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§ Sazetak vii

§ SazZetak

Nukleinske kiseline, osim svoje standardne uloge pohrane, prijenosa i ekspresije
genske informacije, mogu imati i ulogu ubrzanja kemijske ili biokemijske reakcije, a da
pritom iz reakcije izadu nepromijenjeni (ribozimi, deoksiribozimi) ili promijenjeni
(samoizrezujuci introni grupe I i II). Kataliticke nukleinske kiseline mogu koristiti razlicite
mehanizme za obavljanje svoje kataliticke uloge, pa tako neke koriste katalizu metalnim
ionima te kiselinsko-baznu katalizu. Otkri¢em ovakvih molekula, teza da su enzimi isklju¢ivo
proteinskog podrijetla viSe nije bila tocna. Osim toga, otkri¢e ribozima dovelo je do hipoteze
o RNA svijetu prema kojoj je prva molekula zivog svijeta bila RNA, koja je bila i nositeljica
nasljedne informacije te je imala i kataliticku ulogu.

Nakon otkri¢a prvog ribozima 1980. godine, znanstvena zajednica je krenula u potragu
za molekulama sa slicnom ili istom ulogom, te su otkriveni mnogi novi ribozimi i
deoksiribozimi (DNAzimi). Do danas je opisan veliki broj klasa ribozima: glmS ribozimi,
ribozimi u obliku ukosnice, ribozimi u obliku glave ¢ekica, HDV ribozim, RNaza P, twister
ribozim samo su neki od primjera. Fokus u istraZivanjima je prebafen s ribozima na
DNAzime zbog stabilnosti molekula, jer je s njima lakSe raditi te su jeftiniji. Postoji i
nekoliko klasa deoksiribozima, primjerice ribonukleaze i RNA-ligaze.

Cilj ovog rada je detaljnije opisati strukturu i mehanizam djelovanja katalitickih

relativno novootkrivene skupine molekula, ¢iji se puni potencijal tek treba otkriti.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Molekule ribonukleinskih i1 deoksiribonukleinskih kiselina koje imaju kataliticka
svojstva nazivaju se katalitickim nukleinskim kiselinama. Pronadene su u svim Zzivim
djeluju samo jednokratno: samoizrezujuci introni daju funkcionalne molekule glasnicke RNA
(mRNA) ili ribosomske RNA (rRNA) kataliziranjem vlastitog izrezivanja iz pocetnih
transkripata. Ostali predstavnici se uklapaju u definiciju enzima kao bioloskih katalizatora, s
time da po sastavu nisu proteini ve¢ nukleinske kiseline. Svojstvo enzima je da ubrzavaju
kemijske ili biokemijske reakcije, a da pritom iz reakcija izadu nepromijenjeni. Na temelju
otkric¢a katalitickih molekula RNA predlozena je hipoteza RNA-svijeta: RNA je prvotno bila
nositeljica nasljedne informacije i biokatalizator, a DNA i proteini su se razvili kasnije.

RNA je dugo smatrana samo posrednikom u proizvodnji proteina, a teza je opovrgnuta
1980.-ih godina proslog stoljeca otkricem ribozima koji su povezani s cijepanjem RNA i
reakcijama ligacije ili spajanja manjih molekula, za §to su Cech 1 Altman dobili Nobelovu
nagradu. Uslijedilo je otkri¢e niza ribozima bitnih za bioloSke reakcije u stanici, primjerice
ribosomska RNA i peptidil-tRNA koje kataliziraju nastanak peptidne veze na ribosomu.
Osim prirodnih ribozima, jo§ ih je otkriveno u laboratoriju selekcijom in vitro koja podsjeca
na proces prirodne evolucije. Veliki broj molekula RNA se podvrgava selekciji i oni sljedovi
sa zeljenom aktivno$¢u se odabiru 1 umnazaju. Koriste¢i ovaj proces usmjerene evolucije,
razvijeni su ribozimi koji kataliziraju ¢itav niz kemijskih reakcija kao §to su RNA ligacija,
fosforilacija i samoalkilacija. *

U prirodi postoji velik broj proteinskih enzima u bioloskim reakcijama, pa je teza da
postoje 1 druge biomolekule koje bi imale kataliticku ulogu bila velikim dijelom odbacena sve
do 1980.-ih godina, kada su otkrivene enzimske moguénosti prirodnih RNA. Otkri¢em takvih
molekula RNA, koje sudjeluju u reakcijama cijepanja i povezivanja molekula RNA, postavilo
se pitanje imaju li mozda 1 molekule DNA kataliticku ulogu u nekom od bioloskih ili
nebioloskih procesa.

Usporedbom kemijske strukture DNA i RNA, lako je zakljuciti kako se razlikuju u prisutnosti
odnosnu nepostojanju 2'-hidroksilne skupine na svakom nukleotidnom monomeru te u razlici

T/U (tirozin/uracil) nukleobaza. Ali, priroda koristi DNA i RNA molekule za potpuno
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§ 1. Uvod 2

razli¢ite stvari. DNA je skladiste nasljedne informacije, dok je RNA kratkotrajni prenositelj te
informacije i koristi se za €itav niz bioloskih funkcija.

DNA vec¢inom ima oblik dvostruke zavojnice, pri ¢emu je dvolancana struktura
uglavnom pravilna, dok enzimska aktivnost zahtijeva nepravilnu trodimenzijsku strukturu,
odnosno tercijarnu konformaciju koja moze vezati supstrate i pozicionirati razlidite
funkcionalne skupine za katalizu. Stoga je vjerojatnost da ¢e prirodna dvolancana DNA biti
kataliticki aktivna vrlo mala. S druge strane, mnogi eksperimenti su pokazali da jednolan¢ana
DNA moze biti kataliticki aktivna. U jednolanc¢anoj formi, DNA je vrlo sli¢cna molekuli RNA.
Moze sadrzavati sekundarne strukture i smatati se u razlicite trodimenzijske strukture. Prvi

rad o postojanju deoksiribozima je objavljen 1994. godine. 23
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§ 1. Uvod 3

1.1. Povijest i otkriée katalitickih nukleinskih kiselina

Prije skoro 40 godina, pocetkom 80.-ih godina proslog stolje¢a, znanstvenici
Sveucilista Colorado, predvodeni Thomasom Chechom dosli su do neocekivanog otkrica
kataliticke RNA koje ¢e otvoriti mnoga pitanja za biokemiCare i strukturne biologe te
prodrmati temelje i poimanja bioloske katalize poznate do tog trenutka. Postavljeno je pitanje
0 podrijetlu zivota na Zemlji, uz novo otkrice kao argument u mnogim raspravama o
pocetcima zivota.

