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PNA je chemický analogon nukleo-
vých kyselin, jeho� páteøí je artefici-
elní acyklický achirální neutrální N-
(2-aminoethyl) glycinpolyamid.
Pøesto�e se tato páteø výraznì li�í od
pentózové páteøe nukleových kyse-
lin (98,99), má PNA základní Wat-

son-Crickovské hybridizaèní vlast-
nosti (100). Navíc párování purino-
vých a pyrimidinových bazí podle
Watson-Crickova schématu má
u PNA ve srovnání s DNA vy��í afi-
nitu a specificitu (101). Proto jsou
oligomery PNA pøímo ideálnì vyu-
�itelné jako hybridizaèní sondy v celé
�kále molekulárnì biologických la-
boratorních technik, a� ji� jde o blo-
ty (Southern, Northern), hybridiza-
ci in situ, záchytnou hybridizaci (cap-

ture probes) nebo amplifikaèní me-
tody (101,102), ale i pro øadu dal-
�ích aplikací.
Primární chemická struktura PNA
v porovnání s primární strukturou
DNA je patrná ze vzorcù na obrázku
è. 1.
Objev Nielsenovy skupiny z roku
1991 byl pro odbornou veøejnost
dosti pøekvapující, nebo� je známo,
�e pomìrnì malé zmìny ve struktu-
øe oligonukleotidù jako napø. nahra-
zení atomu kyslíku sírou (fosfothio-
náty) nebo neutrální methylovou
skupinou (methylfosfonáty) vede ke
sní�ení vazebné afinity (103). Dù-
sledkem drastických zmìn ve struk-
tuøe je naopak  zvý�ená vazebná afi-

PNA - PEPTIDE NUCLEIC
ACID

Od doby, kdy jsme se na zaèátku na�eho seriálu (Labor aktuell CS 4/98 a 1/99)
vìnovali problematice hybridizaèních sond, do�lo v jejich vyu�ití k významné-
mu posunu, jen� znaènì roz�iøuje mo�nosti jejich diagnostického uplatnìní. Øada
nových produktù se postupnì dostává na trh rutinních diagnostik. Pova�uji
tedy za prospì�né, abychom se dnes k této problematice vrátili.

Obr. 1: Struktura PNA a DNA. Párování bazí mezi PNA a DNA.
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nita PNA ke komplementární DNA
nebo RNA v porovnání s  nemodifi-
kovanými oligonukleotidy.
Vy��í vazebná afinita v�ak není jedi-
nou výhodou PNA. Ta je ve srovná-
ní s nukleovými kyselinami chemic-
ky stabilnìj�í a odolná vùèi nukleá-
zám. Rovnì� nevá�e proteiny. Lze ji
snadno modifikovat a znaèit. Její
rozpustnost pøi pH 1 je v rozsahu
100 µM a� 5 mM, pøi pH 7 v rozsa-
hu 1-100 µM. U DNA je schopna
nahradit èást pùvodního øetìzce
(Strand Displacement). Je schopná
vazby jak v paralelní , tak v antipara-
lelní orientaci. Tendenci k precipita-
ci a agregaci jeví sekvence s vysokým
obsahem purinù a autokomplemen-
tární. Agregáty PNA lze v�ak opìt
rozpustit pøi teplotì 50°C. PNA lze
skladovat pøi pokojové teplotì a ne-
po�kodí ji ani nìkolikanásobný cyk-
lus zmra�ení a rozmra�ení. Na dru-
hé stranì v�ak má hor�í prùnik do
bunìk a neslou�í jako substrát pro
enzymy zprostøedkovávající syntézu
DNA nebo RNA. Samotná PNA tak
mù�e slou�it pouze jako hybridizaè-
ní sonda, nikoli jako primer. Na této
skuteènosti je zalo�ena technika tzv.
clampingu, pou�ívaná napø. k prù-
kazu bodových mutací u hereditár-
ních onemocnìní (104).
Z komplementárních komplexù je
nejstabilnìj�í dvouøetìzcová PNA,
komplex PNA/DNA je v�ak stabil-
nìj�í ne� dvouøetìzcová DNA (105).
Stabilitu lze posoudit z údajù uve-
dených v tabulce è. 2.
Duplexy PNA-DNA nejsou substrá-
tem pro RNasu H.
Prùnik PNA do bunìk lze zajistit
rùznými postupy: mikroinjektá�í,
elektroporací, pomocí streptolyzínu
O, konjugací PNA s peptidovými
nosièi, pomocí protilátek konjugo-
vaných se streptavidinem.

Pokud by fakt, �e PNA není substrá-
tem pro enzymy podílející se na syn-
téze nukleových kyselin, byl na zá-
vadu, lze tento �nedostatek� odstra-
nit pou�itím tzv. PNA-DNA chimer.
Kombinace PNA a DNA v jedné

PNA-DNA CHIMERY

Tab. 2:

Obr.4: PNA-(2´5´)tetraadenylát (Uhlmann et. al. - 106)

Tab. 3: Pøíklady rùzných typù PNA/DNA chimer (106)
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FISH - FLUORESCENCE IN
SITU HYBRIDIZATION

téza probíhá v automatizovaných syn-
tetizérech rozdílným chemismem, jak
je patrné ze schématu na obrázku è.5.
Na vazebnou afinitu PNA-DNA
chimer k RNA má vliv vzájemný po-
mìr PNA: DNA - viz obrázek è. 6.
Pøi elongaci chimerových primerù se
ze 13 zkou�ených polymeráz nejlépe
osvìdèily tyto tøi:
KF E. coli, Tth Thermus thermo-
philus a Pwo Pyrococcus woseii (106).
PNA-DNA chimery mohou být
rovnì� ligovány do dsDNA, musí
v�ak obsahovat na 3´konci vìt�í po-
èet nukleotidù. Jeden nukleotid na
3´konci PNA není pro zaji�tìní liga-
ce dostaèující.

