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Резюме 

Мултирезистентността при човешки бактериални патогени се превърна в 

значително предизвикателство за глобалното здравеопазване през този век, главно 

поради широко разпространената злоупотреба с антибиотици в световен мащаб. В 

резултат на това милиони хора са засегнати от мултирезистентни бактериални инфекции. 

Процесите на разработване на антибиотици не могат да се справят с необходимостта от 

производство на нови антибиотици. Следователно, трябва да бъдат изобретени по-

продуктивни методи за разработване на антибиотици. Тази статия представя изцяло 

рационален подход за откриване на антибактериални лекарства, базиран на химерно 

антисенс олигонуклеотидно насочване (ASO) към аденилат киназната иРНК в 

Staphylococcus aureus. ASO се доставя в бактериите чрез проникващия в клетките 

олигопептид pVEC. pVEC-ASO1 проявява бактерициден ефект срещу Staphylococcus 

aureus, с минимална инхибираща концентрация от 500 nM. pVEC-ASO1 има 98% процент 

на оцеляване при същата концентрация върху клетъчни линии. Тези открития 

категорично показват, че този химерен ASO е обещаващ кандидат за антибактериално 

лекарство. Освен това, това е петата бактериална мРНК, към която успешно сме се 

насочили с pVEC-ASO, което предоставя допълнителни доказателства за ефективността 
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на нашия подход. За разлика от предишните четири мишени, рибопревключватели, 

разположени в 5′-нетранслираната област, ние се насочваме към кодиращата част на 

мРНК, намираща се в бактериите. Това предполага, че нашият подход може да има много 

по-широки терапевтични приложения. 

Abstract 

Multi-drug resistance in human bacterial pathogens has become a significant challenge 

for global healthcare this century, mainly due to the widespread misuse of antibiotics 

worldwide. As a result, millions of people have been affected by multi-drug-resistant bacterial 

infections. The antibiotic development pipelines cannot cope with the need to produce new 

antibiotics. Therefore, more productive antibiotic development methods must be invented. This 

paper presents an entirely rational approach for antibacterial drug discovery based on chimeric 

antisense oligonucleotide targeting (ASO) of the adenylate kinase mRNA in Staphylococcus 

aureus. The ASO is delivered into the bacteria via the cell-penetrating oligopeptide pVEC. The 

pVEC-ASO1 exhibits a bactericidal effect against Staphylococcus aureus, with a 50% minimal 

inhibitory concentration of 500 nM. The pVEC-ASO1 has a 98% survivability rate at the same 

concentration on cell lines. These findings strongly suggest that this chimeric ASO is a 

promising antibacterial drug candidate. Moreover, this is the fifth bacterial mRNA we have 

successfully targeted with pVEC-ASOs, providing further evidence for the efficiency of our 

approach. In contrast to the previous four targets, riboswitches residing in the 5′-untranslated 

region, we target the coding part of mRNA found in bacteria. That suggests that our approach 

may have much broader therapeutic applications. 

 

Резюме 

Като важни представители на функционалните нуклеинови киселини (FNA), 

аптамерите на базата на нуклеинови киселини регулират различни биологични процеси, 

играейки фундаментална роля в разработването на лекарства и терапията. Аптамерите са 

едноверижни молекули нуклеинови киселини, които могат да се сгъват в уникални 3D 

структури, позволявайки специфично свързване с широк спектър от цели. Техните 

свойства ги правят обещаващи инструменти в терапията, диагностиката и 

разработването на лекарства. Този преглед има за цел да обобщи текущото разбиране за 
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аптамерите, техните приложения във фармакологията и медицината, и техния потенциал 

като терапевтични агенти, биосензори и цели за откриване на лекарства. Разгледахме 

последните постижения в технологиите за селекция на аптамери, включително SELEX и 

неговите варианти, и изследвахме модификации за подобряване на стабилността и 

специфичността на аптамерите. Прегледът обхваща и функционалните роли на 

аптамерите при насочване към протеини, метаболити и регулаторни 

рибопревключватели, с акцент върху техните приложения в лечението на заболявания и 

диагностиката. Аптамерите проявяват висок афинитет и специфичност, сравними с 

антителата, но предлагат предимства при синтеза, модификацията и доставянето. 

Няколко лекарства, базирани на аптамери, са получили одобрение от FDA и продължават 

да се появяват нови терапевтични и диагностични приложения, включително биосензори 

за тежки метали, ракови биомаркери и вирусни патогени като SARS-CoV-2. 

Abstract 

As significant representatives of functional nucleic acids (FNAs), nucleic acid-based 

aptamers regulate various biological processes, playing a fundamental role in drug development 

and therapy. Aptamers are single-stranded nucleic acid molecules that can fold into unique 3D 

structures, allowing for specific binding to a wide range of targets. Their properties make them 

promising tools in therapeutics, diagnostics, and drug development. This review aims to 

summarize the current understanding of aptamers, their applications in pharmacology and 

medicine, and their potential as therapeutic agents, biosensors, and targets for drug discovery. 

We examined recent advances in aptamer selection technologies, including SELEX and its 

variants, and explored modifications to enhance aptamer stability and specificity. The review 

also covers the functional roles of aptamers in targeting proteins, metabolites, and regulatory 

riboswitches, with emphasis on their applications in disease treatment and diagnostics. 

Aptamers exhibit high affinity and specificity comparable to antibodies but offer advantages in 

synthesis, modification, and delivery. Several aptamer-based drugs have gained FDA approval, 

and novel therapeutic and diagnostic applications continue to emerge, including biosensors for 

heavy metals, cancer biomarkers, and viral pathogens like SARS-CoV-2. 
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Този обзор е фокусиран върху антисенс и функционални нуклеинови киселини, 

използвани за напълно рационален дизайн на лекарства и оценка на лекарствените 

мишени, с цел намаляване на времето и средствата, изразходвани за разработване на 

лекарства, и увеличаване на процента на успешно разработване на лекарства. 

Нуклеиновите киселини имат уникални свойства, които играят две основни роли в 

разработването на лекарства като лекарствени мишени и като лекарства. Лекарствените 

мишени могат да бъдат информационни, рибозомни, некодиращи РНК, рибозими, 

рибопревключватели и други РНК. Освен това, различни антисенс и функционални 

нуклеинови киселини могат да бъдат ценни инструменти в откриването на лекарства. 

Много механизми за РНК-базиран контрол на генната експресия както в про- и 

еукариотите, така и в инженерните подходи, отварят нови пътища за откриване на 

лекарства с критична роля. Този преглед обсъжда принципите на проектиране, 

приложенията и перспективите на антисенс и функционалните нуклеинови киселини при 

доставянето и проектирането на лекарства. Такива нуклеинови киселини включват 

антисенс олигонуклеотиди, синтетични рибозими и siRNA, които могат да бъдат 

използвани за рационално разработване на антибактериални лекарства, което може да 

бъде много ефективно. Важна характеристика на антисенс и функционалните 

нуклеинови киселини е възможността за използване на рационални методи за 

проектиране за разработване на лекарства. Този преглед има за цел да популяризира тези 

нови подходи в полза на фармацевтичната индустрия и пациентите. 

Abstract 

This review is focused on antisense and functional nucleic acid used for completely 

rational drug design and drug target assessment, aiming to reduce the time and money spent 

and increase the successful rate of drug development. Nucleic acids have unique properties that 

play two essential roles in drug development as drug targets and as drugs. Drug targets can be 

messenger, ribosomal, non-coding RNAs, ribozymes, riboswitches, and other RNAs. 

Furthermore, various antisense and functional nucleic acids can be valuable tools in drug 

discovery. Many mechanisms for RNA-based control of gene expression in both pro-and-

eukaryotes and engineering approaches open new avenues for drug discovery with a critical 

role. This review discusses the design principles, applications, and prospects of antisense and 

functional nucleic acids in drug delivery and design. Such nucleic acids include antisense 

oligonucleotides, synthetic ribozymes, and siRNAs, which can be employed for rational 

antibacterial drug development that can be very efficient. An important feature of antisense and 



functional nucleic acids is the possibility of using rational design methods for drug 

development. This review aims to popularize these novel approaches to benefit the drug 

industry and patients. 

 

Резюме 

Резистентността към антимикробни лекарства се очертава като значително 

предизвикателство в съвременната медицина поради разпространението на множество 

бактериални щамове, резистентни на всички съществуващи антибиотици. 

Междувременно, рибопревключвателите се очертават като обещаващи цели за 

откриване на антибактериални лекарства. Рибопревключвателите са регулаторни 

елементи в определени бактериални мРНК, които могат да се свързват със специфични 

молекули и да контролират генната експресия чрез транскрипционно терминиране, 

предотвратяване на транслацията или дестабилизация на мРНК. Чрез насочване към 

рибопревключвателите, ние се стремим да разработим иновативни стратегии за борба с 

резистентните на антибиотици бактерии и да повишим ефикасността на 

антибактериалното лечение. Това съчетание на предизвикателства и възможности 

подчертава продължаващото търсене на революция в медицинските подходи срещу 

развиващите се бактериални заплахи. За първи път този иновативен преглед описва 

рационалния дизайн и приложенията на химерни антисенс олигонуклеотиди като 

антибактериални агенти, насочени към четири рибопревключвателя, избрани въз основа 

на биоинформатични анализи в целия геном. Антисенс олигонуклеотидите са свързани с 

проникващия в клетките олигопептид pVEC, който прониква в грам-положителни и 

грам-отрицателни бактерии и е насочен специфично към рибопревключвателите glmS, 

FMN, TPP и SAM-I в Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes и Escherichia coli. 

