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1.Wprowadzenie

okonane na poczatku lat osiemdziesigtych odkrycia Altmana (1), Cecha
D(Z) i Symmonsa (3) demonstrujace wiasciwosci katalityczne niektérych
czgsteczek RNA spowodowaty ogromny wzrost zainteresowania kwasami rybo-
nukleinowymi, wywotujgc ozywiong dyskusje na temat roli RNA jako katali-
zatora oraz nosnika informacji genetycznej w procesach prebiotycznych na
Ziemi (4). Stato sie jasne, ze procesy katatityczne w komorkach zywych nie
sg wylgcznie zwigzane z biatkami, jak powszechnie sadzono od momentu
wyodrebnienia i zidentyfikowania pierwszych enzymoéw (5). W uznaniu wagi
tego odkrycia Altman i Cech uhonorowani zostali w 1989 r. Nagroda Nobla
w dziedzinie chemii (6).

Zjawisko autokatalizy zachodzace w réznych czgsteczkach RNA i prowa-
dzgce do rozerwania intemukleotydowego wigzania fosfodiestrowego jest roz-
powszechnione w procesach transkrypcji oraz w posttranskrypcyjnych prze-
mianach eukariotycznych RNA. Czasteczki rybozyméw, czyli kwaséw rybonu-
kleinowych o wiasciwosciach katalitycznych rézniag sie rozmiarami i strukturg
drugo- i trzeciorzedowa. Najlepiej poznany i opisany przez Cecha intron (1VS
pre-rRNA) z Tetrahymena thermojlla zbudowany jest z ponad 400 nukleoty-
déw, podczas gdy rybozymy typu hammerhead zawierajg zwykle okoto 50
nukleotydéw, natomiast najmniejsze wirusowe czasteczki RNA pochodzenia
roslinnego, wykazujgce wiasciwosci katalityczne, majg nieco ponad 10 par
zasad.

W przegladzie tym ogranicze sie do oméwienia reakcji rozerwania wigzania
intemukleotydowego, katalizowanego iyboszymami, zwracajac szczegélng uwa-
ge na potencjalne zastosowania rybozymow jako sekwencyjnie specyficznych
narzedzi kontroli ekspresji gendéw. Nalezy podkresli¢, ze rybozymy wykazujg
wiasciwosci wielu réznych typow enzymow i oprocz rozerwania wigzania fosfo-
diestrowego w kwasach rybonukleinowych, bedgcego efektem wystepujacych
po sobie proceséw transestryfikacji lub hydrolizy, sg w stanie katalizowac
inne reakcje, w tym takze rozerwanie pojedsoiczego tancucha DNA (1VS pre-
rRNA z Tetrahymena th.) (7), hydrolize wigzah aminoacylowych (funkcja este-

biotechnologia 4 (27) '94



80 Lucyna Wozniak

razy aminoacylowej) (8), tworzenie wigzan peptydowych (funkcja transferazy
peptydylowej — Escherichia coli, Thermus aq.) (9) oraz tworzenia wigzan inter-
nukleotydowych, wykazujac przy tym cechy polimerazy (10) i ligazy (11,12).

2.Przeglad réznych typéw rybozymow

2.1. Rybonukleaza P

Historycznie pierwszym opisanym przykladem rybozymu jest komponenta
rybonukleinowa (MI) rybonukleazy P (E. coli). Rybonukleaza P jest komple-
ksem biatkowo-nukleinowym biorgcym udziat w hydrolizie dojrzatego 5'-korca
czasteczek tRNA. Proces zachodzacy in vivo wymaga zaréwno Ml RNA jak
i komponenty biatkowej (C5). Jednak MI RNA jest w stanie katalizowac pro-
ces dojrzewania prekursorow tRNA in vitro w roztworach o wysokim (60 mM)
stezeniu soli magnezu. W tych samych warunkach C5 nie wykazuje wiasci-
wosci katalitycznych (13,14). W tym procesie biatko najprawdopodobniej od-
grywa role strukturalng, zapewniajgc utworzenie odpowiedniej struktury trze-
ciorzedowej, niezbednej do katalizy. Analogicznie zachowuja sie kwasy nu-
kleinowe wchodzace w skitad nukleaz P innych prokariontéw, np. Bacillus
Subtilis (15) i Salmonella typhimusium (16).

