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Inhibition of bacterial translation and growth by antisense peptide nucleic acids and their potential applications in biotechnology

Abstract: The broad use of antibiotics has resulted in the survival and spread of resistant bacterial strains. Bacteria can effectively acquire
resistance when exposed to antibiotics. Therefore, it is crucial to find new antimicrobial drugs to combat antibiotic-resistant pathogens.
Antisense technology involving targeting or modifying gene expression in a sequence-dependent manner has been applied to distinguish
bacterial species, design antibacterials or in diagnostic applications. Typically, the bacterial target is either DNA or mRNA but there
exist examples of bacterial ribosomal RNA targets. Natural oligonucleotides are unstable so in the antisense applications most often
their modified versions are used. Synthetic nucleic acid analogues include locked nucleic acids, peptide nucleic acids (PNAs), and
phosphorodiamidate morpholino oligomers. We will focus on the applications of PNAs, which are neutral DNA analogues containing
a pseudo-peptide backbone instead of a charged phosphate one. PNA oligomers are not degraded by proteases and nucleases. Furthermore,
PNAs are not recognized by RNases. PNA oligomers can efficiently hybridize with DNA or RNA strands, and form stable duplexes or
triplexes. Here, we review the studies on the development of antisense PNA sequences targeting bacterial mRNAs and rRNAs. In addition,
the future prospects on the use of PNA in biotechnology are discussed.

1. Introduction. 2. Peptide nucleic acids (PNAs). 3. Advantages and disadvantages of PNA. 4. Transport of PNA into bacterial cells.
5. Inhibition of bacterial growth by targeting bacterial mRNA. 6. Inhibition of bacterial growth by targeting bacterial rRNA. 7. The use of

PNA in biotechnology. 8. Summary
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1. Wstep

Stosowanie antybiotykéw na szeroka skale w lecze-
niu ludzi i hodowli zwierzat, przyczynito si¢ do rozwi-
niecia opornosci u bakterii na konwencjonalne anty-
biotyki [1]. Dlatego wazne jest znalezienie nowych
narzedzi, za pomocg ktérych mozna bedzie zwalczacé
te drobnoustroje. Technologia antysensowna oparta
o kontrole ekspresji gendéw obecnie stosowana jest
w bioinzynierii, w terapiach antynowotworowych oraz
do projektowania nowych klas antybiotykdw [24]. Tra-
dycyjne metody antysensowne wykorzystuja krotkie
oligodeoksynukleotydy, ktore facza sie do specyficz-
nego mRNA na zasadzie parowania zasad Watsona-
-Cricka [35]. Oligodeoksynukleotydy sa jednak
szybko degradowane przez nukleazy, wiec mozliwosci
uzycia ich w technologii antysensownej sg ograniczone.
Poniewaz naturalne oligodeoksynukleotydy sa niesta-
bilne, dopiero wynalezienie ich zmodyfikowanych
strukturalnie i chemicznie wersji przyczynilto sie do

rozwoju technologii antysensownej. Obecnie uzywa sie
syntetycznych analogdéw kwasow nukleinowych takich
jak: (i) RNA zmetylowany w pozycji 2’0 - 2’0OMeRNA
(2°0O-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). Przyktadowe zmodyfi-
kowane oligonukleotydy wraz z poréwnaniem do natu-
ralnego DNA s3 przedstawione na Rysunku 1.
Komplementarne oddzialywanie krotkich oligonu-
kleotydéw z sekwencjami transkryptu mRNA moze
zaburza¢ prawidiowa funkcje mRNA na dwa sposoby
[50]. Pierwszy sposob to indukowanie degradacji
utworzonego dupleksu oligonukleotyd-mRNA przez
RNaze¢ H. Enzym ten aktywuja na przyklad RNA, oli-
gonukleotydy zawierajace w tancuchu fosforanowym
siarke oraz, czesciowo, LNA. Drugi sposob to steryczne
blokowanie mRNA, ktére po utworzeniu kompleksu
z oligonukleotydem nie moze poprawnie oddzialywa¢
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Rys. 1. Poréwnanie struktur wybranych, syntetycznych analogéw kwaséw nukleinowych do DNA. Szczegoly w tekscie.

z rybosomem. Ten mechanizm sterycznego blokowa-
nia jest charakterystyczny dla PNA, 220OMeRNA oraz
PMO [50].

PNA nie jest degradowane przez enzymy takie jak
proteazy i nukleazy [7]. Oligomery PNA moga faczy¢
sie z dwu- lub jednoniciowymi DNA lub RNA, two-
rzgc stabilne dupleksy lub tripleksy [50]. Ze wzgledu na
biostabilnos¢ i wysokie powinowactwo do DNA, PNA
znalazlo zastosowanie w badaniach, diagnostyce i jako
narzedzie terapeutyczne [60]. Antysensowne sekwen-
cje PNA wycelowane w mRNA kluczowych dla bakterii
genow prowadza do zahamowania wzrostu komorek
bakteryjnych [20, 33]. Okazalo si¢, ze oprécz mRNA,
réwniez rybosomowe RNA (rRNA) moze by¢ celem
dla antysensownych oligonukleotydéw [19, 25, 58, 68],
ktore dzigki temu moga skutecznie blokowacé wzrost
komorek bakteryjnych.