Средната антибиотична доза антисенс олигонуклеотиди, която инхибира 80% от 

бактериалния растеж, е около 700 nM (4,5 μg/mL). Антисенс олигонуклеотидите не 

проявяват токсичност в човешки клетъчни линии при тази концентрация. Резултатите 

показват, че тези рибопревключватели са подходящи мишени за разработване на 

антибактериални лекарства, използващи антисенс олигонуклеотидна технология. 

Подходът е напълно рационален, тъй като изборът на подходящи рибопревключватели и 
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проектирането на ASO, които ги насочват, се основават на предварително определени 

критерии. Подходът може да се използва за разработване на тесно- или широкоспектърни 

антибиотици срещу мултирезистентни бактериални щамове за кратко време. Подходът е 

лесно адаптивен към нова резистентност, използвайки таргетираща NGS технология. 

Abstract 

Antimicrobial drug resistance has emerged as a significant challenge in contemporary 

medicine due to the proliferation of numerous bacterial strains resistant to all existing 

antibiotics. Meanwhile, riboswitches have emerged as promising targets for discovering 

antibacterial drugs. Riboswitches are regulatory elements in certain bacterial mRNAs that can 

bind to specific molecules and control gene expression via transcriptional termination, 

prevention of translation, or mRNA destabilization. By targeting riboswitches, we aim to 

develop innovative strategies to combat antibiotic-resistant bacteria and enhance the efficacy 

of antibacterial treatments. This convergence of challenges and opportunities underscores the 

ongoing quest to revolutionize medical approaches against evolving bacterial threats. For the 

first time, this innovative review describes the rational design and applications of chimeric 

antisense oligonucleotides as antibacterial agents targeting four riboswitches selected based on 

genome-wide bioinformatic analyses. The antisense oligonucleotides are coupled with the cell-

penetrating oligopeptide pVEC, which penetrates Gram-positive and Gram-negative bacteria 

and specifically targets glmS, FMN, TPP, and SAM-I riboswitches in Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes, and Escherichia coli. The average antibiotic dosage of antisense 

oligonucleotides that inhibits 80% of bacterial growth is around 700 nM (4.5 μg/mL). Antisense 

oligonucleotides do not exhibit toxicity in human cell lines at this concentration. The results 

demonstrate that these riboswitches are suitable targets for antibacterial drug development 

using antisense oligonucleotide technology. The approach is fully rational because selecting 

suitable riboswitch targets and designing ASOs that target them are based on predefined criteria. 

The approach can be used to develop narrow or broad-spectrum antibiotics against multidrug-

resistant bacterial strains for a short time. The approach is easily adaptive to new resistance 

using targeting NGS technology. 
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Епидемия от коронавирусна инфекция SARS-CoV-2 през декември 2019 г. в Ухан, 

провинция на Китай, предизвика световна пандемия, която доведе до опустошителни 

последици за здравните системи и икономиката в световен мащаб. Заразността на 

инфекцията и последиците от заболяването в ежедневието подчертаха голямата нужда 

от подходящо лечение срещу коронавируса възможно най-скоро. Поради това много 

учени по целия свят се фокусираха върху откриването на подходяща терапия срещу 

вируса. Настоящата статия обяснява структурата на вируса, патофизиологията на 

инфекцията със SARS-CoV-2 и различните терапии срещу SARS-CoV-2. Първите данни, 

отнасящи се до ефективността на ваксините от страните, които вече са започнали масови 

ваксинации, са положителни. Въпреки това е много рано да се правят заключения 

относно ефикасността на ваксините сред населението. Появата на нови вирусни мутации 

поражда опасения и принуждава някои страни да наложат допълнителни ограничения. 

Най-новият и най-заразен вариант, известен като Omicron, изглежда намалява 

значително глобалната пандемия. Предлагат се нови терапии за SARS-CoV-2, базирани 

на антисенс технология. 

Abstract 

An outbreak of coronavirus SARS-CoV-2 infection in December 2019 in Wuhan, a 

province of China, has caused a worldwide pandemic that led to devastating effects on 

healthcare systems and the economy worldwide. The contagiousness of the infection and the 

consequences of the disease in everyday life highlighted the great need for a suitable treatment 

against coronavirus as soon as possible. Therefore, lots of scientists all around the world 

focused on the discovery of a proper therapy against the virus. The present article explains the 

structure of the virus, the pathophysiology of the infection with SARS-CoV-2, and various 

therapies against SARS-CoV-2. The first data that concern the effectiveness of vaccines from 

the countries that have already started mass vaccinations are positive. However, it is very early 

to conclude about the efficacy of vaccines in the population. The appearance of novel virus 

mutations raises concerns and forces some countries to impose further restrictions. The latest 

and the most contagious variant, known as Omicron, seems to decrease the global pandemic 

significantly. New SARS-CoV-2 therapies are suggested based on antisense technology.  
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През декември 2019 г. в Ухан, провинция на Китай, се появи огнище на 

коронавирусна инфекция, наречена SARS-CoV-2. То предизвика световна пандемия, 

която доведе до опустошителни последици за здравните системи и икономиката. 

Заразността на инфекцията и последиците от болестта в ежедневието подчертаха 

голямата нужда от подходящо лечение срещу коронавируса възможно най-скоро. 

Поради това много учени по целия свят се фокусираха върху откриването на подходяща 

терапия срещу вируса. Настоящата статия обяснява основните разлики в клиничната 

картина между различните пациенти, характеристиките и съпътстващите заболявания на 

по-уязвимите хора, лекарствата и ваксините, използвани при масови ваксинации. 

Първите данни, отнасящи се до ефективността на ваксините от страните, които вече са 

започнали масови ваксинации, са положителни. Много е рано да се правят заключения 

за ефикасността на ваксините сред населението. Появата на нови вирусни мутации обаче 

поражда опасения и принуждава някои страни да наложат допълнителни ограничения. 

Най-новият и най-заразен вариант, известен като Омикрон, изглежда намалява 

значително глобалната пандемия. 

Abstract 

An outbreak of coronavirus infection named SARS-CoV-2 emerged in December 2019 

in Wuhan, a province of China. It caused a worldwide pandemic that led to devastating effects 

on healthcare systems and the economy. The contagiousness of the infection and the 

consequences of the disease in everyday life highlighted the great need for a suitable treatment 

against coronavirus as soon as possible. Therefore, lots of scientists all around the world 

focused on the discovery of a proper therapy against the virus. The present article explains the 

main differences in the clinical picture among different patients, the characteristics and 

concomitant diseases of more vulnerable people, medicines, and vaccines used in mass 

vaccinations. The first data that concern the effectiveness of vaccines from the countries that 

have already started mass vaccinations are positive. It is very early to conclude about the 

efficacy of vaccines in the population. However, the appearance of novel virus mutations raises 

concerns and forces some countries to impose further restrictions. The latest and the most 

contagious variant, known as Omicron, seems to decrease the global pandemic significantly. 

 

 



 

Резюме 

Различни генни репортерни анализи се използват за количествено определяне на 

различни методи за синтетичен контрол на генната експресия. Активността на 

репортерния протеин, флуоресценция или химическо оцветяване, обикновено е 

пропорционална на нивото на произведена иРНК в клетката и може да се използва за 

наблюдение на активността на промотор или енхансер. Такъв репортерен ген е lacZ от 

Escherichia coli, кодиращ β-галактозидаза. Клонирахме PL промотора от фаг ламбда в 

плазмида pRS414 с размер над 10 kb, за да създадем генен репортерен анализ. В 

плазмида, използван за вмъкване на промотора, беше въведен рестрикционен сайт KpnI, 

заедно с рибозомно свързващо място за бактериална и археална иРНК и инициирането 

на транскрипционния кодон ATG в рамка с lacZ. Анализите на β-галактозидазната 

активност показаха корелация между индуцираната експресия на lacZ гена и времето, 

което показва правилността на конструкцията, която може да се използва за анализи на 

активността на lacZ репортерния ген и синтетичен контрол на генната експресия в 

изследвания на синтетичната биология. Новият плазмид, наречен pRS414ge, е много 

подходящ за експерименти по РНК синтетична биология. 

Abstract 

Different gene reporter assays are used for quantifying various methods for synthetic 

control of gene expression. The activity of a reporter protein, fluorescence or chemical stain, is 

usually proportional to the level of mRNA produced in the cell and can be utilized for 

monitoring the activity of a promoter or enhancer. Such a reporter gene is the lacZ from 

Escherichia coli, encoding β- galactosidase. We cloned the PL promoter from phage lambda 

into the pRS414 plasmid of over 10kb to create a gene reporter assay. A KpnI restriction site 

was introduced into the plasmid used for inserting the promoter together with a ribosomal 

binding site for bacterial and archaeal mRNA and the initiation of transcription codon ATG in 

frame with the lacZ. B-galactosidase activity assays showed a correlation between the induced 

expression of the lacZ gene and the time, indicating the rightness of the construct, which can 

be used for lacZ reporter gene activity assays and synthetic control of gene expression in 
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synthetic biology studies. The new plasmid named pRS414ge is very suitable for RNA synthetic 

biology experiments. 

