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Summary

Over the last decade, antisense oligodeoxynucleotides and ribozymes have
emerged as valuable biochemical tools and promising therapeutic reagents in
medicine. This review describes the basic principles of their use in the strategy
of directed RNA degradation. The rules for the rational choice of targeted RNA
sequences, the properties of available RNA cleaving tools, as well as the major
problems that limit the effectiveness of this new technology, are discussed. Se-
lected examples of the successful use of antisense oligonucleotides and ribozymes
as antiviral agents are presented.
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1. Wprowadzenie

Dwudziesty wiek, dzieki rozwojowi biologii molekularnej
i biotechnologii, zaowocowat olbrzymim postepem w identyfika-
cji przyczyn szeregu chordb, opracowaniem szybkich i pewnych
metod ich diagnozowania oraz znalezieniem wielu skutecznych
metod terapii. Spektakularne osiggniecie korica wieku, jakim
byto zsekwencjonowanie ludzkiego genomu, wytyczy zapewne
kierunki rozwoju wielu obszaréw biologii i medycyny na nastep-
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ne dziesieciolecia. Istnieje jednakze wiele schorzen, na ktére nie ma skutecznej te-
rapii lub jest ona jedynie objawowa. Przyczyng licznych, czesto nieuleczalnych cho-
réb sa zakazenia wirusowe. Zaobserwowano, ze powodujgce je drobnoustroje po-
siadaja tatwos¢ rozprzestrzeniania sie, czesto wysoka zmiennos¢, poznano réwniez
budowe i cykl zyciowy wielu z nich. jednakze tylko dla niewielu wiruséw opracowa-
no szczepionki zapobiegajgce zakazeniom. Brak jest, jak dotad, w pelni skutecz-
nych metod terapii przeciwwirusowej, cho¢ w wielu laboratoriach prowadzone sg
intensywne prace nad sposobami eliminacji wiruséw z zakazonego organizmu, jed-
nym ze szczegolnie atrakcyjnych, potencjalnie skutecznych sposobdéw, jest strategia
ukierunkowanej degradacji RNA.

Strategia ukierunkowanej degradacji RNA wykorzystuje oligonukleotydy typu
antysens oraz rybozymy jako narzedzia molekularne w badaniach ekspresji genéw
i obiecujgce srodki terapeutyczne nowej generacji (1-10). Podejscie to moze by¢
réwniez bardzo przydatne w kolejnym etapie badarh genomu cztowieka, fazie usta-
lania funkcji poszczegdlnych gendw. Optymalizacjg metod strategii ukierunkowanej
degradacji RNA zajmuje sie wiele laboratoriow, a postep w tej dziedzinie stwarza
réwniez wieksze szanse zastosowania opracowanych narzedzi w terapii przeciwwi-
rusowej. Obecnie nie budzi juz watpliwosci fakt, ze wystepujace naturalnie w ko-
mérkach antysensowe oligonukleotydy i rybozymy uczestnicza w regulacji ekspresji
gendéw. Nalezy ,tylko” opracowac skuteczng technologie pozwalajgca na wykorzy-
stanie takich proceséw, ukierunkowane zgodnie z pozadanym celem. W artykule
tym przedstawiamy ogoélne zasady strategii ukierunkowanej degradacji RNA i zwigzane
z nig metody badawcze stuzgce projektowaniu specyficznych, wydajnych, stabilnych
i nietoksycznych narzedzi molekularnych. Przedstawiamy takze postep prac nad
mozliwoscig ich wykorzystania w terapii przeciwwirusowej.