Klasyczng i najprostsza metoda w poszukiwaniu
nowych substancji antybakteryjnych jest sprawdze-
nie ich zdolnosci do hamowania wzrostu komorek
bakteryjnych poprzez wyznaczenie tzw. minimalnego
stezenia hamujacego (Minimal Inhibitory Concentra-
tion, MIC). W poszukiwaniu oligomeréw oddziatu-
jacych z mRNA stosuje si¢ metody takie jak reakcja
tanicuchowa polimerazy z analizg ilo$ci produktu w cza-
sie rzeczywistym (Real-Time Polymerase Chain Reac-
tion, RT-PCR). Wyciszanie mRNA poprzez antysen-
sowne oligonukleotydy powoduje zaburzenia translacji
oraz degradacje mRNA. Mozna wiec mierzy¢ poziom
mRNA, aby oceni¢ skutecznos$¢ dziatania antysensow-
nych oligonukleotydéw [16].

W celu sprawdzenia skuteczno$ci dziatania sekwen-
cji antysensownej w konkretnym szczepie bakterii
mozna najpierw zastosowac test oparty o ekspresje
gendw reporterowych [16]. W testowaniu aktywnosci
inhibitoréw hamujacych syntez¢ bialek waznym kro-

kiem jest sprawdzenie potencjatu oligomeru w ekstrak-
cie komdrkowym (tzw. cell-free transcription/translation
system). Ekstrakt komorkowy zawiera cala maszyne-
rie niezbedng do syntezy bialek, jednak pozbawiony
jest $ciany komorkowej. Jako wskaznika efektywnosci
uzywa si¢ wartosci stezenia oligomeru, ktére hamuje
produkgje biatka reporterowego w 50% (wartos¢ IC, ).
Zaletg stosowania tej metody jest mozliwo$¢ spraw-
dzenia, czy inhibitor, ktérego chcemy uzy¢, celuje spe-
cyficznie w proces translacji. Poniewaz metoda ta jest
bardziej czufa niz MIC (ze wzgledu na wspomniany
brak $ciany komorkowej) stosuje si¢ mniejsze stezenia
inhibitora. Ostatecznie jednak nalezy przetestowac
inhibitor na komodrkach bakteryjnych i wyznaczy¢
warto$¢ MIC, aby upewnic sie, ze badany zwiazek jest
w stanie wnikng¢ do komorek [58]. Kilka inhibito-
réw translacji zostato zidentyfikowanych przy uzyciu
tej metody [3].

Przedmiotem ponizszej pracy przegladowej jest
przedstawienie zagadnien dotyczacych inhibicji wzro-
stu bakterii poprzez wigzanie si¢ antysensownych
sekwencji PNA z mRNA i rRNA bakterii.

2. Peptydowe kwasu nukleinowe

Peptydowe kwasy nukleinowe zostaty po raz pierw-
szy zsyntetyzowane w 1991 roku przezP.E. Nielsena
w laboratorium O. Buchardta [41]. PNA jest syn-
tetycznym analogiem DNA, w ktérym zasady nukle-
inowe polagczone zostaly lancuchem polipeptydo-
wym zbudowanym z podjednostek N-(2-aminoetylo)
glicyny za pomocg wigzan peptydowych (Rys. 1) [26,
42, 53]. Zastgpienie tancucha fosforanowo-cukro-
wego szkieletem podobnym do peptydowego spowo-
dowato caltkowita odporno$¢ PNA na nukleazy, czyli
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Rys. 2. Sposoby tworzenia duplekséw PNA z DNA lub RNA

enzymy degradujace naturalne kwasy nukleinowe
[41, 53, 60]. Ponadto, dzieki usunieciu ujemnie nata-
dowanych reszt kwasu fosforowego i zastgpieniu ich
grupami amidowymi, czasteczki PNA, w odréznieniu
od naturalnych kwaséw nukleinowych, majg tadunek
obojetny [51]. Dzieki temu PNA moze tworzy¢ wysoce
stabilne kompleksy z DNA, RNA oraz PNA [2, 25, 58],
np. temperatura topnienia dupleksu PNA-PNA o dlu-
gosci 15 meréw wynosi 69,5°C, natomiast analogiczny
kompleks DNA-DNA posiada temperature topnienia
56,1°C [12].