Jony magnezu (lub z mniejszg efektywnos$cig jony manganu) biorg udziat
zaréwno w procesie katalizy kwasowo-zasadowej, kompleksujac z grupg hy-
droksylowg i woda, oraz uczestniczg w utworzeniu odpowiedniej struktury
trzeciorzedowej, koniecznej do zblizenia reagentéw w centrum aktywnym (17).

2.2. Autokatalityczne whasciwosci RNA

Geny eukariotyczne sa rozdzielone fragmentami niekodujacymi DNA (in-
trony). W wyniku transkrypcji z udziatlem polimeraz RNA powstajg czgsteczki
prekursorowych mRNA, zawierajgce sekwencje kodujgce (egzony) oraz introny,
ktére nastepnie sg usuwane z pre-RNA w wyniku procesu dojrzewania [spli-
cing). W wielu przypadkach reakcja dojrzewania jest procesem autokatality-
cznym, a RNA w tym procesie wykazuje wiasciwosci katalityczne Kilku réz-
nych enzyméw m.in. nukleazy, enzymu restrykcyjnego, ligazy lub polimerazy.

2.3. Tetrahymena pre-rRNA

Badajac proces dojrzewania pre-rRNA pierwotniaka Tetrahymena th., Cech
i wspét. (18) stwierdzili, ze intron (fV/S) jest usuwany bez udziatu enzymow
biatkowych. Proces ten przebiega jedynie w obecnosci jondw magnezu oraz
guanozyny lub jej fosforanéw (GTP, GDP, GMP), zgodnie z mechanizmem
przedstawionym na rys. 1.

Kaskada reakcji jest zapoczgtkowana atakiem grupy 3'-hydroksylowej gu-
anozyny lub jej pochodnych na internukleotydowe wigzanie fosfodiestrowe
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Rys. 1. Proces dojrzewania pre-rRNA z Tetrahymena th.

znajdujgce sie na 5' kohAcu intronu, w wyniku czego doehodzi do rozerwania
tego wigzania z réwnoczesnym utworzeniem wigzania pomiedzy guanozyng
i 3'-koncem intronu. W nastepnym etapie transestiyfikacji, uwolniona grupa
3'-hydroksylowa znajdujgca sie na koncu lewego egzonu, atakuje 3' koniec
intronu. Proces korczy sie ligacja obu egzondéw i utworzeniem dojrzatlego RNA
oraz intronu. Cyklizaeja usuwanego intronu zachodzi réwniez w w}miku
transestryfikacji, w ktérej grupa 3'-hydroksylowa, znajdujgca sie w poblizu
3'-konca intronu atakuje wiazanie intemukleotydowe w poblizu 5'-konca,
uwalniajgc pentaoktamer i tworzac cykliczny RNA (L-1S1VS), zwigzany kowa-
lencyjnie wigzaniem fosfodiesterowym (5™ 3") (19). Koricowym produktem
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jest liniowy intron (L-191VS), o dlugosci pomniejszonej o 19 zasad oraz doj-
rzaty tancuch RNA.

