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1. Wprowadzenie

owszechnie znana podwdjna spirala Watsona i Cricka jest obecnie sztan-

darowym symbolem biotechnologii i biologii molekularnej. Jednakze, cho¢

najczesciej wystepujaca, podwdjna spirala nie jest jedyng znang forma stru-

kturalng przyjmowang przez kwasy nukleinowe. RNA, a zwlaszcza DNA, ce-
chuje polimorfizm strukturalny, majacy istotne znaczenie w procesach biolo-
gicznych. Jedna z nieklasycznych form — struktura tréjniciowa DNA —
stata sie ostatnio przedmiotem szerokiego zainteresowania jako potencjatny
uktad stuzacy do hamowania ekspresji gendéw wirusowych tub onkogendw juz
na poziomie DNA. Jest to niejako naturalne przedtuzenie strategii antysen-
sowej, w ktorej przedmiotem ataku jest mRNA kodujgce niepozadane biatka.
Dlatego dla takich zastosowan formy trypleksu (triplcAj uzywa sie zapropono-
wanego przez C. Helene'a okreslenia terapia antygenowa [anti-gene therapy]
(1-3).

Mozliwo$¢ wystepowania kwasdéw nukleinowych w postaci trojniciowej spi-
rali zbudowanej z polinukleotydéw zostata wykryta dos¢ wczesnie. Juz od
potowy lat szescdziesigtych wiadomo byto, ze kompleksy tworzone przez poli-
nukleotydy poli(A) i poli(dA) z poli(U) lub poli(T) majg strukture trGjniciowg
(4-8). W dalszych badaniach wyjasniono mechanizm powstawania tryple-
kséw i uktad wigzan wodorowych wystepujacych miedzy zasadami, wykazano
istnienie wielu rdznigcych sie orientacjg i sekwencjg rodzajow trypleksu,
a takze ujawniono mozliwo$é wystepowania tryplekséw miedzyczgsteczko-
wych i wewnatrzczasteczkowych takich jak struktura H-DNA (2). Stwierdzono
ponadto, ze trypleks powoduje zahamowanie zdolno$ci wigzania sie biatek do
DNA w swoim obszarze, ze istnieje wysoka specyficzno$¢ sekwencyjna wig-
zania sie trzeciej nici do DNA, a takze, iz stabilnos¢ termodynamiczna dtugich
tiypleksow jest wystarczajgca do tego, aby mogty one istnie¢ w warunkach
fizjologicznych stezen soli oraz temperatur. Obecnie prébuje sie zahamowaé
ekspresje biatek za pomocg syntetycznych oligonukleotyddéw wigzacych sie do
dwuniciowego DNA (1,3).
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Opisane niedawno Peptide Nucleic Acids (PNA) — syntetyczne analogi
kwaséw nukleinowych, zdolne do wigzania sie do dwuniciowego DNA w spo-
s6b przypominajacy nieco tworzenie trypleksu — sg réwniez rozwazane jako
potencjalny C*nnik akt}wny w terapii antygenowej (8- 11).