Tworzenie duplekséw z PNA moze zachodzi¢
w dwojaki sposéb: (i) rownolegle, kiedy koniec N czg-
steczki PNA skierowany jest w kierunku konica 5 DNA
lub RNA oraz (ii) antyréwnolegle, gdy konicowa grupa
-NH, skierowana jest do korca 3’ nici DNA lub RNA
(Rys. 2).Uprzywilejowana jest orientacja antyréwno-
legta, poniewaz wigzanie antyréwnoleglej czasteczki
PNA do DNA lub RNA zachodzi zdecydowanie szyb-
ciej i z wiekszym powinowactwem niz w przypadku
orientacji rownoleglej [62]. PNA moze tworzy¢ takze
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trojniciowe kompleksy przylaczajac sie¢ do podwojnej
helisy DNA. Przykladowe struktury z udzialem PNA
przedstawiono na Rysunku 3. Mechanizm tworzenia
kompleksu typu (PNA) -DNA opiera si¢ na lokalnej
dysocjacji wigzan miedzy komplementarnymi ni¢mi
dupleksu DNA, a nastepnie przylaczeniu komplemen-
tarnego odcinka PNA do jednej lub dwoch nici DNA
[10, 26, 40, 42]. Tworzenie takich struktur obywa sie
dzieki wigzaniom wodorowym typu Watsona-Cricka
oraz Hoogstena [10]. Takie tripleksy tworzone
sg przede wszystkim przez oligomery homopirymi-
dynowe lub zawierajace znaczng przewage pirymi-
dyn nad purynami. W przypadku kompleksu typu
(PNA),-DNA oligomer PNA charakteryzuje si¢ wysoka
zawartoscig cytozyny w swojej strukturze [47, 66]. Sta-
bilnos¢ tych komplekséw rosnie proporcjonalnie do
dlugosci tanicucha oligomeru [51]. Z kolei oligomery
PNA zawierajace w wiekszosci zasady purynowe two-
rz3 z dwuniciowym DNA dupleksy polaczone wigza-
niami wodorowymi typu Watsona-Cricka. Mozliwe jest
réwniez utworzenie struktury kwadrupleksu (PNA),
-(DNA),, z zastosowaniem modyfikowanego dwuni-
ciowego PNA komplementarnego do DNA. Zmiana
w PNA dotyczy adeniny i tyminy, na miejsce ktorych
wprowadzane s3, odpowiednio, diaminopuryna oraz
tiouracyl. Taki zmieniony dwuniciowy PNA ulega
sterycznej destabilizacji i dzieki temu moze utwo-
rzy¢ z dwuniciowym DNA omawiang strukture [36].
Ponadto, oligomery PNA mozna polgczy¢ gietkim neu-
tralnym Iacznikiem; produkt takiego potaczenia nazy-
wany jest bis-PNA. Oligomery bis-PNA moga faczy¢
sie z kwasami nukleinowymi i tworzy¢ z nimi formy
tripleksowe [10].
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Rys. 3. Mozliwe sposoby wigzania PNA do dupleksu DNA. Linia pogrubiona — PNA; linia cienka — DNA, linia przerywana — wigzania
Watsona-Cricka, |||||]| - wiazania Hoogstena, DAP - diaminopuryna, T” - tiouracyl
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3. Zalety i wady oligomeréw PNA

Zaleta PNA jest jego odporno$¢ na dziatanie nukleaz,
proteaz i peptydaz, oraz stabilno$¢ w szerokim zakresie
pH i temperatury, dzigki czemu moze si¢ on znacznie
dluzej utrzymywac w srodowisku wewnatrzkomorko-
wym niz naturalne kwasy nukleinowe [10, 30]. Brak
ujemnie naladowanych reszt kwasu fosforowego w czg-
steczce PNA powoduje brak odpychania elektrostatycz-
nego podczas tworzenia kompleksow z DNA, RNA czy
PNA. Monomery PNA syntetyzuje si¢ przy uzyciu nie-
drogich substratéw [13]. Oligomery PNA mozna uzy-
ska¢ poprzez synteze na nos$niku staltym [67]. PNA nie
jest czasteczky ,idealng” i istniejg pewne ograniczenia
w jej stosowaniu. Ze wzgledu na hydrofobowy cha-
rakter PNA charakteryzuje mniejsza rozpuszczalnosé
w roztworach niz DNA czy RNA [9]. Cze¢sto do jednego
z koncédw oligomeru PNA przylacza si¢ dodatnio nafa-
dowany aminokwas, na przyklad lizyne, co poprawia
rozpuszczalnos¢ PNA [41]. Istotne trudno$ci sprawia
takze transport PNA do komorek, zwlaszcza bakteryj-
nych, w ktérych barierg jest ich $ciana komorkowa.
Ponadto, PNA nie rozréznia oligomeréw DNA od RNA,
a takze moze wigza¢ sie z nimi w dwoch kierunkach
[12, 31] (Rys. 2) co ogranicza jego zdolnos¢ do specy-
ficznego rozpoznawania sekwencji.

