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1.  Wstęp

Stosowanie antybiotyków na szeroką skalę w lecze-
niu ludzi i hodowli zwierząt, przyczyniło się do rozwi-
nięcia oporności u bakterii na konwencjonalne anty-
biotyki [1]. Dlatego ważne jest znalezienie nowych 
narzędzi, za pomocą których można będzie zwalczać 
te drobnoustroje. Technologia antysensowna oparta 
o  kontrolę ekspresji genów obecnie stosowana jest 
w bioinżynierii, w terapiach antynowotworowych oraz 
do projektowania nowych klas antybiotyków [24]. Tra-
dycyjne metody antysensowne wykorzystują krótkie 
oligodeoksynukleotydy, które łączą się do specyficz-
nego mRNA na zasadzie parowania zasad Wa t s o n a -
- C r i c k a  [35]. Oligodeoksynukleotydy są jednak 
szybko degradowane przez nukleazy, więc możliwości 
użycia ich w technologii antysensownej są ograniczone. 
Ponieważ naturalne oligodeoksynukleotydy są niesta-
bilne, dopiero wynalezienie ich zmodyfikowanych 
strukturalnie i chemicznie wersji przyczyniło się do 

rozwoju technologii antysensownej. Obecnie używa się 
syntetycznych analogów kwasów nukleinowych takich 
jak: (i) RNA zmetylowany w pozycji 2’O – 2’OMeRNA 
(2’O-methyl RNA), (ii) kwasy nukleinowe o  usztyw-
nionej konformacji – LNA (Locked Nucleic Acids), 
(iii) morfolino – PMO (Phosphorodiamidate Morpho-
lino Oligomers), czy (iv) peptydowe kwasy nukleinowe 
– PNA (Peptide Nucleic Acids). Przykładowe zmodyfi-
kowane oligonukleotydy wraz z porównaniem do natu-
ralnego DNA są przedstawione na Rysunku 1.

Komplementarne oddziaływanie krótkich oligonu-
kleotydów z sekwencjami transkryptu mRNA może 
zaburzać prawidłową funkcję mRNA na dwa sposoby 
[50]. Pierwszy sposób to indukowanie degradacji 
utworzonego dupleksu oligonukleotyd-mRNA przez 
RNazę H. Enzym ten aktywują na przykład RNA, oli-
gonukleotydy zawierające  w łańcuchu fosforanowym 
siarkę oraz, częściowo, LNA. Drugi sposób to steryczne 
blokowanie mRNA, które po utworzeniu kompleksu 
z oligonukleotydem nie może poprawnie oddziaływać 
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z rybosomem. Ten mechanizm sterycznego blokowa-
nia jest charakterystyczny dla PNA, 2’OMeRNA oraz 
PMO [50].

PNA nie jest degradowane przez enzymy takie jak 
proteazy i nukleazy [7]. Oligomery PNA mogą łączyć 
się z dwu- lub jednoniciowymi DNA lub RNA, two-
rząc stabilne dupleksy lub tripleksy [50]. Ze względu na 
biostabilność i wysokie powinowactwo do DNA, PNA 
znalazło zastosowanie w badaniach, diagnostyce i jako 
narzędzie terapeutyczne [60]. Antysensowne sekwen-
cje PNA wycelowane w mRNA kluczowych dla bakterii 
genów prowadzą do zahamowania wzrostu komórek 
bakteryjnych [20, 33]. Okazało się, że oprócz mRNA, 
również rybosomowe RNA (rRNA) może być celem 
dla antysensownych oligonukleotydów [19, 25, 58, 68], 
które dzięki temu mogą skutecznie blokować wzrost 
komórek bakteryjnych.

Klasyczną i najprostszą metodą w poszukiwaniu 
nowych substancji antybakteryjnych jest sprawdze-
nie ich zdolności do hamowania wzrostu komórek 
bakteryjnych poprzez wyznaczenie tzw. minimalnego 
stężenia hamującego (Minimal Inhibitory Concentra-
tion, MIC). W poszukiwaniu oligomerów oddziału-
jących z  mRNA stosuje się metody takie jak reakcja 
łańcuchowa polimerazy z analizą ilości produktu w cza-
sie rzeczywistym (Real-Time Polymerase Chain Reac-
tion, RT-PCR). Wyciszanie mRNA poprzez antysen-
sowne oligonukleotydy powoduje zaburzenia translacji 
oraz degradację mRNA. Można więc mierzyć poziom 
mRNA, aby ocenić skuteczność działania antysensow-
nych oligonukleotydów [16].