2. Cel i zaiozenia strategii ukierunkowanej degradacji RNA

Strategia ukierunkowanej degradacji RNA ma na celu eliminacje lub ograniczenie
populacji czasteczek RNA niepozadanych w komorce, poprzez ich degradacje indu-
kowang obecnoscig wysoce specyficznych narzedzi molekularnych: oligomeréw DNA
typu antysens i rybozymow (rys. 1). Atakowane moga by¢ dowolnie wybrane czas-
teczki RNA. W przypadku préb eliminacji wirusa z komorki bedg to czgsteczki RNA
genomowe lub czgsteczki komplementarne powstajgce podczas replikacji wirusa,
a takze informacyjne RNA (mRNA), ktérych degradacja zmniejszy liczebnos¢ nie-
pozadanych, wirusowych biatek lub wrecz zablokuje proces ich translacji. Do ko-
morki wprowadzane sg oligomery DNA typu antysens lub rybozymy komplementar-
ne do wybranego regionu atakowanej czgsteczki RNA, ktére po hybrydyzacji indu-
kuja jej specyficzne przeciecie wedtug zaplanowanego mechanizmu dziatania. Za-
klada sie, ze oligomery DNA typu antysens aktywuja komoérkowa RNaze H, ktéra
przecina tancuch RNA w regionach heteroduplekséw. Spos6b dziatania rybozyméw
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Rys 1. Schemat ideowy zastosowania oligomeréw DNA typu antysens oraz rybozyméw w strategii
ukierunkowanej degradacji RNA w komorce.

jest podobny, a specyficzne ciecie RNA jest konsekwencjg ich wiasciwosci nukleoli-
tycznych (rys. 2).

Realizacja przedstawionej, zdawaloby sie prostej idei, wymaga rozwigzania sze-
regu problemow eksperymentalnych. Podstawowe znaczenie ma wybor efektywnej
metody wprowadzania oligonukleotydéw do komoérki (11-13). Stosowane sg dwa
sposoby: pierwszy polega na wprowadzeniu syntetycznych oligonukleotydéw z zew-
natrz, bezposrednio lub przy uzyciu nosnikéw, np. lipidéw kationowych. Drugi po-
lega na wprowadzeniu do komorki odpowiednio skonstruowanego wektora ekspre-
syjnego, za pomocag ktérego oligonukleotydy generowane sg wewnatrz komorki.
Wprowadzanie do komorki syntetycznych oligonukleotydéw wigze sie czesto z ko-
niecznoscig zwiekszenia ich trwatosci w srodowisku komérkowym. Za pomocg me-
tod chemicznych otrzymano szereg modyfikowanych oligonukleotydoéw o zwiekszo-
nej trwatosci, lecz niektére pochodne lub ich metabolity sg toksyczne. Generowanie
oligonukleotydéw wewnatrz komérki wymaga konstrukcji wektora, ktéry po wpro-
wadzeniu przez btone komdrkowa ulega wydajnej ekspresji w tej czesci komorki.
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Rys. 2. Oligomery DNA typu antysens oraz rybozymy wykorzystywane w strategii ukierunkowanej
degradacji RNA. A - oligomer DNA typu antysens: ODN; B-E - rybozymy: hammerhead, hairpin, delta
i RNaza P w obecnosci oligomeru EGS; F - fragment fancucha fosfocukrowego oligomeru DNA, R -
atom siarki, grupa metylowa, grupa benzylowa (odpowiednio: oligomery PS-ODN, Me-ODN i Bn-ODN).
Strzatki wskazujg miejsca przeciecia atakowanych czasteczek RNA.

gdzie zlokalizowane sg atakowane czgsteczki RNA. W ostatnich latach odnotowano
istotny postep w opracowywaniu metod wprowadzania oligonukleotydéw do ko-
morki i konstrukcji odpowiednich wektoréw, lecz metody te wymagajg dalszej opty-
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malizacji, a wyzwaniem pozostaje nadal problem ,kolokalizacji” oligonukleotydéw
z atakowang czgsteczka (11-13). Problemy zwigzane z realizacjg zaktadanej idei od-
dzialywania oligomeréw DNA typu antysens i rybozymOw z atakowang czasteczkag
RNA przedstawimy bardziej szczegétowo w nastepnych rozdziatach.

3. Atakowana czasteczka RNA

Celem ataku powinny by¢ czasteczki RNA o podstawowym znaczeniu, ktérych
degradacja tak ograniczy funkcje zyciowe wirusa, ze doprowadzi do jego eliminacji
bez udzialu lub z udzialem mechanizmoéw obronnych gospodarza. Wybrane przy-
ktady zastosowania strategii ukierunkowanej degradacji RNA do poszukiwania czyn-
nikdw przeciwwirusowych przedstawione zostaty w tabeli 1.