2. Struktura trojniciowych form kwaséw nukleinowych

Tréjniciowe formy DNA powstajg jedynie w rejonach o regularnej sekwencji
oligopurynowo-oligopirymidynowej, tzn. takiej w ktérej jedna ni¢ skiada sie
wytacznie z zasad puiynowych, a druga — komplementarna — z zasad
pirymidynowych. Struktura dwuniciowego DNA w takim rejonie cechuje sie
m.in. zwiekszeniem rozmiaru duzej bruzdy. Dzieki temu powstaje mozliwosc
wbudowania si¢ trzeciej nici w duza bruzde i wytworzenia wigzan wodorowych
pomiedzy zasadami trzeciej nici i zasadami puiynowymi. Sg one tworzone
przy udziale grup: iminowej N7 i egzoaminowej N6 (w adeninie) albo iminowej
N7 i karbonylowej 06 (w guaninie), pochodzacych z zasad nalezacych do nici
purynowej. Wiazania takie okresla sie nazwg wigzan Hoogstena. Warunkiem
wytworzenia sie takich wigzan jest ponadto prawidtowe dopasowanie grup
stanowigcych akceptory i donoiy protonéw wiazania wodorowego. Zazwyczaj
w wigzaniu Hoogstena w strukturze tréjniciowej grupa N7 (niezaleznie od
rodzaju zasady puiynowej) jest akceptorem jednego protonu, grupa N6 ade-
niny jest donorem (dwdch protonéw — jednego dla wigzania Watsona-Cricka
i drugiego dla wigzania Hoogstena), za$ grupa 06 guaniny — akceptorem
(analogicznie dwdch protonéw). Trzecia ni¢ tworzy wigzania wodorowe z tymi
atomami przez atomy normalnie uczestniczace w wigzaniach Watsona-Cricka.
Zazwyczaj dla wystepujacych w komorce nukleozydow ukiad donoréw i akcep-
torow wigzania wodorowego jest nastepujacy w:

adenozynie N6 — donor, N5 — akceptor:

guanozynie 06 — akceptor, N5 — donor, N4 — donor;

cytozynie N3 — akceptor, N4 — donor;

cyt02nie uprotonowanej (w obnizonym pH) N3 i N4 — donory;

tymidynie N3 — donor, 04 — akceptor;

inozynie N5 — donor, 06 — akceptor.

Istotne znaczenie ma orientacja trzeciej nici wzgledem dupleksu. Mozliwe
sg dwa rodzaje orientacji: rownolegta i antyréwnolegta do nici puiynowej.
Powstajace w takich uktadach wiazania hoogstenowskie okre$la sie jako nor-
malne dla sytuacji, w ktorej trzecia ni¢ jest rownolegta do nici puiynowej,
lub odwrécone dla trzeciej nici antyréwnolegtej wzgledem nici purynowej. Do-
datkow3nn wymogiem tworzenia sie struktury trojniciowej jest prawidtowe do-
pasowanie rozmiaréw zasad (izomorfizm). Problem ten jest istotny w przypad-
ku, gdy trzecia ni¢ struktury musi zawiera¢ r6zne zasady. Warunki minimal-
nej energii wigzan Hoogstena tworzonych w odmiennych uktadach przez rzne
zasady powoduja, ze w trypletach skiadajacych sie na strukture tréjniciowa
potozenie atomu wegla Ci, trzeciego nukleotydu jest rézne w poszczegélnych



Tréjniciowa forma kwaséw nukleinowych 71

trypletach. W tym sensie izomorficzne (tzn. takie w ktérych atom CI' jest
w takim samym potozeniu) sg jedynie cytozyny i tyminy normalnego wigzania
Hoogstena. W odwrotnym wigzaniu Hoogstena zadne zasady nie sg izomor-
ficzne miedzy sobg (1).

Ze wzgledu na podane ograniczenia utworzenie stabilnego trypleksu wy-
maga okres$lonej sekwencji nukleotydowej i warunkéw Srodowiska. Dlatego
stosowane najczesciej typy tiyplekséw nalezg do jednego z dwéch rodzajow;

Typ Py X Pu Py — zlozony z oligopurynowo-oligopiiymidynowego duple-
ksu potaczonego wigzaniami Watsona-Cricka (), do ktérego dotaczona jest
wigzaniami hoogstenowskimi (x) trzecia ni¢ oligopirymidynowa. Zazwyczaj
trzecia ni¢ w tym ukladzie jest rownolegta do nici puiynowej (normalne wig-
zanie Hoogstena). Obecnos$¢ cytozyn w trzeciej nici powoduje, ze stabilnos¢
takiego uktadu zalezy od pH i wzrasta wraz z jego obnizaniem (tzn. ze wzro-
stem poziomu uprotonowania cytozyn w trzeciej nici). Wynika to z koniecz-
nosci wprowadzenia dodatkowego, niezbednego do wytworzenia wigzania
hoogstenowskiego, protonu w grupie iminowej N3 cytozyny (1,3). Stabilno$¢
takiego trypleksu mozna znaczaco “wiekszy¢ zastepujac w trzeciej nici cyto-
zyne przez 5-metylocytozyne (12).

