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1. UVOD

Ribozimi su RNA (eng. ribonucleic acid, ribonukleinska kiselina) molekule koje
kataliziraju kemijsku reakciju (RNA enzimi). | prije otkri¢a ribozima pretpostavljalo se da
RNA ima Kkataliticku aktivnost jer se znalo da formira visoko organizirane sekundarne
strukture kao Sto to rade i proteini. Carl Woese, Francis Crick i Leslie Orgel su bili prvi
znanstvenici koji su pretpostavljali da RNA moze biti katalizator (Woese 1967). Dvojica
znanstvenika koji su takve pretpostavke i potvrdili otkricem ribozima su Sidney Altman, koji
je radio na bakterijskom RNaza P kompleksu, i Thomas R. Cech, koji je prou¢avao RNA
splicing vrste Tetrahymena thermophila. Za svoje otkri¢e dobili su Nobelovu nagradu 1989.
godine. Ribozimi su grupirani u dvije skupine, male i velike, s obzirom na veli¢inu njihovih
primarnih struktura. Dijele se u Cetiri skupine s obzirom na reakcije koje kataliziraju: 1)
nukleoliticki ribozimi (katalizatori reakcija mjesno specifi¢nih cijepanja), 2) ribozimi introna
grupa | i Il (katalizatori dvaju uzastopnih fosfotransesterifikacijskih reakcija), 3) RNaza P
(ribonukleaza P) ribozim (reakcija hidrolize prilikom maturacije tRNA) i 4) ribosomi
(katalizatori peptidil-transfer reakcije). Ribozimi su Siroko raSireni u sve tri domene Zivota
(Bacteria, Archaea, Eucaryota) i ukljuéeni su u razli¢ite bioloSke procese. Mali, nukleoliticki
ribozimi su Cesti u virusnom, virusoidnom i satelitnom RNA genomu gdje su odgovorni za
uredivanje intermedijera replikacije kotrljajuc¢eg kruga do duzine genoma. Introni grupa I 1 II
su brojni u genomima organela i precizno izrezivanje ovih introna vazno je za aktivnost
bo¢nih eksona. Nedavno je utvrdeno da se vazan bioloski proces, sinteza polipeptida, odvija
uz pomo¢ peptidil-transferazne aktivnosti rRNA komponente ribosoma (Cech, 2000.). NMR
spektroskopija i kristalizacija su primarni postupci koji se koriste u otkrivanju detaljne
strukture ribozima. Prvi ribozim ¢ija je atomska struktura bila poznata je kristalna struktura
hammerhead ribozima (Pley, Flaherty, McKay, 1994.). Danas je poznata atomska kristalna
struktura skoro svih ribozima, a to je pomoglo razumijevanju odvijanja reakcije RNA
katalize. lako su primarne i tercijarne strukture ribozima dosta razlicite, ¢ini se da je kiselo-

bazna kataliza prevladavaju¢i mehanizam svih ribozima.



2.  KATALITICKA RAZNOLIKOST RNA

Ribozimi u prirodi Kkataliziraju prijenos fosfata kroz 2 tipa kemijskih reakcija koje se
razlikuju u produktima. Male RNA koje same sebe cijepaju (self-cleaving RNA) kataliziraju
reverzibilnu reakciju cijepanja fosfodiesterske veze koja daje 5 -hidroksilni kraj i 2°-3"
cikli¢ni fosfat kraj. RNaza P, ribozim odgovoran za cijepanje 5 -kraja prekurskorske tRNA, i
samoizrezujuci introni (self-splicing introni) kataliziraju cijepanje fosfodiesterske veze i
ligacijske reakcije koje daju 5°-fosfatni i 3"-hidroksilni kraj. Obe vrste reakcija fosfatnog
prijenosa se odvijaju inverzijom konfiguracije stereokemijski izrazito nepremostivih kisika
koji su vezani za kiralni fosfor koji je podvrgnut nukleofilnom napadu, Sto ukazuje na Sy2 tip
mehanizma reakcije. Nastojanja da se shvate mehanizmi reakcija enzima vode teorija
prijelaznog stanja (transition state theory) i Cinjenica da katalizator funkcionira tako da
smanjuje energetsku barijeru izmedu prijelaznog stanja 1 osnovnog stanja (stanja najnize
energije) reaktanata. Moguce Kkataliticke strategije ribozima ukljuuju: pozicioniranje
reaktivnih grupa u optimalnu orijentaciju, op¢u kiselo-baznu katalizu prijenosa protona da bi
se aktivirali nukleofilni kisikovi atomi ili da bi se stabilizirale oksianionske grupe,
elektrostatsku katalizu kroz stabilizaciju negativnog naboja koji se nakuplja u prijelaznom
stanju, i destabilizaciju osnovnog stanja. Znanstvenici su pokuSavali shvatiti koji od ovih
mehanizama koriste RNA enzimi. U kontrastu s kemijskom raznoliko$¢u aminokiselinskih
boc¢nih lanaca koji ¢ine aktivna mjesta enzima proteina, samo 4 nukleotida su na raspolaganju
aktivnom mjestu ribozima. Aminokiseline mogu imati razliCite nepolarne, nabijene i
nenabijene bo¢ne lance za kiselo-baznu i elektrostatsku Kkatalizu. lako biokemijske i
strukturalne osobine ribonukleotida ¢ine ribonukleotide pogodnima za pohranu i transmisiju
genetske informacije kroz komplementarno sparivanje baza, oni nisu toliko «stru¢ni» u
kataliti¢koj kemiji. Ionizacija dusi¢nih baza i riboza-fosfat okosnice se odvija pri visokom ili
niskom pH, Sto je problem za sudjelovanje baza u kiselo-baznoj katalizi pri neutralnom pH.
Pri neutralnom pH nijedna pozitivno nabijena RNA funkcionalna grupa nije sposobna
funkcionirati kao Lewisova kiselina da bi aktivirala nukleofil ili stabilizirala elektronegativno
prijelazno stanje ili oksianionsku izlaznu grupu. Sve ribozimske reakcije su stimulirane
dvovalentnim kationima i1 do nedavno se smatralo da sve ove KkatalitiCke reakcije
funkcioniraju upotrebom metalnih iona kao kofaktora. Proteinski metaloenzimi mogu
katalizirati slicne reakcije kao i ribozimi, i ¢inilo se da metalni ioni nude ribozimima kemijsku

raznolikost koju RNA funkcionalne grupe nemaju. Ipak, bio je potreban oprez da bi se



razlikovale nespecifi¢ne kationske interakcije koje stabiliziraju funkcionalne ribozimske

strukture i specificne metalne interakcije koje direktno doprinose katalizi.

