KAPITAL LUDZKI UNIA EUROPEJSKA
NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI EUROPEJSKI
FUNDUSZ SPOLECZNY

Peptydowe kwasy nukleinowe (PNA)

Normalny przekaz informacji genetycznej w komorce nastepuje wedtug ogodlnie przyjetego
schematu: informacja zawarta w DNA jest przepisywana na informacyjne RNA (proces
transkrypcji) a nastepnie tlumaczona na sekwencje aminokwasow w biatkach (proces

translacji).

Schemat 1. Przekaz informacji genetycznej w komorce

Mechanizm przekazywania informacji zawartej w DNA opiera si¢ na zasadzie oddziatywan

pomig¢dzy parami komplementarnych nukleozasad zawartych w DNA i kwasach RNA.
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Schemat 2. Blokowanie informacji na poziomie transkrypcji i translacji

Naturalne oligonukleotydy maja wlasciwosci tworzenia trwatych duplekséw zard6wno z DNA

jak i mRNA, a zatem wykazuja wlasciwosci zarowno antygenowe jak i antysensowne in
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vitro. Sg jednak szybko degradowane przez nukleazy w zywych komoérkach (in vivo).
Mozliwos$¢ zaburzenia tego proces na obu etapach, zaro6wno translacji jak i transkrypcji, jest
podstawa koncepcji regulacji ekspresji genéw, co ma podstawowe znaczenie zwlaszcza w
terapii choréb nowotworowych (Schemat 2). Jesli wprowadzi¢ syntetyczny oligonukleotyd
(antygen) zdolny do utworzenia trwatego dupleksu z fragmentem komorkowego DNA,
kodujacego dane biatko, to czg¢$¢ ta zostanie wytaczona z procesu transkrypcji. Ten rodzaj
regulacji nazywamy inhibicjg antygenowa. Drugim celem pozwalajacym w ingerowanie w
prawidtowy przebieg przekazu informacji, jest oddziatywanie syntetycznego oligonukleotydu
z informacyjnym RNA (mRNA) i wylaczenie zawartej w nim komplementarnej sekwencji
oligonukleotydowej co zaburza naturalna translacje genéw na konkretne biatko. Taki
oligonukleotyd zdolny do zablokowania mRNA nazywany antysensownym. Podejmowano
rozne proby zastgpienia naturalnych kwaséw nukleinowych ich analogami (rys. 1).
Zaktadano, ze wprowadzone zmiany strukturalne beda miaty wpltyw na przebieg procesu
ekspresji genow. Chemicznie modyfikowane oligonukleotydy wykazuja co prawda odpornos¢
na dziatanie enzyméw hydrolitycznych, ale na ogét obserwuje si¢ zmniejszenie trwatosci
utworzonych duplekséw lub obnizenie zdolnos$ci do ich tworzenia.

Podobne rozwigzanie stanowig odkryte w latach 90. Proteinowe kwasy nukleinowe
(PNA). W PNA (rys. 2) obecne zasady nukleinowe potaczone sg poprzez mostek metylenowy
z tancuchem polipeptydowym (w pierwszej wersji poli(N-2-aminoetyloglicynowym).
Zastgpienie tancucha sktadajacego si¢ z fosforylowanych sacharydow (D-rybofuranozowego
lub 2-deoksy-D-rybofuranozowego) tancuchem polipeptydowym spowodowato catkowita
odpornos¢ na specyficzne dla kwasow nukleinowych enzymy hydrolityczne. Poniewaz
tacznikiem nukleozasad jest pochodna glicyny lub inne polipeptydy PNA sa praktycznie
nietoksyczne. Dodatkowo zastapienie dysocjujacej reszty fosforanowej ugrupowaniem
amidowym powoduje, ze czasteczki PNA s3 obojetne. Terminalne grupy koncow C i N
mozna tatwo zmodyfikowaé¢ do grup obojetnych, co znosi oddziatywania kulombowskie z
ujemnie naladowanymi fragmentami kwaséw nukleinowych. Rys. 3 przedstawia inne

warianty tancucha PNA.
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Rys.1. Analogi naturalnych oligonukleotydow

W  syntezie PNA wykorzystuje si¢ standardowa metodyke stosowana w syntezie
polipeptydéw na matrycy polimerowej. Synteza sktada si¢ z dwoch procesow: przygotowania
prekursora do syntezy tancucha polipeptydowego oraz syntezy pochodnej nukleozasady.
Potaczenie tych dwoch fragmentéw daje monomer do syntezy PNA. Drugi etap to synteza z
polipeptydu na matrycy statej. Prekursor polipeptydu, zabezpieczong 2-aminoetyloglicyne,

otrzymuje si¢ w reakcji nadmiaru 1,2-diaminoetanu (etylenodiaminy) z bromooctanem tert-
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butyluu (Schemat 3). Wolng grupe aminowag  zabezpiecza  si¢  grupa
fluorenylometoksykarbolynowa (FmocNH-) lub t-butoksykarbonylowg (BocNH-).
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Rys. 2 Poréwnanie oligonukleotydu DNA i PNA
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Rys. 3 Modyfikacje tancucha PNA

