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Modified catalytic ribonucleic acids
Summary

Over the last decade, modified oligoribonucleotides have emerged as a
valuable tool in catalytic RNA studies. The range of incorporated nucleotide an-
alogues includes modifications in the base, sugar or phosphate moieties. The
comparisons of the properties of the modified RNA enzymes with unmodified
models allow one to draw the conclusions concerning the importance of spe-
cific functional groups within the catalytic RNA. In this review, we discuss the
selected examples of modified oligonucleotides applications to investigate
some aspects of mechanisms and structure/function relationships of small
ribozymes (hammerhead and hairpin). The importance of modifications for the
improvement of ribozyme catalytic activity and resistance to nucleases are also
presented.

Key words:
modified ribozymes, modified oligonucleotides, site-specific probes,
ribozyme structure-function.

1. Wstep

Od poczatku lat osiemdziesiatych, kiedy to Cech i wsp. (1)
oraz Altman i wsp. (2) odkryli katalityczne wihasciwosci czaste-
czek RNA, wiedza o budowie i funkcjonowaniu rybozymow
uleglta znacznemu wzbogaceniu. We wszechstronnych bada-
niach zidentyfikowano i scharakteryzowano szereg naturalnych
rybozyméw takich jak rybozymy samotngce {self-cleaving ribozy-
mes) typu gtowa miotka (hammerhead) (3), typu spinki do wtoséw
(hairpin) (3), rybozym wirusa wywotujacego zapalenie watroby
typu D (HDV) (4), rybozym VS (Varkud satellite) z Neurospora (5)
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oraz rybozymy zdolne do samodzielnego wycinania sie {self-splicing ribozymes), do
ktérych naleza introny grupy | i 1 (1). Katalitycznymi wiasciwosciami cechuje sie
réwniez podjednostka RNA wchodzaca w sktad RNazy P (2), a takze mate jadrowe
RNA (snRNA) (6). Wazna grupe katalitycznego RNA moze stanowi¢ rybosom (7-9).
Kazda klasa naturalnych rybozymoéw charakteryzuje sie specyficzng sekwencjg cen-
trum katalitycznego utworzonego poprzez aranzacje jedno- i/lub dwuniciowych frag-
mentow RNA oraz okreslonym mechanizmem dziatania (10,11). Szerzej zagadnienia
dotyczace charakterystyki naturalnych katalitycznych RNA zostaty oméwione w pol-
skim pismiennictwie w pracach przegladowych (12-15).

Nalezy dodac, ze rozwinieta na poczatku lat dziewiec¢dziesigtych metoda przy-
$pieszonej ewolucji kwaséw nukleinowych in vitro (SELEX) (16) pozwolita wytworzy¢
kilkadziesigt innych enzymdéw RNA tzw. nowych rybozymdw zdolnych do katalizo-
wania szeregu réznorodnych przemian biochemicznych i chemicznych (17,18).

Cechy katalitycznych RNA takie jak zdolno$¢ do autokatalitycznego rozszczepia-
nia nici RNA, przede wszystkim w uktadzie trans, specyficzno$¢ przeprowadzanych
reakcji, a takze mozliwos¢ wielokrotnego udziatu w reakcji (turnover), przyczynity
sie do powstania koncepcji wykorzystania rybozyméw jako $rodkéw terapeutycz-
nych skierowanych na eliminacje czasteczek RNA niepozadanych w komorce (strate-
gia rybozymowa hamowania ekspresji niepozadanych genow) (19-21).

Szczeg6lne znaczenie dla praktycznego zastosowania rybozymow in vivo majg
badania prowadzace do zwiekszenia ich trwatosci w komérce. Najbardziej efektyw-
nym sposobem przeciwdziatania niepozadanej degradacji rybozymoéw wprowadza-
nych egzogennie stanowi chemiczna modyfikacja ich struktury, przy czym wazne
jest, aby modyfikacje nie pozbawity rybozymu jego aktywnosci katalitycznej i nie
byty toksyczne dla komorki (20,21).

Wprowadzanie modyfikowanych jednostek nukleozydowych w $cisle okreslone,
funkcjonalnie wazne miejsca struktury rybozyméw (najczesciej w obrebie centrum
katalitycznego) odgrywa niezwykle istotng role w badaniach zaleznosci pomiedzy
struktura a funkcjg katalitycznych RNA. Whnioski z tych badan mogg stanowi¢ pod-
stawe do projektowania nowych, modyfikowanych rybozymoéw jako efektywnych
narzedzi molekularnych hamujacych ekspresje niepozadanych biatek.

Odnotowany w ostatnich latach znaczacy postep w metodyce syntezy diuzszych
fragmentoéw RNA, w tym roéwniez tych zawierajacych zmodyfikowane jednostki nu-
kleotydowe, stwarza realng mozliwos¢ totalnej chemicznej badZz chemiczno-enzy-
matycznej syntezy modyfikowanych rybozymdéw, zaréwno do celéw badawczych jak
i aplikacyjnych (22-26).

