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ABSTRACT

This review article describes the results of a 15-year cooperation between the
Department of RNA Biochemistry at the Institute of Bioorganic Chemistry, Polish
Academy of Sciences in Poznan and the Medical Chemistry Team of the Faculty of
Chemistry at the University of Wroclaw, headed by Professor Malgorzata Jezowska-
-Bojczuk. A wide spectrum of antibiotics and other low molecular compounds and
their complexes with Cu®* ions have been tested as potential inhibitors of the HDV
ribozyme catalytic reaction. Unexpectedly, it has been found that a number of com-
pounds, depending on the conditions, exhibit inhibitory or stimulatory properties,
i.e. they act as modulators of the RNA catalysis process. It was found that the effect
of stimulation / inhibition of the catalytic activity of the HDV ribozyme is closely
related to the degree of protonation of the antibiotics under study in given condi-
tions. Their ability to inhibit catalysis also increases after binding the Cu** cation.
In an environment with a higher pH, antibiotics usually stimulate the cleavage
reaction, as at least some of their nitrogen centers are allowed to participate in the
catalysis reaction, as proton acceptors / donors or a catalytic metal ion coordination
site. During the study of one of the antibiotics, bacitracin, it was also observed that
it exhibits nucleolytic properties with RNA and DNA molecules. The discovery of
the hydrolytic properties of bacitracin extended the potential use of this antibiotic
in antiviral therapy with the aim to destroy undesired nucleic acids in the cell. To
search for DNAzymes catalyzing RNA hydrolysis, the in vitro selection method was
used. In the selection experiment aimed at obtaining DNAzymes active in the pre-
sence of Cd*" ions, variants belonging to the family of DNAzymes 8-17 previously
described in the literature were obtained. Analysis of their properties showed that
not only Cd*" but also Zn*" and Mn”" ions support catalysis, therefore the site of
catalytic metal ion coordination is not highly specific. The DNAzymes obtained in
the second selection experiment showed an optimum of catalytic activity in the pH
range of 4.0-4.5 and were inactive at a pH higher than 5.0. Interestingly, they do not
require the presence of any divalent metal ions as cofactors in the catalysis reaction.
The obtained results broaden the repertoire of DNAzymes which operate under
non-physiological conditions and bring new information on the possible mechani-
sms of reactions catalyzed by nucleic acids.

Keywords: antibiotics, HDV ribozymes, deoxyribozymes, metal ions
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WPROWADZENIE

Na poczatku lat 80. XX w. Thomas Cech oraz, niezaleznie, Sydney Altman
odkryli czasteczki RNA posiadajace wlasciwosci katalityczne [1, 2]. W trakcie badan
nad procesem splicingu, Cech zauwazyl, ze wycinanie intronéw RNA u jednoko-
moérkowego organizmu eukariotycznego Tetrahymena thermophila nie wymaga
udziatu biatek [1]. Zatem czasteczki RNA w specyficznych sytuacjach moga wyka-
zywa¢ wlasciwosci enzymantyczne. Podobne wnioski sformutowal Altman na pod-
stawie obserwacji, Zze do dojrzewania czasteczek tRNA przy udziale komponentu
RNA RNazy P, wymagana jest tylko obecnos¢ jonéw magnezu [2]. W pédzniejszych
latach odkryto szereg wystepujacych w naturze rybozymoéw, m.in. hammerhead
[3] i hairpin [4], pochodzace z wiruséw roslinnych, VS wystepujacy w transkryp-
cie mitochondrialnego DNA ple$ni Neuspora crassa [5] oraz rybozym HDYV, zna-
leziony w wirusie zapalenia watroby typu D [6]. Wszystkie naturalnie wystepujace
rybozymy posiadaja zdolno$¢ przecinania fanicucha RNA, a w przypadku rybozymu
hairpin - takze ligacji fragmentéw RNA [7].

Cecha charakterystyczng czasteczek RNA, w poréwnaniu do DNA, jest ich nie-
stabilno$¢. Okres pottrwania czasteczek RNA waha sie od kilku godzin do kilku dni,
w zaleznosci od ich sktadu nukleotydowego, struktury lub warunkéw srodowiska.
W przypadku DNA ten czas wynosi okolo 500 lat. Powstala zatem idea zastapie-
nia nietrwalej czasteczki RNA przez DNA i konstrukcji DNAzymoéw o wlasciwo-
$ciach nukleolitycznych, przecinajacych tancuch RNA, podobnie do rybozymoéw,
co zostalo uwienczone sukcesem w 1997 roku [8]. Stosujac metode selekeji in vitro,
Breaker i Joyce znalezli dwa DNAzymy, nazwane 8-17 i 10-23, wymagajace dla swej
aktywnosci hydrolitycznej obecnosci niektorych jondw metali dwuwartosciowych.
Ostatnie lata przyniosty wiele doniesieni o zastosowaniu DNazymow, dzigki ich sta-
bilnoéci — w konstrukcji biosensoréw do wykrywania jonéw metali, w tym jonow
metali cigzkich, oraz zastosowaniu terapeutycznym DNAzymoéw w niszczeniu pato-
gennych RNA w komorce [9].

Niniejszy artykul przegladowy opisuje wyniki 15-letniej wspolpracy pomie-
dzy Zaktadem Biochemii RNA Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
i Zespolem Chemii Medycznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego,
kierowanym przez Panig Profesor Malgorzate Jezowska-Bojczuk. Nasze wspolne
badania dotyczyly wptywu wybranych antybiotykéw oraz ich kompleksow z jonami
miedzi(II) na aktywno$¢ katalityczng antygenomowego rybozymu HDV. Podjeli-
$my takze probe znalezienia DNAzymow, wykazujacych zdolnos¢ przecinania cza-
steczek RNA w obecnosci wybranych jondéw metali przejsciowych.