Uwaza sie, ze podstawowym warunkiem racjonalnego wyboru sekwencji rozpo-
znawanej przez oligomery DNA typu antysens lub rybozymy jest uwzglednienie do-
stepnosci do hybrydyzacji atakowanej czasteczki RNA (1-10). Dostepnos¢ ta ograni-
czona jest cechami jej struktury IlI- i lll-rzedowej oraz oddziatywaniami z innymi ma-
kroczasteczkami. W konsekwencji, na 18 do 20 testowanych oligomeréw tylko je-
den wykazuje znaczacy efekt inhibicji in vivo (14). Czesto stosowany w praktyce wy-
bér regionéw atakowanych na zasadzie empirycznej strategii walk-the-gene, jak sie
okazato, byt bardzo mato efektywny. Réwniez poszukiwanie regionéw dostepnych
do hybrydyzacji na podstawie wynikéw analizy komputerowej prawdopodobnych
struktur drugorzedowych RNA jest jak dotychczas mato skuteczne z powodu niedo-
skonatosci istniejgcych programéw i ztozonosci strukturalnej czasteczek RNA. Znacz-
nie lepsze rezultaty uzyskuje sie uwzgledniajac wyniki badan struktury ll-rzedowej
RNA za pomocg eksperymentalnych metod chemicznych lub enzymatycznych. Szcze-
golnie obiecujace sg doskonalone w ostatnich kilku latach, metody bezposredniego
oznaczania dostepnosci RNA do hybrydyzacji z wykorzystaniem bibliotek kombina-
torycznych oligonukleotydéw (15-19).

Istotny jest rowniez taki wybor sekwencji rozpoznawanej, aby oprocz dostepno-
éci byla ona charakterystyczna dla atakowanej czasteczki i nie wystepowata w in-
nych, komoérkowych RNA. Teoretycznie, hipotetyczna sekwencja typu random o wiel-
kosci haploidalnego genomu cztowieka zawiera 3000 kopii kazdej 10-nukleotydo-
wej sekwencji, podczas gdy dowolna 17-nukleotydowa sekwencja wystepuje tylko
raz. Planowanie krotkiej sekwencji stwarza zatem realne niebezpieczerstwo réwno-
czesnego atakowania wiecej niz jednej czasteczki RNA. Zwiekszenie jej diugosci
niekoniecznie jednak prowadzi¢ bedzie do zwiekszenia specyficznosci dziatania oli-
gomeru typu antysens lub rybozymu (lit. 20 oraz dyskusja w nastepnym rozdziale).
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Tabela 1

Wybrane przyktady zastosowania strategii ukierunkowanej degradacji RNA do poszukiwania czynnikéw
przeciwwirusowych

Sposéb
Cel ataku Narzedzie Ukiad testowy dostarcpzenialwek— Efekt dziatania Literatura
molekularne tor ekspresyjny
! 2 3 4 5 6
HIV-1 5'UTR hammerhead SW'480 plazmid inh. replikacji: 0-80% (43)
hairpin HelLa plazmid inh. replikacji: 75-85% (44)
hairpin Hela plazmid, retrowirus  inh. replikacji: 70-95%,  (45)
inh. replikacji: 60-90%
hairpin CD34-P retrowirus inh. replikacji: do 90% (46)
region LTR hammerhead HelLa lipofekcja inh. translacji: 90% 47)
hammerhead HeLa lipofekcja inh. translacji: 87% (48)
hairpin Hut78, retrowirus inh. replikacji (49)
CD4-1-
region U5 hammerhead Hela CD4-l-, plazmid, inh. replikaciji, (50)
CEM retrowirus inh. rozpowszechniania
sie wirusa
hammerhead, CEM plazmid inh. ekspresji (51)
hairpin
region PBS PS-ODN MT2 w medium inh. replikacji (52)
ODN/RNA PBMC w medium inh. ekspresji: 80% (53)
-cyrkularne
oligomery,
hammerhead SW480 plazmid inh. replikacji: 90-95% (54)
DNA-enzym COS-1 lipofekcja inh. ekspresji: >90% (55)
poi hammerhead Hela-CD4-I- plazmid/ wirion inh. infekcyjnosci (56)
tal hammerhead jurkat retrowirus inh. replikacji: 90% (57)
hammerhead jurkat retrowirus inh. replikacji: 0-99,9%  (58)
hammerhead COS-7, retrowirus inh. ekspresji: 85-95%,  t59)
CD4-f odporno$¢ na infekcje
hammerhead SW480 mikroiniekcja inh. replikacji: 50-99% (60)
hammerhead- HelLa plazmid inh. ekspresji: >90% (61)
dimery
rev ODN HeLa lipofekcja inh. replikacji (47)
env DNA-enzym HelLa lipofekcja ciecie RNA: >50% (62)
DNA-enzym us7 lipofekcja inh. replikacji: 77-81% (63)
HIV-1 3inTR hammerhead E86/B2A retrowirus inh. uwalniania sie @37)
wirionéw: 90%
HCV 5’'UTR/IIRES ~ ODN lizat w medium inh. translacji: 50-98% (64)
PS-ODN lizat w medium inh. translacji: 90% (65)
ODN, PS-ODN lizat, MT-2C w medium inh. translacji: do 100%,  (66)