 

 

Резюме 

През последните няколко десетилетия, резистентността към антибиотици се 

очерта като значително предизвикателство в съвременната медицина поради появата на 

много бактериални патогенни щамове, резистентни на всички известни антибиотици. В 

същото време, рибопревключвателите се очертаха като нови мишени за откриване на 

антибактериални лекарства. Тук за първи път описваме дизайна и приложенията на 

антисенс олигонуклеотиди като антибактериални агенти, насочени към 

рибопревключвател. Антисенс олигонуклеотидите са ковалентно свързани с два 

различни клетъчно проникващи пептида, проникващи в Грам-положителни и Грам-

отрицателни бактериални клетки. Ние специално се насочваме към рибопревключватели 

на Flavin MonoNucleotide (FMN) в Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes и 

Escherichia coli, които контролират както синтеза, така и импорта на FMN прекурсори. 

Установихме средна антибиотична доза от антисенс олигонуклеотиди, която инхибира 

80% от бактериалния растеж при 700 nM (4,5 μg/mL). Освен това, антисенс 

олигонуклеотидите не проявяват токсичност в човешки клетъчни линии при тази 

концентрация. Резултатите показват, че рибопревключвателите са подходящи мишени в 

антисенс технологията за разработване на антибактериални лекарства. 

Abstract 

In the past several decades, antibiotic drug resistance has emerged as a significant 

challenge in modern medicine due to the rise of many bacterial pathogenic strains resistant to 

all known antibiotics. At the same time, riboswitches have emerged as novel targets for 

antibacterial drug discovery. Here for the first time, we describe the design and applications of 

antisense oligonucleotides as antibacterial agents that target a riboswitch. The antisense 

oligonucleotides are covalently coupled with two different cell-penetrating peptides, 

penetrating Gram-positive and Gram-negative bacterial cells. We specifically target Flavin 

MonoNucleotide (FMN) riboswitches in Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, and 
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Escherichia coli that control both synthesis and import of FMN precursors. We have established 

an average antibiotic dosage by antisense oligonucleotides that inhibit 80% of bacterial growth 

at 700 nM (4.5 μg/mL). Furthermore, the antisense oligonucleotides do not exhibit toxicity in 

human cell lines at this concentration. The results demonstrate that riboswitches are suitable 

targets in antisense technology for antibacterial drug development. 

 

Резюме 

С откриването на антибиотици, продуктивен период на иновации в областта на 

антибактериалните лекарства и тяхното приложение в здравните системи и селското 

стопанство доведе до спасяването на милиони животи. За съжаление, злоупотребата с 

антибиотици доведе до появата на много резистентни патогенни щамове. Някои 

рибопревключватели се превърнаха в обещаващи мишени за разработване на 

антибактериални лекарства. Тук описваме дизайна и приложенията на химерния 

антисенс олигонуклеотид (ASO) като нов антибактериален агент. pVEC-ASO-1 се състои 

от клетъчно проникващ олигопептид, известен като pVEC, прикрепен към 

олигонуклеотидна част с модификации от първо и второ поколение. Тази комбинация от 

модификации позволява специфично разграждане на иРНК при условия на множество 

промени чрез RNase H. pVEC-ASO е насочен към рибопревключвателя S-аденозил 

метионин (SAM)-I, който се намира в генома на много грам-положителни бактерии. 

Рибопревключвателят SAM-I контролира не само биосинтеза, но и транспорта на SAM. 

Установихме антибиотична доза от 700 nM (4,5 µg/mL) pVEC-ASO, която инхибира 80% 

от растежа на Staphylococcus aureus и Listeria monocytogenes. pVEC-ASO-1 не показва 

никаква токсичност в човешката клетъчна линия при концентрация MIC80. Доказахме, 

че рибопревключвателят SAM-I е подходяща мишена за разработване на 

антибактериални лекарства, базирани на ASO. Подходът е рационален и лесно се 

адаптира към други бактериални РНК мишени. 

Abstract 

With the discovery of antibiotics, a productive period of antibacterial drug innovation 

and application in healthcare systems and agriculture resulted in saving millions of lives. 

Unfortunately, the misusage of antibiotics led to the emergence of many resistant pathogenic 

strains. Some riboswitches have risen as promising targets for developing antibacterial drugs. 
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Here, we describe the design and applications of the chimeric antisense oligonucleotide (ASO) 

as a novel antibacterial agent. The pVEC-ASO-1 consists of a cell-penetrating oligopeptide 

known as pVEC attached to an oligonucleotide part with modifications of the first and the 

second generations. This combination of modifications enables specific mRNA degradation 

under multiple turnover conditions via RNase H. The pVEC-ASO targets the S-adenosyl 

methionine (SAM)-I riboswitch found in the genome of many Gram-positive bacteria. The 

SAM-I riboswitch controls not only the biosynthesis but also the transport of SAM. We have 

established an antibiotic dosage of 700 nM (4.5 µg/mL) of pVEC-ASO that inhibits 80% of the 

growth of Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. The pVEC-ASO-1 does not 

show any toxicity in the human cell line at MIC80's concentration. We have proven that the 

SAM-I riboswitch is a suitable target for antibacterial drug development based on ASO. The 

approach is rational and easily adapted to other bacterial RNA targets. 

 

Резюме 

В днешно време появата и предаването на мултирезистентни патогенни бактерии 

са сериозна заплаха, оказваща голям натиск върху здравните системи по целия свят. През 

последните години в световен мащаб са докладвани много тежки огнища на бактериални 

инфекции. Поради това има непосредствена нужда от разработване на антибиотици. 

Някои рибопревключватели са потенциални мишени за преодоляване на бактериалната 

резистентност. Тази статия демонстрира бактериостатичния ефект на антисенс 

олигонуклеотид (ASO), проектиран да потиска растежа на патогенни бактерии като 

Listeria monocytogenes, чрез насочване към рибопревключвателя на тиамин пирофосфат 

(TPP). Той не инхибира растежа на условно патогенните бактерии Escherichia coli, тъй 

като му липсва TPP рибопревключвателят, което показва специфичността на действието 

на нашия ASO. Той е ковалентно свързан с клетъчно-проникващия протеин pVEC. 

Направихме биоинформатични анализи на рибопревключвателя на тиамин пирофосфат 

относно неговата роля в синтезирането на метаболита тиамин пирофосфат, който е от 

съществено значение за бактериите. L. monocytogenes е вътрешно резистентен на 

цефалоспорини и обикновено се лекува с ампицилин. Установена е доза ASO, която 
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инхибира 80% от бактериалния растеж при 700 nM (4,5 μg/mL). По този начин, 

рибопревключвателят TPP е ценна антибактериална цел. 

Abstract 

Nowadays, the emergence and the transmission of multidrug-resistant pathogenic 

bacteria are a severe menace mounting a lot of pressure on the healthcare systems worldwide. 

Many severe outbreaks of bacterial infections have been reported worldwide in recent years. 

Thus, there is an immediate demand to develop antibiotics. Some riboswitches are potential 

targets for overcoming bacterial resistance. This paper demonstrates the bacteriostatic effect of 

an antisense oligonucleotide (ASO) engineered to suppress the growth of pathogenic bacteria 

such as Listeria monocytogenes by targeting the Thiamine Pyrophosphate (TPP) riboswitch. It 

does not inhibit the growth of the conditional pathogenic bacteria Escherichia coli, as it lacks 

the TPP riboswitch, showing the specificity of action of our ASO. It is covalently bonded with 

the cell-penetrating protein pVEC. We did bioinformatics analyses of the thiamine 

pyrophosphate riboswitch regarding its role in synthesizing the metabolite thiamine 

pyrophosphate, which is essential for bacteria. L. monocytogenes is intrinsically resistant to 

cephalosporins and usually is treated with ampicillin. A dosage of ASO has been established 

that inhibits 80% of bacterial growth at 700 nM (4.5 μg/mL). Thus, the TPP riboswitch is a 

valuable antibacterial target. 

 

Резюме 

Въпреки че синтетичната биология е нововъзникваща изследователска област, 

която стана известна през последното десетилетие, тя вече има много практически 

приложения. Приложенията ѝ обхващат областите на фармацевтичната биотехнология и 

откриването на лекарства, като предлагат важни нови методи и стратегии като 

метаболитно инженерство, препрограмиране на клетъчната съдба, производство на 

лекарства в генетично модифицирани организми, молекулярни лепила, функционални 

нуклеинови киселини и редактиране на генома. Този обзор разглежда основните пътища 

за приложение на синтетичната биология във фармацевтичната биотехнология. Авторите 

вярват, че синтетичната биология ще промени разработването и производството на 

лекарства до подобна степен, както напредъкът в органичния химичен синтез през 20-ти 
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век. Следователно, синтетичната биология вече играе съществена роля във 

фармацевтичната биотехнология, която е основният фокус на този обзор.  

Abstract 

Although synthetic biology is an emerging research field, which has come to 

prominence within the last decade, it already has many practical applications. Its applications 

cover the areas of pharmaceutical biotechnology and drug discovery, bringing essential novel 

methods and strategies such as metabolic engineering, reprogramming the cell fate, drug 

production in genetically modified organisms, molecular glues, functional nucleic acids and 

genome editing. This review discusses the main avenues for synthetic biology application in 

pharmaceutical biotechnology. The authors believe that synthetic biology will reshape drug 

development and drug production to a similar extent as the advances in organic chemical 

synthesis in the 20th century. Therefore, synthetic biology already plays an essential role in 

pharmaceutical, biotechnology, which is the main focus of this review. 