1. STRUKTURA RYBOZYMOW HDV ORAZ MECHANIZM ICH DZIALANIA

Jedynym rybozymem wystepujacym w organizmie czlowieka jest rybozym
HDV, nazywany takze rybozymem delta. Zostal on znaleziony w wirusie zapalenia
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watroby typu D (ang. hepatitis delta virus). Replikacja tego wirusa RNA zachodzi
wedlug mechanizmu ,,toczacego si¢ kota” na terenie jadra komoérkowego z udziatem
RNA polimerazy II gospodarza [10]. Proces replikacji przebiega na matrycy RNA
typu genomowego wirionu i jest syntezowana ni¢ typu antygenomowego. Powsta-
jacy w wyniku tego procesu transkrypt sklada sie z wielokrotnie powtarzajacych si¢
sekwencji genomu wirusa, polaczonych ze sobg w formie multimerycznej. Wyste-
pujacy odcinek sekwencji o aktywnosci rybozymalnej umozliwia przecinanie si¢
formy multimerycznej do form monomerycznych. Linowe odcinki RNA typu anty-
genomowego ulegajg nastepnie ligacji do formy kolistej i stuzg jako kolejne matryce
do syntezy RNA typu genomowego [11]. Mimo ze genom wirusa HDV wykazuje
wysoka zmienno$¢ i ulega ciagtej ewolucji w trakcie infekcji, odcinek sekwencji
nukleotydowej warunkujacy autokatalityczne przecinanie si¢ RNA charakteryzuje
sie bardzo wysoka zachowawczoscia.
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Rysunek 1. Struktury drugorzedowe A) genomowego i B) antygenomowego rybozymu HDV
Figure 1. Secondary structures of A) genomic and B) antigenomic HDV ribozyme
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Obydwa rybozymy HDV tworza strukture typu pseudowezta, ktéra zaklada
silne upakowanie czasteczki, polegajace na wystepowaniu wiekszosci nukleotydow
w regionach dwuniciowych (Rys. 1). Struktura ta ztozona jest z czterech regionow
dwuniciowych, oznaczonych P1, P2, P3 i P4, regionu jednoniciowego, oznaczonego
jako J4/2, oraz dwdch regiondw petlowych, L3 i L4 zamykajacych regiony P3 i P4.
Autokatalityczne przecinanie tancucha RNA wystepuje za reszta guanozyny, two-
rzaca niestandardowa pare zasad G-U w regionie P1.

Wyjatkowo upakowana forma czasteczki rybozymu HDV rodzi pytanie o spo-
sOb jego zwijania si¢ w aktywnag katalitycznie forme podczas replikacji wirusowego
RNA [11]. Nowo powstajaca czasteczka RNA syntetyzowana jest przez polimeraze
RNA od konca 5 poprzez przylaczanie kolejnych nukleotydéw. Sformutowano
dwie hipotezy: pierwsza, Ze powstajaca podczas replikacji ni¢ RNA moze tworzy¢
sekwencyjnie odpowiednie motywy struktury drugorz¢dowej rybozymu, gdy tylko
odpowiedni fragment RNA zostanie zsyntetyzowany (12). Druga hipoteza sugero-
wala, Ze multimeryczny transkrypt RNA moze pozostawaé w nieaktywnej katali-
tycznie formie i dopiero oddziatywanie z chaperonami RNA moze rybozym uak-
tywni¢ [13]. Problemem tym zajelismy si¢ w Zakladzie Biochemii RNA Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN.

Wykorzystujac rybozym HDV typu genomowego, przeprowadzilismy badania
in vitro majace na celu modelowanie kolejnych stadidw procesu zwijania sie tego
rybozymu [14]. Zsyntetyzowano cztery fragmenty rybozymu o wzrastajacej dtugo-
$ci od konca 5) zlozone z nukleotydow 1-43, 1-73, 1-78 i 1-84. Odpowiadaly one
kolejnym stadiom syntezy regionu rybozymalnego podczas replikacji wirusowego
RNA. Do badan struktury otrzymanych fragmentéw uzyto metody cie¢ indukowa-
nych jonami Pb*, trawien nukleazami oraz metod chemicznej modyfikacji DMS
oraz hydrazyng. Stwierdzono, ze helisy P1 i P4 s3 tworzone natychmiast, gdy tylko
zsyntetyzowany fragment RNA zawiera te elementy struktury. W przypadku regionu
P3/L3, tworzy on poczatkowo strukture spinki, ktora w trakcie dalszej elongacji tan-
cucha RNA ulega przearanzowaniu, co pozwala na utworzenie finalnej struktury
rybozymu typu pseudowezta [14].

Modele struktur drugorzedowych rybozymoéw HDV zostaly potwierdzone
przez wyniki chemicznej modyfikacji oraz cigcia nukleazami [15]. Jednakze decy-
dujace bylo rozwiazanie w koncu lat 90. struktury rybozymu HDV typu geno-
mowego w krysztale [16]. Analiza krystalograficzna pokazala silne upakowanie
struktury poprzez utworzenie dwdch pseudoweziow z zaangazowaniem helisy P1
oraz nowej helisy P1.1 powstalej przez oddzialywanie regionu jednoniciowego J1/4
z petla L3. Co ciekawe, oddalone w strukturze drugorzedowej nukleozydy G1 oraz
C75, w strukturze trzeciorzedowej rybozymu tworza miejsce katalityczne podobne
do miejsc katalitycznych enzymow biatkowych. Centrum katalityczne stabilizowane
jest przez szereg oddzialywan, takich jak: oddziatywania warstwowe, powodujace
przemieszczenie C75 w glab rdzenia struktury, jak i szereg wigzan wodorowych,
stabilizujacych polozenie katalitycznej reszty C75 [16, 17].
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Rozwiazanie kolejnych struktur krystalograficznych rybozymu HDV pozwo-
lito na zaproponowanie mechanizmu autokatalitycznego przecinania tfanicucha RNA
przez rybozym [18] (Rys. 2). Reszta cytydyny w pozycji 75 jest protonowana i two-
rzy wigzanie wodorowe z 5’ atomem tlenu wigzania fosfodiestrowego reszty guano-
zyny w pozycji 1 (Rys. 2). Aktywny jon metalu koordynuje do atomu pro-Rp tlenu
reszty G1 i grupy 2’ hydroksylowej reszty urydyny w pozycji (-1). Wiazanie jonu
metalu do czynnika nukleofilowego utatwia deprotonacje¢ przez zasade B. Protono-
wana reszta C75 oraz jon Mg®* stabilizujg fosforan w stanie przejsciowym, powstaly
poprzez atak nukleofilowy zjonizowanej grupy 2’0" reszty U(-1). Koficowym eta-
pem przedstawionej reakcji transestryfikacji jest utworzenie 2’3’-cyklicznego fos-
foranu na reszcie U(-1) i grupy 5 hydroksylowej na G1. Efektywno$¢ reakcji prze-
cigcia fanicucha RNA przez rybozym HDV zalezy od dwoch czynnikéw, obecnosci
wybranych jonéw metali dwuwarto$ciowych oraz odpowiedniej aranzacji miejsca
katalitycznego, zapewniajgcego atak in line grupy 2’0O™ na atom fosforu. Wymaga to
ustawienia atoméw 2’ O-P-5" O w jednej linii.
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Rysunek 2. Mechanizm auto-katalitycznego przecigcia antygenomowego rybozymu HDV
Figure 2. Mechanism of auto-catalytic cleavage of HDV ribozyme