Wykazano, ze proces skiadania ulega zahamowaniu w podwyzszonej tem-
peraturze, w obecnosci czynnikdéw denaturujacych i interkatujacych (20). Po-
faldowanie i struktura trzeciorzedowa RNA, umozliwiajgce umieszczenie w
bezposrednim sasiedztwie centrum reakcji substratu (G) zwigzanego wigza-
niami wodorowymi z centrum aktywnym, majg decydujacy wptyw na katali-
tyczng aktywnos¢ czasteczki (21). Struktura ta tworzy sie w rezultacie po-
wstawania krotkich dwuniciowych odcinkéw komplementarnych z fragmen-
téw jednoniciowego tancucha. Stwierdzono, ze stabilizacja struktury trzecio-
rzedowej nastepuje wskutek wystepowania dodatkowych wigzan wodorowych
dalekiego zasiegu miedzy zasadami azotowymi. Znajdujgca sie w poblizu 5'-
konica intronu sekwencja GGAGGG tworzy podwdjng ni¢ komplementarng z
sekwencjg CUCUCU, stanowigcg koniec egzonu lewego, definiujagc w ten spo-
sOb miejsce atgku guanozyny.

Kationy magnezowe biorg udziat w reakcjach transestryfikacji aktywujac
centrum fosforowe poprzez /Zwiekszenie jego elektrofilowosci, wymuszajgc pra-
widtowe przestrzenne utozenie reagentdw i uczestniczac w procesie ogolnej
katalizy kwasowo-zasadowej.

2.4. Prekursory grupy |

Do tej grupy nalezy wiele mitochondrialnych mRNA i rRNA pierwotniakow
[Tetrahymena th. FVS rRNA), bakterii, np. Agrobacterium tumefaciens (a) i Azo-
arcus sp. C6) (22) oraz grzybdw. Czes$¢ z nich ulega procesowi autoskladania
in vitro, np. 1VS z cytochromu 6 pre-mRNA z Neurospora crassa (23), 1VS
pre-rRNA z drozdzy (24), a takze mRNA z Podospora anseriba (25). Chara-
kteryzujg sie one podobng strukturg drugorzedowsg i zawierajg okoto 10 nu-
kleotyddw istotnych do zachowania aktywnosci katalitycznej. Proces skiada-
nia przebiega analogicznie jak w Tetrahymena. Jednak nie ws/zystkie introny
grupy ! ulegaja autokatalitycznemu wycieciu in vitro. Wskazuje to na udziat
biatek w wytworzeniu prawidtowej struktury trzeciorzedowej, niezbednej do
zaistnienia procesu autoskitadania (26).

2.5. Prekursory grupy |l

Do grupy tej zaliczza sie géwnie introny mitochondrialnych RNA, ktdre po-
siadajg strukture drugorzedowag rézng od intronéw grupy 1. Proces autokata-
lityczny przebiega bez udziatu guanozyny lub innego zewnetrznego substratu
nukleotydowego. Wymaga natomiast obecnos$ci spermidyny, ktdra najprawdo-
podobniej petni funkcje stabilizujgca aktywng konfonnacje RNA (27,28).

Intron usuwany jest w postaci lariatu, czyli rozgatezionego RNA, w ktérym
wystepuje dodatkowe wigzanie fosfodiestrowe (2° 5. Nukleozydem znajdu-
jacym sie w punkcie rozgatezienia jest adenozyna. Struktura tariatu jest ana-
logiczna jak w przypadku jadrowego pre-mRNA (29). Mechanizm dojrzewania
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jest podobny do skiadania prekursoréw grupy I. Nukleofilem w pierwszej re-
akcji transestryfikacji jest grupa 2'-hydroksylowa nukleotydu znajdujgcego
sie w tancuchu (a nie guanoz)ma), natomiast drugi etap jest w petni anato-
giczny dfa prekursoréw grupy | i Il. Warunkiem koniecznym do zainicjowania
procesu autokatalitycznego jest odpowiednia struktura przestrzenna pre-mRNA,
umozliwiajgca wystarczajgco bliskie potozenie grupy 2'-hydroksytowej nukiteo-
zydu tworzacego miejsce rozgatezienia i korica 5'-eliminowanego lariatu. Pra-
widlowos¢ rozpoznania 5'-korica zapewnia wystepowanie sekwencji GUGCG,
znajdujacej sie bezposrednio na 5'-koncu intronu (30).