 

Резюме 

Поради постоянния растеж на мултирезистентните патогенни бактерии в световен 

мащаб, е от решаващо значение да се разработят нови антибактериални лекарства. Тази 

статия представя химерни антисенс олигонуклеотиди, които инхибират бактериалния 

растеж на Staphylococcus aureus, един от най-честите причинители на вътреболнични 

инфекции. Химерните антисенс олигонуклеотиди имат комбинация от химическа 

модификация от първо и второ поколение. За да доставим антисенс олигонуклеотидите 

в клетката, ние прилагаме проникващ в клетките олигопептид, прикрепен към тях. 

Извършихме пълни биоинформатични анализи на glmS рибозима, присъстващ в S. 

aureus, и неговата съществена роля в биохимичния път на синтеза на глюкозамин-6-

фосфат. Освен това, анализирахме бактериите за алтернативни метаболитни пътища, 

като например гена nagA. Първият антисенс олигонуклеотид е насочен изрично към glmS 

рибопревключвателя, докато вторият е насочен изрично към nagA mRNA. Оценихме, че 

комбинирани, антисенс олигонуклеотидите блокират изцяло синтеза на глюкозамин-6-

фосфат и инхибират бактериалния растеж на S. aureus. Въпреки това, 

рибопревключвателят glmS, насочен към антисенс олигонуклеотида, е достатъчен, за да 
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инхибира растежа на S. aureus с MIC80 от 5 μg/mL. Рибозимът glmS е много подходяща 

цел за разработване на антибактериални лекарства с антисенс олигонуклеотиди. 

Abstract 

Due to the steady rise of multidrug-resistant pathogenic bacteria worldwide, it is critical 

to develop novel antibacterial drugs. This article presents chimeric antisense oligonucleotides 

that inhibit the bacterial growth of Staphylococcus aureus, one of the most frequent causes of 

hospital-acquired infections. The chimeric antisense oligonucleotides have a combination of 

first- and second-generation chemical modification. To deliver the antisense oligonucleotides 

into a cell, we apply a cell-penetrating oligopeptide attached to them. We have performed 

complete bioinformatics analyses of the glmS ribozyme present in S. aureus and its essential 

role in the biochemical pathway of glucosamine-6-phosphate synthesis. Besides, we have 

analyzed the bacteria for alternative metabolic pathways, such as the nagA gene. The first 

antisense oligonucleotide explicitly targets the glmS riboswitch, while the second explicitly 

targets the nagA mRNA. We have evaluated that combined, the antisense oligonucleotides 

block the synthesis of glucosamine-6-phosphate entirely and inhibit the bacterial growth of S. 

aureus. However, the glmS riboswitch targeting the antisense oligonucleotide is sufficient to 

inhibit the growth of S. aureus with a MIC80 of 5 μg/mL. The glmS ribozyme is a very suitable 

target for antibacterial drug development with antisense oligonucleotides. 

 

Резюме 

Тази статия описва как функционалните нуклеинови киселини, като аптамери, 

антисенс олигонуклеотиди (ASO), малки интерфериращи (si) РНК и рибозими, се считат 

от някои изследователи за ценни инструменти за разработване на терапевтични агенти. 

Те не са достигнали особено бързо до пазара като лекарства поради ендогенните бариери 

пред извънклетъчния трафик и клетъчното усвояване на нуклеинови киселини и 

присъщата им нестабилност при прилагане in vivo. Въпреки това, изследвания, 

проведени от общността на инженерите на нуклеинови киселини и фармацевтичните 

компании за заобикаляне на тези пречки, доведоха до одобряването на няколко аптамери 

и ASO като лекарства. Терапевтичните препарати с нуклеинови киселини обикновено се 

прилагат локално в болна тъкан. Лекарствените кандидати, които понастоящем са в 

клинични изпитвания, обикновено използват същите методи на приложение като вече 
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лицензираните терапевтични препарати с нуклеинови киселини. Тези техники на 

приложение носят свои собствени рискове и предимства за безопасността. В тази статия 

се обсъжда настоящото състояние и са изброени потенциалните възможности за 

употреба на ASO и аптамери като лекарства. 

Abstract 

This chapter describes how functional nucleic acids, such as aptamers, antisense 

oligonucleotides (ASOs), small interfering (si) RNAs, and ribozymes are considered by some 

researchers as valuable tools to develop therapeutic agents. They have not been particularly fast 

in reaching the market as medicines, due to endogenous barriers to extracellular trafficking and 

cellular uptake of nucleic acids and their inherent instability when applied in vivo. However, 

research carried out by the nucleic acid engineering community and pharmaceutical companies 

to circumvent these obstacles has led to the approval of a few aptamers and ASOs as drugs. 

Nucleic acid therapeutics are usually administered locally to diseased tissue. The drug 

candidates currently in clinical trials commonly use the same administration methods as 

previously licensed nucleic acid therapeutics. These administration techniques carry their own 

safety risks and advantages. In this article, the present state is discussed and prospective options 

for the use ASOs and aptamers as drugs are listed. 

 

Резюме 

Добре установено е, че РНК е особено подходяща среда за разработване на 

молекулярни сензори, като РНК аптамери и алостерични рибозими. Те могат да бъдат 

използвани за различни биосензорни приложения, като например синтетичен контрол на 

генната експресия, откриване на молекули, откриване на лекарства и РНК изчисления. 

Освен това, РНК сензорите се предлагат за използване в различни терапевтични 

приложения. В тази глава представяме основните инженерни методи на РНК аптамери и 

алостерични рибозими, които са добре установени. Тези методи включват Систематична 

еволюция на лиганди чрез експоненциално обогатяване (SELEX) и изчислителен дизайн 

на алостерични рибозими и аптамери. Обсъдихме също така различни приложения на 

алостерични рибозими за синтетична регулация на генната експресия, РНК изчисления, 

биосензори и откриване на лекарства. Обсъждаме също приложенията на външно 
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насочвани последователности и антисенс олигонуклеотиди за инхибиране на 

специфични РНК in vivo, които променят генната експресия и могат да имат значителни 

терапевтични приложения. 

Abstract 

It is well established that RNA is a particularly suitable medium for engineering 

molecular sensors such as RNA aptamers and allosteric ribozymes. They can be employed for 

various biosensing applications such as synthetic control of gene expression, molecule 

detection, drug discovery, and RNA computing. Besides, RNA sensors are proposed to be used 

in different therapeutic applications. In this chapter, we present the main engineering methods 

of RNA aptamers and allosteric ribozymes that are well established. These methods include 

Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment (SELEX) and computation 

design of allosteric ribozymes and aptamers. We also discussed various applications of 

allosteric ribozymes for synthetic regulation of gene expression, RNA computing, biosensing, 

and drug discovery. We also discuss the applications of external-guided sequences and 

antisense oligonucleotides for the inhibition of specific RNAs in vivo that alters gene 

expression and can have significant therapeutic applications. 

 

Резюме 

Инженерството на нукеиновите киселини се е доказало като ефикасен начин за 

създаване на молекулярни превключватели, които могат да усещат и реагират на 

различни молекулярни сигнали както in vitro, така и in vivo (Breaker, 1997a). Както РНК 

(Koizumi et al., 1999), така и ДНК (Breaker, 1997b) молекули могат да бъдат използвани 

за изграждане на молекулярни биосензори, използвайки различни инженерни методи 

(Carmiet al., 1996; Tang and Breaker, 1997; Penchovsky and Breaker, 2005). Такива методи 

включват Систематична еволюция на лиганди чрез експоненциално обогатяване 

(SELEX) (Breaker, 1997a; Carmi et al., 1996), както и рационален дизайн (Tang and Breaker, 

1997) и изчислителна селекция (Penchovsky and Breaker, 2005; Penchovsky and Kostova, 

2013; Penchovsky, 2012b, 2013a). Сензорите на базата на нуклеинови киселини са ДНК 

или РНК аптамери и рибозими. Рибозимите притежават каталитична активност, докато 
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аптамерите селективно се свързват с целеви лиганд. Аптамерен домейн и рибозим могат 

да бъдат слети, използвайки и трите метода, за да се получи алостеричен рибозим. 

В тази глава описваме всички основни инженерни методи и приложения на РНК 

аптамери и алостерични рибозими. Алостеричните рибозими могат да бъдат 

проектирани да изпълняват сложни логически операции по предварително определени 

начини. Алостеричните рибозими и РНК аптамерите могат да се използват in vitro и in 

vivo, докато дезоксирибозимите и ДНК аптамерите се използват само in vitro 

приложения. Тук описваме основните подходи за инженерство на алостерични 

рибозими, като например компютърен дизайн и SELEX, както и техните настоящи 

приложения в нанобиотехнологиите и РНК синтетичната биология. Сравняваме in vitro 

и in silico методи за селекция за инженерство на рибозими, като се фокусираме върху 

техните предимства и бързи пътища. Разглеждаме основните приложения на 

проектираните рибозими и молекулярните биосензори. 

През последните 10 години проектираните рибозими са успешно използвани като 

молекулярни биосензори, изчислителни устройства и елементи за генен контрол. 

Алостеричните рибозими могат да се прилагат за наблюдение на малки молекули и ДНК 

и РНК олигомери в сложни смеси. Те се използват за контролиране на генната експресия 

както в еукариоти, така и в прокариоти. Най-новото приложение на дизайнерските 

рибозими може да конструира молекулярни изчислителни устройства, включително 

такива сложни логически функции. Обсъждаме също така различни механизми на 

действие на антисенс олигонуклеотиди (ASO) и външно насочени последователности 

(EGS) за специфично за последователността насочване на РНК in vivo, което може да 

изключи експресията на целевите гени (Penchovsky and Traykovska, 2015; Penchovsky and 

Traykovska, 2016). 