Nasze badania z zastosowaniem wariantéw antygenomowego rybozymu HDV,
dziatajacego w formie cis oraz trans, wykazaly ich najwieksza aktywnos¢ w obecno-
éci 1 mM stezenia jonéw Mg”* oraz Mn**[19]. Ponadto, zauwazono wyzsza aktyw-
no$¢ wariantéw cis, w poréwnaniu do form trans. Dla innych jondéw metali, rybo-
zym HDV byt aktywny w obecnosci jonéw Co”* oraz Sr**. Natomiast w warunkach
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zblizonych do fizjologicznych, rybozym byl nieaktywny w obecnosci jonéw jedno-
warto$ciowych oraz spermidyny.

Testowanie wplywu struktury miejsca katalitycznego na aktywnos¢ antygeno-
mowego rybozymu HDV umozliwita metoda selekgeji in vitro [20]. Skonstruowana
biblioteka kombinatoryczna zawierata ok. 4,3 x 10” réznych wariantéw tego rybo-
zymu. Zawierala 16 pozycji typu random, to jest kazdy z czterech nukleotydow
wystepowal z rownym prawdopodobienstwem w tych pozycjach, w regionach P1.1,
L3 oraz J4/2 (Rys. 1). W wyniku selekcji otrzymano szereg aktywnych katalitycznie
wariantéw rybozymu HDV. Jedna trzecia wariantow zawierala pojedyncza mutacje
G80U, ktdra nie obnizala efektywnosci reakeji ciecia fanicucha RNA. Ponadto, co
trzeci wariant zawieral mutacje reszty C76, ktora bierze udziat w mechanizmie kata-
lizy RNA, identycznie jak C75 w rybozymie HDV typu genomowego (Rys. 2). Oka-
zalo sig, ze C76 w antygenomowym rybozymie HDV mozna zastgpi¢ innym nukle-
otydem, lecz w sasiedniej pozycji 77 musi wystepowac reszta cytydyny. Wyznaczona
stata szybkosci reakcji cigcia (k) jest jednak znacznie nizsza niz dla rybozymu typu
dzikiego. Swiadczy to unikalnosci miejsca katalitycznego rybozymu HDV [20].

2. ODDZIALYWANIA ANTYBIOTYKOW Z RYBOZYMAMI HDV

Rozpoczynajgc wspdlprace z zespotem prof. M. Jezowskiej-Bojczuk posta-
nowilismy skoncentrowa¢ sie na dwdch zagadnieniach: poszukiwaniach antybio-
tykow regulujacych wiasciwosci katalityczne antygenomowego rybozymu HDV
oraz wykorzystujac wieloletnie doswiadczenie zespotu Pani Profesor w badaniach
koordynacji jonéw metali do antybiotykéw sprawdzi¢, jak koordynacja jonéw Cu®*
wplywa na zdolnos¢ antybiotykéw do regulacji aktywno$ci katalitycznej tego rybo-
zymu.

Wiadomo, ze zwigzki niskoczgsteczkowe wigzg sie do réznych czasteczek RNA
(tRNA. rRNA, rybozymy oraz aptamery). Wielu badaczy zwrdcilo szczegdlng uwage
na oddzialywanie RNA z antybiotykami. Szereg antybiotykéw wiaze si¢ do ryboso-
malnego 16S rRNA, wplywajac na przebieg translacji [21]. Antybiotyki oddzialuja
takze z wieloma rybozymami. Antybiotyk aminoglikozydowy - neomycyna, inhi-
buje aktywnos¢ katalityczng rybozymoéw: introndéw grupy I, RNazy P, hammerhead,
hairpin czy tez HDV. Z drugiej strony, kanamycyna dziata bardzo specyficznie
i inhibuje wylacznie aktywno$¢ katalityczng rybozymu RNazy P [22].

Przetestowalismy aktywnos¢ katalityczng antygenomowego rybozymu HDV,
w obecnosci szeregu antybiotykéw o bardzo réznej strukturze i wlasciwosciach che-
micznych (Tab. 1). Okazalo sig, ze istnieja trzy grupy antybiotykow [23]. Takie, ktore
nie inhibujg reakcji ciecia i podobne wlasciwosci posiadaja ich kompleksy z jonami
Cu’. Do grupy tej naleza amikacyna badz kanamycyna. Dla neomycyny oraz jej
kompleksu z jonami Cu®" obserwuje sie silny ich wptyw na reakcje ciecia. Natomiast
w przypadku sisomycyny, wankomycyny i aktynomyny D, inhibicje aktywnosci
katalitycznej rybozymu HDV obserwowano tylko w obecno$ci komplekséw tych
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antybiotykow z jonami Cu’". Stata K. byta nizsza okolo trzykrotnie dla kompleksow
sisomycyny i vankomycyny. Najwigksze roéznice, ponad 35-krotne w wartosciach K,
zaobserwowano dla kompleksu aktynomycyny D z jonami Cu** w poréwnaniu do
nieskompleksowanego antybiotyku. Wyznaczone wartosci wynosily 33 i 1270 pM,
dla reakeji ciecia w obecnosci jonow Mg**. Wartos¢ K. dla kompleksu aktynomycyny
D z jonami Cu” byla poréwnywalna z warto$ciami K, dla innych antybiotykow,
bedacych silnymi inhibitorami reakcji katalitycznego cigcia, zachodzacej w roz-
nych rybozymach [22]. Nalezy podkresli¢, ze wolne jony Cu®* nie miaty wptywu na
aktywno$¢ katalityczng badanego rybozymu HDV.