Znanstvenici su bili u potrazi za proteinom koji katalizira reakcije izrezivanja introna i ligacije
eksona pre-rRNA kod trepetljikasa Tetrahymena termophila obzirom da su svi do tada poznati
bioloski katalizatori bili isklju¢ivo proteinske prirode. No ono $to su uspjeli izolirati je bio
aktivni oblik pre-rRNA pri ¢emu su se reakcije odvijale bez proteina: nakon ekstrakcije SDS-
fenolom, zagrijavanja uz SDS i tretmana proteazama, kataliticka aktivnost je bila ocuvana.
Ova kataliticka RNA pripada samoizrezujuc¢im intronima grupe I.

U isto vrijeme, Sidney Altman i suradnici otkrili su da RNA podjedinica bakterijske RNAaze
P ima kataliti¢ka svojstva. Obje kataliticke RNA u ovim otkri¢ima ciljaju 3',5'-fosfodiestersku
vezu u RNA, bilo u seriji od 2 autokatalitiCke transesterifikacijske reakcije (za introne grupe
I) ili hidrolitickom reakcijom koju obnasa kataliticka komponenta RNA u bakterijskoj RNazi
P. Za ova su otkri¢ca Thomas Cech i Sidney Altman dobili Nobelovu nagradu 1989. godine.

Marina Serendes Zavrsni rad
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Slika 1.Neke od reakcija koje u prirodi katalizira RNA
Vecina trenutno poznatih ribozima djeluje na 3',5'-fosfodiesterske veze u RNA (Slika 1A i
1C) , a dodatni primjeri susamoizrezujuci introni grupe 11'i sSnRNA u spliceosome-u (Slika
1B). Preuzeto iz 34

Ranije su Harry Noller i suradnici iznijeli zapazanja koja su upucivala na moguénost da
biosintezu proteinana ribosomu, tj. reakciju nastanka peptidne veze katalizira RNA. Dokaz da
je ribosomska RNA, a ne ribosomski proteini, katalizator u stvaranju peptidne veze na
ribosomu, proizlazi iz kristalne strukture visoke rezolucije koja je otkrila da je peptidil-

transferazni centar sastavljen isklju¢ivo od RNA ostataka.>®

Kako bi se nadomjestila ograni¢ena kemijska raznolikost RNA nukleobaza, u usporedbi s
puno vecom kemijskom Sarolikosti bo¢nih ogranaka aminokiselina u proteinima, efikasnost
esencijalne i nezamjenjive peptidil-tranferazne reakcija je poboljsana na druge naéine. Osim

ribosomskih i pomo¢nih proteina, u pricu su ukljucene i razne kemijske modifikacije koje se
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§ 1. Uvod 5

mogu prona¢i u molekulama tRNA. Ovakve modifikacije dozvoljavaju optimiziranu
translaciju. Iako vecina modifikacija tRNA nisu esencijalne, nedostatak nekih moze imati
drasti¢an efekt na proces biosinteze proteina §to moze rezultirati agregiranjem proteina, $to

dalje isti¢e njihovu vaznost za optimizaciju peptidil-transferazne aktivnosti.

Prvi samocijepajuci ribozim koji je otkriven je ribozim u obliku ¢eki¢a (eng. hammerhead
ribozim). Otkriven je u satelitnoj RNA virusa prstenaste pjegavosti duhana (eng. tobacco
ringspot virus TRSV). Potom je u istoj satelitnoj RNA otkriven i ribozim u obliku ukosnice
(eng. hairpin ribozim). "8

Proucavanjem hepatitis delta virusa otkriven je HDV ribozim. Potom je otkriven Varkud
satelitni ribozim (VS) u transkriptima DNA koji je povezan s mitohondrijima u odredenim

neurosporama. Ostali samocijepajuci ribozimi su otkriveni bioinformatickim alatima.

Racunalne metode koje pronalaze sekvence sli€ne ve¢ poznatim primjerima mogu na¢i nove
primjere samocijepajucih ribozima, ali ne mogu na¢i nove strukturne klase. Rezultirale su
pronalaskom niza HDV ribozima i ¢eki¢astih ribozima, za koje se prethodno smatralo da
pripadaju klasama koje su sadrzavale tek mali broj primjera. °

Danas je poznat velik broj ribozima. Na slici 1 prikazane su neke od reakcija koje kataliziraju
ribozimi.

Obzirom na veliku sli¢nost molekula DNA i RNA, znanstvena zajednica je postavila pitanje o
postojanju DNA koja ¢e vrsiti katalizu. Obzirom da je vefina molekula DNA u prirodi
dvolancana, vjerojatnost postojanja takve kataliticki aktivne DNA je neznatna. No, s druge
strane, bilo je poznato da jednolan¢ane molekule DNA mogu tvoriti tercijarnu strukturu te je
pretpostavljeno da bi mogle i prepoznati ciljnu molekulu te vrsiti katalizu. Tako su '90-ih
godina proslog stoljeca, selekcijom in vitro iz velikog broja nasumi¢nih DNA sljedova
priredene jednolan¢ane DNA sa specificnom enzimskom aktivno$¢u. 1994. godine su Breaker
I Joyce objavili prvi rad o DNAzimu: nazvan je GR5 i katalizira cijepanje RNA u prisutnosti

Pb?*. GRS je kratka molekula od samo 15 nukleotida u katalitickoj petlji.

U sljede¢im godinama je niz razli¢itih deoksiribozima (DNA enzims, DNAzima) razvijen za

reakcije koje imaju prakti¢nu ulogu u istrazivanju molekula RNA. *°

Marina Serendes Zavrsni rad



§ 1. Uvod 6

1.2. RNA svijet

Kako bismo u potpunosti razumjeli procese koji se odvijaju u stanicama danas,
moramo se zapitati kako su se razvili kroz evoluciju. Temeljni problem je ekspresija nasljedne
informacije, koja iziskuje nevjerojatno kompliciranu i kompleksnu masineriju i napreduje od
DNA do proteina preko posrednika-molekule RNA. Jedna od teorija koja pokuSava objasniti
kako se ovaj sustav razvio je hipoteza RNA svijeta. Ova hipoteza zagovara stajaliSte da je
molekula RNA, osim $to je pohranjivala nasljedne informacije, sudjelovala u Kkatalizi
kemijskih reakcija u jednostavnijim stanicama.

Molekula DNA je tek kasnije u evoluciji preuzela ulogu nositeljice nasljedne informacije, a
proteini su postali glavne kataliticke 1 strukturne komponente stanica.

Ako je ova hipoteza toc¢na, onda prelazak iz RNA svijeta zapravo nikad nije zavrSio.
Molekula RNA 1 dalje katalizira neke od temeljnih reakcija u danasnjim stanicama, pa se
kataliticke molekule RNA mogu smatrati molekulskim fosilima pocetaka Zivota.

Postoji ideja da se prve bioloske molekule na Zemlji bile formirane u reakcijama koje su se
koristile katalizom metalnim ionima na kristalnoj povrSini minerala. Slozen sustav
molekulske sinteze 1 razgradnje je potencijalno postojao na ovakvim povrSinama puno prije
nastanka prvih stanica. No problem je Sto zivot zahtijeva molekule koje mogu katalizirati
reakcije koje rezultiraju rastankom istih ili slicnih molekula. Potom je trebalo odgovoriti na
pitanje koje molekule imaju takvo svojstvo. Danas katalizu provode proteini, sastavljeni od
niza razli¢itih aminokiselina s kemijski razli¢itim bo¢nim ograncima Koji posljedi¢no mogu
zauzimati razli¢ite trodimenzijske strukture.

