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w warunkach in vitro. W tych syntetycznych polime-
rach zamiast fosfodiestrowych szkieletéw, jakie wy-
stepuja w naturalnych kwasach nukleinowych, sa
obecne znacznie prostsze i stabilniejsze tancuchy po-
liamidowe, ktére potaczone sa wigzaniami peptydo-
wymi [1], (rycina 1).

Ta catkowicie nowa grupa czasteczek posiada cie-
kawe i nietypowe wtasciwosci chemiczne. Pomimo
réznic w stosunku do kwaséw nukleinowych, cza-
steczki PNA o scisle okreslonej sekwencji wykazu-
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ednym z bardziej skutecznych kierunkéw terapii ge-
J nowej jest zastosowanie w charakterze lekdw oli-
gonukleotydow antysens. Leki antysens s3 to krotkie
fragmenty DNA lub RNA o Scisle okreslonej sekwen-
cji, ktoére posiadaja zdolnos¢ wigzania sie do komple-
mentarnych fragmentéw RNA czy DNA, powodujac
blokowanie ekspresji okreslonego genu. Przy zastoso-
waniu oligonukleotydéw antysens mozna hamowac
ekspresje zmutowanych i chorobotwérczych biatek
w chorobach molekularnych. Najwazniejsza wada
stosowanych obecnie antysensowych oligonukleoty-
dow jest ich mata stabilnos¢ i duza wrazliwos¢ na
dziatanie réznych nukleaz obecnych w komérkach
i Srodowisku pozakomérkowym, co stanowi znacz-
na przeszkode w stosowaniu terapii antysens wobec
komorek docelowych. W celu wyeliminowania tego
problemu dokonuje sie réznych modyfikacji oligo-
nukleotydoéw antysens, aby poprawic ich stabilnos¢
i skutecznos¢ w terapii. Prace prowadzone w tym kie-
runku doprowadzity do odkrycia nowej klasy czgste-
czek o nazwie kwasy peptydonukleinowe PNA (ang.
Peptide Nucleic Acid). Zwiazki tego typu sa polinu-
kleotydowymi analogami DNA i RNA, otrzymanymi
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ja zdolnos¢ wigzania sie z komplementarnymi cza-
steczkami DNA czy RNA za pomocg wodorowych wig-
zan Watsona-Cricka, blokujac lub obnizajac ekspresje
odpowiednich genéw [2, 3]. Potaczenia PNA z DNA
lub z RNA charakteryzuja sie termiczng stabilnoscia.
Zwiazki te, ze wzgledu na tworzenie silniejszych wig-
zan komplementarnych z DNA lub RNA, juz w chwili
odkrycia byty uwazane za doskonatych kandydatow
na lek antysens w terapii genowej [4]. Dodatkowo, za
zastosowaniem tych zwiazkéw w terapii przemawia
fakt, ze PNA jest znacznie bardziej odporny na dziata-
nie nukleaz i proteaz komorkowych, trawigcych kwa-
sy nukleinowe i biatka. W chwili obecnej prébuje sie
wykorzysta¢ PNA jako narzedzie molekularne w bio-
technologii i biologii molekularnej [5—-8]. Trwaja pra-
ce nad uzyciem PNA w diagnostyce medycznej i czuj-
nikach biologicznych oraz w konstrukcji czasteczek
o nowych wtasciwosciach katalitycznych [9, 10, 11].

Wtasciwosci PNA

Czasteczki PNA posiadaja posredni charakter miedzy
kwasami nukleinowymi i biatkami. tancuch PNA, tak jak
w przypadku biatek i peptydéw, oparty jest na szkiele-
cie, w ktérym wystepuja wigzania peptydowe (rycina 2).

Psudopeptydowy szkielet w PNA sktada sie z pod-
jednostek zbudowanych z N-(2-aminoetylo)-glicyny.
Wszystkie wigzania peptydowe w PNA réznig sie
od tych wystepujacych miedzy a-aminokwasami
w tancuchach biatkowych. Skutkiem tych réznic jest
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biologiczna stabilnos¢ oraz brak degradacji PNA przez
komérkowe proteazy i peptydazy [12]. Enzymy komér-
kowe nie rozpoznaja tych zwiazkéw, ze wzgledu na
fakt, ze posiadajg one struktury obce dla enzymatycz-
nego systemu komérkowego. Podobnie natomiast jak
kwasy nukleinowe, czgsteczki PNA zbudowane sa
z podjednostek, a kazda z nich zawiera zasade azoto-
wa puryne (A-adenine lub G-guanine) lub pirymidyne
(T-tymine lub C-cytozyne). Zasady azotowe potaczo-
ne sg z poszczegblnymi podjednostkami za pomo-
cg mostkéw metylokarbonylowych. Z chemicznego
punktu widzenia czasteczki PNA bardziej przypomi-
naja peptydy niz kwasy nukleinowe. Wazng wtasci-
woscig, ktéra determinuje aktywnos¢ terapeutyczng
tego zwiazku jest fakt, ze struktury PNA, podobnie jak
w kwasach nukleinowych, posiadaja zdolnos¢ tworze-
nia dwuniciowych struktur komplementarnych opar-
tych na parowaniu zasad azotowych. Podwdjna ni¢
DNA czy RNA zbudowana jest z komplementarnych
nitek potaczonych wigzaniami wodorowymi, ktore
tworza szczebelki stynnej drabiny DNA, odkrytej przez
Watsona i Cricka, w ktérej cytozyna zawsze tworzy
potréjne wigzanie wodorowe z guaning komplemen-
tarnej nici, a adenina podwadjne wigzanie wodoro-
we z tyming (w przypadku RNA zamiast tyminy jest
uracyl). W ten sposéb sekwencja jednej nici duplek-
su jest komplementarna do sekwencji drugiej. Odle-
gtosci miedzy zasadami w PNA s3 podobne do tych
w DNA i RNA, dzieki czemu krétkie fragmenty PNA
(oligomery PNA) moga tworzy¢ stabilne struktury du-
pleksowe (za pomoca wigzah Watsona—Cricka) z DNA
lub z RNA oraz z czasteczkami PNA [11]. Elastycz-
ne oligomery PNA s3 zdolne do znacznego wydtuza-
nia i konformacyjnej adaptacji podczas przytaczania
sie do oligomeréw DNA czy RNA. W dupleksach PNA-
RNA, czasteczki RNA przyjmuja konformacje helisy
A. W przypadku dupleksu PNA-DNA, czasteczki DNA
przyjmuja konformacje o strukturze B, natomiast PNA
we wszystkich typach potaczen z kwasami nukleino-
wymi wystepuje w konformacji P, ktéra charaktery-
zuje sie wydtuzeniem skretu helisy (18 par zasad na
jeden skret helisy) [14] (ryciny 3 i 4).