Technika FISH je hybridizaèní tech-
nika nejèastìji pou�ívaná pøi studiu
telomer savèích chromosomù (107,
108, 109). PNA hybridizaèní sondy
znaèené fluorochromem zavedli do
FISH napø. Chen a spol. (110) a Ta-
neja (111).  Mezi první aplikace v lé-
kaøské mikrobiologii patøí vyu�ití
této techniky k diferenciaci tuberku-
lozních a netuberkulozních myko-
bakterií Rasmussenem a spol. (112).
Dal�í PNA-sondy byly pou�ity k de-
tekci ribosomální RNA Pseudomo-
nas aeruginosa a nìkterých dal�ích
bakterií.
Rasmussenova assay byla ovìøována
na 350 nátìrech vy�etøovaných para-
lelnì barvením podle Ziehl-Neelse-
na s následnou mikroskopií a FISH-
assayí vyu�ívající 2 rùzné PNA son-
dy znaèené fluoresceinem, z nich�
jedna se vázala na sekvenci specific-
kou pro Mycobacterium tuberculo-
sis complex a druhá na sekvenci spo-
leènou pro 12 nejèastìji se vyskytu-
jících druhù netuberkulozních my-
kobakterií (MOTT) vèetnì M. avi-
um, M. intracellulare, M.gordonae
a M. kansasii. Ke kultivaci myko-
bakterií bylo pou�ito systému MB-
Bact (Organon-Teknika), druhové
urèení bylo provedeno klasickými
biochemickými testy.
Specificita ka�dé z PNA-sond byla
100 %, sensitivita u MTBC 100 %Obr. 6: Vliv vzájemného pomìru PNA:DNA v chimérách na vazebnou afinitu vùèi RNA

Obr. 5: Tøi zpùsoby syntézy PNA/DNA chimér (podle Uhlmanna)

molekule (pøesnìji v jednom øetìz-
ci) pøiná�í øadu nových vlastností.
Tyto chimery se v porovnání s èis-
tou PNA vyznaèují vy��í rozpustnos-
tí ve vodì a zvý�eným prostupem do
bunìk. Navíc se za fyziologických
podmínek vá�ou ke komplementár-
ní DNA nebo RNA výluènì antipa-
ralelnì. Nejvýznamnìj�í v�ak je, �e
øada enzymù úèastnících se syntézy
nukleových kyselin rozeznává tyto
chimery jako substrát. Proto mohou
plnit rùzné biologické funkce - napø.
slou�it jako primer pro DNA-poly-
merasy.

DNA-PNA chimery  obsahující více
ne� 4 nukleotidy jsou rovnì� schop-
ny stimulovat �tìpení (cleavage)
RNA RNasou H pøi tvorbì duplexu
RNA s chimerou (106).
Uhlmann a spol. syntetizovali rov-
nì� PNA-(2´5´)tetraadenylat. Tato
chimera se PNA-sekvencí vá�e ke
komplementárnímu úseku RNA,
zatímco (2´5´)tetraadenylát induku-
je bunìènou RNasu L schopnou ka-
talysovat �tìpení RNA od specifické
sekvence (106)  (Obr. 4).
Pøíklady rùzných typù PNA-DNA
chimer  uvádí tabulka è. 3. Jejich syn-
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RTF-PCR A PNA-CLAMPING

a MOTT sondy 94%, co� bylo zpù-
sobeno neschopností sondy deteko-
vat M. xenopi.
Cílovou strukturou pro PNA-son-
dy byla ribosomální RNA. Nebylo
pou�ito �ádné o�etøení stìny myko-
bakterií pro zaji�tìní penetrace sond.
Ty pronikaly skrze bakteriální stìnu
díky své hydrofobní povaze. Assay
probíhala pøímo na sklíèku, jediné
pøístrojové vybavení pøedstavoval flu-
orescenèní mikroskop s duálním èer-
veno-zeleným filtrem. Doba potøeb-
ná pro celý prùbìh vy�etøení èinila
210 minut. Výhodou FISH assaye
kromì jednoduchosti provedení je
i vysoká pozitivní prediktivní hod-
nota.

Tuto techniku vyvinuli  Kyger, Kre-
volin a Powell v roce 1998 k detekci
genových mutací u hereditární he-
mochromatózy (104). Je vlastnì spo-
jením 3 technologií: PCR v rapid-
cykleru, PNA-sond a vyu�ití nové-
ho fluorescenèního barviva selektiv-
ního pro dsDNA - Sybr Green  I.
Technika vyu�ívá LighCycler a je
schopna odli�it  nemocné hereditár-
ní hemochromatózou, nosièe gene-
tické informace a zdravé jedince.
Princip metody je patrný z obrázku
è. 8. Spoèívá v tom, �e jeden z dvoji-
ce primerù pro amplifikaci DNA je
komplementární k úseku, ve kterém
se vyskytuje pøíslu�ná mutace. Není-

li mutace pøítomna, nasedne DNA
primer a probíhá normálnì amplifii-
kace, co� se v LightCycleru projeví
fluorescenèním signálem uvolnìným
Sybr Green I. V pøípadì existence
mutace, nasedne na místo primeru
pro mutaci komplementární PNA-
sonda. Jeliko� PNA není substrátem
pro polymerasu, amplifikace nepro-
bìhne a fluorescenèní signál není vy-
slán.
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Obr. 7: Prùkaz rRNA bakterií FISH s PNA sondou. Vlevo pou�it zelený, vpravo duální filtr.

Obr. 8: RTF-PCR a PNA-clamping


