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I. WPROWADZENIE

I. WPROWADZENIE

Olbrzymie zagrożenie, jakie wywołała epidemia AIDS doprowadziło do skierowania 

poważnych środków finansowych na badania, które koncentrują się na zagadnieniach 

biologii molekularnej, biochemii i biologii strukturalnej HIV-1 oraz procesach inhibicji 

podstawowych mechanizmów molekularnych tego retrowirusa, celem projektowania 

potencjalnych farmaceutyków. Znacznie słabsze zaangażowanie w badania systemu HIV-2 

może dziwić wobec silnego rozprzestrzenianiem się tego wirusa w niektórych rejonach 

świata (1-4).

W odróżnieniu od HIV-1, który rozprzestrzenia się szybko na całym świecie, epidemia 

HIV-2 ograniczona jest głównie do tych terenów, gdzie wirus ten jest endemiczny (1;4-6). 

Ponadto, wirus HIV-2 jest znacząco mniej patogenny niż HIV-1 i wydaje się być osłabioną 
łagodniejszą formą HIV-1 (1:5;7). HIV-2 jest za to znacznie bardziej patogenny, 

niż spokrewniony z nim wirus SIV (4;7:8). Dokładne poznanie różnic pomiędzy wirusami 

HIV-1 i HIV-2 może przyczynić się do wyjaśnienia natury silnej patogenności wirusa HIV-1, 

a w dalszej perspektywie znalezienia skutecznych metod leczenia AIDS oraz skierowanej 

przeciwko HIV szczepionki. Konieczne jest zatem zintensyfikowanie badań dotyczących 
samego wirusa HIV-2 jak i indukowanych przez niego infekcji u ludzi.

Dotychczasowe badania zmierzające do opanowania epidemii AIDS doprowadziły 

do wprowadzenia na rynek różnych leków, które w większości są ukierunkowane na inhibicję 
dwóch ważnych białek cyklu życiowego wirusów HIV; odwrotnej transkryptazy i proteazy 
(9-11). Bardzo istotnym problemem pozostaje poszukiwanie inhibitorów działających 

na innych etapach cyklu życiowego wirusa. Punktem wyjścia do tych badań musi być 
ustalenie podstaw mechanizmów i uczestniczących w nich struktur RNA i białek. 

Sądzono, że oddziaływanie TAR/Tat w obrębie systemu H1V jest dobrym celem 

dla poszukiwania inhibitorów. Teraz wiemy, że TAR RNA uwikłany jest w cały wachlarz 
oddziaływań z białkami retrowirusowymi oraz komórki gospodarza, jednym z nich jest ludzka 

cyklina Tl oddziałująca z TAR RNA w kompleksie z wirusowym białkiem Tat (12;13).

Wiek XXI będzie zapewne wiekiem odkrywania i poznawania niekodujących 

cząsteczek RNA. Coraz więcej dowiadujemy się na temat ich struktury i funkcji, powoli 

odkrywając ogromny potencjał RNA. Niekodujace rejony RNA odgrywają również 

kluczową rolę w cyklu życiowym retrowirusów, takich jak HIV-1 i HIV-2 (14-16). 

Problematyka niniejszej pracy dotyczy analizy struktury i funkcji niekodującego rejonu RNA 

wirusa HIV-2, nazwanego rejonem liderowym. W szczególności koncentruje się ona 

na znajdującej się na 5' końcu rejonu liderowego domenie TAR-2 RNA (ang. trans-activator 

responsive region) oraz na poznaniu istotnych aspektów strukturalnych oddziaływania TAR-2





Z wirusowym białkiem Tat-2 i ludzką cykliną T1. Oddziaływania te zostały dość dokładnie 

zbadane dla wirusa HIV-1, jednak w przypadku HIV-2 wiadomo niewiele. Większość badaczy 
zakłada, że oddziaływania TAR / Tat / cyklina T1 u wirusa HIV-2 są analogiczne do HIV-1, 

z drugiej strony wiadomo jednak, że często jest to zbyt daleko idące uproszczenie.

Dynamiczny charakter struktury RNA związany jest z funkcją jaką pełni on 

w komórkach żywych organizmów oraz u wirusów. W związku z tym, najważniejszym 

osiągnięciem tej pracy doktorskiej wydaje się być udowodnienie, że TAR RNA wirusa HIV-2 

występuje w formie dwóch alternatywnych struktur globalnych. Tym bardziej, że jest to 

pierwsze takie doniesienie. Dotychczas postulowano bowiem, że pomimo dynamicznej 

struktury rejonu liderowego wirusów HIV, znajdujący się na jego 5' końcu TAR-2 RNA 

przyjmuje tylko jedną strukturę drugorzędową z trzema charakterystycznymi motywami 

spinkowymi (17-19). Zaproponowanie nowej struktury TAR-2 RNA rodzi pytanie o jej 

biologiczną funkcję i na to pytanie w ramach niniejszej pracy starałam się znaleźć, choć 

częściową odpowiedź.

Przedstawianą pracę doktorską wykonałam w Pracowni Chemii Strukturalnej Kwasów 

Nukleinowych Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem 

Prof, dr hab. Ryszarda W. Adamiaka.

Moje badania prowadziłam w ramach następujących projektów badawczych promotora:

• „Struktura, właściwości i równowagi konformacyjne cząsteczek RNA w warunkach 
zwiększonego, względem fizjologicznego, stężenia soli w roztworze”, KBN 7T09A 097 
20 (2003 - 2005)

• „Region TAR liderowego RNA wirusa HIV-2 oraz jego oddziaływanie z białkami Tat-2 
i cykliną Tl”, KBN (promotorski) 2 P04A 061 26 (2004 - 2006)

• Subsydium Profesorskie FNP dla Prof, dr hab. Ryszarda W. Adamiaka „Struktura 
liderowego RNA HIV-2 i jej dostępność dla specyficznej degradacji według 
mechanizmu RNAi w świetle terapii AIDS”, (2004-2007)

• „Równowagi konformacyjne i struktury przestrzenne niskiej rozdzielczości domen 
TAR-2 (nt-Hl-124) oraz TAR-2-Hpoli(A) (nt-El-184) liderowego RNA genomu wirusa 
HIV-2 w świetle dostępności dla specyficznej degradacji według mechanizmu siRNA”, 
KBN 3 T09A 014 29 (2005-2007)

Większość uzyskanych przeze mnie wyników została zawarta w publikacjach:

1. Pachulska-Wieczorek,K., Purzycka,K.J. and Adamiak,R.W. (2006) New, extended 
hairpin form of the TAR-2 RNA domain points to the structural polymorphism at the 5' 
end of the HIV-2 leader RNA. Nucleic Acids Res., 34, 2984-2997.

2. Kulinski,T., Olejniczak,M., Huthoff,H., Bielecki,L., Pachulska-Wieczorek,K., 
Das,A.T., Berkhout,B. and Adamiak,R.W. (2003) The apical loop of the HIV-1 TAR 
RNA hairpin is stabilized by a cross-loop base pair. J Biol Chem., 278, 38892-38901.
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II. CEL PRACY

II. CEL PRACY

Celem moich badań podjętych w pracy doktorskiej było:

1. Ustalenie struktury drugorzędowej 123-meru TAR-2 RNA oraz izolowanych fragmentów 

tej cząsteczki metodami degradacji enzymatycznej i chemicznej,

2. Analiza oddziaływań 123-meru TAR-2 RNA z jonami metali w szczególności z jonami

Mg"",

3. Optymalizacja procedury otrzymywania rekombinantowych białek: retrowirusowego 

Tat-2 oraz ludzkiej cykliny T1,

4. Optymalizacja warunków formowania i analiza istotnych aspektów strukturalnych 

oddziaływania kompleksów dwuskładnikowych TAR-2/Tat-2 i TAR-2 / cyklina Tl 

oraz trójskładnikowych TAR-2 / Tat-2 / cyklina T1,

5. Analiza oddziaływania TAR-2 RNA z amidem argininy - model oddziaływania 

TAR / Tat-2.
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III. NAZEWNICTWO I SKRÓTY STOSOWANE W PRACY

Poniżej przedstawiann alfabetyczną listę nazw i skrótów najczęściej używanych w pracy wraz 

z ich wyjaśnieniami.

AIDS zespół nabytego niedoboru odporności (ang. acquired immunodeficiency syndrome)
ARM motyw białkowy bogaty w reszty argininowe (ang. arginine-rich motif)
BCA metoda oznaczania zawartości białka oparta o stosowanie kwasu bikinchoninowego

(ang. bicinchoninic acid protein assay)
BSA albumia z surowicy bydlęcej (ang. bovine serum albuminę)
CDK kinaza cyklino-zależna (ang. cyclin dependent kinase type 9)
DIS domena kluczowa dla inicjacji procesu dimeryzacji, znajdująca się w rejonie

liderowym RNA wirusów HIV (ang. dimer initiation site)
DNA kwas deoksyrybonukleinowy

DTT ditiotreitol

EMSA technika opóźnionej migracji kompleksów w żelu (ang. electrophoretic mobility shift
assay)

GST S-transferaza glutationowa (ang. glutathione S-transferaze)
HEXIM białko stanowiące komponent nieaktywnego kompleksu P-TEFb

HIV ludzki wirus niedoboru odporności (ang. human immunodeficiency virus)
IPTG izopropyle B-D-tiogalaktopiranozyd
LTR długie powtórzenia sekwencji DNA na obu końcach genomu retrowirusów (ang. long

terminal repeat)
MALDI-TOF jonizacja przez resorpcję laserową w stałej matrycy - czas przelotu (ang. matrix- 

assisted laser desorptionionization - time of flight)
NMR spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (ang. nuclear magnetic

resonance spectroscopy)
N-TEF negatywny czynnik elongacji transkrypcji (ang. negative - transcription elongation

factoi)
PAGE elektroforeza w żelu poliakryloamidowym (ang. poliacrylamide gel electrophoresis)
PBS sekwencja RNA wiążąca starterowy tRNA (ang. primer binding site) podczas

odwrotnej transkrypcji wirusów HIV lub cała domena rejonu liderowego zawierająca 
sekwencję PBS

PGR reakcja łańcuchowej polimeryzacji (ang. polimerase chain reaction)
PMSF fluorek fenylometylosulfonowy

poli(A) domena RNA rejonu liderowego HIV zawierający sygnały poliadenylacji
3' końca mRNA (ang. poliadenylation site)

P-TEFb aktywujący czynnik elongacji transkrypcji typu b (ang. positive - transcription
elongation factor type b)

RNA kwas rybonukleinowy
RRE znajdujący się w obrębie genu env wirusowego mRNA charakterystyczny motyw

oddziałujący z białkiem Rev (ang. Rev responsive element)
SBTI inhibitor proteaz z nasion soi (ang. soybean trypsin inhibitoi)
SIV małpie wirusy niedoboru odporności (ang. simian immunodeficiency virus)

pochodzące m.in. od mangaby szarej (SlVjm), szympansów (SIVepz), afrykańskiej
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SD

TAK

TAR

Tat

TF

TRM

USE

UTR

małpy zielonej (SIVagm), makaków (SIVmac) oraz mandryli (SIVmnd)
domena rejonu liderowego HIV odgrywający istotną rolę w regulacji procesu splicingu 
(ang. major splice donor site)

kinaza związana z białkiem Tat (ang. Tat-associated kinase), nazywana wcześniej 
PITALRE
domena RNA rejonu liderowego HIV wiążący białko Tat (ang. trans-activator 
responsive region)

białko trans-aktywatorowe (ang. trans-activatoi) 

czynnik transkrypcyjny (ang. transcription factoi)

kluczowa dla oddziaływania z białkiem Tat i TAR RNA sekwencja aminokwasowa 
ludzkiej cykliny T1 (ang. TAR/Tat recognition motif)

charakterystyczna dla wirusów RNA sekwencja RNA wzmacniająca poliadenylację 
mRNA (ang. upstream enhancet)

niepodlegające translacji końcowe rejony RNA (ang. untranslated region) 

domeny RNA rejonu liderowego HIV istotne dla formowania wirionów potomnych

W przypadku terminów pochodzących z języka angielskiego, co do których wystąpił problem 
wyboru polskich odpowiedników stosowałam nazewnictwo zgodne z polskim tłumaczeniem 

podręcznika Berg.J.M., Tymoczko.J.L., Stryer.L. (2002) „Biochemia”, przekład zbiorowy pod redakcją 

Szweykowska-Kulińska,Z., Jarmołowski,A. (2005) PWN, Warszawa.

Poniżej przedstawiam przykłady najczęściej stosowanych terminów: 

kap - ang. cap 
egzon - ang. exon 
splicing - ang. splicing

10
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IV. REGION TAR LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-2 ORAZ JEGO 
ODDZIAŁYWANIE Z BIAŁKAMI TAT-2 I CYKLINĄ T1

IV.1. HISTORIA ODKRYCIA HIV-2 - LUDZKIGO WIRUSA NIEDOBORU 
ODPORNOŚCI TYPU 2 ORAZ EPIDEMIOLOGIA AIDS

W 1985 u grupy zdrowych Senegalczyków opisano występowanie przeciwciał o wysokim 

powinowactwie do wirusa SIV (ang. simian immunodeficiency virus) (20). 

Spokrewniony z SIV, ludzki wirus niedoboru odporności - HIV-2 (ang. human 

immunodeficiency virus), został wyizolowany po raz pierwszy w 1986 roku z krwi pacjentów 

pochodzących z Gwinei - Bissau, czyli w trzy lata od odkrycia wirusa HIV-1 (21). 

HIV-1 i HIV-2 są jedynymi znanymi ludzkimi lentiwirusami, ale należą do dwóch różnych grup 

genetycznych spośród czterech wyodrębnionych dla lentiwirusów (2;22). Wirus HIV-2 jest 

znacznie bliżej spokrewniony z niektórymi wirusami SIV, występującymi u mangaby szarej 

(SIVsm) i makaków (SIVmac). niż z HIV-1 (1;7). Wirusy te cechuje wysokie pokrewieństwo 
filogenetyczne i podobna organizacja genomu (w tym typowy tylko dla HIV-2 i pewnych 

wirusów SIV gen vpx) oraz wspólny geograficzny obszar występowania (2:8:22;23). 

Pomimo, że HIV-1 i HIV-2 kodują prawie identyczny zestaw białek, to na poziomie sekwencji 

kwasów nukleinowych wykazują zaledwie 40% podobieństwo, podczas gdy analogiczne 
podobieństwo pomiędzy HIV-2 i SIV wynosi 75% lub więcej (23;24).

Dla HIV-1 wyodrębniono trzy różne grupy filogenetyczne M, N i O, (rys. IV.1) 
przy czym najsilniej rozpowszechnione są podtypy należące do grupy M (3). W przypadku 
HIV-2 wyodrębniono siedem podtypów filogenetycznych (A-G). Podtypy A i B są 

reprezentowane przez liczne szczepy i są epidemiologiczne, podczas gdy podtypy C - G 
nie indukują epidemii i poza podtypem D, do którego należą dwa szczepy, każdy z nich 

reprezentowany jest przez zaledwie jeden szczep wirusa. Większość infekcji wirusem HIV-2 

związana jest z podtypem A wirusa (HIV-2A), który jest dominujący w Gwinei - Bissau oraz 

w Europie (głównie Portugalia), do tego podtypu należy najbardziej rozpowszechniony 

szczep wirusa, HIV-2rod- Podtyp HIV-2B wydaje się mieć swoje źródła w wschodniej części 

Afryki zachodniej (Guana i Wybrzeże Kości Słoniowej) (2;25;26).

HIV-2 był pierwszym ludzkim lentiwirusem, dla którego wykazano, że wywodzi się 

od wirusa SIV, dokładniej SIVsm (8). Wirus SIVsm, jest dość powszechny u mangaby szarej 

i w niektórych stadach zainfekowanych jest nawet 22% osobników (4). W niektórych krajach 

Afryki zachodniej młode mangaby często traktowane są jako zwierzęta domowe, natomiast 

mięso osobników starszych jest powszechnie spożywane. Powodowało to częsty kontakt 

człowieka z zainfekowanymi zwierzętami i prawdopodobnie stało się bezpośrednią przyczyną 

międzygatunkowej transmisji wirusa SIVsm. Chociaż wszystkie podtypy HIV-2 wywodzą się od 

wirusa SIVsm, to na podstawie analizy filogenetycznej wykazano, że każdy z nich został
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wprowadzony do populacji ludzkiej niezależną drogą międzygatunkowej transmisji (4;8:25;26). 

Wirusy SIV nie indukują AIDS u swoich naturalnych gospodarzy, a nazwanie ich wirusami 

niedoboru odporności wynika jedynie z podobieństwa do wirusów HIV. Jednak ich transmisja 

do innych gatunków naczelnych, w tym człowieka, często powoduje, że stają się one 

chorobotwórcze (4;8).
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Rysunek IV 1. Schemat reprezentujący pokrewieństwo filogenetyczne lentiwirusów występujących 
u naczelnych. Analiza na podstawie sekwencji silnie konsenwatywnego genu poi (2).

Według oficjalnych statystyk, na koniec 2005 roku na całym świecie żyło około 

39 milionów ludzi zakażonych wirusami HIV, z czego ponad 25 milionów w Afryce 

Subsaharyjskiej (www.unaids.org). W tym samym roku z powodu AIDS zmarły prawie 

3 miliony osób. Szacuje się, że od 1981 roku z powodu AIDS zmarło około 30 milionów osób. 

Według aktualnych oficjalnych statystyk Krajowego Centrum ds. AIDS, w Polsce do czerwca 

2006 odnotowano 10150 zarażeń wirusem HIV-1, z czego 1778 osób zachorowało na AIDS, 

zmarło 816 chorych. Nie ma danych na temat zarażeń wirusem HIV-2 w Polsce.

HIV-1 rozpowszechniony jest na całym świecie, jednak za epicentrum infekcji 

uważana jest Afryka wschodnia (4;7). W ostatnich latach znaczący wzrost zakażeń 

odnotowano w Rosji i na Ukrainie oraz w krajach dawnej Jugosławii, a także na terenach 

południowej i południowo-wschodniej Azji, jak Chiny czy Indie. Problem HIV-2 dotyczy 

w głównej mierze terenów Afryki zachodniej oraz Portugalii, gdzie wirus ten ma charakter 

endemiczny (2;5;6;27). Przypuszcza się, że do pierwszych zakażeń wirusem HIV-2 doszło 

najprawdopodobniej około 1966 roku (27). Ustalenie procentowego udziału zakażeń wirusem
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HIV-2 w ogólnej liczbie zakażeń retrowirusami u ludzi nie jest łatwe i różne źródła podają 

rozbieżne dane. Pewne jest jednak, że największy odsetek zakażeń HIV-2 odnotowano na 

terenie Gwinei - Bissau, stanowiącej dawną kolonię portugalską i wynosi on około 14% (1). 

W sąsiadujących krajach jak Gambia, Senegal czy Gwinea jest on wyraźnie niższy 

- 1 do 2%, jednak w niektórych środowiskach, szczególnie tych związanych z prostytucją 

dochodzi do 28%. Znaczącą liczbę zakażeń HIV-2 odnotowano również w krajach, które 

łączyły z Portugalią dawne społeczne i ekonomiczne kontakty, jak Angola, Mozambik, 

Brazylia czy południowo-zachodnie Indie (1;2). Badania prowadzone w Afryce zachodniej 

wskazują na powolny spadek zakażeń indukowanych wirusem HIV-2 w stosunku do HIV-1 

(1;28). Wynika to jednak bardziej z pandemicznego charakteru wirusa HIV-1 w stosunku 

do endemicznego wirusa HIV-2, niż ze spadku ilości zakażeń wirusem HIV-2. W Europie 

najwyższy wskaźnik zakażeń HIV-2 odnotowano w Portugalii i stanowi on 10 do 13% 

wszystkich zakażeń wirusami HIV oraz 5% zachorowań na AIDS (6). W przypadku więcej 

niż połowy zakażonych pacjentów nie udało się wskazać żadnego związku z infekcjami 

HIV-2 występującymi na terenach Afryki, co wskazało na endemiczny charakter infekującego 

wirusa (1;6).
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Rysunek. IV.2. Aktualny zasięg epidemii AIDS w Europie i w państwach sąsiadujących 
- bez rozróżnienia na zakażenia HIV-1 i HIV-2. Intensywność koloru jest proporcjonalna do ilości 
zakażeń wirusami HIV, kolor czenwony oznacza obszary o największym nasileniu epidemii. 
Kolor szary oznacza brak danych dla danego obszaru. Na podstawie Komunikatu Rady Parlamentu 
Europejskiego w sprawie zwalczania HIV/AIDS w Unii Europejskiej i w państwach z nią 
sąsiadujących w latach 2006-2009.

Poza Afryką zachodnią, Portugalią oraz krajami stanowiącymi dawne kolonie 

portugalskie infekcje wirusem HIV-2 są raczej sporadyczne, choć w niektórych krajach 

Europy zauważalna jest tendencja wzrostowa infekcji HIV-2 w stosunku do HIV-1 (1;4;6). 

Kilkadziesiąt zakażeń HIV-2 odnotowano w Wielkiej Brytanii oraz we Francji, w większości
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dotyczyły one osób przebywających wcześniej na terenie Afryki zachodniej (29). 

W Stanach Zjednoczonych testy na obecność HIV-2 wprowadzono w 1992 roku i aktualne 

dane w połączeniu z badaniami retrospektywnymi wskazują, że tylko jedno zakażenie 

na 10 000 powodowane jest przez HIV-2 (1).

Chociaż oba wirusy HIV indukują AIDS to wirus HIV-2 jest wyraźnie mniej patogenny 

i cechuje go długi okres asymptomatyczny od czasu infekcji do wystąpienia objawów 

choroby u pacjenta, wynoszący 10 lat lub nawet więcej (1:29;30). Ponadto u wielu 

zarażonych osób wcale nie dochodzi do rozwoju choroby. Obydwa wirusy HIV niszczą układ 

odpornościowy człowieka, gdyż głównym celem ich ataku są limfocyty T pomocnicze 

i monocyty. Symptomy AIDS w przypadku infekcji HIV-2 są bardzo podobne do HIV-1 

i zalicza się do nich silną limfopatię, choroby układy oddechowego, poważne schorzenia 

dermatologiczne, grzybicę, ostre biegunki, wysoką gorączkę, znaczącą utratę wagi oraz 

podatność na nawracające infekcje bakteryjne i wirusowe (1;2;30). Choroba indukowana 

HIV-2 ma jednak znacznie wolniejszy i łagodniejszy przebieg, co za tym idzie pacjenci 

przeżywają dłużej. Z tego powodu badania dotyczące infekcji wirusem HIV-2 dają lepszą 

możliwość poznania patogenezy lentiwirusów i działania układu immunologicznego 

człowieka podczas indukowanych przez nie infekcji.

Ciągle poszukuje się odpowiedzi na pytanie, dlaczego HIV-2 jest mniej patogenny niż 
HIV-1 i nadal nie ma na nie jednoznacznej odpowiedzi. W przypadku infekcji HIV-1 
wykazano, że rozwój AIDS zależy bezpośrednio od spadku ilości komórek CD4+ oraz 
poziomu wirusowego RNA w osoczu pacjenta (31). W przypadku HIV-2, również obserwuje 
się spadek ilości komórek CD4+, jednak w porównaniu z HIV-1 jest on wyraźnie mniejszy, 

co może być związane z faktem, że HIV-2 słabiej indukuje apoptozę limfocytów T (30;32). 

W poprzedzającym chorobę bezobjawowym okresie infekcji poziom HIV-1 RNA w osoczu 

jest stosunkowo niski, natomiast wzrasta gwałtownie podczas rozwoju AIDS (31). 

W przypadku infekcji HIV-2, pomimo obniżonego poziomu komórek CD4+, obserwuje się 

znikomą ilość wirusowego RNA w osoczu pacjenta na wszystkich etapach infekcji, włączając 

silnie zaawansowany AIDS (6;33). Ilość wirusowego DNA u pacjenta jest bardzo podobna 

na odpowiednich etapach infekcji HIV-1 i HIV-2 (34). Wyraźnie niższy poziom wirusowego 

RNA w osoczu pacjenta świadczy o mniej efektywnej replikacji HIV-2, w stosunku do HIV-1. 

Jednocześnie podobny poziom wirusowego DNA wskazuje, że nie wynika to z obniżonej 

dostępności matryc DNA do transkrypcji RNA wirusa, ale z obniżenia wydajności samej 

transkrypcji (33). Być może wynika to z różnic w regulacji transkrypcji u HIV-1 i HIV-2, 

z drugiej strony wiadomo, że u HIV-2 dochodzi do syntezy znacznej ilości uszkodzonych 

genomów, niezdolnych do replikacji (1). Obniżona efektywność replikacji wirusa HIV-2, 

połączona z mniejszą toksycznością dla komórek CD4+ oraz znacznie silniejszą indukcją
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układu immunologicznego człowieka może być prawdopodobną przyczyną mniejszej 

patogenności i infekcyjności tego wirusa (1;6;30:32;33).

Leczenie AIDS indukowanego wirusem HIV-2 jest podobne do stosowanego 

w przypadku HIV-1 (1;6;29). Niewiele jest jednak danych dotyczących jego skuteczności. 

Wiadomo, że terapia HIV-2 daje obiecujące wyniki przy stosowaniu nukleozydowych 

inhibitorów odwrotnej transkryptazy, natomiast w odróżnieniu od HIV-1, inhibitory 

nienukleozydowe są mało skuteczne (1;29). Ponadto, wykazano wrażliwość HIV-2 na leki 

hamujące wirusową proteazę (35). Najlepsze wyniki, tak jak w przypadku HIV-1, daje 

stosowanie łączonej terapii antywirusowej opartej na różnych lekach - HAART (ang. highly 

active antiretroviral therapy) (1;29). Największym problemem w terapii AIDS jest jednak 

powstawanie lekoopornych mutantów obu wirusów, ponadto niektóre szczepy HIV-2 

posiadają naturalną odporność na stosowane czynniki antywirusowe (1;36). Warto podkreślić 

przerażający fakt, że jedynie 4% spośród zakażonych HIV objętych jest odpowiednią terapią 

przeciwwirusową (1).

Istnieją pewne dane epidemiologiczne wskazujące, że zakażenie HIV-2 chroni przed 

HIV-1, jednak są one dość kontrowersyjne i nie do końca potwierdzone (37). Z drugiej jednak 

strony proponowane są molekularne mechanizmy, które mogłyby sprzyjać temu zjawisku. 

Wykazano na przykład, że TAR RNA wirusa HIV-2 hamuje frans-aktywację i replikację 
HIV-1, zapewne poprzez współzawodnictwo w oddziaływaniu z białkiem Tat HIV-1 i istotnymi 

dla wirusa faktorami komórkowymi (38).
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IV, REGION TAR LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-2.

IV.2. BIOLOGIA MOLEKULARNA WIRUSA HIV-2

2.1. BUDOWA WIRONU ORAZ ORGANIZACJA GENOMU WIRUSA HIV-2

Budowa wirionu HIV-2 jest bardzo podobna do HIV-1 (2). Z zewnątrz wirion otoczony jest 

białkowo-lipidową osłonką pochodzącą z błony komórki gospodarza (rys. IV.3). Osłonka 

wirusa zawiera zarówno białka ludzkie (np. antygeny zgodności tkankowej), 

jak i glikozylowane białka własne wirusa, takie jak białko powierzchniowe - SU (ang. surface 

protein) oraz białko transbłonowe - TM (ang. transmembrane protein). Białka SU i TM 

połączone są ze sobą przez wiązania disiarczkowe i tworzą charakterystyczne trimery. 

W dojrzałej cząsteczce wirusa pod osłonką znajduje się warstwa utworzona przez 

strukturalne białko macierzy - MA (ang. matrix protein). W środkowej części wirionu, białko 

kapsydu - CA (ang. capsid protein) formuje wirusowy kapsyd, wewnątrz którego znajduje się 

rybonukleinowy rdzeń utworzony przez dwie nici genomowego RNA związane z licznymi 

cząsteczkami białka nukleokapsydu - NC (ang. nucleocapsid protein). W kapsydzie znajdują 
się również specyficzne wirusowe enzymy: odwrotna transkryptaza - RT (ang. reverse 

transcriptase), proteza - PR (ang. protease) oraz integraza - IN (ang. integrase), a także 

wirusowe białka regulatorowe Nef, Vif i Vpr (2;39;40).

♦ ^ Trlmer
cyklofilina —

RNA

Vpr
ci IN

HLA
klasy II DR

__ HLA
klasy I

osłonka
blatkowo-lipidowa

Rysunek IV.3. Budowa wirionu HIV na przykładzie wirusa HIV-1. Szczegółowy opis rysunku 
znajduje się w tekście. Na podstawie (41)

Genom wirusów HIV stanowią dwie identyczne cząsteczki RNA o długości około 

9,2 kb (HIV-1) lub 10,3 kb (HIV-2) połączone ze sobą niekowalencyjnie w pobliżu 5' końców 

poprzez oddziaływanie rejonów dimeryzacji (DIS) każdej z nici (41;42). Obie cząsteczki RNA 

są aktywne funkcjonalnie. Podczas cyklu życiowego retrowirusa genomowy RNA,
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W procesie odwrotnej transkrypcji, zostaje przepisany na dwuniciową cząsteczkę DNA, 
integrującą z genomem gospodarza (prowirus) i w takiej formie retrowirusowy DNA pozostaje 

przez większą część cyklu życiowego wirusa HIV. Pomimo dużej różnicy w sekwencji 

genomu, HIV-2 koduje praktycznie takie same białka jak HIV-1 (1;23;43). Wspólne dla 

wszystkich retrowirusów i wysoce konserwatywne są trzy geny gag, po/i env kodujące białka 

strukturalne wirusa (rys. IV.4). Genom wirusów HIV-1, HIV-2 oraz SIV zawiera dodatkowe 

ramki odczytu dla genów tat, rev, nef, vif oraz vpr kodujących białka regulatorowe. 

Charakterystyczny tylko dla HIV-1 jest gen vpu, podczas gdy HIV-2 i SIV zamiast niego 

zawierają gen vpx(23;41).
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Rysunek IV.4. Schemat organizacji genetycznej wirusa HIV-2 (prowirus). Szczegółowy opis 
schematu znajduje się w tekście.