2.6. Jadrowy pre-mRNA

Proces skladania pre-mRNA, podobnie jak intronéw grupy Il, odbywa sie
z utworzeniem rozgatezionej struktury -lariatu. Sekwencje istotne znajduja
sie na 5'-koncu, na 3'-koricu oraz w sgsiedztwie tworzacego sie rozgatezienia.
Sktadanie wymaga jednak czynnikéw zewnetrznych — IIsnRPNs — (matych
jadrowych lybonukleoprotein) spetniajacych funkcje strukturalne i katality-
czne. Zidentyfikowano szereg snRPNs o wysokim stopniu konserwatywnosci
sekwencji RNA, ktdre biorg udziat w procesie sktadania jadrowego pre-mRNA,
gtownie w procesie rozpoznawania sekwencji uczestniczacych w procesie ka-
tatizy (31). Przyjmuje sie, ze snRPNs wymagajg obecnosci czesci biatkowej i
RNA do prawidtowego funkcjonowania, a zawarty w nich RNA nie wykazuje
wihasciwosci katalitycznych (32).

2.7. Rybozymy typu hairpin (szpilka do wioséw)

Ujemna (-)ni¢ RNA wirusa mozaiki tytoniowej [Tobacco Ringspot Virus —
TRSV) zawiera fragment, ktéry ma zdolno$¢ do autokatalitycznej hydrolizy
oraz ligacji, podobng jak rybozymy typu hammerhead. W zasadniczy sposob
rézni sie on sekwencjg fragmentow istotnych, niezbednych do zachowania
wilasciwosci katatitycznych oraz strukturg trzeciorzedowsg (33,34). W (-) TRSV
RNA minimalna ditugos¢ sekwencji katalitycznej wsmosi 50 nukleotydow,
natomiast substrat nie moze by¢ krétszy niz 14 nukleotydéw (35). Substrat
i czes¢ Kkatalityczna tworza strukture skladajaca sie z dwoch helikalnych
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Rys. 2. Stmktura drugorzedowa lybozymu typu hairpin Strzatka wskazuje miejsce rozciecia
tancucha RNA. N — oznacza nukleozydy nieistotne (dowolna zasada); S-C tub G.
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odcinkéw dwuniciowych, utworzonych w wyniku parowania komplementar-
nych zasad, rozdzielonych wewnetrzng petlg jednoniciows, zawierajgcych se-
kwencje istothg NGUC (N — dowolna zasada). Rozerwanie fosfodiestrowego
wigzania intemukleotydowego nastepuje pomiedzy N i G. Tak zatem sekwen-
cja GUC wyznacza miejsce rozerwania tancucha RNA. Rozdzielenie wlasciwosci
takiego kompleksu na cze$¢ substratowg i katalityczng umozliwito wytworze-
nie trans — dziatajagcego lybozymu, ktory wykazuje aktywnosé w stosunku
do struktur docetowych zawierajgcych ugrupowanie GUC (36). Katalityczna
cze$¢ (-)sTRSV RNA wykazuje wihasciwosci trans-enzymu, minimum w stosun-
ku do regionu LTR RNA wirusa HtV (37).

2.8. Rybozymy HDV

Fragmenty RNA wirusa zapatenia watroby typu 5 [Hepatitis delta virus)
majg zdotnos¢ do sekwencyjnie zaleznej autokatalitycznej hydrolizy i ligacji
taricucha RNA (38,39,40). Najkrétszy fragment o wiasciwosciach autokatality-
cznych zawiera ponad 70 nukieotydow, o ztozonej strukturze, w ktorej we-
whnetrzna petla jednoniciowg oddziatuje z fragmentami 3’-koriea, tworzac stru-
kture typu pseudowezia (41,42). Katatityczna czes¢ HDV wykazuje cechy
trans-enzymu stosunku do substratéw o roznej ditugosci i strukturze (43).