2.1. MALI SAMOCIJEPAJUCI RIBOZIMI (NUKLEOLITICKI

RIBOZIMI)
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Slika 1. Reakcijski mehanizam nukleoliti¢kih ribozima. A ozna¢ava opéu kiselinu, a B opéu bazu. Cetiri atoma u
planarnom poloZaju su osjencana sivo u trigonalnom bipiramidalnom prijelaznom stanju.

(WU QiJi i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

Nukleoliti¢ki ribozimi provode mjesno-specificnu reakciju cijepanja da bi obradili
intermedijere reakcije replikacije kotrljaju¢eg kruga na genomsku veli¢inu. Reakcija cijepanja
je transesterifikacijska reakcija u kojoj 2°-kisik iz mjesta cijepanja napada susjedni 3 -fosfor,
stvaraju¢i ciklicki 2’, 3"-fosfat na 3"-kraju i slobodnu hidroksilnu grupu na 5"-kraju. Kemijska
reakcija cijepanja je Sn2 reakcija. Reakcija prvo ukljucuje deprotonaciju 2 -hidroksilne grupe
u mjestu cijepanja. Onda deprotonirani 2"-kisik stvara slabu vezu sa susjednim 3"-fosforom i
tako mjesto cijepanja prelazi u prijelazno stanje trigonalne bipiramidalne strukture u kojoj se
nukleofil 2°-kisik i izlazna grupa 5°-kisik smjeStaju na suprotnom vrhu i poredaju s 3'-
fosforom (na jednom pravcu). Reakcija zavrSava formiranjem kovalentne veze izmedu 2'-

kisika i 3"-fosfora te pucanjem 3°-5" fosfatne veze (Lilley, D. M., 2003.). Opéenito, ovi



ribozimi takoder provode reakciju reverzibilne ligacije, u kojoj 5’-kisik djeluje kao nukleofil
koji napada cikli¢ki fosfat. Reakcija je kiselo-bazna reakcija, u kojoj je opc¢a baza ukljucena u
deprotonaciju 2-hidroksilne grupe da bi se aktivirao 2 -kisik nukleofil, a opca kiselina u
protonaciju 5°-kisik izlazne grupe. Nukleoliti¢ki ribozimi su tako nazvani zbog ¢injenice da
svi koriste nukleotidne funkcionalne grupe kao opce kiseline i baze, osim HDV ribozima koji
mozda koristi i metalni ion u aktivnom mjestu da bi djelovao kao opéa baza. Kiselo-bazna
reakcija je univerzalni mehanizam svih ribozima. Dvije su osobine koje razlikuju male
nukleoliticke ribozime od ostalih. Glavna razlika je u tome S$to nukleoliticki ribozimi koriste
unutarnje nukleotidne grupe kao nukleofile umjesto neke druge molekule (grupa Il introna) ili
vanjske molekule (grupa I introna, RNaza P i ribosom). Druga razlika je u tome $to su opca
baza i kiselina dio ribozima (njihove funkcionalne grupe), dok ostali ribozimi koriste metalne

ione.

2.1.1. HDV RIBOZIM

HDV (hepatitis delta virus) je RNA satelitni virus hepatitis B virusa (HBV). Njegov
genom ¢ini cirkularna jednolan¢ana RNA od otprilike 1700 nukleotida i replicira se pomocu
domacinske RNA polimeraze II mehanizmom dvostruko kotrljaju¢eg kruga (Lai 1995.).
Replikacija proizvodi linearne multimere obaju genomske i antigenomske RNA. HDV
ribozimi su kodirani u obe RNA za cijepanje multimera u veli¢inu koja odgovara genomu.
Sastoje se od 5 uzvojnica (oznacenih P1-P4) i veznog dijela od 2 para baza oznacenog kao
P1.1 (Ferré-D'Amaré, Zhou, Doudna 1998.), (slika 2., lijevo).

u23
Slika 2. HDV ribozim. Lijevo-sekundarna struktura, strelice oznac¢avaju mjesto cijepanja. Sredina-tercijarna
struktura. Desno-aktivno mjesto.
(WU QilJia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)



Ove uzvojnice tvore unutarnju dvostruku pseudopetlju: uzvojnice P1 i P2 formiraju jednu
pseudopetlju, a P3 i P1.1 drugu, i ove dvije pseudopetlje zajedno Cine trecu pseudopetlju
izmedu P1 1 P1.1 (pseudopetlja je struktura nukleinske kiseline koju karakterizira sparivanje
baza medu nukleotidima u petlji strukture ukosnice s komplementarnim bazama izvan
ukosnice). Tih pet uzvojnica je sloZzeno u dvije paralelne grupe u kojima su uzvojnice P1, P1.1
I P4 koaksijalno slozene, a P2 uzvojnica je koaksijalno slozena na P3 (slika 2., lijevo). Te
dvije grupe uzvojnica su povezane s 5 Krizanja lanaca i dodatno uc¢vrsc¢ene sparivanjem P1.1.
P1 uzvojnica je supstrat uzvojnica i sadrzi mjesto cijepanja. Kataliticka srz ribozima ukljucuje
P1.1, P3 i vezne regije, dok je P1, P2 i P4 stabiliziraju. Metalni ion ne sudjeluje izravno u
aktiviranju nukleofila, on «privlaci» naboje. Kristalografske analize HDV ribozima su
pokazale da citozin u aktivnom mjestu mozda ima poremecen pK; i da je ukljucen u transfer
protona. Kasnije biokemijske studije su pokazale da citozin u aktivnom mjestu ima blizu-
neutralni pKa i da je najvjerojatnije opca kiselina i da metalni ioni vezani za HDV ribozim
daju malo poboljSanje reakciji katalize (Perrotta i sur. 1999.). Nukleotid C75 je vazan u
katalizi (slika 2., desno). Kako metalni ioni ne sudjeluju direktno u ovoj reakciji katalize
pretpostavilo se da C75 djeluje kao baza koja aktivira 2 -hidroksilnu skupinu nukleotida -1 za
nukleofilni napad (Ferré-D'Amaré, Zhou, Doudna 1998.). Potrebna su dodatna istraZivanja

mutanata C75U da bi se dao odgovor na ove pretpostavke.