W celu sprawdzenia skuteczności działania sekwen-
cji antysensownej w konkretnym szczepie bakterii 
można najpierw zastosować test oparty o ekspresję 
genów reporterowych [16]. W testowaniu aktywności 
inhibitorów hamujących syntezę białek ważnym kro-

kiem jest sprawdzenie potencjału oligomeru w ekstrak-
cie komórkowym (tzw. cell-free transcription/translation 
system). Ekstrakt komórkowy zawiera całą maszyne-
rię niezbędną do syntezy białek, jednak pozbawiony 
jest ściany komórkowej. Jako wskaźnika efektywności 
używa się wartości stężenia oligomeru, które hamuje 
produkcję białka reporterowego w 50% (wartość IC50). 
Zaletą stosowania tej metody jest możliwość spraw-
dzenia, czy inhibitor, którego chcemy użyć, celuje spe-
cyficznie w proces translacji. Ponieważ metoda ta jest 
bardziej czuła niż MIC (ze względu na wspomniany 
brak ściany komórkowej) stosuje się mniejsze stężenia 
inhibitora. Ostatecznie jednak należy przetestować 
inhibitor na komórkach bakteryjnych i wyznaczyć 
wartość MIC, aby upewnić się, że badany związek jest 
w  stanie wniknąć do komórek [58]. Kilka inhibito-
rów translacji zostało zidentyfikowanych przy użyciu 
tej metody [3].

Przedmiotem poniższej pracy przeglądowej jest 
przedstawienie zagadnień dotyczących inhibicji wzro-
stu bakterii poprzez wiązanie się antysensownych 
sekwencji PNA z mRNA i rRNA bakterii.

2.  Peptydowe kwasu nukleinowe

Peptydowe kwasy nukleinowe zostały po raz pierw-
szy zsyntetyzowane w 1991 roku przez P. E. N i e l s e n a 
w laboratorium O. B u c h a r d t a  [41]. PNA jest syn-
tetycznym analogiem DNA, w którym zasady nukle-
inowe połączone zostały łańcuchem polipeptydo-
wym zbudowanym z podjednostek N-(2-aminoetylo)
glicyny za pomocą wiązań peptydowych (Rys. 1) [26, 
42, 53]. Zastąpienie łańcucha fosforanowo-cukro-
wego szkieletem podobnym do peptydowego spowo-
dowało całkowitą odporność PNA na nukleazy, czyli 

Rys. 1.  Porównanie struktur wybranych, syntetycznych analogów kwasów nukleinowych do DNA. Szczegóły w tekście.
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enzymy degradujące naturalne kwasy nukleinowe 
[41, 53, 60]. Ponadto, dzięki usunięciu ujemnie nała-
dowanych reszt kwasu fosforowego i zastąpieniu ich 
grupami amidowymi, cząsteczki PNA, w odróżnieniu 
od naturalnych kwasów nukleinowych, mają ładunek 
obojętny [51]. Dzięki temu PNA może tworzyć wysoce 
stabilne kompleksy z DNA, RNA oraz PNA [2, 25, 58], 
np. temperatura topnienia dupleksu PNA-PNA o dłu
gości 15 merów wynosi 69,5°C, natomiast analogiczny 
kompleks DNA-DNA posiada temperaturę topnienia 
56,1°C [12].

Tworzenie dupleksów z PNA może zachodzić 
w dwojaki sposób: (i) równolegle, kiedy koniec N czą-
steczki PNA skierowany jest w kierunku końca 5’ DNA 
lub RNA oraz (ii) antyrównolegle, gdy końcowa grupa 
-NH2 skierowana jest do końca 3’ nici DNA lub RNA 
(Rys. 2).Uprzywilejowaną jest orientacja antyrówno-
legła, ponieważ wiązanie antyrównoległej cząsteczki 
PNA do DNA lub RNA zachodzi zdecydowanie szyb-
ciej i z większym powinowactwem niż w przypadku 
orientacji równoległej [62]. PNA może tworzyć także 

