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Rybozymy - perspektywy i ostatnie osiggniecia w badaniach i zastosowaniach

Rybozymy czyli odcinki RNA majgce zdolnos¢ enzymatycznego przecinania i samoskia-
dania tancucha RNA wcigz sg przedmiotem powaznego zainteresowania i badan. Istnienie ich
przewidywano juz 20 lat temu. Teraz znamy ich nazwy: introny grupy |, ,,gtowa mtotka”, ,,szpilka
do wiosow”, ,,gtowa topora" i RNaza P czyli ,,magnezowa piesc¢”.

Obok tancuchoéw antysens uwaza sie je za najwazniejsze odkrycie ostatniej dekady, a ich
odkrywcy sg honorowani i nagradzani. Na przeprowadzanie tych badan przeznacza sie w
Swiecie dziesigtki milionéw dolaréw. Rybozymy stanowig klucz do odkrycia pochodzenia zycia
na ziemi i ludzkiego istnienia na tej planecie. Pojawiajgce sie nowe technologie obiecujg nie
tylko zmiane sposobu dziatania technik biologii molekularnej, ale kreowanie nowych generacji
roslin, zwierzat i terapeutykéw, ktére pomoga w zwalczaniu HIV, zredukujg poziom cholesterolu
i ochronig przed rakiem.

Pierwsza fala nowosci wynikta dla biotechnologii z technik klonowania, a druga byto od-
krycie antysens RNA. Duze przedsiebiorstwa farmaceutyczne liczylty na leki typu antysens. Jed-
nak w tej dziedzinie napotkano na pewne trudnosci. Regulatory musza podlega¢ kontroli, a ba-
dacze i klinicysci musza zna¢ mozliwosci tej regulacji. Wszystkie stosowane preparaty typu
antysens dzialajg na tej zasadzie, ze DNA moze wigza¢ sie do mRNA przez tradycyjne paro-
wanie zasad wedlug modelu Watsona-Cricka. Wigzanie DNA z mRNA hamuje translacje mRNA
do biatek. Parowanie zasad sekwencji o dlugosciach 15-16 nukleotydow mogtoby teoretycznie
da¢ w wyniku unikatowg specyficznos¢ rozpoznawania w przypadku genomu ludzkiego i stad
powstata mysl, ze krétkie, jednoniciowe DNA komplementarne do nici RNA (tego, ktéry ,,ma
sens”) i ktéry jest zdolny do translacji biatek mogtoby chroni¢ przed synteza biatek, np.
wywotujacych choroby. Uwazano, ze chociaz hybrydy DNA-RNA moga dynamicznie asocjowac
i dysocjowac, to jesli wprowadzimy do komoérki wystarczajaca ilos¢ takich kopii, uchroni to
przed translacjg nieporzadanych biatek. Sprawa jest jednak bardziej ztozona. Problem dotyczy
nie hybrydyzacji, ale dziatania RNazy H.

Wedtug Robertsona RNaza H, ktora rozpoznaje hybrydy DNA-RNA i je przecina, wymaga
4-6 sparowanych zasad. Tak zatem reakcja typu antysens jest o wiele mniej specyficzna niz
sie spodziewano.

Na poczatku lat osiemdziesigtych Tomasz Cech odkryt samosktadajaca sie grupe | intronéw
u pierwotniaka Tetrahymena thermophila i Sidnej Altman wykazat, ze RNaza P przecina pre-
kursor tRNA tak, ze otrzymuje sie dojrzaty tRNA. DowiedzieliSmy sie wéwczas, ze RNA moze
dziata¢ enzymatycznie. Odkrycia te staly sie dla badaczy RNA podwaling do dalszych odkry¢
i zrozumienia réznorodnosci struktur rybozymoéw, a w ostatnich latach nastgpita eksplozja ich
potencjalnych zastosowan. Wigekszos¢ z nich stata sie mozliwa dzigki adaptacji juz istniejgcych
technologii do wymagani RNA.