inh. replikacji
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HCV core
HBV RNA
progenomowy

HBV region X

DHBYV RNA pro-
genomowy

HDV RNA geno-
mowy, miejsce
ciecia katali-
tycznego

LCMV

BLV rex!tax

HTLV-1 tax

CMV ie2

iel, ie2
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PS-ODN
ODN, a-ODN

PS-ODN,
2’-MeEt ODN

ODN, PS-ODN,
2'-F-PS-ODN
PS-ODN, Me-ODN,
Bn-ODN

PS-ODN

PS-ODN

5-MeC ODN

PS-ODN, Me-ODN,
Bn-ODN,

PS-ODN
hammerhead

hammerhead

hammerhead
hammerhead

hairpin

hammerhead

hammerhead

PS-ODN

ODN, PS-ODN

hammerhead
hammerhead

hammerhead

PS-ODN
VITRAVENE™

RNA RNazy P-EGS

3
lizat, HepG2

lizat, ekstrakt z za-
rodkéw pszenicy

H8AdI7c

lizat, H8AdI7c

lizat, HepG2

lizat, HepG2

Huh7 SK Hepl

myszy BALB/c
lizat, HepG2

BALB/3T3 A31-I-1
lizat, lluli7

CHO, hepatocyty

Hela, 0ST7
lizat

lluh7

ekstrakt komérek,
Huh7

Huli7

kacze hepatocyty,

kaczki pekinskie

Hidelta9

N1H3T3
BLC

jadra fibroblastow
myszy C57BL/6

chorzy na AIDS
zakazeni CMV

U373MG

4

W medium, plazmid

w medium

lipofekcja

w medium

w medium

w medium, lipofek-
cja

lipofekcja, nos$nik
glikoproteino-lizy-
nowy

podskérnie

w medium, liiwfek-
cja

w medium

w medium, plazmid

adenowirus

lipofekcja
w medium

plazmid

w medium, plaz-
mid
plazmid

w medium

dozylnie

w medium

plazmid
plazmid

w medium

bezposrednio,
miejscowo

retrowirus

5
inh. translacji: ok. 95%

inh. translacji: 47-95%

inh. translacji: 50%

inh. translacji: 50%

inh. translacji: 88-96%

inh. translacji: 42-94%

inh. translacji: 99%

inh. translacji: 52%
inh. translacji: 86-96%

inh. translacji

inh. translacji: 49-73%
inh. replikacji, elimina-
cja wirusa

inh. replikacji: >90%

inh. translacji: 70-80%

inh. replikacji: do 80%

ciecie RNA: >90%
ciecie RNA: 0-25%

inh. ekspresji: ok. 80%
inh. replikacji: dla dwdch
PS-ODN >90%,

inh. replikacji: jeden
PS- ODN prawie 100%
inh. replikacji i ekspre-
sji: ok. 80%

inh. replikacji: 97%
inh. replikacji: 61-92%
efektywne ciecie RNA

lek

inh. replikacji i ekspre-
sji: >80%

(67)
(68)

(69)

(70)

(71)

(72)

(73)

(74)

(75)

(76)

77

(78)

(79)

(80)

(81)

(82

(83)
(84

(85)

(86)
(87)
(88)

(89)

(90)