trójniciowe kompleksy przyłączając się do podwójnej 
helisy DNA. Przykładowe struktury z udziałem PNA 
przedstawiono na Rysunku  3. Mechanizm tworzenia 
kompleksu typu (PNA)2-DNA opiera się na lokalnej 
dysocjacji wiązań między komplementarnymi nićmi 
dupleksu DNA, a następnie przyłączeniu komplemen-
tarnego odcinka PNA do jednej lub dwóch nici DNA 
[10, 26, 40, 42]. Tworzenie takich struktur obywa się 
dzięki wiązaniom wodorowym typu Watsona-Cricka 
oraz H o o g s t e n a  [10]. Takie tripleksy tworzone 
są przede wszystkim przez oligomery homopirymi-
dynowe lub zawierające znaczną przewagę pirymi-
dyn nad purynami. W przypadku kompleksu typu 
(PNA)2-DNA oligomer PNA charakteryzuje się wysoką 
zawartością cytozyny w swojej strukturze [47, 66]. Sta-
bilność tych kompleksów rośnie proporcjonalnie do 
długości łańcucha oligomeru [51]. Z kolei oligomery 
PNA zawierające w większości zasady purynowe two-
rzą z dwuniciowym DNA dupleksy połączone wiąza-
niami wodorowymi typu Watsona-Cricka. Możliwe jest 
również utworzenie struktury kwadrupleksu (PNA)2-
-(DNA)2, z  zastosowaniem modyfikowanego dwuni-
ciowego PNA komplementarnego do DNA. Zmiana 
w PNA dotyczy adeniny i tyminy, na miejsce których 
wprowadzane są, odpowiednio, diaminopuryna oraz 
tiouracyl. Taki zmieniony dwuniciowy PNA ulega 
sterycznej destabilizacji i  dzięki temu może utwo-
rzyć z dwuniciowym DNA omawianą strukturę [36]. 
Ponadto, oligomery PNA można połączyć giętkim neu-
tralnym łącznikiem; produkt takiego połączenia nazy-
wany jest bis-PNA. Oligomery bis-PNA mogą łączyć 
się z kwasami nukleinowymi i  tworzyć z nimi formy 
tripleksowe [10]. 

Rys. 3.  Możliwe sposoby wiązania PNA do dupleksu DNA. Linia pogrubiona – PNA; linia cienka – DNA, linia przerywana – wiązania 
Watsona-Cricka, ||||||| – wiązania Hoogstena, DAP – diaminopuryna, T’ – tiouracyl

Rys. 2.  Sposoby tworzenia dupleksów PNA z DNA lub RNA



258 AGNIESZKA MARKOWSKA-ZAGRAJEK, MARCIN RÓWNICKI, JOANNA TRYLSKA

3.  Zalety i wady oligomerów PNA

Zaletą PNA jest jego odporność na działanie nukleaz, 
proteaz i peptydaz, oraz stabilność w szerokim zakresie 
pH i temperatury, dzięki czemu może się on znacznie 
dłużej utrzymywać w środowisku wewnątrzkomórko-
wym niż naturalne kwasy nukleinowe [10, 30]. Brak 
ujemnie naładowanych reszt kwasu fosforowego w czą-
steczce PNA powoduje brak odpychania elektrostatycz-
nego podczas tworzenia kompleksów z DNA, RNA czy 
PNA. Monomery PNA syntetyzuje się przy użyciu nie-
drogich substratów [13]. Oligomery PNA można uzy-
skać poprzez syntezę na nośniku stałym [67]. PNA nie 
jest cząsteczką „idealną” i istnieją pewne ograniczenia 
w  jej stosowaniu. Ze względu na hydrofobowy cha-
rakter PNA charakteryzuje mniejsza rozpuszczalność 
w roztworach niż DNA czy RNA [9]. Często do jednego 
z końców oligomeru PNA przyłącza się dodatnio nała-
dowany aminokwas, na przykład lizynę, co poprawia 
rozpuszczalność PNA [41]. Istotne trudności sprawia 
także transport PNA do komórek, zwłaszcza bakteryj-
nych, w  których barierą jest ich ściana komórkowa. 
Ponadto, PNA nie rozróżnia oligomerów DNA od RNA, 
a także może wiązać się z nimi w dwóch kierunkach 
[12, 31] (Rys. 2) co ogranicza jego zdolność do specy-
ficznego rozpoznawania sekwencji.