Dwie przetomowe technologie wprowadzono do badan RNA na poczatku lat dziewiec-
dziesigtych. Zaadaptowano syntetyzatory DNA do otrzymywania RNA o dtugosci 3-20 zasad
i udoskonalono transkrypcje RNA przy uzyciu polimerazy T7.
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Nad strukturalnymi odmianami rybozymu typu ,,glowa miotka” pracujg Pardi i Uhlenbeck
2 zastosowaniem techniki NMR. Badania te dotycza réwniez wiekszych i bardziej ztozonych
RNA, takich jak introny grupy 1

Badania Cecha i wsp. z zastosowaniem NMR do ustalenia struktury rybozymu z Tetrahy-
mena potwierdzity przewidywane modele struktury uzyskane przez badaczy francuskich (Mit-
chela i Westhofa) uzyskane drogg analizy komputerowej. Caty model - okazat sie prawdziwy,
a bledne okazaly sie jedynie detale. Opracowanie dotyczyto ponad 100 przyktadéw rybozymoéw
grupy |. Poréwnano dane dotyczace sekwencji i struktury, a takze przewidziano reguty
i organizacje rzadzaca drugo- i trzeciorzedows strukturg RNA.

Wyniki pochodzace z laboratorium Cecha potwierdzity wiele tych przewidywan. Sa to ba-
dania, ktére sam Cech okresla jako wprowadzenie ,,bomby" do substratu i ,,borowanie dziury"
w centrum aktywnym rybozymu. Cech zapozyczyt te ,terrorystyczng" taktyke z prac nad DNA.
Daje to nadzieje na uzyskanie szybkich efektow. Badania te w dniu dzisiejszym nie sg tak
precyzyjne jak np. w analizie struktur biatkowych, w ktérych ma miejsce korelacja z wynikami
uzyskanymi przy zastosowaniu promieni rentgenowskich.

W przypadku prac nad rybozymami istniejg rozbieznosci co do metodyki badan. Grupa
Geralda Joyce’a z Kalifornii preferuje selekcje wsréd duzej populacji mutantéw, z ktérej wytoni
sie zwyciezca, czyli mutant zawierajacy rybozym dziatajgcy najefektywniej.

Podobnie w pracowni Larry Goie’a z Boulder i Jacka Szostaka z Bostonu dazy sie do
uzyskania rybozymu o optymalnej strukturze.

Wszystkie te wysitki majg na celu uzyskanie rybozymu - terapeutyku - szybko i perfekcyjnie
dziatajgcego. Rybozymy z Tetrahymena przecinajg substrat stosunkowo szybko, ale reakcja
uwalniania produktu jest powolna. Natomiast ten sam rybozym katalizuje reakcje skiadania
z szybkoscig jeden substrat na minute, a zatem jest to stosunkowo wolna reakcja.

Istnieje co$ w rodzaju ,,wyscigéw” pomiedzy poszczegdlnymi laboratoriami pracujgcymi nad
przeksztatcaniem miejsc aktywnych rybozymu prowadzacym do zwiekszenia efektywnosci jego
dziatania. W tej dziedzinie Cech opublikowat prace, w ktorej wykazat, ze mozliwa jest taka
interakcja miedzy katalitycznym miejscem a substratem, ktéra daje ,,doskonatos¢ katalityczng”.

Rozwinely sie rowniez badania majgce na celu podniesienie opornosci RNA rybozymu na
dziatanie rybonukleaz. W tym celu w pracowni Johna Rossi z Kalifornii skonstruowano rybo-
zymy-chimery, zawierajace 7 zasad z DNA. Okazalo sig, ze taka wstawka nie tylko daje opor-
no$¢ na dziatanie rybonukleaz, ale zwieksza aktywnos$¢ tego rybozymu 8-krotnie. Dziatania
Rossiego dotycza manipulacji trzeciorzedowsa strukturg rybozymu, a nie tylko indywidualnego
parowania zasad.

Tak jak w badaniach antysens RNA, podobnie jak i dla rybozymow, prowadzi sie chemiczne
modyfikacje pozycji 2' i 3' rybozy lub w wigzaniu fosforanu. Wprowadzanie jednak chemicznych
modyfikacji do naturalnych czasteczek rybozymu sprawia, ze stajg sie¢ one toksyczne. Proble-
mem jest réwniez zmiana katalitycznych wtasciwosci wskutek chemicznych modyfikaciji.