Abstract 

Nucleic acid engineering has proven to be an efficient way to produce molecular 

switches that can sense and react to various molecular signals both in vitro and in vivo (Breaker, 

1997a). Both RNA (Koizumi et al., 1999) and DNA (Breaker, 1997b) molecules can be used to 

build molecular biosensors using different engineering methods (Carmiet al., 1996; Tang and 

Breaker, 1997; Penchovsky and Breaker, 2005). Such methods involve Systematic Evolution 

of Ligands by EXponential Enrichment (SELEX) (Breaker, 1997a; Carmi et al., 1996), as well 

as a rational design (Tang and Breaker, 1997) and computational selection (Penchovsky and 

Breaker, 2005; Penchovsky and Kostova, 2013; Penchovsky, 2012b, 2013a). Nucleic acid-



based sensors are DNA or RNA aptamers and ribozymes. Ribozymes possess catalytic activity 

while aptamers selectively bind a target ligand. An aptamer domain and a ribozyme can be 

fused using all three methods to obtain an allosteric ribozyme. 

In this chapter, we describe all primary engineering methods and applications of RNA 

aptamers and allosteric ribozymes. Allosteric ribozymes can be engineered to execute complex 

logical operations in predefined ways. The allosteric ribozymes and the RNA aptamers can be 

employed in vitro and in vivo, while the deoxyribozymes and the DNA aptamers are used in 

vitro applications only. Herein, we describe the major approaches for engineering allosteric 

ribozymes, such as computational design and SELEX, and their current nanobiotechnology and 

RNA synthetic biology applications. We compare in vitro and in silico selection methods for 

engineering ribozymes focusing on their advantages and shortcuts. We review the main 

applications of designer ribozymes molecular biosensors. 

In the last 10 years, designer ribozymes have been successfully employed as molecular 

biosensors, computing devices, and gene control elements. Allosteric ribozymes can be applied 

to sense small molecules and DNA and RNA oligomers in complex mixtures. They are 

employed for controlling gene expression in both eukaryotes and prokaryotes. The latest 

application of designer ribozymes can construct molecular computing devices, including such 

complex logical functions. We also discuss various mechanisms of action of antisense 

oligonucleotides (ASOs) and external-guided sequences (EGSs) for sequence-specific targeting 

of RNAs in vivo that can switch off the expression of targeted genes (Penchovsky and 

Traykovska, 2015; Penchovsky and Traykovska, 2016). 

 

 

Резюме 

 През последните няколко десетилетия антибиотичната резистентност (АР; 

antibiotic resistance – AR) се очертава като значително предизвикателство за 

съвременната медицина поради нарастването на броя на патогенни бактериални щамове, 

устойчиви към всички известни антибиотици. Смъртността на хора, причинена от 

резистентни бактериални щамове, в световен мащаб нараства, а успоредно с това се 

повишава необходимостта от създаване на нови антибиотици. В тази монография са 
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описани методите за създаване на антисенс олигонуклеотиди (АСО-и) като нови 

антибактериални агенти, механизмите на тяхното действие и предизвикателствата за 

техните приложения. АСО-ите са проектирани специфично да се свързват с 

рибопревключватели, които се намират в генома на почти всички патогенни бактерии. 

Повечето бактериални рибопревключватели са разположени в 5′-нетранслирания район 

(5′-НТР; 5′ -untranslated region – 5′-UTR) на информационни рибонуклеинови киселини 

(иРНК; messenger RNAs – mRNAs). Повечето от тях функционират като алостерични 

цис-действащи елементи, контролиращи генната експресия на важни за бактерията гени. 

До днес няма данни за открити рибопревключватели в човешкия геном, което ги прави 

подходяща мишена за създаване на нови антибактериални агенти. Те регулират синтеза 

на жизненоважни клетъчни метаболити в различни патогенни бактерии по механизма на 

обратната негативна връзка – свързват се директно с крайния метаболит от 

биосинтетичния път. Контролът на генната експресия се осъществява на ниво 

транскрипция или транслация. Чрез използване на рибопревключватели като мишени 

ние разработваме иновативни стратегии за създаване на нови антибактериални агенти, 

които биха могли да се използват и срещу резистентни към антибиотици бактерии. Това 

допринася за развитието на по-ефективни методи за създаване на нови антибактериални 

агенти. Представеният в настоящата монография иновативен подход се основава на 

рационален дизайн и приложение на химерни АСО-и като антибактериални агенти. 

Дизайнът на АСО-ите се базира на изцяло биоинформатичен анализ, чрез който прецизно 

се определя нуклеотидната им последователност с цел специфично свързване с таргетния 

рибопревключвател. АСО-ите са химически модифицирани, за да се повиши тяхната 

ефективност, както и устойчивост спрямо действието на нуклеазните ензими в клетката. 

Освен това АСО-ите се свързват с клетъчно проникващ пептид (КПП; cell penetrating 

peptide – CPP), чрез който проникват в клетката – както в Грам-отрицателни и Грам-

положителни бактерии, така и в еукариотни клетки. Освен рационалния дизайн на АСО-

и ние избираме конкретни рибопревключватели като мишени за тях по чисто рационални 

биоинформатични критерии. Тази монография разглежда всички основни аспекти на 

потенциалното създаване и използване на антибиотици през призмата на антисенс 

олигонуклеотидната технология като нова гледна точка. 

Тази публикация представлява научна монография, както е отбалязано в 

писмените становища на тримата научни рецензенти. Тя е написана в съотвенствие с 

българските нормативните изисквания за монография. 



Abstract 

Over the past few decades, antibiotic resistance (AR) has emerged as a significant 

challenge for modern medicine due to the spread of the many pathogenic bacterial strains 

resistant to all known antibiotics. As a result, the human mortality rate caused by antibiotic-

resistant bacterial strains is growing worldwide. Thus, there is a need to develop new 

antibiotics. This monograph describes methods for creating antisense oligonucleotides (ASOs) 

as new antibacterial agents, the mechanisms of their action, and the challenges for their 

applications. ASOs are explicitly designed to bind riboswitch RNAs, which are present in the 

genome of almost all pathogenic bacteria. Most bacterial riboswitches are located in the 5′-

untranslated region (5′-UTR) of messenger ribonucleic acids (mRNAs; RNAs – mRNAs). Most 

of them function as allosteric cis-acting elements controlling the gene expression of essential 

bacterial genes. There is no evidence that riboswitches are found in the human genome, making 

them suitable targets for developing new antibacterial agents. Riboswitches regulate the 

synthesis of vital cellular metabolites in various pathogenic bacteria by negative feedback – 

they bind directly to the final metabolite of the biosynthetic pathway. 

The control of gene expression is carried out at a transcriptional or translational level. 

Using riboswitches as targets, we develop innovative strategies for developing new 

antibacterial agents that could be used against antibiotic-resistant bacteria. That contributes to 

creating more efficient methods for developing new antibacterial agents. This monograph 

presents an innovative approach based on the rational design and application of chimeric ASOs 

as antibacterial agents. The design of the ASOs is based on entirely bioinformatic analyses, 

through which their nucleotide sequence is precisely determined to bind to the target riboswitch 

specifically. ASOs are chemically modified to increase their effectiveness and resistance to the 

effects of nuclease enzymes in the cell. The ASOs are attached to cell-penetrating peptide 

(CPP), through which they can penetrate the cell in Gram-negative and Gram-positive bacteria 

and eukaryotic cells. In addition to the rational design of ASOs, we choose specific riboswitches 

as targets based on purely rational bioinformatics criteria. This monograph examines all the 

significant aspects of the potential creation and use of antibiotics through the prism of antisense 

oligonucleotide technology. 

This publication is a scientific monography, as noted in the written opinions of the three 

scientific reviewers. It is written under the Bulgarian normative requirements for a monography. 



 

Резюме 

През последните няколко десетилетия антибиотичната резистентност (АР; 

antibiotic resistance – AR) се очертава като значително предизвикателство за 

съвременната медицина поради нарастването на броя на патогенни бактериални щамове, 

устойчиви към всички известни антибиотици. Смъртността на хора, причинена от 

резистентни бактериални щамове, в световен мащаб нараства, а успоредно с това се 

повишава необходимостта от създаване на нови антибиотици. В тази монография са 

описани методите за създаване на антисенс олигонуклеотиди (АСО-и) като нови 

антибактериални агенти, механизмите на тяхното действие и предизвикателствата за 

техните приложения. АСО-ите са проектирани специфично да се свързват с 

рибопревключватели, които се намират в генома на почти всички патогенни бактерии. 

Повечето бактериални рибопревключватели са разположени в 5′-нетранслирания район 

(5′-НТР; 5′ -untranslated region – 5′-UTR) на информационни рибонуклеинови киселини 

(иРНК; messenger RNAs – mRNAs). Повечето от тях функционират като алостерични 

цис-действащи елементи, контролиращи генната експресия на важни за бактерията гени. 