Tabela 1. Badane antybiotyki i zwigzki niskoczasteczkowe:
Table 1. Tested antibiotics and low molecular-weight compounds

Antybiotyki aminoglikozydowe: Leki przeciwgrzybicze:

higromycyna B flukonazol

amikacyna

apramycyna Zwiazki niskoczasteczkowe:

neomycyna pochodne koniugatéw heminali z 1,2,4 triazolami

sisomycyna puromycyna

kasugomycyna

Antybiotyki peptydowe:

kapreomycyna
bacytracyna
aktynomycyna D
ristomycyna
ramoplanina
blastycydyna S
fleomycyna oraz kompleksy tych wszystkich zwigzkéw z jonami Cu**

kolistyna
wiomycyna

gramicydyna

Antybiotyki f-laktamowe:

amoksycylina

Interesujgce zjawisko zaobserwowano dla ristomycyny, apramycyny i amok-
sycyliny, antybiotykéw nalezacych do réznych grup antybiotykéw, odpowiednio:
glikopeptydowych, glikozydowych oraz f-laktaméw [24]. Przy niskich 100 pM
stezeniach antybiotykéw obserwowano wzrost aktywnosci katalitycznej antygeno-
mowego rybozymu HDV, przy 300 pM stezeniu antybiotykow ten efekt zanikal,
natomiast przy 300 uM stezeniu komplekséw tych antybiotykéw z jonami Cu®*
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wystepowala silna inhibicja. Wykazano takze, ze koniugaty heminali z 1,2,4-tria-
zolami, zwigzkami o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym, sa nowa klasg
zwigzkow niskoczgsteczkowych, ktore moga inhibowaé aktywnos¢ katalityczng
rybozymu HDV [25]. Efektywnos¢ inhibicji tych pochodnych heminali zalezy od
ich struktury i nawet blisko spokrewnione izomery majg rézny wplyw na aktywnos¢
katalityczng rybozymu. To wskazuje, Ze miejsce wigzania tego ligandu w rybozymie
moze rozrézniaé poszczegdlne izomery.

W celu ustalenia mechanizmu inhibicji wlasnoéci katalitycznych antygeno-
mowego rybozymu HDV typu trans, w obecnosci antybiotykéw, uzyto dwdch oli-
gonukleotydowych substratéow RNA, ktdre zawieraly w pozycji (-1) cytydyne oraz
2’-deoksycytydyne [26]. Grupa 2° OH cytydyny jest niezbedna w mechanizmie
reakcji autokatalitycznego ciecia rybozymu HDV (Rys. 2). Pierwszy substrat ulegal
przecieciu z wysoka efektywnoscia i odzwierciedlal konformacje rybozymu HDV
po reakgji cigcia. Natomiast drugi substrat zwigzany z rybozymem odpowiadal jego
konformacji przed reakcja ciecia. Obydwa modelowe rybozymy HDV, przed i po
reakcji ciecia, poddano mapowaniu struktury RNA w obecnosci wybranych antybio-
tykéw: neomycy, amikacyny oraz aktynomycyny D oraz ich komplekséw z jonami
Cu”. Jak wspomniano powyzej, neomycyna i jej kompleks z jonami Cu** oraz
kompleks aktynomycyna D-Cu’* byly silnymi inhibitorami rybozymu. Natomiast
wolna amikacyna oraz w kompleksie, a takze nieskompleksowana aktynomycyna
D, nie mialy wplywu na przebieg reakcji autokatalitycznego ciecia nici RNA. Do
mapowania struktury rybozymu uzyto metode ciecia jonami Pb** i nukleazami oraz
metode SHAPE. Wykazano, Ze w obydwu modelowych rybozymach neomycyna
oraz jej kompleks s3 ulokowane w ,,kieszeni” utworzonej przez regiony P1.1 oraz
J4/2. Ponadto, podobny rozktad modyfikacji w obydwu formach rybozymu HDV
dla neomycyny oraz jej kompleksu wskazuje na bardzo podobny sposob oddziaty-
wan RNA-antybiotyk. Natomiast dane mapowania amikacyny wskazujg na wigza-
nie antybiotyku oraz jej kompleksu w petli L3 obydwu form rybozymu HDV. Dla
kompleksu aktynomycyna D-Cu®" zaobserwowano zmiany w rozkladzie miejsc tra-
wien w trzonach P4 i P2 wylacznie dla rybozymu HDV z substratem zawierajacym
deoxycytydyne w miejscu jego przeciecia. Prawdopodobnie, dodatkowy fadunek
dodatni kompleksu aktynomycyna D-Cu** zwieksza jego powinowactwo do trzo-
néw P4 i P2. Wyznaczono takze wartoéci K, charakteryzujace wigzanie badanych
antybiotykéw lub ich kompleksow z jonami Cu** do rybozymu, ktére mieszcza sie
w zakresie 8-136 pM i moga by¢ ustawione w nastepujacej kolejnosci: neomycyna
B-Cu”, aktynomycyna D-Cu’’, neomycyna B, aktynomycyna D, amikacyna-Cu*,
amikacyna [26]. Ta kolejno$¢ zgadza si¢ doskonale z wczesniej badanym wpltywem
tych antybiotykéw na inhibicje aktywnosci katalitycznej rybozymu HDV [27].

Lokalizacje badanych antybiotykdéw w rybozymie HDV typu antygenomowego
potwierdzono metoda modelowania komputerowego. Do modelowania wykorzy-
stano modele krystalograficzne rybozymu HDV [16, 17]. Antybiotyki aminogliko-
zydowe: neomycyna B oraz amikacyna zajmuja podobne miejsca w strukturze rybo-
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zymu HDV, kieszen utworzong przez regiony J4/2, P2 oraz P3. Jednakze polozenie
neomycyny B rézni si¢ nieco od amikacyny, gdyz neomycyna oddziatuje z katali-
tyczng resztg C76, zaangazowang w mechanizm autokatalitycznego ciecia rybozymu
(Rys. 2). Dla aktynomycyny modelowanie komputerowe pokazalo dwa miejsca wig-
zania antybiotyku do struktury rybozymu, odpowiednio w trzonach P2 i P4. Cho-
ciaz te miejsca wigzania antybiotyku wydaja si¢ by¢ oddalone od kieszeni katalitycz-
nej utworzonej przez reszty U(-1) i C76, to kompleks aktynomycyna D-Cu®" silnie
wplywa na aktywno$¢ rybozymu HDV. Najprawdopodobniej, dodatkowy tadunek
dodatni zwieksza powinowactwo kompleksu do trzonu P4, powodujac takie zmiany
konformacyjne rybozymu, ktére czynig go nieaktywnym katalitycznie.