4. Sposoby transportu PNA do komórek bakteryjnych

Osłony komórkowe bakterii stanowią skuteczną 
barierę dla obcych molekuł, w tym PNA [20]. W przy-
padku bakterii Gram-ujemnych główną przeszkodę 
stanowi lipopolisacharyd (LPS) – składnik zewnętrznej 
błony komórkowej. Aby ułatwić wprowadzanie PNA 
do wnętrza komórek bakteryjnych, stosuje się krót-
kie peptydy transportujące np. (KFF)3K, do których 
przyłączony jest oligomer PNA [17]. Peptyd ten został 
odkryty przez Va a r a  i P o r r o  [61], którzy udowod-
nili skuteczność jego działania, pomimo iż zapropono-
wany przez nich mechanizm molekularny zwiększenia 
przepuszczalności ściany komórkowej i poprawy pobie-
rania PNA dzięki zastosowaniu (KFF)3K budzi kontro-
wersje [17]. Peptyd ten był oryginalnie przeznaczony do 
poprawy wprowadzania PNA do komórek Escherichia 
coli, a wydajność transfekcji przy jego użyciu różni się 
w  zależności od badanego gatunku bakterii [48, 57]. 
Jednakże najnowsze badania pokazują, że również 
Gram-dodatnie bakterie Bacillus subtilis i Corynebacte-
rium efficiens wykazują zwiększoną podatność na PNA-
-(KFF)3K [23]. Peptydy penetrujące ścianę komórkową 
powinny być dodatnio naładowanymi, amfipatycznymi 
cząsteczkami, ponieważ wówczas charakteryzują się 
najwyższą wydajnością [37, 39]. Innymi związkami, 
które mogą pomóc rozwiązać problem dostarczania 

oligonukleotydów do komórek mogą być na przykład 
liposomy, polimery kationowe lub dendrymery [6, 14], 
ale skuteczność tych metod nie została dobrze zweryfi-
kowana w przypadku komórek bakteryjnych.

5.	Inhibicja wzrostu bakterii poprzez wiązanie się
	 z bakteryjnym mRNA

Liczne publikacje donoszą, że antysensowne sekwen- 
cje PNA wycelowane w mRNA powstające w wyniku 
transkrypcji genów niezbędnych do życia komórki 
(essential genes) prowadzą do zahamowania wzrostu 
komórek bakteryjnych. Sekwencje PNA, których uży-
wano w opisanych poniżej badaniach, miały długość 
10–16 nukleotydów.

Jednym z takich genów jest gen kodujący enzym 
β-laktamazę. Przetestowano 90 antysensownych sekwen- 
cji celujących w cały transkrypt mRNA genu β-lak- 
tamazy [8]. Jest to gen E. coli, warunkujący oporność 
na antybiotyki β-laktamowe. Najbardziej wrażliwym 
na działania PNA był region startowy w mRNA tego 
genu, zawierający sekwencję Shine-Dalgarno. Sekwen-
cja Shine-Dalgarno występuje w mRNA komórek 
prokariotycznych i jest miejscem wiązania mRNA 
do rybosomu. Jest komplementarna do sekwencji na 
końcu 3’ 16S rybosomowego RNA w małej podjed
nostce rybosomu [52]. Sekwencje, które celowały 
poza region startowy były w dużej mierze nieskuteczne 
[8]. Antysensowne sekwencje PNA wycelowane poza 
kodon startowy w mRNA kodującym białko nie wpły-
nęły na zmiany poziomu ekspresji genów lub wzrost 
komórek [8, 29]. 

W innych badaniach zaobserwowano zahamowanie 
wzrostu wieloopornej bakterii Klebsiella pneumoniae 
przy użyciu antysensownej sekwencji PNA wycelowa-
nej w dwa geny: gyrA (kodujący podjędnostkę A gyrazy 
DNA) i ompA (kodujący białko A błony zewnętrznej) 
[32]. Bakteryjne białko gyraza jest dobrze poznanym 
celem dla antybiotyków. Brak syntezy podjednostki A 
gyrazy DNA, potrzebnej w procesie replikacji DNA, 
powoduje zahamowanie wzrostu komórek bakteryj-
nych. Zarejestrowano kompletne zahamowanie wzrostu 
bakterii i ekspresji transkryptu genu gyrA w przypadku, 
gdy PNA było połączone z peptydem transportującym 
(KFF)3K. Gdy PNA celujące w transkrypt genu gyrA 
nie było połączone z peptydem transportującym, nie 
obserwowano zmiany poziomu ekspresji tego genu 
ani wpływu PNA na wzrost komórek. PNA nieod-
powiadające dokładnie komplementarnej sekwencji 
w mRNA (różniące się w dwóch pozycjach nukleoty-
dowych) nie hamowało wzrostu komórek bakteryj-
nych. PNA wycelowane w mRNA genu gyrA doprowa-
dziło do degradacji mRNA, a następnie zablokowania 
procesu translacji.
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PNA wycelowane w transkrypt genu ompA również 
zahamowało wzrost bakterii K. pneumoniae oraz eks-
presję genu ompA. Także w tym wypadku niezbędne 
było przyłączenie do antysensownej sekwencji PNA 
peptydu transportującego, a peptyd kontrolny (z nie-
komplementarnymi zasadami) okazał się być niesku-
teczny [32].