Genom wirusów HIV zawiera również istotne dla wielu procesów sekwencje 

niekodujace. Na 5' i 3' końcu prowirusa znajdują się długie powtórzenia końcowe LTR 
(ang. long terminal repeats). Każdy LTR zawiera trzy funkcjonalne rejony: U3 (ang. unique 3' 
terminus), R (ang. repeat) i U5 (ang. unique 5' terminus). Rejony U3 zawierają promotor 
z kasetą TATA oraz cały szereg elementów regulatorowych i wzmacniających 

odgrywających istotną rolę w regulacji wirusowej transkrypcji, w tym miejsca wiązania SP1 

i NF-kB (43-45). Ponieważ rejony LTR znajdują się na 5' i 3' końcu prowirusa inicjacja 

transkrypcji mogłaby teoretycznie następować w każdym z nich. Liczne badania wykazują 

jednak, że synteza wirusowego RNA inicjowana jest wyłącznie w obrębie 5' LTR, a inicjacja 

w rejonie 3' LTR obserwowana jest jedynie, gdy 5' LTR jest całkowicie nieaktywny (46).

Pierwsza reszta nukleotydowa w rejonie R wyznacza miejsce startu transkrypcji, 

a tym samym 5' koniec mRNA. Powstały mRNA zawiera niekodujace rejony R i U5 na 5' 

końcu oraz U3 i R na 3' końcu. Sekwencje niekodujace R i U5 końca 5' RNA tworzą część 

charakterystycznego rejonu o istotnych funkcjach regulatorowych, nazywanego rejonem 

liderowym (14-16;47). Natomiast sekwencje niekodujace końca 3' są istotne dla dojrzewania 

3' końca mRNA (poliadenylacja). Wirusowy mRNA zawiera strukturę kap (ang. cap) na 5' 

końcu oraz długi ciąg reszt A (ogon poli(A)), przyłączony do ostatniej reszty rejonu R 

końca 3'. W modyfikacji 5' końca mRNA istotną rolę odgrywa wirusowe białko Tat (48;49).
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Produktem genu gag jest prekursorowa glikoproteina Gag, cięta przez wirusową 

proteazę PR do kilku mniejszych białek strukturalnych wirionu MA, CA i NC. Warto 

podkreślić fakt, że białko NC promuje dimeryzację genomo\wych cząsteczek RNA (42;50). 
Białko MA odgrywa dodatkowo istotną rolę w wewnątrzkomórkowym transporcie podczas 

infekcji wirusowej. Pełnej długości prekursorowa glikoproteina Gag jest kluczowa dla 

formowania wirionów potomnych oraz ich uwalniania z komórki gospodarza (51 ;52).

Produktami genu poi są istotne wirusowe enzymy: proteaza (PR), odwrotna 

transkryptaza (RT) oraz integraza (IN), powstające z prekursorowej poliproteiny Gag-Pol. 

Ramka odczytu genu poi znajduje się pozycji -1 w stosunku do ramki odczytu genu gag 

i ekspresja genu poi następuje przez przesuniecie ramki odczytu, prowadzące do ekspresji 

prekursorowej poliproteiny Gag-Pol. Do przesunięcia ramki odczytu dochodzi stosunkowo 

rzadko i stosunek ilościowy Gag do Gag-Pol wynosi zazwyczaj około 20 :1 (53). Poliproteina 

Gag-Pol, podobnie jak Gag, jest włączana do wirionów potomnych. Odgrywa ona istotną rolę 

w cyklu życiowym wirusa nie tylko dlatego, że w wyniku jej cięcia powstają wirusowe 

enzymy, ale warunkuje ona stabilność uwolnionych z zainfekowanej komórki, potomnych 

cząstek wirusa HIV (52). Równowaga pomiędzy poziomem ekspresji Gag i Gag-Pol reguluje 

proces formowania i uwalniania wirionów potomnych,. W odróżnieniu od Gag-Pol, wysoki 
poziom poliproteiny Gag promuje uwalnianie potomnych cząstek wirusa (39;52).

Gen env wirusa HIV-2 koduje prekursorową glikoproteinę gp 140, rozcinaną 
do dwóch białek Env: gp 125 (SU) i gp 36 (TM). U HIV-1 jest to gp 160, cięta odpowiednio 
do gp 120 i gp41 (2;54). Za proteolityczne cięcie prekursorowej glikoproteiny 

odpowiedzialne są enzymy komórki gospodarza, tak samo zresztą jak za glikozylację, 
formowanie wiązań disiarczkowych oraz prawidłowe zwinięcie produktów genu env (39). 

Podczas gdy gp 125 odpowiedzialna jest za związanie receptora CD4 oraz koreceptorów 

chemokininowych na powierzchni infekowanej komórki, gp 36 odpowiada za fuzję otoczki 

wirusa z błoną komórki gospodarza (2;54).

Geny tał, rev, nef, vif, vpr oraz vpu lub vpx kodują istotne, wirusowe białka 

regulatorowe: są to odpowiednio białka Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr oraz Vpu lub Vpx. 

Pod względem ekspresji białka te można podzielić na dwie główne grupy (43). Pierwsza 

grupa białek, do której należą Tat, Rev i Nef, powstaje we wczesnej fazie infekcji, w wyniku 

ekspresji niezależnej od białka Rev. Druga grupa, do której należą pozostałe białka 

regulatorowe, powstaje w późnej fazie infekcji, a ich ekspresja jest zależna od białka Rev. 

Białka Tat i Rev są absolutnie konieczne do replikacji wirusa (55;56). Początkowo 

na podstawie badań in vitro białka Nef, Vif, Vpr oraz Vpu lub Vpx uważano za mało istotne, 

jednak nowsze dane wykazały, że spełniają one wiele istotnych funkcji w cyklu życiowym 

wirusów HIV i SIV (57;58). Niestety niewiele wiadomo na temat funkcjonalnych różnic
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dotyczących Nef, Vif i Rev pomiędzy HIV-1 i HIV-2, przyjmuje się jednak, że ich rola u HIV-2 

jest podobna do pełnionej u HIV-1 (1).

Białko Tat zlokalizowane jest głównie w jądrze zainfekowanej komórki. Odgrywa ono 

istotną rolę w frans-aktywacji wirusowej transkrypcji. Wiecei miejsca zagadnieniom 
związanym z białkiem Tat poświecono w dalszej części pracy - rozdział IV.3.

Powstające we wczesnej fazie infekcji wirusowe białko Rev, zlokalizowane jest 

głównie, podobnie jak Tat, w jądrze zainfekowanej komórki (39). Białko to reguluje transport 

z jądra do cytoplazmy różnych mRNA wirusa, powstałych na skutek alternatywnego splicingu 

(ang. splicing) (55). Regulacja ta odbywa się przez oddziaływanie Rev z charakterystyczną 

strukturą RRE (ang. Rev responsive element) znajdującą się w obrębie sekwencji genu env 

wirusowego mRNA (59;60). Białko Rev wpływa również bezpośrednio na splicing mRNA, 

wiążąc uczestniczące w nim czynniki komórkowe i w ten sposób hamuje lub ogranicza jego 

efektywność. Zależna od Rev regulacja ekspresji wirusowych genów jest silnie zachowawcza 

u wszystkich lentiwirusów (61).

Białko Nef powstaje głównie we wczesnej fazie ekspresji i stanowi wtedy prawie 80% 
wszystkich powstających białek. Zlokalizowane jest głównie w cytoplazmie, często 

przyłączone do wewnętrznej powierzchni błony komórkowej (62). Pewna niewielka ilość Nef 

jest pakowana do wirionów potomnych. Białko to jest istotne dla zachowania wysokiego 
poziomu replikacji wirusa oraz jego patogenności i zdolności do infekcji. Nef spełnia liczne 
funkcje, ale główną wydaje się być regulacja ilości receptorów CD4 na powierzchni 
zainfekowanej komórki (62-64). Związanie Nef do receptora CD4 błony komórkowej 

powoduje skierowanie go na drogę degradacji. W ten sposób białko Nef zwiększa 

przeżywalność komórki gdyż zapobiega powtórnej infekcji wirusem.

Białko Vpr zlokalizowane jest głównie w jądrze zainfekowanej komórki, przypisuje mu 

się rolę w zarówno w rozwoju wirusa, jak i procesach komórkowych. Najprawdopodobniej 

uczestniczy w transporcie wirusowego kompleksu preintegracyjnego PIC z cytoplazmy 

do jądra (65). Ponadto Vpr aktywuje ekspresję komórkowych genów, a poprzez 

oddziaływania z cyklinami wpływa na wzrost i podziały zainfekowanej komórki (65;66). 

W odróżnieniu od HIV-1, gdzie liczne cząsteczki białka Vpr są pakowane do wirionów 

potomnych, w wirionie HIV-2 znajduje się tylko niewielka ich ilość (1;65).

Homologiczne do białka Vpr jest białko Vpx, charakterystyczne tylko dla HIV-2 

i spokrewnionych z nim wirusów SIV (2). Liczne cząsteczki białka Vpx znajdują się 

w dojrzałym wirionie HIV-2. Funkcja Vpx nie jest do końca poznana, wiadomo jednak, 

że jest niezbędne do wydajnej infekcji HIV-2. W niektórych typach komórek białko 

to związane jest z transportem wirusowego kompleksu PIC z cytoplazmy do jądra (67;68).
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Vif (ang. viral infectivity factor) jest białkiem cytoplazmatycznym, powstającym 

w późnej fazie infekcji, jedynie nieliczne cząsteczki białka Vif znajdują się w wirionach 

potomnych (39;69). Vif zwiększa infekcyjność potomnych cząstek wirusa, czyniąc je 

zdolnymi do wczesnych etapów infekcji, najprawdopodobniej przez zwiększenie stabilności 

kompleksu odwrotnej transkryptazy. Na późniejszych etapach infekcji Vif wpływa 

na prawidłowe upakowanie nukleoproteinowego rdzenia wirionu i uczestniczy w transporcie 

powstających wirionów do błony komórkowej (1;39). Ostatnie dane wskazują 

na to, źe w przypadku HIV-1 białko Vif oddziałuje bezpośrednio 5' końcem rejonu liderowego 

wirusowego mRNA (TAR i poli(A)) i razem z innymi białkami zapewnia prawidłowe zwinięcie 

wirusowego RNA, ułatwiając w ten sposób jego pakowanie do wirionów potomnych (70).

U HIV-2 brak charakterystycznego dla HIV-1 białka Vpu (2). Wysoka ekspresja Vpu 

następuje w późnej fazie wirusowej infekcji. Vpu jest integralnym białkiem błonowym 

istotnym dla dojrzewania i uwalniania wirionów potomnych. Nie znajduje się go jednak 

w potomnych wirionach. Vpu reguluje poziom receptorów CD4 na powierzchni komórki, 

jednak poprzez mechanizm inny niź w przypadku białka Nef (39).

2.2. SZKIC CYKLU ŻYCIOWEGO WIRUSA HIV-2
Podczas infekcji komórki gospodarza wirus HIV-2, podobnie jak HIV-1, rozpoznaje 
i wykorzystuje głównie receptor CD4 oraz pewne receptory chemokininowe jako koreceptory. 

Wirusy HIV wykorzystują zazwyczaj koreceptory CCR-5 albo CXCR-4, ale co ciekawe, 
w świetle mniejszej patogenności HIV-2, może on wykorzystywać dużo większą liczbę 
różnych koreceptorów niź HIV-1 (2;54). Ponadto niektóre szczepy HIV-2 mogą infekować 
komórki gospodarza w sposób całkowicie niezależny od receptora CD4, głównie przy 

wykorzystaniu samego tylko CXCR-4 albo CCR-5 (71). Za związanie odpowiedniego 

receptora na powierzchni infekowanej komórki odpowiedzialna jest glikoproteina 

powierzchniowa wirusa SU (gp 120 lub gp 125), która wiąże zarówno komórkowy receptor 

CD4 jak i odpowiedni koreceptor. Związanie receptora CD4 indukuje zmianę konformacji SU, 

umożliwiającą związanie koreceptora chemokininowego, to z kolei wprowadza dodatkową 

zmianę konformacji doprowadzającą białko transbłonowe TM (gp41 lub gp 36) do stanu 

aktywnego dla fuzji, przez co może nastąpić zlanie się otoczki wirusa z błoną komórki 

gospodarza (2;54).

Po wniknięciu wirusa do komórki, ulega on częściowemu odpłaszczeniu, 

a pierwszym procesem, który ma miejsce w komórce po uwolnieniu wirusowego RNA jest 
odwrotna transkrypcja przy udziale odwrotnej transkryptazy (RT) oraz tRNA'-'^^ jako startera 

(rys. IV.5) (72). Powstająca w wyniku tego procesu, dwuniciowa cząsteczka cDNA znajduje 

się w obrębie kompleksu preintegracyjnego PIC (ang. preintegration complex),
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którego innymi składnikami są RT, IN, NC, MA i Vpr (39). Przedostanie się kompleksu PIC 

do jądra jest istotnym etapem wirusowej replikacji i jest konieczne do integracji wirusowego 
DNA z genomem gospodarza. Lentiwirusy posiadają specyficzny mechanizm importu przez 

błonę jądrową niezależny od podziału komórki. Wirusowy DNA integruje z genomem 

gospodarza w niespecyficznym miejscu. W pierwszym etapie integraza (IN) odcina 

po 2 nukleotydy z 3' końca każdej nici wirusowego DNA. Ten etap następuje jeszcze 

w cytoplazmie bezpośrednio przed wejściem do jądra. Następny krok jest zsynchronizowaną 

reakcją cięcia i łączenia. Poprzez nukleofilowy atak grup hydroksylowych obecnych na 

3' końcach wirusowego DNA dochodzi do cięcia docelowej sekwencji gospodarza, 

a następnie ligacji wirusowego DNA do 5' końców DNA gospodarza w miejscu cięcia. 

Powstałe przerwy w docelowym DNA są naprawiane, prawdopodobnie przez enzymy 

komórkowe, tworząc krótkie powtórzenia na końcach prowirusa (73;74).

Rysunek IV.5. Cykl życiowy wirusów HIV. A. Stan dimeryczny wirusowego genomu ułatwia przeskoki 
odwrotnej transkryptazy podczas syntezy wirusowego DNA. B. Dwie konformacje globalne rejonu 
liderowego wirusowego RNA. C. Formowanie wirionów potomnych. D. Dojrzewanie wirionów 
potomnych. Szczegółowy opis schematu przedstawiono w tekście. Na podstawie (42), 
zmodyfikowany.
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Prowirus zintegrowany z DNA gospodarza wykorzystuje komórkową maszynerię 

do transkrypcji i translacji swoich genów. Komórkowa polimeraza RNA II wykorzystywana 

jest do syntezy transkryptów wirusa, które służą zarówno jako mRNA dla translacji 

wirusowych białek oraz jako genomowe RNA, które będą włączane do wirionów potomnych 

(44). Wydajna ekspresja wirusowych genów wymaga szeregu regulatorowych mechanizmów 
związanych z białkami Tat i Rev oraz komórkowymi czynnikami transkrypcyjnymi (55:56;75). 

Powstały mRNA wirusa może podlegać procesowi splicingu przy wykorzystaniu 

specyficznych czynników komórko\wych. We wczesnej fazie ekspresji wirusowych genów 

powstają mRNA dla białek regulatorowych Tat, Rev oraz Nef. W późniejszej fazie 

syntetyzowane są mRNA dla białek Env, Vif, Vpr i Vpu lub Vpx. Białka Gag i Gag-Pol 

powstają w końcowej fazie infekcji. Proporcje różnych białek na odpowiednich etapach cyklu 

życiowego wirusa określa poziom regulatorowego białka Rev, które służy jako swoisty 

przełącznik pomiędzy wczesną, a późną fazą ekspresji wirusowych genów (55).

Odpowiedni poziom Gag i Gag-Pol stanowi sygnał do rozpoczęcia formowania 

wirionów potomnych (52). Proces ten rozpoczyna się od asocjacji połączonych ze sobći, 

dwóch nici genomowego RNA wirusa z poliproteinami prekursorowymi Gag i Gag-Pol 

(rys. IV.5), szczególnie istotną rolę odgrywa tu domena NC poliproteiny Gag (76;77). 
Obie poliproteiny włączane są do powstających wirionów. Jednocześnie ma miejsce 

ekspresja i dojrzewanie białek Env (SU i TM), które są transportowane, a następnie 
włączane do błony komórkowej gospodarza. Ostateczne formowanie wirionów potomnych 
ma miejsce tuż pod błoną komórki i zawsze w tych obszarach błony, które zawierają białka 

Env. Kompleks genomowego RNA z Gag i Gag-Pol asocjuje z białkami Env posadowionymi 
w błonie komórkowej. W powstałych wirionach HIV obecne są również inne białka, w dużej 

(Vpr lub Vpx) lub znikomej tylko ilości (Nef, Vif), jednak mechanizmy ich włączania nie są do 

końca poznane. Ponadto w wirionach znajdują się liczne cząsteczki RNA gospodarza, 
między innymi tRNA*-''®^, selektywnie pakowany do wirionów potomnych poprzez 

oddziaływanie z sekwencją RT poliproteiny Gag-Pol (39).

Wiriony uwolnione z komórki gospodarza nie są jeszcze w pełni ukształtowane 

i są niezdolne do infekowania innych komórek, dlatego podlegają one specyficznemu 

procesowi dojrzewania (rys. IV.5). Polega on przede wszystkim na rozcięciu prekursorowej 

poliproteiny Gag, przez wirusową proteazę, stanowiącą część poliproteiny Gag-Pol (78). 

W pierwszej kolejności odcinane jest białko NC, cząsteczki białka NC oddziałują 

z wirusowym RNA doprowadzając do wytworzenia nukleoproteinowego rdzenia wirionu. 

Następnie odcinane jest białko CA, co umożliwia jego odłączenie od otoczki wirusa 

i uformowanie kapsydu. Białko MA poprzez oddziaływanie z białkami Env tworzy warstwę 

znajdującą się tuż pod otoczką wirionu (79).
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2.3. STRUKTURA I FUNKCJA REJONU LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-2
Szczególnie interesującym fragmentem genomu HIV jest znajdujący się na 5’ końcu 

wirusowego RNA rejon liderowy. Rejon ten, nie podlegając translacji, spełnia istotne funkcje 

regulatorowe (14-16). Rejon liderowy HIV-2 rozpoczyna się od nt -i-l, stanowiącego miejsce 

startu transkrypcji, obejmuje rejony R i U5 oraz fragment sekwencji do pozycji nt +545, 

stanowiącej pierwszą resztę nukleotydową kodonu start (AUG) otwartej ramki odczytu białka 

Gag. Rejon liderowy wirusa HIV-1 jest znacznie krótszy i obejmuje rejon +1 - 336 mRNA, 

także proponowane struktury drugorzędowe rejonu liderowego są inne dla HIV-1 oraz HIV-2.

W 1993 roku zaproponowano dwa modele strukturalne rejonu liderowego RNA wirusa 

HIV-1. Modele te różnią się od siebie znacząco za wyjątkiem takiej samej struktury 

spinki TAR na 5' końcu. Jeden z nich zakłada istnienie wydłużonych form RNA z licznymi 

pętlami wewnętrznymi (80), natomiast drugi model proponuje tworzenie charakterystycznych 

struktur spinkowych (16). Chociaż istnieją zwolennicy jednego i drugiego modelu, 

to zaproponowany przez Berkhouta model spinkowy jest w tej chwili powszechnie 

akceptowany (rys. IV.6). Związane jest to z faktem, że dostępnych jest już wiele 

szczegółowych danych na temat struktury izolowanych domen tego rejonu (81-83). 

W ostatnim czasie spinkowa struktura pełnej długości rejonu liderowego HIV-1 została 

potwierdzona przez szczegółowe obliczenia komputerowe (84) oraz z wykorzystaniem 

technik mikromacierzy DNA (85).
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Rysunek IV.6. Zaproponowana przez Berkhouta i współpracowników struktura drugorzędowa 
rejonu liderowego RNA wirusa HIV-1.
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W przypadku wirusa HIV-2 znacznie mniej wiadomo na temat struktury całego rejonu 

liderowego RNA oraz jego poszczególnych domen. Jak dotychczas proponowany jest tylko 

jeden model struktury drugorzędowej (rys. IV.7), który opiera się o wyniki przewidywania 

in silico, uzupełnione nielicznymi danymi z eksperymentów enzymatycznego i chemicznego 

mapowania struktury (17:47;86:87).
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Rysunek IV.7. Zaproponowana przez Berkhouta i współpracowników struktura drugorzędowa rejonu 
liderowego RNA wirusa HIV-2, uwzględniająca obowiązujący dotychczas model domeny TAR-2.

Poszczególne domeny rejonu liderowego RNA spełniają istotne funkcje w cyklu 
życiowym wirusów HIV i nazywane są odpowiednio do ich wiadomej lub prawdopodobnej 

funkcji. Najbardziej skrajną (od strony 5') domenę rejonu liderowego stanowi TAR RNA 

(ang. trans-activating responsive region), który poprzez oddziaływania z retrowirusowym 

białkiem Tat i ludzką cykliną Tl reguluje wirusową transkrypcję w oparciu o promotor 

znajdujący się w obrębie rejonu 5' LTR prowirusa HIV (12). Kolejne istotne domeny rejonu 

liderowego stanowią: domena poli(A) wpływająca na poliadenylację 3' końca wirusowych 

transkryptów; domena PBS wiążąca primerowy tRNA, niezbędny dla inicjacji procesu 

odwrotnej transkrypcji; domena DIS zawierająca palindromową sekwencję istotną 

dla dimeryzacji wirusowego genomu; trzy małe spinki oznaczone symbolem ąj stanowiące 

sygnał pakowania genomowego RNA do wirionów potomnych, rozdzielone domeną SD, 

związaną ze splicingiem wirusowego RNA (16).

Liczne badania pochodzące głównie z laboratorium Berkhouta potwierdzają, że rejon 

liderowy HIV-2, tak jak w przypadku wirusa HIV-1, występuje jako dwa pozostające ze sobą 
w równowadze alternatywne konformery; BMH (ang. branched structure with multiple 

hairpins) i LDI (ang. long-distance base pairing interaction) (15;84;88;89).
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U obu wirusów HIV przejście od struktury LDI do BMH jest wspomagane przez związanie 
białka nukleokapsydu NC oraz obecność dwuwartościowych jonów, głównie Mg^"" (rys. IV.8).

Rysunek IV.8. Alternatywne, globalne konformery rejonu liderowego RNA wirusa HIV-2.

Występowanie dwóch konformerów rejonu liderowego, dobrze koreluje z podwójną funkcją 

spełnianą przez wirusowy RNA, który funkcjonuje zarówno jako mRNA dla translacji 
wirusowych białek, jak i jako genom HIV. Konformer LDI zapobiega przedwczesnej 

dimeryzacji RNA i najprawdopodobniej ułatwia w ten sposób syntezę wirusowych białek (88). 
Konformer BMH związany jest z dimeryzacją wirusowego RNA, która z kolei promuje proces 

pakowania RNA do wirionów potomnych (15;90).

2.3.1. Domena PBS - odwrotna transkrypcja
Zdimeryzowana cząsteczka RNA wirusa HIV służy jako matryca dla procesu odwrotnej 

transkrypcji prowadzonego przez wirusowy enzym, odwrotną transkryptazę - RT 

(ang. reverse transcriptase). W jego wyniku generowana jest dwuniciowa cząsteczka cDNA, 

integrująca następnie z DNA gospodarza. U HIV-1 i HIV-2 jako starter dla odwrotnej 
transkrypcji wykorzystywany jest pakowany do wirionów potomnych, komórkowy tRNA*-^®^ 

(72). Za wybór odpowiedniego tRNA z puli różnych komórkowych tRNA odpowiedzialna jest 

odwrotna transkryptaza (91). Genomowy RNA obu wirusów HIV zawiera w obrębie rejonu 

liderowego złożoną z 21 reszt nukleotydowych niesparowaną sekwencję, komplementarną 

do 3' końca starterowego tRNA, nazywaną miejscem wiązania startera PBS (ang. primer 

binding site). Sekwencja ta znajduje się w obrębie skomplikowanego motywu struktury 

drugorzędowej, skrótowo również nazywanego PBS (47;92). Reszty nukleotydowe 

z 3' końca starterowego tRNA asocjująw rejonie sekwencji PBS (93).
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Odwrotna transkrypcja jest 

inicjowana w pobliżu 5' końca wirusowego 

RNA przez wydłużenie starterowego 

tRNA'-''®^, oddziałującego z sekwencją PBS 

(93). Elongacja następuje aż do osiągnięcia 

5' końca RNA i w jej wyniku powstaje 

krótka cząsteczka DNA określana jako 

(-) ssDNA (ang. minus-strand strong- 

stop DNA). Następnie RT, dzięki domenie 

o aktywności rybonukleazy H, usuwa już 

wykorzystany fragment matrycy RNA. 
Ponieważ na 5' i 3' końcu genomowego 

RNA wirusa znajdują się takie same, 

powtórzone sekwencje R, możliwy jest 

transfer / przesuniecie powstałej (-) ssDNA 

na 3’ koniec RNA gdzie elongacja jest 

wznawiana. Powstaje nić (-) DNA. 
Genomowa cząsteczka RNA, służąca jako 
matryca jest degradowana, pozostają 
jedynie krótkie odcinki RNA, bogate 
w puryny - PPT (ang. polipurine tract), 
służące jako startery do syntezy nici 

(+) DNA, która odbywa się na matrycy nici 
(-) DNA. Synteza nici (+) DNA również 

odbywa się w dwóch etapach i konieczny
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Rysunek IV.9. Schemat procesu odwrotnej 
transkrypcji u wirusów HIV. Kolorem 
pomarańczowym oznaczono nić (-) DNA, kolorem 
czerwonym nić (+) DNA. Szczegółowy opis 
schematu znajduje się w tekście.

jest drugi transfer nici powstającego DNA. W pierwszej kolejności syntetyzowany jest 3’ 

koniec nici (+) DNA - nić (+) ssDNA. Następnie starterowy tRNA'''®^ jest usuwany dzięki 

aktywność rybonukleazy H (RT), co ułatwia transfer (+) ssDNA na 3' koniec nici (-) DNA. 

Obie nici oddziałują za sobą poprzez komplementarne sekwencje PBS. Dochodzi do syntezy 

brakujących odcinków nici (+) DNA i (-) DNA, w której obie nici służą sobie wzajemnie jako 

matryce. W taki to sposób wygenerowania zostaje dwuniciowa cząsteczka DNA otoczona 

z obu stron takimi samymi sekwencjami LTR (39;72;93;94).
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2.3.2. Domena TAR - transkrypcja
Transkrypcja wirusowych cząsteczek mRNA odbywa się na matrycy DNA zintegrowanego 
z genomem gospodarza. Wirus wykorzystuje w tym celu komórkową RNA polimerazę II oraz 

liczne komórkowe faktory transkrypcyjne. Na 5' końcu rejonu liderowego znajduje się 

charakterystyczna domena TAR RNA (+1 -123). Wiadomo, że oddziaływanie TAR RNA 

z wirusowym białkiem Tat oraz ludzką cykliną Tl jest kluczowe dla regulacji procesu 

transkrypcji. Ponieważ niniejsza praca poświecona jest badaniu struktury domeny TAR HIV-2 

oraz jego oddziaływań z Tat-2 i cyklina Tl. zagadnieniom tym poświecono osobny rozdział

w dalszej części pracy - rozdział IV.3.

2.3.3. Domena SD - splicing
Cząsteczki RNA wirusa podlegają procesowi splicingu natychmiast po zsyntetyzowaniu, 

wykorzystując do tego celu odpowiednie czynniki komórkowe. Proces ten regulowany jest 

przez obecne w jądrze zainfekowanej komórki wirusowe białko Rev. We wczesnej fazie 
ekspresji wirusowych genów powstają podlegające wielokrotnemu składaniu cząsteczki 

mRNA kodujące białka regulatorowe Tat, Rev oraz Nef. W późniejszej fazie syntetyzowane 

są mRNA podlegające tylko pojedynczemu składaniu kodujące białka Env, Vif, Vpr i Vpx lub 
Vpu oraz mRNA, które wcale nie podlegają składaniu, kodujące białka Gag i Gag-Pol oraz 

wykorzystywane jako genomowy RNA (44).

Proces splicingu pre-mRNA oraz transport cząsteczek mRNA z jądra do cytoplazmy 
regulowany jest przez wirusowe białko Rev. W nieobecności białka Rev, w cytoplazmie 

znajdują się jedynie nieliczne cząsteczki mRNA, które nie podlegały splicingowi 
lub podlegały tylko pojedynczemu splicingowi. Natomiast wysoki poziom białka Rev indukuje 

pojawienie się w cytoplazmie dużej ilości tego typu mRNA. Wszystkie mRNA powstające 

w późnej fazie infekcji zawierają charakterystyczną strukturę RRE w obrębie sekwencji genu 

env. Oddziaływanie pomiędzy RRE a regulatorowym białkiem Rev aktywuje transport z jądra 

do cytoplazmy pełnej długości cząsteczek mRNA oraz tych, które podlegały tylko 
pojedynczemu splicingowi. Dodatkowo Rev, poprzez oddziaływanie z komórkowymi 

czynnikami splicingu, wpływa bezpośrednio na proces wycinania intronów, hamując jego 

efektywność i w ten sposób zwiększając ilość pełnej długości wirusowych mRNA (60;61 ;95).

Zarówno u HIV-1 jak i HIV-2 pełnej długości rejon liderowy znajduje się tylko w tych 

cząsteczkach mRNA, które wcale nie podlegały splicingowi (IV. 10). Rejon liderowy mRNA 

podlegającego splicingowi, niezależnie czy pojedynczemu czy wielokrotnemu, jest skrócony, 

co wynika z obligatoryjnego wykorzystywania, znajdującej się w obrębie rejonu liderowego 

domeny SD (ang. major splice donor site) +464-485. U HIV-1 rejon liderowy jest skracany 

do 290 reszt nukleotydowych, a u HIV-2 do 470 reszt (44). Skrócenie rejonu liderowego RNA 

wpływa na dimeryzację RNA i jego pakowanie do wirionów potomnych, gdyż w obrębie
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wycinanego intronu znajdują się istotne dla tych procesów motywy strukturalne RNA (96;97). 