Jedna z najwazniejszych réznic pomiedzy PNA
a DNA i RNA jest brak ujemnie natadowanych reszt
fosfodiestrowych w szkielecie czasteczki. Efektem
tego jest brak odpychania elektrostatycznego w du-
pleksie PNA-PNA, ale réwniez brak takich oddzia-
tywan pomiedzy PNA-DNA i PNA-RNA. Brak tych
oddziatywan powoduje, ze PNA ma pewna przewa-
ge nad antysensowymi oligomerami DNA czy RNA,
poniewaz stabilniej wigze sie z kwasami nukleinowy-
mi. Otrzymane dupleksy PNA z DNA, czy PNA z RNA,
sg bardziej termicznie stabilne niz analogiczne du-
pleksy DNA-DNA i RNA-RNA [15]. Ponadto, oligome-
ry PNA moga przytaczac sie do komplementarnych
jednoniciowych fragmentéw kwaséw nukleinowych
(DNA, RNA), formujac dupleksy o wysokiej swoistosci
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Rycina 1. Schemat czasteczki kwasu peptydonukleinowego — PNA

wzgledem sekwencji docelowych i specyficznosci
przewyzszajacej oligonukleotydy DNA czy RNA, co
wptywa na uzytecznos¢ tego zwigzku w terapii an-
tysens [16]. Wydaje sie, ze w zaleznosci od sekwencji
docelowej DNA i sposobu modyfikacji zasad w PNA
mozliwe sg réwniez inne rodzaje wigzah miedzy DNA
a PNA. Szczegélnie interesujaca jest mozliwosé wigza-
nia sie PNA do podwdjnych duplekséw DNA z tworze-
niem dwdch duplekséw DNA-PNA Wazng przeszkoda,
utrudniajaca zastosowanie czasteczek PNA w terapii
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Rycina 2. Czgsteczke PNA mozna uwazac za hybryde, ktéra taczy cechy biatek

i kwasow nukleinowych. Szkielet tego zwiazku zbudowany jest ze stosunkowo
prostych podjednostek potgczonych ze sobg, podobnie jak w peptydach

i biatkach, wigzaniami peptydowymi. Obecnos¢ wigzanh peptydowych w szkielecie
PNA odrdznia ten zwiazek od kwaséw nukleinowych (DNA, RNA), w ktérych
szkielet czasteczki jest zbudowany z rybozy i wigzah fosfodiestrowych. Podobnie
jak w DNA czy RNA, kazda podjednostka PNA zawiera zasade azotowa —
pirymidyne (C lub T) albo puryne (A lub G)

antysens, jest niska wydajnos¢ przenoszenia PNA do
wnetrza cytozolu. Komérki naszych organizméw nie
posiadaja odpowiednich receptoréw zdolnych przy-
taczyt czasteczki PNA i pdzniej przetransportowac
przez btony komérkowe. Z tego wzgledu trwaja pra-
ce nad otrzymaniem specyficznych wektoréw, ktére
beda transportowaty tego typu zwiazki do wnetrza
koméorek docelowych pacjentéw [17, 18]

PNA w terapii antysens

Strategia antysensowa jest skuteczna metoda
w terapii choréb genetycznych, nowotworéw, w te-
rapii przeciwwirusowej i przeciwbakteryjnej. W przy-
padku gdy znamy sekwencje okreslonej matrycy DNA
czy RNA, ktoérej ekspresje probujemy zablokowat,
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wystarczy otrzymac fragment DNA czy RNA, tzw.
antysensowy oligomer komplementarny do se-
kwencji docelowej, ktéra jest celem terapii antysens
[19]. Terapeutyczne antysensowe oligonukleotydy
sg najczesciej zmodyfikowanymi chemicznie krot-
kimi fragmentami RNA czy DNA o dtugosci 17-45
nukleotydow. Wsréd tych pochodnych najczesciej
stosowanymi sg metylofosfonaty, fosforoamidaty,
fosforotioaty czy fosforoditioaty [19].