3. WPEYW pH NA ZDOLNOSC ANTYBIOTYKOW DO REGULAC)I
AKTYWNOSCI KATALITYCZNEJ RYBOZYMU HDV

Wezesniejsze badania wykazaly, ze zdolno$ci koordynacyjne antybiotykow
w stosunku do jondéw metali silnie zalezg od wartosci pH srodowiska [28]. Proto-
nowane grupy aminowe w czasteczkach antybiotykéw zmieniajg ich powinowactwo
do jonéw Cu®*. W trakcie prowadzonych badan okresliliémy wptyw wartosci pH
srodowiska reakeji na auto-katalityczne przecigcie rybozymu HDV. Jako modele
wybraliSmy dwa antybiotyki peptydowe: kapreomycyne oraz wiomycyne, nalezace
do rodziny antybiotykéw tuberamycyny.

Kapreomycyna i wiomycyna sg uzywane jako leki przeciwgruzlicze i wykazuja
podobny mechanizm dzialania [29]. W rybosomach Thermus. thermophilus obydwa
antybiotyki sg potozone w szczelinie pomi¢dzy dwoma podjednostkami rybosomal-
nymi i oddzialujg z 16S oraz 23S rRNA, blokujgc proces translokacji. Ponadto, vio-
mycyna posiada podwdjng aktywnos¢ w katalizie RNA, inhibujac aktywnos¢ kata-
lityczng intronéw grupy I, natomiast dla rybozymu VS zaobserwowano wzrost jego
aktywno$ci w obecnosci tego antybiotyku [30, 31]. Wptyw tych antybiotykéw oraz
ich komplekséw z jonami Cu®* na reakcje autokatalitycznego przeciecia oligonukle-
otydowego substratu antygenomowego rybozymu HDV, dzialajacego w wersji trans,
jest podobny [32, 33]. Przy stezeniach, 0,20-75 mM dla kapreomycyny i 0,2 mM dla
wiomycyny zaobserwowano 2-3 krotng stymulacje reakcji katalizy RNA, przy wyz-
szych stezeniach inhibicje. Podobny efekt wystepowal w przypadku kompleksow
tych antybiotykéw z jonami Cu®", przy 0,2 mM stezeniu komplekséw wystepowata
stymulacja reakcji katalizy, natomiast przy 0,5 mM stezeniu kompleksu wiomycyna-
-Cu’" - silna inhibicja.

Zbadali$my takze wplyw pH srodowiska na przebieg reakcji ciecia rybozymu
HDV w obecno$ci kapreomycyny, wiomycyny oraz ich komplekséw z jonami Cu®*
[32, 33]. Struktura kapreomycyny i wiomycyny jest niemal identyczna, zatem
mozna oczekiwa¢ podobnych ich wlasciwoéci podczas protonacji. Kapreomy-
cyna zawiera cztery centra protonacji o wartosciach pKa od 6,23 do 11,37, zatem
mozna j3 zdefiniowa¢ jako kwas o ogdélnym wzorze H,L [28]. Natomiast wiomy-



408 J. WRZESINSKT, J. CIESTOLKA

cyne posiadajgcg trzy centra protonacji — jako kwas H,L. Zasadnicza réznica we
wplywie kapreomycyny i wiomycyny na aktywnos¢ katalityczng rybozymu HDV
dotyczy ich kompleksow. W pH 5,5 i 6,5 kompleks kapreomycyny catkowicie inhi-
buje aktywnos¢ rybozymu, podczas gdy kompleks wiomycyny nie posiada takich
wiasciwosci. Ponadto, w pH 7,5 wiomycyna stymuluje aktywnos¢ katalityczng rybo-
zymu HDV dwukrotnie lepiej niz kapreomycyna. Interesujace, okryte przez nas zja-
wisko stymulacji aktywnosci katalitycznej rybozymu HDV, moze by¢ wyjasnione
w dwojaki sposdb. Po pierwsze, badane antybiotyki ulatwiajg tworzenie kompleksu
substrat-rybozym dla rybozymu w wersji trans. Inna mozliwo$¢, to ich udzial
w rearanzacji struktury rybozymu do bardziej aktywnej w reakgji ciecia substratu.
Mechanizm ten byl sugerowany wczesniej dla wyjasnienia wptywu wiomycyny na
aktywno$¢ rybozymu VS i pierwsza z rozwazanych mozliwosci byta decydujaca
[31]. Jak wspomniano powyzej, kapreomycyna i wiomycyna posiadajg cztery lub
trzy miejsca protonacji. Wiomycyna nie posiada pierwszorzedowej grupy aminowej
reszty kwasu a,-diaminopropionowego o wartoséci pKa 6,23. Poniewaz wiomycyna
i kapremycyna majg podobny wplyw na reakcje ciecia rybozymu HDV, zatem w pH
5,5 oraz 6,5 protonacja tej grupy nie odgrywa wigkszej roli. Natomiast wystepuje
w tych warunkach pH silny wptyw kompleksu kapreomycyna-Cu®* na reakcje cie-
cia. Z wczesniejszych badan grupy prof. M. Jezowskiej-Bojczuk wynika, ze w tym
zakresie pH w roztworze istnieje gléwnie kompleks CuH,L, zatem to on jest odpo-
wiedzialny za inhibicje rybozymu HDV [28]. Z drugiej strony, w pH 5,5 oraz 6,5
kompleks viomycyna-Cu’* nie miat wplywu na wlasciwosci katalityczne rybozymu
HDV. Zatem, wystepujacy w tych warunkach kompleks typu CulL jest niezdolny do
modulowania aktywnosci katalitycznej rybozymu HDV [33].