Dodatkowo u HIV-2 i SIVmac dla części mRNA kodujących białka regulatorowe opisano 
alternatywny splicing związany z wycinaniem intronu obejmującego rejon +60 - 202, 

stanowiący część domeny TAR oraz całą spinkę poli(A). W przypadku wirusa SIVmac 

stwierdzono, że takie cząsteczki RNA stanowią lepsze matryce do procesu translacji (98). 

U HIV-2 jak dotychczas proces ten zaobserwowano tylko dla mRNA regulatorowego białka 

Rev i jest on słabo scharakteryzowany oraz nie wiadomo do końca, jaką rolę pełni powstały 

mRNA (99).

DNA

5 LTR I nan□Eh-^ vlf

pot H IL

RNA

tu rev
U3 R nef

TAR

m~—......................
RU5 ^

poli(A)T>BS |dis|h^i| i

-qi
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+1 +470

Rysunek IV.10. Powstające na skutek alternatywnego splicingu różne cząsteczki mRNA wirusa 
HIV-2 oraz typowa dla nich organizacja rejonu liderowego. Szczegółowy opis rysunku znajduje się 
w tekście.
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2.3.4. Domena poli(A) - poliadenylacja
Poliadenylacja jest jednym z procesów dojrzewania eukariotycznych mRNA, polegającym 

na przecięciu nowopowstałego mRNA i dodaniu około 250 reszt A na jego 3' końcu. 

Nowopowstający mRNA zawiera w pobliżu 3' końca uniwersalną, sześcionukleotydową 

sekwencję AAUAAA, stanowiącą sygnał poliadenylacji, a także zlokalizowaną około 20 do 30 

reszt za nią mniej zachowawczą sekwencję bogatą w reszty GU lub U. Sekwencje te są 

istotne dla wiązania czynników komórkowych uczestniczących w poliadenylacji. 

Pomiędzy nimi przypada miejsce cięcia mRNA, zazwyczaj znajduje się ono około 15 reszt 

nukleotydowych za AAUAAA. Poliadenylacji mogą podlegać również wirusowe mRNA, w tym 

mRNA wirusów HIV. Dla wirusów RNA charakterystyczna jest dodatkowa sekwencja 

wzmacniająca poliadenylację - USE (ang. upstream enhancer), bogata zazwyczaj w reszty 

U, lecz wykazująca duże zróżnicowanie w sekwencji i strukturze (100).

U HIV-1 i HIV-2 sygnał poliadenylacji AAUAAA jest zawarty w rejonie R, obecnym 

zarówno na 3' jak i 5' końcu wirusowego mRNA, zatem jedna cząsteczka mRNA zawiera 

dwa sygnały poliadenylacji (101). Rodzi to konieczność wyciszenia sygnału obecnego na 

5' końcu lub wzmocnienia tego z końca 3'. Poliadenylacja na końcu 3' jest wzmacniana dzięki 
zlokalizowanej w pobliżu sekwencji USE oddziałującej bezpośrednio z faktorami 
komórkowymi (100;102). Do wyjaśnienia represji poliadenylacji na 5' końcu mRNA 

proponowane są różne mechanizmy. Jeden z nich zakłada, że wynika ona z za małej 
odległości sygnału AAUAAA od miejsca startu transkrypcji i przesuwający się kompleks 
transkrypcyjny nie jest jeszcze zdolny do poliadenylacji (103). Inny mechanizm związany jest 
represją indukowaną przez sekwencję SD (ang. major splice donor) położoną u HIV-2 około 

300 reszt nukleotydowych za AAUAAA (u HIV-1 około 200). Oddziaływanie sekwencji SD 
z rybonukleoproteiną Ul snRNP hamuje przedwczesną poliadenylację na 5' końcu (104). 

Wprowadzenie mutacji do sekwencji SD uniemożliwiających związanie Ul snRNP, powoduje 

zachodzenie przedwczesnej poliadenylacji na 5' końcu wirusowego mRNA.

Obecny na 5' końcu mRNA sygnał poliadenylacji AAUAAA wraz z sekwencją bogatą 

w reszty GU zlokalizowany jest w jednej z domen rejonu liderowego, nazywaną domeną 

poli(A). Domena ta u wszystkich wirusów HIV i SIV ma postać spinki, a sekwencja AAUAAA 

zlokalizowana jest w jej pętli apikalnej, może też być częściowo sparowana (105). Domena 

poli(A) wirusa HIV-1 (+58 - 104) ma postać regularnej spinki z pętlą terminalną złożoną z 11 

reszt nukleotydowych. Dwie pierwsze reszty A sekwencji AAUAAA są sparowane, tworząc 

pary zasad zamykające pętlę (101). Sekwencja bogata w GU jest również częściowo 

sparowana i stanowi dolną cześć trzonu spinki. Proponowana dotychczas struktura domeny 

poli(A) wirusa HIV-2 (+125 - 185) jest dość zagadkowa - spinka z ogromną 29-nukleotydową 

pętlą terminalną, w obrębie której znajduje się niesparowana sekwencja AAUAAA (47;47).
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Od pewnego czasu motyw ten jest obiektem badań strukturalnych prowadzonych w naszej 

Pracowni.

Udowodniono, że u HIV-1 struktura domeny poli(A) znajdującej się w obrębie rejonu 

liderowego (koniec 5') ogrywa istotną rolę w procesie transkrypcji i regulacji poliadenylacji 

końca 3' mRNA. Szybkie formownie przez nowopowstały mRNA struktury spinki z częściowo 

sparowanymi sekwencjami istotnymi dla poliadenylacji, zapobiega przedwczesnemu 

wystąpieniu tego procesu. Destabilizacja struktury domeny poli(A) rejonu liderowego 

powoduje znaczące obniżenie wirusowej transkrypcji, najprawdopodobniej na skutek 

uwolnienia sygnałów poliadenylacji końca 5', co prowadzi do przedwczesnej poliadenylacji 

objawiającej się powstawaniem jedynie bardzo krótkich transkryptów (101 ;102;106).

2.3.5. Domena DIS - dimeryzacja genomowego RNA
Unikalną cechą retrowirusów jest obecność w wirionie dwóch identycznych lub prawie 

identycznych kopii genomowego RNA, zasocjowanych w pobliżu ich 5' końców (41). 

W ostatnich latach poczyniono znaczący postęp w badaniach dimeryzacji genomowego RNA 

retrowirusów i wykazano istotne znaczenie tego zjawiska dla różnych etapów replikacji 

wirusa. Postuluje się, na przykład, że dimeryzacja zapewnia fizyczny kontakt pomiędzy 
cząsteczkami RNA, ułatwiając przeskoki polimerazy podczas odwrotnej transkrypcji. 

Zwiększa to prawdopodobieństwo zachodzenia rekombinacji genomowego RNA, a tym 

samym indukuje genetyczną różnorodność wirusów HIV (107;108). Dimeryzacja odgrywa 
również istotną rolę podczas formowania wirionów potomnych, ponieważ dimery RNA są 
pakowane preferencyjnie (90;96). Stabilność termodynamiczna dimeru RNA zmienia się 

w czasie i obserwowany na początku słaby kompleks dimeru, oparty o oddziaływania 

pętla - pętla (ang. kissing loop complex), ulega transformacji do bardziej stabilnej, 

podwójnoniciowej formy dimeru - (ang. extended duplex). W przejściu od słabej do stabilnej 

formy dimeru istotną rolę odgrywa wirusowe białko nukleokapsydu (NC) oraz jony Mg^^ 

(42;109). Pomimo, że w dimeryzację retrowirusowego RNA in vivo zaangażowane są istotne 

czynniki białkowe, to zarówno w przypadku HIV-1, jak HIV-2 może on ulegać spontanicznej 

dimeryzacji in vitro pod wpływem podwyższonej temperatury (50 - 65°C) i inkubacji w buforze 

zawierającym jony Mg^"^, dodatek białka NC zwiększa jednak znacznie efektywność tego 

procesu (86;88;110).

Dla dimeryzacji genomowego RNA wirusa HIV-1 in vitro i in vivo kluczowa jest, 

znajdującą w obrębie rejonu liderowego, spinka DIS (ang. dimerization initiation site). W pętli 

apikalnej zawiera ona palindromową sekwencję, najczęściej GCGCGC. Oddziaływanie 

sekwencji palindromowych spinek DIS indukuje formowanie zarówno słabych, jak i stabilnych 

dimerów RNA (111). Znana jest zarówno struktura NMR, jak i krystalograficzna (rys. IV.11)
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23-meru o sekwencji spinki DIS wirusa HIV-1 (82;83;112;113). Dane otrzymane dla tych 

krótkich fragmentów RNA wskazują, że przejście od słabej do stabilnej formy dimeru in vitro 

następuje najprawdopodobniej bez etapu dysocjacji rejonów pętlowych spinek DIS.

Rysunek. IV.11 Struktura krystalograficzna dimeru typu kissing-loop complex-NDB IDUR005 
(po lewej) i extended duplex - UR0016 (po prawej) 23-meru RNA o sekwencji domeny DIS HIV-1.
Dwie nici RNA oznaczone są odpowiednio kolorem czerwonym i zielonym.

O ile w przypadku HIV-1 dane dotyczące dimeryzacji są raczej zgodne (42; 109), 

to w przypadku HIV-2 sytuacja jest bardziej skomplikowana. Według jednej grupy badaczy 

spinka DIS HIV-2, pomimo ogólnego podobieństwa strukturalnego do DIS HIV-1, 

nie odgrywa żadnej roli w dimeryzacji in vitro i in vivo, a istotna dla tego procesu jest inna 
palindromową sekwencja GGCGCC, nazywana Nar I. Stanowi ona fragment domeny PBS, 

dokładnie 5' koniec miejsca wiązania starterowego tRNA i obejmuje rejon +304 - 309. 

Proponowany model dimeryzacji zakłada formowanie struktury spinki przez rejon +283 - 323 

domeny PBS, a sekwencja Nar I znajduje się wtedy w jej pętli apikalnej. Oddziaływanie pętli 

apikalnych, zawierających sekwencję Nar I, dwóch cząsteczek RNA prowadzi do formowania 

dimerów RNA HIV-2 (110).

Drugi model dimeryzacji RNA HIV-2 jest analogiczny do proponowanego dla HIV-1. 

Według niego, znajdująca się w obrębie rejonu liderowego spinka DIS (+397-443) jest 

kluczowa i zarazem wystarczająca do efektywnej dimeryzacji (86). Pętla terminalna spinki 

DIS wirusa HIV-2 zawiera również palindromową sekwencję, jednak o innym składzie reszt 

nukleotydowych - GGUACC, niż w przypadku HIV-1. U obu wirusów HIV dimeryzacja 

regulowana jest przez występowanie alternatywnych konformerów rejonu liderowego - LDI 

i BMH (89). W konformerze LDI istotna dla dimeryzacji sekwencja palindromową spinki DIS
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Rysunek IV. 12. Model dimeryzacji 
RNA HIV-2 poprzez oddziaływanie 
spinek DIS rejonów liderowych dwóch 
cząsteczek RNA
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zaangażowana jest w oddziafywanie W-C z sekwencją 

znajdującą się od 3‘ strony tej spinki (rys. IV.8).

Zapobiega to przedwczesnej dimeryzacji RNA wirusa, 

która automatycznie hamowałaby inne wcześniejsze 

etapy wirusowej replikacji. Natomiast struktura BMH, 

z wyeksponowaną spinką DIS, wyzwala wydajną 

dimeryzację genomu (rys.lV.12) oraz pozwala na 

prezentowanie znajdujących się od 3' strony rejonu 

DIS sekwencji kontrolujących pakowanie RNA 

do wirionów potomnych. Nie ma danych 

krystalograficznych ani NMR dotyczących struktury 

spinki DIS wirusa HIV-2. Proponowana, na podstawie 

analiz biochemicznych, struktura spinki DIS HIV-2 

z dużą jedenastonuklootydową pętlą apikalną jest dość 

kontrowersyjna i dlatego badania w tym kierunku 

metodami dynamiki molekularnej prowadzone są 

w naszej Pracowni (dr Łukasz Bielecki).

Trzeci mechanizm jest połączeniem dwóch pierwszych i zakłada, że zarówno 
sekwencja Nar! jak i sekwencja palindromowa spinki DIS uczestniczą w dimeryzacji. 
Podczas gdy sekwencja Nar I związana jest z formowaniem słabych dimerów, homologiczna 

do HIV-1, spinka DIS HIV-2 konieczna jest do formowania stabilnych dimerów wirusowego 

RNA (114:115)

Proponuje się, że również inne domeny rejonu liderowego wirusów HIV, jak TAR, 

poli(A) czy trzy spinki zlokalizowane od 3' strony domeny DIS, mogą być bezpośrednio 

zaangażowane w dimeryzację wirusowego RNA (42;96).

2.3.6. Domeny - pakowanie RNA do wirionów potomnych
Wiriony potomne HIV-1 i HIV-2 zawierają jedynie pełnej długości cząsteczki 

genomowego RNA, które nie podlegały procesowi splicingu. Takie RNA powstają jedynie w 

późnej fazie wirusowej infekcji, służąc zarówno jako genomowy RNA, jak i mRNA dla białek 

Gag i Gag-Pol (44). Pomimo, że genomowy RNA wirusa stanowi zaledwie 1%

całkowitej ilości RNA w zainfekowanej komórce, jest on wysoce specyficznie rozpoznawany. 

Za selekcję odpowiedniego RNA odpowiedzialne są zlokalizowane obrębie 3' końca rejonu 

liderowego spinkowe struktury RNA nazywane sygnałami pakowania - *4^, a także czynniki 

białkowe w szczególności pełnej długości wirusowa poliproteina Gag (76:77; 116).

RNA wirusa HIV-1 zawiera tylko jeden główny sygnał pakowania i znajduje się on
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pomiędzy domeną SD, a kodonem start otwartej ramki odczytu białka Gag (117). 

Taka lokalizacja zapewnia obecność spinek 4^ jedynie w tych cząsteczkach RNA, które nie 

podlegały procesowi splicingu (rys. IV. 10). Poliproteina Gag rozpoznaje i specyficznie wiąże 

tylko te cząsteczki RNA, które zawierają spinkę 4^ (118). Szczególnie istotna dla tego 

wiązania jest domena NC poliproteiny Gag, zawierająca dwa palce cynkowe (ang. zinc finger 

region) (116:119:120). Związanie poliproteiny Gag do spinki 4^ blokuje translację, zatem taki 

RNA nie może być dalej wykorzystywany jako mRNA i jako genomowy RNA pakowany jest 

do wirionów potomnych (76:116).

Dla HIV-2 proces pakowania RNA do wirionów potomnych jest poznany znacznie 

słabiej. Wiadomo, że tak jak u HIV-1 istotną rolę odgrywają sygnały pakowania 4^, 

występujące w obrębie rejonu liderowego oraz poliproteina Gag, jednak mechanizm procesu 

pakowania jest inny (76). Sekwencje nukleotydowe sygnałów pakowania 4^ wirusów HIV-1 

i HIV-2 wykazują niewielką tylko homologię, natomiast sekwencje aminokwasowe domeny 

NC poliproteiny Gag są bardzo podobne (121). Pełnej długości liderowy RNA HIV-2 zawiera 

trzy motywy spinkowe stanowiące trzy odrębne sygnały pakowania 4*. Jeden z nich znajduje 

się po 5' stronie spinki SD i uważany jest najczęściej za kluczowy sygnał pakowania. Dwa 

pozostałe sygnały 4^ od 3' strony spinki SD są najprawdopodobniej mniej istotne (122). 
Istnieją jednak przesłanki, że wszystkie trzy spinki 4* są niezbędne dla efektywnego 

pakowania genomowego RNA do wirionów potomnych (123). A zatem w odróżnieniu 
od wirusa HIV-1, u HIV-2 zarówno mRNA, który nie podlegał procesowi splicingu, jak i ten 
u którego doszło do tego procesu, może zawierać sygnały lub sygnał 4* (97). 

Rodzi to konieczność istnienia dodatkowego mechanizmu selekcji pełnej długości 
genomowych cząsteczek RNA. Mechanizm ten opiera się na połączeniu pakowania RNA 

z translacją wirusowej poliproteiny Gag (76:124). Do wirionów potomnych efektywnie 

pakowane są jedynie te cząsteczki RNA, które nie tylko nie podlegały splicingowi, 

ale jeszcze stanowiły matrycę do translacji pełnej długości poliproteiny Gag. Nowopowstała 

poliproteina Gag, poprzez domenę NC, oddziałuje z sekwencjami stanowiącymi sygnały 4* 

w mRNA na matrycy, którego zastała zsyntetyzowana (rys.lV.5). Oddziaływanie poliproteiny 

Gag z „własnym” mRNA ułatwia pakowanie genomowego RNA, gdyż w przypadku wirusa 

HIV-2 tylko mała cześć tej poliproteiny znajduje się w odpowiednich do formowania wirionów 

potomnych przedziałach zainfekowanej komórki. Dla kontrastu HIV-1 syntetyzuje dużą ilość 

poliproteiny Gag, swobodnie dostępnej w różnych rejonach komórki (39:124).

Chociaż spinki 4^ są najistotniejsze dla pakowania RNA do wirionów potomnych, 

to również inne motywy rejonu liderowego genomowego RNA, wskazywane są jako istotne 

dla tego procesu. Postuluje się nawet, że globalna struktura całego lidera ma wpływ 

na formowanie potomnych wirionów HIV-1 i HIV-2 (15:90:96).
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IV.3. TAR RNA WIRUSA HIV-2 ORAZ JEGO ODDZIAŁYWANIE 
Z BIAŁKIEM TAT-2 I CYKLINĄ T1

Domena TAR RNA (ang. trans-activator responsive region) stanowi pierwszy od końca 5' 

motyw strukturalny rejonu liderowego mRNA u wirusów HIV oraz większości wirusów SIV 

(16;44). Chociaż wielkość i struktura domeny TAR może być różna, to postuluje się, 

że u każdego z tych wirusów odgrywa on bardzo podobną rolę w cyklu życiowym. Kluczowe 

znaczenie TAR RNA przejawia się w procesie frans-aktywacji wirusowej transkrypcji 

podczas, której oddziałuje on z wirusowym białkiem Tat i ludzką cykliną T1 (12;13). Ponadto, 

jak proponuje się ostatnio, struktura TAR na 5' końcu mRNA jest istotna dla procesu 

dimeryzacji genomowego RNA wirusa. U HIV-1 udowodniono, że TAR zaangażowany 

jest bezpośrednio w proces dimeryzacji (108), a mutacje w sekwencji TAR RNA wirusa HIV-1 

zaburzają równowagę pomiędzy formami LDI i BMH rejonu liderowego (125). 

Zatem dokładne poznanie struktury TAR RNA wirusów HIV-1 i HIV-2 (odpowiednio TAR-1 

i TAR-2) jest ważne nie tylko dla analizy procesu frans-aktywacji, ale także dla zrozumienia 

dynamicznej struktury całego rejonu liderowego RNA. Wiedza ta jest również istotna 

dla projektowania terapii antywirusowej skierowanej na liderowy RNA i jego kompleksy 
z białkami wirusowymi i ludzkimi.

3.1. STRUKTURA TAR RNA WIRUSA HIV-2
TAR RNA wirusa HIV-1 jest dobrze poznany pod względem struktury i funkcji. Obejmuje 

on rejon +1 - 59 mRNA wirusa, przy czym dla procesu frans-aktywacji niezbędny i zarazem 
wystarczający jest rejon +19-42. Ustalono, ze TAR-1 przyjmuje w roztworze strukturę 

wydłużonej spinki z trójnukleotydowym wybrzuszeniem UCU oraz sześcionukleotydową pętlą 

apikalną CUGGGA. TAR-1 był obiektem licznych badań, w tym badań NMR i dość dokładnie 

znana jest jego struktura zarówno w formie wolnej jak i związanej z amidem argininy, 

krótkimi peptydami o sekwencji białka Tat, antybiotykami oraz jonami metali (81 ;126-129).

Domena TAR RNA HIV-2 stanowi dużo bardziej złożoną strukturę niż TAR-1 

i obejmuje rejon +1 - 123 mRNA wirusa. W porównaniu do TAR-1 niewiele jednak wiadomo

0 strukturze TAR-2. Pierwsze doniesienia dotyczące struktury TAR-2 pojawiły się pod koniec 

lat osiemdziesiątych i podobnie jak późniejsze oparte były głównie na analizie komputerowej

1 filogenetycznej (17-19;130). Wyniki analiz biochemicznych struktury TAR-2 były jak 

dotychczas bardzo skromne i zawarte w zaledwie kilku pracach badawczych (18;87;131). 

Zaproponowana struktura drugorzędowa TAR-2 (rys. IV.13) zawiera trzy charakterystyczne 

motywy spinkowe. Spinki I i II od strony 5' posiadają sześcionukleotydowe pętle apikalne 

CUGGGA (I) i CUGGGU (II), oraz dwunukleotydowe wybrzuszenia: UU (I) i UA (II). Spinka 

trzecia (III) jest znacznie krótsza niż dwie pierwsze, nie posiada wybrzuszenia i zawiera tylko 

pięcionukleotydową pętlę apikalną UGGCC. Ogólnie rzecz ujmując struktura dwóch
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pierwszych spinek TAR-2 przypomina spinkę TAR wirusa HIV-1. Dwunukleotydowe 

wybrzuszenia znajdują się w pozycji podobnej do trójnukleotydowego wybrzuszenia UCU 
TAR-1. Taka sama jest ilość reszt nukleotydowych w pętlach apikalnych oraz w przypadku 

spinki pierwszej także sekwencja, natomiast pętla apikalna spinki drugiej różni się tylko jedną 

resztą nukleotydową (U zamiast A) w ostatniej pozycji pętli. Opisana powyżej rozgałęziona 

struktura drugorzędowa TAR RNA HIV-2 jest jedyną, jaką dotychczas zaproponowano.
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Rysunek IV.13. Struktura drugorzędowa domeny TAR RNA wirusa HIV-1 (TAR-1) 
oraz rozgałęziona, trójspinkowa struktura TAR RNA wirusa HIV-2 (TAR-2). Obie struktury są 
powszechnie akceptowane, jednak tyiko struktura TAR-1, w odróżnieniu od TAR-2, została 
potwierdzona szczegółowymi badaniami strukturalnymi.

Niestety brakuje jakichkolwiek danych krystalograficznych oraz NMR dotyczących 

struktury zarówno pełnej długości TAR-2, jak i jego fragmentów. Znana jest jedynie 

określona metodą NMR struktura chimerycznej spinki I TAR-2 z TAR-1 RNA; dokładniej jest 

to apikalna część spinki TAR-1 z wybrzuszeniem UU, charakterystycznym dla spinki I TAR-2. 

Ustalono zarówno jej strukturę w formie wolnej, jak i w kompleksie z amidem argininy (132­

134). Do tych ustaleń nawiążę w dalszej części pracy, podczas dyskusji moich własnych 

wyników (rozdział V.2.4.).

3.2. BIAŁKA TAT WIRUSÓW HIV
Białka Tat (ang. trans-activator) są bogatymi w argininę białkami regulatorowymi, 

oddziałującymi z RNA. Występują u wirusów HIV, SIV, EIAV oraz BIV. Białka wirusów HIV-1 

i HIV-2 oznaczane są odpowiednio jako Tat-1 i Tat-2. Są to małe białka, składające się 

z 82 - 101 reszt aminokwasowych u HIV-1 (dostępne są różne dane, jednak prawidłowa
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wydaje się liczba 101 aa) oraz z 130 reszt aminokwasowych u HIV-2. Białka Tat kodowane 

są przez dwa osobne egzony genu tat, przy czym za kluczowy dla ich funkcji uważany jest 

rejon kodowany przez pierwszy egzon, obejmujący dla Tat-1 pierwsze 72 reszty 

aminokwasowe, natomiast w przypadku Tat-2 pierwsze 99 reszt (135-138).
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Rysunek IV.14. Schematyczne porównanie organizacji rejonów funkcjonalnych białek Tat wirusów 
HIV-1 i HIV-2, ze wskazaniem numerów reszt aminokwasowych tworzących dany rejon.
Na podstawie (136;137), zmodyfikowany. Szczegółowy opis schematu znajduje się w tekście.

W obrębie białek Tat można wyróżnić kilka rejonów funkcjonalnych, nazywanych 
również często domenami pomimo tego, że nie tworzą odrębnych motywów strukturalnych 

(rys. IV.14). Są to kolejno: rejon N-końcowy; rejon bogaty w reszty cysteinowe (5 lub 7 reszt 

odpowiednio dla Tat-1 i Tat-2); rejon rdzeniowy, zawierający liczne aminokwasy 

hydrofobowe; rejon zasadowy (ARM - ang. arginine-rich motif) z 7 resztami argininy 

i dwoma lizyny, który jest charakterystyczny dla białek wiążących RNA oraz rejon bogaty 

w reszty glutaminowe. Silnie zachowawcze wśród wszystkich lentiwirusów są rejony 

rdzeniowy i zasadowy, natomiast największa zmienność obserwowana jest w rejonie 

N-końcowym (136-139). Na podstawie analizy mutacyjnej wyznaczono dwie funkcjonalne 

domeny białek Tat istotne dla zachodzenia procesu frans-aktywacji. Bogaty w reszty argininy 

rejon zasadowy ARM stanowi domenę istotną dla wiązania TAR RNA (rys. IV. 17). Rejon 

N-końcowy, cysteinowy i rdzeniowy tworzą wspólnie domenę aktywacyjną białek Tat, 

odpowiedzialną za wiązanie czynników komórkowych, w tym cykliny T1 (136;138-140).

Obydwie istotne domeny funkcjonalne kodowane są przez pierwszy egzon genu tat, 

jednak najprawdopodobniej rejony Tat kodowane przez drugi egzon również mają pewien 

wpływ na aktywność tych białek. W przypadku Tat-1 sugeruje się, że rejon kodowany przez 

drugi egzon częściowo hamuje funkcjonowanie domeny aktywacyjnej białka i dopiero
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oddziaływanie Tat-1 z czynnikami komórkowymi pozwala na pełną aktywność tej domeny. 
W przypadku białka Tat-2 wykazano, że rejon kodowany przez drugi egzon nie ma 

hamującego wpływu na domenę aktywacyjną białka, a co więcej wzmacnia frans-aktywację, 
zwiększając powinowactwo Tat-2 do TAR-2 RNA (137). Niestety brak jest szczegółowych 

danych strukturalnych dotyczących białek Tat, a w szczególności białka Tat-2. Warto jednak 

podkreślić, że na podstawie spektroskopii NMR polipeptydu otrzymanego drogą syntezy 

chemicznej, ustalono strukturę trzeciorzędową wolnego białka Tat-1 (141-143).

Bogaty w cysteinę rejon białek Tat wiąże niektóre jony metali dwuwartościowych, 
jak Zn^"^, ale nie Mg^"^, przy czym rejon ten nie ma struktury palca cynkowego, ani innych 

scharakteryzowanych motywów wiążących cynk (144). Każdy monomer białka Tat wiąże 
dwa atomy Zn^* a koordynacyjne związanie tych jonów przez dwie cząsteczki białka Tat 

prowadzi do formowanie dimerów białka Tat. Białka Tat mogą również tworzyć dimery 
niezależnie od obecności Zn^"^. Sugeruje się jednak, że podczas frans-aktywacji Tat spełnia 

swoją funkcję najprawdopodobniej jako monomer, a nie dimer (145; 146). Jony Zn^"^ 

odgrywają za to istotną rolę w oddziaływaniu białka Tat z ludzką cykliną T1 (147).

W porównaniu do Tat-1, wiedza dotycząca białka Tat-2 jest znacznie skromniejsza. 
Wykazano jednak, że białka Tat-1 i Tat-2 odgrywają bardzo podobną rolę w cyklu życiowym 
wirusów HIV, a ich główną funkcją jest frans-aktywacja elongacji wirusowej transkrypcji, 
poprzez oddziaływanie z TAR RNA i cykliną Tl kompleksu P-TEFb. Białko Tat-2 
w odróżnieniu od Tat-1 może wiązać także inne cykliny, jak cyklina T2a czy T2b jednak 

kompleksy te nie są efektywne w frans-aktywacji wirusowej transkrypcji, gdyż nie oddziałują 

z TAR-2 RNA(148;149).

3.3. OD TAK DO P-TEFb, CZYLI O IDENTYFIKACJI ISTOTNYCH DLA PROCESU
TRAA/S-AKTYWACJI CZYNNIKÓW KOMÓRKOWYCH

Dla zrozumienia mechanizmu działania białek Tat konieczne było zidentyfikowanie 
oddziałujących z nimi czynników komórkowych. Na podstawie licznych eksperymentów 

ustalono, że białka Tat wirusów HIV-1 i HIV-2 oddziałują z tymi samymi czynnikami komórki 

gospodarza, a najważniejszym z nich jest komórkowa kinaza, nazywana TAK 

(ang. Tat-associated kinase). Już na początku lat dziewięćdziesiątych wykazano, że domena 

aktywacyjna białek Tat-1 i Tat-2 wiąże TAK in vitro, a mutacje w domenie aktywacyjnej Tat, 

uniemożliwiające wiązanie TAK, hamują wirusową transkrypcję in vivo (150). TAK jest kinazą 

serynowo-treoninową, zdolną do fosforylacji C-końcowej domeny RNA polimerazy II (CTD). 

Zaproponowano, że Tat rekrutuje lub aktywuje TAK, która z kolei prowadzi 

do hyperfosforylacji CTD RNA polimerazy II (151;152). Kinaza TAK nie była spokrewniona 

z innymi znanymi kinazami zidentyfikowanymi u człowieka i początkowo została uznana 

za nową kinazę CTD, jednak bardzo zbliżoną do występującego u Drosophila czynnika
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transkrypcyjnego P-TEFb. Wkrótce analogiczny czynnik P-TEFb zidentyfikowano 

u człowieka (153). P-TEFb jest istotnym czynnikiem etapu elongacji procesu transkrypcji 

i jest wymagany do transkrypcji większości genów klasy II (154;155). Dalsze prace 

badawcze wykazały, że katalityczną podjednostkę TAK i P-TEFb stanowi kinaza nazywana 

początkowo PITALRE, a później CDK9, należąca do rodziny cyklino-zależnych kinaz 

białkowych (156;157). Stąd krótka już była droga do ustalenia, że TAK to nic innego, 

jak P-TEFb (158).