Polinukleotidi pak zadovoljavaju drugo svojstvo: mogu direktno utjecati na stvaranje
identi¢nih kopija svojih sljedova (Slika 2). Ovo svojstvo ovisi 0 sparivanju nukleotida na
temelju komplementarnih baza. Polinukleotid sluzi kao kalup za stvaranje drugog
polinukleotida, §to je danas temelj replikacije DNA i transkripcije.

Danas je reakcija polimerizacije nukleotida ubrzana proteinskim enzimima, poput DNA i
RNA-polimeraza. No u davnoj proslosti to nije bilo moguce, jer takvi proteini koji su mogli
katalizirati reakcije polimerizacije nisu postojali. Otkrice katalitickih RNA 1980.-ih godina
upucivalo je da RNA mogu biti i katalizatori.

Upravo ova ¢injenica, da RNA molekula moZe biti i nositelj informacije i katalizator, je

temelj hipoteze o postojanju RNA svijeta.

Marina Serendes Zavrsni rad



§ 1. Uvod 7

RNA stoga ima sva nuzna svojstva koja molekula mora zadovoljavati kako bi katalizirala

vlastitu sintezu. 1

Slika 2. RNA molekula koja moze katalizirati vlastitu sintezu. Crvene crtice oznacavaju

aktivno mjesto hipotetskog RNA enzima. Preuzeto iz *2

Pretpostavlja se da su prve molekule koje su imale i kataliticku aktivnost 1 koje su skladistile
informacije bili polimeri koji su podsjecali na RNA, ali su bili kemijski jednostavniji. Ne
postoje ostaci takvih molekula u stanicama, niti su takvi ostaci pronadeni u fosilima. Unato¢
nedostatku tragova, relativna jednostavnost ovih polimera slicnim RNA ¢ini ih boljim
kandidatima za prve nositelje katalitiCke aktivnosti i nasljedne informacije u odnosu na samu
molekulu RNA.

Prijelaz s ove pre-RNA strukture u RNA svijet se morao dogoditi sintezom RNA koriste¢i ove
jednostavnije molekule pre-RNA kao predlozak i katalizator. Laboratorijski pokusi su
pokazali da ova jednostavnija forma RNA moZe posluziti kao predlozak za sintezu
komplementarne RNA  molekule; pre-RNA polimeri  mogu Kkatalizirati nastanak
ribonukleotidnih prekursora iz jednostavnijin molekula. Jednom kad je nastala prva RNA
molekula, mogla je postepeno preuzeti funkcije koje je do tada obnaSala pre-RNA, §to je
dovelo do RNA svijeta.

Danas su znanstvenici usuglaSeni oko teze kako su DNA genomima prethodili RNA genomi 1
da je RNA molekula uistinu u davnoj proslosti Zemlje i samog zivota na njoj bila i kataliti¢ka
1 informacijska molekula. U proSlosti je mogla katalizirati puno viSe reakcija u usporedbi s
koli¢inom reakcija koje katalizira danas, a s vremenom je DNA pocela prevladavati i
preuzimati prednost nad RNA kao nositeljem geneticke informacije. Razvoj metabolizma je
zahtijevao sve vece kataliticke izazove, iziskuju¢i vecu vjernost, procesivnost, ve¢i broj

razlic¢itih katalizatora i brzinu, §to je rezultiralo prelaskom na proteinsku katalizu.

Marina Serendes Zavrsni rad



§ 1. Uvod 8

Ribozimi predstavljaju fosile RNA svijeta, zlatnog doba za tu molekulu. RNA je izgubila
vec¢inu svojih katalitickih uloga, sacuvavsi samo fosforil-transferaznu i peptidil-transferaznu
aktivnost, vjerojatno zato $to su proteinski enzimi uspjesniji i efikasniji.

Cinjenica da mnogi koenzimi i kofaktori (npr. koenzim A i nikotinamid-dinukleotid (NAD))u
proteinskim enzimima u svojoj osnovnoj strukturi imaju ribonukleotide, podupire hipotezu
RNA svijeta 1 13

1.3. Usporedba ribozima i DNAzima s proteinskim enzimima

DNA i RNA molekule imaju mnoge prednosti u katalizi u odnosu na proteine. Nove
sekvence katalitickih nukleinskh kiselina se mogu lako izolirati, dok je za proteine u in vitro
selekciji isti postupak tezak ili gotovo nemogué. Ako se uzme u obzir ¢injenica da je prostor u
kojem se mogu traziti novi DNA/RNA enzimi otprilike 4*° (odnosno ~10%*, jer u obzir dolaze
4 baze i takvi enzimi se sastoje od otprilike 40 nukleotida u nizu), i ako se doda degeneracija
(jer su neke sekvence ekvivalenti), lako je zakljuciti da je puno lakSe nac¢i novu kataliticku
nukleinsku kiselinu nego proteinski enzim, kojem je prostor za pronalazak novog spoja
veli¢ine 20 (~10%°, broj aminokiselina koje ulaze u sastav enzima je 20, a za prosjeéna
duZina proteina je duza od 100 aminokiselina u slijedu). Pronalazak novog proteinskog
enzima u in vitro uvjetima je, stoga, gotovo nemogu¢. 4
Stovise, nasumitne proteinske sekvence te$ko zauzimaju tercijarnu strukturu zbog
kooperativne prirode smatanja proteina. Elementi sekundarne strukture poput a-zavojnice i 8-
ploca su gotovo uvijek nestabilni i nastaju samo u okviru tercijarne strukture. U DNA 1 RNA
molekulama su petlje poprili¢no stabilne bez elemenata tercijarne strukture.

Stvaranje novih aktivnih mjesta u proteinskim enzimima de novo ra¢unalnim tehnikama ima
svoje prednosti, ali aktivha mjesta se ugraduju u ve¢ poznate proteinske strukture i

optimiziraju: ne nastaje novi enzim od nule, kao ni njegov kataliti¢ki mehanizam.

Svi potrebni biokemijski alati za pronalazak novih ribozima i deoksiribozima in vitro
selekcijom su dostupni. Ovo se posebno odnosi na DNA-polimeraze, jer omogucava da se
mali broj DNA sekvenci umnozi u ve¢i broj polimeraznom lancanom reakcijom. Za ribozime
je jo$ potrebna reverzna transkriptaza i RNA-polimeraza. Usporedno, metode i alati za

obavljanje in vitro selekcije iz nasumiéne proteinske sekvence su nedostupni. 6

Marina Serendes Zavrsni rad



§ 1. Uvod 9

Usporedbom samih nukleinskih kiselina, gotovo svi argumenti idu u korist DNA u odnosu na
RNA. Neki od argumenata su kemijska 1 enzimatska stabilnost, troSkovi i jednostavnost

sinteze.