W artykule tym przedstawiamy przyklady zastosowan réznorodnych modyfikacji
jednostek nukleotydowych w badaniach rybozymoéw typu gltowy miotka i spinki do
wihoséw (oligomery RNA o diugosci kilkudziesieciu reszt nukleotydowych).
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2. Modyfikacje reszt nukleotydowych w badaniach rybozymu typu gtowy
miotka {hammerhead)

2.1. Wprowadzenie

Rybozym typu hammerhead jest najmniejszym naturalnie wystepujgcym rybozy-
mem (sekwencja okoto czterdziestu nukleotydéw). W jego domenie katalitycznej
mozna wyrdzni¢ trzy obszary o strukturze dwuniciowej (helisy I, I, Ill okreslane tez
jako trzony 1, II, llI; rys. la), utozone wokét wysoce konserwatywnego, jednonicio-
wego regionu rdzenia, zawierajagcego 11 nukleotydéw (12,27-29). Sekwencje frag-
mentéw helikalnych sg zmienne z wyjatkiem konserwatywnej pary zasad A15.1-U161
w helisie Ill. Migjsce ciecia tancucha oligorybonukleotydowego lezy miedzy helisg
I'i Ill, za sekwencjg NUH (H=U,C,A) (rys. 1a) (30). Degradacja wigzania internukleoty-
dowego nastepuje przez nukleofilowy atak grupy 2’0OH na sasiadujace centrum fos-
forodiestrowe z uzyskaniem 2’,3'-cyklicznego fosforanu 5’-terminalnego oligonukle-
otydu oraz produktu 3'-koricowego z wolng grupg 5-OH (31).

Istotne znaczenie dla poznawania zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywnoscig
katalityczng rybozymu hammerhead miato rozwigzanie struktury krystalicznych kom-
plekséw enzym-SLibstrat (33-35). W badaniach tych znaczaca role odegraty modyfi-
kacje jednostek nukieozydowych wprowadzone w ni¢ oligonukleotydowsg substratu
w celu zabezpieczenia go przed procesem degradacji. Pley i wsp. wykorzystali jako
SLibstrat oligomer DNA (33), natomiast Scott i wsp. wbudowali w miejsce ciecia
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Rys. 1. Schematy struktury drugorzedowej (a) i trzeciorzedowej (b) rybozymu typu hammerhad. Sys-
tem numeracji wg Hertela (32). Miejsce ciecia zaznaczono strzatka. N-dowolny nukleotyd; P = A lub G;
Y=UIlub C,H=A Club U
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(nukleozyd Hi7) 2’-0-metylocytydyne (34). Ustalona przestrzenna struktura kom-
pleksu enzym-substrat przypomina ksztattem litere ,Y” (rys. Ib). Wszystkie trzy he-
lisy rybozymu przyjmujg standardowa konformacje typu A. Helisy Il i Il sg kolinear-
ne poprzez potaczenie obszarem niekanonicznego parowania pomiedzy zasadami
NyGgAg a AidA]3Gi2. Kieszen katalityczng tworzy jednoniciowa sekwencja C3U4G5A5
z charakterystycznym motywem U-skretu miedzy jednostkami U4 i G5. System wigzan
wodorowych stabilizujgcych U-skret rybozymu jest analogiczny jak w czgsteczkach
tRNA (28,33,36,37).

Trzeciorzedowa struktura motywu katalitycznego hammerhead stanowi wazny
punkt odniesienia dla analizy wynikéw réznorodnych badan nad strukturalnymi
uwarunkowaniami aktywnosci katalitycznej rybozymu. Wiele z tych badan prowa-
dzonych jest w oparciu na wykorzystaniu modyfikacji jednostek nukleotydowych,
wprowadzanych selektywnie w $cisle okre$lone pozycje struktury rybozymu (24-26).
Zmiany w strukturze rybozymu mogg by¢ dokonywane przez wykorzystanie szero-
kiego spektrum modyfikowanych nukleotyddw, przy czym modyfikacje obejmuja
zaréwno reszte zasady heterocyklicznej (rys. 2) jak i reszte rybozy (gtdwnie modyfi-
kacje funkcji 2'0OH) oraz wigzanie fosforodiestrowe (rys. 3).

2.2. Zastosowanie modyfikacji reszt nukleotydowych do badania zaleznosci
pomiedzy struktura a funkcjg rybozymu hammerhead