Typ Pu X Pu Py — zlozony z oligopuiynowo-oligopiiymidynowego duple-
ksu potaczonego wigzaniami Watsona-Cricka, do ktorego dotgczona jest od-
wrécon3nni wigzaniami hoogstenowskimi trzecia ni¢ oligopurynowa (ni¢ ta jest
antyrownolegta do nici puiynowej dupleksu). Uktady tego t}qgDu sg stabilne
w fizjologicznym pH, za$ obecnos$¢ jonow Mg+2 ja zwieksza (13 - 16).

Stabilno$¢ form trojniciowych DNA zalezy od sekwencji rejonu dwunicio-
wego, do ktorego wigze sie trzecia nié, rodzaju tworzonej struktury oraz wa-
runkéw Srodowiskowych (temperatura, pH, sita jonowa, itp.), (1,3,12- 13,17
- 21). Najwazniejszinn wymaganiem jest oligopurynowo-oligopiiymidynowa se-
kwencja docelowego fragmentu DNA. Dopuszczalne sg jedynie pojedyncze,
punktowe odchylenia od tego wymogu. Istotne znaczenie ma réwniez sposob
konstruowania sekwencji trzeciej nici. W fizjologicznych warunkach pH i sity
jonowej znacznie bardziej stabilne sg tiypleksy typu Pu x Pu Py, poniewaz
do utworzenia wigzania hoogstenowskiego nie jest wymagane protonowanie
zasad trzeciej nici.

Poza tym tworzace sie trojki zasad powinny tworzy¢ najbardziej efektywny
w danych warunkach uktad wigzan, kolejno:

GxG C — odwrdcone,

TxA T — normalne i odwrécone,

AxA T — odwrdcone,

C™xG C — normalne,

(wigzanie normalne wystepuje przy réwnolegtej orientacji trzeciej nici i nici
puiynowej dupleksu, wigzanie odwrocone ma miejsce przy orientacji anty-
rownolegtej).

Wplyw Srodowiska przejawia sie nastepujaco: wysoka sita jonowa, poli-
aminy (spermina, spermidyna) oraz czynniki interkalujgce stabilizuja trypleks.
Niskie pH stabilizuje tiypleksy typu Py x Pu Py zawierajgce tréjki CxG C,
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zas obecnos¢ jonéw znaczgco podnosi stabilnosé tryplekséw typu Pu X
Pu Py (17-23).

Czesto wykorzystywany jest fakt, ze wigzanie sie trzeciej nici do dupleksu
ma charakter kooperatywny, tzn. jezeli w pewnej czesci oligopurynowo-oligo-
piiymidynowego odcinka DNA przykgczy sie trzecia ni¢, to wzrasta prawdopo-
dobienstwo zwigzania nastepnej trzeciej nici w pozostatej czesci tego odcinka
(24). Zjawisko to, opisane przez P. Dervana, zostato wykorzystane do stwo-
rzenia systemu nieenzymatycznej ligacji jednoniciowych otigonukieotydéw na
matrycy dwuniciowego DNA (25), stabitizacji struktury tréjniciowej (26),
a takze opracowania ciekawej formy struktury trojniciowej: podwdjnego try-
pteksu o odwrotnych orientacjach. Forma taka moze sie wytworzy¢ w rejonie
DNA zawierajacym obok siebie dwa btoki: jeden otigopurynowo-otigopirymidy-
nowy i drugi otigopirymidyuowo-otigopurynowy. Wykorzystujagc potaczone ze
sobg wigzaniem 3' - 3' otigonukieotydy, komplementarue w sensie trypteksu
do tych btokéw, mozna wytworzy¢ stabitng strukture ziozong z dwoch try-
pteksow, z ktorych kazdy oddzietnie bytby niestabitny (27 - 28).