Hamowanie translacji

Proces ekspresji okreslonego genu zaczyna sie
od transkrypcji katalizowanej przez polimeraze RNA.
W wyniku tego procesu powstaje czasteczka infor-
macyjnego RNA (mRNA), czyli tancuch RNA, ktoéry
jest kopig sekwencji nici kodujacej genomowego DNA
komérki. Po procesie transkrypcji, w przypadku or-
ganizmow eukariotycznych, z pierwotnego transkryp-
tu RNA s3 wycinane introny, a eksony s3g sktadane
w kompletng czasteczke informacyjnego RNA (MRNA).
Nastepnie czasteczki mRNA trafiaja do rybosomoéw,
gdzie sekwencja zasad z mRNA przepisywana jest na
jezyk aminokwaséw budujacych dane biatko. Proces
ten nazywany jest translacja. Leki antysensowe ha-
muja proces translacji w wyniku wigzania sie do kom-
plementarnych sekwencji mRNA. Przytaczenie tych
antysensowych terapeutykéw inicjuje enzymatycz-
na degradacje mRNA. Powstaty dupleks mRNA-oli-
gomery antysens (DNA lub RNA), aktywuje RNA-ze H,
enzym rozktadajacy struktury hybrydowe RNA-DNA.
Efektem dziatania RNA-zy H jest degradacja odpo-
wiedniego mRNA i zablokowanie translacji, a w kon-
sekwencji zahamowanie ekspresji danego genu. W ten
sposéb antysensowe oligomery DNA lub RNA taczac
sie do komplementarnych sekwencji mRNA wiruséw
lub mRNA aktywnych onkogenéw obecnych w komér-
kach nowotworowych powoduja zahamowanie ich
ekspresjii pozytywny efekt terapeutyczny. Peptydowe
kwasy nukleinowe zostaty odkryte w latach 80. ubie-
gtego wieku. Historia odkrycia czasteczki PNA zwigza-
na jest z prof. Peterem E. Nielsenem, ktéry prébowat
opracowac leki antysens o wiekszych mozliwosciach
terapeutycznego dziatania niz stosowane antysenso-
we oligomery RNA, czy DNA. Leki te miaty posiadac
wiekszg trwatos¢ i potencjalnie silniejsza zdolnosé
przytaczania sie do sekwencji docelowych. Badania
prowadzone nad PNA wykazaty, ze w hodowlach ko-
morkowych zwigzek ten moze zastgpi¢ tradycyjnie
stosowane oligomery antysens. W wyniku reakgji
komplementarnego przytaczania oligomeréw PNA
do matrycy nastepuje hamowanie transkrypcji, repli-
kacji czy naprawy okreslonych gendw [20], (rycina 5).

Przytaczanie czasteczek PNA do specyficznych re-
giondw informacyjnego RNA (mRNA) nastepuje w wy-
niku tworzenia miedzy tymi dwoma czasteczkami
komplementarnych wigzan Watsona—Cricka. Rezul-
tatem takiego potaczenia jest hamowanie ekspresji
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mMRNA i blokowanie translacji. Pomimo ze struktu-
ra dwuniciowa PNA-mRNA nie jest substratem dla
RNAzy H, jak to ma miejsce w przypadku dziatania
antysensowych oligonukleotydéw RNA czy DNA, to
jednak przytaczenie PNA w rejonie kodonu AUG (star-
tu translacji) mechanicznie blokuje ten region, unie-
mozliwiajac inicjacje procesu biosyntezy biatek [21].

Dalsze badania wykazaty, Zze oligomery PNA zbu-
dowane z 15-25 podjednostek hamuja réwniez elon-
gacje translacji oraz transport nowotranskrybowa-
nych czasteczek mRNA do rybosomow [22]. Efekty
hamowania translacji wystepuja juz przy mikromo-
larnych stezeniach oligomeréw PNA [23, 24]. W ho-
dowlach komérkowych oraz w badaniach na mode-
lach zwierzecych ujawniono, ze oligomery PNA moga
dziata¢ podobnie jak interferencyjne czasteczki iRNA,
hamujac ekspresje genéw na poziomie procesu trans-
lacji na rybosomach. Oczywiscie mimo podobnego
efektu mechanizm dziatania jest nieco inny. Oligo-
mery PNA fizycznie blokuja przebieg kluczowych re-
akcji z udziatem matrycy RNA. Natomiast natural-
ne oligomery iRNA wykorzystywane do interferen-
¢ji RNA, inicjuja rozcinanie i niszczenie tworzacych
sie duplekséw RNA-DNA lub RNA-RNA przez enzy-
my komorkowe.

Dupleksy DNA-PNA posiadaja tak obca struktu-
re dla komarek, ze enzymy komoérkowe degradujace
peptydy i kwasy nukleinowe nie rozpoznaja takich po-
taczen. Taka nietypowa budowa nadaje oligomerom
PNA duza stabilnos¢ w cytozolu komérki i pozwa-
la tym czasteczkom z lepsza precyzja odnalez¢é kom-
plementarny odcinek RNA i nastepnie go unieczynnic¢
[24]. O skutecznosci PNA w terapii przekonaty prace
prowadzone na University of Oxford, badania na mo-
delu zwierzecym wykazaty, ze w niektérych przypad-
kach zablokowanie ekspresji w odpowiednim miejscu
pozwolito na odzyskanie utraconego biatka na sku-
tek mutacji [24]. Do mieéni myszy cierpiacych na dys-
trofie miedniowa wstrzyknieto odpowiedni fragment
PNA, ktéry hamowat skutki choroby. Przyczyna choro-
by jest brak biatka dystrofiny, spowodowany mutacja
w kodujacym je genie. W wyniku tej mutacji nastepu-
je zamiana aminokwasu, co powoduje destabilizacje
tancucha biatkowego dystrofiny i jego szybki rozktad
przez proteasomy. Wprowadzony oligomer PNA ha-
muje translacje przed odczytaniem zmutowanego
kodonu w mRNA. Powstaje odcinek biatka wolny od
destabilizujacej mutacji i na tyle duzy, ze wystarcza
do odtworzenia funkcji kompletnego peptydu [24].

Hamowanie aktywnosci telomerazy

Telomeraza jest kluczowym enzymem, ktéry uzu-
petnia braki DNA, tzw. telomery, podczas procesu
replikacji. Biosynteza telomeréw jest katalizowana
przez biatkowa czes¢ enzymu, ktéra posiada wta-
Sciwos¢ odwrotnej transkryptazy. Wzrost aktyw-
nosci tego enzymu wptywa stymulujgco na etapy
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Rycina 3. Struktura dupleksu PNA. Pojedyncza ni¢ PNA taczy sie

z komplementarng czasteczka PNA za pomoca wigzan wodorowych
Watsona—Cricka i, podobnie jak w DNA, adenina jednej nici PNA tworzy podwéjne
wigzanie wodorowe z tyming nici komplementarnej, a guanina tworzy potréjne
wigzanie wodorowe z cytozyng drugiej nici PNA