До днес няма данни за открити рибопревключватели в човешкия геном, което ги прави 

подходяща мишена за създаване на нови антибактериални агенти. Те регулират синтеза 

на жизненоважни клетъчни метаболити в различни патогенни бактерии по механизма на 

обратната негативна връзка – свързват се директно с крайния метаболит от 

биосинтетичния път. Контролът на генната експресия се осъществява на ниво 

транскрипция или транслация. Чрез използване на рибопревключватели като мишени 

ние разработваме иновативни стратегии за създаване на нови антибактериални агенти, 

които биха могли да се използват и срещу резистентни към антибиотици бактерии. Това 

допринася за развитието на по-ефективни методи за създаване на нови антибактериални 

агенти. Представеният в настоящата монография иновативен подход се основава на 

рационален дизайн и приложение на химерни АСО-и като антибактериални агенти. 

Дизайнът на АСО-ите се базира на изцяло биоинформатичен анализ, чрез който прецизно 

се определя нуклеотидната им последователност с цел специфично свързване с таргетния 
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рибопревключвател. АСО-ите са химически модифицирани, за да се повиши тяхната 

ефективност, както и устойчивост спрямо действието на нуклеазните ензими в клетката. 

Освен това АСО-ите се свързват с клетъчно проникващ пептид (КПП; cell penetrating 

peptide – CPP), чрез който проникват в клетката – както в Грам-отрицателни и Грам-

положителни бактерии, така и в еукариотни клетки. Освен рационалния дизайн на АСО-

и ние избираме конкретни рибопревключватели като мишени за тях по чисто рационални 

биоинформатични критерии. Тази монография разглежда всички основни аспекти на 

потенциалното създаване и използване на антибиотици през призмата на антисенс 

олигонуклеотидната технология като нова гледна точка. 

Тази публикация представлява научна монография, както е отбалязано в 

писмените становища на тримата научни рецензенти. Тя е написана в съотвенствие с 

българските нормативните изисквания за монография. 

Abstract 

Over the past few decades, antibiotic resistance (AR) has emerged as a significant 

challenge for modern medicine due to the spread of the many pathogenic bacterial strains 

resistant to all known antibiotics. As a result, the human mortality rate caused by antibiotic-

resistant bacterial strains is growing worldwide. Thus, there is a need to develop new 

antibiotics. This monograph describes methods for creating antisense oligonucleotides (ASOs) 

as new antibacterial agents, the mechanisms of their action, and the challenges for their 

applications. ASOs are explicitly designed to bind riboswitch RNAs, which are present in the 

genome of almost all pathogenic bacteria. Most bacterial riboswitches are located in the 5′-

untranslated region (5′-UTR) of messenger ribonucleic acids (mRNAs; RNAs – mRNAs). Most 

of them function as allosteric cis-acting elements controlling the gene expression of essential 

bacterial genes. There is no evidence that riboswitches are found in the human genome, making 

them suitable targets for developing new antibacterial agents. Riboswitches regulate the 

synthesis of vital cellular metabolites in various pathogenic bacteria by negative feedback – 

they bind directly to the final metabolite of the biosynthetic pathway. 

The control of gene expression is carried out at a transcriptional or translational level. 

Using riboswitches as targets, we develop innovative strategies for developing new 

antibacterial agents that could be used against antibiotic-resistant bacteria. That contributes to 

creating more efficient methods for developing new antibacterial agents. This monograph 

presents an innovative approach based on the rational design and application of chimeric ASOs 

as antibacterial agents. The design of the ASOs is based on entirely bioinformatic analyses, 



through which their nucleotide sequence is precisely determined to bind to the target riboswitch 

specifically. ASOs are chemically modified to increase their effectiveness and resistance to the 

effects of nuclease enzymes in the cell. The ASOs are attached to cell-penetrating peptide 

(CPP), through which they can penetrate the cell in Gram-negative and Gram-positive bacteria 

and eukaryotic cells. In addition to the rational design of ASOs, we choose specific riboswitches 

as targets based on purely rational bioinformatics criteria. This monograph examines all the 

significant aspects of the potential creation and use of antibiotics through the prism of antisense 

oligonucleotide technology. 

This publication is a scientific monography, as noted in the written opinions of the three 

scientific reviewers. It is written under the Bulgarian normative requirements for a monography. 

 

Резюме 

През последните няколко десетилетия антибиотичната резистентност (АР; 

antibiotic resistance – AR) се очертава като значително предизвикателство за 

съвременната медицина поради нарастването на броя на патогенни бактериални щамове, 

устойчиви към всички известни антибиотици. Смъртността на хора, причинена от 

резистентни бактериални щамове, в световен мащаб нараства, а успоредно с това се 

повишава необходимостта от създаване на нови антибиотици. В тази монография са 

описани методите за създаване на антисенс олигонуклеотиди (АСО-и) като нови 

антибактериални агенти, механизмите на тяхното действие и предизвикателствата за 

техните приложения. АСО-ите са проектирани специфично да се свързват с 

рибопревключватели, които се намират в генома на почти всички патогенни бактерии. 

Повечето бактериални рибопревключватели са разположени в 5′-нетранслирания район 

(5′-НТР; 5′ -untranslated region – 5′-UTR) на информационни рибонуклеинови киселини 

(иРНК; messenger RNAs – mRNAs). Повечето от тях функционират като алостерични 

цис-действащи елементи, контролиращи генната експресия на важни за бактерията гени. 

До днес няма данни за открити рибопревключватели в човешкия геном, което ги прави 

подходяща мишена за създаване на нови антибактериални агенти. Те регулират синтеза 

на жизненоважни клетъчни метаболити в различни патогенни бактерии по механизма на 
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обратната негативна връзка – свързват се директно с крайния метаболит от 

биосинтетичния път. Контролът на генната експресия се осъществява на ниво 

транскрипция или транслация. Чрез използване на рибопревключватели като мишени 

ние разработваме иновативни стратегии за създаване на нови антибактериални агенти, 

които биха могли да се използват и срещу резистентни към антибиотици бактерии. Това 

допринася за развитието на по-ефективни методи за създаване на нови антибактериални 

агенти. Представеният в настоящата монография иновативен подход се основава на 

рационален дизайн и приложение на химерни АСО-и като антибактериални агенти. 

Дизайнът на АСО-ите се базира на изцяло биоинформатичен анализ, чрез който прецизно 

се определя нуклеотидната им последователност с цел специфично свързване с таргетния 

рибопревключвател. АСО-ите са химически модифицирани, за да се повиши тяхната 

ефективност, както и устойчивост спрямо действието на нуклеазните ензими в клетката. 

Освен това АСО-ите се свързват с клетъчно проникващ пептид (КПП; cell penetrating 

peptide – CPP), чрез който проникват в клетката – както в Грам-отрицателни и Грам-

положителни бактерии, така и в еукариотни клетки. Освен рационалния дизайн на АСО-

и ние избираме конкретни рибопревключватели като мишени за тях по чисто рационални 

биоинформатични критерии. Тази монография разглежда всички основни аспекти на 

потенциалното създаване и използване на антибиотици през призмата на антисенс 

олигонуклеотидната технология като нова гледна точка. 

Тази публикация представлява научна монография, както е отбалязано в 

писмените становища на тримата научни рецензенти. Тя е написана в съотвенствие с 

българските нормативните изисквания за монография. 

Abstract 

Over the past few decades, antibiotic resistance (AR) has emerged as a significant 

challenge for modern medicine due to the spread of the many pathogenic bacterial strains 

resistant to all known antibiotics. As a result, the human mortality rate caused by antibiotic-

resistant bacterial strains is growing worldwide. Thus, there is a need to develop new 

antibiotics. This monograph describes methods for creating antisense oligonucleotides (ASOs) 

as new antibacterial agents, the mechanisms of their action, and the challenges for their 

applications. ASOs are explicitly designed to bind riboswitch RNAs, which are present in the 

genome of almost all pathogenic bacteria. Most bacterial riboswitches are located in the 5′-

untranslated region (5′-UTR) of messenger ribonucleic acids (mRNAs; RNAs – mRNAs). Most 

of them function as allosteric cis-acting elements controlling the gene expression of essential 



bacterial genes. There is no evidence that riboswitches are found in the human genome, making 

them suitable targets for developing new antibacterial agents. Riboswitches regulate the 

synthesis of vital cellular metabolites in various pathogenic bacteria by negative feedback – 

they bind directly to the final metabolite of the biosynthetic pathway. 

The control of gene expression is carried out at a transcriptional or translational level. 

Using riboswitches as targets, we develop innovative strategies for developing new 

antibacterial agents that could be used against antibiotic-resistant bacteria. That contributes to 

creating more efficient methods for developing new antibacterial agents. This monograph 

presents an innovative approach based on the rational design and application of chimeric ASOs 

as antibacterial agents. The design of the ASOs is based on entirely bioinformatic analyses, 

through which their nucleotide sequence is precisely determined to bind to the target riboswitch 

specifically. ASOs are chemically modified to increase their effectiveness and resistance to the 

effects of nuclease enzymes in the cell. The ASOs are attached to cell-penetrating peptide 

(CPP), through which they can penetrate the cell in Gram-negative and Gram-positive bacteria 

and eukaryotic cells. In addition to the rational design of ASOs, we choose specific riboswitches 

as targets based on purely rational bioinformatics criteria. This monograph examines all the 

significant aspects of the potential creation and use of antibiotics through the prism of antisense 

oligonucleotide technology. 