Innym sposobem tworzenia struktur trojniciowych jest wykorzystywanie
S3mtetycznego otigonukieotydu (34) tub pary otigonukieotyddéw potgczonych
mostkiem 3' - 3' (35) jako etementu tworzacego wraz z jednoniciowym kwasem
nukleinowym strukture trypteksu. W odréznieniu od opisywanych dotychczas
tryplekséw, w ktorych jednoniciowy oligonukleotyd wigzat sie do dwunicio-
wego DNA, w tego rodzaju strukturze jednoniciowy DNA (tlub RNA) wbudo-
wywany jest w forme trojniciowa. Podejécie to moze znatez¢ zastosowanie
w terapii antysensowej, przez zabtokowanie jednoniciowej forrny kwasu nu-
kteinowego (np. mRNA) otigonukleotydem tworzgcym z nig kompteks o struk-
turze trojniciowe;j.

3. Wptyw modyfikacji otigonukteotyddéw na ich zdotnosé
do tworzenia struktor tréjniciowych

Modyfikacji w otigonukiteotydach uzywanych do tworzenia tryplekséw moze
podlega¢ zasada (wtedy celem jest przede wszystkim zwigkszenie stabilnosci
struktury tréjniciowej przez wprowadzenie dodatkowych grup zdolnych do
tworzenia wigzania wodorowego) lub taricuch fosforanowo-cukrowy.

Modyfikacje zasad wprowadzane sg ze wzgledu na to, ze nie wszystkie
zasady azotowe zdoine sg do efektywnego tworzenia wigzan wodorowych typu
Hoogstena. Na przyktad w cytozynie grupa iminowa N3 w fizjotogicznych wa-
runkach pH jest akceptorem protonu. Wynika z tego, ze grupa ta nie moze
stworzy¢ wigzania wodorowego ani z grupg N7 puryn ani z 06 guaniny, co
destabitizuje trypleks. Dopiero obnizanie pH umoztiwia uprotonowanie cyto-
zyny i zmiane wiasciwosci grupy N3. Aby ominaé ten probtem zaproponowano
zastgpienie cytozyuy w oligonukieotydzie tworzacym trzecig ni¢ trypteksu badz
przez proste jej anatogi (5-metylocytozyne, 5-bromocytozyne), w ktérych zdol-
nos¢ wigzania protonu przez grupe iminowa N3 jest lepsza niz w niemodyfi-
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kowanej cytozynie (12), badz przez pseudoizoeytozyne, ktorej uktad umozliwia
fatwe tworzenie wigzan Hoogstena ze wzgledu na obecno$¢ dwoch protonéw
przy atomach azotu grupy egzoaminowej oraz iminowej pierscienia pirymidy-
nowego (29). Opisano takze inne takie zasady (np. analog zasad purynowych
I-(2-deoksy-D-rybofuranozylo)-3-metylo-5-amino-IH-pyrazolo[4,3-d]-pyrimi-
dyn-7-on (30)). Ich zastosowanie praktyczne w uktadach in vivo, jak sie wy-
daje, jest jednak ograniczone ze wzgledu na nieokre$lonos¢ dalszych losow
(sposobu degradacji i ewentualnego metabolizmu) w organizmach ssakow.

tancuch fosforanowo-cukrowy moze by¢é modyfikowany w rozny sposob.
Trypleksy, w ktorych trzecia ni¢ jest oligorybonukleotydem sg bardzej stabilne
termodynamicznie od takich, w ktérych ni¢ ta jest deoksyrybonukleotydem.
Jednakze oligoiybonukleotydy sg znacznie bardziej wrazliwe na degradacje
enzymatyczng. Stabilnos$¢ tiypleksow zawierajacych jako trzecig ni¢ oligo(2'-
0-metyloiybonukleotyd)y jest najwyzsza (1).

Analogi, ktorych elementem skltadowym sg a-D-nukleotydy zamiast zazwy-
czaj wystepujacych w DNA (3-D-nukleotydéw réwniez moga tworzy¢ trypleksy,
cho¢ ich stabilno$¢ jest nieco nizsza niz norrnalnych”(31).