2.1.2. HAIRPIN RIBOZIM

Hairpin ribozim (ribozim u obliku ukosnice) je pronaden unutar RNA satelita biljnih
virusa, gdje provodi reverzibilnu reakciju samocijepanja da bi stvorio produkte replikacije
(kotrljaju¢eg kruga) genoma. Ovi ribozimi se sastoje od Cetiri uzvojnice (A, B, C, D) koje
tvore Cetverokraku vezu (slika 3., lijevo). A i B uzvojnice sadrze unutarnju petlju, a mjesto
cijepanja ribozima nalazi se u petlji A. Nukleotidi su u ove dvije petlje visoko konzervirani i
kljuéni za katalizu, dok su helikalne regije visoko varijabilne (Walter, Burke 1998.). U
aktivnoj strukturi, uzvojnica A se koaksijalno smjesta na D, a B na C (slika 3., sredina). Ove
dvije koaksijalno smjestene («upakirane») domene su anti-paralelno pozicionirane da bi se
omogucio kontakt izmedu unutarnjih petlji uzvojnica A i B koji ¢e stvoriti kataliticki centar.
Aktivno mjesto ukljucuje ribozni zatvara¢ (eng. ribose zipper; tercijarna interakcija koju ¢ine
uzastopne vodikove veze izmedu okosnica riboza 2’-hidroksilnih krajeva iz dvije regije lanca
koje su medusobno povezane anti-paralelno (Cate i sur. 1996.)) koji se formira izmedu A10,
G11 u petlji A'i A24, C25 u petlji B. Nukleotid G+1 je istisnut iz petlje A i umetnut u dzep
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unutar petlje B tako da tvori Watson-Crick bazni par sa C25. Ovo izguravanje mijenja
konformaciju okosnice i tako 2 -kisik nukleofil A-1 nukleotida postaje dobro pozicioniran za
nukleofilni napad. Nukleotidi G8 i A38 su smjesteni jako blizu aktivnog centra i povezani su
vodikovom vezom s cijepajuc¢im fosfatom (eng. scissile phosphate; onaj fosfat na kojem c¢e se
dogoditi cijepanje nukleinske kiseline), 1 to upucuje na to da ta dva nukleotida mozda
funkcioniraju kao opca baza i opc¢a kiselina u kiselo-baznoj katalizi (Rupert, Ferre-D'Amare
2001.).
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Slika 3. Hairpin ribozim. Lijevo-sekundarna struktura. Sredina-tercijarna struktura. Desno-aktivno mjesto.
(WU QilJia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

Eksperimentalni dokazi ukazuju na kombinaciju barem 4 mehanizma ove RNA: (1) precizna
orijentacija supstrata, (2) preferentno vezanje prijelaznog stanja, (3) elektrostatska kataliza i
(4) kiselo-bazna kataliza (Ferre” -D’Amare 2003.). Hairpin ribozim ne zahtijeva prisustvo
metalnih iona kao kofaktora u katalizi (Young, Gill, Grasby 1997.). Katalizira ligaciju
jednako ucinkovito kao $to katalizira cijepanje. Kako se radi o reakcijama transesterifikacije,

u reakciji ligacije moraju djelovati obrnuto, G8 kao kiselina i A38 kao baza (Fedor 1999.).

2.1.3. HAMMERHEAD RIBOZIM

Hammerhead ribozimi (ribozimi u obliku glave cekic¢a) su male samocijepaju¢e RNA
molekule koje kataliziraju reakciju izomerizacije specificne fosfodiesterske veze prilikom
replikacije Kkotrljaju¢eg kruga. Ovaj ribozim katalizira identicne kemijske reakcije kao i

hairpin ribozim iako imaju drugacije strukture i drugacije biokemijske osobine, ukljucujuéi



razli¢ite ovisnosti o pH i metalnim kationima u katalizi reakcije RNA ligacije. Hammerhead
ribozim se moze pronaci u biljnim viroidima. Najjednostavniji hammerhead ribozim se sastoji
od srzi koju Cine konzervirani nukleotidi i tri bocne uzvojnice koje su u obliku cekica
(oznacene I, I1 i IIT). Prvi je ribozim ¢ija je detaljna atomska struktura bila poznata. Uzvojnice
I1'i 1l su koaksijalno smjeStene, a uzvojnica | je smjeStena pod ostrim kutem u odnosu na
uzvojnicu Il (Pley, Flaherty, McKay 1994.), (slika 4., lijevo).
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Slika 4. Hammerhead ribozim. Lijevo-sekundarna struktura. Sredina-tercijarna struktura. Desno-aktivno mjesto.
(WU QilJia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

Nazalost, informacija o strukturi koja je zakljucena na temelju kristalne strukture ne odgovara
biokemijskim podacima u viSe pogleda, od Cega je najve¢i problem taj Sto je pozicija
cijepajuceg fosfata u kristalnoj strukturi u potpunosti nekompatibilna s mehanizmom napada
«in-line» (McKay 1996.). Pretpostavljalo se da kristalna struktura nije kataliticki aktivna
struktura, nego da predstavlja osnovno stanje (eng. ground state). Ova hipoteza je bila
predstavljena kristalnom strukturom cijelog aktivnog ribozima (Martick, Scott 2006.), (slika
4., sredina). U ovom Kkristalu iskrivljenja okosnice na veznim mjestima uzvojnica Il i 1ll
primoravaju mjesto cijepanja, nukleotid C17, da se smjesti na uzvojnicu Ill, tako ga
smjestajuci u dzep aktivnog mjesta na vezi triju uzvojnica. Nukleotid G5 se veze za furanozni
kisik C17 nukleotida vodikovom vezom i tako pomaze pozicioniranju C17 za «in-line» napad.
G12 je toliko daleko od 2"-kisika C17 nukleotida da ne moZze stvarati vodikovu vezu i riboza
G8 nukleotida se veze vodikovom vezom za 5°-kisik izlaznu grupu, $to pretpostavlja da ova
dva nukleotida djeluju kao opca baza i kiselina. Nukleotid C3 stvara Watson-Crick bazni par

sa G8, da pomogne u pozicioniranju (slika 4., desno).