Odkrycie aktywnosci katatitycznych HDV stanowi istotne potwierdzenie
stusznosci podjecia préb wykor/stania lybo/*yméw w komdrkach ludzkich,
poniewaz proces replikacji i autokatalitycznej degradacji HDV zachodzi w wa-
runkach naturalnych w hepatocytach ludzkich.

2.9. Rybozymy typu hammerhead (struktura miotkowa)

Czasteczki RNA niektorych wirusow i wiroidéw, ulegajgce autokatalitycznej
degradacji, charakteryzujg sie zdolnoscig do tworzenia pofatdowanych stru-
ktur przestrzennych przypominajagcych miotek [hammerhead). Cze$¢ katatity-
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Rys. 3. Struktura drugorzedowa i wymagania sekwencyjne rybozymu typu hammerhead.
Strzatka wskazuje miejsce rozciecia faricucha RNA, N i N' — oznacza nukleozydy nieistotne se-
kwencyjnie (G, U, C lub A); X — A, Utub C; Y — Ktub C.
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czna skiada sie z 55 nukleotydow i jest w stanie w sposob efektywny ulegac
autokatalitycznemu rozerwaniu tancucha (cis-reakcja). Wyr6zni¢ w niej moz-
na fragment o wiasciwosciach enzymatycznych, zawierajacy wiekszos¢ se-
kwencji istotnych dia funkcji katalitycznej oraz cze$¢ stanowiagca substrat dla
reakcji enzymatycznej, w ktorej wystepuje jedynie kilka istotnych zasad. Obie
czesci oddziatujg ze soba w wyniku parowania sie komplementarnych nu-
kteozyddéw (N i N), a catos¢ sklada sie z trzech rejonéw dwuniciowych oraz
petli jednoniciowej (rys. 3).

Hetikalne odcinki dwuniciowe | - Il tworzg sie w wyniku oddziatywanh nu-
kteotydéw N i N' (fragmenty nieistotne, oznaczajgce dowolne nukieozydy). Na
rysunku zaznaczono réwniez pojedynczg petle wewnetrzng utworzong przez
niesparowane nukieotydy i zawierajgcg sekwencje istotne dia aktywnosci
katalitycznej (44,45). Wykorzystujac techniki znakowania za pomoca oraz
modyfikowane zasady (2'-deoksy-6-tioinozyna-I(s)), wykazano powstawanie
wigzania pomiedzy I(s) wbudowang do tiypletu rozpoznajacego G(I(S))C i jedng
z urydyn znajdujgcych sie w petli, wskazujgce na wystepowanie pofatdowan
(struktury trzeciorzedowej) w rybozymach typu hammerhead (46).

Sekwencja istotna, okreslajgca miejsce rozciecia tancucha RNA sklada sie
z tryptetu GUX (X=C,U tub A). Rozerwanie taricucha nastepuje w pozycji 3'—
w stosunku do GUX. W wyniku tej degradacji powstaje 5'-fragment zawierajacy
2',3'-cykticzny fosforan oraz 3'-fragment zawierajacy 5'-grupe hydroksylowa.

Ze wzgledu na stosunkowo niewielkie rozmiary (co stwarza mozliwos¢ syn-
tezy oraz modyfikacji na drodze chemicznej) oraz wysoka specyficzno$¢ sub-
stratowa (47 - 51), rybozymy typu hammerhead sg najczesciej stosowane do
badan zar6wno mechanizmoéw reakcji jak i w celach aplikacyjnych. W licznych
pracach wskazano na mozliwo$¢ dalszego uproszczenia struktury i zmniej-
szenia liczby nukleotydéw, przy réwmoczesnym zaehowaniu wysokiej aktyw-
nosei katalitycznej (52-57).