karcinogenezy [25]. Jego duza aktywnos$¢ pozwa-
la zachowac wysoki potencjat replikacyjny komdérek
nowotworowych. Z tego wzgledu telomeraza jest
brana pod uwage jako idealny cel w terapii geno-
wej nowotworéw. Zahamowanie aktywnosci telo-
merazy w komérkach nowotworowych moze w nich
uruchomié¢ procesy apoptozy — zaprogramowanej
Smieci komérki. W celu hamowania aktywnosci tego
enzymu prébuje sie zastosowaé metody molekular-
ne z wykorzystaniem fragmentéw antysens, rybozy-
mow [25-27], interferencji RNAI oraz immunoterapii
(wobec biatkowe] czesci telomerazy) [28]. Oligome-
ry PNA komplementarne do telomerowego RNA wy-
kazuja zdolnos¢ hamowania aktywnosci telomerazy.
Hamowanie aktywnosci tego enzymu przez PNA jest
silniejsze niz stosowane do tej pory modyfikowane
antysensowe oligomery DNA, wskazuje to na mozli-
wos¢ zastosowania oligomeréw PNA w przeciwnowo-
tworowej terapii genowej [29, 30].
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z komplementarnymi czgsteczkami PNA, wykazuja réwniez zdolnos¢ taczenia

sie z komplementarnymi czasteczkami DNA i RNA. Pojedyncza ni¢ PNA taczy

sie z komplementarng czasteczkg DNA za pomocg wigzah wodorowych
Watsona—Cricka i, podobnie jak w dupleksie DNA, adenina jednej nici PNA tworzy
podwojne wigzanie wodorowe z tyming komplementarnej nici DNA, a guanina

(z PNA) tworzy potréjne wigzanie wodorowe z cytozyna komplementarnej nici DNA

Struktura tripleks a PNA

Sytuacja staje sie bardziej skomplikowana, gdy
mamy do czynienia z dupleksem DNA, w ktérym ato-
my odpowiedzialne za wytwarzanie wigzan Watso-
na—Cricka sg juz catkowicie zaangazowane i nie ma
mozliwosci przytaczenia terapeutycznego oligomeru
antysens za pomocg wigzah wodorowych do okreslo-
nej sekwencji matrycy. W komérce istnieje wiele bia-
tek regulujacych ekspresje genéw dzieki rozpoznaniu
konkretnych sekwencji w dwuniciowym DNA. Z tego
wzgledu podjeto préby otrzymania takiej czastecz-
ki, ktéra taczytaby sie z dupleksem DNA na zasadzie
biatek regulatorowych i bytaby nowym lekiem mo-
dyfikujacym aktywnos¢ okreslonych genéw. Warto
zwrdci¢ uwage, ze komaorki reguluja ekspresje genow
juz na poziomie transkrypcji. W czasie tego procesu,
do rozpoznania okreslonych sekwencji w genomie ko-
morka wykorzystuje kilka typdw biatek regulujacych
transkrypcje, tzw. czynnikéw trankrypcyjnych. Biatka
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tego typu moga hamowac proces transkrypcji mRNA,
w wyniku zaktécenia dziatania enzymu odpowiedzial-
nego za transkrypcje tzw. polimerazy RNA zaleznej
od DNA. Czynniki te w badaniach nowych lekéw od-
grywaty i odgrywaja nadal role wzorca do konstrukgji
nowych czasteczek o charakterze lekéw, ktére dzia-
tajac spoza helisy DNA, mogtyby odczytaé okreélong
sekwencje DNA i hamowa¢ ekspresje zmutowanych
czy niepozadanych genéw. Pod koniec ubiegtego wie-
ku nie posiadaliémy dostatecznej wiedzy, aby zapro-
jektowac czgsteczke biatka, ktéra rozpoznawataby
wybrang sekwencje zasad [31]. Komérkowe czynni-
ki transkrypcyjne wykonuja to dziatanie dzieki odpo-
wiedniej sekwencji reszt aminokwasowych w tancuchu
biatkowym, co powoduje odpowiednie przestrzen-
ne uksztattowanie tancucha polipeptydowego i od-
stoniecie okreslonych grup funkcyjnych, ktére tacza
sie z okreslonymi sekwencjami na powierzchni DNA
[32]. Pozwala to na zwigzanie sie z dupleksowym DNA
w tzw. wielkiej bruzdzie helisy, w ktérej mozliwy jest
dostep do par zasad uktadajacych sie wzdtuz osi heli-
sy. W chwili obecnej nie jest mozliwe wymodelowanie
procesu zwijania i zaprojektowanie takiego taficucha
peptydowego, ktéry przyjatby okreslong konformacje
przestrzenna. W kwestii tej daje sie jednak zauwazy¢
postep, trwaja bowiem prace nad biatkami zawiera-
jacymi tzw. palce cynkowe. Te dos¢ dobrze opisane
struktury przestrzenne biatek, czyli domeny budowa-
ne przez ciagi okoto 30 aminokwaséw, zawijajace sie
wokét jonu cynku i dzieki temu tworzace charaktery-
styczny palec, mieszczacy sie w wielkiej bruzdzie helisy
DNA. Udato sie opracowac sekwencje aminokwaséw
w tafcuchu w celu dopasowania ksztattu zwinietego
biatka do odpowiedniej sekwencji DNA [32, 33].