Nukleozasady obecne w PNA otrzymuje si¢ w dwuetapowej reakcji. Uracyl lub tyming
alkiluje si¢ na atomie azotu N1 bromooctanem etylu w obecnos$ci zasady np. weglanu potasu.
Do kondensacji z fancuchem bocznym, rozszczepia si¢ ester etylowy i syntezuje ester z

pentafluorofenolem. Grupa pentafluorofenoksylowa jest grupa tatwo odchodzaca w reakcji
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taczenia reszty kwasu (uracyl-1-ilo)octowego lub (tyminyl-1-ilo)octowego z zabezpieczong 2-
aminoetyloglicyng. W cytozynie i adeninie, posiadajacych egzocykliczng grupe aminowa,
przed alkilowaniem bromooctanem, zabezpiecza si¢ grupe aminowa. Do tego celu stosuje si¢
chlorek karboksybenzylowy (CbzCl). Acylowanie adeniny przeprowadzono stosujgc
tetrafluoroboran N-(benzyloksykarbonylo)-N’-etyloimidazoliowy jako reagent acylujacy. W
przypadku guaniny, ktora nie alkiluje si¢ regioselektywnie, reakcji z kwasem bromooctowym
poddaje si¢ 2-amino-6-chlopuryne, ktora przeksztalca si¢ w ostatnim etapie w guaning
(Schemat 4). Laczenie fragmentu zabezpieczonej 2-aminoetyloglicyny z pochodng
nukleozasady (kwasem piryminydylooctowym lub purynylooctowym) wymaga aktywacji w
trakcie reakcji kondnesacji, ze wzgledu na obnizong nukleofilowos$¢ drugorzedowej grupy
aminowej w 2-aminoetyloglicynie. W przypadku pirymidyn stosuje si¢ aktywacje 3.,4-
dihydro-3-hydroksy-4-okso-1,2,3-benzotriazyng (DhbtOH) w kombinacji z DCC.
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Schemat 3. Synteza prekursora polipeptydowego
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Kwas [2-amino-6-(benzyloksy)puryn-9-yloJoctowy, prekursor guaniny kondnesowano z
pochodna 2-aminoetyloglicyny w obecnosci heksafluorofosforanu bromotris(pirolidyno)-
fosfoniowego (PyBrop)
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Schemat 4. Przygotowanie pochodnych nukleozasad
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Schemat 5. Synteza monomeru tyminowego do syntezy PNA
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Schemat 6. Aktywatory reakcji kondensacji

Peptydowe kwasy nukleinowe wykazujg odpornos¢ na dziatanie nukleaz, enzymow, ktore sa
zdolne do hydrolizowania naturalnych kwasow nukleinowych. Brak ugrupowania
fosforodiestrowego sprawia, ze sa one praktycznie niepolarne. Natomiast nukleozasady
wykazuja normalng zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych z komplementarnymi
zasadami. Badania przeprowadzone nad trwatoscig dupleksow sktadajacych si¢ z jednej nici
naturalnego oligonukleotydu DNA 1 komplementarnego PNA wykazujg duza trwatos¢, a tzw.
tempetaura migknienia Tr, jest wyzsza od naturalnego dupleksu DNA. Pentadekamer PNA o
strukturze H-TGTACGTCACAACTA-NH, tworzy dupleks o Ty, = 69.5 °C (Schemat 7).
Analogiczny kompleks DNA ma T, = 56.1 °C, (Egholm, M; Buchardt, O; Christensen, L;
Behrens, C; Freier, S.M; Driver, D.A; Berg, R. H; Kim, S. K; Norden, P; Nielsen, P. E.,
Nature, 1993, 365, 566). Oligomery homopirymidynowe lub zawierajgce znaczna przewage
pirymidyn nad purynami zdolne s3 do tworzenia bardzo stabilnych tripleksow z DNA o

strukturze (PNA),DNA. Stabilnos¢ tych kompleksow ro$nie proporcjonalnie wraz ze
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Schemat 7. Tworzenie dupleksu DNA-PNA

wzrostem tancucha oligomeru w proporcji 10 oC na kazda par¢ nukleozasad. Duza stabilnos¢
kompleksow miedzy peptydowymi kwasami nukleinowymi a DNA powoduje mozliwos¢
zamiany komplementarnego fragmentu DNA na odpowiedzni fragment PNA (schematy 8 —
10). PNA sg takze zdolne do tworzenia kompleksow typu PNA-PNA, z zachowaniem
komplementarno$ci par zasad Watsona-Crick’a. W takich kompleksach zachowana jest

antyrownolegta orientacja obu tancuchow.
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Schemat 8. Tworzenie kompleksow DNA-PNA
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Schemat 9. Podstawienie tancucha w DNA
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Schemat 10. R6zne warianty podstawienia fragmentu w DNA przez PNA