4. Sposoby transportu PNA do komorek bakteryjnych

Ostony komorkowe bakterii stanowig skuteczng
bariere dla obcych molekul, w tym PNA [20]. W przy-
padku bakterii Gram-ujemnych gltéwna przeszkode
stanowi lipopolisacharyd (LPS) - skladnik zewnetrzne;j
blony komoérkowej. Aby ulatwi¢ wprowadzanie PNA
do wnetrza komorek bakteryjnych, stosuje si¢ krot-
kie peptydy transportujace np. (KFF),K, do ktérych
przylaczony jest oligomer PNA [17]. Peptyd ten zostat
odkryty przez Vaara i Porro [61], ktérzy udowod-
nili skuteczno$¢ jego dziatania, pomimo iz zapropono-
wany przez nich mechanizm molekularny zwiekszenia
przepuszczalnosci $ciany komérkowej i poprawy pobie-
rania PNA dzigki zastosowaniu (KFF), K budzi kontro-
wersje [17]. Peptyd ten byl oryginalnie przeznaczony do
poprawy wprowadzania PNA do komdrek Escherichia
coli, a wydajnos¢ transfekeji przy jego uzyciu rézni sie
w zalezno$ci od badanego gatunku bakterii [48, 57].
Jednakze najnowsze badania pokazuja, ze réwniez
Gram-dodatnie bakterie Bacillus subtilis i Corynebacte-
rium efficiens wykazuja zwiekszong podatnos¢ na PNA-
-(KFF),K [23]. Peptydy penetrujace $ciang komorkows
powinny by¢ dodatnio natadowanymi, amfipatycznymi
czasteczkami, poniewaz wowczas charakteryzujg sie
najwyzsza wydajnoscig [37, 39]. Innymi zwigzkami,
ktére moga pomdc rozwigza¢ problem dostarczania
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oligonukleotydéw do komodrek moga by¢ na przykiad
liposomy, polimery kationowe lub dendrymery [6, 14],
ale skutecznos¢ tych metod nie zostata dobrze zweryfi-
kowana w przypadku komorek bakteryjnych.

5. Inhibicja wzrostu bakterii poprzez wiazanie si¢
z bakteryjnym mRNA

Liczne publikacje donoszg, ze antysensowne sekwen-
cje PNA wycelowane w mRNA powstajace w wyniku
transkrypcji gendw niezbednych do zycia komorki
(essential genes) prowadza do zahamowania wzrostu
komorek bakteryjnych. Sekwencje PNA, ktorych uzy-
wano w opisanych ponizej badaniach, mialy dlugos¢
10-16 nukleotydéw.

Jednym z takich gendw jest gen kodujgcy enzym
B-laktamazg. Przetestowano 90 antysensownych sekwen-
cji celujacych w caly transkrypt mRNA genu [-lak-
tamazy [8]. Jest to gen E. coli, warunkujacy opornosé
na antybiotyki p-laktamowe. Najbardziej wrazliwym
na dzialania PNA byl region startowy w mRNA tego
genu, zawierajacy sekwencje Shine-Dalgarno. Sekwen-
cja Shine-Dalgarno wystepuje w mRNA komoérek
prokariotycznych i jest miejscem wigzania mRNA
do rybosomu. Jest komplementarna do sekwencji na
koncu 3’ 16S rybosomowego RNA w matlej podjed-
nostce rybosomu [52]. Sekwencje, ktore celowaly
poza region startowy byly w duzej mierze nieskuteczne
[8]. Antysensowne sekwencje PNA wycelowane poza
kodon startowy w mRNA kodujacym biatko nie wply-
nety na zmiany poziomu ekspresji gendéw lub wzrost
komorek [8, 29].

W innych badaniach zaobserwowano zahamowanie
wzrostu wieloopornej bakterii Klebsiella pneumoniae
przy uzyciu antysensownej sekwencji PNA wycelowa-
nej w dwa geny: gyrA (kodujacy podjednostke A gyrazy
DNA) i ompA (kodujacy biatko A blony zewnetrznej)
[32]. Bakteryjne bialko gyraza jest dobrze poznanym
celem dla antybiotykéw. Brak syntezy podjednostki A
gyrazy DNA, potrzebnej w procesie replikacji DNA,
powoduje zahamowanie wzrostu komoérek bakteryj-
nych. Zarejestrowano kompletne zahamowanie wzrostu
bakterii i ekspresji transkryptu genu gyrA w przypadku,
gdy PNA bylo polaczone z peptydem transportujagcym
(KFF),K. Gdy PNA celujgce w transkrypt genu gyrA
nie bylo polfaczone z peptydem transportujacym, nie
obserwowano zmiany poziomu ekspresji tego genu
ani wplywu PNA na wzrost komérek. PNA nieod-
powiadajgce doktadnie komplementarnej sekwencji
w mRNA (réznigce si¢ w dwoch pozycjach nukleoty-
dowych) nie hamowalo wzrostu komorek bakteryj-
nych. PNA wycelowane w mRNA genu gyrA doprowa-
dzito do degradacji mRNA, a nastepnie zablokowania
procesu translacji.
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PNA wycelowane w transkrypt genu ompA réwniez
zahamowato wzrost bakterii K. pneumoniae oraz eks-
presje genu ompA. Takze w tym wypadku niezbedne
byto przylaczenie do antysensownej sekwencji PNA
peptydu transportujgcego, a peptyd kontrolny (z nie-
komplementarnymi zasadami) okazat si¢ by¢ niesku-
teczny [32].