W badaniach nad Staphylococcus aureus przy uży-
ciu antysensownych PNA obniżono poziom ekspresji 
genu gyrA i genu fmhB, zaangażowanego w biosyntezę 
ściany komórkowej [39]. PNA było wycelowane rów-
nież w mRNA genu hmrB, ortologa genu acpP (46% 
identycznych aminokwasów) u  E. coli, który bierze 
udział w procesie syntezy kwasów tłuszczowych [39]. 
Wzrost komórek E. coli został wcześniej z  powodze-
niem zablokowany przez PNA wycelowane w mRNA 
genu acpP [17]. Kontrolne sekwencje PNA z dwoma 
podmienionymi nukleotydami nie miały wpływu na 
wzrost bakterii, ani zmiany w ekspresji genów. Obser-
wacja ta wskazuje, że PNA wycelowane w mRNA klu-
czowych dla bakterii genów hamuje ekspresję tych 
genów i wzrost komórek bakteryjnych w sposób spe-
cyficzny dla danej sekwencji [23, 39]. 

Antysensowne sekwencje PNA znalazły również 
swoje zastosowanie w zahamowaniu aktywności trans-
portera CmeA, komponentu błonowego transportera 
CmeABC, który pełni istotną funkcję w determinowa-
niu oporności na antybiotyki u Campylobacter jejuni. 
PNA wiązało się z mRNA genu cmeA, blokując proces 
translacji, a tym samym syntezę białka CmeA. Skutkiem 
tego było zmniejszenie oporności C. jejuni na anty- 
biotyki takie jak erytromycyna i cyprofloksacyna [28]. 

Inne badania [49] wykazały, że PNA wycelowane 
w geny kodujące enzymy zaangażowane w biosyntezę 
kwasów nukleinowych, kwasów tłuszczowych, składni-
ków ściany komórkowej oraz w przebieg procesu trans-
lacji mogą hamować wzrost komórek bakterii Brucella 
suis. PNA, które zahamowały wzrost B. suis były wyce-
lowane  w następujące geny: kdtA (kodujący transfe-
razę zaangażowaną w syntezę lipidu A), tsf (kodujący 
czynnik elongacji translacji EF-Ts), polA (kodujący 
polimerazę DNA I) oraz rpoB (kodujący podjednostkę 
β polimerazy RNA). Ponieważ B. suis infekuje wnętrza 
komórek fagocytarnych, w tym makrofagów, ważne 
było sprawdzenie, czy PNA będzie hamować także 
wzrost B. suis zlokalizowanej wewnątrzkomórkowo. 
Określono zdolność do hamowania wzrostu B. suis 
w mysich makrofagach przez PNA i nie odnotowano 
cytotoksycznego wpływu PNA na eukariotyczną linię 
komórkową. To badanie wskazuje na potencjalną uży-
teczność antysensownych sekwencji PNA jako nowych 
środków terapeutycznych przeciwko wewnątrzkomór-
kowej bakterii patogennej B. suis.

Przy użyciu PNA udało się również znacznie obni-
żyć poziom ekspresji genu gyrA Streptococcus pyoge-

nes, co pociągnęło za sobą zablokowanie wzrostu 
komórek [44]. Antysensowna sekwencja wycelowana 
w mRNA genu gyrA była połączona ze standardowo 
stosowanym peptydem transportującym (KKF)3K lub, 
zastosowanym po raz pierwszy w tej roli, peptydem 
Tat z  wirusa HIV-1 (trans-activating transcriptional 
activator). Wykazano, że sekwencja połączona z pep-
tydem HIV-1 Tat znacznie efektywniej blokuje wzrost 
komórek bakteryjnych. Sprawdzono również czy anty-
sensowna sekwencja PNA wycelowana w mRNA genu 
gyrA, w użyciu razem z konwencjonalnymi antybioty-
kami, doprowadzi do wzmocnienia działania obu kom-
ponentów. Zaobserwowano zjawisko synergii pomię-
dzy antysensowną sekwencją PNA a lewofloksacyną 
i nowobiocyną (antybiotykami które łączą się z gyrazą 
DNA), oraz spektynomycyną (antybiotyk, który łączy 
się z podjednostką 30S rybosomu) [44]. Takie kombi-
nowane terapie mogą się przyczynić do wzmocnienia 
efektu działania komponentów antybakteryjnych. Mogą 
być również przydatne w wypadku, gdy dana bakteria 
jest oporna na jeden z czynników.