Do identyfikacji miejsc wigzania wiomycyny w strukturze antygenomowego
rybozymu HDV uzyliSmy metode modelowania molekularnego, stosujac jako
model wyjsciowy strukture krystalograficzng rybozymu typu genomowego. Wcze-
$niejsze badania w roztworze sugerowaly bardzo podobng badz identyczng strukture
obydwu rybozymoéw [6]. Wyniki modelowania molekularnego sugeruja istnienie
dwdch réznych miejsc wigzania wiomycyny w strukturze rybozymu HDV. Pierwsze
wystepuje pomigdzy trzonem P2 oraz petla L3. Drugie miejsce wigzania wiomycyny
jest zlokalizowane w glebokiej szczelinie utworzonej w strukturze przez trzony P1,
P2 oraz P3. Podobne miejsce wigzania bylo sugerowane dla kompleksu wiomycyna-
-Cu™, gdyz wielko$¢ szczeliny 10 x 20 A umozliwia ulokowanie tam antybiotyku
badz jego kompleksu. Takze inne antybiotyki peptydowe, jak kapreomycyna oraz
kompleks kapreomycyna-Cu*’, mozna zadokowa¢ w to miejsce. Precyzyjna ana-
liza wynikéw modelowania molekularnego pokazala oddzialtywanie wiomycyny
z resztami A14/U15 w trzonie P2 oraz G3/U4 w trzonie P1. Dodatkowo, wiomy-
cyna tworzy wigzanie wodorowe z resztg U32 w trzonie P3 oraz oddzialuje z resztg
U77 z regionu pseudowezla J4/2, ktéry jest zaangazowany w tworzenie miejsca
katalitycznego. Wazno$¢ struktury pseudowezta potwierdzila struktura aptameru
wiazacego wiomycyne [34]. Jego obecnos¢ jest konieczna dla efektywnego wigzania
wiomycyny przez ten aptamer.
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4. DEGRADACJA KWASOW NUKLEINOWYCH W OBECNOSCI
BACYTRACYNY

Prowadzone wcze$niej przez obie nasze grupy badania wigzania neomycyny B
do drozdzowego tRNA"™ pokazaly, ze wyszczepienie hipermodyfikowanej zasady Y
(wyozyny) zlokalizowanej w pozycji 37 petli antykodonu tRNA pozwala efektyw-
nie przecig¢ tancuch polinukleotydowy w obecnoséci 1 uM stezenia tego antybio-
tyku [35]. Zatem przypadkowa depurynacja w faiicuchu RNA, w obecnosci nawet
niskiego stezenia antybiotykéw, moze prowadzi¢ do zniszczenia funkcjonalnych
RNA. Moze to by¢ wazny, niepozadany efekt wigzania antybiotykéw do czasteczek
RNA.

Podczas analizy wplywu bacytracyny na funkcjonowanie rybozymu HDYV,
nieoczekiwanie okazalo sig, ze degraduje ona fancuch RNA [36]. Czasteczka tego
cyklicznego antybiotyku polipeptydowego sktada si¢ z 10 aminokwaséw: L-izoleu-
cyna, L-leucyna, p-fenyloalanina, L-cysteina, kwas L- i D-asparaginowy, D-glutami-
nowy, L-histydyna, L-lizyna i D-ornityna. Co ciekawe, bacytracyna degraduje takze
jednoniciowe czgsteczki DNA. Zatem antybiotyk ten wykazuje podobienistwo do
enzyméw degradujacych kwasy nukleinowe, takich jak rybonukleaza T, lub nukle-
aza S,. Degradacja czasteczek RNA wystepuje preferencyjnie po resztach guaniny,
przy czym w przecietym lancuchu RNA grupa fosforanowa pozostaje na koncu 3’
Przypomina to zatem degradacje RNA za pomoca nukleazy T,. Ponadto, degra-
dacja RNA, ktorej ulegaja czasteczki o zwartej strukturze jak: rybozym HDV oraz
drozdzowy tRNA™™, przebiega efektywnie juz przy niskich stezeniach antybiotyku
rzedu 5 uM i nie wymaga obecnosci jonéw metali. Bacytracyna nalezy do niewielu
zwigzkéw degradujacych DNA, jednak w poréwnaniu do degradacji RNA, wymaga
10-krotnie wyzszego stezenia i obecnoéci jonéw metali dwuwartosciowych: Mg™,
Mn** lub Zn*. Antybiotyk ten specyficznie degraduje taricuch DNA po resztach
cytozyny, pozostawiajac grupe fosforanowa na koncu 5’ tancucha, podobnie jak
nukleaza S1. W przeciwienstwie do enzymoéw biatkowych, antybiotyk nie traci
wlasciwosci degradacyjnych RNA i DNA nawet po inkubacji w 100°C.

Mechanizm dzialania bacytracyny w degradacji kwaséw nukleinowych nie
zostal dokladnie poznany. W przypadku rybonukleazy T, przecigcie faricucha RNA
przebiega wedlug mechanizmu katalizy kwasowo-zasadowej [37]. W proponowa-
nym mechanizmie dwie reszty histydyny His40 oraz His92 dzialajg jako kwas, nato-
miast reszta Glu58 dziala jako zasada, co potwierdzily badania krystalograficzne.
Réwniez RNaza A, enzym efektywnie degradujacy czasteczki RNA, wymaga dwoch
histydyn, mianowicie His12 i His119, do utworzenia 2’3’-cyklicznego fosforanu,
reszta Lys41 stabilizuje stan przejéciowy [38]. Takze 30-aminokwasowy peptyd
pochodzacy z N-konca palca cynkowego wymaga obecnosci pierscienia imidazo-
lowego do aktywnosci rybonukleazy, jednakze jest on nieaktywny w stosunku do
DNA [39]. Co ciekawe, wyznaczona wartos¢ statej szybkosci reakeji ciecia dla tego
peptydu jest 20-krotnie nizsza niz dla bacytracyny. Podsumowujac, podobne pro-
dukty ciecia oraz obecnos¢ histydyny w pozycji 10 bacytracyny czynig mechanizm
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hydrolityczny obserwowany dla RNazy T, wysoce prawdopodobny takze dla bacy-
tracyny. Natomiast w przypadku degradacji DNA mechanizm dziatania bacytra-
cyny pozostaje niewyjasniony. Najprostsza sugestia jest mechanizm reakcji wolno-
rodnikowej, jednakze w tym przypadku mechanizm ten nie ma miejsca. Obecnos¢
bacytracyny i H,O, nie miata wptywu na degradacje DNA [36, 37].