Nowe podejscie w syntezie lekow przytaczajacych
sie do struktury dupleksu DNA umozliwito odkrycie
dokonane w 1957 roku. Wykazano bowiem, ze w pew-
nych warunkach DNA moze tworzy¢ lokalnie struktury
tréjniciowe. Kilka lat po odkryciu dwuniciowej struk-
tury DNA przez Watsona i Cricka, w ktérej pojedyncze
nici DNA potaczone sg ze sobg wigzaniami wodoro-
wymi, otrzymano w warunkach in vitro syntetycz-
ne polimery w poliA i poliU, ktére oprocz struktury
dwuniciowej AU tworzyty strukture tréjniciowa UAU.
Proces tworzenia tréjniciowej struktury RNA obserwo-
wano podczas renaturacji poliA i poliU. W trakcie tego
procesu powstawata struktura tréjniciowa poli U-A-U.
Struktura ta zawierata pary ztozone z nici poliA i poliU
potaczone wigzaniami wodorowymi wedtug modelu
Watsona—Cricka, zorientowane antyréwnolegle oraz
dotaczong do nich trzecia ni¢ poliU, ktéra, wchodzac
w tzw. duza bruzde, zwigzana byta z nicia poliA za po-
moca wigzah wodorowych nazwanych od nazwiska
odkrywcy wigzaniami Hoogsteena, w ktérych wyko-
rzystano do wigzania atomy N7 i N6 adeniny. Struk-
tura tripleks zostata nastepnie wykryta w przypadku
DNA, wystepuje ona najczesciej w sekwencjach typu
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oligopuryna — oligopirymidyna [19]. W National In-
stitute of Memorial Health otrzymano potréjna heli-
se, w ktérej dodatkowa ni¢ DNA uktada sie w wielkiej
bruzdzie dupleksowego DNA. Ni¢ ta przytacza sie do
dupleksu wykorzystujac inny typ wiazan miedzy za-
sadami par A-T i G-C, tzw. wigzaniami Hoogsteena.
W kazdej pozycji powstatego tripleksu znajduje sie
tréjka zasad, w ktérej T wiaze sie z parg A-T (T-A-T),
natomiast C wiaze sie z parg G-C (C-G-C). W roku
1987 wykazano, ze istnieje mozliwos¢ wykorzystania
struktury potréjnej helisy do projektowania oligome-
row (fragmentow DNA o dtugosci 15-25 nukleoty-
dow), ktore odczytuja sekwencje podwojnej nici DNA
i wiaza sie za pomoca wigzah Hoogsteena. Zdolnos¢
odczytu podwdjnej helisy DNA i mozliwos¢ taczenia
sie dodatkowego fragmentu DNA do wielkiej bruzdy
oraz tworzenia potrdjnej helisy DNA zainspirowat ba-
daczy do wykorzystania w tym celu czgsteczek PNA.
W badaniach wykazano, ze czasteczki PNA posiadaja
zdolnos¢ tworzenia struktur tripleks z DNA [34]. Dwu-
niciowy fragment PNA wciska sie do wnetrza helisy
DNA, odnajduje odcinek komplementarny do siebie
i tworzy z nim wigzania Watsona—Cricka, kosztem
jego dotychczasowego partnera — drugiej nici DNA,
wypychanej poza helise. Natomiast z nowym duplek-
sem PNA-DNA oddziatywuje druga ni¢ PNA, tworzac
tripleks PNA-DNA-PNA z wykorzystaniem wigzah Ho-
ogsteena. Wypchniety z helisy fragment DNA tworzy
obok tripleksu tzw. petle P. Taki sposéb budowania

MRNA mMRNA PNA

BATTITIT

l

Rybosom Biatko

tripleksu ma wiele ciekawych konsekwencji biologicz-
nych, poniewaz tripleks jest bardzo stabilny, a petla
P wptywa na kluczowe procesy biologiczne, takie jak:
transkrypcja czy replikacja DNA i naprawa zmutowa-

Rycina 5. Zahamowanie translacji. W drugim etapie ekspresji rybosomy
przepisuja sekwencje z mRNA na sekwencje aminokwasdéw tworzacych biatko.
Czasteczki PNA moga hamowac ten proces w wyniku przytaczania sie do
komplementarnych sekwencji mRNA, co powoduje blokowanie translacji

nych genéw. Struktura ta moze inicjowac przepisy-
wanie danego fragmentu DNA na mRNA albo stuzy¢
jako punkt zaczepienia podczas powielania DNA do
badan genetycznych [19, 35]. Proces tworzenia przez
PNA z DNA struktury tripleks mozne zachodzi¢ na kil-
ka sposoboéw. Jezeli mamy pojedynczy tafcuch homo-
pirymidynowy PNA, to tworzy on z podwdjng helisg
DNA strukture tripleks DNA-PNA-DNA, natomiast je-
zeli podczas potaczenia PNA i DNA obie czastecz-
ki posiadaja dwuniciowa strukture, to w pierwszym
etapie tagczenia moze utworzy¢ sie struktura tripleks
PNA-DNA-DNA, ktéra stosunkowo szybko jest prze-
ksztatcana w termodynamicznie korzystniejszy tri-
pleks PNA-DNA-PNA [36], (rycina 6).

Hamowanie transkrypcji i replikacji DNA

Poczatkowo sadzono, ze struktury te s3 tylko in-
trygujacymi osobliwosciami. Jednak doktadniejsze
badania wykazaty mozliwos¢ wystepowania takich
struktur w warunkach fizjologicznych [19]. Wyka-
zano, ze uktady tréjniciowe majg wiele ciekawych
wtasciwosci. Obecnos¢ tej struktury powoduje, ze
fragment tréjniciowy nie moze by¢ substratem dla
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restryktaz, metylaz i innych biatek wigzacych sie
do DNA w jadrach komérek eukariotycznych. Pra-
ce prowadzone w 1987 r. w California Institute of
Technology wykazaty, ze istnieja pewne obszary
w jadrowym DNA zawierajace liczne sekwencje bo-
gate w pary zasad AT i GC, ktére sg potencjalnymi
miejscami tworzenia struktur tréjniciowych. Se-
kwencje te wystepuja czesto w miejscach promoto-
rowych, a zatem tworzenie uktadow tréjniciowych
w tych obszarach moze w istotny sposéb wptywac
na ekspresje informacji genetycznej. Juz w latach
80. ubiegtego wieku wykazano, ze struktury tripleks
wykazuja zdolnos¢ hamowania transkrypcji. Utwo-
rzenie stabilnej struktury tripleks przez PNA z DNA
w rejonie transkrybowanym hamuje proces trans-
krypcji, na skutek blokowania aktywnosci polime-
razy RNA zaleznej od DNA (rycina 7).