Wzrost bakterii patogennej Pseudomonas aeru-
ginosa również został zahamowany z  użyciem PNA. 
Celem w tym przypadku był mRNA genu ftsZ, zaan-
gażowanego w podziały komórkowe, oraz genu acpP. 
PNA był połączony z peptydem o sekwencji H-(R-Ahx-
R)4-Ahx-βala lub H-(R-Ahx)6-βala (Ahx, kwas 6-ami-
noheksanowy, 6-aminohexanoic acid; βala, β-alanina), 
gdyż okazało się, że peptyd (KFF)3K nie jest wydajny 
w wypadku tej Gram-ujemnej bakterii. Antysensowne 
sekwencje PNA połączone z peptydem zahamowały 
wzrost trzech szczepów bakterii P. aeruginosa (w tym 
dwóch wysoce wirulentnych izolatów klinicznych) [15].

PNA okazało się być również skuteczne w badaniach 
in vivo. PNA wycelowane we wspomniany wcześniej 
gen acpP bakterii E. coli zahamowało wzrost komórek 
bakteryjnych. Zaobserwowano wzrost przeżywalności 
myszy zakażonych bakteriami, a następnie potraktowa-
nych koniugatem PNA i peptydu (KFF)3K, w stosunku 
do zwierząt nieleczonych [55].

Przedstawione prace wskazują, że celowanie anty-
sensownymi sekwencjami PNA w mRNA bakterii może 
się okazać w  przyszłości skutecznym narzędziem do 
walki z bakteriami, jednak pod warunkiem znalezienia 
bardziej efektywnych transporterów oligomerów PNA 
do komórek bakterii.

6.	 Inhibicja wzrostu bakterii poprzez wiązanie się
	 z rRNA

Oprócz mRNA, również rRNA może być atrak-
cyjnym celem dla antysensownych oligonukleotydów, 
skutecznie hamujących proces bakteryjnej translacji. 
Rybosomowe RNA stanowi 2/3 masy rybosomów 
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– kompleksów makromolekularnych, w których zacho- 
dzi synteza białek w oparciu o informację zapisaną 
na nici mRNA [34]. Rybosom bakteryjny składa 
się z  dwóch podjednostek: dużej (50S) i małej (30S) 
[59]. Podjednostka 30S u E. coli składa się z  21  bia-
łek i  jednego łańcucha RNA (16S RNA, około 
1500  nukleotydów). Podjednostka 50S zbudowana 
jest z  ponad 30 białek i dwóch łańcuchów RNA 
(5S RNA – około 120 nukleotydów i 23S RNA – około 
2900  nukleotydów) [59]. Wiele klasycznych antybio-
tyków hamuje wzrost bakterii poprzez przyłączenie się 
do rybosomu, a tym samym zatrzymuje proces syntezy 
białek, niezbędnych do życia bakterii [46]. Również nie-
które kluczowe sekwencje rRNA zostały przetestowane 
jako cele działania oligomerów PNA. 

Badania wykazują, że oligomery PNA wycelowane 
w  funkcjonalne miejsce w 23S rRNA dużej podjed-
nostki rybosomu bakteryjnego hamują proces translacji 
zarówno w systemie pozakomórkowym, jak i w ukła-
dzie in vivo [18]. W doświadczeniu tym użyto sekwencji 
PNA wycelowanych w miejsce funkcyjne peptydylo-
transferazowe rybosomu (peptidyl transferase center) 
oraz w  pętlę α-sarcyny (α-sarcin loop) znajdujących 
się w 23S rRNA. Sekwencje PNA tworzyły z 23S rRNA 
zarówno dupleksy jak i kompleksy trójniciowe. Bis-
-PNA tworzący formy tripleksowe z rRNA zahamował 
wzrost komórek bakteryjnych szczepu AS19 E. coli, 
w 10% pożywce LB (Lysogeny Broth), tzn. 10% zawar
tości składników odżywczych w stosunku do stosowa-
nej standardowej pożywki. Bis-PNA tworzy tripleksy na 
zasadzie pokazanej na Rysunku 3 (PNA2/DNA). W sys-
temie cell-free proces translacji zablokowano przy uży-
ciu bis-PNA na podobnym poziomie jak w przypadku 
zastosowania tetracykliny – antybiotyku hamującego 
wzrost bakterii poprzez przyłączanie się do rybosomu. 
Natomiast oligomer PNA tworzący dupleks z  rRNA 
nie hamował wzrostu bakterii. Następnie połączono 
sekwencję PNA wycelowaną w pętlę α-sarcynową 23S 
rRNA z  peptydem transportującym (KFF)3K i  zaob-
serwowano zahamowanie wzrostu komórek szczepu 
E. coli K12 w pożywce o pełnej zawartości składników 
odżywczych [17].