2.14. VSRIBOZIM

Varkud satelit (VS) ribozim kojega nalazimo u velikom broju u mitohondrijima roda
Neurospora je ukljucen u procesiranje replikacijskih intermedijera. Veliki su otprilike 150
nukleotida i sastoje se od 6 uzvojnica koje stvaraju dvije trokrake veze, 2-3-6 vezu i 3-4-5

vezu (slika 5.).
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Slika 5. Sekundarna struktura VS ribozima.
(WU QilJia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

Uzvojnica | je supstratna uzvojnica koja sadrzi mjesto cijepanja u svojoj unutarnjoj petlji.
Uzvojnice 1V, I i VI su koaksijalno smjestene tako da stvaraju dugacku kolonu, a uzvojnice
I1'i V se zrakasto pruzaju od kolone. Sekvence u ovim dvama trokrakim vezama su od velike
vaznosti za pakiranje (smjeStanje) uzvojnica (Lafontaine, Norman, Lilley 2001.).
Pretpostavlja se da su kataliticki centri VS ribozima smjesSteni u izbocenoj petlji, oznacenoj
kao A730 petlja VI uzvojnice. Mjesto cijepanja VS ribozima nalazi se poslije G620 u
unutarnjoj petlji I uzvojnice. Nukleotidi GUC u terminalnoj petlji uzvojnice | formiraju
dalekometne bazne parove sa GAC u terminalnoj petlji uzvojnice V (Andersen, Collins
2000.). Ova interakcija dovodi mjesto cijepanja do aktivnhog mjesta. Pretpostavlja se da
nukleotidi A765 i G638 mozda sudjeluju u kiselo-baznoj katalizi, ali joS§ nije utvrdeno koji od
nukleotida se ponaSa kao baza, a koji kao kiselina (Hiley, Sood, Fan i sur. 2002.). Istisnuti
(savinuti) bazni par izmedu G620 i A638, i G-A istisnuti bazni parovi izmedu G638 1 A621 te
G638 i A622, pomazu u odrzavanju 2 -kisika deprotoniranim u blizini opée baze (Hoffmann,
Mitchell, Gendron i sur. 2003.).
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2.2.RIBONUKLEAZA P

RNaza P je ribonukleoprotein koji se sastoji od jedne RNA i jedne ili viSe proteinskih
komponenti i postoji u sve tri domene Zivota. RNA komponenta je u ovom kompleksu
kataliti¢ka podjedinica. Za razliku od ostalih ribozima, Rnaza P funkcionira in trans i moze

procesirati razli¢ite supstrate (tRNA, 4.5 rRNA, tmRNA (transfer-messenger RNA)).

2.2.1. KATALIZA RNaza P RIBOZIMA

RNaza P ureduje tRNA gen koriste¢i reakciju hidrolize koja je takoder reakcija
kiseline-baze. JoS nije sasvim sigurno kakav je poredak atoma kemijskih grupa ribozima.
Mehanizam reakcije je uglavnom zakljucen iz biokemijskih podataka. Pretpostavlja se da je u
reakciji nukleofil molekula vode, aktivirana opéom bazom. Tri dvovalentna metalna iona su
ukljucena u reakciju. Metal A (na slici 6.) djeluje kao opca baza da bi deprotonirao nukleofil,
§to rezultira stvaranjem Mg?*-hidrata koji funkcionira kao nukleofil za po&etak reakcije.
Metal B je ukljucen u stabilizaciju trigonalnog bipiramidalnog prijelaznog stanja. 2’-
hidroksilna grupa mjesta cijepanja prekursorske tRNA (N.;) koordinira tre¢i metalni ion

vodom da bi protonirao 3"-izlaznu grupu.

5' Learder : o Base™!
Base™ o
o k J

! _ H
P @ U=t

0P $
g4, BB

Slika 6. Mehanizam katalize Rnaze P.
(WU QilJia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