2.2.1. Badania mechanizmu dziatania rybozymu; rola jonéw metali w katalizie

Modyfikacje w obrebie struktury dwunukleotydu tworzacego degradowane wigzanie
fosforodiestrowe (Hiy-N].]) byly szeroko stosowane w badaniach mechanistycznych ry-
bozyméw hammerhead (31,38,39). Wprowadzenie w miejsce ciecia H*ypNi-i reszty tio-
fosforanowej o zdefiniowanej konfiguracji (Rp lub Sp) pozwolito stwierdzié, ze reakcja
degradacji przebiega z inwersjg konfiguracji na atomie fosforu (40,41). Fakt, ze w bada-
niach krystalicznych komplekséw enzym-niedegradowalny substrat (33,34) wykazano
niezgodno$¢ przestrzennej orientacji zrywanego wigzania z wymogami stereochemicz-
nymi reakcji Sn2P, wyraznie $wiadczy o koniecznosci zmian w lokalnej konformacji
kompleksu enzym-substrat, ktére musza sie¢ dokona¢ pomiedzy stanem podstawowym
a stanem przejsciowym (10,11,38,39). Wspomniane zmiany konformacyjne znalazty po-
twierdzenie w badaniach rentgenostrukuralnych przeprowadzonych ostatnio przez
Murraya i wsp. (42). Autorzy wykorzystali 5’-C-metylo-fa//o-nukleozyd (rys. 3) jako jed-
nostke opuszczajaca w strukturze degradowanego dwunukleotydu (42). Wprowadzenie
tej modyfikacji, ograniczajacej znacznie szybko$¢ degradacji nici substratowej, pozwo-
lito na wychwycenie i analize kompleksu enzym-substrat bardziej zblizonego do struk-
tury stanu przejsciowego. Zaobserwowano istotne zmiany w orientacji przestrzennej
nukleotydu w pozycji 17 w stosunku do utozenia w stanie podstawowym (42).
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Innym przyktadem, ktorym mozna zilustrowa¢ mozliwos¢ zastosowania modyfi-
kacji do badania mechanizmu katalizy metodami krystalograficznymi Jest wykorzy-
stanie syntetycznego oligomeru substratowego, zawierajgcego w pozycji H17 nukle-
otyd z funkcjg 2'-OH zablokowang fotolabilng grupa o-nitrobenzylowa (rys. 2) (43).
Laserowa fotoliza tak modyfikowanej czasteczki RNA powoduje usuniecie grupy
ochronnej z funkcji 2'-OH, a nastepnie hydrolize wigzania fosforodiestrowego.
Strukture przestrzenng tworzgcego sie kompleksu mozna bada¢ technikg TRXRD
(time resolved X-ray diffraction).

Poréwnanie danych z badan rentgenostrukturalnych z licznymi rezultatami ma-
powania struktury rybozymu wykorzystujagcymi okreslenie wptywu charakteru i miej-
sca modyfikacji na aktywno$¢ katalityczng enzymu, zostato przedstawione w ob-
szernych pracach przegladowych (44,45). Istotna zgodnos¢ wynikéw z obu podejsé
badawczych dotyczy struktury rejonéw helikalnych, natomiast modyfikacje wprowa-
dzone w rejon kieszeni katalitycznej i w miejsce ciecia generalnie potwierdzajg
zmiany konformacyjne pomiedzy stanem podstawowym a stanem aktywnym kom-
pleksu enzym-SLibstrat. Przyktadowo, badania przeprowadzone z udziatem szero-
kiego spektrum modyfikacji reszty nukleotydowej w pozycji H17 (m.in. 6-azacytydy-
na, 6-metylocytydyna, 6-azaurydyna, 6-metylourydyna, 3-metylourydyna, 5-metylo-
izocytydyna, etenocytydyna, nukleozydy posiadajace jako zasade pierscienie 4-piry-
dynonu, 2-pirydynonu, 2-pirymidynon oraz rybofuranozyd pozbawiony zasady nu-
kleinowej, rys. 2) (46) moga by¢ skorelowane co do wymogow przestrzennych two-
rzenia wigzan wodorowych, poszerzenia zakresu kata wigzania glikozydowego i od-
dziatywan asocjacji warstwowej z wynikami badan rentgenostrukturalnych kom-
pleksu zblizonego do stanu przejsciowego (42).

Whprowadzenie modyfikacji w strukturze rybozymu lub jego nici substratowej
wielokrotnie wykorzystywano do zbadania udziatu i roli jonéw metali dwuwartoscio-
wych jako kofaktoréw reakcji przecinania wigzania fosforodiestrowego (38,39). Naj-
bardziej uzytecznymi modyfikacjami okazaty sie tiofosforany o zdefiniowanej konfi-
guracji (Rp i Sp), wprowadzone w miejsce ciecia HpNi i (40,47-52). Niejednoznaczna
interpretacja wynikow eksperymentéw degradacji tak modyfikowanego lybozymu
stanowi podstawe interesujgcej dyskusji dotyczacej koordynacji jonu Mg2+ przez
atom tlenu proR reszty fosforanowej i proby precyzyjnego okreslenia roli jonow me-
tali dwLiwarto$ciowych w katalizie (48,50-53). Ma to szczegdlnie istotne znaczenie
wobec ostatnich doniesien $wiadczacych o tym, ze obecnos$¢ jonéw metali dwuwar-
tosciowych nie jest bezwarunkowo konieczna dla aktywnosci katalitycznej rybozymu
hammerhead-, aktywno$¢ ta moze by¢ zachowana przy wysokim stezeniu jondw metali
jednowartosciowych. Coraz czesciej zatem wyrazany jest poglad, ze jony metalu
oprécz funkeji katalitycznych petnig istotng role strukturalng, wptywajac na wias-
ciwosci elektrostatyczne catego ukfadu i uczestniczac w procesie fatdowania struktu-
ry rybozymu prowadzacym do konformacji aktywnej katalitycznie (49,54-57).