Zaprojektowano również PNA wycelowane w region 
Shine-Dalgarno 16S RNA (fragment 1532–1541, nume-
racja 16S RNA jak u E. coli) połączony z peptydem 
(KFF)3K, który skutecznie zablokował proces transla-
cji w ekstrakcie komórkowym z wyznaczoną wartością 
IC50 = 0,6 μM. Zahamował on także wzrost komórek 
E. coli K12 z wartością MIC = 10 μM [23]. 

Inna grupa badawcza zaprojektowała sekwencję bis-
-PNA połączoną z peptydem transportującym (KFF)3K, 
wycelowaną w centrum GTPazowe rybosomu (GTPase-
-associated centre) 23S rRNA. Testowano zarówno PNA 
tworzące formy tripleksowe, jak i dupleksowe. Bis-PNA 
wycelowany w  region nukleotydu G1138 zablokował 

proces translacji na poziomie podobnym do tetracy-
kliny. PNA zahamowało również wzrost komórek E. coli 
DH5α w 10% pożywce LB [68]. Wartość MIC dla PNA 
wyniosła 10 μM, a dla tetracykliny 4 μM. 

Ze względu na skomplikowaną architekturę rRNA, 
aby zaprojektować oligonukleotyd, który będzie sku-
tecznie celował w rRNA bakterii, pożądana jest zna-
jomość drugorzędowej i trzeciorzędowej struktury 
rybosomu. Pozwala to określić dostępność i możliwość 
„rozerwania” fragmentu rRNA, w który ma być wyce-
lowany oligonukleotyd. Struktura drugorzędowa rRNA 
jest dobrze poznana u bakterii E. coli [43], która z tego 
powodu jest świetnym modelem do tego typu badań. 
Ponadto rRNA jest konserwowane ewolucyjnie [5, 65], 
co oznacza, że niektóre sekwencje rRNA są niezmienne 
u niemal wszystkich gatunków bakterii [4, 21]. Rybo-
somowe RNA jest więc obiecującym celem dla nowych 
antybiotyków, jednak poszukiwanie nowych miejsc 
w  rRNA nie jest prostym zadaniem, gdyż wymaga 
zastosowania syntetycznej wiedzy z dziedzin takich 
jak biologia, bioinformatyka i mikrobiologia. Stawia 
jednak przed badaczami nowe wyzwania, ponieważ 
do tej pory zostało zbadanych niewiele miejsc w bak-
teryjnym rybosomie możliwych do inhibicji poprzez 
oligonukleotydy [58].

7.  Zastosowanie PNA w biologii molekularnej

Badania z użyciem technologii antysensownej 
z wykorzystaniem PNA skupione są głównie na jego 
potencjalnym zastosowaniu klinicznym. Oprócz sto-
sowania PNA jako inhibitora translacji poprzez jego 
komplementarne przyłączanie się do mRNA i rRNA, 
możliwe jest również jego wykorzystanie do hamo-
wania replikacji przez wiązanie się z DNA. Ponadto, 
PNA może być wykorzystywane w diagnostyce labora-
toryjnej np. do wykrywania obecności Mycobacterium 
tuberculosis za pomocą hybrydyzacji mRNA ze znako-
wanym fluorescencyjnie PNA, a także jako narzędzie 
w biologii molekularnej [24, 54]. Poniżej przedstawiono 
najważniejsze przykłady zastosowań PNA w  biologii 
molekularnej. 

Hybrydyzacja PNA jako alternatywa dla metody 
Southerna. Hybrydyzacja typu Southern to metoda 
używana do identyfikacji poszukiwanych sekwencji 
DNA, spośród mieszaniny fragmentów po trawieniu 
enzymami restrykcyjnymi lub po reakcji PCR z uży-
ciem mało specyficznych starterów. DNA po trawieniu 
frakcjonuje się w żelu agarozowym, fragmenty zostają 
rozdzielone proporcjonalnie do ich długości i  usze-
regowane według wielkości. Hybrydyzacja oligome-
rów PNA do komplementarnych sekwencji DNA jest 
niezależna od siły jonowej, ze względu na neutralny 
ładunek PNA. Zatem oligomery PNA hybrydyzują 
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z komplementarnymi oligomerami DNA w warunkach, 
w których hybrydyzacja DNA-DNA jest niemożliwa, to 
znaczy przy niskiej sile jonowej [45]. Ponadto, ponie-
waż rdzeń PNA jest obojętny, ruchliwość elektrofore-
tyczna oligomerów PNA będzie zależeć od ich wielko-
ści. Na ogół będą migrować znacznie wolniej niż DNA 
w polu elektrycznym. Aby możliwa była identyfikacja 
zhybrydyzowanych PNA stosuje się oligomery PNA 
znakowane fluoroscencyjnie [12]. Wykrywanie zwią-
zanej sondy PNA jest możliwe bezpośrednio przez 
detekcję fluorescencyjną w elektroforezie kapilarnej 
lub przeniesienie dupleksów DNA/PNA na membranę 
i detekcję za pomocą chemiluminescencji. Technika ta 
eliminuje żmudne i czasochłonne etapy hybrydyzacji 
Southern, w tym konieczność kilkukrotnego przepłuka-
nia membrany w celu usunięcia niespecyficznie zwią-
zanej sondy DNA [45].