Marina Serendes Zavrsni rad
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§ 2. POZNATI RIBOZIMI | ZANIMLJIVI DNAZIMI

2.1. Male kataliticke RNA

Mali ribozimi obi¢no Se sastoje od katalitickih motiva dugackih 30-150 nukleotida.
Izgledno je da ovi ribozimi prirodno funkcioniraju u replikacijskom ciklusu pojedina¢nih
RNA molekula. Obi¢no dolazi do ubrzanja intramolekulske transesterifikacijske reakcije pri
¢emu nastaje 5-OH i 2',3'-ciklicki fosfat na mjestu cijepanja. U svim slucajevima, mali
ribozimi su konstruirani tako da cijepaju heterogene RNA u trans-reakciji. Prepoznavanje i
vezanje heterogenih supstrata je pod kontrolom Watson-Crickovog sparivanja baza. Moguce

ih je pronaci u genomima satelitnih RNA, virusa i virusoida.

2.2. Cekiéasti ribozim

Dvodimenzijski kataliticki motiv ¢ekicastog ribozima (eng. hammerhead) je prvotno
pronaden u biljnim virusima 1 virusnim RNA; kasnije su otkriveni i izolirani primjeri u
satelitskim molekulama RNA u Zivotinjama. Svrstavaju se medu najmanje kataliticke RNA.
Ime su dobili zbog svoje dvodimenzijske strukture. Sekundarna struktura ¢ekicastog ribozima
se sastoji od 10 jednostrukih nukleotida okruzenih s tri uzvojite strukture koje se nazivaju i
ruke (Slika 3). Ruke 1 i 3 se formiraju sparivanjem baza izmedu ribozima i njegove ciljne
molekule, dok ruka 2 ima Cetiri para baza u obliku zavojnice i nesparenu ¢etverostruku petlju
koja je odgovorna za katalitiCku aktivnost, samocijepajucu cis-reakciju. U laboratorijskim
uvjetima postignuto je i trans-cijepanje. Cijepanje moze dogoditi nakon bilo koje NHH
sekvence, gdje je N bilo koji nukleotid, a H=A, C ili U, u ciljnoj molekuli RNA. Posljedi¢no,
cekicasti ribozim nosi veliki niz potencijalnih mjesta cijepanja u bilo kojoj RNA od interesa.
Njegova mala veli€ina 1 jednostavni uvjeti za ciljanje molekula, ucinili su ¢ekicasti ribozim
vrlo ¢estim u istraZivanjima 1 ¢esto koriStenim predstavnikom katalitickih nukleinskih kiselina

za reguliranje genske aktivnosti kako in vitro, tako i in vivo.

Marina Serendes Zavrsni rad
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Slika 3. Sekundarna struktura ¢ekicastog ribozima (lijevo) i prikaz ¢ekicastog ribozima
temeljen na kristalografskim podacima dobivenih difrakcijom X-zraka (desno). Preuzeto i

prilagodeno prema 7

2.3. Ribozimi u obliku ukosnice

Ribozim u obliku ukosnice (eng. hairpin) takoder pripada obitelji malih katalitickih
RNA koji cijepa RNA supstrate u reverzibilnoj reakciji koju pokrece 2',3'-ciklicki fosfat 1 5'-
hidroksilni kraj (Slika 4). Kataliticki motiv ukosnice je prvotno otkriven u satelitnoj RNA
virusa prstenaste pjegavosti duhana (eng. Tobacco ringspot virus), sSTRSV. Potom su
izolirani iz jo$ nekolicine virusa: arapskog mozai¢nog virusa (sSArMV) i cikorijskog virusa
zute Sare tipa 1 (sCYMV2). U usporedbi s cekiCastim ribozimom, kataliticki mehanizam
ribozima u obliku ukosnice ne ovisi o direktnoj koordinaciji metalnim kationima. Ovaj
ribozim je bolja ligaza nego nukleaza dok ¢ekicasti ribozim preferira cijepanje u odnosu na
stvaranje veza. Ribozim u obliku ukosnice izoliran iz STRSV se moze dizajnirati tako da
cijepa na bilo kojoj BNGUC sekvenci u ciljnoj RNA molekuli (B=G ili C, N= bilo koji
nukleotid). Prvotno se smatralo da ribozimi iz sCYMV i1 sArMV nisu kataliticki, no
modificirani su na na¢in da pokazuju kataliticku aktivnost, i dizajnirani da cijepaju bilo koju

ciljnu RNA na bilo kojoj NGUA sekvenci prisutnoj u molekuli RNA.

Marina Serendes Zavrsni rad
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Slika 4: Sekundarna struktura ribozima u obliku ukosnice: sastoji se od 4 uzvojnice formiran
od komplementarnih parova koji su povezani jednolan¢anim regijama. Slijed u petljama A i B

je visoko oc¢uvan, kao i GC ostaci u zavojnici 2. Preuzeto i prilagodeno prema 8

2.4. DNAzimi

Najbrojnija klasa deoksiribozima pripada ribonukleazama: Kkataliziraju cijepanje
ribonukleotidne fosfodiesterske veze transesterifikacijskom reakcijom, uz nastanak 2',3'-
ciklickog fosfatnog kraja i 5'-hidroksilnog kraja. Prvi otkriveni deoksiribozim je bila
ribonukleaza, otkrivena 1994. Ova molekula, nazvana GR-5, katalizira Pb?*-ovisno cijepanje
jednog fosfoestera brzinom 100 puta brzom od nekatalizirane reakcije. Kasnije su otkriveni
dodatni RNA-cijepajuc¢i deoksiribozimi koji koriste drugacije metalne kofaktore, ukljucujuci
Mg?*-ovisni E deoksiribozim i Ca?-ovisan Mg5 deoksiribozim. Daljnja istraZivanja su
rezultirala otkricem drugih DNAzima, poput 8-17 i 10-23 deoksiribozima, koji su

najistrazeniji primjeri.