W badaniach nad Staphylococcus aureus przy uzy-
ciu antysensownych PNA obnizono poziom ekspresji
genu gyrA i genu fmhB, zaangazowanego w biosynteze
$ciany komdrkowej [39]. PNA bylo wycelowane réw-
niez w mRNA genu hmrB, ortologa genu acpP (46%
identycznych aminokwaséw) u E. coli, ktéry bierze
udzial w procesie syntezy kwasow tluszczowych [39].
Wzrost komorek E. coli zostal wczesniej z powodze-
niem zablokowany przez PNA wycelowane w mRNA
genu acpP [17]. Kontrolne sekwencje PNA z dwoma
podmienionymi nukleotydami nie miaty wptywu na
wzrost bakterii, ani zmiany w ekspresji genéw. Obser-
wacja ta wskazuje, ze PNA wycelowane w mRNA klu-
czowych dla bakterii genéw hamuje ekspresje tych
genow i wzrost komorek bakteryjnych w sposéb spe-
cyficzny dla danej sekwencji [23, 39].

Antysensowne sekwencje PNA znalazly réwniez
swoje zastosowanie w zahamowaniu aktywnosci trans-
portera CmeA, komponentu btonowego transportera
CmeABC, ktéry pelni istotng funkcje w determinowa-
niu opornosci na antybiotyki u Campylobacter jejuni.
PNA wigzato sie z mRNA genu cmeA, blokujac proces
translacji, a tym samym synteze biatka CmeA. Skutkiem
tego bylo zmniejszenie opornosci C.jejuni na anty-
biotyki takie jak erytromycyna i cyprofloksacyna [28].

Inne badania [49] wykazaly, ze PNA wycelowane
w geny kodujace enzymy zaangazowane w biosynteze
kwasow nukleinowych, kwasow ttuszczowych, sktadni-
kéw $ciany komoérkowej oraz w przebieg procesu trans-
lacji moga hamowa¢ wzrost komorek bakterii Brucella
suis. PNA, ktore zahamowaly wzrost B. suis byly wyce-
lowane w nastepujace geny: kdtA (kodujacy transfe-
raze zaangazowana w synteze lipidu A), tsf (kodujacy
czynnik elongacji translacji EF-Ts), polA (kodujacy
polimeraz¢ DNA I) oraz rpoB (kodujacy podjednostke
B polimerazy RNA). Poniewaz B. suis infekuje wnetrza
komoérek fagocytarnych, w tym makrofagéw, wazne
byto sprawdzenie, czy PNA bedzie hamowac takze
wzrost B.suis zlokalizowanej wewnatrzkomdrkowo.
Okreslono zdolnos¢ do hamowania wzrostu B. suis
w mysich makrofagach przez PNA i nie odnotowano
cytotoksycznego wplywu PNA na eukariotyczng lini¢
komorkowa. To badanie wskazuje na potencjalng uzy-
tecznos¢ antysensownych sekwencji PNA jako nowych
$rodkow terapeutycznych przeciwko wewnatrzkomor-
kowej bakterii patogennej B. suis.

Przy uzyciu PNA udalo si¢ réwniez znacznie obni-
zy¢ poziom ekspresji genu gyrA Streptococcus pyoge-
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nes, co pociagneto za soba zablokowanie wzrostu
komorek [44]. Antysensowna sekwencja wycelowana
w mRNA genu gyrA byla polaczona ze standardowo
stosowanym peptydem transportujagcym (KKF) K lub,
zastosowanym po raz pierwszy w tej roli, peptydem
Tat z wirusa HIV-1 (trans-activating transcriptional
activator). Wykazano, ze sekwencja polaczona z pep-
tydem HIV-1 Tat znacznie efektywniej blokuje wzrost
komorek bakteryjnych. Sprawdzono réwniez czy anty-
sensowna sekwencja PNA wycelowana w mRNA genu
gyrA, w uzyciu razem z konwencjonalnymi antybioty-
kami, doprowadzi do wzmocnienia dzialania obu kom-
ponentéw. Zaobserwowano zjawisko synergii pomie-
dzy antysensowng sekwencja PNA a lewofloksacyna
i nowobiocyna (antybiotykami ktore taczg sie z gyraza
DNA), oraz spektynomycyng (antybiotyk, ktdry laczy
sie z podjednostka 30S rybosomu) [44]. Takie kombi-
nowane terapie moga si¢ przyczyni¢ do wzmocnienia
efektu dziatania komponentdw antybakteryjnych. Moga
by¢ rowniez przydatne w wypadku, gdy dana bakteria
jest oporna na jeden z czynnikow.

