Tetrapleksowe DNA — nowa platforma do projektowania narzedzi bioanalitycznych
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Powszechnie wiadomo, ze kwasy nukleinowe penig kluczowa role w funkcjonowaniu organizmow zywych oraz
w przechowywaniu i przekazywaniu informacji genetycznej Mniej natomiast znana jest ich zdolno$¢ do wigzania
ligandoéw oraz fakt wykorzystywania oligonukleotydow w charakterze sond lub nanosensorow molekularnych.
Mozna wyr6zni¢ dwie kategorie sond oligonukleotydowych: (i) sondy hybrydyzacyjne, ktore bazuja na
komplementarnasci zasad azotowych oraz (ii) sondy aptamerowe bazujace, podobnie jak antyciata, na zjawisku
selektywnego rozpoznawania analitu. Z punktu widzenia konstrukcyjnego budowa obu typéw sond jest podobna.
Oligonukleotyd (DNA lub RNA) o zaprogramowanej dlugosci 1 sekwencji zasad jest modyfikowany poprzez
przylaczenie grup reporterowych, ktorych zadaniem jest transdukcja efektu chemicznego (hybrydyzacja, wiazanie
analitu) w mierzalny sygnal analityczny. Fluorescencyjne grupy reporterowe sg najczesciej wykorzystywane do
modyfikacji oligonukleotydu z uwagi na czulo$¢ i wicloparametrowos¢ sygnatu fluorescencyjnego (zmiany
natgzenia fluorescencji, przesunig¢cie pasm emisji, anizotropia fluorescencji, czasy zycia, wygaszanie fluorescencji,
procesy transferu energii (FRET)).

NajczeSciej stosowanym rozwigzaniem konstrukcyjnym sond jest tzw. latarnia molekularna oznaczana skrotem
MB (ang. Molecular Beacon), posiadajaca strukture ,,spinki do wlosow”. Oligonukleotyd jest znakowany na
koncach 3’ 1 5’ odpowiednio, fluoroforem (donor) i wygaszaczem (akceptor). W obecnos$ci analitu nastgpuje
hybrydyzacja i otwarcie struktury MB, czemu towarzyszy wzrost natezenia fluorescencji (brak wygaszania).

Sondy aptamerowe posiadajg znakowang pojedynczg ni¢ DNA lub RNA (zwykle 20 — 80 nukleotytow),
ktora wykazuje silne powinowactwo do okreslonego analitu (biatko, polipeptyd, ligand organiczny, prosty
jon). Znanych jest wiele wariantow projektowania i konstrukcji aptamerowych sond molekularnych.
Spotykane strategie konstrukcyjne mozna podzieli¢ na proste rozwigzania bazujace na bezposrednim efekcie
wywotanym obecnoscig analitu (wygaszanie, zmiana mikrootoczenia fluorofora) oraz na bardziej
zaawansowane uktady, wykorzystujace znaczne zmiany konformacyjne aptameru, czy tez wrecz kompletng
reorganizacj¢ sondy. Przyktadem takich aptamerdéw sg sekwencje, ktére w wyniku wigzania analitu tworza
czteroniciowe struktury zwane kwadrupleksami.

Unikalna struktura tetrapleksowego DNA oraz odpowiednie modyfikacje grupami reporterowymi
umozliwiajg generowanie roznorodnych form sygnatu analitycznego.

Struktury tetrapleksowe sa formowane przez oligonukleotydy bogate w cytozyny (i-motywy) lub w
guaniny (G-kwadrupleksy). Na rysunku ponizej przedstawiono schematyczne struktury i-motywu i G-
kwadrupleksu.posiadajace

Rys. 1. Schematyczna ilustracja czteroniciowych struktur typu i-motyw
oraz G-kwadrupleks.

G-kwadrupleks

Struktury typu i-motyw powstaja w odpowiednio niskim pH (~5,5) umozliwiajacym protonowanie
cytozyny i tworzenie wigzan wodorowych C-C*. Zaleznos$¢ stabilno$ci struktury i-motywu od pH zostata
przez nas wykorzystana do opracowania fluorescencyjnych sensorow pH do aplikacji komoérkowych [1-4].

W przypadku G-kwadrupleksow (GQ) istnieje wigcej opcji projektowania i konstrukcji uktadow
sensorowych. Po pierwsze, struktury GQ wykazujg duzo form topologicznych zaleznych od natury kationu
stabilizujgcego strukture. Wykorzystujgc stabilizujgce wlasciwosci jonu K*, opracowano szereg wariantow
sond do monitorowania gradientu jondéw potasu w warunkach komoérkowych [5-9]. Powinowactwo
niektorych GQ to wigzania ligandow organicznych a w szczegoélnosci heminy, zostalo wykorzystane do
konstrukcji DNAzymow o aktywnos$ci peroksydazowej. Badano uktady asocjacyjne GQ/hemina a takze
uktady modyfikowane np., DNAzymy z modyfikacja w tancuchu DNA oraz koniugaty z kowalencyjnie
przylaczong heming lub kropka kwantowa [10-14].
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