Marina Serendes Zavrsni rad
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Slika 5. Sekundarna struktura DNAzima GR5, 8-17 i 10-23. Preuzeto iz *°

2.4.1. DNAzimi tipa 10-23

Deoksiribozimi ovog tipa (10-23) su kataliticki aktivne nukleinske kiseline koje
cijepaju komplementarnu RNA molekulu u reakciji koja ovisi o bivalentnim kationima.
Sastoje se od jezgre od 15 nukleotida 1 dvije ruke koje vezu supstrate koje su varijabilne u
duzini i redoslijedu baza. Vezu molekulu RNA prepoznavanjem specificnog slijeda baza i
cijepaju ju izmedu sparene pirimidinske baze i slobodne purinske baze. Cijepanje je efikasnije
na AU i GU mjestima. 2
Od njihovog stvaranja 1997. godine (Santoro i Joyce 1997) koristenjem in vitro selekcijske
tehnologije, 10-23 DNAzimi su uspjeS$no iskoriSteni za inhibiciju ekspresije niza virusnih
ciljnih gena u stani¢noj kulturi i in vivo. DNAzimi se mogu dizajnirati tako da cijepaju bilo
koji slijed s visokom specifi¢noséu. Cesto su i aktivniji od ribozima, i zahtijevaju minimalne

uvijete na mjestu cijepanja. 2*

2.4.2. DNAzim 8-17

Ovaj DNAzim katalizira cijepanje DNA supstrata koji sadrzi jednu RNA bazu na
mjestu cijepanja (Slika 6). Aktivan je u prisustvu bivalentnih metalnih iona u sljedecem
redoslijedu: Pb?*>>Zn?*>>Cd?*>>Mg?**~Ca®". Zbog svoje visoke specifi¢nosti za olovo,

pretvoren je u fluorescencijski, kolorimetrijski i elektrokemijski senzor za Pb?*. 22

Marina Serendes Zavrsni rad
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Slika 6. Pretpostavljena sekundarna struktura 8-17 DNAzima: nemodificiran 8-17 u kojem
supstrat sadrZi jednu RNA bazu rA (crveno) s mjestom cijepanja 17S 1 enzimom 17E.

Preuzeto iz %
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§ 3. MEHANIZAM KATALIZE KATALITICKIH
NUKLEINSKIH KISELINA

Sljedece Sto se namece je pitanje kako molekula RNA uopcée uspijeva posti¢i ubrzanje

reakcije. Osim S§to mozZe koristiti kiselo-baznu katalizu, dokazano je kako Cesto koristi 1

katalizu metalnim ionima, te kao i proteini, moze vezati i koristiti kofaktore u reakcijama koje

katalizira (Slika 7.) . Ribozimi najce$cée stvaraju nekovalentne interakcije, uglavnom vodikove

veze. U usporedbi s proteinima, molekula ribozima puno teze kontrolira okruzenje aktivnog

mjesta, ali bez problema u katalizu ukljucuje interakcije udaljene od aktivnog mjesta i na taj

nacin orijentira i pozicionira supstrat stvaranjem nekovalentnih reakcija.
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Slika 7. Reakcije katalizirane ribozimima pronadenim u prirodi.
(A) Intramolekulska fosforil-transferazna reakcija katalizirana ribozimima kao $to su ¢ekicasti
ribozim, hepatitis delta virus (HDV), ribozim u obliku ukosnice, gims.
(B) Introni grupe I kataliziraju napad vanjskog nukleofila, u ovom slucaju gvanozina, na
specifi¢nu fosfodiestersku vezu.

(C) Transfer peptidila kataliziran u aktivnom mjestu ribosoma. Preuzeto iz %

Poznato je da se cijepanje RNA moze ubrzati na cetiri nacina: (1) poravnanjem 2'-O
nukleofila, fosfora koji se moze odcijepiti i 5'-O Kkoji odlazi, (2) olak$anjem deprotonacije 2'-
OH u nukleofilnom napadu, (3) neutraliziranjem negativnog naboja na nepremos$c¢ujuéem
fosforilnom kisiku u prijelaznom stanju ili (4) stabiliziranjem negativnog naboja na 5'-O koji
odlazi.

Za neki ribozim, kritiéne nukleobaze i metalni ioni u katalitickoj jezgri mogu biti odredeni
rjeSavanjem kristalne strukture. Primjerice, u aktivnom mjestu cekicastog ribozima, o€uvani
gvanin G-12 se ponasa kao baza vezanjem vodika na 2'-O nukleofil, dok 2'-OH drugog
gvanina, G8, stabilizira kisik koji odlazi kao kiselina. HDV ribozim koristi molekulu vode
vezanu na Mg?* kao bazu i o¢uvani citozin C75 kao kiselinu. Za glms ribozim, potrebna je
mala molekula glukozamin-6-fosfata kao kofaktor za katalizu umjesto bivalentnih metalnih

iona. 24

3.1. Kataliza metalnim ionima

Prvi problem koji se javlja prilikom istrazivanja kataliticke uloge metalnih iona je
razlikovanje kataliticke od strukturne uloge metala u mehanizmu. Gotovo svi poznati ribozimi
su osjetljivi na ionsku jakost otopine. Metalni kationi Cesto moraju stabilizirati negativni
naboj na molekuli RNA §to rezultira ovom osjetljivos¢u. Prilikom slaganja sekundarnih 1
tercijarnih struktura RNA, dolazi do priblizavanja negativno nabijenih fosfata, a bez metalnih
iona, stvaranje ovih struktura ne bi bilo moguce.

U usporedbi s proteinima, ribozimi imaju mnos$tvo veznih mjesta za metale $to moze

predstavljati problem za istrazivanja, no s druge strane, ta ¢injenica povecava vjerojatnost

Marina Serendes Zavrsni rad
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pravilnog pozicioniranja iona za katalizu. Osim nabijenih fosfata, metalni ioni mogu vezati i
2'- hidroksilnu skupinu riboze, te atome dusika i kisika pirimidinskih i1 purinskih baza.

Osim koordiniranja vode u kiselinsko-baznoj katalizi, bivalentni metalni kationi mogu,
teoretski, imati viSe uloga u katalitickim reakcijama. Mogu deprotonirati nukleofil na pocetku
reakcije 1 tako ga aktivirati ili koordinirati nukleofil radi lakSe deprotonacije nekim drugim
deprotoniraju¢im spojem. U reakciji mogu elektrostatski stabilizirati prijelazno stanje ili ¢ak
stabilizirati nabijene izlazne skupine protonacijom ili direktnom koordinacijom kisika.

Polozaj metalnog iona mogucée je odrediti proucavanjem kristalne strukture promatranog
sustava; na temelju udaljenosti metala i skupina katalizatora ili supstrata moze se raspravljati
o katalitickoj ulozi metala. Analizom promjena efikasnosti reakcije, poput supstitucije kisika
sumporom u fosfatnoj skupini, mogu se dobiti detaljnije informacije 0 mehanizmu, jer dolazi
do promjene specifi¢nosti vezanja metalnog iona. Ako se jedan od kisika u fosfatnoj skupini
okosnice RNA zamijeni elektronski ,,mekanim® sumporom, kataliticka aktivnost se uvelike
smanji ili ¢ak inaktivira jer Mg?* ion ima slab afinitet za koordinaciju sumpora. Postoji
moguénost vracanja aktivnosti RNA uz dodatak tiofilnog metala poput kadmija ili mangana
koji imaju visok afinitet za koordinaciju sumpora. Ipak, potrebno je uzeti u obzir ¢injenicu da
supstitucija kisikovog atoma sumporom koji je ve¢i, moze dovesti do lokalne konformacijske
promjene RNA i preraspodjele naboja, dok dodatno metalni ioni mogu nadoknaditi
konformacijsku promjenu. U ovom slucaju bi metal imao samo ulogu stabilizatora strukturne
nestabilnosti, iako bi prvotno rezultati upucivali na to da metalni ion sudjeluje u katalizi.