Objasnienia: inh., inhibicja; lizat, lizat retikulocytow krélika; w medium, w pozywce lub w Srodowisku reakcji; UTR, region

nie ulegajacy translacji; LTR, diugie, powtarzajace sie sekw'encje koficowe; PBS, miejsce rozpoznania startera replikacii;
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IRES, wewnetrzny region oddziatywania z rybosomem; core, region kodujacy biatko rdzenia; iel, ie2, RNA kodujacy biatka
regulatorowe IEI, 1E2; HBV, wirus zapalenia watroby typu B; DHBV- kaczy wirus zapalenia watroby typu B; IICV, wirus zapa-
lenia watroby typu C; DV, wirus zapalenia watroby typu D; HIV-1, ludzki wirus niedoboru odpornosci typu 1; LCMV, wirus
limfocytarnego zapalenia opon; BLV, wirus enzootycznej biataczki bydta; IITLV-1, ludzki wirus biataczki limfocytéw T; CMV,
wirus cytomegatii.

4. Narzedzia molekularne

4.1. Oligodeoksynukleotydy typu antysens

W 1978 r. po raz pierwszy zastosowano syntetyczne oligodeoksynukleotydy aby
zmieni¢ ekspresje genu (21). Zainteresowanie nowg technologig wzrastato poczat-
kowo powoli. Na znaczne przyspieszenie prac od poczatku lat dziewiecdziesiatych
wplyneta obserwacja, ze zastosowanie oligonukleotydoéw moze utatwic¢ ich modyfi-
kacja chemiczna, postep w sekwencjonowaniu genomu ludzkiego dostarczyt wielu
nowych celéw molekularnego ataku, a automatyzacja syntezy, analizy i oczyszcza-
nia oligonukleotydéw umozliwita prowadzenie badan na szerokg skale. Wyniki wcze-
Sniejszych badan nie zawsze jednak byly satysfakcjonujgce. Proby prowadzono bo-
wiem przy zatozeniu uproszczonego schematu dziatania oligomerdéw, bez nalezyte-
go rozeznania czynnikow istotnych dla ich wnikania do komorki, trwatosci, poten-
cjalnych efektéw ubocznych, a w szczegdlnosci, zgodnosci mechanizmu dziatania
z zatozeniami. Mozna wyrézni¢ zasadniczo trzy sposoby, w jaki oligomer hybrydy-
zujacy do atakowanej czgsteczki RNA moze wplywacé na jej funkcje: a) oligomer
dziata na zasadzie blokady sterycznej, uniemozliwiajgc oddziatywanie RNA z innymi
makroczgsteczkami, np. enzymami, faktorami translacyjnymi, rybosomem, b) oligo-
mer zmienia strukture II- lub lll-rzedowa RNA zmieniajac jego wiasciwosci funkcjo-
nalne, c) powstaly heterodupleks DNA-RNA jest rozpoznawany przez komoérkowg
RNaze H, ktéra degraduje czasteczke RNA w tym regionie. W literaturze opisano
przyktady swiadczace o mozliwym udziale kazdego z tych mechanizméw z osobna.
Ostatnio przewaza jednak przekonanie o znaczgcej roli RNazy H i ukierunkowanej
degradacji RNA w wiekszosci eksperymentow z oligomerami DNA typu antysens (1).

RNaza H jest enzymem wystepujgcym zaréwno w komorkach prokariotycznych
jak i eukariotycznych (22). Dodatkowo jest ona kodowana przez niektére wirusy.
Enzym rozpoznaje hybrydy DNA-RNA i rozcina RNA w obrebie heteroduplekséw
lub/i w ich bezposrednim sasiedztwie (rys. 2 A). Pomimo ze enzym ten jest znany od
wielu lat jego wymogi substratowe sg dos¢ stabo zbadane. Wiadomo, ze RNaza H
rozpoznaje i przecina réwniez takie heterodupleksy, w ktérych oligomer DNA za-
wiera tylko cztery deoksyrybonukleotydy. Sekwencje przylegte moga zawiera¢ nu-
kleotydy modyfikowane, np. zwiekszajgce trwatos¢ oligomeru w komorce, specy-
ficznos¢ lub site oddziatywania z RNA (3,23). W badaniach modelowych wskazuje sie
ponadto, ze enzym przecina RNA w miejscu odleglym o przynajmniej 5 par zasad od
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konica 3' zwigzanego oligomeru DNA (17,24). Dla bardzo krétkich oligomeréw typu
antysens oznacza to, ze ciecia wystepuja poza heterodupleksem, w przylegtym, jed-
noniciowym regionie RNA.