Masa P-TEFb występującego u człowieka wynosi około IIOkDa, a CDK9 tylko 

42kDa, było zatem oczywistym, że TAK/P-TEFb zawiera jeszcze inne dodatkowe 

podjednostki i podejrzewano, że jedną z nich jest najprawdopodobniej jakaś cyklina. 

Ostatecznie ustalono, że regulacyjną podjednostkę cyklinową P-TEFb stanowi cyklina T, 

nazwana tak ze względu na jej znaczenie dla procesu transkrypcji (131;159). Trzy różne 

cykliny T mogą być komponentem P-TEFb i są to cyklina T1, T2a oraz T2b. Cykliny te 

kodowane są przez dwa geny, odpowiednio T1 i T2. Dwie różne cykliny T2 powstają 

na skutek alternatywnego splicingu produktu genu T2. Cykliny Tl i T2 mają ponad 80% 

homologii sekwencji aminokwasowej w rejonie szczególnie istotnym dla ich aktywności, 
określanym jako kaseta cyklinową (ang. cyclin box), ale tylko 50% homologii w pozostałej 

sekwencji. Podjednostki kompleksu P-TEFb nie występują w komórce w formie wolnej, około 
80% CDK9 jest zasocjowane z cykliną Tl, a tylko 10 do 20% z cykliną T2a lubT2b (159; 160). 
Cykliny T2a i T2b nie mają wpływu na zależną od białka Tat frans-aktywację genów HIV, 
podczas gdy cyklina Tl jest kluczowa dla tego procesu (75:131:148:149). Nie wiadomo, 

dlaczego promotory lentiwirusowe, w odróżnieniu od komórkowych, wymagają formowania 
kompleksu TAR / Tat / cyklinaT 1 dla aktywności P-TEFb (161).

Cstatnie badania wykazały, że P-TEFb istnieje w komórce w dwóch różnych formach. 

Forma aktywna P-TEFb zawiera tylko dwie podjednostki i są nimi kinaza CDK9 i cyklina T1 

lub jedna z cyklin T2. W formie nieaktywnej P-TEFb jest większym kompleksem, który oprócz 

CDK9 i cykliny Tl zawiera 7SK RNA oraz dodatkowe białko nazywane HEXIM (162). 

7SK RNA jest występującym powszechnie niekodującym, małym, jądrowym RNA (snRNA). 

Białko HEXIM asocjuje tylko z tymi kompleksami P-TEFb, które zawierają 7SK RNA. 

Zarówno 7SK RNA jak i białko HEXIM hamują aktywność kinazy CDK9 (163). Wzajemne 

oddziaływanie P-TEFb z 7SK RNA i białkiem HEXIM jest odwracalne i jego przerwanie 

przywraca aktywną formę P-TEFb. Stosunek aktywnej do nieaktywnej formy P-TEFb 

w komórce zmienia się w czasie, a w niektórych fazach życia komórki więcej niż połowa 

P-TEFb tworzy nieaktywne kompleksy z 7SK RNA oraz HEXIM. Cddziaływanie P-TEFb 
z HEXIM uniemożliwia asocjację z białkiem Tat ponieważ HEXIM wiąże się do tego samego 

rejonu cykliny Tl jak Tat, zatem Tat może oddziaływać tylko z aktywną formą P-TEFb (164).
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3.4. LUDZKA CYKLINA T1
Cyklina T1 jest kodowanym na chromosomie 12, białkiem o masie 87 kDa zbudowanym 

z 726 reszt aminokwasowych (165). Analiza sekwencji cykliny Tl wykazała, że 250 reszt 

aminokwasowych z N-końca tego białka wykazuje silną homologię z cyklinami C różnych 

organizmów i rejon ten zawiera dwa takie same powtórzenia motywu pięciu helis a (1 - 5 

i 1'-5'). W obrębie tego rejonu znajduje się silnie zachowawczy układ 25 reszt 

aminokwasowych nazywany kasetą cyklinową (ang. cyclin box). Dalsza cześć cykliny Tl jest 

słabo scharakteryzowana, ale wiadomo, że zawiera ona kilka charakterystycznych rejonów: 

motyw coiled-coil (379 - 430 aa), rejon bogaty w histydynę (506 - 530 aa) oraz sekwencję 

PEST na C-końcu (709-726 aa) (rys.lV.15). Sekwencja PEST jest charakterystyczna dla 

cyklin fazy G1 i związana jest z regulacją procesu degradacji białek. Należy podkreślić, 

że w odróżnieniu od białek Tat, cyklina Tl nie zawiera typowej domeny wiążącej RNA (160). 
Dla aktywności cykliny Tl istotny jest rejon homologiczny z innymi cyklinami oraz kilkanaście 

reszt aminokwasowych znajdujących się bezpośrednio za nim. Pozostała cześć cykliny Tl 

nie ma znaczenia dla jej aktywności in vitro, ale najprawdopodobniej jest potrzebna dla 

pełnej aktywności in vivo i choć nie jest jeszcze znane jej znaczenie funkcjonalne to może 

stanowić miejsce wiązania różnych białek (131;147;166;167).
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Rysunek IV.15. Schemat organizacji poszczególnych domen ludzkiej cykliny Tl, ze wskazaniem 
numerów reszt aminokwasowych tworzących dany rejon. Na podstawie (166), zmodyfikowany. 
Szczegółowy opis schematu znajduje się w tekście.

Cyklina Tl jest ważnym kofaktorem dla białek Tat obu wirusów HIV. Zarówno wolna 

cyklina Tl, jak i w kompleksie z kinazą CDK9 wiąże białko Tat, a utworzony kompleks 

oddziałuje z TAR RNA (131;148). Kinaza CDK9 bez udziału cykliny Tl, nie oddziałuje 

ani z białkiem Tat, ani z TAR RNA. Kinaza CDK9 wiąże się do rejonu cykliny Tl 

zawierającego układ pierwszych pięciu helis a, czyli do innego miejsca niż białko Tat 

(rys. IV.17). Dla formowania trójskładnikowego kompleksu TAR/Tat/cyklinaTI 

wystarczający jest rejon cykliny Tl obejmujący reszty aminokwasowe 1 -272, czyli cała 

domena homologiczna z innymi cyklinami oraz kilka reszt aminokwasowych znajdujących się 

bezpośrednio za nią. Kluczowe są tu reszty 250-272 tworzące rejon nazywany TRM 

(ang. TAR/Tat recognition motif). Szczególnie ważna dla formowania kompleksu z Tat i TAR 

RNA jest reszta cysteiny pozycji 261 cykliny Tl (166;168).
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Sekwencja cykliny T1 zaangażowana w oddziaływanie z Tat-1 lub Tat-2 jest bardzo 

podobna, ale nie identyczna (169). Mutacja w pozycji 261 cykliny Tl powoduje utratę 

zdolności wiązania białka Tat-1, co ciekawe nie ma ona wpływu na wiązanie Tat-2. 

Proponuje się, że reszta cysteiny 261 jest kluczowa dla oddziaływania z Tat-1, natomiast 

w przypadku Tat-2 stanowi ona tylko jedno z licznych miejsc kontaktu pomiędzy białkami 

w kompleksie Tat-2 / cyklina T1. Jednak zarówno w przypadku kompleksów z białkiem Tat-1, 

jak i Tat-2, cysteina 261 cykliny Tl jest krytyczna dla oddziaływania kompleksu 

Tat / cyklina Tl z TAR RNA. Kluczowe dla oddziaływania Tat z cykliną Tl są jony metali 
w szczególności jony Zn^* oddziałujące z resztami cysteinowymi występującymi w obydwu 

białkach (147).

Istnieją również doniesienia, że cyklinaTI może aktywować transkrypcję genów 

HIV bez udziału białka Tat i TAR RNA i wymagane jest do tego oddziaływanie cykliny Tl 

z wiążącym się do rejonu LTR, komórkowym czynnikiem SP1 (170).

3.5. ODDZIAŁYWANIE TAR RNA Z WIRUSOWYM BIAŁKIEM TAT I LUDZKĄ
CYKLINĄ T1

Oddziaływanie TAR RNA z wirusowym białkiem Tat i ludzką cykliną Tl jest kluczowe 

dla procesu frans-aktywacji etapu elongacji wirusowej transkrypcji i z tego powodu stanowi 
obiekt intensywnych badań wielu laboratoriów. Zdecydowana większość badań skupia się 
jednak na analizie tego oddziaływania dla wirusa HIV-1. W przypadku wirusa HIV-2 problem 

formowania się kompleksu TAR RNA z białkiem Tat-2 i ludzką cykliną Tl jest poznany 

znacznie słabiej i aktualnie brak jest jednoznacznych danych dotyczących stechiometrii, 
topologii, a tym bardziej struktury kompleksu TAR-2/Tat-2/cyklina Tl w obrębie systemu 

HIV-2. Wszystkie dotychczasowe rozważania dotyczące oddziaływania TAR-2 z białkami Tat 

i cykliną Tl prowadzono w świetle rozgałęzionej (trójspinkowej) struktury tej domeny RNA.

Dla TAR-1 głównym miejscem oddziaływania z białkiem Tat jest rejon 

trójnukleotydowego wybrzuszenia UCU oraz sąsiadujące z nim pary zasad. Wykazano, 

że białko Tat-1, poprzez pojedynczą resztę argininy rejonu ARM, oddziałuje z pierwszą 

resztą (U23) trójnukleotydowego wybrzuszenia TAR-1, a pozostałe dwie służą jedynie jako 

strukturalny łącznik i mogą być zastąpione przez inne reszty nukleotydowe (171;172). 

Na podstawie szczegółowych badań strukturalnych z wykorzystaniem krótkich peptydów 

o sekwencji białka Tat-1 oraz amidu argininy ustalono, że Tat-1 rozpoznaje również dwie 

pary nukleotydowe znajdujące się w rejonie helikalnym bezpośrednio nad wybrzuszeniem 

(G26 - C39 oraz A27 - U38), przy czym para zasad A27 - U38 i reszta wybrzuszenia U23 
formują charakterystyczny układ trójki zasad (ang. base triple) istotny dla wiązania białka Tat 

(126;173;174). Ponadto w oddziaływanie z białkiem Tat zaangażowane są również grupy 

fosforanowe reszt nukleotydowych znajdujących się poniżej wybrzuszenia - P21, P22 i P40.

IV. REGION TAR LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-2...
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Według zaproponowanego modelu kompleksu TAR-1/Tat-1, białko Tat-1 oddziałuje 

początkowo z dużą bruzdą dostępną w strukturze TAR-1, co z kolei wywołuje konformacyjną 

rearanżację TAR-1, która umożliwia umieszczenie N-końca białka Tat w bliskim sąsiedztwie 

nukleotydów wybrzuszenia i pętli apikalnej TAR-1 (136).

W rozgałęzionej strukturze TAR-2 dwie pierwsze 

spinki od strony 5' uważane są za potencjalne miejsca 

oddziaływań z białkami istotnymi dla procesu 

trans-aktywacji. Jako miejsca wiązania białka Tat-2 

w strukturze TAR-2 wskazywane są dwunukleotydowe 

wybrzuszenia spinek I i II (rys.IV.16). Spinka III 

ze względu na brak wybrzuszenia uważana jest 

za nieistotną w oddziaływaniu z białkiem Tat, brak jednak 
na to jednoznacznych dowodów (19;87). Dane dotyczące 

ważności dwóch pierwszych spinek TAR-2 w procesie 

trans-aktywacji są niekompletne i często sprzeczne.

Zresztą samo istnienie u HIV-2 dwóch spinek wydaje się 

zagadkowe w świetle faktu, że geny HIV-1 podlegają 

wydajnej ekspresji pomimo, obecności tylko jednej spinki 
TAR na 5' końcu wirusowego mRNA.

Do pełnej frans-aktywacji HIV-1 i HIV-2 LTR przez białko Tat-1 wymagana jest 

sekwencja +1 - 53 wirusowego mRNA. Natomiast do pełnej aktywacji HIV-2 LTR przez Tat-2 

wymagana jest dodatkowa sekwencja, unikalna dla HIV-2 i obejmująca rejon +54 - 99 czyli 

sekwencję drugiej spinki TAR-2 (17;19;175:176). W świetle rozgałęzionej struktury TAR-2 

RNA wskazuje to, że pojedyncza spinka TAR jest wystarczająca dla pełnej aktywności białka 

Tat-1, podczas gdy Tat-2 wymaga dwóch spinek TAR. Istnieją również przeciwne dane 

eksperymentalne wskazujące, że dla frans-aktywacji przez białko Tat-2 konieczna i zarazem 

wystarczająca jest sekwencja tylko pierwszej spinki (+1 - 53) TAR-2 (177).

Chociaż dwunukleotydowe wybrzuszenia obu spinek zdolne są do wiązania Tat-2 

in vitro to proponuje się, że tylko wybrzuszenie spinki I jest wykorzystywane in vivo (87). 

Usuniecie wybrzuszenia spinki I powoduje 70% spadek poziomu frans-aktywacji zależnej 

od białka Tat-2, natomiast brak wybrzuszenia w drugiej spince ma jedynie niewielki wpływ 

na ten proces. Delecja wybrzuszeń obu spinek powodowała znaczną redukcję wiązania 

Tat-2 in vitro i prawie całkowicie hamowała frans-aktywację. Z drugiej strony prezentowane 

są również przeciwne wyniki wskazujące, że wybrzuszenie drugiej spinki jest jednak 

wykorzystywane in vivo, ponieważ pomimo usunięcia pierwszego wybrzuszenia TAR-2 nadal 

obserwowano wydajną frans-aktywację (178).

IV. REGION TAR LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-2

Rysunek IV.16. Utworzony na podstawie 
dostępnych danych literaturowych 
prawdopodobny model oddziaływania 
białka Tat-2 oraz ludzkiej cykliny Tl 
z rozgałęzioną strukturą TAR-2 RNA.
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Podsumowując dostępne dane, można wysunąć wniosek, że obie spinki I i li 

rozgałęzionej struktury TAR-2 mają zdolność wiązania białka Tat-2, jednak spinka I jest 

miejscem preferencyjnego wiązania tego białka i jest niezbędna do zachodzenia procesu 

frans-aktywacji. Spinka II TAR-2 może wiązać Tat-2, ale najprawdopodobniej tylko 
w nieobecności lub podczas inaktywacji spinki i nawet częściowe funkcjonowanie spinki I 

maskuje aktywność spinki II w frans-aktywacji (87;178). Proponuje się, że różnica 

w aktywności spinek I i II TAR-2 wynika z odległości od miejsca startu transkrypcji (130;177). 

Warto wspomnieć o jeszcze jednej ciekawej teorii mówiącej, że zduplikowanie struktury 

spinki TAR u wirusa HIV-2 prowadzi do zahamowania aktywności białka Tat-2 i jest 

przyczyną powstawania znacząco większej ilości krótkich, niedokończonych transkryptów, 

niż obserwuje się dla HIV-1, co przekłada się na mniejszą wydajność transkrypcji, a w 

dalszej perspektywie być może mniejszą patogenność HIV-2 (178).

Białko Tat-1 wiąże TAR-2 z podobnym powinowactwem jak TAR-1 i aktywuje HIV-2 

LTR z taką samą wydajnością, jak swój własny LTR. Natomiast białko Tat-2 bardzo słabo 

wiąże TAR-1 RNA i tylko częściowo aktywuje HIV-1 LTR (19:138;175;176). Istnieją nawet 

doniesienia, że in vitro białko Tat-1 wiąże TAR-2 znacznie silniej niż TAR-1 (131). Z drugiej 
strony inni badacze obserwowali, że białko Tat-2 wiąże TAR-1 i TAR-2 z takim samym 
powinowactwem (178). Ciekawy jest również fakt, że TAR-2 pozbawiony obu wybrzuszeń 

nie jest zdolny do wiązania białka Tat-1 i Tat-2 in vitro, ale in vivo obserwuje się wydajną 
frans-aktywację transkrypcji indukowaną przez Tat-1, ale nie przez Tat-2 (179). Pozostaje 

niejasne czy różnica w poziomie frans-aktywacji HIV-2 LTR indukowanej przez białko Tat-1 
i Tat-2 wynika bezpośrednio z struktury TAR-2 RNA, czy też wpływają na to oddziaływania 

ze specyficznymi czynnikami komórkowymi.

Chociaż in vitro białka Tat wiążą się samodzielnie do TAR RNA, to in vivo Tat 

najpierw oddziałuje z ludzką cykliną Tl, a dopiero potem z TAR RNA i najprawdopodobniej 

in vivo Ja\ nie może wiązać TAR RNA bez udziału cykliny Tl (12;13;180). Formowanie przez 

cyklinę Tl heterodimeru z białkiem Tat-1 lub Tat-2 wykazano zarówno w eksperymentach 

przeprowadzonych in vitro \aW i in vivo, przy czym utworzony heterodimer cyklinaTI / Tat 

wykazuje większe powinowactwo do wiązania TAR RNA niż każde z tych białek osobno 

(131:147:166). Białko Tat-1 słabo wiąże TAR-1 in vitro, ale wiązanie to ulega silnemu 

wzmocnieniu w obecności cykliny Tl. CyklinaTI zwiększa również powinowactwo Tat-2 

do TAR-2 jednak w mniejszym stopniu niż w przypadku Tat-1 / TAR-1, zapewne dlatego, 

że Tat-2 in vitro mąże silnie TAR-2 nawet bez udziału cykliny Tl (131).

Sekwencje TAR RNA istotne do wiązania białka Tat in vitro, nie są do końca zgodne 

z tymi, które wymagane są dla efektywnej frans-aktywacji in vivo. Natomiast sekwencje TAR 

istotne dla oddziaływania in vitro z kompleksem Tat / cyklina Tl są takie same jak te.

IV. REGION TAR LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-2.
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które wymagane są do efektywnej frans-aktywacji. Zarówno w przypadku TAR-1, jak i TAR-2 
wykazano, że nie tylko mutacje w rejonach wybrzuszeń, ale także mutacje w pętlach 

apikalnych hamują proces frans-aktywacji (131;147;180). To właśnie te obsen^/acje stały się 

pienwotną przesłanką hipotezy o udziale dodatkowych czynników białkowych, wiążących się 

z obszarem pętli apikalnych spinek TAR podczas frans-aktywacji wirusowej transkrypcji. 

Dokładny sposób oddziaływania ludzkiej cykliny Tl z TAR RNA i białkiem Tat systemu HIV 

jest nieznany (12;13). Pienwotnie przypuszczano, że cyklinaTI nie wiąże się bezpośrednio 

z TAR, lecz oddziałuje z Tat zmieniając jego konformację w taki sposób, aby białko to mogło 

oddziaływasz pętląapikalnąTAR (131;147;180).
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Rysunek IV.17. Uszczegółowiony model kompleksu TAR-1 RNA z wirusowym białkiem Tat-1 
i ludzką cykliną Tl. Przedstawiony model wskazuje kluczowe dla wzajemnego oddziaływania 
sekwencje aminokwasowe białek lub nukleotydowe RNA. Kolorem różowym oznaczono białko Tat, 
błękitnym cyklinę Tl, granatowym kinazę CDK9 (181). Szczegółowy opis w tekście.

Szczegółowe badania systemu HIV-1 potwierdziły, że w obecności cykliny Tl poza 

wiązaniem białka Tat-1 w rejonie wybrzuszenia TAR-1, obserwuje się także silne 

i specyficzne oddziaływanie Tat-1 z resztami nukleotydowymi pętli apikalnej (rys. IV. 17). 

Ponadto, chociaż sama cyklinaTI nie jest zdolna do wiązania TAR RNA in vitro, 

to w kompleksie z białkiem Tat-1 oddziałuje bezpośrednio z rejonem pętli apikalnej 

TAR-1 (181-183). Białko Tat-1 oddziałuje głównie z resztą G34 pętli apikalnej, natomiast 

cyklinaTI oddziałuje z kilkoma resztami nukleotydowymi w pozycjach 30, 31, 33, 34, 

przy czym reszta U31 jest głównym miejscem wiązania cykliny Tl do TAR-1 RNA. 

Heterodimer Tat-1 / cyklina Tl wiąże się najpien/v bezpośrednio do rejonu wybrzuszenia 

TAR-1, co ułatwia oddziaływanie Tat-1 i cykliny Tl z resztami nukleotydowymi pętli apikalnej. 

Badania z użyciem techniki FRET potwierdziły pierwotne przypuszczenia, że cyklina T1 

zmienia konformację białka Tat-1, zwiększając jego powinowactwo do TAR-1, jednocześnie
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TAR RNA wzmacnia oddziaływanie pomiędzy białkiem Tat i cykliną T1 (184). 

Prawdopodobnie cyklinaTI, poprzez oddziaływanie z białkiem Tat-1 oraz resztą U31 pętli 

apikalnej TAR, indukuje także strukturalną rearanżację TAR, która umożliwia oddziaływanie 

białka Tat-1 z resztą G34 pętli. Reszta G34 pętli jest krytyczna dla wiązania kompleksu 

Tat-1 / cyklina Tl do TAR-1 (181;182). Badania strukturalne prowadzone w naszej Pracowni 

wykazały, że reszta G34 formuje parę nukleotydową z resztą C30 pętli (ang. cross-loop base 

pail) (128). Udowodniono, że hamujący wpływ mutacji w pozycji 34 pętli może zostać 

znacząco zredukowany, jeśli w pozycji 30 wprowadzona zostanie reszta nukleotydową, 

komplementarna względem zmutowanej reszty 34. Za oddziaływanie z resztą U31 pętli 

apikalnej TAR-1 odpowiedzialny jest rejon cykliny Tl obejmujący reszty aminokwasowe 

252 - 261, natomiast za oddziaływanie białka Tat-1 z resztą G34 TAR-1 odpowiedzialna jest 

reszta lizyny w pozycji 50 białka - K50 (181 ;184).

Efektywne oddziaływanie TAR RNA z kompleksem Tat / cyklinaTI wymaga więc 

obecności prawidłowych sekwencji zarówno w wybrzuszeniach jak i w pętlach apikalnych 

spinek TAR. W przypadku TAR-2 wiadomo, że mutacje w pętlach apikalnych mają wpływ 

na zależną od Tat-2 frans-aktywację, nie wiadomo jednak dokładnie, które reszty 

nukleotydowe pętli są zaangażowane w oddziaływanie z białkiem Tat i cykliną Tl (131;177).

3.6. ROLA TAR RNA, BIAŁKA TAT I CYKLINY Tl W REGULACJI WIRUSOWEJ
TRANSKRYPCJI

Fosforylacja C-końcowej domeny (CDT) większej podjednostki polimerazy RNA II stanowi 
istotny mechanizm regulacji procesu transkrypcji w komórkach eukariotycznych. 

W transkrypcyjnym kompleksie preinicjacyjnym CTD jest tylko częściowo fosforylowana 

(hypofosforylowana), podczas gdy w aktywnym kompleksie elongacyjnym jest ona silnie 

fosforylowana (hyperfosforylowana). Fosforylacja CTD polimerazy RNA II indukuje zmiany 

konformacji tego enzymu, związane z utworzeniem jego w pełni aktywnej formy, sprzyjającej 

efektywnej elongacji transkrypcji. Jest ona również istotna dla uwolnienia kompleksu 

preinicjacyjnego z rejonu promotora i może zaburzać kontakt z czynnikami transkrypcyjnymi, 

które nie będą obecne w kompleksie elongacyjnym w tym z negatywnymi czynnikami 

elongacji transkrypcji N-TEF (185;186).

CTD polimerazy RNA II zawiera 52 powtórzenia siedmioaminokwasowej sekwencji 

Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7. Znane są trzy cyklino-zależne kinazy, które zdolne są 

do fosforylacji tej sekwencji podczas transkrypcji i są to CDK7, CDK8 oraz CDK9 (187). 

Wszystkie trzy fosforylują głównie resztę Ser 5 w sekwencji CTD, przy czym kinaza CDK9 

może również fosforylować również resztę Ser 2. Każda z kinaz ma specyficzny dla siebie 

wzór modyfikacji CTD, stanowiący unikalny sygnał dla maszynerii transkrypcyjnej. Aktywacja 

poszczególnych kinaz związana jest z odpowiednimi etapami procesu transkrypcji.

IV. REGION TAR LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-2
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Stanowiąca komponent istotnego czynnika transkrypcyjnego TFIIH, kinaza CDK7 

odpowiedzialna jest za częściową fosforylację CTD polimerazy RNA II zaraz po uformowaniu 

kompleksu preinicjacyjnego. Natomiast fosforylacja CTD prowadzona przez kinazę CDK9 

czynnika P-TEFb związana jest z wytworzeniem aktywnego kompleksu elongacyjnego (155).

HIV-1 i HIV-2 wykorzystują polimerazę RNA II gospodarza oraz komórkowe czynniki 

transkrypcyjne do syntezy wirusowego RNA, jednak retrowirusy posiadają własne 

mechanizmy regulacji tego procesu. Zależna od wirusowego białka Tat frans-aktywacja 

wirusowej transkrypcji jest kluczowym przykładem regulacji ekspresji genów HIV. Główną 

rolą białka Tat jest aktywacja elongacji wirusowej transkrypcji poprzez oddziaływanie 

z P-TEFb i TAR RNA (12;13). Podczas procesu frans-aktywacji heterodimer Tat / cyklina Tl 

jest sprowadzany do kompleksu transkrypcyjnego poprzez wiązanie z nowopowstałym TAR 

RNA (180). Jednocześnie cyklinaTI jako komponent P-TEFb zasocjowana jest z kinazą 

CDK9 (rys. IV.18), która po ściągnięciu w rejon promotora fosforyluje polimerazę RNA II 

(12:75;188). Część badaczy proponuje również dodatkową rolę Tat podczas inicjacji 

transkrypcji i jego potencjalne oddziaływanie z kompleksem preinicjacyjnym (189).
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Rysunek IV.18. Model oddziaływania P-TEFb (CDK9 i CycT1) z białkiem Tat i TAR RNA 
na wczesnym etapie elongacji transkrypcji u wirusa HIV-1. Skrót N-TEF oznacza negatywne 
czynniki elongacji transkrypcji (ang. negative transcription elongation factors).

Liczne prace badawcze wskazują, że oddziaływanie białka Tat z kompleksem 

preinicjacyjnym (rys.lV.19) prowadzi do aktywacji wirusowej transkrypcji (158:178:189-192). 

Proponuje się, że istotną rolę w tym procesie odgrywają występujące w rejonie wirusowego 

LTR elementy regulatorowe obejmujące miejsca wiązania czynników NF-kB i SP1 oraz 

kasetę TATA (45). Najprawdopodobniej białka Tat-1 i Tat-2 nie oddziałują jednak 

bezpośrednio z rejonem LTR i nie mają wpływu na formowanie kompleksu preinicjacyjnego, 

lecz asocjują z już uformowanym kompleksem poprzez oddziaływanie z jego komponentami 

białkowymi, jak SP1, TPB - białka wiążące się kasetą TATA (ang. TATA binding protein) oraz 

TFIIH (189:193:194). Ponadto na wczesnych etapach transkrypcji białka Tat mogą również 

oddziaływać bezpośrednio z polimerazą RNA II bez udziału TAR RNA i P-TEFb (195).
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Warte rozważań jest oddziaływanie białka Tat z czynnikiem transkrypcyjnym TFIIH, 

odgrywającym kluczową rolę w inicjacji transkrypcji i uwolnieniu kompleksu preinicjacyjnego 

z rejonu promotora. TFIIH dysocjuje z kompleksu preinicjacyjnego po zsyntetyzowaniu 

fragmentu RNA o długości około 30 - 50 reszt nukleotydowych i nie jest obecny 

w kompleksie elongacyjnym (196). Podjednostkę katalityczną TFIIH stanowi kinaza CDK7, 

która może fosforylować CTD polimerazy RNA II, jednak tylko na ograniczonym poziomie 

(187). Na temat oddziaływania Tat z TFIIH dostępne są liczne, jednak często ze sobą 

sprzeczne dane. Z jednej strony wskazują one, że Tat może asocjować z TFIIH, aktywując 

inicjację transkrypcji (193;197), z drugiej natomiast, że efektywna transkrypcja wirusowych 

genów wcale nie wymaga TFIIH (198). Zatem rola TFIIH w zależnej od białka Tat 

frans-aktywacji jest nie do końca jasna. Ponieważ TFIIH jest obecny tylko w kompleksie 

preinicjacyjnym, natomiast P-TEFb głównie w kompleksie elongacyjnym proponuje się, 
że najprawdopodobniej białko Tat oddziałuje z każdym z nich po kolei na różnych etapach 

transkrypcji (199). Nowsze badania wskazują jednak, że w kompleksie preinicjacyjnym białko 

Tat nie aktywuje kinazy CDK7 (TFIIH), a nawet kinazy CDK9 (P-TEFb). Najprawdopodobniej 

wynika to ze struktury kompleksu preinicjacyjnego, w której obie kinazy są niedostępne 

dla Tat (188:200).

Kompleks transkrypcyjny, który tworzy się w rejonie promotora HIV 
w nieobecności białka Tat jest zdolny do inicjacji transkrypcji wirusowych genów, natomiast 

elongacja jest nieefektywna na skutek działania negatywnych czynników elongacji 
transkrypcji N-TEF (ang. negative transcription elongation factors) (201:202) oraz 
hamującego wpływu struktury nowopowstającego RNA, która zatrzymuje kompleks 

polimerazy RNA II (203). Powstają jedynie bardzo krótkie, niefunkcjonalne transkrypty, które 

nie mogą być wykorzystane w dalszych etapach replikacji wirusa i szybko podlegają 

degradacji. Delecja transkrybowanego najwcześniej fragmentu mRNA, jakim jest TAR 

nie znosi tego efektu, co wskazuje, że TAR nie działa jako klasyczny terminator 

procesu transkrypcji (13:204).