U slucaju cekicastog ribozima, prilikom zamjene kisika sumporom, dolazi do znacajnog
smanjenja brzine reakcije koja je ovisna o Mg?* (faktor 10%-10°). Ista ta aktivnost se moze
povratiti dodatkom Mn?* ili Cd?*. No, iako bi ovo sugeriralo da metalni ion direktno
intereagira s fosfodiesterom na mjestu cijepanja, u ¢ekicastom ribozimu postoji dodatno
mjesto osjetljivo na ovakve supstitucije kisika sumporom, ali je njegova pozicija udaljena od
aktivnog mjesta u kristalnoj strukturi. NMR pokusi su pokazali da je izmijenjeni sumpor na
udaljenom mjestu koordiniran kadmijem, a detekcija koordinacije kadmija na mjestu cijepanja
u aktivnom mjestu je bila gotovo nemoguca. Uslijedile su pretpostavke i pokuSaji dokazivanja
teza da u prijelaznom stanju dolazi do takve konformacijske promjene koja dovodi udaljenu
regiju RNA 1 koordiniranim sumporom priblizava aktivnhom mjestu gdje se dogada cijepanje.
Daljnjim istrazivanjima, kinetiCkom analizom i molekulskim modeliranjem dokazano je da u

slucaju cekicastog ribozima, metalni kationi imaju isklju¢ivo strukturnu ulogu.

Marina Serendes Zavrsni rad
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Introni grupe 1, s druge strane, dokazano koriste metalne ione u katalizi (Slika 8). Predstavljen
je model katalize koji koristi dva metalna iona, po uzoru na proteinske enzime Kkoji
kataliziraju reakcije prijenosa fosforilne skupine: jedan metal aktivira nukleofil, a uloga
drugog je stabilizacija izlazne skupine. Dokazano je da u ovom slucaju metali koordiniraju
nukleofil, izlaznu skupinu, slobodni kisik na fosfatu i 2'-OH skupinu koja se nalazi do izlazne
skupine. Pretpostavilo se da u koordinaciji tolikog broja skupina sudjeluje viSe metalnih
kationa, pa je predlozen mehanizam katalize koji ukljuCuje tri metalna iona. Kasnije je
dokazano da u koordinaciji ipak sudjeluju samo 2 metalna iona koji koordiniraju sve Cetiri
navedene skupine, a metalni ioni dodatno pozicioniraju i supstrat. Pritom je uoc¢ena analogija
izmedu katalize potpomognute metalnim ionima introna grupe I i enzima koji kataliziraju
prijenos fosforilne skupine, koji uklju¢uju DNA- i RNA-polimerazu.

Struktura aktivnog mjesta i smisao katalize su se razvili konvergentnom evolucijom
minimalno dva puta neovisno jedni o drugom. Priroda je viSe puta dosla do identi¢nog
rjeSenja za kataliziranje reakcija prijenosa fosforila, §to dokazuje efikasnost ovakvog

mehanizma. 2> 26

Slika 8. Mehanizam katalize metalnim ionima na primjeru introna grupe I: metalni ioni su

oznaceni slovima A, B i C. Preuzeto iz ?°

Marina Serendes Zavrsni rad
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3.2. Kiselo-bazna kataliza

Ovaj tip katalize zahtijeva funkcijske skupine koje ¢e posluziti kao dobri proton
donori i akceptori, koje molekula RNA ne posjeduje jer njene funkcionalne skupine nemaju
pKa blizak fizioloskoj pH vrijednosti. Potencijalno bi adenin i citozin mogli posluziti kao
proton donori i protonirati N1 (odnosno N3) prstena, ali pKa vrijednosti su 3,5 za adenin i 4,2
za citozin. Pri pH 7, ove duSi¢ne baze su veéinom disocirane i, iako su jake kiseline, pri
fizioloSkom pH su one ve¢inom u obliku konjugirane slabe baze, pa se ne mogu koristiti u
kiselinsko-baznoj katalizi. Dok adenin i citozin imaju preniske pKa vrijednosti, uracil i gvanin
imaju previsoke pKa vrijednosti: 9,8 za gvanin i 10,5 za uracil. Ove baze su pri fizioloskom
pH najve¢im dijelom protonirane i pokazuju slaba proton-donorska svojstva. Da bi uopce
postojala moguénost za RNA da koristi kiselinsko-baznu katalizu, vrijednosti pKa dusi¢nih
baza trebaju biti znatno pomaknute prema fizioloskom pH, sto je i pokazano NMR-om.
Rjesenjem kristalne strukture ribozima iz HVD-a, otkriven je kataliticki esencijalan citidin
nazvan C75 (Slika 9) . Nalazi se pozicioniran blizu 5'-hidroksilne skupine izlaze¢e skupine.
Pritom je uocena i mreza vodikovih veza koje potencijalno stabiliziraju protonirani oblik C75,
Sto omogucava citozinu ulogu proton donora i1 akceptora u reakciji. Ako se C75 mutira, brzina
reakcije se smanji za faktor 10°, 3to je usporedivo s mutacijom histidina u ribonukleazi A:
ribonukleaza A katalizira reakciju koristeci kiselinsko-baznu katalizu pomoc¢u dva histidina.
Aktivnost je moguce djelomic¢no povratiti pomocu egzogenog imidazola kao proton donora ili
akceptora. Daljnji pokusi koji su ukljucivali istrazivanje kinetickih efekata, usporedivanjem
pKa vrijednosti reakcije s raznim analozima imidazola ili baza kojima je zamijenjen C75,
dokazali su da C75 ima direktnu ulogu u transferu protona u reakciji.

Postoje jo§ mnoga pitanja na koja se tek treba odgovoriti kako bi se razjasnilo tocno
djelovanje C75 kao opce baze ili opce kiseline; poSto RNA ima znatno slabiju sposobnost
kontroliranja okoliSa oko aktivnog mjesta u usporedbi s proteinom, smatra se da RNA moze
posti¢i ovakve promjene pKa vrijednost u svojim Secerima ili bazama pozicioniranjem istih u

blizinu metalnog kationa ili negativno nabijenog fosforilnog kisika. 27

Marina Serendes Zavrsni rad



§ 3. Literaturni izvori

20

ili 3
u(-1) [ r(:l )
W :'>/;1€\>
— o7 N\
P o

Slika 9. Mehanizmi kiselinsko-bazne katalize kod HDV ribozima uz nukleobazu C75. Na

gornjoj slici je C75 opéa kiselina (crveno), a na donjoj je opéa baza (plavo). Preuzeto iz %’
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§ 4. PRIMJENA KATALITICKIH NUKLEINSKIH
KISELINA

Kataliza nukleinskim kiselinama pronalazi svoju primjenu u nizu podrucja, od
unutarstani¢nih procesa do nanomaterijala, bioanaliticke kemije pa tako i znanosti o okolisu.
Sve veéi broj istrazivanja i veci interes za ovu grupu spojeva dali su uvid u mehanizme |
strukture, no i dalje postoje mnoga pitanja na koja tek treba odgovoriti. Najvec¢i broj novih
kataliti¢kih nukleinskih kiselina otkriven je usmjerenom evolucijom, tj. selekcijom in vitro,
no nije isklju¢ena mogucnost pronalaska novih. Zadnjih 30 godina provode se testiranja u
kojima su koriSteni modificirani nukleotidi, i, iako su pronadeni zanimljivi DNAzimi, takvi
modificirani dNTPovi nepovoljno utjecu na PCR reakciju koja je dio metoda usmjerene
evolucije. Potraga za novim prirodnim ribozimima i dalje traje, dok su bioinformaticke
znanosti iznjedrile nove ribozime u zadnjih 10ak godina. Razvoj ribozima ide u smjeru
unutarstani¢ne primjene i za istrazivanje granica RNA katalize. Njihova prednost, u odnosu
na DNAzime, je §to se ne moraju dostaviti u stanicu, ve¢ se mogu transkribirati putem
plazmida.