This publication is a scientific monography, as noted in the written opinions of the three 

scientific reviewers. It is written under the Bulgarian normative requirements for a monography 

 

Резюме 

През последните няколко десетилетия антибиотичната резистентност (АР; 

antibiotic resistance – AR) се очертава като значително предизвикателство за 

съвременната медицина поради нарастването на броя на патогенни бактериални щамове, 

устойчиви към всички известни антибиотици. Смъртността на хора, причинена от 

резистентни бактериални щамове, в световен мащаб нараства, а успоредно с това се 

повишава необходимостта от създаване на нови антибиотици. В тази монография са 

описани методите за създаване на антисенс олигонуклеотиди (АСО-и) като нови 
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антибактериални агенти, механизмите на тяхното действие и предизвикателствата за 

техните приложения. АСО-ите са проектирани специфично да се свързват с 

рибопревключватели, които се намират в генома на почти всички патогенни бактерии. 

Повечето бактериални рибопревключватели са разположени в 5′-нетранслирания район 

(5′-НТР; 5′ -untranslated region – 5′-UTR) на информационни рибонуклеинови киселини 

(иРНК; messenger RNAs – mRNAs). Повечето от тях функционират като алостерични 

цис-действащи елементи, контролиращи генната експресия на важни за бактерията гени. 

До днес няма данни за открити рибопревключватели в човешкия геном, което ги прави 

подходяща мишена за създаване на нови антибактериални агенти. Те регулират синтеза 

на жизненоважни клетъчни метаболити в различни патогенни бактерии по механизма на 

обратната негативна връзка – свързват се директно с крайния метаболит от 

биосинтетичния път. Контролът на генната експресия се осъществява на ниво 

транскрипция или транслация. Чрез използване на рибопревключватели като мишени 

ние разработваме иновативни стратегии за създаване на нови антибактериални агенти, 

които биха могли да се използват и срещу резистентни към антибиотици бактерии. Това 

допринася за развитието на по-ефективни методи за създаване на нови антибактериални 

агенти. Представеният в настоящата монография иновативен подход се основава на 

рационален дизайн и приложение на химерни АСО-и като антибактериални агенти. 

Дизайнът на АСО-ите се базира на изцяло биоинформатичен анализ, чрез който прецизно 

се определя нуклеотидната им последователност с цел специфично свързване с таргетния 

рибопревключвател. АСО-ите са химически модифицирани, за да се повиши тяхната 

ефективност, както и устойчивост спрямо действието на нуклеазните ензими в клетката. 

Освен това АСО-ите се свързват с клетъчно проникващ пептид (КПП; cell penetrating 

peptide – CPP), чрез който проникват в клетката – както в Грам-отрицателни и Грам-

положителни бактерии, така и в еукариотни клетки. Освен рационалния дизайн на АСО-

и ние избираме конкретни рибопревключватели като мишени за тях по чисто рационални 

биоинформатични критерии. Тази монография разглежда всички основни аспекти на 

потенциалното създаване и използване на антибиотици през призмата на антисенс 

олигонуклеотидната технология като нова гледна точка. 

Тази публикация представлява научна монография, както е отбалязано в 

писмените становища на тримата научни рецензенти. Тя е написана в съотвенствие с 

българските нормативните изисквания за монография. 

Abstract 



Over the past few decades, antibiotic resistance (AR) has emerged as a significant 

challenge for modern medicine due to the spread of the many pathogenic bacterial strains 

resistant to all known antibiotics. As a result, the human mortality rate caused by antibiotic-

resistant bacterial strains is growing worldwide. Thus, there is a need to develop new 

antibiotics. This monograph describes methods for creating antisense oligonucleotides (ASOs) 

as new antibacterial agents, the mechanisms of their action, and the challenges for their 

applications. ASOs are explicitly designed to bind riboswitch RNAs, which are present in the 

genome of almost all pathogenic bacteria. Most bacterial riboswitches are located in the 5′-

untranslated region (5′-UTR) of messenger ribonucleic acids (mRNAs; RNAs – mRNAs). Most 

of them function as allosteric cis-acting elements controlling the gene expression of essential 

bacterial genes. There is no evidence that riboswitches are found in the human genome, making 

them suitable targets for developing new antibacterial agents. Riboswitches regulate the 

synthesis of vital cellular metabolites in various pathogenic bacteria by negative feedback – 

they bind directly to the final metabolite of the biosynthetic pathway. 

The control of gene expression is carried out at a transcriptional or translational level. 

Using riboswitches as targets, we develop innovative strategies for developing new 

antibacterial agents that could be used against antibiotic-resistant bacteria. That contributes to 

creating more efficient methods for developing new antibacterial agents. This monograph 

presents an innovative approach based on the rational design and application of chimeric ASOs 

as antibacterial agents. The design of the ASOs is based on entirely bioinformatic analyses, 

through which their nucleotide sequence is precisely determined to bind to the target riboswitch 

specifically. ASOs are chemically modified to increase their effectiveness and resistance to the 

effects of nuclease enzymes in the cell. The ASOs are attached to cell-penetrating peptide 

(CPP), through which they can penetrate the cell in Gram-negative and Gram-positive bacteria 

and eukaryotic cells. In addition to the rational design of ASOs, we choose specific riboswitches 

as targets based on purely rational bioinformatics criteria. This monograph examines all the 

significant aspects of the potential creation and use of antibiotics through the prism of antisense 

oligonucleotide technology. 

This publication is a scientific monography, as noted in the written opinions of the three 

scientific reviewers. It is written under the Bulgarian normative requirements for a monography 



 

Резюме 

През последните няколко десетилетия антибиотичната резистентност (АР; 

antibiotic resistance – AR) се очертава като значително предизвикателство за 

съвременната медицина поради нарастването на броя на патогенни бактериални щамове, 

устойчиви към всички известни антибиотици. Смъртността на хора, причинена от 

резистентни бактериални щамове, в световен мащаб нараства, а успоредно с това се 

повишава необходимостта от създаване на нови антибиотици. В тази монография са 

описани методите за създаване на антисенс олигонуклеотиди (АСО-и) като нови 

антибактериални агенти, механизмите на тяхното действие и предизвикателствата за 

техните приложения. АСО-ите са проектирани специфично да се свързват с 

рибопревключватели, които се намират в генома на почти всички патогенни бактерии. 

Повечето бактериални рибопревключватели са разположени в 5′-нетранслирания район 

(5′-НТР; 5′ -untranslated region – 5′-UTR) на информационни рибонуклеинови киселини 

(иРНК; messenger RNAs – mRNAs). Повечето от тях функционират като алостерични 

цис-действащи елементи, контролиращи генната експресия на важни за бактерията гени. 

До днес няма данни за открити рибопревключватели в човешкия геном, което ги прави 

подходяща мишена за създаване на нови антибактериални агенти. Те регулират синтеза 

на жизненоважни клетъчни метаболити в различни патогенни бактерии по механизма на 

обратната негативна връзка – свързват се директно с крайния метаболит от 

биосинтетичния път. Контролът на генната експресия се осъществява на ниво 

транскрипция или транслация. Чрез използване на рибопревключватели като мишени 

ние разработваме иновативни стратегии за създаване на нови антибактериални агенти, 

които биха могли да се използват и срещу резистентни към антибиотици бактерии. Това 

допринася за развитието на по-ефективни методи за създаване на нови антибактериални 

агенти. Представеният в настоящата монография иновативен подход се основава на 

рационален дизайн и приложение на химерни АСО-и като антибактериални агенти. 

Дизайнът на АСО-ите се базира на изцяло биоинформатичен анализ, чрез който прецизно 

се определя нуклеотидната им последователност с цел специфично свързване с таргетния 

рибопревключвател. АСО-ите са химически модифицирани, за да се повиши тяхната 
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ефективност, както и устойчивост спрямо действието на нуклеазните ензими в клетката. 

Освен това АСО-ите се свързват с клетъчно проникващ пептид (КПП; cell penetrating 

peptide – CPP), чрез който проникват в клетката – както в Грам-отрицателни и Грам-

положителни бактерии, така и в еукариотни клетки. Освен рационалния дизайн на АСО-

и ние избираме конкретни рибопревключватели като мишени за тях по чисто рационални 

биоинформатични критерии. Тази монография разглежда всички основни аспекти на 

потенциалното създаване и използване на антибиотици през призмата на антисенс 

олигонуклеотидната технология като нова гледна точка. 

Тази публикация представлява научна монография, както е отбалязано в 

писмените становища на тримата научни рецензенти. Тя е написана в съотвенствие с 

българските нормативните изисквания за монография. 

Abstract 

Over the past few decades, antibiotic resistance (AR) has emerged as a significant 

challenge for modern medicine due to the spread of the many pathogenic bacterial strains 

resistant to all known antibiotics. As a result, the human mortality rate caused by antibiotic-

resistant bacterial strains is growing worldwide. Thus, there is a need to develop new 

antibiotics. This monograph describes methods for creating antisense oligonucleotides (ASOs) 

as new antibacterial agents, the mechanisms of their action, and the challenges for their 

applications. ASOs are explicitly designed to bind riboswitch RNAs, which are present in the 

genome of almost all pathogenic bacteria. Most bacterial riboswitches are located in the 5′-

untranslated region (5′-UTR) of messenger ribonucleic acids (mRNAs; RNAs – mRNAs). Most 

of them function as allosteric cis-acting elements controlling the gene expression of essential 

bacterial genes. There is no evidence that riboswitches are found in the human genome, making 

them suitable targets for developing new antibacterial agents. Riboswitches regulate the 

synthesis of vital cellular metabolites in various pathogenic bacteria by negative feedback – 

they bind directly to the final metabolite of the biosynthetic pathway. 