Dynamike konformacji rybozymu pod wplywem zmiany stezenia jonéw magnezu
potwierdzono metodg pomiaru rezonansowego przeniesienia energii fluorescencji
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Rys. 3. Modyfikacje reszty cukrowej i grupy fosforanowej.

(FRET) (58,59). W badaniach tych wykorzystuje sie coraz fatwiej dostepne na drodze
chemicznej syntezy oligorybonukleotydy modyfikowane barwnikami fluorescencyj-
nymi. Stosujac technike usztywnienia struktury rybozymu poprzez utworzenie dro-
ga chemiczng odpowiednich mostkéw dwusiarczkowych, stwierdzono, ze tak zmo-
dyfikowany rybozym, zbudowany na bazie danych FRET, byt zdecydowanie mniej
aktyw'iily niz uzyskany w oparciu na danych krystalograficznych (60).

Do badania mechanizmu degradacji wigzania fosforodiestrowego zostata wyko-
rzystana reszta nukleotydu z funkcjg 5'-tiolowg (rys. 3). 5'-tiolo-5’-deoksynukleotyd
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wprowadzono w obszar degradowanego dwunukleotydu, w pozycje Ni | (nukleotyd
opuszczajacy). W przeprowadzonych badaniach kinetycznych zmodyfikowanego kom-
pleksu enzym-SLibstrat nie otrzymano jednoznacznej odpowiedzi na pytanie czy
odejscie grupy 5-OH jest etapem limitujagcym szybko$¢ degradacji (61-63).

Udziat i role jondw metali w aktywacji funkcji 2'-OH nukleozydu w pozycji H17,
probowano wyjasni¢ stosujac syntetyczny oligomer modyfikowany za pomocg
2'-tiolo-2’-deoksynukleozydu (rys. 3) (64,65). Zamiana funkcji 2’-OH na grupe 2'-SH
spowodowata zdecydowanie rézny przebieg reakcji. Zamiast spodziewanej degra-
dacji wiazania fosforodiestrowego, enzym katalizowat atak grupy 2’-SH na sasiedni
wegiel anomeryczny C-1' z uwolnieniem zasady heterocyklicznej i utworzeniem
1,2-episiarczku (64,65).

Do wyjasnienia roli jonow metali w katalizie wykorzystano roéwniez analogi nu-
kleotydowe modyfikowane w obrebie zasady heterocyklicznej. Wbudowanie mody-
fikacji z zasadg heterocykliczng pozbawiong grup funkcyjnych zdolnych do oddzia-
tywania z jonami metalu, a nastepnie zbadanie aktywnosci enzymu, daje mozliwos¢
okreslenia miejsc wigzania jondw metali. llustracjg tego sposobu postepowania
moga by¢ wyniki eksperymentéw zamiany reszty cytydyny w pozycji 17 na reszte
1-P-D-rybozydu 2-pirymidynonu (rys. 2) (66). Obserwowany brak zmiany aktywnosci
katalitycznej modyfikowanego rybozymu $wiadczy o braku miejsc wigzania jonow
Mg2+ w obrebie cytozyny 17 (66).

2.2.2. Modyfikacje chemiczne w badaniach jednoniciowego rdzenia kompleksu en-
zym-substrat

W celu wyjasnienia zalezno$ci miedzy struktura centrum katalitycznego a funk-
cja rybozymu hammerhead wprowadzono réznorodnie modyfikowane reszty nukle-
ozyddéw pirymidynowych i purynowych praktycznie w prawie kazda pozycje rejonu
rdzenia o zachowawczej sekwencji.

Obszar niekanonicznego parowania sie zasad NyGgAg z Al4A13G12 (rys. Ib) zostat
szczegOtowo zbadany przez wykorzystanie fragmentdw RNA o sekwencji motywu ham-
merhead zawierajacych modyfikowane nukleozydy purynowe, m.in. inozyne, nebulary-
ne, rybozyd puryny, rybozyd 2-aminopuryny, 7-deazaguanozyne i 6-metoksyguanozyne
(rys. 2) (67-73). Zastosowane modyfikacje ograniczaty mozliwo$¢ tworzenia wigzan wo-
dorowych, na skutek usuniecia egzocyklicznej grupy aminowej, atomu wodoru N'-H lub
modyfikacji pozycji 07. Jakiekolwiek zaburzenia w parowaniu sie zasad, wynikajgce
z wprowadzenia modyfikacji, powodowaly znaczne obnizenie aktywnosci katalitycznej
rybozymu. Najwiekszy wptyw na zmniejszenie szybkosci katalizy wywotato usuniecie
tlenu 0" w jednostce Gg (100-krotne obnizenie aktywnosci katalitycznej) i usuniecie
atomu wodoru N*-H w nukleotydach Gg i G12 (50-krotne zmniejszenie efektywnosci en-
zymatycznej). Wprowadzenie rybozydu purynowego w pozycje Al3 i Al4 zredukowato
aktywnos$¢ katalityczng rybozymu odpowiednio 16- i 19-krotnie.
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Wielokrotnie wykorzystywano modyfikacje nukleotyddw purynowych i pirymi-
dynowych do zbadania oddziatywan wystepujgcych w czteronukleotydowej konser-
watywnej sekwencji C3U4G5A6. Zastosowano miedzy innymi rybozyd purynowy
i 7-deazaguanozyne (rys. 2), ktore wbudowano w pozycje Ag. Usuniecie azotu
w rozwazanej purynie, wynikajace z modyfikacji tej pozycji za pomoca 7-deazagu-
anozyny, spowodowato 30-krotne obnizenie aktywnosci katalitycznej rybozymu
(71,72).