2.2.2. STRUKTURA I KATALITICKA SRZ RNaza P RIBOZIMA

Primarne sekvence i sekundarne strukture RNaze P su raznolike, ali svi RNaza P

ribozimi dijele set visoko konzerviranih strukturalnih elemenata koji Cine strukturalnu i
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katalitiCku srz. SrZ se sastoji od 5 konzerviranih regija (CR, od eng. conserved regions),
oznacenih CRI do CRV, koje sadrze mnogo visoko konzerviranih nukleotida (slika 7., desno).
Osim uobicajenih struktura srzi, svaki RNaza P ribozim sadrzi svoje jedinstvene periferne
elemente. Ti elementi su filogenetski konzervirani u svakoj domeni Zivota. Bakterijske RNaza
P RNA su obi¢no 330-400 nt velike i podijeljene su u 2 grupe: A-tip (ancestralne) i B-tip
(Bacillus), prema razlikama u perifernim elementima koje sadrze (Kazantsev, Pace 2006.).
Ribozimi Archaea su sli¢ni po veli¢ini bakterijskima, ali imaju razliite periferne elemente.
Ribozimi Eucarya su veli¢ine dvije tre¢ine bakterijskih i nedostaju im mnogi periferni
elementi prisutni u bakterijskim ribozimima (Xiao, Scott, Fierke i sur. 2002.). RNaza P
ribozimi su podijeljeni u dvije domene koje su neovisno smotane (slika 7., lijevo). S-domena
(domena specificnosti) je ukljucena u prepoznavanje pre-tRNA supstrata interakcijom sa TyC
petljom, dok je C-domena (kataliticka domena) odgovorna za prepoznavanje pre-tRNA
akceptorske uzvojnice i 3"-CCA sekvence i katalizira reakciju hidrolize (Harris, Christian
2003.). Cjelokupna struktura ribozima je kompaktna i zavijena, sastavljena od koaksijalno
smjestenih uzvojnica koje su spojene zajedno dalekomentim veznim interakcijama. Ove
prostorno rasporedene uzvojnice tvore plosnatu povrSinu odgovornu za vezanje pre-tRNA
(Kazantsev, Krivenko, Harrington i sur. 2005.). Pet konzerviranih regija, zajedno s
uzvojnicom P15 i tri koaksijalno polozene uzvojnice P1-P4-P5, P2-P3 i P8-P9 (slika
7.,desno), tvore kataliticku srz ribozima (Torres-Larios, Swinger, Krasilnikov i sur. 2005.). P4
je vaZan za katalizu ribozima. Tri dvovalentna metalna iona su ponadena vezana za veliki utor
uzvojnice P4 u kristalu, ali ovi metalni ioni su bili predaleko od aktivnog mjesta i zato mozda
ne sudjeluju u katalizi (Kazantsev, Krivenko, Harrington i sur. 2005.). Umjesto toga,
pronadena su dva druga metalna iona u veznim regijama koja su u blizini aktivnog mjesta i
koja mogu sudjelovati u katalizi. Periferni elementi nalaze se na povrSini, dalje od mjesta
vezanja supstrata, i mogu stabilizirati cijelu strukturu dalekometnim interakcijama. lako
razli¢iti RNaza P ribozimi sadrzavaju razliite periferne elemente, tercijarne strukture su

odrzane ulaskom odgovarajucih interakcija.
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Slika 7. RNaza P ribozim. Lijevo-sekundarna struktura. Desno-tercijarna struktura.
(WU Qilia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

2.2.3. PREPOZNAVANJE SUPSTRATA RNaza P RIBOZIMA

lako je dobiveno nekoliko kristalnih struktura ovog ribozima, nema kristala ribozim-
supstrat kompleksa, tako da su se spoznaje o vezanju supstrata dobile uglavnom iz
biokemijskih podataka i modeliranja tRNA na ribozimskim kristalima. Pre-tRNA za vezanje
sadrzi 5"-vodec¢u sekvencu, 3'-CCA i TyC petlju. Univerzalno konzerviran adenozin u J5/15
vezi ribozima djeluje s N.; nukleotidom 5 -vodece sekvence pre-tRNA. Prepoznavanje TyC
petlje pre-tRNA ostvaruje S-domena ribozima ¢ija dva visoko konzervirana adenozina u
P10/11 domeni mogu sudjelovati u vezanju TyC petlje. Za interakciju izmedu 3’-CCA tRNA
1 L15 ribozima se dugo smatralo da je klju¢na za odabir mjesta hidrolize. Nedavna
biokemijska istrazivanja su otkrila da je ova interakcija puno kompleksnija od jednostavnog
sparivanja baza. Npr., za ovu interakciju su potrebni dvovalentni kationi, a kompenzacijske
mutacije koje odrzavaju sparivanje baza uzrokuju kataliticke defekte, pokazuju¢i da ova

interakcija nije jednostavno sparivanje baza (Busch, Kirsebom, Notbohm i sur. 2000.).

2.2.4. FUNKCIJA PROTEINA U RNaza P RIBOZIMU

Proteinska komponenta ovog ribozima moze funkcionirati strukturalno ili kataliticki i
visoko je varijabilna za tri domene Zivota. Cini se da je proteinski dio u korelaciji sa

strukturalnom slozeno$¢u RNA komponente ribozima. Bakterijske RNaze P imaju
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kompleksniju RNA strukturu i sama RNA mozZe izvrsiti katalizu. Proteinska komponenta u
ovim ribozimima ¢ini samo 10% sveukupne mase. Eukariotski RNaza P ribozimi imaju
relativno jednostavne RNA strukture, a proteinska komponenta ¢ini ¢ak 70% strukture
(Evans, Marquez, Pace 2006.).

Nedavna istrazivanja su otkrila novu ulogu RNaze P u transkripciji tRNA gena RNA
polimerazom lll, tako povezujuéi transkripciju s obradom u regulaciji ekspresije tRNA gena.
Isto tako, RNaza P je nuzna za transkripciju malih, nekodiraju¢ih RNA gena, ¢iji prekursorski
transkripti nisu prepoznati kao supstrati od strane ovog holoenzima. U skladu s tim, RNaza P
moze djelovati samo kao transkripcijski faktor za polimerazu III, uloga koja je, ¢ini se, ostala

saCuvana u eukarya (Jarrous, Reiner 2007.).

2.3.INTRONI GRUPE I

Grupa | introna je velika grupa RNA koje se mogu samoizrezivati iz gena u kojima se

nalaze. Siroko su rasprostranjeni u prirodi.

2.3.1. KATALIZA INTRONA GRUPE |

Reakcija samoizrezivanja (eng. self-splicing) je dvostruka uzastopna reakcija
fosfotransesterifikacije, $to uklju¢uje pravilnu eksciziju introna na 5- i 3 -izrezuju¢im
krajevima 1 ligaciju bo¢nih eksona. U prvom koraku reakcije cijepanja RNA dupleks koji
sadrzi 5 -supstrat vezan u katalitiCku srz introna pozicionira 5’-izrezuju¢e mjesto za napad.
Vanjski gvanozin se veze za aktivno mjesto da zapoc¢ne reakcija, koriste¢i svoju 3'-
hidroksilnu grupu kao nukleofil za napad na fosfat 5 -izrezuju¢eg mjesta. Zbog ovoga se kida
fosfodiesterska veza na 5 -izrezuju¢éem mjestu i rezultira stvaranjem slobodne 3"-hidroksilne
grupe na 5°-eksonu i 5-G vezanim intronom. Nakon prvog koraka reakcije dolazi do
konformacijskih promjena da bi se oslobodio napadaju¢i gvanozin i da bi se visoko
konzervirani gvanozin (oG) vezao na 3"-kraju introna. Zatim slijedi drugi korak, slobodni 3"-
hidroksilni kraj 5"-eksona kao nukleofil napada fosfat na 3"-izrezuju¢em mjestu. Dolazi do
ligacije eksona i oslobadanja introna (slika 9.). Kemijska reakcija introna grupe | je kiselo-
bazna. Najmanje dva Mg®" iona su direktno ukljuena u reakciju. Mg se veZe za 3'-
hidroksilnu grupu vanjskog gvanozina u prvom koraku, djelujuéi kao opéa baza za aktiviranje

nukleofila (slika 8.). Drugi Mg* (Ma) stabilizira 3 -izlaznu grupu, djelujuéi kao opca
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kiselina. Ova dva metalna iona izmjenjuju uloge u drugom koraku reakcije (Ma kao baza, a

