer Hoogsteena

[All-R,-PS] 5’-d(GAGGAAAAAGAG)-3' centralne PS-DNA

RNA (WC) 3-r(CUCCUUUUUCUC)-5" oligomer Watsona-Cricka
I

Wykazalismy tez, ze wprowadzone do oligomeru Hoogsteena jednostki (2’-OMe)-RNA :

lub LNA, majace bardzo silnie zaznaczong konformacje A, zwickszaja trwatos¢ trypleksu i o) o B

znaczaco spowalniajg proces odwrotnej tranksrypcji mMRNA—DNA. Jednak w dalszym

ciggu zahamowanie odwrotnej transkrypcji tylko nieznacznie przekraczato 90% i usuniecie —W

tej niedoskonatosci jest celem naukowym projektu. Podejscie, ktore chcemy zastosowac

wywodzi si¢ z faktu, ze trwato$¢ termodynamiczna typowych trypleksow réwnoleglych

wzrasta znaczaco, gdy nici Hoogsteena i centralna sa potaczone ze soba, bo wtedy LNA

czynnik entropowy korzystnie wplywa na silte asocjacji. Planujemy zatem syntezg

dwuniciowych ,widlastych” sond molekularnych. W tych sondach ,,gérny” homopirymidynowy
(2-OMe)-RNA i/lub LNA - nié homopirymidynowa oligonukleotyd bedzie kombinacjg jednostek (2’-
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/\/\/\/0\ o OMe)-RNA i LNA, natomiast ,dolnym” bedzie
O4F’\O_ hom.opu.rynoyvy ohgqnukleot_yd typu [All-Rp-PS]-DNA

o ) oy zawierajacy jednostki LNA i/lub (2°-OMe)-RNA, przy

\\P S czym metoda otrzymywania tych ostatnich bedzie

I P g g dopiero opracowana w ramach projektu. Zaktadamy, ze
[Al-Re-PS]-DNA, RNA, (2-OMe)-RNA Iub nUkIeozydy LNA lub (2’-OM6)-RNA w istotny SpOSéb
LNA - ni¢ homopurynowa narzucg swojg konformacj¢ A na sgsiednie nukleozydy
Rysunek 2. DNA, przez co caly oligomer bedzie miat konformacje

znacznie przesunigta w kierunku A. Zatem podczas
asocjacji koszt energetyczny przejscia konformacyjnego nici tiofosforanowej bedzie zmniejszony i
oddziatywania stabilizujgce czg$¢ ,,rownolegla” kompleksu bedg silniejsze, przez co i wigzanie nici
Watsona-Cricka powinno sta¢ si¢ efektywniejsze.

Projekt powinien zaowocowac otrzymaniem sond oligonukleotydowych zdolnych do sekwencyjnie
specyficznego rozpoznawania, trwatego wigzania i wylgczenia czgsteczek RNA, a by¢ moze
réwniez DNA, z dalszego udziatu w szlakach metabolicznych. Bytoby to istotne uzupetnienie
zestawu dostepnych narzedzi do prac w obszarze biologii molekularnej, z mozliwoscig (w odlegtej
perspektywie) zastosowania w szerzej rozumianej biologii.