3. Wykorzystanie rybozymow do kontroli ekspresji genéw

Stosowanie rybozymdéw jako sekwencyjnie zaleznyeh terapeutykdw, skute-
eznie blokujaeyeh ekspresje gendéw, wymaga m.in.:

— uzyskania czasteczek wystarezajgco trwatych w srodowisku reakcji,

— wydajnego transportu rybozymu do sekweneji doeelowej,

— selektywnosci w stosunku do wybranej sekwencji docelowe;j.

Model oddzial}rwania pomiedzy substratem (sekwenejg docelowg) i rybozy-
mem przedstawiony jest na rys. 4.

Zgodnie z zaproponowanym przez Tomizawe modelem, pierwszy etap jest
reakcjg odwracalng i polega na utworzeniu kompleksu komplementarnego
pomiedzy nukleotydami sekwencji docelowej i fragmentem rybozymu. W re-
zultaeie zmian konformacyjnych obu reagentéw, w etapie drugim nastepuje
tworzenie dalszych struktur dwuniciowych i degradacja substratu w pozycji
5' do sekwencji rozpoznajacej GUX.
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Rys. 4. Model oddzial3wan antysensowych pomiedzy rybozymem (linia przerywana) i sekwen-
cja docelowg (linia ciagta).

4. Modyfikacje chemiczne rybozymow

w komodrce tancuch RNA narazony jest na dziatanie ticznych enzymoéw
hydrotitycznych. In vivo trwato$¢ taricucha RNA zwiekszona jest dzieki wy-
stepowaniu specjalnych sekwencji flankujgcych (na 5' i 3'-koncu), ktére w re-
akcjach katalitycznych nie oddziatujg z substratem. Jednak zbyt rozbudowa-
na struktura drugorzedowa sekwencji flankujacych (zwiekszanie liczby N i
N) moze spowodowaé spadek aktywnosci katalitycznej. Modyfikacje wprowa-
dzane do tancucha RNA na drodze syntezy chemicznej majg na celu zwie-
kszenie odpornosci na dziatanie enzymdw nukteotitycznych oraz pozwalajg
wyjasni¢ role poszczegodlnych zasad w procesie katalizy oraz w tworzeniu stru-
ktur wyzszego rzedu, odpowiedzialnych za aktywno$¢ katalityczna. Wprowa-
dzanie reszt deoksyrybonukleinowych (chimery RNA/DNA) do sekwencji istot-
nych w procesie katalitycznym (centrum aktywne) powoduje obnizenie aktyw-
nosci w poréwnaniu z naturalnymi lybozymami o tej samej sekwencji, co
wskazuje na istotng role grup 2'-hydroksylowych w tej reakcji (59). Zamiana
lybonukleotydéw na deoksyiybonukleotydy powoduje zmiany konformacyjne
w obszarze niesparowanych fragmentéw czasteczek. Wykazano, ze przejscie
od J3-struktury helisy w przypadku RNA do a-struktuiy, gdy modyfikacja
obejmowata wymiane RNA na DNA poza centrum aktywnym, nie powodowato
widocznej zmiany aktywnosci katalitycznej (60,61).

Woprowadzenie tiofosforandw (czyli zastgpienie siarkg jednego z niemostko-
wych atoméw tlenu wiazania internukleotydowego) do regionu zawierajgcego
sekwencje istotne centralnej petli jednoniciowej pozwolito na otrzymanie
rybozyméw odpornych na dziatanie endonukleaz (62,63), ktére ponadto cha-
rakteryzowaty sie stosunkowo wysokg aktywnoscig katalityczng. Rybozymy
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(antiHiy), modyfikowane za pomocg tiofosforanéw w obszarach nieistotnych
katalitycznie wykazaty siedmiokrotnie wyzsza aktywno$¢ niz analogiczne 32-
mery RNA (K”*at = 27 min'*) oraz ponad 10 razy wyzszg trwato$¢ nukleolity-
czng w serum ludzkim (64). Te obiecujgce rezultaty wskazujg na celowosc
i mozliwos$¢ wykorzystania struktur chimerycznych zachowujgcych wiasciwo-
$ci katalityczne.