5. DEOKSYRYBOZYMY AKTYWNE W OBECNOSCI JONOW KADMU
ORAZ W SRODOWISKU O NISKIE] WARTOSCI PH OTRZYMANE
METODA SELEKC]JI IN VITRO

W trakcie realizowanego wspolnie z prof. M. Jezowska-Bojczuk jednego
z zadan projektu ,,Biotechnologie i zaawansowane technologie medyczne” w ramach
Wroctawskiego Centrum Badan EIT+, podjelismy probe otrzymania DNAzymow
aktywnych w obecnosci jonéw Cd** [40]. Jony Cd** naleza do najbardziej tok-
sycznych jondéw metali z uwagi na zastepowanie jonéw Zn*" i Ca** w enzymach,
co czyni je nieaktywnymi. Do poszukiwania DNAzymoéw aktywnych w obecnosci
jonéw Cd*" wykorzystano metode selekcji in vitro. Przygotowana biblioteka kom-
binatoryczna DNAzymoéw zawierala 23-nukleotydowy odcinek typu random, co
odpowiadato 7 x 10" réznych wariantéw. Uzyskane w wyniku selekcji wszystkie
aktywne katalitycznie DNAzymy nalezaly do czesto spotykanej wsréd DNAzymow
rodziny DNAzyméw 8-17 (Rys. 3a). Otrzymane DNAzymy preferowaty jony Cd*,
ale byly aktywne w obecnosci jonéw Mn** i Zn** co oznacza, ze miejsce koordyna-
cji katalitycznych jondéw metali nie jest wysoce specyficzne. Nalezy dodac, ze takze
weczesniej uzyskane DNAzymy wykazywaly szeroka specyficznos¢ w stosunku do
jonow metali [41]. Mozna zatem sadzi¢, ze otrzymanie DNAzymoéw aktywnych
tylko w obecnosci jednego rodzaju jonu metalu jest bardzo trudne lub niemozliwe.
W naszym przypadku, wzigwszy pod uwage aktywno$¢ katalityczna oraz selektyw-
nos¢, wariant 1/VIIWS wykazuje najlepsze wlasciwosci (Rys. 3a). Ponadto, uzyskane
DNAzymy byly mniej aktywne w podwyzszonej temperaturze, co sugeruje zmiany
ich struktury przy podwyzszaniu temperatury. Co ciekawe, dla jednego z wariantéw,
DNAzymu 15XWS, w podwyzszonej temperaturze wystepuje nie tylko obnizenie
jego aktywno$ci, ale takze zmiana preferencji w stosunku do jonéw metali wymaga-
nych do katalizy [40].

Postanowili$my zbada¢, jak zmiany sekwencji nukleotydowej moga wptywac
na zmiany aktywnodci katalitycznej wybranych DNAzymoéw. Zwrécilismy uwage na
zachowawcze elementy wystepujace w DNAzymach 8-17: nukleotyd w pozycji 12
oraz trzy pary zasad w strukturze ,,spinki do wloséw”. Obecno$¢ puryny w pozycji
12 okazala si¢ kluczowa dla zachowania aktywnosci DNAzymu 1/VIIWS, natomiast
miala maly wplyw na jego preferencje co do wyboru jonéw metali. Przeprowa-
dzono takze mutageneze par zasad wystepujacych w strukturze ,,spinki do wlosow”
Wymiana $rodkowej pary zasad z A-T na C-G powodowala wzrost aktywnosci
DNAzymu dla jonéw Zn*, spadek dla jonéw Mn** oraz nie zmienita aktywnosci
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dla jonéw Cd*". Oznacza to, Ze wspomniane pary zasad okreslajg wlasciwosci katali-
tyczne DNAzymu 1/VIIWS [40]. Wczesniejsze badania sugerowaly, ze wéréd wspo-
mnianych trzech par zasad, dla zachowania aktywnosci DNAzymu 8-17 wymagane
sa dwie pary typu G-C [42]. Pézniej wykazano, ze motyw zawierajacy jedna pare,
a nawet brak pary zasad G-C jest wystarczajacy. Obserwacje te sa zbiezne z naszymi,
gdyz DNAzym 1/VII zawierajacy jedna pare zasad G-C w motywie ,,spinki do wlo-
sow” zachowuje aktywno$¢ katalityczna.
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Rysunek 3. Struktura drugorzedowa DNAzyméw A) Dz1/VIIWS aktywnego w obecnosci jonéw Cd’* oraz B)
Dz27WS aktywnego w niskim pH. Symbol rA oznacza ryboadenozyne

Figure 3. Secondary structure of DNAzymes A) Dz1/VIIWS active in the presence of Cd*" and B) Dz27WS$
active at low pH. The symbol rA denotes riboadenosine

W kolejnym etapie podjelismy probe selekcji DNAzymow, stosujac podczas
selekeji obnizone pH rzedu 4,5 [43] (Rys. 3b). Wszystkie uzyskane DNAzymy wyka-
zywaly optimum aktywnosci katalitycznej w zakresie pH 4,0-4,5 i byly nieaktywne
przy pH wyzszym niz 5,0. Jak wspomniano, DNAzymy scharakteryzowane przez
nas wczesniej wymagaly do swej aktywnosci obecnosci niektérych jonéw metali
dwuwarto$ciowych [43]. Natomiast otrzymane DNAzymy aktywne w niskim pH
oraz ich warianty nie wymagaja obecno$ci zadnych jonéw metali, jako kofakto-
réw w reakcji katalizy. W niskich warto$ciach pH, w ktorych prowadzono selekcje
in vitro, wystepuje w kwasach nukleinowych rozlegta protonacja zasad, gléwnie
pozycjiN1 adeniny oraz N3 cytozyny. W tych warunkach, protonowane zasady moga
zastepowac jony metali w cieciu RNA przebiegajacym wedlug mechanizmu katalizy
kwasowo-zasadowej. Ponadto, moga bra¢ udzial w procesach zwijania DNAzymu
w aktywng katalitycznie strukture. Badania wybranych DNAzymoéw technikami
spektralnymi, UV oraz CD wykazaly duze zmiany w ich strukturze w zakresie
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pH 4,0-4,5, co pokrywa si¢ z warunkami sprzyjajacymi ich najwyzszej aktywnosci
katalitycznej. W wersji trans otrzymane DNAzymy, podobnie jak w wersji cis byly
najbardziej aktywne w pH okolo 4,5. Mutageneza miejsca ciecia wykazata znacz-
nie wyzszg aktywno$¢ w przypadku obecnosci puryn niz pirymidyn. Co ciekawe,
znaczny spadek aktywno$ci DNAzymu w wersji trans obserwowano, gdy w miejscu
cigcia zamiast jednego nukleotydu typu rybo wystepowaly dwa. Wytlumaczeniem
tej obserwacji moze by¢ oddzialywanie drugiego nukleotydu z kompleksem sub-
strat-DNAzym lub zmiany struktury substratu skutkujace nizszg efektywnoscig cie-
cia. Potwierdzeniem tej sugestii s3 wyniki mutagenezy czterech wybranych pozycji
w nici enzymu. Zmiany te skutkujg zanikiem aktywnosci katalitycznej DNAzymow.
Wynika z tego, ze pH-zalezne DNAzymy wymagaja bardzo specyficznej architek-
tury i sg katalitycznie aktywne w $cisle okreslonych warunkach pH [43].