W badaniach nad rolg funkcji egzoaminowej, tlenu 0 i atomu wodoru N*-H gu-
anozyny G5 w tworzeniu aktywnego kompleksu enzym-substrat wykorzystano resz-
te inozyny, rybozydu 2-aminopuryny i 6-metoksyguanozyny (rys. 2). Wykazano, ze
usuniecie tlenu 0" lub egzocyklicznej grupy aminowej powoduje 20-krotny spadek
aktywnosci katalitycznej (67-69); natomiast usuniecie atomu wodoru N*-H guanozy-
ny G5 obniza aktywnos¢ 50-krotnie (70).

Znaczenie grup funkcyjnych cytydyny w pozycji C3 oraz urydyny w pozycji U4,
w tworzeniu aktywnej konformacji enzym-substrat, okreslono wykorzystujgc mody-
fikowane nukleotydy pirymidynowe m.in. (3-D-rybozyd 2-pirymidynonu i 4-tiourydy-
ne (66). Pierwsza modyfikacja umozliwiata zbadanie wptywu braku grupy egzoami-
nowej cytydyny (C3) oraz atomu wodoru N'-H i tlenu 0" urydyny (U4), natomiast
4-tiourydyna pozwolita zbada¢ znaczenie funkcji 0" urydyny (rys. 3). Wbudowanie
tych modyfikacji spowodowato Kkilkukrotny spadek aktywnosci katalitycznej rybozy-
mu (66).

Przedstawione wyniki korelacji struktury zasad heterocyklicznych modyfikowa-
nych rybozymow z danymi kinetycznymi stanowig potwierdzenie wysoce konserwa-
tywnego charakteru reszt nukleotydowych w jednoniciowym rejonie rdzenia katali-
tycznego (67-73).

2.2.3. Modyfikowane rybozymy hammerhead o zwiekszonej efektywnosci katali-
tycznej i poszerzonej specyficznosci substratowej

Mozliwos¢ wykorzystania rybozyméw hammerhead jako narzedzi terapeutycz-
nych wyznaczyta nowy kierunek badan, majgcych na celu poszukiwanie modyfiko-
wanych rybozymow o zwiekszonej efektywnosci katalitycznej.

Przykfadem ilustrujgcym takie poszukiwania sg badania przeprowadzone przez
zesp6&t naukowcow z Ribozyme Pharmaceutical Inc. (Boulder, Colorado USA) nad
modyfikacjami w pozycji Ny, jedynej nie zachowawczej pozycji w kieszeni katali-
tycznej rybozymu hammerhead (74). Przeprowadzono szczegétowe badania nad wy-
mogami strukturalnymi nukleotydu Ny, w ktérych wykorzystano szereg podstawien
resztami nukleotydéw modyfikowanych m.in. 3-metylourydyna, 6-metylourydyna,
pseudourydyna, 6-azaurydyna oraz resztami nukleotydéw zawierajgcych w miejscu
zasady heterocyklicznej 2-pirydynon, 4-pirydynon, aniline i pierscienn benzenowy
(rys. 2). W rezultacie otrzymano pie¢ rybozymdw charakteryzujacych sie zwiekszong
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efektywnoscig katalityczng (74). Wykazywaty one rowniez zwiekszong odpornos¢
na degradacje nukleazami (74). Na podstawie poréwnania efektywnosci katalitycz-
nej modyfikowanych rybozyméw wysunieto wniosek, ze zwiekszenie aktywnosci
katalitycznej rybozymow zawierajgcych reszty cytozyny, 3-metylouracylu, 4-pirydy-
nonu, aniliny i pierécien benzenowy jest wywotane stabilizacjg aktywnego komplek-
su enzym-substrat przez oddziatywania typu asocjacji warstwowej z Uie i. nie za$
tworzeniem wigzan wodorowych wewnatrz katalitycznego rdzenia.