Zastosowanie tiofosforanéw wiaze sie z wprowadzeniem centrum chiralne-
go na atomie fosforu w modyfikowanej czasteczce. Mozna sadzi¢, ze izomery
Rf> i Sp rbznig sie wiasciwosciami i w konsekwencji rybozymy zawierajgce
modyfikacje w postaci stereoregulamych ,all Rp” lub ,all Sp” tiofosforanéw
moga réwniez wykazywac zréznicowang aktywnos¢ katalityczna (65).

5. Synteza rybozymow in vivo

Wiele wiruséw (np. HfV-I), ktére cechujg sie wysoka czestotliwosciag mu-
tacji, stanowi trudny cel terapii genowych (antysensowych, rybozymy) ze
wzgledu na duze prawdopodobienstwo szybkich zmian w genomie i tatwosé
wytwarzania mutantéw odpornych na stosowany terapeutyk (66). Jednsmi
z zaproponowanych rozwigzan jest generowanie rybozymow in vivo, w wyniku
ekspresji z wykonrystaniem matrycy DNA. Strategie takg wykorzystano m.in.
do badan inhibicji wirusa HfV-l in vitro oraz w komdrkach ludzkich (HelLa
CD+). W wyniku ekspresji rybozymu o sekwencji docelowej przeciw HIV-1
gagRNA, nastgpit w komérkach zainfekowanych HfV-l wyrazny spadek po-
ziomu antygenu p24, kodowanego przez region gagRNA (67). Systemem trans-
krypc)Ajnym najczesciej wykorzystanym w tych eksperymentach byt sDNA wi-
rusa mozaiki tytoniowej (STobRV), zligowany na 3'-koncu wirusa mozaiki sto-
ktosy (BMV) (68).

Opracowano szereg systemow transkrypcyjnych umoztiwiajacych synteze
rybozymdéw in vivo (69,70). Wykorzystanie transkrypcji przebiegajacej zgodnie
z mechanizmem obracajgcego sie kota {rolling circle) replikacji wiruséw po-
zwolito na wprowadzenie do kolistego templatu DNA genu szeregu rybozsmiow
(rys. 5), ktore zostaty wbudowane pomiedzy promotorem i terminatorem (71).

O O O

PROMOTOR r r L r rERMINATOR

Rys. 5. Ukfad n rybozymoéw wbudowany do systemu ekspresji pomiedzy promotorem i se-
kwencjg terminalna.
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6. Wybor sekwencji docelowej

W prébach wykorzystania rybozyméw jednym z najistotniejszych proble-
mow jest, podobnie jak w technologii antysensowej, wybor odpowiedniej se-
kwencji docelowej. Jesli jest ona zbyt krotka, wowczas rybozym moze atako-
wac rowniez inny RNA i traci swa sekwencyjng specyficznos¢. W przypadku
zbyt dhugiej sekwencji, uwolnienie produktu degradacji nastepuje wolno
i w zwigzku z tym katalityczna efektywnos¢ lybozymu jest niska. Powodem
obnizenia specyficzno$ei lybozymu moze by¢ réwniez utworzenie trwatych du-
plekséw (lub struktur wyzszego rzedu) z komplementarnymi fragmentami se-
kwencji innej niz docelowa (72). Wynikéw uzyskanych in vitro nie daje sie
w bezposredni sposéb wykorzystaé w prébach in vivo, ze wzgledu na wyste-
pujaca w komorkach ztozonos¢ oddziatywan pomiedzy oligonukleotydami
i biatkami. Stwierdzono np., ze krétkie transkrypty RNA, zawierajgce sekwen-
cje lybozymowe, nie wykazywaty wiasciwosci Kkatalitycznych przeciw genom
CAT mRNA w komorkach matpich COSI, prawdopodobnie z powodu szybkiej
degradacji nukleotitycznej. Natomiast uzyskane w wyniku ekspresji w 3' re-
gionie genu lucyferazy mRNA okazaty sie aktywnymi inhibitorami (73).