Wozrost bakterii patogennej Pseudomonas aeru-
ginosa réwniez zostal zahamowany z uzyciem PNA.
Celem w tym przypadku byt mRNA genu ftsZ, zaan-
gazowanego w podzialy komoérkowe, oraz genu acpP.
PNA byt polgczony z peptydem o sekwencji H-(R-Ahx-
R),-Ahx-Bala lub H-(R-Ahx) -Bala (Ahx, kwas 6-ami-
noheksanowy, 6-aminohexanoic acid; Pala, p-alanina),
gdyz okazalo sie, ze peptyd (KFF),K nie jest wydajny
w wypadku tej Gram-ujemnej bakterii. Antysensowne
sekwencje PNA polaczone z peptydem zahamowaly
wzrost trzech szczepow bakterii P aeruginosa (w tym
dwoch wysoce wirulentnych izolatéw klinicznych) [15].

PNA okazalo si¢ by¢ rowniez skuteczne w badaniach
in vivo. PNA wycelowane we wspomniany wcze$niej
gen acpP bakterii E. coli zahamowalo wzrost komorek
bakteryjnych. Zaobserwowano wzrost przezywalnosci
myszy zakazonych bakteriami, a nastgpnie potraktowa-
nych koniugatem PNA i peptydu (KFF) K, w stosunku
do zwierzat nieleczonych [55].

Przedstawione prace wskazujg, ze celowanie anty-
sensownymi sekwencjami PNA w mRNA bakterii moze
sie okaza¢ w przysztosci skutecznym narzedziem do
walki z bakteriami, jednak pod warunkiem znalezienia
bardziej efektywnych transporteréw oligomeréw PNA
do komorek bakterii.

6. Inhibicja wzrostu bakterii poprzez wiazanie si¢
zrRNA

Oprocz mRNA, réwniez rRNA moze by¢ atrak-
cyjnym celem dla antysensownych oligonukleotyddw,
skutecznie hamujacych proces bakteryjnej translacji.
Rybosomowe RNA stanowi 2/3 masy rybosomoéw



260

- komplekséw makromolekularnych, w ktérych zacho-
dzi synteza bialek w oparciu o informacje¢ zapisana
na nici mRNA [34]. Rybosom bakteryjny sklada
sie z dwoch podjednostek: duzej (50S) i malej (30S)
[59]. Podjednostka 30S u E. coli sklada si¢ z 21 bia-
lek i jednego tancucha RNA (16S RNA, okolo
1500 nukleotydéw). Podjednostka 50S zbudowana
jest z ponad 30 bialek i dwoch lancuchéw RNA
(5S RNA - okoto 120 nukleotydéw i 23S RNA - okoto
2900 nukleotydéw) [59]. Wiele klasycznych antybio-
tykow hamuje wzrost bakterii poprzez przylaczenie sie
do rybosomu, a tym samym zatrzymuje proces syntezy
biatek, niezbednych do zycia bakterii [46]. ROwniez nie-
ktdre kluczowe sekwencje rRNA zostaly przetestowane
jako cele dziatania oligomeréw PNA.

Badania wykazuja, ze oligomery PNA wycelowane
w funkcjonalne miejsce w 23S rRNA duzej podjed-
nostki rybosomu bakteryjnego hamuja proces translacji
zaréwno w systemie pozakomorkowym, jak i w ukla-
dzie in vivo [18]. W do$wiadczeniu tym uzyto sekwencji
PNA wycelowanych w miejsce funkcyjne peptydylo-
transferazowe rybosomu (peptidyl transferase center)
oraz w petle a-sarcyny (a-sarcin loop) znajdujacych
sie w 23S rRNA. Sekwencje PNA tworzyty z 23S rRNA
zaréwno dupleksy jak i kompleksy trojniciowe. Bis-
-PNA tworzgcy formy tripleksowe z rRNA zahamowat
wzrost komorek bakteryjnych szczepu AS19 E. coli,
w 10% pozywce LB (Lysogeny Broth), tzn. 10% zawar-
tosci skladnikéow odzywczych w stosunku do stosowa-
nej standardowej pozywki. Bis-PNA tworzy tripleksy na
zasadzie pokazanej na Rysunku 3 (PNA_/DNA). W sys-
temie cell-free proces translacji zablokowano przy uzy-
ciu bis-PNA na podobnym poziomie jak w przypadku
zastosowania tetracykliny — antybiotyku hamujgcego
wzrost bakterii poprzez przylaczanie si¢ do rybosomu.
Natomiast oligomer PNA tworzacy dupleks z rRNA
nie hamowal wzrostu bakterii. Nastepnie potgczono
sekwencje PNA wycelowang w petle a-sarcynowa 23S
rRNA z peptydem transportujagcym (KFF),K i zaob-
serwowano zahamowanie wzrostu komoérek szczepu
E. coli K12 w pozywce o pelnej zawartosci sktadnikow
odzywczych [17].