Modyfikacje wigzania fosfodiestrowego, takie jak: zastepowanie grupy fo-
sforanowej przez tiofosforany, metanofosfoniany lub amidofosforany — co jest
czesto stosowane w konstrukcji oligonukleotydéw dla potrzeb strategii anty-
sensowych — réwniez ma wptyw na zdolno$¢ tworzenia trypleksu przez od-
powiedni analog. Stwierdzono m.in., ze tiofosforanowe analogi oligonukleoty-
déw polipurynowo-polipirymid3mowych sa zdolne do tworzenia trypleksu typu
Py x Pu Py jezeli tylko ni¢ purynowa zawiera tiofosforany. Obecno$¢ wigzan
tiofosforanowych w nici pirymidynowej blokuje tworzenie sie trypleksu (32).
Niedawno w pracowni Dervana pokazano, ze mozna otrzymac strukture troj-
niciowa typu Pu x Pu ' Py jezeli trzecia ni¢ (purynowa) bedzie zawierata w wig-
zaniu fosfodiestrowym tiofosforany i to zaréwno, wtedy gdy centra chiralne
na wszystkich atomach fosforu farcucha fosforowo-cukrowego bedg miaty
konfiguracje Rp, jak i wéwczas, gdy konfiguracja ta nie bedzie precyzyjnie
zdefiniowana. Natomiast trypleks typu Py x Pu Py, w ktérym trzecia ni¢ (piry-
midynowa) zawiera tiofosforany w wigzaniu fosfodiestrowym nie moze powstac
(33).

Interesujgeym rodzajem modyfikacji okaizata sie radykalna zmiana chara-
kteru tancucha wigzacego ze sobg zasady azotowe. W DNA jest to tancuch
fosforanowo-cukrowy z D-deoksyryboza, potgczony z zasadami wigzaniem N-
glikozydowym. W wyniku analily komputerowej oraz licznych préb ekspery-
mentalnych stwierdzono, ze uktady zawierajgee, jako jednostke podstawowa,
zamiast 3'-fosforanu 2'-deoksyrybozy N-(2-aminoglicyne) potgczong z zasadg
azotowa wigzaniem amidowym, (PNA — Protein Nucleic Acids) sg zdolne do
tworzenia stnrktur tréjniciowych o bardzo duzej stabilnosei (9,10). Jednakze
inne badania sugeruja, ze struktura taka jest jedynie stanem przejSciowym
w procesie tworzenia sie kompleksu pomiedzy PNA i jedng nicig (komplemen-
tarng do sekwencji PNA) z podwdjnej helisy DNA (11).
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4. Metody identyfikowania struktur tréjniciowych

Najprostsza metodg stwierdzenia, ze oligonukleotydy w analizowanej préb-
ce utworzyty strukture tréjniciowa jest badanie jej whasciwosci spektroskopo-
wych. Trypteks, analogicznie do dwuniciowego DNA, podlega procesowi dy-
socjacji na pare ztozong z dupleksu i pojedynczej nici. Proces ten uwidacznia
sie przez hipochromizm trypleksu obserwowany przy 284 nm i zalezy od
temperatury. Dlatego tez mozliwe jest zar6wno obserwowanie krzbrwej miek-
niecia trypleksu i wyznaczanie na jej podstawie temperatury miekniecia i pa-
rametréw termodynamicznych struktury tréjniciowej, jak réwniez badanie
krzywych mieszania oligonukleotydow, a nastepnie okreSlanie na tej podsta-
wie proporcji poszczegdlnych nici tworzacych ukiad o minimalnej absorbancji
(36).

Zastosowanie spektrometrii dichroizmu kolowego pozwala na zidentyfiko-
wanie ksztattu widma charakterystycznego dia struktury tréjniciowej. Widmo
dwuniciowego DNA w konformacji B cechuje sie wystepowaniem efektéw Cot-
tona — dodatnich przy ok. 280 nm, 220 nm i 180 nm, oraz ujemnych przy
245 nm i 210 nm. W widmie struktury tréjniciowej zanika dodatni efekt Cottona
przy 220 nm, za$ zwiekszaja sie oba ujemne efekty Cottona (37 - 39).