Mg kao kiselina).
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Slika 8. Prijelazno stanje prvog koraka reakcije katalize grupe | introna.

(WU QilJia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

o u

Slika 9. Self-splicing (samo-izrezivanje) introna grupe I.

3r

(WU QilJia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

2.3.2. STRUKTURA INTRONA GRUPE I

Unato¢ varijacijama u veli¢ini (stotine do tisu¢e nukleotida) svi introni zadrzavaju
srediSnju konzerviranu sekundarnu strukturu koju ¢ini 9 uzvojnica (sa sparenim bazama)
oznacenih P1 do P9 (Michel, Westhof 1990.). Devet uzvojnica je organizirano u tri domene
P1-P2, P4-P6, P3-P9 (slika 10.). Sve su uzvojnice u svakoj domeni koaksijalno smjeStene.
Uzvojnica P1 je supstratna uzvojnica koja sadrzi 5 -izrezuju¢e mjesto. Uzvojnice P3 i P7
formiraju pseudopetlju vaznu za funkciju ribozima. Tercijarna struktura ovih introna otkriva

kompaktnu strukturu u kojoj domena P4-P6 djeluje kao «skela», a domena P3-P9 je ¢vrsto
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omotana oko P4-P6 domene (slika 10.). Tri domene su povezane konzerviranim veznim
regijama koje igraju vaznu ulogu u formaciji bilo cjelokupne strukture bilo aktivnog mjesta.
Osim ovih 9 konzerviranih uzvojnica vecina ovih introna sadrzi barem jedan dodatni
strukturalni element, nazvan periferni element. Ovi elementi su uglavnom ukljuceni u
formiranje tercijarnih interakcija koje stabiliziraju strukturu srzi i njihova delecija opcenito

smanjuje, ali ne eliminira samoizrezivanje (Johnson, Tijerina, Chadee i sur. 2005.).
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Slika 10. Introna grupe I. Lijevo-sekundarna struktura. Desno-tercijarna struktura.
(WU QilJia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

2.3.3. AKTIVNO MJESTO INTRONA GRUPE |

Aktivno mjesto se nalazi u P7 uzvojnici koja veZze ili vanjski gvanozin u prvom koraku
reakcije da bi sluzio kao napadajuéi nukleofil, ili terminalni gvanozin introna u drugom
koraku da bi ga se napalo. Cine ga 4 sloja baznih tripleta U Tetrahymena intronu gvanozin
(ili vanjski u prvom koraku ili terminalni u drugom) formira koplanarni bazni triplet (G-
triplet) s G264-C311 baznim parom. Ovaj triplet je omeden (u obliku sendvica) sa tri ostala
sloja baznih tripleta. Iznad G-tripleta, C262 se veze sa G312. A263 formira dvije vodikove
veze sa malim utorom G312. Baza C262 nukleotida se nalazi to¢no iznad purinskog prstena
oG. Ispod G-tripleta baza A261 nukleotida dodiruje veliki utor A265-U310 para. U idu¢em
sloju, baza A306 nukleotida dodiruje veliki utor C266-G309 para i formira Cetvrtu bazu
tripleta (slika 11.). Aktivno mjesto ribozima veze dva dvovalentna kationa da bi djelovalo kao
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baza i kiselina, deprotoniranjem nukleofila i protoniranjem 3-izlazne grupe (Guo, Gooding,
Cech 2004.).

Slika 11. Kataliti¢ki centar Tetrahymena ribozima.
(WU Qilia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

2.4.INTRONI GRUPE II

Ovi introni su druga skupina velikih ribozima (400-1000 nukleotida), koji se izrezuju
iz prekursorske mRNA i spajaju svoje bo¢ne eksone ligacijom, bez pomoci proteina. Neobi¢ni
su jer koriste DNA kao prirodni supstrat. Nalazimo ih u velikom broju u genomu organela i
bakterija.

24.1. KATALIZA INTRONA GRUPE Il

Njihov izrezujuc¢i mehanizam je identican izrezivanju nuklearnih pre-mRNA introna, i
pretpostavljalo se da su introni grupe Il preci spliceosomalnih introna (Zhaxybayeva,
Gogarten 2003.). Reakcija izrezivanja ovih introna je takoder i reakcija ester-transfera u dva
koraka. U prvom koraku 2°-hidroksilna grupa adenozina u mjestu grananja napada 5'-
izrezujuée mjesto. Ovo vodi cijepanju 5°-eksona i formiranju lariat intermedijera te stvaranju
slobodnog 3’-hidroksilnog kraja na 5 -eksonu. U drugom koraku 3°-hidroksilna grupa 5°-
eksona napada 3"-izrezuju¢e mjesto i rezultira ligacijom eksona i stvaranjem lariatnog introna
(Fedorova, Zingler 2007.), (slika 13.). Dvije su razlike u reakcijama Il i I grupe introna (slika
12.). Prvo, introni grupe Il koriste unutarnji adenozin u napadu na 5 -izrezuju¢e mjesto,
koriste¢i njegovu 2 -hidroksilnu grupu kao nukleofil. Drugo, u kontrastu s | grupom introna u
kojoj je 2" -hidroskilna grupa u blizini cijepajuceg fosfata ukljucena u stabilizaciju prijelaznog

stanja, u Il grupi introna je slobodna (Griffin, Qin, Michels i sur. 1995.).
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Slika 12. Prijelazno stanje prvog koraka katalize introna grupe 1.
(WU QilJia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