Zaprojektowano rowniez PNA wycelowane w region
Shine-Dalgarno 16S RNA (fragment 1532-1541, nume-
racja 16S RNA jak u E. coli) polaczony z peptydem
(KFF),K, ktéry skutecznie zablokowat proces transla-
¢ji w ekstrakcie komoérkowym z wyznaczong wartoscia
IC,,=0,6 uM. Zahamowal on takze wzrost komoérek
E. coli K12 z wartoscig MIC =10 uM [23].

Inna grupa badawcza zaprojektowata sekwencje bis-
-PNA polgczong z peptydem transportujacym (KFF), K,
wycelowana w centrum GTPazowe rybosomu (GTPase-
-associated centre) 23S rRNA. Testowano zaréwno PNA
tworzace formy tripleksowe, jak i dupleksowe. Bis-PNA
wycelowany w region nukleotydu G1138 zablokowat
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proces translacji na poziomie podobnym do tetracy-
kliny. PNA zahamowalo réwniez wzrost komoérek E. coli
DH5a w 10% pozywce LB [68]. Warto$¢ MIC dla PNA
wyniosta 10 pM, a dla tetracykliny 4 uM.

Ze wzgledu na skomplikowang architekture rRNA,
aby zaprojektowa¢ oligonukleotyd, ktéry bedzie sku-
tecznie celowal w rRNA bakterii, pozadana jest zna-
jomos$¢ drugorzedowej i trzeciorzedowej struktury
rybosomu. Pozwala to okresli¢ dostepnos¢ i mozliwos¢
»rozerwania” fragmentu rRNA, w ktory ma by¢ wyce-
lowany oligonukleotyd. Struktura drugorzedowa rRNA
jest dobrze poznana u bakterii E. coli [43], ktora z tego
powodu jest $wietnym modelem do tego typu badan.
Ponadto rRNA jest konserwowane ewolucyjnie [5, 65],
co oznacza, ze niektére sekwencje rRNA sg niezmienne
u niemal wszystkich gatunkéw bakterii [4, 21]. Rybo-
somowe RNA jest wiec obiecujacym celem dla nowych
antybiotykéw, jednak poszukiwanie nowych miejsc
w rRNA nie jest prostym zadaniem, gdyz wymaga
zastosowania syntetycznej wiedzy z dziedzin takich
jak biologia, bioinformatyka i mikrobiologia. Stawia
jednak przed badaczami nowe wyzwania, poniewaz
do tej pory zostalo zbadanych niewiele miejsc w bak-
teryjnym rybosomie mozliwych do inhibicji poprzez
oligonukleotydy [58].

7. Zastosowanie PNA w biologii molekularnej

Badania z uzyciem technologii antysensownej
z wykorzystaniem PNA skupione s3 gtéwnie na jego
potencjalnym zastosowaniu klinicznym. Oprécz sto-
sowania PNA jako inhibitora translacji poprzez jego
komplementarne przylaczanie si¢ do mRNA i rRNA,
mozliwe jest rowniez jego wykorzystanie do hamo-
wania replikacji przez wiazanie si¢ z DNA. Ponadto,
PNA moze by¢ wykorzystywane w diagnostyce labora-
toryjnej np. do wykrywania obecno$ci Mycobacterium
tuberculosis za pomoca hybrydyzacji mRNA ze znako-
wanym fluorescencyjnie PNA, a takze jako narzedzie
w biologii molekularnej [24, 54]. Ponizej przedstawiono
najwazniejsze przyklady zastosowann PNA w biologii
molekularne;j.