Określanie wielkości telomerów. Standardowa metoda 
określania długości telomerów wymaga analizy typu 
Southern blot genomowego DNA i określa zakres dłu-
gości telomerów wszystkich obecnych chromosomów. 
Nowoczesne podejście wykorzystuje oligonukleotydy 
znakowane fluorescencyjnie i monitorowanie hybry-
dyzacji in situ dla powtórzeń telomerowych. Jednak 
znacznie lepsze wyniki ilościowe można uzyskać sto-
sując znakowane fluorescencyjnie PNA, o czym po raz 
pierwszy donieśli L a n s d o r p  i wsp. [33]. Dzięki tej 
metodzie możliwe jest dokładne oszacowanie długo-
ści telomerów, gdyż hybrydyzacja in situ znakowanym 
PNA jest szybsza i wymaga niższych stężeń sondy PNA 
w porównaniu do sondy DNA. Niski poziom fotowy-
bielania oraz bardzo dobry stosunek sygnału do szumu 
pozwalają na ilościowe oznaczenie powtórzeń sekwen-
cji telomerowych na pojedynczym chromosomie.

PNA jako sonda do czujnika biologicznego kwasu 
nukleinowego. PNA może być wykorzystywany w bada-
niach diagnostycznych dyskryminacji polimorfizmów 
pojedynczych nukleotydów (Single-Nucleotide Poly-
morphism, SNP) w ludzkim DNA dzięki wykorzystaniu 
spektroskopii mas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization – Time Of Flight). Za pomocą 
MALDI-TOF można szybko i dokładnie wykrywać 
sondy PNA zhybrydyzowane do analizowanego DNA. 
Zapewnia to proste, szybkie, dokładne i specyficzne 
wykrywanie SNP w  amplifikowanym DNA [11]. 
Wykrywanie wielu mutacji punktowych za pomocą 
specyficznych dla alleli masowo znakowanych sond 
PNA jest także możliwe za pomocą bezpośredniej ana-
lizy MALDI-TOF-MS [22]. PNA jako sonda kwasów 
nukleinowych znajduje również zastosowanie w tech-
nice BIAcore oraz w badaniu zmian masy za pomocą 
mikrowagi kwarcowej [27, 64]. 

Ponadto PNA znalazło zastosowanie w  biologii 
molekularnej i biotechnologii m.in. do wzmacniania 
sygnału w reakcjach PCR, do wykonywania (w połą-

czeniu z endonukleazami) niespecyficznych cięć geno-
mowych (PNA-assisted Rare Cleavage, PARC), a także 
w wyszukiwaniu mutacji genetycznych za pomocą elek-
troforezy kapilarnej [5, 38, 63].

8.  Podsumowanie

Mimo obiecujących wyników badań, zastosowanie 
peptydowego kwasu nukleinowego jako leku przeciw-
nowotworowego, przeciwbakteryjnego czy przeciw-
wirusowego musi poczekać na rozwój efektywnych 
i bezpiecznych metod jego dostarczania do komórek. 
Z  drugiej strony zastosowanie PNA jako cząsteczki 
detekcyjnej znalazło już zastosowanie w chemii i bio-
technologii [19, 56]. Aby uzyskać lepsze własności fizy-
kochemiczne tego analogu kwasu nukleinowego szuka 
się nowych modyfikacji szkieletu i zasad [60].

Oligomery PNA ze względu na ich specyficzne 
oddziaływanie z DNA oraz RNA, a także wysoką sta-
bilność chemiczną i biologiczną znajdują zastosowanie 
w wielu dziedzinach biologii. Jednym z nich jest opisana 
w tym artykule technologia antysensowna w oddziały-
waniu oligomerów PNA z mRNA i rRNA bakterii. 
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