Neke od prvotnih ideja o koriStenju kataliti¢kih nukleinskih kiselina kao inhibitora mRNA su
se ispostavile kao beskorisne. Neki prijedlozi, koji bi koristili DNAzime i ribozime za
inhibiciju genske ekspresije razvojem siRNA, su se takoder pokazale kao nedostatne, jer bi
unutarstani¢no cijepanje RNA zahtijevalo visoku efikasnost DNAzima koji mogu raditi
unutar stanice.

Ne tako davno, postignut je napredak u kombiniranju DNAzima s nanotehnologijom:
nanomaterijali, primjerice MnO2 i ZnO su koriSteni za dostavu DNAzima, a istodobno su
sluzili kao izvor metalnih iona za katalizu. Da bi se ovakav pristup mogao koristiti u in vivo
uvjetima, potrebno je provesti niz rigoroznih testova sa ovim DNAzimima.

Virusi Cesto koriste RNA-cijepajuce ribozime za proizvodnju virusnih RNA, sto je rezultiralo
prijedlogom o koriStenju ribozima kao biokemijskog alata za ispitivanje bioloskih sustava.
Vjeruje se da ¢e se tek prona¢i mnogi primjeri DNAzime koji ¢e se potencijalno mo¢i koristiti
za detekciju metala, koji ¢e sudjelovati u katalizi novih kemijskih 1 biokemijskih
transformacija i koji ¢e kontrolirati uredaje na nanoskali. Metalni ioni su nuzni za katalizu

nukleinskim kiselinama, no s biokemijskog aspekta, potrebno je viSe podataka za uocavanje
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uloge metalnih iona u procesu katalize. NMR i rentgenska kristalografija su samo neke od

tehnika koje mogu dati korisne i vrijedne informacije o njihovim ulogama.

4.1. RNA CIJEPAJUCI DNAZIMI KAO BIOSENZORI

Uloga DNAzima kao biosenzora je uvelike istrazenija od ostalih primjena DNAzima.
DNAzim 17E je u prisustvu Zn?" iona vrlo sli<an DNAzimu 8-17: oba primjera su puno
aktivnija u prisustvu Pb%". 17E se koristi kao modelni sustav za razvoj razli¢itih signalnih
mehanizama, poput fluorescencije, promjene boje, elektrokemije i Ramanove spektroskopije.
Kasnija istrazivanja su pokazala da GRS ima puno bolju specifi¢nost za Pb?*. S ciljem
postizanja bolje specifi¢nosti, napravljene su mnoge selekcije u prisutnosti ciljnog metala.
Tako je otkriveno da je EtNa DNAzim visokospecifican za Ca®" u vodi, ali je selektivan za
Na* u etanolu: zahtijeva kooperativnu reakciju za dva Ca?* iona, §to bi moglo objasniti
njegovu visoku specificnost.

Jo§ DNAzima specifiénih za Cu?* i Cd?* odabrano je za istrazivanje uvodenjem fosforotioata
u mjesto cijepanja: zamjena sumporom je kriticna za prepoznavanje ovih mekSih metalnih
1ona, §to upucuje da je vezanje fosfatne skupine koja se odcjepljuje njihova glavna kataliticka
uloga. Metalni ion provodi kataliticku ulogu privremenim vezanjem sa odcjepljuju¢im
fosfatom. Otkriveno je i nekoliko DNAzima koji sadrZe aptamerski motiv; primjerice NaA43
u prisutnosti Na*. Ima sli¢nu sekvencu kao Cel3d DNAzim, a aptamerski motiv moZe, osim
Na*, vezati i K*, no vezanje tog iona dovodi do krivog slaganja i gubitka Kkataliti¢ke
aktivnosti.

Posto svi DNAzimi dijele sli¢nu sekundarnu strukturu, sli¢éne signalne strategije mogu se
koristiti za sve njih.

Zanimljiv primjer je 1 obojenje potaknuto cijepanjem uz koriStenje DNAzima s
nanocesticama zlata, AuNPs. DNAzim je koriSten za konstruiranje AuPNs 1 kombinacijom su
nastali plavi agregati. Cijepanjem strukture, AUNPS je rastavljen dajuci pritom plavo-Crveno
obojenje. (Slika 10 A)

Senzori na temelju DNAzima se mogu dizajnirati i kroz elektrokemijske signale: enzim
ozna¢en metilen-plavim (8-17) mozZe prenijeti elektrone na povrSinu elektrode nakon

cijepanja induciranog s PbZ*. (Slika 10 B) %82
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Slika 10. (A) Razdvajanje AuPN nakon reakcije cijepanja
(B) Konformacijske promjene 8-17 DNAzima uslijed cijepanja generiranog elektrokemijskim

signalom za Pb?*. Preuzeto iz %

Osim metalnih iona, RNA-cijepaju¢i DNAzimi mogu ciljati i druge molekule. Takav
DNAzim je L-histidin DNAzim koji specificno veze histidin oslanjajuci se na baznu katalizu
imidazolne grupe u aminokiselini (Slika 11). Moguce je i prepoznavanje velikog broja
bakterija i tumorskih stanica: RFD-CD1 pokazuje visoku specificnost za patogeni soj

Clostridium difficile.
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Slika 11. L-histidin DNAzim. Preuzeto iz &

Iako vec¢ina DNAzima zahtjeva metalne ione za katalizu, oni istovremeno zahtijevaju i druge

molekule kako bi osigurale svoju aktivnost. Preuzeto iz 33
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4.2. DEOKSIRIBOZIMI ZA RAZGRADNJU mRNA IN VIVO