Hybrydyzacja PNA jako alternatywa dla metody
Southerna. Hybrydyzacja typu Southern to metoda
uzywana do identyfikacji poszukiwanych sekwencji
DNA, sposrod mieszaniny fragmentdéw po trawieniu
enzymami restrykcyjnymi lub po reakeji PCR z uzy-
ciem malo specyficznych starteréw. DNA po trawieniu
frakcjonuje si¢ w zelu agarozowym, fragmenty zostaja
rozdzielone proporcjonalnie do ich dlugosci i usze-
regowane wedlug wielkosci. Hybrydyzacja oligome-
réw PNA do komplementarnych sekwencji DNA jest
niezalezna od sily jonowej, ze wzgledu na neutralny
tadunek PNA. Zatem oligomery PNA hybrydyzuja
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z komplementarnymi oligomerami DNA w warunkach,
w ktérych hybrydyzacja DNA-DNA jest niemozliwa, to
znaczy przy niskiej sile jonowej [45]. Ponadto, ponie-
waz rdzen PNA jest obojetny, ruchliwos¢ elektrofore-
tyczna oligomerdéw PNA bedzie zaleze¢ od ich wielko-
$ci. Na ogot beda migrowa¢ znacznie wolniej niz DNA
w polu elektrycznym. Aby mozliwa byla identyfikacja
zhybrydyzowanych PNA stosuje si¢ oligomery PNA
znakowane fluoroscencyjnie [12]. Wykrywanie zwig-
zanej sondy PNA jest mozliwe bezposrednio przez
detekcje fluorescencyjng w elektroforezie kapilarnej
lub przeniesienie duplekséw DNA/PNA na membrane
i detekcje za pomocg chemiluminescencji. Technika ta
eliminuje Zmudne i czasochlonne etapy hybrydyzacji
Southern, w tym konieczno$¢ kilkukrotnego przeptuka-
nia membrany w celu usuniecia niespecyficznie zwia-
zanej sondy DNA [45].

Okreslanie wielkosci telomeréw. Standardowa metoda
okreslania dlugosci telomeréw wymaga analizy typu
Southern blot genomowego DNA i okreéla zakres dlu-
gosci telomerdw wszystkich obecnych chromosoméw.
Nowoczesne podejscie wykorzystuje oligonukleotydy
znakowane fluorescencyjnie i monitorowanie hybry-
dyzacji in situ dla powtoérzen telomerowych. Jednak
znacznie lepsze wyniki ilosciowe mozna uzyskac sto-
sujac znakowane fluorescencyjnie PNA, o czym po raz
pierwszy doniedli Lansdorp iwsp. [33]. Dzigki tej
metodzie mozliwe jest dokladne oszacowanie diugo-
$ci telomerow, gdyz hybrydyzacja in situ znakowanym
PNA jest szybsza i wymaga nizszych stezen sondy PNA
w poréwnaniu do sondy DNA. Niski poziom fotowy-
bielania oraz bardzo dobry stosunek sygnatu do szumu
pozwalaja na ilo§ciowe oznaczenie powtdrzen sekwen-
cji telomerowych na pojedynczym chromosomie.

PNA jako sonda do czujnika biologicznego kwasu
nukleinowego. PNA moze by¢ wykorzystywany w bada-
niach diagnostycznych dyskryminacji polimorfizméw
pojedynczych nukleotydow (Single-Nucleotide Poly-
morphism, SNP) w ludzkim DNA dzieki wykorzystaniu
spektroskopii mas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization - Time Of Flight). Za pomoca
MALDI-TOF mozna szybko i dokladnie wykrywa¢
sondy PNA zhybrydyzowane do analizowanego DNA.
Zapewnia to proste, szybkie, dokladne i specyficzne
wykrywanie SNP w amplifikowanym DNA [11].
Wykrywanie wielu mutacji punktowych za pomoca
specyficznych dla alleli masowo znakowanych sond
PNA jest takze mozliwe za pomoca bezposredniej ana-
lizy MALDI-TOEF-MS [22]. PNA jako sonda kwaséw
nukleinowych znajduje réwniez zastosowanie w tech-
nice BIAcore oraz w badaniu zmian masy za pomoca
mikrowagi kwarcowej [27, 64].

Ponadto PNA znalazlo zastosowanie w biologii
molekularnej i biotechnologii m.in. do wzmacniania
sygnalu w reakcjach PCR, do wykonywania (w pola-
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czeniu z endonukleazami) niespecyficznych ci¢¢ geno-
mowych (PNA-assisted Rare Cleavage, PARC), a takze
w wyszukiwaniu mutacji genetycznych za pomocg elek-
troforezy kapilarnej [5, 38, 63].

8. Podsumowanie

Mimo obiecujacych wynikéw badan, zastosowanie
peptydowego kwasu nukleinowego jako leku przeciw-
nowotworowego, przeciwbakteryjnego czy przeciw-
wirusowego musi poczeka¢ na rozwdj efektywnych
i bezpiecznych metod jego dostarczania do komorek.
Z drugiej strony zastosowanie PNA jako czasteczki
detekcyjnej znalazto juz zastosowanie w chemii i bio-
technologii [19, 56]. Aby uzyskac lepsze wlasnosci fizy-
kochemiczne tego analogu kwasu nukleinowego szuka
sie nowych modyfikacji szkieletu i zasad [60].

Oligomery PNA ze wzgledu na ich specyficzne
oddzialywanie z DNA oraz RNA, a takze wysokg sta-
bilnos¢ chemiczng i biologiczng znajduja zastosowanie
w wielu dziedzinach biologii. Jednym z nich jest opisana
w tym artykule technologia antysensowna w oddziaty-
waniu oligomeréw PNA z mRNA i rRNA bakterii.
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