W warunkach in vitro i in vivo wykazano, ze
kompleksy tripleks utworzone przy wspétudzia-
le PNA w miejscach transkrypcji hamuja ten pro-
ces zarébwno u organizmow prokariotycznych, jak
i eukariotycznych. Obecnos¢ struktury tripleks PNA-
DNA-PNA w miejscu promotorowym ogranicza dostep
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Rycina 6. Sposoby wigzania PNA do kwaséw nukleinowych.

PNA wigze sie do kwaséw nukleinowych — DNA i RNA oraz do innych czasteczek PNA za pomoca komplementarnych wigzan wodorowych
Watsona—Cricka. Oprécz standartowych wigzan wodorowych Watsona—Cricka, PNA moze taczy¢ sie z kwasami nukleinowymi za pomoca
dodatkowych wigzan Hoogsteena, tworzac struktury tripleksowe. W rezultacie PNA z kwasami nukleinowymi tworzy szereg potaczen, a lek
antysensowy wywodzacy sie z PNA moze oddziatywac z komérka, wptywajac na jej funkcjonowanie za pomoca réznych mechanizméw [13].
Szczegodlnie ciekawg struktura, ktéra ma potencjalne dziatanie terapeutyczne, jest inwazyjny tripleks z udziatem dwéch nici PNA i jednej

nici DNA. A—tripleks, B —inwazyjny tripleks, C —inwazyjny dupleks, D — podwéjny inwazyjny dupleks

polimerazy RNA, inicjujacej proces transkrypcji mRNA,
natomiast wytworzenie struktury tripleks poza pro-
motorem powoduje przedwczesne odtgczanie poli-
merazy RNA i zbyt szybkie zakohczenie transkrypcji
mMRNA, ktéry nie zawiera petnej informacji o kodowa-
nym biatku [37]. PNA mozna réwniez wykorzysta¢ do
hamowania replikacji DNA, katalizowane] przez poli-
meraze DNA. PNA nie wykazuje naturalnie Zadnego
bezposredniego dziatania w stosunku do polimerazy
czy odwrotnej transkryptazy. Moze on jednak prze-
rwac katalizowane przez nich procesy na skutek przy-
taczenia sie do matrycy DNA czy RNA, co powoduje
utworzenie silnego tripleksu, ktéry przerywa poste-
pujacy proces replikacji czy odwrotnej transkrypcji
[38-40]. Oprécz hamowania replikacji genomowego
DNA, czasteczki PNA wykazuja réwniez zdolnos¢ ha-
mowania replikacji mitochondrialnego DNA. Hamowa-
nie replikacji zmutowanego DNA przez czasteczki PNA
moze by¢ wykorzystane jako narzedzie terapeutycz-
ne o duzej specyficznosci, ze wzgledu na fakt, ze cza-
steczki PNA moga selektywnie hamowac replikacje
zmutowanych genow. Przypadek ten jest szczegélnie
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wazny w odniesieniu do mutacji mitochondrialnych,
gdzie czes¢ mitochondrii w komérkach moze posia-
da¢ prawidtowe geny, a czes¢ — geny zmutowane [41].

Terapia genowa nowotworéw

W 1998 roku wykazano, ze utworzenie struktu-
ry tripleks przy udziale PNA (PNA-DNA-PNA) powo-
duje na modelu zwierzecym zahamowanie procesu
transkrypcji onkogenu c-myc. Blokowanie ekspresji
onkogenu c-myc powodowato hamowanie prolifera-
cji komorek nowotworowych [42]. Udato sie réwniez
otrzymac czasteczki PNA o potencjalnym dziataniu
antysensowym w stosunku do genu bcl-2, obecnego
w zmienionych na skutek transformacji biataczkowej
ludzkich leukocytach typu B. Te blokujace oligome-
ry PNA byty komplementarne do roznych sekwencji
genu bcl-2, tj. sekwencji niekodujgcych od konca 5’
i homopurynowych sekwencji kodujacych bcl-2. Cza-
steczki PNA komplementarne do tych sekwencji po-
woduja selektywne hamowanie zaréwno transkrypcji

genu bcl-2, jak i translacji biatka bcl-2, co mozna wy-
korzysta¢ w terapii przeciwnowotworowej [43].
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Terapia genowa choréb infekcyjnych

Badania ujawnity, ze juz oktamer PNA potrafi blo-
kowact aktywnos¢ fagowej polimerazy T, [44]. Jedna
z gtéwnych przeszkéd w stosowaniu PNA w celu ha-
mowania transkrypcji jest niska wydajnos¢ procesu
w warunkach fizjologicznego stezenia soli [45]. Kilka
modyfikacji w PNA spowodowato poprawe tego pro-
cesu. Do tych modyfikacji nalezy zaliczy¢ podstawie-
nie do czasteczek PNA psudoizocytozyny, zamiast
cytozyny, oraz przytaczenie reszt lizyny, co powoduje
podwyzszenie zdolnosci wigzania PNA z DNA [46, 47].
Lee i wsp. [47] wykazali, Ze tak modyfikowany PNA
moze zablokowac transkrypcje dla tRNA,Lys w geno-
mie HIV-1, powodujac hamowanie inicjacji transkryp-
cji wirusowego genomu. PNA mozna wykorzystaé do
hamowania aktywnosci odwrotnej transkryptazy wi-
rusa HIV. Oligomery PNA przytaczajace sie do krytycz-
nych regionéw wirusowego genomu moga hamowac
replikacje wirusow i by¢ wykorzystywane w terapii
przeciwwirusowej [48, 49]. Antysensowa aktywnosc¢
PNA zostata réwniez wykazana w przypadku bakte-
rii —na przyktadzie E. coli. Komplementarny fragment
PNA w stosunku do rybosomowego RNA 23S E. coli,
hamuje selektywnie aktywnos¢ rybosoméw bakte-
ryjnych juz w mikromolarnym stezeniu [49]. Wydaje
sie, ze czasteczki PNA moga pomaéc w terapii choréb
infekcyjnych i wspoméc obecnie stosowang antybio-
tykoterapie w lek o bakteriostatycznej aktywnosci.