W terapii RNA gtéwna barierg jest wprowadzenie RNA do komérki. Wydaje sie, ze dopdki
ten problem nie bedzie rozwigzany, rybozymy nie bedg uzyteczne. Tego typu lek musi by¢
nietoksyczny, oporny na dziatanie rybonukleaz i musi mie¢ witasciwosci katalityczne.

Proponuje sie nastepujaca modyfikacje: zamiane tlenu na grupy metylowe w fosforanie,
ktore sprawiaja, ze tancuch staje sie mniej podatny na atak RN-az i zdolny do migracji przez
btony. Czasteczki przenoszace, takie jak peptydy lub antybiotyki sa alternatywnym sposobem
na transport RNA do receptoréw komoérkowych. Z zewnatrz do komoérki mozna dostarczacé
rybozymy przez liposomy. Cech uzyskat patent na metode, w ktérej wykorzystano liposomy
do wprowadzenia 500 000 kopii rybozyméw do komoérek T zainfekowanych wirusem HIV i to
zarébwno obecnego w cytoplazmie jak i w jadrze.

Przewiduje sie krétkotrwaty sukces terapii egzogennej rybozymem. Nastepny etap - to te-
rapia genowa. Planuje sig¢ przetestowanie rybozymu jako inhibitora wirusa SIV u matp. Komorki
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CD 34T, oporne na ten wirus dostang geny kodujace te rybozymy, ktére specyficznie przecinaja
genom SIV. Nastepnie, komorki te przetransportuje sie do organizmu matp. Test wykaze, czy
dojrzale komorki utrzymajg odpornos¢ na SIV. Planuje sie réwniez wstawianie rybozymow do
retrowirusowych wektoréw RNA, ktére z kolei wprowadzg je do komérek T. Wedtug Sarvera
nie bedzie juz probleméw w przejsciu z badai® nad SIV matpim do badan nad HIV u ludzi.

Badacze RNA, ktorzy poznali zdolnosci enzymatyczne RNA nie sg tym w pehni usatysfa-
kcjonowani - pragng oni kreacji $wiata w oparciu o RNA. Z ostatnich doswiadczen prowadzo-
nych w laboratorium Cecha wynika, ze RNA katalizuje hydrolize estréw aminokwasowych, co
sugeruje, ze moze by¢ zmuszony do przecinania biatek. Wykazano, ze grupa | RNA wigze sie
z argining — wigzanie nastepuje z sekwencja, ktéra moze kodowac¢ aminokwas, a RNA nie tylko
go rozpoznaje, ale moze hydrolizowac¢ wigzanie estrowe.

Marzeniem badaczy RNA jest nie tylko jego udziat w przecinaniu biatek. Skoro druga reakcja
rybozymow jest sktadanie, to trzeba ,,nauczy¢" rybozym nowych, enzymatycznych reakcji. Jesli
stworzymy RNA, ktére bedzie replikowaé RNA, to bedzie mozna uwaza¢ RNA za ewolucyjng
podstawe zycia.

Biotechnologie stajg sie¢ przedmiotem sporéw prawnych. Nalezy przy tym wzig¢ rowniez
pod uwage wspoétzawodnictwo autorow. Cech jest juz posiadaczem dwoch patentéw. Attman
niebawem uzyska patent na RNaze P. Gerlach i Haselof uzyskali patent na rybozym typu ,,gtowa
miotka”.

W USA prawa autorskie sg chronione przez 17 lat, natomiast w Europie i w Australii przez
20 lat. W Swiecie badania technologii zwigzanych z rybozymem uzyskujg kredyty od panstwa.
Genset np. uzyskat fundusze od rzadu francuskiego, a Shears od rzadu australijskiego. Nato-
miast prawa patentowe czesto przyznawane sg osobom lub instytucjom prywatnym.

Maria Agnieszka Siwecka

Opracowano na podstawie: S. M. Edgington, (1992), Biotechnology, 10, 256-262.
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