Szczególnie istotny dla wznowienia elongacji transkrypcji wirusowego mRNA jest 

czynnik transkrypcyjny P-TEFb (rys. IV.19). Białko Tat tworzy silne kompleksy z P-TEFb 

niezależnie od obecności polimerazy RNA II oraz TAR RNA. P-TEFb nie jest zasocjowany, 

ani z kompleksem inicjacyjnym, ani elongacyjnym polimerazy i nie do końca wiadomo, w jaki 

sposób jest on naturalnie sprowadzany w rejon promotora (155). Postuluje się zatem, 

że główną rolą Tat podczas aktywacji wirusowej transkrypcji jest ściągniecie P-TEFb w rejon 

promotora HIV. Proces ten jest możliwy dzięki jednoczesnemu oddziaływaniu białka Tat 

z cykliną Tl, stanowiącą komponent P-TEFb oraz elementem TAR RNA, znajdującym się 

na 5' końcu nowopowstałego mRNA (75:148:169:180). TAR wydaje się służyć jedynie jako

IV. REGION TAR LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-2.

46





miejsce wiązania Tat/P-TEFb, bowiem nie pozostaje ściśle związany z kompleksem 

elongacyjnym na dalszych etapach elongacji transkrypcji (13;205). P-TEFb dzięki aktywności 

kinazy CDK9 fosforyluje CTD polimerazy RNA II, prowadząc do silnej aktywacji tego enzymu 

i neutralizacji działania negatywnych czynników elongacji transkrypcji (151;188:202;206).

IV. REGION TAR LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-;-'

Rysunek IV.19. Hipotetyczny model zależnej od białka Tat i TAR RNA frans-aktywacji transkrypcji 
genów wirusów HIV. Na podstawie (12), zmodyfikowany. Szczegółowy opis schematu znajduje się 
w tekście (skrót CTD BP oznacza białka wiążące się z CTD RNA polimerazy II w kompleksie 
preinicjacyjnym, lecz nieobecne na dalszych etapach transkrypcji).

Okazuje się, że białko Tat nie tylko rekrutuje P-TEFb do rejonu promotora, 

ale również reguluje jego funkcje. Wiadomo, że Tat stymuluje zależną od CDK9 

fosforylację CTD polimerazy RNA II podczas elongacji transkrypcji (188:200;206;207). 

W eksperymentach in vitro wykazano, że samo białko Tat wzmacnia fosforylację CTD 

polimerazy RNA II, jednak w obecności TAR RNA poziom tej fosforylacji jest znacznie 

wyższy (200). Może to wynikać z faktu, że TAR wzmacniania oddziaływanie Tat z cykliną T1 

(184). Ponieważ jednak kompleks Tat / cyklinaT 1 / CDK9 oddziałuje specyficznie z TAR RNA 

tylko na wczesnych etapach elongacji transkrypcji (205), aktywacja CDK9 wynika raczej z jej 

oddziaływań z białkiem Tat i cykliną T1, niż z TAR RNA. W nieobecności Tat kinaza CDK9
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pomimo, że może być obecna w kompleksie elongacyjnym, nie fosforyluje CTD polimerazy 

RNA II w rejonie promotora HIV. Prawdopodobnie CDK9 jest albo nieaktywna, albo CTD 

polimerazy RNA II nie jest dostępna do fosforylacji (188).

Nie do końca jednak wiadomo, w jaki sposób białko Tat aktywuje kinazę CDK9. 

Aktywacja cyklino-zależnych kinaz, takich jak CDK9 jest zazwyczaj dwuetapowa. 

Proponowany model zakłada, że w pierwszym etapie kinaza CDK9 wiąże się ze swoim 

partnerem cyklinowym - cykliną Tl, co wywołuje zmianę jej konformacji, jednak 

niewystarczającą do pełnej aktywacji. W drugim etapie, kinaza CDK9 podlega aktywowanej 

przez białko Tat specyficznej autofosforylacji, najprawdopodobniej fosforylacji podlega 

również C-terminalna część cykliny Tl (200). Sugeruje się, że fosforylacja CDK9 prowadzi 

do zmiany konformacji sekwencji regulatorowych znajdujących się na C-końcu CDK9, 

co doprowadza do powstania aktywnej formy kinazy. Proces aktywacji przez Tat jest 

specyficzny tylko dla kinazy CDK9 i wbrew wcześniejszym doniesieniom, nowsze badania 

nie potwierdzają aby białko Tat aktywowało inne kinazy, w tym CDK7 (188;200).

Indukowana przez białko Tat fosforylacja P-TEFb jest także kluczowa dla wiązania 

kompleksu Tat / P-TEFb do TAR RNA, a tym samym poziom tej fosforylacji reguluje zależną 

od białka Tat frans-aktywację. Długo uważano, że CDK9 nie ma żadnego wpływu 
na oddziaływanie P-TEFb z TAR, niedawno wykazano jednak, że silne i specyficzne 
związanie TAR wymaga wcześniejszej autofosforylacji kinazy CDK9 oraz być może również 

fosforylacji cykliny T1 (200;208). Chociaż dane te nie są do końca potwierdzone, to postuluje 
się, że nieufosforylowana forma CDK9 oraz C-końcowa część cykliny Tl silnie zaburzają 

oddziaływanie Tat/TAR, a fosforylacja obydwu z nich prowadzi do zmiany konformacji 

cykliny T1 w kompleksie Tat / P-TEFb, która ułatwia jego oddziaływanie z TAR RNA.

Fosforylacja CTD polimerazy RNA II podczas elongacji transkrypcji jest również 

regulowana przez odpowiednie fosfatazy komórkowe (209). Nie ma zgodności, co do wpływu 

białka Tat na aktywność fosfataz CTD. Z jednej strony uważa się, że białka Tat mają 

zdolność ich inhibicji (154), z drugiej natomiast, że wpływ Tat na ich aktywność jest niewielki 

(188). Wszyscy jednak są zgodni, że nie inhibicja fosfataz, ale zależna od Tat aktywacja 

CDK9 ma kluczowy wpływ na specyficzne wzmocnienie fosforylacji CTD polimerazy RNA II.

Na późnych etapach elongacji Tat zamiast z TAR RNA asocjuje bezpośrednio 

z polimerazą RNA II wskazując, że oddziaływanie Tat / P-TEFb / TAR jest przerywane. 

Mechanizm uwalniania kompleksu Tat / P-TEFb z TAR RNA nie jest znany, ale jest możliwe, 

że wynika ono z działania specyficznych fosfataz białkowych (205).
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3.7. INHIBICJA ODDZIAŁYWANIA TAR / TAT / CYKLINA Tl JAKO DROGA
POSZUKIWANIA NOWYCH LEKÓW PRZECIWKO AIDS

Szybkie rozprzestrzenianie się wirusów HIV i rozwój pandemii AIDS na świecie zmuszają 

do poszukiwania skutecznych metod leczenia oraz chroniącej przed HIV szczepionki. 

Stosowane obecnie terapie antywirusowe mogą znacznie przedłużyć życie pacjenta, 

ale jednocześnie ogromny problem sprawia ciągłe pojawianie się nowych, lekoopornych 

szczepów HIV (patrz rozdział IV.1). Fakt ten wymusza poszukiwanie innych leków przeciwko 

HIV niż stosowane dotychczas farmaceutyki hamujące odwrotną transkryptazę lub proteazę 

wirusa (9-11). Oddziaływanie TAR/Tat/cyklinaTI jako kluczowy etap cyklu życiowego 

HIV-1 i HIV-2 stanowi obiecujący cel terapeutyczny w leczeniu AIDS. Prowadzone są różne 

badania zmierzające do zablokowania formowania kompleksu TAR/Tat poprzez wpływ 

na TAR RNA lub inhibicję translacji i aktywności białka Tat (210-214). Wykazano, 

że zablokowanie frans-aktywacji wirusowych genów poprzez negatywny wpływ na białko Tat 

lub TAR RNA faktycznie prowadzi do znacznego zahamowania ekspresji wirusowych genów, 

jednak często w dłuższym okresie czasu przekłada się to jedynie na opóźnienie replikacji 

wirusa HIV, a nie jej trwałe zahamowanie. Ciekawe wyniki dają badania zmierzające 
do zablokowania oddziaływania białka Tat z P-TEFb. Popularne ostatnio badania 
z wykorzystaniem dezaktywującego P-TEFb białka HEXIM, wykazują, że wprowadzenie 

nadmiaru egzogennego białka HEXIM, znacząco hamuje ekspresję wirusowych genów 
poprzez blokowanie oddziaływania białka Tat z cykliną Tl. Nie ma jednak zgodności 

co do wpływu nadmiaru HEXIM na transkrypcję genów komórkowych (144;163). 

Ten pojedynczy przykład wskazuje jak należy być ostrożnym proponując strategie 

terapeutyczne oparte o inhibicję, wykorzystywanych w cyklu życiowym wirusa, czynników 
komórkowych . Zatem wszelkie metody zmierzające do hamowania aktywności cykliny Tl 

lub kinazy CDK9 muszą uwzględniać fakt, że P-TEFb jest istotny nie tylko dla transkrypcji 

wirusowych genów, ale również ogromnej grupy genów komórkowych.

Poszukiwania nowych, potencjalnych metod terapeutycznych przeciwko wirusom HIV 

coraz częściej oparte są o strategię RNAi (215-218). Choć droga do ich wykorzystania 

w leczeniu chorych na AIDS pacjentów jest jeszcze daleka, to w związku z dużym 
zaangażowaniem wielu grup badawczych na świecie i aktualnymi pracami prowadzonymi 

w naszym laboratorium, dokładniejsze przedstawienie tego zagadnienia wydaje się być 

bardzo istotne. W terapii RNAi skierowanej przeciwko wirusowi HIV wykorzystuje się 

zasadniczo dwa podejścia. Pierwsze, polegające na wyciszeniu genów kodujących białka 

własne wirusa, w szczególności jego białka regulatorowe. W drugim podejściu wyciszeniu 

podlegają mRNA gospodarza, kodujące wykorzystywane przez wirus receptory błonowe 

i białka komórki.
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Odpowiednie cząsteczki siRNA mogą powodować inhibicję replikacji wirusa HIV na 

różnych etapach jego cyklu życiowego (rys.lV.20). Celem dla siRNA mogą być, stanowiące 

matrycę dla odwrotnej transkrypcji, dwie genomowe cząsteczki RNA wirusa, wprowadzane 

do komórki już podczas infekcji oraz mRNA powstające w wyniku transkrypcji wirusowych 

genów. W przypadku mRNA, kodującego białka wirusowe udowodniono wyciszanie genów 

kodujących białka regulatorowe (Tat, Rev, Nef), podlegających ekspresji w pierwszej fazie 

infekcji (219-221). Wyciszane są również podlegające późniejszej ekspresji geny dla białek 

strukturalnych wirusa - gag i env (222). We wczesnej fazie infekcji maszyneria RNAi 

ma do zwalczenia jedynie dwie cząsteczki wirusowego RNA, w późniejszych fazach 

replikacji wirusa sprawa jest dużo bardziej skomplikowana, trzeba bowiem zniszczyć wiele 

tysięcy cząsteczek RNA wirusa. Jednak specyficzne wyciszenie generowanych de novo 

cząsteczek RNA jest bardziej efektywne, w porównaniu z genomowym RNA wirusa 

występującym w rybonukleinowym kompleksie odwrotnej transkryptazy (218).

IV. REGION TAR LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-2.

Rysunek IV.20. Potencjalne miejsca działania RNAi w cyklu życiowym wirusów HIV.
Szczegółowy opis schematu znajduje się w tekście. Na podstawie (218), zmodyfikowany.

Wiele grup badawczych niezależnie udowodniło, że wyciszenie ekspresji genów 

kodujących czynniki komórkowe, istotne dla cyklu życiowego wirusa H1V-1, powodowało 

zahamowanie replikacji wirusa. Jako cel dla działania RNAi wybierane są najczęściej mRNA 

receptorów komórkowych, jak CD4, CCR5 czy CXCR4, ale również komórkowe czynniki 

transkrypcyjne, jak P-TEFb. Wyciszanie ekspresji białek komórkowych niesie jednak dość
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duże ryzyko ze względu na ich istotne funkcje dla samej komórki. Spośród receptorów 

komórkowych największe szanse w terapii RNAi stwarza CCR5, gdyż wiadomo od dawna, 

że homozygotyczne mutacje genu kodującego CCR5 chronią przed HIV bez istotnego 

wpływu na funkcje układu immunologicznego (223;224). Bardzo ciekawie prezentują się 

wyniki specyficznego wyciszenia białek wchodzących w skład kompleksu P-TEFb, 

czyli cykliny T1 i kinazy CDK9. Specyficzne cząsteczki RNAi powodowały takie obniżenie 

stężenia tych białek w komórce, że zachodzenie frans-aktywacji genów HIV stawało się 

niemożliwe, dochodziło tym samym do zahamowania replikacji wirusa. Jednocześnie poziom 

cykliny Tl i kinazy CDK9 był wystarczający dla prawidłowego prowadzenia transkrypcji 

genów komórkowych (225;226).

Większość obiecujących terapeutycznie eksperymentów, w których wykazano 

hamujący wpływ RNAi na infekcje powodowane wirusem HIV miało jednak krótki zakres 

czasowy. Wyniki dłużej trwających eksperymentów, sprawdzających działanie RNAi 

w zainfekowanych HIV komórkach po kilku tygodniach czy miesiącach od infekcji, 

nie są już tak jednoznaczne. Eksperymenty prowadzące do wyciszenia genu wirusowego 

białka Tat, wykazały początkowo znaczne obniżenie poziomu białka Tat w zainfekowanych 

HIV komórkach. Po dłuższym okresie prowadzenia eksperymentu wyciszenie genu 
białka Tat było znoszone i dochodziło do replikacji wirusa. Przyczyną tego stanu rzeczy 
jest pojawienie się punktowej mutacji w środkowej części genu tat, która uniemożliwia 
jego rozpoznanie przez siRNA-Tat (227). Badania z wykorzystaniem siRNA przeciwko 

genowi wirusowego białka regulatorowego Nef, wskazują również na początkowe silne 
wyciszenie genu nef \ zablokowanie replikacji wirusa. Blokada ta nie jest całkowita i ponowne 

sprawdzenie tych samych komórek po kilku miesiącach, wykazało powrót do poziomu 

kontrolnego białka Nef. Przyczyną tego stanu rzeczy jest pojawienie się odpornych 

na siRNA-Nef wariantów wirusa posiadających mutacje w sekwencji docelowej RNA, 

czyli w genie nef, są to nie tylko mutacje punktowe, ale i częściowe lub całkowite delecje 

genu nef (228). Mutacje te powstają de novo i co ciekawe częstość mutacji zastaje 

zwiększona tylko w obrębie sekwencji docelowej, a nie w całym genomie HIV. Ostatnie 

badania wskazują, że część z tych mutacji może prowadzić do zmiany struktury docelowego 

RNA wirusa i w ten sposób przestaje on być dostępny dla terapeutycznych cząsteczek RNAi 

(229).

Ciągle otwarte pozostaje zatem pytanie: co zrobić aby terapia RNAi była skuteczna? 

Dotychczasowe dane wskazują, że wydajna inhibicja replikacji HIV może następować 

w komórkach transfekowanych siRNA w sposób ciągły. Taką możliwość dają wektory 

ekspresyjne kodujące odpowiednie shRNA (ang. short-hairpin RNA), pod kontrolą promotora 

U6 lub H1 dla polimerazy RNA III. Działanie RNAi ulega wtedy wydłużeniu z kilku godzin
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do kilku tygodni (218). Najnowsze badania wskazują, że jeszcze lepszy efekt terapeutyczny 

niż shRNA daje stosowanie IhRNA (ang. long-hairpin RNA) (230). Wadą syntetycznych 

siRNA, poza krótszym czasem trwania, jest często ich zbyt wysokie stężenie w komórce, 

które w efekcie może okazać się dla niej letalne. Ze względu na wysoką częstość mutacji 

wirusa HIV, stosowane siRNA powinny wykazywać zróżnicowanie sekwencji, obejmujące 

mutacje w sekwencji docelowej. Innym wyjściem jest jednoczesne użycie różnych siRNA, 

skierowanych na więcej niż jedną sekwencję docelową w genomie wirusa. Jednak 

stosowanie mieszaniny różnych siRNA jest ograniczone dopuszczalnym stężeniem obcego 

kwasu nukleinowego w komórce. Innym możliwym do wykorzystania podejściem jest 

projektowanie siRNA przeciw silnie konserwatywnym sekwencjom w genomie wirusa 

o ważnych funkcjach regulatorowych (231). Szczególnie bogate w tego typu sekwencje są 

rejony UTR wirusowego RNA, w tym również rejon liderowy. Tu jednak, jak wskazują także 

wyniki bieżących badań naszej Pracowni, pojawia się problem wysokiej strukturalizacji tych 

rejonów. Alternatywną strategią mogą być siRNA skierowane przeciwko silnie 

konserwatywnym sekwencjom w genomie człowieka, kodującym faktory ważne dla replikacji 

wirusa, ale nieistotne dla przetrwania komórki.
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V. WYNIKI BADAŃ WŁASNYCH I ICH DYSKUSJA

V.1. ANALIZA STRUKTURY DRUGORZĘDOWEJ TAR-2 RNA
Rejon liderowego RNA wirusów HIV tworzy skomplikowaną i dynamiczną strukturę, zdolną 

do formowania dwóch alternatywnych konformerów, w zależności od obecności białka 
nukleokapsydu - NC oraz stężenia jonów Mg^"^ (88;89). W każdym z nich określone domeny 

rejonu liderowego przyjmują odmienną strukturę, charakterystyczną dla danego konformeru. 

Autorzy prac postulujących istnienie alternatywnych globalnych konformerów rejonu 

liderowego proponują jednak, że struktura znajdującej się na jego 5' końcu domeny TAR jest 

stała i nie zmienia się razem z rearanżacją całego rejonu (86:89;232). Z drugiej strony 

w związku z proponowanym udziałem TAR w procesie dimeryzacji wykazano, że TAR RNA 

wirusa HIV-1 może występować w formie dwóch konformerów (108). Ponadto mutacje 

w TAR-1 zaburzają formowanie konformerów rejonu liderowego wirusa HIV-1 i wpływają 

na proces dimeryzacji genomowego RNA wirusa (125). W przypadku HIV-2 wiadomo, 
że usuniecie struktury TAR z 5' końca rejonu liderowego silnie zaburza proces dimeryzacji 

wirusowego RNA (89), co wskazuje nie tylko na potencjalną rolę TAR-2 w dimeryzacji, 

ale również jego wpływ na strukturę całego rejonu liderowego, gdyż TAR nie stanowi 

głównego miejsca dimeryzacji.

W ramach niniejszej pracy przedstawiam wyniki szczegółowej analizy strukturalnej 
mało poznanej cząsteczki 123-meru odpowiadającego domenie TAR RNA wirusa HIV-2. 

Wykorzystano w tym celu metody komputerowego przewidywania struktury drugorzędowej 
RNA oraz techniki eksperymentalne oparte o elektroforezę w warunkach natywnych oraz 

enzymatyczne i chemiczne mapowanie struktury drugorzędowej RNA. Uzyskane przez nas 

dane strukturalne (233) stały się podstawą do dalszych badań dotyczących oddziaływania 

TAR-2 RNA z wirusowym białkiem Tat-2 oraz ludzką cykliną Tl.

1.1. OTRZYMYWANIE RNA DO BADAŃ
Analizowane cząsteczki RNA otrzymałam metodą transkrypcji in vitro przy użyciu enzymu 

T7 RNA polimerazy. Dwuniciowe matryce DNA do reakcji transkrypcji uzyskałam metodą 

PGR w oparciu o plazmid HIV-2 'P large (91) - dzięki uprzejmości Prof. Bena Berkhouta, 

Department of Human Retrovirology, Uniwersytet w Amsterdamie. Plazmid ten zawiera, 

poprzedzoną promotorem dla 17 RNA polimerazy, sekwencję całego rejonu liderowego oraz 

5' końcową część genu gag wirusa HIV-2 (+1 - 892). Stosowanie odpowiednich zestawów 

starterów do reakcji PGR umożliwiło otrzymanie matryc DNA do syntezy różnych fragmentów 

rejonu liderowego. Oligorybonukleotydy o sekwencji TAR-1, spinki W oraz izolowanej spinki 

III TAR-2 wt otrzymałam drogą syntezy chemicznej.
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53





V Omówienie wyników badań własnych

1.2. ANALIZA KOMPUTEROWA STRUKTURY DRUGORZĘDOWEJ TAR-2 RNA
Dla 123-meru RNA o sekwencji TAR-2 wirusa HIV-2rod program Mfold (234;235) generuje 

dwa wysoce uporządkowane modele strukturalne, jako najbardziej korzystne energetycznie 

warianty struktury drugorzędowej TAR-2. Jednym z nich jest powszechnie akceptowany 

model rozgałęziony TAR-2 z trzema motywami spinkowymi; co ciekawe nie jest to model 

najbardziej korzystny energetycznie. Drugi model, bardziej korzystny energetycznie stanowi 

wydłużona struktura TAR-2 z dwoma spinkami. Modele te w dalszej części pracy oznaczane 

są odpowiednio jako B (ang. branched form) i El (ang. extended form). Pomimo dużej 

różnicy w strukturze obu modeli TAR-2, różnica w energii swobodnej pomiędzy nimi jest 

niewielka i AG wynosi -65.4 kcal/mol dla B TAR-2 oraz -66.7 kcal/mol dla El TAR-2. 
Rozgałęzioną, trójspinkową strukturę oraz strukturę wydłużoną z dwoma spinkami przyjęto 

jako dwie globalne formy TAR-2 RNA (rys. V.1).
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Rysunek V.1. Generowane przez program Mfold i potwierdzone eksperymentalnie struktury 
drugorzędowe TAR RNA HIV-2. Po lewej stronie przedstawiono rozgałęzioną formę TAR-2, 
oznaczoną B, po prawej dwa konformery reprezentujące wydłużoną formę TAR-2 RNA, oznaczone 
E1 i E2.
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Porównując strukturę obu modeli można zauważyć, że ramię 5' głównej, długiej spinki 

wydłużonej formy TAR-2 uformowane jest przez ciąg reszt nukleotydowych tworzących 

spinkę I w strukturze B TAR-2, zaś ramię 3' przez reszty odpowiednie dla spinki II. 

Jednocześnie miejsce rozgałęzienia pomiędzy spinkami formy rozgałęzionej staje się 

pętlą apikalną w formie wydłużonej TAR-2. Mała 21-nukleotydowa spinka od 3' strony 

(spinka III dla B TAR-2) jest wspólna dla obu form TAR-2. Należy podkreślić, że reszty 

nukleotydowe, sugerowane jako istotne w trójspinkowej strukturze TAR-2 dla oddziaływania 

z białkiem Tat podczas procesu frans-aktywacji (87;131), pozostają w większości 
niesparowane w formie wydłużonej TAR-2.

Analiza struktury drugorzędowej 123-meru TAR-2 wykazała istnienie ciekawej 

dynamiki strukturalnej w obrębie rejonu bogatego w reszty G (G36G37G38A39G40G41) 
TAR-2 RNA (rozdział V.1.5.1). Jeden z otrzymywanych obrazów cięć enzymatycznych 

nie pasował do żadnej z proponowanych form globalnych TAR-2, powróciłam zatem 

do analiz in silico w celu poszukiwania struktur zgodnych z otrzymanymi wynikami 

eksperymentalnymi. Zmiana parametrów programu Mfold, pozwalająca na generowanie 

modeli bardziej zbliżonych strukturalnie i energetycznie, umożliwiła znalezienie drugiego 

konformeru w obrębie wydłużonej formy TAR-2 RNA, nazwanego E2 (rys. V.1). Program 

Mfold generuje więcej podobnych do siebie konformerów wydłużonej formy TAR-2 RNA, 
jednak wybór konkretnego modelu E2, oparty był na jego zgodności z otrzymanymi danymi 
eksperymentalnymi. Konformer E2 jest mniej stabilny energetycznie (AG = -66.4 kcal/mol) 
niż konformer El. Analiza komputerowa obu konformerów wskazuje, że w obrębie rejonu 

bogatego w reszty G konformeru E2 formowane jest duże pięcionukleotydowe wybrzuszenie 

A39G40G41U42U43, podczas gdy dla El proponowane jest trójnukleotydowe wybrzuszenie 
G36G37G38, a rejon A39 - U43 jest sparowany. Dynamikę strukturalną w obrębie rejonu 

bogatego w reszty G wydłużonych konformerów TAR-2, potwierdzają również badania 

zmierzające do generowania struktur trzeciorzędowych 123-meru TAR-2, prowadzone 

w naszej Pracowni przez dr Mariusza Popędę.

Program Mfold został również wykorzystany do zaprojektowania strukturalnych 

mutantów TAR-2 RNA, przyjmujących wyłącznie rozgałęzioną lub wyłącznie wydłużoną 

formę (rys. V.2). Przy projektowaniu mutantów przyjęto założenie, że wprowadzone zmiany 

sekwencji nie mogą obejmować reszt nukleotydowych proponowanych jako istotne dla 

procesu frans-aktywacji, ponadto muszą one pozostać niesparowane. Zaprojektowanie 

mutanta przyjmującego jedynie formę wydłużoną TAR-2 okazało się być bardzo proste 

i wystarczała do tego pojedyncza mutacja G21A lub G18U. Mutant z substytucją G21A, 

nazwany TAR-2 A21, najlepiej odzwierciedlał TAR-2 w formie wydłużonej, dlatego też został 

wybrany jako jej model eksperymentalny. Dla TAR-2 A21 program Mfold generował

V. Omówienie wyników badań własnych
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I konformery nazwane przez nas E1 A21 i E2A21, analogiczne do konformerów E1 i E2 

wydłużonej formy TAR-2wt (rys V.2). Zaprojektowanie mutanta reprezentującego, mniej 

korzystną energetycznie, rozgałęzioną formę TAR-2 było bardziej skomplikowane 

i wymagało licznych substytucji w rejonie helikalnym cząsteczki TAR-2. Z tego powodu 

początkowo zrezygnowałam z preparatyki mutanta reprezentującego formę rozgałęzioną 

i skupiłam się na analizie mutanta TAR-2 A21 oraz jego porównaniu z TAR-2 wt. 

W końcowym etapie badań na prośbę recenzentów publikacji (233) zsyntetyzowano

1 poddano kluczowym analizom mutanty reprezentujące formę rozgałęzioną TAR-2. 

Z zaprojektowanych wcześniej mutantów wybrano dwa z najmniejszą ilością zmian w 

sekwencji oznaczone jako TAR-2 B4 i TAR-2 AC23. Mutant TAR-2 B4 zawierał cztery 

mutacje punktowe w rejonie helikalnym spinki I (według formy rozgałęzionej) - U20C, A50G, 

G31C i U42G, stabilizujące rozgałęzioną formę TAR-2, natomiast konstruując mutant TAR-

2 AC23 usunięto pojedynczą niesparowaną resztę C23.

V. Omówienie wyników badań własnych
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Rysunek V.2. Struktury drugorzędowe, zaprojektowanych przy użyciu programu Mfold, mutantów 
reprezentujących rozgałęzioną (TAR-2 AC23 i TAR-2 B4) oraz wydłużoną (TAR-2 A21) formę 
TAR-2 RNA. W przypadku mutanta TAR-2 A21 przedstawiono dwa konformery analogiczne 
do konformerów El i E2 wydłużonej formy TAR-2. Kolorem czerwonym oznaczono reszty 
nukleotydowe zmienione względem naturalnej sekwencji TAR-2. Struktura transkryptów 
o sekwencji analizowanych mutantów została dodatkowo potwierdzona eksperymentalnie poprzez 
trawienia enzymatyczne (rozdział V.1.5.1.).
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1.3. ANALIZA FILOGENETYCZNA TAR RNA WIRUSÓW HIV-2 I SIV
Celem przeprowadzonej analizy było stwierdzenie czy zaobserwowana u HIV-2roci tendencja 

do tworzenia wydłużonej formy domeny TAR jest zachowana u innych szczepów HIV-2 

i spokrewnionych z nimi szczepów wirusa SIV. Prezentowane wyniki otrzymałam 

we współpracy z mgr Katarzyną Purzycką. Sekwencję rejonu liderowego różnych szczepów 

uzyskano z bazy danych HIV (http://hiv-web.lanl.gov), następnie przy wykorzystaniu 

programu Mfold generowano struktury drugorzędowe fragmentów RNA tworzących domenę 

TAR u różnych szczepów HIV-2 i SIV. Wybór szczepów ograniczyłyśmy do tych, u których 

długość sekwencji tworzącej domenę TAR była porównywalna z HIV-2rod- Porównanie 
sekwencji domeny TAR analizowanych szczepów wykazało niewielką ilość zmian reszt 

nukleotydowych w jej obrębie, co potwierdziło, że sekwencja TAR RNA jest dość silnie 

zachowawcza u różnych szczepów HIV-2 i SIV (rys.V.3), (18). Zmiany występujące 

w sekwencji TAR nie wykluczają formowania ani rozgałęzionej, ani wydłużonej formy 

domeny TAR. Ustalono, że u wszystkich analizowanych szczepów zachowana zostaje 

tendencja do tworzenia wydłużonej formy TAR RNA jako najbardziej korzystnej 

energetycznie struktury tej domeny. Wyjątek stanowi szczep SIVstm. u którego TAR może 
przyjmować wydłużoną formę, jednak nie jest ona najbardziej korzystną energetycznie 

strukturą.

V. Omówienie wyników badan własnych
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Rysunek V.3. Analiza filogenetyczna sekwencji TAR RNA 
pochodzących od różnych szczepów wirusów HIV-2 i SIV. 
Jako referencję wykorzystano sekwencję TAR wirusa 
HIV-2rod- Występujące zmiany w sekwencji reszt 
nukleotydowych ukazano na modelach strukturalnych 
reprezentujących rozgałęzioną i wydłużoną (dla uproszczenia 
tylko E1) formę TAR-2. Częstotliwość zmian podano 
w procentach. Odpowiednie kolory strzałek oznaczają zmianę 
naturalnie występującej reszty na resztę A (niebieski), 
C (pomarańczowy), G (czerwony) U (zielony). Delecję danej 
reszty oznaczono strzałką o kolorze czarnym.

9%
3% — 

6%- 
3%-

A
— G

C C A G C 
. Q G G U C
•c:

/c. u P <

12%
3%

97%

C
U

c
•-G

c
— u

G-^G

A
G
A • 
IC-

GfAG-»Cc-

cC

. \' ' 26% 29% ^
3%

- 15% 

97%

57

http://hiv-web.lanl.gov




1.4. ANALIZA MIGRACJI TAR-2 RNA W ŻELU POLIAKRYLOAMIDOWYM 
W WARUNKACH NATYWNYCH

Wykorzystując metodę elektroforezy RNA w warunkach natywnych potwierdziłam, 

że TAR-2 RNA rzeczywiście może przyjmować in vitro różne formy struktury drugorzędowej. 