Interesujgcym przyktadem mozliwosci modulowania dziatania rybozymu poprzez
wprowadzenie modyfikacji byta dokonana przez grupe Sproata zmiana specyficznosci
substratowej enzymu, z rozpoznawanej przez enzym sekwencji N15.2U161H17 (gdzie H
moga by¢ A, C, U) na 1717, Zamiane U161 na reszte cytydy powigzano z wpro-
wadzeniem reszty inozyny w miejsce A15.1 (75,76). Podstawa do takiej modyfikacji ry-
bozymu byty dane z badan struktury krystalicznej kompleksu enzym-substrat, w kto-
rych wykazano, ze konserwatywna para Ajs-i-Uie-i jest parg niekanoniczng i zawiera
tylko jedno wigzanie wodorowe miedzy grupg 4-ketonowa reszt urydyny i 6-aminowg
adenozyny. Zastapienie zatem pary Ais-pUie i parg lis rCi” i, w obrebie ktérej tworzy
sie pojedyncze wigzanie wodorowe (w tym przypadku miedzy grupg 4-aminowg C15.]
a 6-ketonowag 1151.), pozwolito na otrzymanie rybozymu o aktywnosci katalitycznej
zblizonej do analogu niemodyfikowanego. Ponadto grupa Sproata przeprowadzita
szczegbtowe badania nad strukturalnymi wymogami pary 115.1-C161 wprowadzajac
w pozycje 15-1, m.in. reszte 6-tioinozyny, 1-metyloinozyny, guanozyny, N,N-dimetylo-
guanozyny oraz 2-oksoguanozyny (rys. 2) (76). Sposrod wymienionych reszt nukleoty-
dowych 6-tioinozynowa, ktéra uniemozliwia utworzenie wigzania wodorowego z C15.1,
powodowata az 10-krotne obnizenie aktywnosci katalitycznej rybozymu, natomiast
wywodzgca sie z 1-metyloinozyny w pozycji 15-1 sprawita, ze rybozym byt nieaktyw-
ny. Wszystkie inne zaburzenia w strukturze inozyny jak brak atomu wodoru N*-H, mo-
dyfikacja pozycji czy uprotonowanie atomu azotu N* w niewielkim stopniu ob-
nizalty aktywno$¢ katalityczng enzymu. Warto podkresli¢, ze r6znorodne modyfikacje
wbudowane w pozycje U151 (1-p-D-rybozyd 2-pirymidynonu, 4-tiourydyna (66)) lub
A15.1 (rybonukleozyd purynowy (68), izoguanozyna (77)) ograniczajagce mozliwos¢ two-
rzenia wigzania wodorowego w parze A]5 i-Ui5.i powodowaty catkowitg inhibicje lub
kilkukrotne obnizenie szybkosci katalizy (66,68,77).

2.3. Zastosowanie modyfikacji reszt nukleotydowych do zwiekszenia stabilno-
$ci rybozymu typu hammerhead w medium komoérkowym

Projektowanie rybozyméw o zwiekszonej odpornosci na degradacje nukleazami
jest szczegdlnie istotne w kontekscie ich wykorzystania jako potencjalnych terapeu-
tykéw (19,20).

W celu przeciwdziatania niekorzystnej degradacji nukleolitycznej rybozymow
najszerzej stosuje sie modyfikacje tancucha fosforocukrowego poprzez zamiane
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jednostek rybo- na deoksynukleotydy, wprowadzenie podstawnikéw w pozycje 2'
reszt rybozy lub wykorzystanie ré6znorodnych analogéw wigzania fosforodiestrowe-
go (20).

Sposréd modyfikacji pozbawiajacych rybozym wolnych grup 2'-OH najczesciej
stosowane jest wprowadzenie 2’-deoksynukleotydéw Ilub 2’-fluoro-2'-deoksy-,
2'-amino-2’-deoksy-, 2'-0-metylo- i 2’-metoksyetoksynukleotyddw (rys. 3) (78-82).

Dla poprawienia trwatosci enzymu w komorce z powodzeniem wykorzystano ry-
bozymy zawierajagce modyfikacje w obrebie grupy fosforodiestrowej (tiofosforany,
faczniki amidowe i 2’,5'-fosforany, rys. 3). Najbardziej efektywne w procesie hamo-
wania ekspresji niepozadanych gendw i stabilne w warunkach fizjologicznych oka-
zaly sie rybozymy, w ktérych kilka (rzadziej jedna) z grup fosforodiestrowych zo-
stato podstawionych tiofosforanami (78,83-87). Powszechng strategig zwiekszania
ti‘'watosci enzymu na degradacje nukleolityczng jest wprowadzanie w sekwencje ry-
bozymu obu typow modyfikacji, modyfikacji grupy 2'-OH reszty cukrowej (najcze-
Sciej nukleozyd 2’-fluoro-2'-deoksypirymidynowy) oraz terminalnie zlokalizowanych
tiofosforanow (78). W eksperymentach, w ktérych wykorzystuje sie wymienione
modyfikacje rybozyméw stwierdzono ograniczenie ekspresji genu kodujacego lucy-
feraze (88) oraz ciecie okreslonych pozycji w sekwencji H1V-1 LTR-mRNA (89).

Zastgpienie wszystkich wigzan 3’,5'-fosforodiestrowych w helisach 1, 1l i Ill rybo-
zymu za pomocg hienaturalnych wigzan 2’,5'-fosforodiestrowych (90) pozwolito
otrzymac rybozym o cechach zwiekszonej odpornosci na degradacje nukleolityczng
i 0 aktywnosci katalitycznej porownywalnej z niemodyfikowanym analogiem. Warto
zauwazy¢, ze umieszczenie 2',5'-fosforodiestru w nici substratu, w miejscu hydroli-
zowanego wigzania internukleotydowego réwniez zwiekszyto odpornos¢é oligome-
ru na RNazy (90), ale rybozym nie wykazywat aktywnosci katalitycznej wobec tak
modyfikowanego substratu; wczesniej podobny rezultat uzyskano dla modyfikowa-
nego 2’,5-fosforodiestrem substratowego odpowiednika rybozymu hairpin (91).