The control of gene expression is carried out at a transcriptional or translational level. 

Using riboswitches as targets, we develop innovative strategies for developing new 

antibacterial agents that could be used against antibiotic-resistant bacteria. That contributes to 

creating more efficient methods for developing new antibacterial agents. This monograph 

presents an innovative approach based on the rational design and application of chimeric ASOs 

as antibacterial agents. The design of the ASOs is based on entirely bioinformatic analyses, 

through which their nucleotide sequence is precisely determined to bind to the target riboswitch 



specifically. ASOs are chemically modified to increase their effectiveness and resistance to the 

effects of nuclease enzymes in the cell. The ASOs are attached to cell-penetrating peptide 

(CPP), through which they can penetrate the cell in Gram-negative and Gram-positive bacteria 

and eukaryotic cells. In addition to the rational design of ASOs, we choose specific riboswitches 

as targets based on purely rational bioinformatics criteria. This monograph examines all the 

significant aspects of the potential creation and use of antibiotics through the prism of antisense 

oligonucleotide technology. 

This publication is a scientific monography, as noted in the written opinions of the three 

scientific reviewers. It is written under the Bulgarian normative requirements for a monography 

 

Резюме 

През последните няколко десетилетия антибиотичната резистентност (АР; 

antibiotic resistance – AR) се очертава като значително предизвикателство за 

съвременната медицина поради нарастването на броя на патогенни бактериални щамове, 

устойчиви към всички известни антибиотици. Смъртността на хора, причинена от 

резистентни бактериални щамове, в световен мащаб нараства, а успоредно с това се 

повишава необходимостта от създаване на нови антибиотици. В тази монография са 

описани методите за създаване на антисенс олигонуклеотиди (АСО-и) като нови 

антибактериални агенти, механизмите на тяхното действие и предизвикателствата за 

техните приложения. АСО-ите са проектирани специфично да се свързват с 

рибопревключватели, които се намират в генома на почти всички патогенни бактерии. 

Повечето бактериални рибопревключватели са разположени в 5′-нетранслирания район 

(5′-НТР; 5′ -untranslated region – 5′-UTR) на информационни рибонуклеинови киселини 

(иРНК; messenger RNAs – mRNAs). Повечето от тях функционират като алостерични 

цис-действащи елементи, контролиращи генната експресия на важни за бактерията гени. 

До днес няма данни за открити рибопревключватели в човешкия геном, което ги прави 

подходяща мишена за създаване на нови антибактериални агенти. Те регулират синтеза 

на жизненоважни клетъчни метаболити в различни патогенни бактерии по механизма на 

обратната негативна връзка – свързват се директно с крайния метаболит от 
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биосинтетичния път. Контролът на генната експресия се осъществява на ниво 

транскрипция или транслация. Чрез използване на рибопревключватели като мишени 

ние разработваме иновативни стратегии за създаване на нови антибактериални агенти, 

които биха могли да се използват и срещу резистентни към антибиотици бактерии. Това 

допринася за развитието на по-ефективни методи за създаване на нови антибактериални 

агенти. Представеният в настоящата монография иновативен подход се основава на 

рационален дизайн и приложение на химерни АСО-и като антибактериални агенти. 

Дизайнът на АСО-ите се базира на изцяло биоинформатичен анализ, чрез който прецизно 

се определя нуклеотидната им последователност с цел специфично свързване с таргетния 

рибопревключвател. АСО-ите са химически модифицирани, за да се повиши тяхната 

ефективност, както и устойчивост спрямо действието на нуклеазните ензими в клетката. 

Освен това АСО-ите се свързват с клетъчно проникващ пептид (КПП; cell penetrating 

peptide – CPP), чрез който проникват в клетката – както в Грам-отрицателни и Грам-

положителни бактерии, така и в еукариотни клетки. Освен рационалния дизайн на АСО-

и ние избираме конкретни рибопревключватели като мишени за тях по чисто рационални 

биоинформатични критерии. Тази монография разглежда всички основни аспекти на 

потенциалното създаване и използване на антибиотици през призмата на антисенс 

олигонуклеотидната технология като нова гледна точка. 

Тази публикация представлява научна монография, както е отбалязано в 

писмените становища на тримата научни рецензенти. Тя е написана в съотвенствие с 

българските нормативните изисквания за монография. 

Abstract 

Over the past few decades, antibiotic resistance (AR) has emerged as a significant 

challenge for modern medicine due to the spread of the many pathogenic bacterial strains 

resistant to all known antibiotics. As a result, the human mortality rate caused by antibiotic-

resistant bacterial strains is growing worldwide. Thus, there is a need to develop new 

antibiotics. This monograph describes methods for creating antisense oligonucleotides (ASOs) 

as new antibacterial agents, the mechanisms of their action, and the challenges for their 

applications. ASOs are explicitly designed to bind riboswitch RNAs, which are present in the 

genome of almost all pathogenic bacteria. Most bacterial riboswitches are located in the 5′-

untranslated region (5′-UTR) of messenger ribonucleic acids (mRNAs; RNAs – mRNAs). Most 

of them function as allosteric cis-acting elements controlling the gene expression of essential 

bacterial genes. There is no evidence that riboswitches are found in the human genome, making 



them suitable targets for developing new antibacterial agents. Riboswitches regulate the 

synthesis of vital cellular metabolites in various pathogenic bacteria by negative feedback – 

they bind directly to the final metabolite of the biosynthetic pathway. 

The control of gene expression is carried out at a transcriptional or translational level. 

Using riboswitches as targets, we develop innovative strategies for developing new 

antibacterial agents that could be used against antibiotic-resistant bacteria. That contributes to 

creating more efficient methods for developing new antibacterial agents. This monograph 

presents an innovative approach based on the rational design and application of chimeric ASOs 

as antibacterial agents. The design of the ASOs is based on entirely bioinformatic analyses, 

through which their nucleotide sequence is precisely determined to bind to the target riboswitch 

specifically. ASOs are chemically modified to increase their effectiveness and resistance to the 

effects of nuclease enzymes in the cell. The ASOs are attached to cell-penetrating peptide 

(CPP), through which they can penetrate the cell in Gram-negative and Gram-positive bacteria 

and eukaryotic cells. In addition to the rational design of ASOs, we choose specific riboswitches 

as targets based on purely rational bioinformatics criteria. This monograph examines all the 

significant aspects of the potential creation and use of antibiotics through the prism of antisense 

oligonucleotide technology. 

This publication is a scientific monography, as noted in the written opinions of the three 

scientific reviewers. It is written under the Bulgarian normative requirements for a monography. 

 

 

Резюме  

Риборегулаторите са малки РНК, открити в бактерии, археи, растения и гъби. Те 

играят ключова роля в посттранскрипционната регулация на генната експресия. 

Риборегулаторите използват контрол на ниво РНК, засягайки процеси като иницииране 

на транслацията, терминиране на транслацията, сплайсинг на РНК и стабилност на мРНК 

в цис- или транс-състояние. Те се сдвояват с целева мРНК, за да блокират или представят 

мястото на свързване на рибозомата или да инициират разцепване на целевите РНК. При 

еукариотите се наблюдават аналогични системи с некодиращи РНК, които насочват 

индуцираните от РНК заглушаващи комплекси към комплементарни мРНК 

последователности, за да потиснат транслацията или да индуцират разграждане. 

23.  Dimitrios Kaloudas, Martina Traykovska, Nikolet Pavlova, Robert 

Penchovsky, Design and Applications of riboregulators, Handbook of Synthetic 

Biology, Springer Nature, 2025 (in press)  



Синтетичната биология използва риборегулатори за проектиране на генни вериги, които 

реагират на сигнали от околната среда или клетките. Тези проектирани риборегулатори 

често използват рибопревключватели или toehold превключватели, които променят 

конформацията при свързване на лигандна молекула или друга РНК, като по този начин 

включват или изключват генната експресия. Рибопревключвателите и toehold 

превключвателите могат да бъдат програмирани да изпълняват различни булеви 

логически функции. Тяхната висока програмируемост и специфичност ги правят ценни 

инструменти за генна регулация и биосензоризация както в естествени, така и в 

инженерни системи, движейки напредъка в биотехнологиите, функционалната геномика, 

откриването на лекарства и синтетичната биология. 

Abstract 

Riboregulators are small RNAs found in bacteria, archaea, plants, and fungi. They have 

a key part in the post-transcriptional regulation of gene expression. Riboregulators employ 

control at the RNA level, affecting processes such as  initiation of translation, termination of 

translation, RNA splicing, and mRNAstability in either a cis- or trans-action state. They base-

pair with a target mRNA  to block or present the ribosome’s binding site or to initiate cleavage 

of the  target RNAs. In eukaryotes, analogous systems are seen with noncoding RNAs  that 

guide RNA-induced silencing complexes to complementary mRNA  sequences to repress 

translation or induce degradation. Synthetic biology  utilizes riboregulators to engineer gene 

circuits that respond to environmental  or cellular signals. These engineered riboregulators often 

utilize riboswitches or  toehold switches that change conformation upon binding a ligand 

molecule or  another RNA, thereby turning gene expression on or off. Riboswitches andtoehold 

switches can be programmed to execute various Boolean logic functions. Their high 

programmability and specificity make them valuable tools for gene regulation and biosensoring 

in both natural and engineered systems, driving progress in biotechnology, functional 

genomics, drug discovery, and  synthetic biology.  
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