Diugos¢ zaplanowanego oligomeru DNA typu antysens ma istotne znaczenie.
Dluzsza sekwencja zapewnia teoretycznie wiekszg specyficzno$¢ oddziatywania.
Mozliwe jest jednak tworzenie sie heteroduplekséw zawierajgcych jedng lub wiecej
niekomplementarnych par zasad, heterodupleksOw dostatecznie trwatych aby
dziata¢ wedtug kazdego z mozliwych mechanizméw typu antysens, a w szczegolno-
Sci, rozpoznawanych i cietych przez RNaze H. W konsekwencji, zwiekszanie dtugo-
éci oligomeréw typu antysens bedzie miato efekt przeciwny do zamierzonego, pro-
wadzgc zamiast do zwiekszenia, do zmniejszenia specyficznosci ich dziatania (20).

W celu zwiekszenia trwatosci oligomeréw DNA w Srodowisku komorkowym,
zwiekszenia stabilnosci heteroduplekséw DNA-RNA, a takze specyficznosci ich two-
rzenia opracowano szereg modyfikacji chemicznych, ktére wprowadzane sg do oli-
gomeréw typu antysens (3,23). Najbardziej efektywna okazata sie modyfikacja wszyst-
kich lub czesci grup fosforanowych oligonukleotydéw, w ktérej jeden z niewigzacych
atomow tlenu grupy fosforanowej zastgpiony jest przez siarke, grupe metylowg lub
grupe benzylowag (odpowiednio oligomery: PS-ODN, Me-ODN i Bn-ODN; rys. 2 F).
Modyfikacje te zwiekszajg odpornosc¢ oligomerdw na dziatanie komérkowych nukie-
az, wydtuzajac znacznie czas ich pottrwania. Ponadto heterodupleksy z udziatem
oligomerdéw PS-ODN sg nadal substratami dla RNazy H. Tak modyfikowane oligome-
ry wykorzystywane sg najczesciej w eksperymentach ukierunkowanej degradacii
RNA (tab. 1). Dodatkowg zaletg oligomerow PS-ODN jest nizsza temperatura topnie-
nia heterodupleksow, co sprawia, ze sg one bardziej specyficzne, wykazujac mniejszg
tolerancje wobec niecatkowicie sparowanych sekwencji i tym samym mozna zwiek-
szy¢ ich dtugos¢ do 17-20 meréw (1,24,25). W przeprowadzonych badaniach nad
skutkami ubocznymi PS-ODN wykazano, ze w duzych dawkach moga by¢ one tok-
syczne, np. poprzez indukcje kaskady cytokin. Réwnoczes$nie, obnizeniu ulega ich
efektywnos¢, gdyz duze stezenie PS-ODN inhibuje RNaze H. Wykazano takze zdol-
no$¢ PS-ODN do niespecyficznego wigzania réznych biatek, ktére moze powodowad
zaburzenia cisnienia krwi i niespecyficzng inhibicje procesu sktadania RNA. W celu
zminimalizowania tych niepozadanych efektéw wprowadza sie modyfikacje fosfo-
tiolowe tylko niektérych wigzan oligomeru, co implikuje dalsze jego zalety, m.in.
mozliwos¢ przyjmowania doustnego oraz obserwowany wzrost aktywacji RNazy H
(1,24,25).

4.2. Rybozymy
W strategii ukierunkowanej degradacji RNA wykorzystywane sg rybozymy dzia-

tajace w uktadzie trans, ktére rozpoznajg atakowang czasteczke RNA w sposob ana-
logiczny do oligomerdw typu antysens tzn. poprzez utworzenie standartowych par
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typu Watsona-Cricka (rys. 2 B-E). Wobec tego, przy wyborze atakowanego regionu,
ktory bedzie przecinany przez rybozym w zaplanowanym miejscu, obowigzujg po-
dobne reguly jak przy planowaniu oligomeréw typu antysens. Najwazniejsze jest,
aby region ten byt dostepny do hybrydyzacji. Dodatkowym warunkiem ogranicza-
jacym wybor jest okreslona sekwencja RNA w poblizu miejsca przewidywanego cie-
cia, wynikajgca z koniecznosci zachowania centrum katalitycznego rybozymu. Po-
nadto wazne jest wykazanie, ze istotnie rybozym indukuje specyficzne ciecie RNA,
a przyczyna obserwowanego efektu nie jest wylgcznie hybrydyzacja jego ramion do
atakowanej czgsteczki, czyli dziatanie na podobnej zasadzie co oligomery DNA typu
antysens. Stuzg do tego odpowiednie proby kontrolne, w ktérych stosowane sg wa-
rianty rybozyméw nieaktywne katalitycznie. Wiasciwosci rybozymow: hammerhead,
hairpin, delta, rybozymu RNazy P i rybozymu intronu grupy | zostaty dobrze poznane
i opisane w pracach przeglagdowych (26-33).