U kontroli genske ekspresije, bitan bioloski alat je namjerna razgradnja specifi¢nih
MRNA. RNA cijepanje inducirano deoksiribozimom se dugo vremena predstavljalo kao
moguci nacin postizanja razgradnje mRNA. Nedoumica koja je podijelila znanstvenike jest ta
da se moze utvrditi radi 1i se o razgradnji mRNA zbog kataliziranog cijepanja uslijed
djelovanja molekule DNA ili se radi o anti-sense efektu. Postoje ¢lanci koji govore o
koriStenju 10-23 deoksiribozima za lije€enje tumora i astme, ali ne doticu se problema

razlikovanja DNA Katalize i anti-sense efekta. 32

Posto deoksiribozimi pokazuju vrlo slab kataliti¢ki efekt ili gotovo nikakav pri slobodnoj
koncentraciji bivalentnih metala unutar stanice, problemu se doskocilo koriStenjem
modificiranih deoksiribozima kako bi se poboljsala in vivo kataliza. Uvodenje 2'-O-metilne
izmjene u inace nemodificirani 10-23 deoksiribozim, dobiveni su podaci koji idu u korist in

vivo mRNA razgradnji. Ipak, uvjerljiviji dokazi za mRNA razgradnju Kkataliziranu

DNAzimima in vivo su i dalje nedostupni. 33 34

4.3. PRIMJENA U POJACAVANJU SIGNALA I
SASTAVLJANJU PAMETNIH MATERIJALA

Obzirom da je DNA visoko programibalna molekula, njenom uporabom su
sintetizirane mnoge sloZenije strukture. Takoder, DNAzimi se ¢esto mogu spregnuti s
metodama za umnazanje DNA kako bi im se pojacala osjetljivost.

Primjer je DNAzim specifican za bakteriju Escherichia coli spregnut s umnazanjem
kotrljaju¢eg kruga (eng. Rolling Circle Amplification, RCA) kako bi se postigla detekcija
bakterije E. coli: dizajn dvaju isprepletenih jednostrukih DNA prstenova sprjecava da kalup
(Slika 12, sivo) bude koristen za RCA; vezanje na metu (Slika 12, crveno) cijepa supstrat

(Slika 12, plavo) koji onda sluzi kao pocetnica za inicijaciju RCA umnaZzanja.
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Qb= QCp

DNAzim CIJEPANJE

RCA

Slika 12. Sprezanje DNAzima s RCA za detekciju bakterije E. coli. Preuzeto i prilagodena

prema 2

RCA produkt je detektiran dupleksnim vezanjem boje (primjerice 3,3'-dietiltiodikarbocijanin),
I kao rezultat je dobiven detekcijski limit od 10 stanica po mililitru. U drugom primjeru, Wu i
suradnici su koristili CHA reakciju (eng. Chemical Hazard Assessment Reaction) za
podizanje osjetljivosti Na-ovisnog DNAzima (NaA43). U prisustvu Na*, fragment

cijepajuceg supstrata (crveno) inicira CHA reakciju otvaranjem DNA ukosnice H1 (Slika 13).

y /”C:'?
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Slika 13. CHA-pojacani DNAzimski sensor za oslikavanje Na*. Preuzeto iz %

Otvaranje H1 dovodi do otklju¢avanju H2 i povratka fluorescencije. Posto je dupleks stvoren
izmedu H1 1 H2 jaci, fragment supstrata se premjesta i otpusta. Kao posljedica, viSestruke
CHA reakcije se mogu inducirati svakim produktom cijepanja, §to rezultira poja¢anim

signalom i pri niskim koncentracijama Na*. ®
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Sjedeca primjena DNAzima ukljucuje kombinaciju s nanocCesticama, jer je uo¢eno da mogu
ugasiti fluorescenciju, apsorbirati ili konjugirati molekulu DNA te inicirati razne signale,
poput kolorimetrije, magnetizma i pojatanog Ramanovog rasprsenja.

Primjer sa slike 14 prikazuje kombinaciju 8-17 DNAzima i magnetskih ,,perlica®“ sa
modificiranom karboksilnom skupinom $to je rezultiralo biosenzorom za Pb?* koje se koristi

za oslikavanje magnetnom rezonancom MRI. 3¢

U prisustvu Pb?*, cijepanje supstrata poveéava udaljenost izmedu magnetskih nanodestica i

smanjuje vrijeme relaksacije.
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Slika 14. Nanodestice u kombinaciji s DNAzimom za detekciju Pb®" . Preuzeto iz 2

Unutarstani¢no detektiranje je zanimljiva primjena za funkcionalne nukleinske kiseline. Ali,
kao 1 druge nukleinske kiseline, DNAzimi pate od loSeg unosa u stanicu. Kako bi se doskocilo
ovom problemu, nanomaterijali poput ZnO nanocestica i srebrovih nanocestica (AuNP) su
koriSteni kao prenositelji za unutarstani¢no detektiranje bazirano na DNAzimima. Zanimljiv

primjer je DNAzimski motor konstruiran na AuNP-u za mikrodetekciju (Slika 15) .

Slika 15. DNAzimski motor konstruiran na AuNPu za unutarstani¢no oslikavanje. Preuzeto iz
21
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AuNp konjugat se moze lako unijeti u stanicu, i u prisutnosti ciljne mikroRNA, DNAzim je
aktivan 1 moze cijepati viSestruke supstrate na AuPN-u i tako postepeno dozvoljava pojacanje
signala. U procesu se pritom pazilo da se izbjegne cijepanje supstrata prije nego senzor ude u

stanicu. 3738
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§ 5. ZAKLJUCAK

Zivot bi bio nezamisliv bez biologkih katalizatora: osim proteina, u ovu skupinu
ubrajamo 1 kataliticke nukleinske kiseline. Tako su relativno nedavno otkrivene, kataliticke
nukleinske kiseline su ve¢ pronasle svoju primjenu u mnogim poljima kao Sto su
unutarstanic¢na istrazivanja, nanomaterijali, biosenzori i drugo. Sve ve¢im brojem istrazivanja
1 uporabom razlicitih tehnika doslo se do saznanja o katalitickom mehanizmu i strukturi ovih
molekula, no i dalje je jo§ puno neodgovorenih pitanja kojima se znanost tek treba pozabaviti.
Danas su proteini ,,glavne* molekule u katalizi biokemijskih i kemijskih reakcija, no otkrice
kataliti¢kih nukleinskih kiselina je samo potvrdilo pretpostavku kako nisu proteini ti koji su u
pocetku obnasali tu duznost: hipoteza RNA svijeta je, mnogi znanstvenici se slazu, potvrdena
upravo otkri¢em ribozima.

Do danas je otkriven ¢itav niz prirodnih ribozima, poput ¢ekicastog ribozima, ribozima u
obliku ukosnice i HDV ribozima, koji cijepaju sami sebe. Vjerojatno najbitniji ribozim u
stanici je ribosom, koji je samo jedan od nekoliko ribonukleoproteinskih kompleksa u kojima
RNA ima kataliticku ulogu. Postoje 1 kataliticke DNA, DNAzimi, koje su dobivene
selekcijom in vitro te imaju znac¢ajnu primjenu kao biosenzori.

Nedvojbeno je da ¢e se ovo podru¢je znanosti u buducnosti razvijati, te da ¢e i dalje

predstavljati izazov i plodno tlo za nove spoznaje i otkrica.
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