Istnieje zapotrzebowanie na nowe DNAzymy, ktére moga funkcjonowaé
w skrajnych warunkach: wysokiej temperaturze, niskim lub wysokim pH, w obec-
nosci jondw metali ciezkich. Duzg zaleta opisanych przez nas DNAzymow jest
to, ze s3 one nieaktywne przy wartosciach pH zblizonych do fizjologicznych oraz
w obecnosci jedno- i dwuwarto$ciowych jondw metali. Czynnikiem ,,uruchamiaja-
cym” ich aktywno$¢ katalityczng jest obnizenie wartosci pH do zakresu 4,0-4,5. Te
pH-zalezne DNAzymy moga by¢ wykorzystane jako kasety molekularne w biotech-
nologii lub nanotechnologii, lub jako specyficzne narzedzia molekularne, takie jak
biosensory. Takie kasety pozwalajg na zmiany pod wplywem warunkéw srodowiska
i tylko ta kaseta moze by¢ wycieta z wiekszej struktury DNA przez obnizenie war-
tosci pH. Ponadto, trans-dzialajace warianty pH-zaleznych DNAzymow sa stosun-
kowo male, o wielkosci 31 nukleotydéw, co znacznie upraszcza ich synteze i wyko-
rzystanie. Wreszcie, pH-zalezne DNAzymy moga by¢ stosowane do monitorowania
zmian wartos$ci pH w komdrkach podczas proceséw metabolicznych [43].

UWAGI KONCOWE

W ramach wspdtpracy pomigdzy Zakladem Biochemii RNA Instytutu Che-
mii Bioorganicznej PAN w Poznaniu oraz Zespotem Chemii Medycznej Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego, kierowanym przez Panig Profesor Malgorzate
Jezowskg-Bojczuk, przebadano szerokie spektrum antybiotykéw oraz innych zwigz-
kéw niskoczasteczkowych i ich komplekséw z jonami Cu*, jako potencjalnych inhi-
bitoréow reakcji katalizy rybozyméw HDV. Nieoczekiwanie, okazalo sie, ze szereg
badanych zwiazkow, w zaleznosci od warunkow, wykazuje wlasciwosci inhibujace
lub stymulujace reakeje, czyli dzialaja jako modulatory procesu katalizy RNA. Jest
to obserwacja bardzo istotna, wskazujgca, ze rowniez w przypadku innych procesow
przebiegajacych z udzialem antybiotykéw, zmienione warunki $rodowiska moga
w istotny sposob modulowa¢ ich wlasciwosci.

Stwierdzono, ze efekt stymulacji/inhibicji aktywnosci katalitycznej rybozymu
HDYV jest $cidle zwigzany ze stopniem protonacji badanych antybiotykéw w danych
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warunkach. Zdolno$¢ do inhibicji wzrasta przy tym ze zwigkszeniem tadunku
antybiotyku np. po zwigzaniu kationu metalu. Natomiast w §rodowisku o wyzszym
pH antybiotyki zazwyczaj stymulujg reakeje ciecia, gdyz jak mozna sadzi¢, wolne
sg przynajmniej niektore ich centra azotowe, zdolne do uczestniczenia w reakcji
katalizy, jako akceptory-donory protonu badz miejsca koordynacji katalitycznego
jonu metalu. Wazna role odgrywa przy tym polozenie antybiotykdéw w czasteczce
rybozymu oraz to, jak ulozone sg ich grupy funkcyjne w obrebie jego centrum kata-
litycznego.

W trakcie badan jednego z antybiotykéw - bacytracyny, jako potencjalnego
inhibitora reakeji katalizy rybozymoéw HDV, zaobserwowano, ze wykazuje on wla-
sciwosci nukleolityczne. Bacytracyna jest nukleaza degradujaca obydwa rodzaje
kwasow nukleinowych, RNA i DNA. Zdolno$¢ bacytracyny do degradowania czas-
teczek RNA byla obserwacja zaskakujaca, bowiem szereg antybiotykéw pochodza-
cych z réznych grup terapeutycznych, badanych wczeéniej, nie wykazywato podob-
nych wlasciwos$ci. Bardzo wazne jest to, ze degradacja RNA zachodzi juz przy niskim
stezeniu antybiotyku, w zakresie mikromolarnym, poréwnywalnym ze stezeniami,
jakie oznaczono w osoczu krwi pacjentéw poddawanych leczeniu tym lekiem.
Odkrycie hydrolitycznych wlasciwosci bacytracyny rozszerzylo takze potencjalne
zastosowania tego antybiotyku w terapii antywirusowej, do niszczenia w komorce
niepozadanych kwaséw nukleinowych.

Do poszukiwania DNAzymoéw katalizujacych hydrolize RNA wykorzystano
metode selekeji in vitro. W eksperymencie selekeji, majacym na celu otrzymanie
DNAzymoéw aktywnych w obecnosci jonéw Cd*, otrzymano warianty nalezace do
wczesniej opisanej w literaturze rodziny DNAzymow 8-17. Analiza ich wlasciwosci
w obecnodci szerokiego spektrum jondw dwuwarto$ciowych pokazala, ze nie tylko
jony Cd*, ale takze Zn** i Mn®* wspieraja katalize. Oznacza to, ze miejsce koordy-
nacji jondw metali nie jest wysoce specyficzne i ze selekcja DNAzymoéw aktywnych
tylko w obecno$ci jednego rodzaju jonu metalu jest bardzo trudna lub niemozliwa.
DNAzymy otrzymane w drugim eksperymencie selekcji wykazywaly optimum
aktywnosci katalitycznej w zakresie pH 4,0-4,5 i byty nieaktywne przy pH wyzszym
niz 5,0. Co interesujace, nie wymagaja obecnosci zadnych jonéw metali, jako kofak-
torow w reakcji katalizy. Przypuszczalnie, w niskich wartosciach pH protonowane
zasady mogg zastepowac jony metali w cigciu RNA, przebiegajgcym wedlug mecha-
nizmu katalizy kwasowo-zasadowej. Otrzymane wyniki poszerzaja repertuar DNA-
zymow, ktére dzialaja w warunkach niefizjologicznych i przynosza nowe informacje
na temat mozliwych mechanizmow reakcji katalizowanych przez kwasy nukleinowe.
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