W strategii ukierunkowanej degradacji RNA wykorzystywane sg hajczesciej rybozy-
my hammerhead i hairpin (rys. 2B,C oraz tab. 1). Sg one stosunkowo niewielkie (oligo-
mery RNA o dtugosci kilkudziesieciu nukleotydéw), zostaty bardzo dobrze scharakte-
ryzowane (26-29), a ich szczeg6lng zaletg jest mozliwo$¢ rozpoznawania i degradaciji
szerokiego spektrum réznorodnych sekwencji docelowych, dzieki duzej tolerancji na
zmiany w skladzie nukleotydowym ramion hybrydyzujgcych. Jednakze, w przypadku
rybozymow hammerhead do efektywnego ciecia wymagana jest obecnosé¢ w atakowa-
nej czasteczce tréjnukleotydowej sekwencji NUH (N - dowolny nukleotyd, H-A, C lub
U), natomiast dla rybozymow hairpin sekwencja: NNRYNGUCNNNNNN (R-A lub G, Y-C
lub U). Rybozym hairpin stwarza zatem wieksze ograniczenia jesli chodzi o mozliwo$¢
wyboru miejsc rozpoznawania atakowanych czasteczek RNA. jest on jednak bardziej
stabilny i zazwyczaj funkcjonuje lepiej niz rybozym hammerhead w warunkach fizjolo-
gicznych.

Rybozymy delta sg jedynymi, jak dotychczas, poznanymi rybozymami, dla ktorych
naturalnym srodowiskiem dziatania jest komérka zwierzeca. Charakteryzujg sie takze
vNSokg aktywnoscig katalityczng, co sprawia, ze sg one potencjalnie bardzo intere-
sujgcymi narzedziami w strategii ukierunkowanej degradacji RNA (30,31). Wykazano,
ze atakowana czasteczka RNA moze byc¢ cieta za dowolnym nukleotydem, lecz sekwen-
cja kolejnych 7 nukleotydéw jest bezwzglednie zachowawcza w naturalnych wariantach
rybozymow (region | na rys. 2D; na rysunku przedstawiono strukture 11-rzedowag rybo-
zymu typu antygenomowego, rybozym typu genomowego ma podobng strukture).
W tym regionie rybozymoéw delta mozna wprowadzac jedynie ograniczone modyfikacje
zmieniajgce specyficznos¢ rybozyméw wzgledem atakowanej czasteczki RNA. Pro-
wadzg one jednak czesto do utraty aktywnosci katalitycznej wariantow. W konsekwen-
cji, generowanie rybozymow delta rozpoznajgcych i przecinajacych okreslone sekwen-
cie RNA wigze sie z koniecznoscig testowania aktywnosci katalitycznej kazdego nowe-
go wariantu. Ogranicza to obecnie mozliwosci ich praktycznego wykorzystania.

Idea wykorzystania w strategii ukierunkowanej degradacji RNA RNazy P, odpo-
wiedzialnej za dojrzewanie koncoéw 5' czgsteczek pre-tRNA zaproponowana zostata
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na poczatku lat dziewieédziesigtych (34). Wykorzystanie enzymu do degradacji wy-
branej czasteczki RNA zapewnia wprowadzony do komoérki, czesciowo komplemen-
tarny, krétki oligomer RNA tzw. EGS (external guide sequence) (rys. 2E). Enzym izolo-
wany z komérek prokariotycznych i enzym obecny w komorkach ludzkich charakte-
ryzuja sie réznymi wymaganiami substratowymi: w konsekwenciji, oligomery EGS
dla enzymu z E. coli moga by¢ krétkie i ciecie zachodzi bardzo efektywnie, dla enzy-
mow z komoérek ludzkich sa one znacznie diuzsze i uzyskanie efektywnie dziatajgcych
EGS jest trudniejsze (32). Zastosowano jednakze z powodzeniem rybozym RNazy P
z E. coli potaczony kowalencyjnie z odpowiednig sekwencjg EGS, wprowadzony do
komoérek eukariotycznych za pomocag wektora plazmidowego (35). Niedawno opu-
blikowane wyniki prac nad lepszym zdefiniowaniem wymogéw substratowych RNazy P
z komoérek ludzkich i konstrukcja efektywnie dziatajgcych EGS (36) stwarzaja na-
dzieje na wykorzystanie w strategii ukierunkowanej degradacji RNA réwniez tego
endogennego enzymu.