Znane sg przyktady zwiekszania trwatosci rybozyméw w komérce przez umiesz-
czenie modyfikacji w obrebie rdzenia katalitycznego enzymu. Podstawienie wigza-
nia internukleotydowego U4PG5 (w motywie U-skretu kieszeni katalitycznej) wigza-
niem amidowym pozwolito otrzymac¢ rybozym o wydtuzonym okresie pottrwania
w komérce i aktywnosci katalitycznej poréwnywalnej z niemodyfikowanym analo-
giem (92).

3. Zastosowanie modyfikacji reszt nukleotydowych do badania rybozymu
typu spinka do wtoséw {hairpin)

Centrum katalityczne rybozymu hairpin skiada sie z dwdch sekwencji RNA; katali-
tycznego RNA o dhlugosci 50 nukleotydéw oraz substratowego RNA o diugosci
14 nukleotydow (rys. 4). Miedzy katalizatorem a substratem tworzg sie dwa obszary
parowania sie zasad: helisa | (6 par zasad) i helisa Il (4 pary zasad). Pozostate dwa re-
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jony helikalne umieszczone sg w obrebie enzymu. Sekwencja helis | i Il moze hy¢
dowolnie zmieniana pod warunkiem zachowania parowania sie zasad. Miejsce cie-
cia substratowego oligomeru RNA lezy w czteronukleotydowej sekwencji NGUC
(N = dowolny nukleotyd), w obrebie dinukleotydu NpG (93),

W wyniku degradacji wigzania fosforodiestrowego za pomocg rybozymu hairpin
uzyskuje sie produkty analogiczne jak dla rybozymu hammerhead (11,31,38,39,94).
W badaniach mechanizmu dziatania rybozymu hairpin przeprowadzonych z zastoso-
waniem tiofosforanéw o zdefiniowanej konfiguracji, umieszczonych w miejscu cig-
cia wykazano, ze jony metali nie uczestniczag w procesie zrywania wigzania internu-
kleotydowego (95-99). Rybozym hairpin zachowuje swoja aktywno$¢ w obecnosci
kompleksu Co(NH3)5"+, poliamin i antybiotykdéw aminoglikozydowych w $rodowi-
sku pozbawionym jonéw magnezu (95-97,100). W eksperymentach tych wskazuje
sie, ze jony metali nie biorg bezposredniego udziatu w procesie katalizy. Na podsta-
wie rozwigzanej ostatnio struktury trzeciorzedowej krystalicznego rybozymu hair-
pin zaproponowano, ze funkcje kwasowo-zasadowego katalizatora degradacji wigza-
nia internukleotydowego petnig prawdopodobnie reszty adeniny znajdujgce sie
w centrum aktywnym enzymu (101).

. U GnNi >
helisa | c Ne helisa Il
 — NN NN NN Y RN N >
petla A *A5()
5 N N NN N Ng G Y N NN N
Gl Ac N
N helisa
N
N
N. Ad3
G21
A2 petla B uat
A23
A2
C
-N
N
N helisa IV
N
3 5

Rys. 4. Struktura drugorzedowa rybozymu typu hairpin. Miejsce degradacji wigzania fosforodiestro-
wego zaznaczono strzatka. Oddziatywanie pethi A i B w aktywnym kompteksie enzym-substrat zaznaczo-
no podwdjna strzatkg. N-dowolny nukleotyd, R-puryna, Y-pirymidyna.
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Aktywnos¢ katalityczna rybozymu hairpin w znacznym stopniu zalezy od przyje-
cia przez czasteczke enzymu odpowiedniej konformacji, w ktorej mozliwe jest od-
dziatywanie pomiedzy domenami A i B. Dynamika konformacji enzymu spowodowa-
na wpltywem jonéw metali i innych kofaktoréw byta analizowana metoda FRET
(102), wykorzystujaca oligomery modyfikowane barwnikami fluorescencyjnymi oraz
poprzez usztywnienie struktury w oparciu na odpowiednich modyfikacjach dwu-
siarczkami (103).