DNA

b

Biodostepnosc PNA mRNA  Polimeraza RNA PNA

Wadga stosowanych obecnie oligonukleotydow
antysens RNA i DNA jest ich niska biodostepnos¢.
Réwniez czasteczki PNA, ze wzgledu na wtasciwosci
fizykochemiczne, stosunkowo trudno przedostaja sie

Rycina 7. Kontrola transkrypcji. Podczas ekspresji informacji genetycznej

w pierwszym etapie polimeraza RNA zalezna od DNA przepisuje zakodowang
informacje z genomowego DNA na czgsteczke informacyjnego RNA (mRNA).
PNA moze blokowac ten proces wigzac sie z odcinkiem DNA, ktéry ma by¢

do wnetrza komdrek. Wszystkie powyzsze czgsteczki
sa bardzo duze i posiadaja charakter hydrofilowy, co
utrudnia ich przenikanie do wnetrza komoérek, otoczo-
nych przez hydrofobowe btony lipidowe. Pomimo fak-
tu, ze czasteczki PNA s3 bardzo stabilne w srodowisku
zewnatrzkomoérkowym, to nie pozostaja w organizmie
zwierzecym zbyt dtugo, poniewaz ze wzgledu na cha-
rakter hydrofilowy sg szybko wydalane z moczem.
W organizmie myszy potowa dawki PNA jest wydala-
na z ustroju przed uptywem 1/2 godz. Z tego wzgledu
nalezy przed wprowadzeniem tego typu lekéw opra-
cowat chemiczne modyfikacje PNA lub odpowiednie
wektory, np. wirosomy pozwalajace na zwiekszenie
biodostepnosci tych nowych lekéw antysens. W celu
poprawienia efektywnosci przenikania przez btony
lipidowe komdrek docelowych oraz zwiekszenia sity
dziatania PNA stosuje sie r6zne zwigzki, ktére w cza-
sie taczenia sie z PNA poprawiaja parametry doty-
czace tego procesu. Zwiazkami tymi sg najczesciej
peptydy, ktére sa zwigzane z czasteczkami PNA w po-
staci koniugatow peptydowych zawierajacych specy-
ficzne sekwencje o dtugosci 40—-60 aminokwasoéw,
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transkrybowany

umozliwiajace przenikanie przez btone komaorki. Ami-
nokwasy sktadajace sie na te sekwencje sygnatowe
wykazuja konfiguracje L lub D. Peptydy nosnikowe
wiaza sie z PNA za posrednictwem stabilnego wigza-
nia kowalencyjnego lub labilnego wigzania za pomoca
mostka disiarczkowego. PNA sprzezony z nosnikiem,
wykazuje swoja aktywnosé w strategii antysens [50,
51]. Nosnikami PNA stosowanymi w biotechnologii
moga byc¢ proteiny pochodzace z réznego typu wi-
ruséw. Jednym z pierwszych peptydow, ktéry zasto-
sowano w celu zwiekszenia przenikania PNA przez
btony komoérkowe byt jadrowy sygnat lokalizacyjny
(nuclear localization signal — NLS) z wirusa SV40.
Wektor ten posiada sekwencje peptydowg PKKKRKV
[52]. Zwigzany z NLS fragment antysens PNA skie-
rowany wobec onkogenu c¢myc przenika do komo-
rek i hamuje ekspresje tego genu. Wystarczy jednak
drobna mutacja w sekwencji peptydowej NLS, np. za-
miana lizyny w pozycji trzeciej peptydu sygnatowego,
a NLS nie spetnia juz swoich funkgji i nie transportuje
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czasteczek PNA do wnetrza komérek [53]. Nastepny
polipeptyd uzyteczny w transporcie PNA to biatko TAT
(wirusa HIV). Biatko to wykorzystano do przenosze-
nia terapeutycznych fragmentéw PNA w hodowlach
tkankowych neuronéw oraz do hamowania aktywno-
sci telomerazy w komérkach melanoma [54]. Oprécz
peptydow nosnikami dla PNA moga by¢ réwniez pro-
ste zwigzki chemiczne. Przyktadem moze by¢ dihy-
drotestosteron, ktory kowalencyjnie potaczony z PNA
dziata jak wektor, transportujac terapeutyczne cza-
steczki PNA do zmienionych nowotworowo komérek
prostaty, gdzie terapeutyczny PNA wykazuje zdolnos¢
hamowania ekspresji onkogenu c-myc, sugerujac stra-
tegie terapii genowej raka prostaty z wykorzystaniem
czasteczek PNA[55].

PNA w diagnostyce

Przytaczanie pojedynczych czasteczek PNA do
komplementarnych sekwencji DNA czy RNA prze-
biega z wysokim powinowactwem i specyficzno-
$cia wieksza niz naturalne oligonukleotydy (DNA
lub RNA). Termiczna stabilnos¢ dupleksu PNA-DNA
jest niezalezna od stezenia soli w medium hybrydy-
zacyjnym. Ponadto, termiczna stabilnos¢ dupleksu
PNA-DNA jest wieksza niz odpowiedniego duplek-
su DNA-DNA, nawet w wypadku braku catkowitej
komplementarnosci. Pojedyncza zmiana w sekwen-
cji nukleotydowej DNA podczas taczenia do komple-
mentarnego fragmentu PNA obniza punkt topnienia
dupleksu PNA-DNA o 15°C, natomiast w przypad-
ku odpowiedniego dupleksu DNA-DNA ten punkt
topnienia obniza sie o 11°C [56]. Wieksza specyficz-
nos¢ przytaczania, stabilnos¢ potaczen komplemen-
tarnych i réznica w punkcie topnienia, przyczyniaja
sie do faktu, ze czasteczki PNA s3 lepszymi sonda-
mi podczas hybrydyzacji do DNA czy RNA. Technika
hybrydyzacji, ktéra polega na kontrolowanej renatu-
racji komplementarnych regionéw miedzy réznymi
niémi kwaséw nukleinowych, jest czesto wykorzy-
stywana jako narzedzie diagnostyczne do wykry-
wania i badania okreslonych sekwencji genéw i ich
zmian mutacyjnych w testach diagnostycznych [57].
Wieksza szybkos¢ taczenia sie PNA z komplemen-
tarnymi sekwencjami DNA czy RNA (okoto 100 razy),
odpornosé na enzymy komoérkowe, pH i temperatu-
re powoduje, ze technika hybrydyzacji staje sie bar-
dziej czuta i prostsza w wykonaniu [58]. W chwili