Przydatnos¢ w strategii ukierunkowanej degradacji RNA rybozymu intronu grupy
| jest problematyczna z uwagi na jego dtugosé¢ (okoto 400 nukleotydow), skompliko-
wang strukture oraz brak wymaganej specyficznosci w wigzaniu substratu (33).
Znacznie wieksze nadzieje wigze sie z wykorzystaniem jego wiasciwosci jako ligazy
\A terapii genowej, polegajacej na ukierunkowanym naprawianiu niefunkcjonalnych
czasteczek RNA (37-39).

SzczegOlne znaczenie dla praktycznego zastosowania rybozymow, podobnie jak
oligomerdow DNA typu antysens, ma zwiekszenie ich trwatosci w Srodowisku komor-
kowym. Rybozymy jako czgsteczki RNA sg znacznie bardziej podatne na niepozgda-
ng degradacje enzymatyczng i chemiczng. W celu jej przeciwdziatania modyfikuje
sie fancuch fosfocukrowy, gtéwnie w obrebie ramion hybrydyzujacych rybozymow,
rm.in. poprzez zamiang niektérych rybo- na deoksyrybonukleotydy, wprowadzenie
podstawnikéw w pozycje 2' reszt rybozy lub wykorzystanie analogéw reszt fosfora-
nowych (opisanych wczesniej dla oligomeréw DNA typu antysens; rys. 2F). W obre-
bie centrum katalitycznego rybozymoéw modyfikowane sg rowniez czesci zasadowe
nukleotydéw. Kazda taka zmiana testowana jest pod katem zachowania aktywnosci
katalitycznej czasteczek. W ten spos6b opracowano szereg wariantéw rybozymow
hcmmerhead i hairpin potencjalnie przydatnych w strategii ukierunkowanej degrada-
cji RNA (40-42).

5. Wnioski koncowe

Wyniki pierwszych eksperymentow praktycznego wykorzystania oligomeréw DNA
typu antysens, nie zawsze zgodne z oczekiwaniami badaczy, wywotaly poczgtkowo
nieuzasadniony pesymizm w stosunku do mozliwosci nowej technologii. Wkrétce
jednak zrozumiano, ze droga do sukcesu prowadzi przez dogtebne poznanie wszyst-
kich aspektéw dziatania oligonukleotydéw. W 1998 r., pierwszy oligomer DNA typu
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antysens wprowadzony zostat do stosowania jako lek przeciw wirusowi cytomega-
lii, Vitravene™. Przynajmniej kilkanascie dalszych oligomerdw jest na réznych eta-
pach badari Klinicznych.

Prace nad praktycznym wykorzystaniem rybozyméw sg mniej zaawansowane,
cho¢ badania niektérych z nich sg réwniez w fazie testéw klinicznych. Wykazano, ze
rybozymy inhibujg replikacje wiruséw kilkakrotnie bardziej efektywnie niz oligome-
ry DNA typu antysens stad prowadzone sg dalsze prace nad ich przystosowaniem do
dziatania w komorce. RoOwnolegle poszukiwane sg nowe narzedzia uzyteczne
w strategii ukierunkowanej degradacji RNA. jedno z nich, DNA-enzym, posiada réw-
noczesnie zalety oligomeru DNA typu antysens i zdolno$¢ przecinania RNA, podob-
nie jak rybozym, ale pozbawiony jest wielu jego wad. Niezbedny jest réwniez dalszy
postep na drodze dostarczania oligonukleotyddw do miejsca kh docelowego ataku
w okreslonych komdrkach organizmu.

Praca finansowana z grantu KBN nr 6 P04B 017 20.
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