Istotng role w badaniach zaleznosci pomiedzy struktura i funkcjg rybozymu typu
hairpin odegraty modyfikowane, syntetyczne rybonukleotydy, przy czym liczba
szczeg6towych danych eksperymentalnych jest mniejsza niz dla rybozymu hammer-
head. Najszerzej wykorzystywane byty modyfikacje w obrebie zasad heterocykticz-
nych. Na ich podstawie wykazano, ze wszystkie grupy funkcyjne krytyczne dla ak-
tywnosci kompleksu enzym-substrat sg zlokalizowane w obszarze petli A i petli
B (104-106). Obszar niekanoiiicziiego palowania sie zasad G21-A43, A22-U42 i A23-A40
wewnatrz petli B zostat zbadany przez wykorzystanie fragmentéw RNA modyfiko-
wanych nukleozydami purynowymi ograniczajagcymi mozliwos¢ tworzenia wigzan
wodorowych (m.in. inozyna, /V*-deazaguanozyna, 0*-metyloguanozyna, rys. 2) (107-109).
Interesujgcg modyfikacjg wprowadzong w petle B rybozymu byt facznik propylowy
(rys. 3) (110). jest to modyfikacja obejmujaca jedynie fragment pierscienia cukrowe-
go i pozwala utrzymac wihasciwg liczbe wiazan miedzy dwiema sasiednimi grupami
fosforanowymi. Umieszczenie takiej modyfikacji w sekwencji rybozymu, a nastepnie
zbadanie jego aktywnosci, daje mozliwos¢ okreslenia czy reszta danego nukleotydu
jest jedynie elementem struktury czy rowniez bierze udziat w utrzymaniu aktywnej
konformacji kompleksu enzym-substrat (110).

Réznorodnie modyfikowane puryny wprowadzono w pozycje G+i substratowe-
go obszaru petli A (111,112). Sposréd 2-aminopuryny, N”*-deazaguanozyny, inozyny
i 07-metylogLianozyny (rys. 2) najwiekszy wptyw na obnizenie aktywno$ci rybozymu
miaty dwie ostatnie modyfikacje (usuniecie grupy egzoaminowej w reszcie guaniny).
Szczego6lnie drastyczny efekt wywotato wprowadzenie reszty inozyny, powodujace
1000-krotne zmniejszenia aktywnosci enzymu (111,112).

Do analizy wptywu grup funkcyjnych istotnych dla aktywnosci enzymu intensyw-
nie wykorzystywane byly réwniez modyfikowane pochodne nukleozyd6éw pirymidy-
nowych. Grashy i wsp. zsyntetyzowali kilkanascie modyfikowanych oligomeréw,
w ktérych kazdg z reszt nukleozyddw pirymidynowych, krytycznych dla utworzenia
aktywnej struktury kompleksu enzym-substrat, zastapili modyfikowanym analo-
giem, m.in. wykorzystali reszte 4-tiourydyny, O™-metylourydyny, 0"-metylourydyny
i 1-(3-D-rybozydu 2-pirymidynonu (rys. 2) (113). Na podstawie wyznaczonych para-
metrow kinetycznych autorzy wykazali, ze kazda z reszt pirymidynowych U4i, U42
i C25 odgrywa istotng role w stabilizacji struktury trzeciorzedowej motywu hairpin.
Usuniecie atomu wodoru N*-H w pozycji U4l i U42, grupy egzoaminowej z C25 oraz
wprowadzenie modyfikacji w obrebie funkcji 4-ketonowej U42 zmniejsza szybkos¢
katalizy (113).
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Do identyfikacji grup funkcyjnych istotnych dla aktywnosci enzymu intensywnie
wykorzystywane byly rowniez 2’-deoksy i 2’-0-metylonukleozydy pirymidynowe
i purynowe (rys. 3) (114). Modyfikacja grupy 2’-OH w pozycji Aio lub Gn petli A czy
reszt nukleozyddw Kja lub C25 petli B wptywa na obnizenie aktywnosci enzymatycz-
nej rybozymu hairpin.

W dotychczasowych badaniach rybozymu hairpin wyraznie wskazuje sie na uwa-
runkowane wieloma czynnikami zmiany konformacyjne w strukturze rybozymu jako
na zjawisko o podstawowym znaczeniu dla jego aktywnosci katalitycznej (95-97).
Osiggniecie przez kompleks enzym-substrat aktywnej katalitycznie konformacji
umozliwia degradacje wigzania fosforodiestrowego, prawdopodobnie bez Kkatali-
tycznego udziatu jonéw metali dwuwartosciowych (11,94).

4. Uwagi koncowe

w prowadzonych od dwudziestu lat badaniach nad katalitycznymi RNA, zaréwno
podstawowych jak i aplikacyjnych, modyfikowane oligonukleotydy odegraty istotng
role jako specyficzne narzedzia molekularne do poznawania zaleznosci pomiedzy
strukturg rybozyméw a ich aktywnoscig katalityczng. Wkiad ten jest szczegOlnie
znaczacy w badaniach najmniejszych czasteczek katalitycznych RNA - rybozymow
hammerhead i hairpin.

Dalszy rozwdj chemii modyfikowanych nukleotydéw, metod syntezy dtuzszych
oligorybonukleotyddw jak réwniez metod specyficznego wbudowywania modyfiko-
wanych jednostek w tancuch RNA bez watpienia poszerzy zakres mozliwosci bada-
nia katalitycznych RNA. Modyfikowane rybozymy majg rowniez szanse sta¢ sie efek-
tywnymi terapeutykami w hamowaniu ekspresji gendw biatek niepozadanych w ko-
morce.

Praca byla finansowana z funduszu grantu KBN nr PBZ-KBN-059yT09/07.
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