obecnej trwajg badania dotyczace uzycia czgsteczek
PNA w fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. Flu-
orescence In Situ Hybridization, FISH), ktéra stuzy do
oznaczania dtugosci telomeréw, aberracji chromo-
somoéw w badaniach cytogenetycznych. Czasteczki
PNA prébuje sie rowniez wykorzysta¢ do otrzymy-
wania starteréw do reakcji PCR, ktéra jest dobrym
narzedziem w diagnostyce zmian mutacyjnych w on-
kogenach czy w szybkim wykrywaniu obecnosci
konkretnych infekcji wirusowych w organizmie pa-
cjentow [59].

Podsumowanie

Czasteczke PNA mozna traktowac jako swoisty
pomost taczacy kwasy nukleinowe i biatka. Podob-
nie jak kwasy nukleinowe, PNA moze odgrywac role
czasteczki zawierajacej informacje genetyczng oraz
petni¢ funkcje katalityczne, podobnie jak wiele en-
zymo6w biatkowych. Ta potencjalna dwufunkcyjnosé
wzbudzita duze zainteresowanie wsréd naukowcow
zajmujacych sie stworzeniem sztucznego zycia. Pod
wieloma wzgledami czasteczka PNA wydaje sie mniej
skomplikowana niz RNA. Czasteczka RNA wystepuje
w wielu réznych kopiach, spetniajacych rézne funkcje
komérkowe, wtgcznie z magazynowaniem informacji
i funkcja katalityczna [60], podczas gdy takie funkcje
dla czasteczki PNA dopiero czekaja na odkrycie. Ze
wzgledu jednak na fakt, ze tafcuchy PNA, podobnie
jak biatka i RNA, przyjmuja struktury drugo- i trzecio-
rzedowe kluczowe dla katalizy, wydaje sie, ze opraco-
wanie katalitycznych odmian PNA jest kwestig czasu.
W chwili obecnej najbardziej zaawansowane préby
stworzenia zycia koncentruja sie na znalezieniu samo
replikujacych sie czasteczek RNA, ktére beda katali-
zowaty synteze wtasnego tancuchal. Odkryto juz sys-
temy replikacji autokatalitycznej, ktére wykorzystuja
krotkie oligonukleotydy, a takze samoreplikujace sie
peptydy. Z tego wzgledu opracowanie analogicznych
samoreplikujacych sie systeméw PNA powinno tez
by¢ mozliwe, aich zaletg bytaby trwatos¢ wigzan pep-
tydowych oraz wysoka specyficznos¢ rozpoznawania
sekwencji zasad [61].

Strukturalne i hybrydyzacyjne wtasciwosci PNA,
wtgczajac w to jego prosta synteze chemiczng i sto-
sunkowo dobrg stabilno$¢ w materiale biologicznym,
przyczyniaja sie do tego, ze zwiazek ten jest dosko-
natym kandydatem jako lek antysensowy w terapii

1 Czasteczki PNA, ktére inspirujg wielu badaczy do prowadzenia badan medycznych mogty petni¢ wazne funkcje podczas powstawania zycia na naszej
planecie. Sugeruje sie, ze czasteczki PNA lub podobne zwigzki mogty tworzy¢ podstawy zycia w jego pierwotnej formie, zanim jeszcze wyeluowa-
ty biatka czy kwasy nukleinowe. W oparciu o PNA prébuje sie stworzy¢ kombinacje czasteczek, ktére podtrawityby uktadac sie catos¢, metabolizo-
wac, wykorzystywac zrodta energii rosngc i rozmnazac. Pozwolitoby to by¢ moze na zrozumienie istoty Zycia i wyjasnienie jego powstania na Ziemi.
Obecnie, uwaza, ze z czgsteczek RNA rozwingt sie nasz $wiat sktadajacy sie z DNA, RNA i biatek. Nadal jednak nie jest jasne w jaki sposéb w warun-
kach prebiotycznych mogty powsta¢ molekuty RNA, a szczegélnie czgsteczki rybozy, ktére budujg tancuch nukleinowy utrzymujacy czasteczki RNA
w postaci liniowej. Inng cechg RNA, ktéra jest wazna w poczatkowych etapach zycia jest bardzo mata stabilnos¢ RNA. Ta niska stabilnos$¢ wskazuje,
Ze czasteczka tego typu nie jest zdolna przetrwac samodzielnie w praoceanie bez dodatkowej ostony na tyle dtugo aby odegrac pierwszoplanowa

ci sekwencji zasad, wydaje sie bardziej atrakcyjnym kandydatem na fundament zycia sprzed ery RNA. Nalezy jednak stwierdzi¢, Ze obecnos¢ czaste-
czek PNA i stopniowe przejscie Swiata PNA w prebiotyczny Swiat RNA nie jest jeszcze w petni udowodnione.
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27.

antysens. Wydaje sie, ze PNA znajdzie szerokie za-
stosowanie w terapii antysens nowotwordw, cho-
réb infekcyjnych wywotanych przez wirusy i bakterie
oraz w diagnostyce choréb zakaznych i molekular-
nych.
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