Badania nad optymaitng wietko$cig iybozsrméw in vivo sg dopiero w sta-
dium poczatkowym i pomocne tu sa doswiadczenia uzyskane w strategii anty-
sensowej. Mozna przypuszczaé, ze substraty o diugosci 12-20 nukleotydéw
stanowiag optimum sekwencji docelowych w komérkach ludzkich (74). Ostat-
nio opublikowane wyniki potwierdzity takie zatozenie. Optymainy stosunek
kkat/KM (37°C) in vitro uzyskano, gdy diugos¢ dupleksu substrat/rybozym
wyniosta 12 nukteotyddw, natomiast wydtuzenie dupleksu do 17 par zasad
zmniejszyto wydatnie aktywnos¢ rybozymu, prawdopodobnie z powodu zbyt
wolnej dysocjacji rybozymu po reakcji (75).

Trwato$¢ RNA w komérce i odporno$¢ na dziatanie nukleaz jest wynikiem
oddziatywania z biatkami, ktore ochraniajgc czasteczke kwasu RNA moga
powodowac in vivo ograniczong dostepnos¢ do sekwencji docelowej (73,75).
Rybo:sym w komorce wspoétzawodniczy w procesie kompleksowania z sekwen-
cja docelowg z innymi sktadnikami komorki i to powoduje, ze in vivo stezenia
rybozymu konieczne do efektywnej inhibicji ekspresji gendw sag stosunkowo
wysokie (76). Otr*ymane w wyniku transkrypcji in vitro lybozymy, zaproje-
ktowane przeciwko RNA czynnika martwicy komérkowej (TNF-a), okazaty sie
aktywne zar6wno in vitro i in vivo, chociaz ich aktywnos¢ in vivo byla osta-
biona obecnoscig terminatora transkrypcji T7 na 3'-konicu rybozymu (77).
Terminator transkrypcji T7 zawieratl réwniez lybozym przeciw fragmentowi
kodujgcemu integraze H1V-1 w E. coli (78).
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7. Pordownanie rybozymow i innych sekwencyjnie zaleznych
inhibitoréw ekspresji genéw

Wykorzystanie katalitycznych witasciwosci RNA w potaczeniu z identyfika-
cja na drodze oddziatywan komplementarnych sekwencji docelowych moze
stanowi¢ bardzo efektywny system kontroli ekspresji genéw in vivo. Opisano
szereg przypadkow, w ktorych aktywnosé rybozymu wielokrotnie przewyzszata
aktywnos$¢ antysensowa (79).

Odwracalno$¢ procesu wigzania rybozymu z substratem powinna po*woli¢
na znaczne obnizenie ilosci RNA koniecznej do pozadanego efektu inhibicji.
Dotychczasowe rezultaty wskazujg jednak na ztozonos$¢ oddziatywan lybozy-
mu z innymi sktadnikami komorki i koniecznosé bardzo precyzyjnego doboru
sekwencji docelowych, aby mozna uzyska¢ wysoka aktywnos¢ katalityczng
(80,81). Prowadzone bardzo intensywnie badania nad poznaniem natury od-
dziatywan katalitycznych i wyselekcjonowaniem najistotniejszych czynnikow
decydujacych o aktywnosci katalitycznej cis i trans pozwalajg mie¢ nadzieje
na wykorzystanie rybozymow w niedalekiej juz przysztosci (82,83).
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Ribozymes — tools for inhibition of gene expression

Summary

Catalytic properties of RNA are presented. Their potential use as gene expression inhibitors
is diseussed.
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