Slika 13. Self-splicing introna grupe II.
(WU QilJia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

2.4.2. STRUKTURA INTRONA GRUPE II

Primarna sekvenca ovih introna je visoko varijabilna osim konzervirane sekvence u
domeni V, ali svi se podeSavaju u visoko konzerviranu sekundarnu strukturu koja se sastoji od
6 helikalnih domena, oznacenih I-VI (D1-D6), (slika 14., lijevo). D1 sadrzi nukleotide koji su
nuzni za prepoznavanje i eksona i nukleofila mjesta grananja. D2 i D3 su nuzne komponente
za punu kataliticku aktivnost i vezne regije medu njima (J2/3) su dio aktivnog centra. D4 ima
ulogu u mobilnosti introna i malu ulogu u pakiranju ribozima ili katalizi. D5 je
najkonzerviranija regija ove grupe introna. Direktno je ukljuena u stvaranju aktivne srzi i
nudi funkcionalne grupe za kemijsku katalizu. D6 sadrzi adenozin mjesta grananja ¢iji 2'-
hidroksil sluzi kao napadaju¢i nukleofil u prvom koraku cijepanja (Qin, Pyle 1998.). Introni

grupe 1l su podijeljeni u 3 podgrupe, IlA, 1B i I1C na temelju njihovih razlika u strukturi.
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Slika 14. Introni grupe Il. Lijevo-sekundarna struktura. Desno-kataliti¢ko mjesto.
(WU QilJia i sur. Sci China Ser C-Life Sci | Mar. 2009 | vol. 52 | no. 3 | 232-244)

2.4.3. AKTIVNO MJESTO INTRONA GRUPE I1

U aktivnom mjestu ukljuene su tri domene, D1, D5 i D6, i J2/3 linker. D1 veze
supstrat, D6 dovodi napadaju¢i nukleofil u prvom koraku cijepanja, dok D5 i J2/3
predstavljaju kataliticku regiju (slika 14., desno). Kad se ovi elementi sloZe zajedno nastaje
aktivno mjesto. Domena | pomaze usidriti i 5°- i 3"-izrezuju¢a mjesta u domenu V kroz «k-«/,
C-C', -1 " 1 e-¢' interakcije (Costa, Michel 1995.). Pozicioniranje adenozina u mjestu grananja
je odredeno nepravilnim baznim parovima izmedu bocne polipirimidinske sekvence i
sekvence petlje u D1 (Hamill, Pyle 2006.). Domena V je najviSe konzervirana i najbitnija za
katalizu. Funkcionalne grupe za kemijsku katalizu su takozvana «kataliticka trijaday AGC
sekvenca 1 D5 ispupcenje (Konforti, Abramovitz, Duarte i sur. 1998.). Nalaze se jedna drugoj
u blizini u smotanom ribozimu i najvjerojatnije djeluju zajedno. Domena V takoder sadrzi
vezni dZzep za metalne ione koji sudjeluju u katalizi. Veza J2/3 (izmedu D2 i D3) i ispupCenje
D5 formiraju trostruku uzvojnicu s katalitickom trijadom (slika 14., lijevo). Trostruka
uzvojnica dovodi u blizinu kataliticki vazne dijelove introna (Toor, Keating, Taylor i sur.
2008.).
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2.5.RIBOSOMI

Ribosomi su najvaznije makromolekule koje postoje u sve tri domene Zivota jer
kataliziraju reakciju peptidil-transfera da bi translatirali mMRNA u proteine. Sastoje se od dvije
tre¢ine ribosomalne RNA (rRNA) i jedne tre¢ine ribosomalnih proteina. Kristalne strukture
velike ribosomalne podjedinice u kompleksu sa supstratom i analozima produkta pokazuju da
je samo RNA u poziciji u kojoj moze omoguditi stvaranje peptidne veze. Tri su grupe RNA
dovoljno blizu aktivnom mjestu da mogu stvarati vodikovu vezu s napadaju¢om a-amino
grupom: 2°-hidroksilna grupa A76 nukleotida tRNA u P mjestu (P mjesto je mjesto u
peptidiltransferaznom centru ribosoma u koje se veze tRNA koja je vezana za rastuci peptidni
lanac), N3 grupa A2486 nukleotida 23S rRNA i 2"-hidroksilna grupa A2486 nukleotida
(Nissen, Hansen, Ban i sur. 2000.). Ove vodikove veze su mozda uklju¢ene u pozicioniranju
a-amino grupe za nukleofilni napad ili, vaznije, za direktnu katalizu. U novijim istraZzivanjima
kristalnih struktura ribosoma u kompleksu s mRNA i tRNA saznale su se strukturalne osnove
ribosomalnog djelovanja (Selmer, Dunham, Murphy i sur. 2006.). Kristalna struktura velike
podjedinice ribosoma je otkrila da nijedan proteinski dio ne postoji blize od 18 A od mijesta
stvaranja peptidne veze i tako iskljucila mogucu ulogu proteina u ovoj reakciji (Nissen,
Hansen, Ban i sur. 2000.). Dakle, proteinska komponenta ne sudjeluje u reakciji peptidil-

transfera i zbog toga su ribosomi RNA enzimi, ribozimi.
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3. TEORIJE O RNASVIJETU