Analizę migracji 123-meru RNA o sekwencji naturalnie występującej domeny TAR wirusa 

HIV-2rod. określanego w niniejszej pracy jako TAR-2 wt (ang. wild type), prowadzono 
w ściśle kontrolowanej temperaturze żelu. Przeprowadzone eksperymenty wykazały, że 

transkrypt o sekwencji TAR-2 wt, podczas natywnej elektroforezy wykazuje wyraźną 

i powtarzalną tendencję do migracji jako dwa prążki. Ujawniała się ona jednak tylko wtedy, 

gdy elektroforeza prowadzona była przy niskiej, ściśle kontrolowanej temperaturze żelu 

(rys.V.4). Fakt ten oznacza, że TAR-2 RNA może przyjmować przynajmniej dwie odmienne 

formy globalne. Powyższe stwierdzenie było zgodne z przeprowadzoną analizą 

komputerową struktury drugorzędowej TAR-2 wt (rozdział V.1.2.). W oparciu o powszechne 

założenie, że w żelu natywnym cząsteczki RNA o rozgałęzionej strukturze migrują wolniej, 

niż RNA o strukturze bardziej zwartej i wyciągniętej zaproponowano, że wolniej migrujący 

prążek (M2) odpowiada trójspinkowej, rozgałęzionej formie TAR-2 RNA (B), podczas gdy 

szybciej migrujący (M1) reprezentuje nową, nieznaną wcześniej, wydłużoną formę TAR-2 

(E1 i E2).

V. Omówienie wyników badan własnych

TAR-2 wt
MgCI,

F 0 011 2.5 5

TAR-2 A21
MgCI,

0 0.1 1 2.5 5

TAR-2 wt
MgCI,

F o 0.1 1 2.5 5 10

D »
<■ D

D >

M2

M2

Ml

Ml Ml

Rysunek V.4. Zależna od stężenia jonów magnezu migracja transkryptów o sekwencji TAR-2 wt 
i TAR-2 A21 w żelu niedenaturującym o niskiej temperaturze (4°C). Dla porównania przedstawiono 
wynik rozdziału uzyskany w dwóch różnych buforach elektroforetycznych. Panel lewy - 0,5xTB 
z Tritonem X-100, panel prawy - 0,25xTBE. Pozostałe warunki elektroforezy były takie same w obu 
rozdziałach. Symbolem M oznaczono alternatywnie zwinięte monomeryczne formy RNA, D - dimery 
RNA, linia F wskazuje RNA poddany procesowi denaturacji w formamidzie. Ponad odpowiednimi 
liniami podano stężenie MgCl2 w mM.

Bardzo podobna migracja w żelu obu form strukturalnych TAR-2 RNA powoduje, że ich 

rozdział jest niezmiernie trudny. Zapewne fakt ten nie jest bez wpływu na dotychczasowe 

spojrzenie na strukturę drugorzędową TAR-2, przedstawianą jak dotąd tylko w jednej, 

rozgałęzionej formie (17-19;87;177), a na żelu niedenaturującym jako jeden prążek 

(86; 131; 176:236). Należy podkreślić, że większość prezentowanych wcześniej wyników.

58





V Omówienie wyników badań własnych

dotyczących analizy TAR-2 wt z wykorzystaniem natywnej elektroforezy, została otrzymana 

w pokojowej lub wyższej temperaturze żelu. Wyniki uzyskane w naszym laboratorium 

potwierdzają, że elektroforeza w temperaturze 20°C nie pozwala na rozdział dwóch form 

TAR-2 RNA (rys.V.6.).

Poszukiwania optymalnych warunków rozdziału 123-meru TAR-2 wt doprowadziły 

do opracowania protokołu, w którym za najbardziej istotne uznano niską temperaturę żelu 

elektroforetycznego, wynoszącą 4°C. Ponadto separację różnych form strukturalnych 

TAR-2 wt ułatwiają dodatkowe czynniki, jak zmniejszenie usieciowania żelu (stosunek 

akrylamidu do bisakrylamidu 75:1), stałe parametry prądowe (30 mA, 350V), dodatek 

0,1% Tritonu X-100 do buforu elektroforetycznego oraz mała ilość RNA w analizowanej 

próbie. Testowano również różne warunki etapu denaturacji / renaturacji RNA, zmieniając 

temperaturę i czas inkubacji RNA w odpowiednim buforze oraz stosując szybki 

(natychmiastowe przełożenie do lodu) lub wolny (2°C /1 min.) sposób chłodzenia RNA 

po denaturacji. Wszystkie testowane warunki pozwalały na rozdział form 123-meru TAR-2 

RNA, zatem kluczowe dla separacji różnych form strukturalnych RNA były nie warunki 

denaturacji / renaturacji, ale odpowiednie warunki elektroforezy.

Jak wykazano, równowaga pomiędzy wolniej i szybciej migrującą formą TAR-2 wt 
zależy od stężenia jonów magnezu, w zakresie niskich stężeń magnezu, 
charakterystycznych dla warunków in vivo. Przy braku jonów Mg^"" oraz przy bardzo niskim 

ich stężeniu (0,1 mM) występuje w zasadzie, jedynie wolniej migrująca forma (M2) 

odpowiadająca strukturze rozgałęzionej TAR-2 (rys.V.5). Wzrastające stężenie MgCIa 

w buforze, w którym prowadzono zwijanie RNA (od 0,1 do 5 mM) powoduje stopniowe 

zwiększenie ilości formy szybciej migrującej (Ml) czyli wydłużonej TAR-2, kosztem formy 

rozgałęzionej. Przy 1 mM stężeniu MgCIg obie formy występowały w prawie równej ilości. 

Od 2,5 mM stężenia MgCIg forma wydłużona była dominującą formą TAR-2 RNA.
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Rysunek V.5. Zależny od stężenia jonów magnezu procentowy udział szybciej (Ml) i wolniej 
migrującej (M2) formy w całkowitej puli TAR-2 RNA. Ml odpowiada formie wydłużonej TAR-2 wt, 
M2 jego formie rozgałęzionej.
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Bardzo podobna migracja w żelu natywnym dwóch, znacznie różniących się strukturą 

drugorzędową form TAR-2 wt była, nie ukrywając, dużym zaskoczeniem oraz powodowała 

trudności w interpretacji otrzymanych wyników. Aby potwierdzić, że obserwowane prążki 

elektroforetyczne rzeczywiście odpowiadają formie rozgałęzionej i wydłużonej TAR-2 wt 

oraz, że RNA o tak odmiennej strukturze mogą migrować w bardzo podobny sposób, 

porównano migrację TAR-2 wt z zaprojektowanymi w oparciu o program Mfold mutantami 

TAR-2, przyjmującymi wyłącznie wydłużoną (TAR-2 A21) lub wyłącznie rozgałęzioną formę 

(TAR-2 B4 i TAR-2 AC23). Porównanie migracji tych cząsteczek w żelu natywnym, 

w temperaturze 2Q-C wykazało, że mutant reprezentujący formę wydłużoną i mutanty 

reprezentujące formę rozgałęzioną migrują z szybkością zgodną ze sobą oraz z TAR-2 wt 

(rys.V.6). Zatem obserwowane dla TAR-2 wt w niskiej temperaturze żelu dwa migrujące 

blisko siebie prążki mogą rzeczywiście odpowiadać rozgałęzionej i wydłużonej formie 

analizowanej cząsteczki. Mutanty TAR-2 nie były jednak pomocne w ostatecznym 

potwierdzeniu, który z dwóch prążków TAR-2 wt odpowiada danej formie tej cząsteczki. 

Chociaż w warunkach wymaganych dla separacji szybciej i wolniej migrującej formy 

TAR-2 wt mutanty migrowały zgodnie z TAR-2 wt, to niestety w sposób pośredni do prążków 
odpowiadających poszczególnym formom TAR-2 wt. Brak zgodności w migracji mutantów 

z szybciej lub wolniej migrującą formą TAR-2 wt, może wynikać z mutacji w sekwencji 
analizowanych cząsteczek (237), nie można bowiem pominąć faktu, że stosowany zestaw 
elektroforetyczny oraz warunki elektroforezy wykorzystywane są do wykrywania mutacji 

punktowych w kwasach nukleinowych (238).
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TAR-2 wt
MgCI,

0 5

TAR-2 A21
MgCI, 
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F o 5
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F o 5

Rysunek V.6. Zależna od stężenia jonów magnezu migracja transkryptów o sekwencji TAR-2 wt 
i mutantów TAR-2 A21, TAR-2 AC23 i TAR-2 B4 w żelu niedenaturującym w temperaturze 20®C. 
Pozostałe warunki eksperymentu były takie same jak w przypadku rozdziału przedstawionego 
na rysunku V.4. Rozdział prowadzono w buforze 0,5xTB z Tritonem X-100. Linia F wskazuje 
RNA poddany procesowi denaturacji w formamidzie. Ponad odpowiednimi liniami podano stężenie 
MgCl2 w mM.

Ponieważ jednym z celów niniejszej pracy jest analiza nowej, wydłużonej formy 

TAR-2, dlatego mutant reprezentujący tą właśnie formę (TAR-2 A21) został poddany bardziej 

szczegółowym badaniom. W niskiej temperaturze żelu, przy braku MgCb lub jego niskich

60





V. Omówienie wyników badan własnych

stężeniach obserwowano powtarzalne zjawisko „smużenia”, a nawet jego delikatnego 
rozdziału na dwa prążki (rys.V.4.). Może to być związane z tym, że transkrypt TAR-2 A21 

wymaga jonów magnezu dla przyjęcia prawidłowej struktury, albo też wynikać z faktu 

rozdziału TAR-2 A21 na dwa pasma, odpowiadające konformerom E1 i E2 wydłużonej formy 

TAR-2 RNA. Przy wyższych stężeniach MgCb (od 1 mM) obserwowany był jeden, wyraźny 

prążek. Stężenie MgCb miało również wpływ na migrację TAR-2 A21 w niskiej temperaturze 
żelu. Przy wysokim stężeniu jonów Mg^^ mutant TAR-2 A21 migrował na poziomie 

odpowiadającym formie wydłużonej TAR-2 wt. Natomiast w nieobecności jonów Mg^"" 

lub przy ich niskich stężeniach analizowany mutant migrował na poziomie zbliżonym do 
prążka elektroforetycznego odpowiadającego formie rozgałęzionej TAR-2 wt.

Dodatkowe potwierdzenie dla istnienia dwóch form TAR-2 RNA pochodzi z analizy 

TAR-2 wt wydłużonego o sekwencję domeny poli(A). TAR-2-i-poli(A) migruje w żelu 

natywnym jako dwa wyraźne i znacznie od siebie oddalone prążki, podczas gdy 60-mer RNA

0 sekwencji izolowanej domeny poli(A), migruje niezależnie od stężenia jonów Mg^"" jako 

jeden prążek. Zatem obecność dwóch form TAR-2 -i- poli(A) nie wynika z właściwości 

domeny poli(A), ale najprawdopodobniej istnienia dwóch form domeny TAR-2. Zagadnienie 

to będzie dalej analizowane szczegółowo w badaniach prowadzonych w naszej Pracowni 

przez mgr Katarzynę Purzycką.

1.5. ENZYMATYCZNE I CHEMICZNE MAPOWANIE STRUKTURY TAR-2 RNA
Kolejnym etapem moich badań była analiza struktury drugorzędowej zaproponowanych form 

TAR-2 RNA. Kluczowe było porównanie wyników otrzymanych dla 123-meru TAR-2 wt 

z danymi otrzymanymi dla transkryptu TAR-2 A21, reprezentującego wydłużoną formę 

TAR-2 oraz z transkryptami TAR-2 B4 i TAR-2 AC23, reprezentującymi formę rozgałęzioną. 

Ponadto przeprowadziłam porównawczą analizę wzorów cięć pełnej długości TAR-2 wt 

(123 nt) z wzorami cięć otrzymanymi dla spinek I (35-mer obejmujący rejon +18-52)

1 II (32-mer obejmujący rejon +54 - 85), fragmentów formy B TAR-2 wt. Ze względu na brak 

kontekstu strukturalnego, spinki te nazwałam spinkami izolowanymi.

Izolowana spinka I
20 30
I c u u f- uGCUGG AGA GAGCC^ G 

ćgaćĆ uĆu—Ćuugg*_g
I I ^ G

50 40

Izolowana spinka II 
60

u A CU
CUAGCAGG GAGC C

GAUCGUCC-
1

90

-CUUG^JQG

Rysunek V.7. Struktura drugorzędową izolowanych spinek I i II rozgałęzionej formy TAR-2. 
Numeracja reszt nukleotydowych jest zgodna ze stosowaną dla pełnej długości TAR-2 RNA.
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Do badania struktury analizowanych cząsteczek RNA wykorzystano metody 

ograniczonego trawienia RNA nukleazami oraz metody chemicznej modyfikacji RNA, 
w tym cięcia indukowane w obecności jonów Pb^*. W przypadku TAR-2 wt, jak wynika 

z rozdziałów na żelu niedenaturującym, mamy do czynienia z dwoma globalnymi formami tej 

cząsteczki, pozostającymi w równowadze zależnej od stężenia jonów magnezu. Fakt ten był 

znaczącym utrudnieniem w przeprowadzonej analizie strukturalnej. Dodatkowo, większość 

charakterystycznych dla rozgałęzionej formy TAR-2 rejonów jednoniciowych, pozostaje 

niesparowana w wydłużonej formie TAR-2, zmienia się tylko rodzaj motywu strukturalnego 

np. wybrzuszenie na wewnętrzną pętlę, pętla apikalna na wybrzuszenie. Ponieważ 
równowaga pomiędzy formami TAR-2 zależy od jonów Mg^"", poszukiwano również cięć 

RNA, których obecność lub intensywność zależna jest od stężenia tych jonów.

1.5.1. Enzymatyczne mapowanie struktury TAR-2 RNA
Do enzymatycznego mapowania struktury drugorzędowej analizowanych cząsteczek RNA 

wykorzystano specyficzne względem rejonów jednoniciowych rybonukleazy Tl i A oraz 

nukleazę SI, a także specyficzną względem rejonów dwuniciowych rybonukleazę VI.

Charakterystyczne dla rozgałęzionej formy TAR-2 są dwie sześcionukleotydowe pętle 

apikalne o prawie identycznej sekwencji, inna jest jedynie ostatnia reszta nukleotydowa 
pętli - U lub A. Jednak pętle te są rozpoznawane w zupełnie inny sposób przez enzymy 
specyficzne względem rejonów jednoniciowych (rys.V.8 i V.10). Rejon pierwszej pętli 
TAR-2 wt podlegał silnym trawieniem enzymatycznym, natomiast rejon drugiej pętli był 

znacznie słabiej rozpoznawany przez analogiczne enzymy. Ulokowany w rejonie pierwszej 

pętli układ trzech reszt G (G36G37G38), w tym szczególnie reszta G36, był silnie trawiony 

przez rybonukleazę Tl, podczas gdy układ trzech reszt G (G70G71G72) przypisanych 

do drugiej pętli formy rozgałęzionej TAR-2 nie był dostępny dla rybonukleazy Tl. 

O ile pochodzące z innych laboratoriów dane dotyczące analizy enzymatycznej rejonu 

pierwszej pętli są zgodne ze sobą oraz z powyższymi wynikami, to dostępne 
wyniki dotyczące drugiej pętli są sprzeczne ze sobą. Z jednej strony pokazywany 

jest zupełny brak cięć reszt G70G71G72 rybonukleazą Tl (18;131), z drugiej inna 

praca przedstawia wyniki dość silnych cięć w tym samym rejonie (87), uzyskane jednak 

przy bardzo wysokim stężeniu enzymu. Brak trawień reszt G drugiej pętli apikalnej, 

tłumaczono jako wynik ich oddziaływania dalekiego zasięgu (ang. long-distance interaction) 

z rejonem +189-191, zlokalizowanym pomiędzy domeną poli(A) a domeną PBS (47). 

Wyjaśnienie to nie znajduje potwierdzenia w naszych wynikach, gdyż brak cięć rejonu 

G70G71G72 obserwowany był dla samego 123-meru TAR-2 wt. Zupełnie inne obrazy cięć 

dwóch podobnych pętli apikalnych, nie pasują do rozgałęzionego modelu struktury TAR-2, 

łatwo je jednak wytłumaczyć w oparciu o model struktury wydłużonej TAR-2. Reszty

V. OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAN WŁASNYCH
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G70G71G72 są tu sparowane i jako takie nie powinny podlegać trawieniem 

rybonukleazą Tl, natomiast intensywnie cięty rejon G36G37G38 wykazuje tendencję do 

formowania trójnukleotydowego wybrzuszenia (konformer E1). Powyższe stwierdzenie 

potwierdzają wyniki trawienia rybonukleazą Tl mutanta TAR-2 A21, przyjmującego tylko 
formę wydłużoną. Ponadto, w przypadku mutantów reprezentujących rozgałęzioną formę 

TAR-2 (TAR-2 B4 i TAR-2 AC23) zaobserwowano, że układ trzech reszt G drugiej pętli był 

cięty silniej niż dla TAR-2 wt, natomiast reszty G pierwszej pętli były cięte na podobnym 

poziomie do TAR-2 wt (rys. V.8). Zarówno dla naturalnej cząsteczki TAR-2, jak i wszystkich 

jej mutantów silne trawienia rybonukleazą T1 obserwowane były w rejonie pętli apikalnej, 

krótszej spinki ulokowanej od 3' strony domeny TAR-2, charakterystycznej dla obu form 

TAR-2. Co ciekawe, wzrost stężenia MgCIa powodował silną inhibicję cięć rybonukleazą T1 i 

A w rejonie tej pętli. Z badań prowadzonych w naszej Pracowni wynika, że 

najprawdopodobniej związane jest to z faktem zaangażowania spinki 3' domeny TAR-2 

w proces dimeryzacji wirusowego RNA.

V. Omówienie wyników badań własnych
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Rysunek V.8. Analiza struktury drugorzędowej transkryptów o sekwencji TAR-2 wt oraz mutantów 
TAR-2 A21 TAR-2 AC23 i TAR-2 B4 metodą ograniczonego trawienia rybonukleazami T1 i A. 
Każda z analiz została przeprowadzona w buforze bez MgCl2 oraz w buforze zawierającym 
5 mM MgCb- Stężenie odpowiedniego enzymu było takie samo w obu analizach.
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Trawienie rybonukleazą T1 pozwoliło również na wskazanie konformacyjnej 
niestabilności w bogatym w reszty G rejonie G36G37G38A39G40G41 cząsteczki TAR-2 wt. 

Pomimo starań o utrzymanie jednakowych warunków eksperymentalnych, w szeregu 

doświadczeń otrzymywano dwa różne wzory cięć tego rejonu (rys. V.9). Pierwszy z nich 

otrzymywany stosunkowo rzadko, ukazuje silniejsze cięcia reszt G36G37G38, a słabsze 

G40G41. Taki wzór cięć pasuje do rozgałęzionej struktury TAR-2 oraz do wydłużonego 

konformeru E1. Znacznie częściej uzyskiwany, drugi wzór trawień ukazywał bardzo silne 

cięcie reszt G40G41. Reszty te tworzą stabilne pary G-C, zarówno w rozgałęzionej formie 

TAR-2 jak i w konformerze El, traktowanym początkowo jako jedyny wydłużony konformer 

TAR-2. Należy podkreślić, że omawiane dwa wzory cięć rejonu bogatego w reszty G 

występowały również w przypadku mutanta TAR-2 A21. Silne cięcia reszt G40G41 stały się 

impulsem powrotu do analiz in silico w celu poszukiwania modelu strukturalnego TAR-2 

zgodnego z obserwowanym wzorem cięć. Generowany przez program Mfold dla TAR-2 wt 

i TAR-2 A21 drugi wydłużony konformer E2, pozwolił wyjaśnić silne cięcia w pozycjach 
G40G41, gdyż w E2 reszty te usytuowane są w obrębie dużego pięcionukleotydowego 

wybrzuszenia. Istotnym dowodem istnienia wydłużonego konformeru E2 jest całkowity brak 
cięć reszt G40G41 dla mutantów reprezentujących rozgałęzioną formę TAR-2 (TAR-2 B4 

i TAR-2 AC23) oraz izolowanej spinki I (rys. V.8. i V.11).
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Rysunek V.9. Dwa różne obrazy cięć rybonukleazą T1 otrzymywane dla transkryptów o sekwencji 
TAR-2 wt i TAR-2 A21, potwierdzające konformacyjną niestabilność w rejonie bogatym w reszty G 
cząsteczki TAR-2. Po prawej stronie każdego żelu pokazano, odpowiadającą danemu obrazowi, 
organizację rejonu bogatego w reszty G jako fragment różnych struktur drugorzędowych TAR-2 RNA.

Silne cięcia reszt G40 i G41 rybonukleazą Tl są widoczne również w innych pracach 

analizujących organizację domeny TAR-2 RNA metodami enzymatycznymi (18;47;87;239). 

Jednak ich obecność była zupełnie pomijana przy ostatecznym ustalaniu struktury TAR-2. 

Ponadto, cięcia te były obserwowane także w przypadku silnie podobnej do TAR HIV-2rod, 

izolowanej domeny TAR RNA wirusa SIVmac (98). Fakt ten potwierdza wcześniejsze 

stwierdzenie, wynikające z analiz in silico, że domena TAR wirusów SIV również 

ma możliwość formowania form wydłużonych.
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Rysunek V.10. Analiza struktury drugorzędowej transkryptów o sekwencji TAR-2 wt i TAR-2 A21 
metodą ograniczonych trawień enzymatycznych - SI, Tl, A i V1. Dolna część rysunku jest 
podsumowaniem przeprowadzonych analiz enzymatycznych i przedstawia struktury drugorzędowe 
TAR-2 wt oraz TAR-2 A21 ze wskazaniem miejsc cięć oraz ich intensywności (reakcje w buforze 
z 5 mM MgCl2). W przypadku rybonukleazy T1 na strukturę naniesiono wszystkie możliwe cięcia 
rejonu bogatego w reszty G. Unia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat formamidowy; 
linia T - trawienie rybonukleazą T1 w warunkach semidenaturujących. Dla przejrzystości schematu 
pokazano tylko górną (inną od Et) część struktury konformeru E2 i E2 A21.
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Reszty G36G37G38 pierwszej pętli apikalnej, zarówno dla izolowanej spinki I jak i mutantów 

TAR-2 B4 i TAR-2 AC23, rozpoznawane były przez rybonukleazę T1 podobnie jak dla 

TAR-2 wt. Przeciwnie do TAR-2 wt, reszty G70G71G72 pętli apikalnej izolowanej spinki II 

podlegały bardzo silnemu cięciu nie tylko rybonukleazą Tl, ale i nukleazą Si (rys. V.11). 

Ponadto charakterystyczne tylko dla izolowanej spinki II oraz mutantów reprezentujących 

formę B TAR-2 było bardzo silne cięcie reszty U69. Cięcie rejonu drugiej pętli apikalnej 

w izolowanej spince II oraz mutantach TAR-2 B4 i TAR-2 AC23 specyficznymi dla rejonów 

jednoniciowych nukleazami, wobec zdecydowanie słabszych cięć lub ich braku dla TAR-2 wt, 

wspiera istnienie wydłużonych konformerów TAR-2, gdzie rejon U69-G72, odpowiadający 

pętli apikalnej drugiej spinki (formy B TAR-2) jest sparowany. Ponadto, dla izolowanej spinki 

II, ale nie dla 123-meru TAR-2 wt, obserwowano silne cięcia indukowane przez wolne rodniki 
w pozycjach G70 i G71 (rys. V.11).
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Rysunek V.11. Analiza struktury drugorzędowej transkryptów o sekwencji izolowanych spinek 
I (35-mer) i II (32-mer) rozgałęzionej formy TAR-2 RNA wt metodą ograniczonego trawienia 
enzymami - S1, Tl, A i V1 oraz cięcia indukowanego przez wolne rodniki (spinka li). Obok żeli 
przedstawiono struktury drugorzędowe spinek I i II ze wskazaniem miejsc cięć oraz ich 
intensywności. Linia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat formamidowy; linia T - trawienie 
rybonukleazą Tl w warunkach semidenaturujących. Wszystkie reakcje przeprowadzono w buforze 
zawierającym 5 mM MgCb.
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Najsilniejsze cięcie nukleazą S1 i rybonukleazą A w całej cząsteczce TAR-2 wt 

przypada na resztę nukleotydową U55 (rys. V.8. i V.10). Wynik ten jest bardzo zaskakujący 

w świetle rozgałęzionej, trójspinkowej struktury TAR-2, gdyż reszta U55 jest tu 

sparowana i umiejscowiona w dolnej części trzonu spinki II. Wskazuje on raczej 

na posadowienie tej reszty w rejonie niesparowanym, jak to ma miejsce w obu 

wydłużonych konformerach TAR-2, gdzie reszta U55 znajduje się w pętli apikalnej 

głównej spinki. Chociaż silne cięcia w rejonie U55 - G57 były obserwowane już wcześniej 

przez innych badaczy (87;131), to fakt ten był pomijany przy ustalaniu struktury 

TAR-2, a ich obecność tłumaczono wyłącznie oddziaływaniami trzeciorzędowymi, 

zapobiegającymi formowaniu stabilnych par zasad (87). Analiza cięć reszty U55 

u mutantów TAR-2 wskazuje, że oba wyjaśnienia powinny być brane pod uwagę, jednak 

niesparowanie reszty U55, charakterystyczne tylko dla wydłużonej formy TAR-2, wydaje się 

być główną przyczyną wysokiej intensywności tego cięcia. U mutanta TAR-2 A21 
analogicznie jak w przypadku TAR-2 wt cięcie U55 jest najsilniejszym cięciem 

indukowanym przez nukleazę S1 i rybonukleazę A w całym transkrypcje. 

Ponadto, zarówno dla TAR-2 wt jak i TAR-2 A21 intensywność cięcia reszty U55 

rybonukleazą A wzrastała ze stężeniem MgCl2, co można powiązać z zależną od stężenia 
jonów magnezu przewagą formy wydłużonej TAR-2 nad formą rozgałęzioną. 
Dla transkryptów mutantów reprezentujących rozgałęzioną formę TAR-2 (TAR-2 B4 

i TAR-2 AC23) także obserwowano cięcie reszty U55 rybonukleazą A, należy jednak 

podkreślić jest ono zdecydowanie słabsze niż w przypadku TAR-2 wt i TAR-2 A21 oraz 

niezależne od stężenia jonów magnezu w buforze (rys. V.8).

Dla rozgałęzionego modelu TAR-2 charakterystyczne są dwu nukleotydowe 

wybrzuszenia U27U28 oraz U62A63, umiejscowione podobnie w strukturze spinek I i II, 

odpowiednio (87). Przy braku jonów magnezu reszty U27 i U28 TAR-2 wt podlegały 

silnemu cięciu rybonukleazą A (rys. V.8 i V.12). Wzrost stężenia MgCIg jedynie do 1 mM 

powodował silne osłabienie tych cięć; co ciekawe, zależny od magnezu efekt osłabienia 

cięć reszt U27 i U28 nie był obserwowany dla izolowanej spinki I. Natomiast, analogiczny 
jak dla TAR-2 wt, efekt osłabienia silnych cięć reszt U27 i U28 przez jony Mg^"^, 

obsenwowano dla reprezentującego wydłużoną formę TAR-2 zmutowanego transkryptu 

TAR-2 A21. Dla mutantów TAR-2 ustabilizowanych w formie rozgałęzionej (TAR-2 AC23 

i TAR-2 B4) rybonukleazą A generowała jedynie słabe cięcia reszt U27 i U28. 

Reszty nukleotydowe U62 i A63 tworzące drugie wybrzuszenie w rozgałęzionym modelu 

TAR-2, podlegały dla transkryptu TAR-2 wt jedynie słabemu cięciu enzymami, niezależnie 

od stężenia jonów magnezu w buforze. Podobny wynik zaobserwowano dla mutanta 

TAR-2 A21. Dla kontrastu, w przypadku mutantów reprezentujących rozgałęzioną formę
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TAR-2 reszta U62 podlegała bardzo silnemu cięciu enzymatycznemu. Obecność MgCl2 

nie powodowała inhibicji intensywności tego cięcia. Powyższa analiza wskazuje, że wzór 

cięć rejonów U27U28 i U62A63 transkryptu TAR-2 wt jest zgodny z wzorem typowym 

dla formy wydłużonej (TAR-2 A21), ale znacząco różni się od wzoru obserwowanego dla 

formy rozgałęzionej (TAR-2 AC23 i TAR-2 B4). W wydłużonych konformerach TAR-2 reszty 

U27U28 są umiejscowione w wewnętrznej pętli, natomiast reszta U62 jest pojedynczym 
wybrzuszonym nukleotydem.

Dwunukleotydowe wybrzuszenia izolowanych spinek I (U27U28) i II (U62A63), 

inaczej niż w pełnej długości cząsteczce TAR-2 wt podlegały porównywalnie intensywnym 

cięciom enzymatycznym (rys. V.11). Pomimo, że wybrzuszenia izolowanych spinek nie były 

szczególnie silnie rozpoznawane przez rybonukleazę A, to podlegały silnemu cięciu 

nukleaząSf, czego nie obserwowano dla analogicznych rejonów 123-meru TAR-2 wt. 

Dodatkowo, bardzo silnemu cięciu podlegała sąsiadująca bezpośrednio z wybrzuszeniem 
reszta G29 izolowanej spinki I.

Dla TAR-2 wt oraz izolowanej spinki I silnemu cięciu rybonukleazą A podlegała 
również reszta C23 (rys. V.10 i V.11). W rozgałęzionej strukturze TAR-2 reszta ta stanowi 

jednonukleotydowe wybrzuszenie, a więc intensywne cięcie w pozycji C23 mogłoby stanowić 
silny argument wspierający formę rozgałęzioną. Jednak obecność silnego cięcia w pozycji 
C23 dla zmutowanego transkryptu TAR-2 A21, gdzie reszta ta jest sparowana 
i umiejscowiona wewnątrz rejonu dwuniciowego osłabia siłę tego argumentu (rys. V.10).

Trawienia specyficzną względem rejonów dwuniciowych rybonukleazą V1 również 

występowały w tych samych pozycjach dla TAR-2 wt i TAR-2 A21. Najsilniejszym cięciom 

podlegały reszty U7, G21 (A21 dla mutanta A21) oraz G25, które w obu proponowanych 

globalnych formach TAR-2 przewidywane są jako sparowane (rys. V.10.).