Bardzo efektywng metoda obserwacji powstawania form tréjniciowych jest
elektroforeza oligonukleotydéw w niedenaturujgcym zelu poliakrylamidow3m.
W takim zelu trypleksy migruja z reguty wotniej niz formy jedno- tub dwu-
niciowe i poréwnanie slybkosci migracji polwata na tatwe zidentyfikowanie
struktury tréjniciowej (1).

Czestym sposobem identyfikacji rejonu powstania trypleksu na czasteczce
dwuniciowej jest zastosowanie modyfikacji chemicznych. Zazwyczaj czynniki
reagujace z grupg iminowa N7 puryn, takie jak dimetylosiarczan lub diety-
lopiroweglan nie dziatajg na zasady wewnatrz trypleksu, co stanowi czynnik
réznicujacy te strukture (23).

Inne podejscie polega na potaczeniu otigonukleotydu stanowigcego trzecig
ni¢ z grupg reaktdwnag chemicznie (np. alkilujaca lub generujaca reaktywny
rodnik) i obserwacje miejsca degradacji czasteczki dwuniciowej. Metoda taka
ma, obok zastosowan analitycznych, takze istotne znaczenie praktyczne dla
terapii antygenowej. Oligonukleotyd zwigzany z reaktywng grupg chemiczng
dostarcza” jg do celu jakim jest gen (np. wirusowy) i wiazac sie specyficznie
w jego rejonie umozliwia reakcje, prowadzacg do zmian w chemicznej stru-
kturze DNA, a w konsekwencji do zahamowania ekspresji tego genu (31,40-
- 44).

5. Wiasciwosci biologiczne struktur trojniciowych
struktura trojniciowa jest catkowicie odporna na dziatanie typowych en-

zyméw Kkatalizujacych rozne reakcje z udziatem kwaséw nukleinowych. Oz-
nacza to np., ze jezeli fragment DNA jest zdolny do utworzenia struktury
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trojniciowej i zawiera miejsce restrykcyjne, to dotaczenie trzeciej nici w taki
sposOb, aby powstajacy tiypleks je obejmowat spowoduje specyficzne zaha-
mowanie aktywnosci, zarébwno restryktazy jak i odpowiadajacej jej metytazy,
wobec tego miejsca (45,46). Zjawisko to wykorzystywane jest zaréwno jako
metoda badania trypteksu, jak i jako narzedzie w inzynierii genetycznej. Firma
»Stratagene” oferuje wektory do klonowania DNA zawierajgce dwa rejony ohi-
gopurynowo-otigopiiymidynowe, kazdy z miejscem rozpoznawanym przez re-
stiyktaze, przedzielone ,,potitinkerem”, przeznaczonym do klonowania obcego
DNA. Wydobywanie sklonowanych fragmentoéw DNA realizuje sie nastepujaco:
najpierw do wektora dotgcza sie oligonukleotydy tworzace trypleksy z rejonami
oligopurynowo-oligopirymidynowymi, a potem za pomocg odpowiedniej spe-
cyficznej metytazy wprowadza sie grupy metylowe (w pozycje 5' cytozyn lub
N6 adenin (oczywiscie metylacji podlegajg zasady we wszystkich sekwencjach
kanonicznych metytazy obecnych na wektorze, poza obszarem obu tryple-
ksow), wreszcie usuwa sie oligonukleotydy i wolny wektor jest trawiony od-
powiednig restiyktazg. Poniewaz na catym wektorze tylko dwa miejsca restry-
kcyjne w obrebie rejonéw zablokowanych uprzednio strukturg tréjniciowg sa
niemetylowane i dostepne do dziatania restryktazy, uzyskuje sie w ten sposéb
catkowity i nienaruszony fragment obcego DNA sklonowanego w takim sy-
stemie. Takze niespecyficzne sekwencyjnie enzymy, takie jak DNaza | sg blo-
kowane w swej aktywnos$ci przez trypleks (47).