Postojanje RNA svijeta je uvjerljiv korak u ranoj evolucijskoj povijesti zZivota na
Zemlji. Hipoteze o RNA svijetu predlaZzu da je postojalo vrijeme kada je RNA bila i genotip i
fenotip, uloge koje sada uglavnom izvrSavaju DNA i proteini. lako ne postoje izravni dokazi
za postojanje RNA svijeta, pretpostavilo se da su «molekularni fosili» zivota baziranog na
RNA prisutni u modernoj biologiji. Npr., kataliticke RNA molekule (ribozimi) djeluju u
procesiranju viralnog genoma, mMRNA procesiranju, doradivanju tRNA i sintezi proteina.
Dodatno, male molekule dobivene iz nukleotida funkcioniraju kao kofaktori u rarzli¢itim
reakcijama koje kataliziraju proteini. Ako je postojao RNA svijet onda je morao postojati put
kojim je zivot baziran na RNA presao u zivot baziran na DNA i proteinima. RNA i dalje ima
klju¢nu ulogu u Zivom organizmu (intermedijeri mRNA i tRNA). Geneticki je materijal nekih
virusa 1 mora se kopirati u DNA (cDNA) Sto je joS jedan dokaz za moguce nekadasnje
postojanje RNA svijeta. Ako je RNA bila glavni izvrSitelj katalitickih funkcija, onda su taj
proces morale vrsiti jedna ili viSe RNA molekula. Najjednostavniji sistem za propagaciju
RNA-bazirane informacije bi ukljuc¢ivao dvije RNA molekule, replikazu ribozim i njegov
komplement, s time da je replikaza odgovorna za stvaranje kopija i sebe i komplementa. Ova
aktivnost je mozda bila razvijena da bi dozvolila kopiranje ostalih RNA molekula ¢ije su
funkcije bile korisne za prezivljavanje. lako nikako nije sigurno da je takav replikaza ribozim
postojao u evoluciji, laboratorijska istrazivanja se mogu koristiti za odredivanje je 1i RNA
uopce sposobna imati ovakvo vazno kataliticko djelovanje (McGinness, Joyce, 2003.).

Daljna istrazivanja pretpostavljaju da je prvu vaznu funkciju u RNA svijetu imao RNA
sintetaza ribozim ovisan o kalupu, koji je katalizirao vlastitu replikaciju — od toga «<RNA
replikaza». Pretpostavke su i dalje nesigurne zbog toga Sto je potrebna velika sekvenca za
takvu replikazu i zbog toga Sto nedostaje uvjerljiv mehanizam koji bi osigurao osobine koje
su njemu pogodne. Zato su neki znanstvenici predlozili nukleotid sintetazu ribozim kao
alternativnog kandidata, osobito zbog nedavnih eksperimentalnih dokaza koji sugeriraju
mogucnost postojanja djelotvorne neenzimatske kalup ovisne sinteze RNA. Ovi su
znanstvenici pretpostavili da je RNA sintetaza ribozim ovisan o kalupu nastao kasnije, mozda

poslije nastanka protostanica (Ma, Yu, Zhang i suradnici, 2007.).
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5.  SAZETAK

Ribozimi su kataliticke molekule koje moraju biti savijene u visoko uredene tercijarne
strukture, kao Sto to proteini rade da bi obavljali svoje funkcije. Glavni cilj je dovesti
nukleofil i izrezujuéi fosfat u blizinu i aktivirati ih. Nukleoliti¢ki ribozimi imaju nukleofil i
izrezuju¢i fosfat unutar nukleotida, i imaju relativno jednostavne strukture, zbog Cega su
aktivne strukture brze formirane. Nukleofil i1 izrezuju¢i fosfat velikih ribozima su ili
razdvojeni ve¢om udaljenos¢u ili se nalaze u razli¢itim molekulama, stoga je njima sloZenije
prepoznati izrezujuce mjesto i dovesti supstrat u aktivno mjesto. Metalni ioni i proteinski
faktori su obi¢no ukljudeni u savijanje velikih ribozima. Npr., Mg®" je nuZan za vezanje
supstrata i rjeSavanje visoko nabijenog aktivnog mjesta RNaze P. Vecina introna grupe Il
treba proteinske faktore da im pomognu u savijanju. Veliki ribozimi, kao Sto su RNaza P,
ribozimi grupe | i grupe Il, su metaloenzimi u kojima metalni ioni direktno sudjeluju u
katalizi. Na temelju osnovne reakcije koju vecina ribozima provodi, koja katalizira mjesno
specificno cijepanje ili ligaciju ciljne RNA, 1 na temelju ¢injenice da veliki broj ribozima
djeluje in trans, ribozimi se koriste u genskoj terapiji, unistavaju¢i mRNA ciljnih gena ili
spaSavanjem defektnih gena.

Postoji hipoteza o postojanju RNA svijeta na Zemlji koji je prethodio DNA i proteinskom
svijetu. Obavljena su brojna istrazivanja u posljednje vrijeme koja daju moguée dokaze za
takvu hipotezu. Najvjerojatnije je nekakav replikaza ribozim predstavljao takav RNA svijet
jer je imao mogucnost autoreplikacije i katalize. UnatoC tim istrazivanjima jo§ ne postoje

sigurni dokazi koji bi potvrdili hipotezu o postojanju RNA svijeta.
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6. SUMMARY

Ribozymes are catalytic molecules, which must be folded into highly ordered tertiary
folds, as the protein enzymes did to carry out their function. The ultimate objective is to bring
the nucleophile and the scissile phosphate together and activate them. The nucleolytic
ribozymes have inner-nucleotide nucleophile and scissile phosphate, and have relatively
simple structures, thus the active structure is more readily formed. The nucleophile and
scissile phosphate of large ribozymes are either remotely separated or in different molecules,
thus it’s more complicated for them to recognize the splicing site and bring the substrate to
the active site. Metal ions and protein factors are usually involved in the folding of the large

ribozymes. For instance, Mg2+ is required in the substrate binding and the resolution of the
highly charged active site of RNase P. The major-ity of group Il introns need protein factors
to assist their folding. More importantly, large ribozymes like RNase P, group | and group Il
ribozymes are metalloenzymes, in which metal ions directly participate in ca-talysis.

Based on the fundamental reaction the majority of the ribozymes carry out, which catalyze
site-specific cleavage or ligation of target RNA, and on the fact that many ribozymes function
in trans, ribozymes are applied in gene therapy, by digesting the mRNA of target genes or by
rescuing defective genes.

There is a hypothesis about existance of a RNA world on Earth, which preceded DNA and
protein world. Many experiments were made recently that give possible evidences for such
hypothesis. Most likely there was some kind of a replicase ribozyme which represented that
RNA world because it had features of autoreplication and catalysis. In spite of these
experiments, there are no certain evidences which could prove this hypothesis about existance
of a RNA world.
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