W związku z zaobserwowanym faktem, że równowaga pomiędzy formą rozgałęzioną 

i wydłużoną TAR-2 zależy od jonów magnezu, poszukiwano takich cięć, których obecność 

lub intensywność zależałaby od stężenia MgCb. Okazało się, że jedynie w przypadku 

stosowana rybonukleazy A udało się takie cięcia wskazać - opisane powyżej cięcia reszt 

U27, U28 i U55 TAR-2 wt. Wzrastające stężenie MgCb (od 0 do 10 mM, ze wzrostem co 

wartość 1 mM) powodowało specyficzne osłabienie niektórych cięć, wzmocnienie innych lub 

też wcale nie miało wpływu na cześć z nich (rys. V.12). W przypadku innych enzymów (SI, 

Tl) obserwowano wzmocnienie intensywności wszystkich cięć w cząsteczce RNA, 

co najprawdopodobniej bardziej związane jest z wpływem jonów magnezu na aktywności 

samego enzymu niż z zależną od jonów magnezu równowagą pomiędzy formą rozgałęzioną 

i wydłużoną TAR-2 RNA.
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Rysunek V. 12. Wyniki ograniczonego trawienia enzymatycznego transkryptu o sekwencji TAR-2 wt 
w buforach zawierających różne stężenia MgCl2, wobec stałego stężenia odpowiedniego enzymu 
(SI, Tl, A). Unia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat formamidowy; linia T - trawienie 
rybonukleazą Tl w warunkach semidenaturujących.

Podsumowując otrzymane wyniki analizy enzymatycznej należy podkreślić, 

że wzór większości cięć 123-meru TAR-2 wt nie wyklucza żadnej z proponowanych 
form TAR-2 i można go przypisać zarówno do formy rozgałęzionej jak i wydłużonej. 
Ponadto wzór cięć otrzymany dla TAR-2 wt jest bardziej zgodny z wzorem otrzymanym 

dla mutanta reprezentującego formę wydłużoną (TAR-2 A21) niż dla mutantów 

reprezentujących formę rozgałęzioną (TAR-2 B4 i TAR-2 AC23). Interesujące spostrzeżenia 

wniosła również analiza porównawcza wyników otrzymanych dla izolowanych spinek 

I oraz II i pełnej długości TAR-2 wt. W przypadku izolowanej spinki I, poza brakiem cięcia 

reszt G40 i G41 nie widać bardzo istotnych różnic w porównaniu z TAR-2 wt. 

Wynika to z faktu, że niezależnie od tego, jaką strukturę przyjmuje 123-mer TAR-2 

rejony odpowiadające wybrzuszeniu i pętli apikalnej izolowanej spinki I mogą pozostać 

niesparowane. Inaczej sytuacja przedstawia się w przypadku spinki II, tak duża różnica 

w obrazie cięć pomiędzy izolowaną spinką II i TAR-2 wt wskazuje wyraźnie, 

że rejon -i-54 - 85 TAR-2 wcale nie musi przyjmować struktury spinki z sześcionukleotydową 

pętląapikalnąi dwunukleotydowym wybrzuszeniem.
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1.5.2. Modyfikacja chemiczna TAR-2 RNA - DEPC
Wykorzystanie DEPC (dietylopirowęglanu) do analizy struktury RNA pozwala wskazać 
niesparowane reszty A w strukturze badanej cząsteczki (240). Jednak brak cięcia danej 

reszty adenozyny, nie zawsze wynika z tworzenia przez nią pary zasad, lecz może 

być rezultatem zaangażowania danej, niesparowanej reszty w specyficzne oddziaływania 

warstwowe (240;241).

Dla transkryptu TAR-2 wt najsilniejszej modyfikacji DEPC podlegały reszty A39, A56 

i A63 (rys. V.13). W rozgałęzionym modelu TAR-2 reszta A39 usytuowana jest 

w pętli apikalnej pierwszej spinki. Równie dobrze, cięcie to można wyjaśnić w oparciu 

o konformer E2 formy wydłużonej, gdyż A39 jest pierwszą resztą pięcionukleotydowego 

wybrzuszenia głównej spinki. Jednak w przypadku transkryptu TAR-2 A21 reszta A39 

podlegała wyraźnie słabszej modyfikacji, co może wynikać z jej sparowania i zaangażowania 

w oddziaływania warstwowe w drugim wydłużonym konformerze - E1. Rozpoznawana silnie 

w TAR-2 wt reszta A56, jest najintensywniej modyfikowaną resztą A w cząsteczce 

TAR-2 A21. W wydłużonych konformerach TAR-2 reszta ta, podobnie jak bardzo silnie cięta 

enzymami U55, umiejscowiona jest w pętli apikalnej głównej spinki. W rozgałęzionym 
modelu reszta A56 posadowiona jest w rejonie dwuniciowym i jako taka raczej nie powinna 

podlegać tak silnej modyfikacji. Zatem można powiedzieć, że modyfikacja w pozycji A56 
silnie wspiera formę wydłużoną formę TAR-2. Jednocześnie bardzo intensywna modyfikacja 
w pozycji A63 transkryptu TAR-2 wt jest silnym argumentem dla formy rozgałęzionej, 

gdzie reszta ta razem z U62 tworzy dwunukleotydowe wybrzuszenie drugiej spinki. 
Modyfikacja A63 w transkrypcie TAR-2 A21 jest bardzo słaba, gdyż w obu konformerach 

wydłużonej formy TAR-2 reszta ta jest sparowana. Obserwowany pomimo tego pewien niski 
poziom modyfikacji A63 może wynikać z jej bezpośredniego umiejscowienia za wybrzuszoną 

resztą U62. Charakterystyczne zarówno dla TAR-2 wt jak i TAR-2 A21 są modyfikacje 

reszt A50 i A53. Reszta A53 jest niesparowana w obu formach TAR-2. Natomiast reszta A50 

w rozgałęzionej formie TAR-2 znajduje się wewnątrz rejonu helikalnego, a w konformerach 

E1 i E2 jest ona niesparowana.

Dostępne, nieliczne dane literaturowe (18) dotyczące analizy struktury TAR-2 wt 

z wykorzystaniem DEPC wskazują, że podobnie jak w przypadku naszych eksperymentów 

silnej modyfikacji podlegała reszta U39. Na podobnym poziomie rozpoznawana była 

również reszta A53. Jednak bardzo silnie modyfikowana w naszych analizach, reszta A62, 

ulegała jedynie słabej modyfikacji. Co ciekawe, wcale nie obserwowano modyfikacji 

w pozycji A56. Najprawdopodobniej opisane różnice wynikają z faktu, że wcześniejsze 

reakcje modyfikacji RNA z użyciem DEPC przeprowadzono w buforze, który nie zawierał 

jonów magnezu.
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Rysunek V. 13. Analiza struktury drugorzędowej transkryptów o sekwencji TAR-2 wt oraz 
TAR-2 A21 przy wykorzystaniu DEPC. Dolna część rysunku przedstawia struktury drugorzędowe 
TAR-2 wt oraz TAR-2 A21 ze wskazaniem miejsc cięć oraz ich intensywności. Linia C - reakcja 
kontrolna; linia L-hydrolizat formamidowy; linia T-trawienie rybonukleazą Tl w warunkach 
semidenaturujących. Reakcje prowadzono w buforze zawierającym 5 mM MgCb. Czas trwania 
reakcji został podany nad odpowiednimi liniami. Dla przejrzystości schematu pokazano tylko górną 
część struktury konformeru E2 i E2 A21.
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Przedstawiane w poprzednim rozdziale wyniki analiz enzymatycznych TAR-2 wt 

i TAR-2 A21 mogłyby mylnie sugerować, że własności strukturalne tych dwóch cząsteczek 

RNA są praktycznie takie same. Warto zatem podkreślić jest fakt, że reakcje modyfikacji 

RNA z użyciem DEPC, w przeciwieństwie do analizy enzymatycznej, pozwoliły 

na rozróżnienie transkryptów TAR-2 wt i TAR-2 A21. Pomimo różnic, wszystkie modyfikacje 

DEPC obserwowane dla transkryptu mutanta reprezentującego wyłącznie wydłużoną formę 

TAR-2, były obserwowane dla TAR-2 wt. Wynik ten wydaje się być najzupełniej prawidłowy 

gdyż TAR-2 wt jest mieszaniną formy wydłużonej i rozgałęzionej. Analogicznie, pewne silne 

cięcia (np. A63) były typowe tylko dla TAR-2 wt, a ich intensywność dla TAR-2 A21 była 

znacząco mniejsza.

1.5.3. Mapowanie struktury TAR-2 RNA metodą cięć indukowanych jonami
Indukowane jonami metali cięcia hydrolityczne są bardzo czułą metodą mapowania struktury 

RNA oraz poszukiwania miejsc wiązania jonów metali w cząsteczkach RNA (242-244). 

Jony Pb^"^ indukują cięcia wiązań fosfodiestrowych przede wszystkim w rejonach 

jednoniciowych RNA, takich jak pętle czy wybrzuszenia, lecz także w rejonach dwuniciowych 

o zaburzonej strukturze (242-244).

W pełnej długości transkrypcie TAR-2 wt rejony odpowiadające dwunukleotydowym 
wybrzuszeniom (U27U28 oraz U62A63) spinek I i II rozgałęzionej formy TAR-2, 
rozpoznawane były przez jony Pb^^ w zupełnie inny sposób (rys. V.14). Rejon odpowiadający 
pierwszemu wybrzuszeniu stanowił miejsce najsilniejszego działania jonów Pb^"^ w całej 

badanej cząsteczce i wydajne cięcie reszt U27 i U28 zachodziło już przy zaledwie 0,25 mM 

stężeniu Pb(OAc)2- Chociaż obie reszty pierwszego wybrzuszenia cięte są bardzo silnie, 

to szczególnie intensywne cięcie przypada w pozycji U27. Odmiennie, rejon drugiego 
wybrzuszenia podlegał jedynie bardzo słabemu cięciu jonami Pb^"", niezależnie 

od ich stężenia w reakcji i tylko w pozycji U62. Taki wzór cięć odpowiada znacznie lepiej 

formie wydłużonej TAR-2, gdzie reszty U27 i U28 ulokowane są w wewnętrznej pętli, 

reszta U62 stanowi pojedynczy wybrzuszony nukleotyd, a reszta A63 jest sparowana. 
Powyższe wyjaśnienie potwierdza wzór cięć indukowanych przez jony Pb^"^ otrzymany 

dla reprezentującego wyłącznie wydłużoną formę TAR-2, transkryptu TAR-2 A21 (rys. V.14). 

Dla TAR-2 Al intensywność cięcia reszty U62 jest, tak jak w cząsteczce TAR-2 wt, 

dużo słabsza niż U27. Chociaż intensywność cięcia w pozycji U27 transkryptu TAR-2 A21 

nie jest aż tak wysoka, jak obserwowana dla TAR-2 wt, to należy zaznaczyć, 

że tak jak w przypadku TAR-2 vA jest to miejsce najsilniejszego cięcia indukowanego 

w obecności jonów Pb^"" w całej cząsteczce analizowanego transkryptu.

/2





V. OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ WŁASNYCH

C _

TAR-2 wt

Pb"
L T

TAR-2 A21

Pb"

U62
U62

U55 *■ • 
i US5

U42-)
A39

S A i
- i M

U42^
A39

U35 “ ‘ i “
U35

U28
U27

«

U2S
U27-

C23 A
C23

L T

& ai

-

VC Uy
A A 
C-G 
G-C 

A A 
C

vc U/

u

G

G

C­
C­

c­
G-

U

u
G

10 G

TAR-2 wt TAR-2 A21 G
50 A 

C 
C­

U 
C

U
__ ^C

- U

•G-C 
G-C 
G-U 

■ -G 
C -G

E2

fpb"

u/ /”
A-“.C 

1 G P

C G .G GU

C G ^,C 

G
U

100

' f

G G 
G-C A 

U 
C
U 90
c.

U
/

80

CCAGCACUUG
■........................ GqGGUCGUGGqC 

C
110

E1

3 CCAGCACUUG 

^.qGGUCGUGGqC 
G-C 
U-A 
C-G 
U-A

c B
G-C
C-G 120 
U-G 
G-C 
G-C

G-C 
A - U 
C-G 
G-C 
A- U 
U A 
C-G 

G A 
G-C 
A - U 
G-C 
A - U 
G-C*

vC uy
A A 
C-G 
G-C

$0 A A 
C-G 
C-G

U
u-A"^ 
C-G 

V U-A
Xc-G

41^-^-C 
^^A U

40 G 
^*G-C

• G 70 
C-G

^ -G
C G

U
C-G
G- U 

\ A- U

E2 A21

CCAGCACU^JG
............................ G

qGGUCGUGGqC
c

El A21

Rysunek V.14. Analiza struktury drugorzędowej transkryptów o sekwencji TAR-2 wt oraz 
TAR-2 A21 metodą cięć indukowanych w obecności jonów (0,25; 0,5; 1 i 2 mM Pb(OAc)2). 
Dolna część rysunku przedstawia struktury drugorzędowe TAR-2 wt oraz TAR-2 A21 ze 
wskazaniem miejsc cięć oraz ich intensywności. Linia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat 
formamidowy; linia T-trawienie rybonukleazą T1 w warunkach semidenaturujących. Dla 
przejrzystości schematu pokazano tylko górną (inną od El) część struktury konformeru E2 i 
E2 A21.
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W przypadku oligorybonukleotydów o sekwencji izolowanych spinek I i II 

rozgałęzionej formy TAR-2, intensywne cięcia indukowane w obecności jonów Pb^^ 

obserwowano w rejonach wybrzuszeń obu spinek (rys. V.15). W izolowanej spince I 

(35-mer), tak jak w pełnej długości TAR-2 wt, reszta U27 podlegała bardzo silnemu cięciu 

już przy niskim, zaledwie 0,25 mM stężeniu Pb(OAc)2. Natomiast reszta U28 oraz reszty 

od 3' strony wybrzuszenia były cięte dużo słabiej niż w pełnej długości transkrypcie 

TAR-2 wt. W przeciwieństwie do 123-meru TAR-2 wt, w izolowanej spince II (32-mer) 

przy wyższych stężeniach Pb(OAc)2, obserwowano bardzo intensywne cięcie w rejonie 

wybrzuszenia i co istotne, cięciu podlegała nie tylko reszta U62, ale także A63.
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Rysunek V.15. Analiza struktury drugorzędowej transkryptów o sekwencji izolowanej spinki I 
(35-mer) i II (32-mer) rozgałęzionej formy TAR-2 metodą cięć indukowanych w obecności jonów 
Pb^*(0,25; 0,5; 1 i 2 mM Pb(OAc)2). Po prawej stronie każdego żelu przedstawiono struktury 
drugorzędowe odpowiedniej izolowanej spinki ze wskazaniem miejsc cięć oraz ich intensywności.
Linia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat formamidowy; linia T - trawienie rybonukleazą T1 w 
warunkach semidenaturujących.

Występowanie wydłużonej formy TAR-2 nie jest jedynym wyjaśnieniem dużej różnicy 

w intensywności cięć indukowanych w obecności jonów Pb^"" w rejonach U27U28 i U62A63 

transkryptu TAR-2 wt. W przypadku mutantów TAR-2 ustabilizowanych w formie 

rozgałęzionej, dwunukleotydowe wybrzuszenie U62A63 także podlega tylko słabemu cięciu 

jonami Pb^^ (rys. V.16). Wynik uzyskany dla izolowanej spinki II wskazuje, że konformacja 

wybrzuszenia U62A63 pozwala na jego silne cięcie jonami Pb^"". Trzeba jednak pamiętać, 

że jest to struktura izolowana, tym samym pozbawiona kontekstu strukturalnego 

wnoszonego przez pozostałe rejony domeny TAR-2. Zatem, bardzo słabe cięcie 

wybrzuszenia U62A63 w pełnej długości transkrypcie TAR-2 wt oraz mutantach TAR-2 AC23 

i TAR-2 B4 może wynikać z oddziaływań trzeciorzędowych, które tak zmieniają konformację 

wybrzuszenia U62A63, że przestaje być ono dostępne dla jonów Pb^*.
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V. Omówienie wyników badań własnych

Analiza struktury rejonu U62A63 transkryptów reprezentujących rozgałęzioną formę 

TAR-2, przeprowadzona z wykorzystaniem jonów Pb^"', nie jest zgodna z wynikami 

otrzymanymi z eksperymentów trawień enzymatycznych. Wskazywały one bowiem 

jednoznacznie, że w transkryptach TAR-2 AC23 i TAR-2 B4 reszta U62 podlega znacznie 

silniejszemu cięciu enzymatycznemu niż w TAR-2 wt (rys. V.8.). Te dwie metody badawcze 

dają jednak porównywalny wynik analizy struktury rejonu U27U28 i obie wskazują, 

że w transkryptach mutantów reprezentujących rozgałęzioną formę TAR-2, rejon U27U28 

(wybrzuszenie pierwszej spinki) podlega słabszemu cięciu niż w przypadku TAR-2 wt. 

Zgodność nie jest jednak całkowita. Analiza enzymatyczna wskazywała, że reszty U27U28 

są cięte porównywalnie słabo w obu transkryptach reprezentujących rozgałęzioną formę 

TAR-2. Analiza cięć indukowanych w obecności jonów Pb^"^ wskazuje natomiast, że dla 

TAR-2 AC23 osłabienie cięć w stosunku do TAR-2 wt jest niewielkie, natomiast w przypadku 

TAR-2 B4 jony Pb^"^ nie indukują cięcia w rejonie U27U28. Prawdopodobnie różnice 

obserwowane przy użyciu tych dwóch metod są spowodowane faktem, że jony Pb^"" 

są bardziej wrażliwe na lokalne zmiany struktury niż enzymy. Uzyskane wyniki sugerują 
również, że zmiany sekwencyjne wprowadzone w zmutowanym transkrypcie TAR-2 B4 mają 
znaczny, w tej chwili bliżej nieokreślony wpływ na strukturę pierwszej spinki.

U62

TAR-2 AC23 

Pb** -CLI

•I

TAR-2 B4 

I Pb** _ C L T

U62-t» ••

G36

U28
U27

G3&I

U28-t- 
U27- •

C23-*

Rysunek V.16. Analiza struktury drugorzędowej 
transkryptów TAR-2 AC23 i TAR-2 B4 metodą cięć 
indukowanych w obecności jonów Pb^'*(0,25; 0,5; 1 
i 2 mM Pb(OAc)2). Linia C - reakcja kontrolna; 
linia L - hydrolizat formamidowy; linia T - trawienie 
rybonukleazą Tl w warunkach semidenaturujących.

W cząsteczce TAR-2 wt rejony odpowiadające trzem pętlom apikalnym 

rozgałęzionego modelu TAR-2 podlegały tylko słabemu cięciu jonami Pb^^ (rys. V.14) 

Szczegółowa analiza wyników z kilku niezależnych eksperymentów wskazuje jednak, że 
rejon odpowiadający pierwszej pętli (+34 - 39) był lepiej rozpoznawany przez jony Pb^"^ niż 

rejon pętli drugiej (+68 - 72). Natomiast w transkryptach reprezentujących rozgałęzioną 

formę TAR-2 nie obserwowano różnicy w intensywności cięć pomiędzy rejonami obu tych
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pętli. Typowa dla TAR-2 wt różnica intensywności cięć indukowanych jonami w rejonach 

+34 - 39 i +68 - 72 zgodna jest z przedstawionymi wcześniej wynikami analizy 

enzymatycznej. Prawdopodobnie wynika ona z faktu, że w wydłużonych konformerach TAR- 

2 reszty +34-39 mogą formować wybrzuszenia lub bezpośrednio z nimi sąsiadować. 

Natomiast rejon +68-72 w wydłużonej formie TAR-2 jest sparowany, niezależnie od tego 

czy analizujemy konformer E1 czy E2. Wyjaśnienie to znajduje wsparcie w obserwacjach 
innych badaczy, które wskazują że jony Pb^"^ indukują silniejsze cięcia cząsteczek RNA w 

rejonach wybrzuszeń niż w pętlach apikalnych (127;243).

Efekt bardzo słabych cięć w pętlach apikalnych obserwowano również dla 
izolowanych spinek I i II (rys. V.15). Ponadto jony Pb^^ rozpoznawały pętlę apikalną 

izolowanej spinki I słabiej niż odpowiadający jej rejon w pełnej długości transkrypcie 

TAR-2 wt; poza bardzo słabymi cięciami reszt C34 i U35, pozostałe reszty pętli nie były 

wcale cięte. Rejon pętli apikalnej izolowanej spinki II, podobnie jak w TAR-2 wt nie podlegał 
cieciu jonami Pb^^, wyjątek stanowi bardzo silne cięcie reszty U69. Cięcie to było typowe 

tylko dla izolowanej spinki II i nie było obserwowane dla TAR-2 wt, co może być związane 

z sparowaniem tej reszty w wydłużonej formie TAR-2.

Można by oczekiwać, że wybrzuszenia występujące w wydłużonych konformerach, 
w szczególności złożone z pięciu reszt wybrzuszenie konformeru E2, powinny podlegać 
silniejszym cięciom niż obserwowane dla TAR-2 wt. Jednak analiza cięć indukowanych 
jonami Pb^* w transkrypcie TAR-2 A21 wykazała, że podobnie jak w cząsteczce naturalnej, 

większość reszt tworzących wybrzuszenia podlega jedynie słabemu cięciu (rys.V.14), 
najprawdopodobniej dlatego, że są to reszty G. Podobnie jak dla transkryptu TAR-2 wt, 

dla TAR-2 A21 silniejsze cięcia obserwowano jedynie dla reszt A39, U42 i U43, 

stanowiących skrajne reszty pięcionukleotydowego wybrzuszenia konformeru E2. Reszta 

A39 może być niesparowana w obu formach TAR-2, natomiast reszty U42 i U43 

w rozgałęzionej formie TAR-2 znajdują się w rejonie helikalnym. Pomimo tego indukowane 

jonami Pb^"^ cięcie reszt U42 i U43 obserwowano również dla izolowanej spinki I.

Reszta U55, silnie cięta enzymami specyficznymi dla rejonów jednoniciowych, 
podlegała jedynie słabemu cięciu jonami Pb^^ w transkrypcie TAR-2 wt i TAR-2 A21 

(rys. V.14). Obserwacja ta wspiera umiejscowienie reszty U55 w pętli apikalnej głównej 

spinki wydłużonej formy TAR-2, gdyż jest to mała czteronukleotydowa pętla i jak wiadomo 

takie pętle mają często uporządkowaną strukturę, przez co są słabo rozpoznawane przez 

jony metali (243). Gdyby cięcie enzymatyczne U55 wynikało jedynie z silnego zaburzenia 

struktury rejonu helikalnego rozgałęzionej formy TAR-2 (87), to taki rejon powinien podlegać 
silniejszym cięciom indukowanym przez jony Pb^"^.

V. OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ WŁASNYCH
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1.6. ANALIZA ODDZIAŁYWAŃIA TAR-2 RNA Z JONAMI METALI
Oddziaływania RNA z jedno- i dwuwailościowymi jonami metali odgrywają ważną funkcję 

w zwijaniu i stabilizacji polianionowej struktury RNA oraz w regulacji oddziaływań 

makrocząsteczkowych w komórce (87;245-247). Aczkolwiek brakuje szczegółowych danych 

strukturalnych, dotyczących oddziaływań określonych domen rejonu liderowego RNA wirusa 

HIV-2 z jonami metali, to udowodniono, że jony Mg^^ odgrywają istotną rolę w globalnej 

rearanżacji strukturalnej liderowego RNA wirusa, z utworzeniem konformeru BMH, 

odpowiedzialnego za dimeryzację genomu (86;89). Jak wykazano w poprzednich rozdziałach 

jony Mg^"^ są także kluczowe dla stanu równowagi pomiędzy globalnymi formami TAR-2 wt. 

Może ona wynikać zarówno ze specyficznego wiązania jonów metali w strukturze TAR-2 
RNA, jak i z niespecyficznych oddziaływań z jonami Mg^^ obecnymi w roztworze.

Jak dotychczas brak jest danych dotyczących wiązania jonów metali w strukturze 

domeny TAR-2 RNA. Dostępne są jednak pewne informacje na temat oddziaływania 

TAR RNA HIV-1 z jonami metali, pochodzące z badań krystalograficznych modelowego 

dupleksu, obejmującego rejon wybrzuszenia TAR, ale pozbawionego pętli apikalnej. 
Wskazują one, że w krysztale konformacja wybrzuszenia spinki TAR-1 jest stabilizowana 

przez trzy jony Ca^^ (248). Ponieważ techniki krystalizacji RNA wymagają stosowania 

znacznie większego od fizjologicznego stężenia soli, co może zmieniać warunki wiązania 
kationów, pełna charakterystyka miejsc specyficznego wiązania jonów metali wymaga 
uzupełnienia metod krystalograficznych o techniki służące do analizy oddziaływań 

RNA/jony metali w roztworze, jako w warunkach bardziej zbliżonych do naturalnych. 

Dane pochodzące z naszej Pracowni dotyczące oddziaływań spinki TAR-1 z jonami metali 

w roztworze wskazują że rejon trójnukleotydowego wybrzuszenia UCU jest miejscem 
wiązania jonów Mg^^, Ca^"" oraz Co(NH3)e^ (127).

Wysokie podobieństwo spinki I rozgałęzionej formy TAR-2 do TAR-1 może 

sugerować, że rejon wybrzuszenia tej spinki może także stanowić potencjalne miejsce 

wiązania jonów metali. Dlatego w ramach niniejszej pracy postanowiłam sprawdzić czy rejon 

odpowiadający wybrzuszeniu I spinki (reszty U27U28) TAR-2 stanowi miejsce wiązania 
jonów metali, w szczególności jonów Mg^"^. W tym celu zastosowałam metodę cięć 

indukowanych jonami Mg^"^ oraz eksperymenty inhibicji kompetycyjnej cięć indukowanych 

jonami Pb^* przez jony Mg^*. W związku ze znacznie wyższą wartością pKa hydratów jonów 

magnezowych (242) warunki, w których prowadzono reakcję hydrolizy RNA indukowanej 
jonami Mg^"^ odbiegały od tych, w których prowadzono cięcie jonami Pb^* - 37°C, pH 8,5 

oraz znacznie dłuższy czas reakcji (15 godzin). Eksperymenty inhibicji kompetycyjnej 

opierają się na współzawodnictwie pomiędzy różnymi jonami, ale wiążącymi się do tego 

samego miejsca w strukturze RNA, których wiązanie wzajemnie się wyklucza.

V. OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ WŁASNYCH
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V Omówienie wyników badań własnych

Reakcja prowadzona jest w warunkach, w których tylko jeden z jonów (tu jon może 

indukować cięcia w strukturze RNA. Metodę tą stosowano już wcześniej (249;250), również 
w naszej Pracowni do analizy wiązania jonów metali do spinki TAR-1 RNA (127).

TAR-2 wt
Pb**
Mgci. j,

<tttiitfftifi

TAR-2 A21
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MgCI,

Spinka I
Pb**

M^CI. „

U27 jiiiiiiii U27 ■ * *•
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TAR-2 wt TAR-2 A21 Spinka I

Rysunek V.17. Porównanie wpływu MgCIa (0, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 mM) na cięcie indukowane 
jonami Pb^* w pozycji U27 transkryptów o sekwencji TAR-2 wt, TAR-2 A21 oraz izolowanej spinki I.
Wykres przedstawia ilościową analizę uzyskanych danych eksperymentalnych.

Indukowane jonami Mg^"^ cięcia w pozycjach U27 i U28 były obserwowane 

zarówno dla transkryptu TAR-2 wt jak i TAR-2 A21 (rys. V.18). Jednakże w przypadku 

TAR-2 A21 były one szczególnie intensywne, wskazując na możliwość wiązania jonów Mg^"" 

w rejonie wewnętrznej pętli, obejmującej reszty U27 i U28, struktury wydłużonej TAR-2. 

Zostało to potwierdzone silną inhibicją przez jony Mg^"", cięcia indukowanego jonami Pb^"^ 

w pozycji U27 TAR-2 A21; przy czym inhibicję tą powodowało już bardzo niskie, 

zaledwie 1 mM stężenie MgCIa (rys. V.17). Dla TAR-2 wt obserwowano jedynie słabą 

inhibicję cięcia reszty U27 i to dopiero przy wysokich stężeniach MgCIa- Natomiast 

w przypadku izolowanej spinki I nie obserwowano najmniejszej nawet inhibicji, a wręcz 

odwrotnie, wyraźne wzmocnienie intensywności cięcia reszty U27, utrzymujące się nawet 

przy wysokich stężeniach MgCIg. Zakładając, że TAR-2 istnieje w dwóch alternatywnych 

formach globalnych, a konformację reszty U27 w jednej z nich odzwierciedla izolowana

78





spinka I, w drugiej natomiast mutant TAR-2 A21, wynik eksperymentu inhibicji kompetycyjnej 

otrzymany dla transkryptu o sekwencji TAR-2 wt nie stanowi większego zaskoczenia.

Dla transkryptu TAR-2 wt wzór cięć indukowanych przez jony Mg^"^, poza słabszym 

cięciem rejonu U27U28, jest w zasadzie podobny do wzoru otrzymanego dla TAR-2 A21 

(rys.V.18). Pewne, niezbyt jednak intensywne, cięcia obserwowane są w pozycjach C23, 

U35, U55 oraz U62. Nie są one jednak na tyle silne, aby wskazać którąś z wymienionych 

reszt jako miejsce specyficznego wiązania jonów Mg^"^ w strukturze naturalnie 

występującego TAR-2 RNA.

W obu powyższych transkryptach inkubacja przez 15 godzin w temperaturze 37°C 

i podwyższonym pH prowadzi do generowania niespecyficznych cięć, widocznych 

w reakcjach kontrolnych. Cięcia te przypadają w tych samych pozycjach dla obu 

analizowanych cząsteczek RNA. Jednak w transkrypcie TAR-2 A21 cięcia w rejonie U27U28 

i dla reszty nukleotydowej U55 są zdecydowanie bardziej intensywne niż w przypadku 

TAR-2 wt. Fakt ten przekłada się na występowanie silniejszych cięć tych reszt w obecności 

jonów Mg^^. Szczególnym zaskoczeniem jest silne niespecyficzne cięcie reszty U55, 

umiejscowionej w analizowanym mutancie w małej czteronukleotydowej pętli apikalnej. 