Z punktu widzenia zastosowanh w strategii terapii antygenowej istotna jest
zdolo$¢ hamowania przez trypleks takich proceséw jak transkrypcja DNA czy
tez jego replikacja, a takze blokowanie wigzania sie specyficznych biatek re-
gulujacych procesy genetyczne (np. eukariotycznych czynnikéw transkiypcyj-
nych). Zbadano, ze trypleks blokuje wigzanie z DNA czynnika transkrypcyj-
nego Spl (46), a takze innych biatek pochodzenia jagdrowego zdolnych do
specyficznego wia*zania sie z DNA promotora Ki-ras (48). W eksperymentach
in vitro oraz in vivo pokazano, ze mozna efektywnie zahamowac transkrypcje
gendéw drogg zablokowania sekwencji specyficznych dla czynnika transkryp-
cyjnego NF-kB (49). Natomiast struktura tréjniciowa moze blokowaé proces
elongacji mRNA podczas transkrypcji, jedynie wtedy gdy jest ,,utrwalona’ za
pomoca kowalencyjnych wigzan pomiedzy dwuniciowym DNA oraz trzecig ni-
cig. Proces transkrypcji niszczy wytworzony trypleks (najpewniej ze wzgledu
na lokalng denaturacje struktury dwuniciowej podczas transkrypcji), (50 -
52). Natomiast replikacja dwuniciowego DNA przez fragment Wenowa DNA-
polimerazy | z E. coli jest hamowana przez wytworzenie trypteksu na frag-
mencie przez ktéry przesuwa sie enzimi podczas replikacji (53).

6. Trypleks w terapii antygenowej — podsunnowanie
Celem strategii antysensowej RNA, polegajacej na wprowadzaniu do ko-

morki oligonukleotydu lub jego analogu komplementarnego do mRNA kodu-
jacego patologiczne biatko (wirusa, onkogenu itp.), jest zahamowanie procesu
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przekazywania informacji genetycznej pomiedzy etapem transkrypcji i dojrze-
wania mMRNA a etapem translacji. Jest to stosunkowo poézny etap ekspresji
gendéw. mRNA wystepuje w komérce w wielu kopiach i jest stale produkowany
w procesie transkrypcji. Stad, aby efekt takiej strategii byt znaczacy nalezy
osiaggnaC relatywnie wysokie stezenia oligonukleotydu w cytoplazmie. Zazwy-
czaj jest to utrudnione z wielu r6znych powodéw (degradacja enzymatyczna
oligonukleotyddw, utrudnienia w ich transporcie przez btony, zréznicowany
rozktad w organellach komdrkowych oraz w tkankach i inne). Natomiast gen
zlokalizowany w DNA zazwyczaj wystepuje w komorce w pojedynczej kopii
(czasami jest ich kilka). Poza tym obok sekwencji kodujgcych biatka w obrebie
genu znajduje sie wiele innych sygnatow, takich jak rejony promotorowe genu
lub miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych, bedacych dogodnym pun-
ktem ataku na gen. Co wiecej — mozna przypuszczaé, ze w zwalczaniu AIDS
strategia antygenowa okaze sie efektywniejsza niz antysensowa RNA. Specy-
fika cyklu zyciowego retrowirusa H1V polega na integrowaniu jego materiatu
genetycznego do chromosomowego DNA zaatakowanej komérki i namnazaniu
wirusa z wykorzystaniem komorkowego aparatu ekspresji genéw. Zatem ata-
kowanie wielu kopii wirusowego RNA znajdujacych sie w cytoplazmie, i stale
produkowanych przez zainfekowang komorke, jest — przynajmniej w teorii
— mniej efektywne niz zniszczenie co najwyzej kilku wbudowanych w chro-
mosom kopii wirusowego DNA.
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Triple-stranded forms of nucleic acids

Summary

Triple-stranded DNA structures are presented. Methods for their analysis and their physical
and biological properties are reviewed. Application of triplex-forming oligonucleotides as agents
for anti-gene therapy is discussed.
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