Co ciekawe, w transkrypcie TAR-2 wt, gdzie reszta ta może być ulokowana w pętli apikalnej 

(El i E2) lub, jak sugerowano wcześniej, w rejonie dwuniciowym o silnie zaburzonej 
strukturze (87), obserwowane niespecyficzne cięcie U55 jest wyraźnie słabsze.

Obserwowane dla TAR-2 wt słabe, ale jednak obecne, cięcia jonami Mg^^ reszt 

U27U28 i pewien poziom inhibicji cięcia reszty U27 jonami Pb^^, wobec rosnącego stężenia 

MgCb wskazują że rejon U27U28 może stanowić tylko słabe miejsce wiązania jonów Mg^"^ 

w strukturze TAR-2 wt. Jak wynika z analizy izolowanej spinki I, charakterystyczne 

dla rozgałęzionej struktury TAR-2 dwunukleotydowe wybrzuszenie U27U28, nie stanowi 

miejsca wiązania jonów Mg^"^, zatem ta uznawana powszechnie za najbardziej podobną 
do TAR-1 struktura ma inne powinowactwo do jonów Mg^^ niż TAR-1. Wyniki otrzymane 

dla mutanta TAR-2 A21 wskazują że proponowane słabe wiązanie jonów Mg^^ w rejonie 

U27U28 TAR-2 wt związane jest raczej z tworzeniem wydłużonej formy TAR-2, gdzie reszty 

te nie formują dwunukleotydowego wybrzuszenia, ale umiejscowione są w wewnętrznej pętli 
głównej spinki i to zarówno w konformerze El jak i E2. Słabe wiązanie jonów Mg^"^ w rejonie 

U27U28 TAR-2 wt wskazuje, że zależny od stężenia tych jonów stan równowagi pomiędzy 
rozgałęzioną i wydłużoną formą TAR-2, może wynikać z wiązania jonów Mg^"^ w zupełnie 

innych miejscach domeny TAR-2.

V. Omówienie wyników badań własnych
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Rysunek V.18. Cięcia indukowane w obecności jonów Mg* (0,25, 0,5, 1, 2 mM MgCb) 
w transkryptach o sekwencji TAR-2 wt oraz TAR-2 A21. Dolna część rysunku przedstawia struktury 
drugorzędowe TAR-2 wt oraz TAR-2 A21 ze wskazaniem miejsc cięć oraz ich intensywności 
w badanych cząsteczkach. Linia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat formamidowy; 
linia T - trawienie rybonukleazą Tl w warunkach denaturujących. Dla przejrzystości schematu 
pokazano tylko górną (inną od E1) część struktury konformeru E2 i E2 A21.
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Ponieważ trójnukleotydowe wybrzuszenie TAR-1 wiąże nie tylko jony Mg^*, 
ale również Ca^* oraz Co(NH3)6^'' postanowiłam sprawdzić, jakie jest powinowactwo rejonu 

U27U8 TAR-2 wt do wiązania tych jonów (rys. V.19). Co ciekawe, odwrotnie niż 
obserwowano dla TAR-1 (127), jony Ca^* powodowały silniejszą inhibicję cięcia 

indukowanego przez Pb^*, niż jony Mg^*. Wiadomo, że jony Co(NH3)6^'' wiążą się kilkakrotnie 

mocniej do RNA, niż jony Mg^* (251), nie jest zatem zaskoczeniem, że powodują one 

znacznie silniejszą inhibicję cięć indukowanych przez jony Pb^"^. Niskie, zaledwie 2 mM 
stężenie jonów Co(NH3)6^^ wystarczało do 50% zahamowania intensywności ciecia reszty 

U27. Niskie stężenia jonów Co(NH3)6^'^ powodowały jednak gwałtowny wzrost intensywności 

cięcia, podobnego efektu nie obserwowano dla spinki TAR-1 RNA (127). Chociaż jony Ca^"" 
oraz Co(NH3)e^ powodują silniejszą inhibicję cięcia reszty U27 TAR-2 niż jony Mg^* to i tak 

wiązanie tych jonów do rejonu U27U28 jest dużo słabsze niż w przypadku TAR-1.

TAR-2 wt

V. Omówienie wyników badań własnych
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Rysunek V.19. Porównanie wpływu CaCl2 (0, 1. 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 mM) oraz Co(NH3)6Cl3 

(0, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5 mM) na cięcie indukowane jonami Pb^* w pozycji U27 transkryptu TAR-2 wt. 
Wykres przedstawia ilościową analizę uzyskanych danych eksperymentalnych.
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V.2. ANALIZA ODZIAŁYWANIA TAR-2 RNA Z WIRUSOWYM BIAŁKIEM 
TAT-2 I LUDZKĄ CYKLINĄ T1

Zaproponowanie nowego modelu struktury TAR-2 RNA wiąże się z pytaniem o jego udział 
w funkcjach biologicznych, jakie pełni liderowy RNA wirusa HIV-2. Ponieważ TAR-2 RNA 

odgrywa kluczową rolę w regulacji transkrypcji wirusowych genów, poprzez oddziaływanie 

z frans-aktywującym białkiem Tat-2 oraz ludzką cykliną T1 (12;56:75), postanowiłam 

sprawdzić czy wydłużone formy TAR-2 mogą wiązać białko Tat-2 oraz kompleks(y) białek 

Tat-2/cyklina Tl. Analizę tą oparłam o określenie zdolności różnych form TAR-2 RNA do 

formowania in vitro dwuskładnikowych kompleksów z białkiem Tat-2 oraz kompleksów 

trójskładnikowych z Tat-2 i cykliną Tl. Dodatkowo, zbadałam również wiązanie amidu 

argininy do analizowanych cząsteczek RNA. Ponieważ zaplanowane eksperymenty 

wymagały równoczesnej dostępności do dwóch preparatów rekombinantowych białek 

o wysokiej jakości oraz ośmiu znakowanych izotopowe cząsteczek RNA, ich wykonanie było 

możliwe dzięki nieocenionej pomocy współpracującej ze mną mgr Katarzyny Purzyckiej.

Należy podkreślić, że dla kontrastu z elementem TAR wirusa HIV-1, oddziaływanie 
TAR RNA HIV-2 z wirusowym białkiem Tat-2, a tym bardziej z ludzką cykliną T1 poznane 

jest bardzo słabo i dostępnych jest niewiele danych dotyczących tego zagadnienia. 

Bardzo często upraszcza się je po prostu do dobrze poznanego oddziaływania 
TAR-1/Tat-1 / cyklina T1. Jednak czy słusznie? Należy bowiem pamiętać, że struktura 
domeny TAR jest inna u HIV-1 i HIV-2, a wirusowe białko Tat-2 słabo wiąże TAR-1 i mało 
wydajnie aktywuje transkrypcję genów wirusa HIV-1 (19:138:175:176).

V. Omówienie wyników badań własńych

2.1. NADEKSPRESJA I OCZYSZCZANIE BIAŁEK TAT-2 ORAZ CYKLINY Tl
Pomimo zaproponowania w ciągu ostatnich kilkunastu lat licznych protokołów otrzymywania 

i oczyszczania białek Tat (140:146:252:253) uzyskanie tych białek w dostatecznej ilości, 

odpowiedniej czystości oraz zdolności do specyficznego wiązania TAR RNA nie jest łatwe. 
Świadczy o tym chociażby fakt, że rekombinantowe białka Tat-1 i Tat-2 nie były dotychczas 

obiektami badań strukturalnych i nie jest znana struktura białek Tat ani w formie wolnej ani 

w postaci kompleksu z TAR RNA. Dostępne dane strukturalne dla białka Tat-1 oparte są 

o analizę polipeptydu otrzymanego drogą syntezy chemicznej (142:143). Trudności związane 

z wydajnym otrzymywaniem i uzyskaniem prawidłowego zwinięcia białek Tat hamują 

postęp w badaniach strukturalnych ich kompleksów. Problemy te wynikają z unikalnych 

cech budowy białek Tat wirusów HIV-1 i HIV-2, zawierają one bowiem na wąskim 

obszarze obejmującym około 20 reszt aminokwasowych aż pięć (Tat-1) lub siedem (Tat-2) 

reszt cysteinowych (136). Prowadzi to do łatwego tworzenia nieprawidłowych 

wiązań wewnątrz- oraz międzycząsteczkowych, multimeryzacji białka oraz generowania 

form utlenionych (140:252:253). W rezultacie tych procesów dochodzi do stosunkowo
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szybkiej utraty aktywności przez rekombinantowe białka Tat.

Zaplanowane w ramach niniejszej pracy eksperymenty formowania kompleksów 

TAR-2 RNA z białkiem Tat-2 oraz z Tat-2 i cykliną T1 wymagały równoczesnej dostępności 

do preparatów białkowych o odpowiedniej czystości i aktywności danego białka. W tym celu 

dopracowałam stosowany wcześniej w naszej Pracowni (dr M. Olejniczak) protokół 

otrzymywania rekombinantowego białka Tat-2 oraz na jego podstawie zoptymalizowałam 

metodę otrzymywania ludzkiej cykliny Tl. Pozwoliło mi to na uzyskanie preparatów 

białkowych o wysokiej jakości, które z powodzeniem zostały wykorzystane 

w eksperymentach kompleksowania z odpowiednimi cząsteczkami RNA.

Z uwagi na wcześniejsze doświadczenia naszej Pracowni zdecydowałam się na 

otrzymywanie rekombinantowego białka Tat-2 w oparciu o plazmid pGEX-2T 

z wklonowanym genem białka Tat-2 (dzięki uprzejmości dr E. Wyszko, IChB PAN). 

W takim systemie białko Tat-2 ulega ekspresji jako białko fuzyjne z S-transferazą 
glutationową (GST), której obecność pomaga w oczyszczeniu właściwego produktu 

białkowego. Nadekpresję białka Tat-2 prowadziłam w bakteriach E. coli, z tą istotną różnicą 

że stosowany wcześniej w naszej Pracowni szczep E. coli BL21(DE3) pLysS zastąpiłam 

szczepem E. coli BL21 - Codon Plus (DE3)-RIL (Stratagene). Bakterie tego szczepu 
zwierają dodatkowe geny różnych tRNA, w tym tRNA'^^^, co wydaje się szczególnie istotne 

w przypadku nadekspresji bogatego w argininę białka Tat-2.

V. Omówienie wyników badan własnych

M 1 3 4

SS.OADa^
40.0 kOa

31.0 kOa -
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GST-Tat-2

~~ Tat-2

Rysunek V.20. Etapy procedury nadekspresji i oczyszczania białka Tat-2 kontrolowane metodą 
elektroforezy w obecności SDS. M-marker masy, 1 - białka E. coli przed indukcją IPTG, 2 - białka E. 
coli po indukcji IPTG, 3 - białka frakcji rozpuszczalnej lizatu bakteryjnego przez wiązaniem 
z sefarozą, 4 - białka frakcji rozpuszczalnej lizatu bakteryjnego po wiązaniu z sefarozą, 5 - białka 
związane na sefarozie po przemyciu złoża zestawem odpowiednich buforów, 6 - otrzymany preparat 
białka Tat-2, 7 - preparat białka Tat-2 z odrębnej izolacji, ukazujący powtarzalność jakości 
uzyskiwanego białka.
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Otrzymane białko fuzyjne wiązałam na sefarozie S-glutationowej i poddawałam kolejnym 

etapom oczyszczania. Ponieważ w eksperymentach kompleksowania nie chciałam stosować 

fuzyjnego białka Tat-GST, oczyszczone białko fuzyjne poddawałam hydrolizie specyficzną 

sekwencyjnie proteazą (trombina). Zamiana szczepu bakteryjnego oraz dopracowanie 

protokołu izolacji i oczyszczania białka Tat-2 pozwoliło na około 200% zwiększenie ilości 

otrzymywanego białka, o dużo większej czystości niż notowaliśmy uprzednio i posiadającego 

wysoką aktywność w wiązaniu TAR-2 RNA, która utrzymywała się przez około cztery 

tygodnie. Bardzo istotny jest również fakt, że otrzymany preparat białka Tat-2 nie posiadał 

aktywności rybonukleazowej. Z jednej hodowli bakteryjnej w skali 1 litra otrzymywałam około 

1 mg białka Tat-2, co jest bardzo satysfakcjonującym wynikiem w porównaniu z danymi 
literaturowymi (140:252:253).

Poszczególne etapy nadekspresji i oczyszczania białka Tat-2 kontrolowałam metodą 

elektroforezy w żelu poliakryloamidowym w obecności SDS. Otrzymane białko Tat-2 migruje 

na poziomie nieznacznie wyższym niż oczekiwany, odpowiadającym białkom o masie 

około 15 kDa, podczas gdy masa białka Tat-2 wynosi 11,4 kDa. Wynik ten nie stanowi 

jednak zaskoczenia, gdyż jest to fakt odnotowany już wcześniej w laboratorium 

Prof. A. P. Rica’a (Baylor College of Medicine, Houston, Texas) , które jest pierwotnym 
źródłem stosowanego plazmidu zawierającego gen białka Tat-2 (253). Dodatkowo, 
mgr K. Purzycka zbadała otrzymany preparat białka Tat-2 metodą spektrometrii masowej 

MALDI-TOF, która potwierdziła prawidłową masę oraz homogenność otrzymanego preparatu 
białka Tat-2.

Cyklina Tl jest ludzkim białkiem o długości 726 reszt aminokwasowych, jednak idąc 

śladem innych laboratoriów, zajmujących się oddziaływaniami cykliny Tl z białkami Tat 

i TAR RNA, zdecydowałam się wykorzystać w swoich badaniach N-końcowy fragment 

cykliny Tl o długości 303 reszt aminokwasowych (131:166). Tworzy on konieczną i zarazem 

wystarczającą domenę dla oddziaływania z białkami Tat i kinazą CDK-9, a tym samym 

dla frans-aktywacji genów HIV (147:166). Dla ułatwienia w dalszej części N-końcową 

domenę cykliny T1 nazywam po prostu cykliną T1. Ludzką cyklinę T1 otrzymałam tą samą 

metodą którą opracowałam wcześniej dla otrzymywania białka Tat-2. Istnieją również inne 

wydajne metody otrzymywania cykliny Tl np. z ekstraktów HeLa (254), czy w systemach 

translacji in vitro (149). Kierowałam się jednak posiadanym już doświadczeniem 

w otrzymywaniu białek fuzyjnych z GST w systemie E. coli. Metoda otrzymywania cykliny Tl 

jako białka fuzyjnego z GST jest z powodzeniem wykorzystywana przez inne grupy 

badawcze (131:166:253). Plazmid GST-hCycTI 303 kodujący sekwencję N-końcowego 

fragmentu ludzkiej cykliny Tl w postaci fuzji z genem GST otrzymano dzięki uprzejmości 

Prof. Katherine A. Jones z Salk Institute for Biological Studies (La Jolla, Kalifornia).

V. Omówienie wyników badań własnych
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W ramach prowadzonych doświadczeń przetestowałam nadekpresję białka, 

odpowiadającego N-końcowemu fragmentowi ludzkiej cykliny T1, w różnych szczepach 

bakteryjnych. Ostatecznie wykorzystałam jednak ten sam szczep (E. coli BL21 - Codon Plus 

(DE3) - RIL), który stosowałam dla otrzymania białka Tat-2, gdyż pozwalał on na otrzymanie 

największej ilości białka o odpowiedniej jakości.

V. Omówienie wynikOw badań własnych
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Rysunek V.21. Etapy procedury nadekspresji i oczyszczania ludzkiej cykliny T1 kontrolowane 
metodą elektroforezy w obecności SDS. M-marker masy, 1 - białka E. coli przed indukcją IPTG, 2 - 
białka E. coli po indukcji IPTG, 3 - białka frakcji nierozpuszczalnej lizatu bakteryjnego, 4 - białka 
frakcji rozpuszczalnej lizatu bakteryjnego przez wiązaniem z sefarozą, 5-białka frakcji 
rozpuszczalnej lizatu bakteryjnego po wiązaniu z sefarozą, 6 - otrzymany preparat ludzkiej 
cykliny Tl, 7, 8 - kolejne elucje otrzymanego białka ze złoża.

W odróżnieniu od białka Tat-2 w przypadku cykliny Tl nie obserwowałam znaczącej 

utraty aktywności przy dłuższym przechowywaniu uzyskanego preparatu białkowego. 

Otrzymany preparat cykliny T1 był za to mniej homogenny i zawierał pewną ilość GST. 

Nie stanowi to jednak większego problemu gdyż udowodniono eksperymentalnie, że GST 

nie oddziałuje ani z TAR-2, ani z TAR-1 RNA i nie wpływa na oddziaływanie z białkami Tat 

(176). Fakt ten potwierdza również, powszechne stosowanie w eksperymentach 

kompleksowania białek fuzyjnych GST-Tat oraz GST-cyklina Tl (131;147;166:180).

Szczegóły wypracowanych protokołów otrzymywania rekombinantowych białek Tat-2 

i cykliny Tl przedstawiłam poniżej w rozdziale VI. MATERIAŁY I METODY.

2.2. ANALIZA ODZIAŁYWANIA TAR-2 RNA Z WIRUSOWYM BIAŁKIEM TAT-2
Do analizy oddziaływania TAR-2 RNA z wirusowym białkiem Tat-2 in vitro stosowałam 

metodę opóźnionej migracji kompleksów na żelach natywnych - EMSA (ang. electrophoretic 

mobility shift assay). Elektroforezy prowadzono w niskiej, ściśle kontrolowanej temperaturze 

żelu, wynoszącej 4°C. W ramach prowadzonych eksperymentów zbadano zdolność 

do formowania kompleksów z rekombinantowym białkiem Tat-2 dla transkryptu o sekwencji 

naturalnie występującej domeny TAR-2 (TAR-2 wt) oraz transkryptów mutantów
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reprezentujących wydłużoną (TAR-2 A21) lub rozgałęzioną formę TAR-2 (TAR-2 AC23 

i TAR-2 B4). Oprócz analizy pełnej długości TAR-2 wt i jego mutantów, zbadano wiązanie 

białka Tat-2 do oligomerów o sekwencji każdej z trzech spinek rozgałęzionej formy TAR-2 
(izolowane spinki I, II i III) oraz do spinki TAR-1 RNA.

Przeprowadzone eksperymenty wykazały, że otrzymane, rekombinantowe białko 

Tat-2 z wysokim powinowactwem wiąże transkrypt TAR-2 wt (rys. V.22). Przy niskim 

stężeniu białka widocznych było kilka, niezbyt intensywnych kompleksów. Zwiększenie 

stężenia białka Tat-2 powodowało ich zanik, a w zamian pojawiało się wolniej migrujące, 

intensywne pasmo kompleksu lub kompleksów RNA z Tat-2. Obserwowany przeze mnie 

charakterystyczny wzór formowania kompleksów z białkiem Tat-2 jest typowy dla TAR-2 wt 

i był prezentowany już wcześniej w innych pracach badawczych (87;131 ;176).

Najistotniejszym wynikiem tego fragmentu badań wydaje się być udowodnienie, 

że wydłużona forma TAR-2 RNA zdolna jest do formowania kompleksów z białkiem Tat-2 

in vitro (rys. V.22). Analiza przeprowadzona dla transkryptu TAR-2 A21 wykazała, 

że wprowadzenie do sekwencji TAR-2 mutacji G21A, uniemożliwiającej formowanie 
rozgałęzionej struktury trójspinkowej, nie ogranicza zdolności wiązania białka Tat-2. 
A co więcej, mutant TAR-2 A21 wiąże białko Tat-2 z wydajnością zgodną a nawet 

nieznacznie wyższą niż TAR-2 wt (rys. V.23). Obserwowany dla TAR-2 A21 wzór 
formowania kompleksów jest uderzająco podobny do wzoru typowego dla TAR-2 wt. 
Formowanie silnych kompleksów z białkiem Tat-2 przez wydłużoną formę TAR-2, która nie 

posiada w swojej strukturze dwunukleotydowych wybrzuszeń wskazuje, że inne motywy 

strukturalne, niż tego typu wybrzuszenia, mogą być rozważane jako potencjalne miejsca 
wiązania białka Tat-2 (255).

V. OMÓWIENIE WYNIKOW BADAN WŁASNYCH
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Rysunek V.22. Analiza procesu formowania oraz obraz migracji kompleksów z wirusowym białkiem 
Tat-2 dla transkryptów o sekwencji TAR-2 wt oraz TAR-2 A21, TAR-2 AC23 i TAR-2 B4. Wszystkie 
próby zawierały stałą ilość RNA (znakowanego na 5' końcu), wobec rosnącego stężenia 
białkaTat-2, które podano poniżej odpowiednich linii.
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Cenne spostrzeżenia wniosła analiza wiązania białka Tat-2 do transkryptów 

mutantów reprezentujących wyłącznie rozgałęzioną formę TAR-2 (rys. V.22). Podczas gdy 

mutant TAR-2 AC23 wiązał białko Tat-2 z podobnym powinowactwem jak TAR-2 wt 

i TAR-2 A21, to w przypadku drugiego mutanta TAR-2 B4 obserwowałam znacząco słabsze 

oddziaływanie z białkiem Tat-2 (rys. V.23). Zatem stabilizacja rozgałęzionej formy TAR-2 

poprzez usunięcie pojedynczej wybrzuszonej reszty C23 nie miała wpływu na wiązanie 

białka Tat-2, a stabilizacja poprzez wprowadzenie zmian w sekwencji rejonu helikalnego 

upośledzała zdolność wiązania Tat-2. Powyższy przykład wskazuje jak dużą ostrożność 

należy zachować przy wprowadzaniu zbyt licznych zmian (tu zamiana czterech reszt 

nukleotydowych) do naturalnie występujących sekwencji RNA i to nawet w rejonach 

helikalnych, które nie są uznawane za kluczowe dla analizowanego oddziaływania. 

Jednocześnie wynik ten, potwierdza słuszność naszej początkowej decyzji o rezygnacji 

z analizy mutantów TAR-2 stabilizowanych w formie rozgałęzionej przez liczne mutacje 
(rozdział V. 1.2).

V Omówienie wyników badań własnych

TAR-2 wt TAR-2 A21 

Spinka I

TAR-2 AC23 

- Spinka II
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Rysunek V.23. Porównanie poziomu zdolności wiązania białka Tat-2 dla transkryptów o sekwencji 
TAR-2 wt, TAR-2 A21, TAR-2 AC23 i TAR-2 B4 oraz oligorybonukleotydów o sekwencji izolowanych 
spinek I i II rozgałęzionej formy TAR-2.

Wszystkie opisane dotychczas w literaturze rozważania dotyczące oddziaływania 

białka Tat-2 z TAR-2 RNA prowadzono w świetle rozgałęzionej, trójspinkowej formy TAR-2. 

Przy czym spinka I uważana jest powszechnie za kluczową dla frans-aktywacji, 

a tym samym wiązania białka Tat-2, natomiast rola spinki II nie jest do końca jasna. 

Nie wiadomo również czy spinki te działają jako dwa niezależne motywy, czy też sekwencja 

obu spinek jest niezbędna do efektywnego wiązania białka Tat-2 (19;175:177;178). 

W celu sprawdzenia czy spinki 1 i II rozgałęzionej formy TAR-2 stanowią dwa funkcjonalnie 
niezależne elementy przeprowadziłam eksperymenty kompleksowania z białkiem Tat-2 

oligomerów o sekwencji izolowanej spinki I (+18-52) i izolowanej spinki II (+54-85).
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Takie izolowane spinki wydają się służyć jako dobre modele pojedynczego miejsca wiązania 
dla białka Tat-2. Dodatkowo postanowiłam zbadać czy wspólna dla obu globalnych form 

TAR-2 mała spinka od 3' strony, nazwana izolowaną spinką III (+93 - 113), nie oddziałuje 
z białkiem Tat-2.

V Omówienie wyników badań własnych
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Rysunek V.24. Analiza procesu formowania oraz obraz migracji kompleksów z wirusowym białkiem 
Tat-2 dla oligorybonukleotydów o sekwencji izolowanych spinek I, II i III rozgałęzionej formy TAR-2 
oraz o sekwencji TAR-1. Wszystkie próby zawierały stałą ilość RNA (znakowanego na 5' końcu), 
wobec rosnącego stężenia białka Tat-2, które podano poniżej odpowiednich linii.

Wyniki kompleksowania izolowanych spinek z białkiem Tat-2 były bardzo 

zaskakujące, okazało się bowiem, że izolowane spinki wiążą białko Tat-2 nieporównywalnie 

słabiej niż pełnej długości TAR-2 wt oraz TAR-2 A21 i TAR-2 AC23 (rys. V.24). 

Co więcej, dla izolowanej spinki II, uważanej za mniej istotną dla frans-aktywacji (87;175), 

obserwowałam formowanie silniejszych kompleksów z białkiem Tat-2 niż dla spinki I. 

Zgodnie z wcześniejszymi doniesieniami (19;176), izolowana spinka III nie ma zdolności 

wiązania białka Tat-2. Słabe wiązanie Tat-2 przez izolowane spinki I i II było porównywalne 

z wynikiem kompleksowania białka Tat-2 z 29-merem TAR-1 RNA. Większość danych 

literaturowych pokazuje, że tak jak w naszym przypadku białko Tat-2 wiąże TAR-1, 

nieporównywalnie słabiej niż TAR-2 (17;19;175).

Przeprowadzone eksperymenty wskazują że reszty nukleotydowe obejmujące rejon 

obu spinek (I i II) rozgałęzionej formy TAR-2 są konieczne do wydajnego formowania
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kompleksów z białkiem Tat-2. Biorąc pod uwagę rozgałęzioną formę TAR-2 można 

powiedzieć, że do wiązania białka Tat-2 niezbędne są dwie spinki (I i II). Spinki te nie są 

funkcjonalnie niezależnymi elementami, gdyż każda z nich osobno bardzo słabo oddziałuje 

z białkiem Tat-2. W świetle faktu, że wydłużona forma TAR-2 (TAR-2 A21) wykazuje wysokie 

powinowactwo do wiązania białka Tat-2, być może istotna rola całej sekwencji +18-85 

(rejon obu spinek) wynika z formowana przez nią głównej spinki wydłużonej formy TAR-2.

Sugeruje się, że obserwowana na żelach retardacyjnych obecność więcej niż jednego 

kompleksu TAR-2 wt z Tat-2, wynika z formowania przynajmniej dwóch miejsc wiązania 

dla białka Tat-2 w strukturze TAR-2 RNA. Wykazano, że usunięcie jednego z wybrzuszeń 

upraszcza obserwowany na żelu wzór formowania kompleksów TAR-2/Tat-2 (87;176). 

Jednak w przeprowadzonych przeze mnie eksperymentach obserwowałam przynajmniej dwa 

kompleksy także podczas wiązania białka Tat-2 do izolowanych spinek I i II oraz 

TAR-1 RNA, a jak wiadomo każda z tych cząsteczek posiada tylko jedno miejsce 

potencjalnego oddziaływania z białkiem Tat-2 (87;138;175;177). Zatem ilość potencjalnych 

miejsc wiązania białka nie przekłada się, w prosty sposób na ilość obserwowanych na żelu 
kompleksów. Ponieważ nie do końca wiadomo czy białko Tat-2 oddziałuje z TAR-2 RNA jako 

monomer czy jako multimetr, a może i jedno i drugie, to obecność więcej niż jednego 
kompleksu dla TAR-2 wt, jego mutantów, izolowanych spinek I i II oraz TAR-1 może wynikać 
z tego właśnie faktu. Poza tym nie można wykluczyć, że chociaż otrzymany preparat białka 
Tat-2 wydaje się być homogenny, to może on ulegać częściowej degradacji (np. utlenieniu) 

i analizowane cząsteczki RNA oddziałują zarówno z prawidłowym białkiem Tat-2, jak i jego 
mniej aktywnymi formami.

V. Omówienie wyników badań własnych

2.3. ANALIZA ODZIAŁYWANIA TAR-2 RNA Z WIRUSOWYM BIAŁKIEM TAT-2 
I LUDZKĄ CYKLINĄ Tl

Pomimo, że badania oddziaływania TAR RNA z białkiem Tat wnoszą wiele cennych 

informacji, pełne poznanie oddziaływania in vitro JAR z białkami istotnymi dla frans-aktywacji 

wymaga analizy formowania kompleksów trójskładnikowych TAR/Tat/cyklina Tl. 

Wynika to z kilku faktów. Po pierwsze, najprawdopodobniej in vivo u obu wirusów HIV białko 

Tat oddziałuje z TAR RNA dopiero po uformowaniu kompleksu Tat / cyklina Tl 

(12;13;166:180). Po drugie, zarówno u HIV-1 jak i H1V-2 wykazano, że sekwencje TAR RNA 

istotne dla oddziaływania z białkiem Tat in vitro, nie są do końca zgodne z tymi, które 

wymagane są dla efektywnej frans-aktywacji in vivo. Natomiast sekwencje TAR istotne 

dla oddziaływania in vitro z kompleksem Tat / cyklina Tl są takie same jak te, które 

wymagane są do efektywnej trans-aktywacji (131 ;147;180). Po trzecie, w przypadku wirusa 

HIV-1 udowodniono, że oddziaływanie cykliny Tl z białkiem Tat-1 zmienia w istotny sposób 

jego konformację i białko Tat-1 w kompleksie z cykliną Tl oddziałuje nie tylko z rejonem
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V. OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ WŁASNYCH

wybrzuszenia spinki TAR-1, ale także z jej pętlą apikalną (181 ;182).

Niewiele wiadomo na temat aspektów strukturalnych oddziaływania TAR-2 

z kompleksem Tat/cyklina Tl. Na podstawie analizy mutantów TAR-2 ustalono jedynie, 

że dla oddziaływania z tym kompleksem istotne są rejony wybrzuszeń i pętli apikalnych 

dwóch pierwszych spinek TAR-2 (według akceptowanej dotychczas formy rozgałęzionej). 

Mutacje w wybrzuszeniach hamowały oddziaływanie z białkiem Tat-2 oraz z kompleksem 

Tat-2/cyklina Tl. Natomiast mutacje w pętlach apikalnych silnie zaburzały oddziaływanie 

TAR-2 z kompleksem Tat-2 / cyklina Tl, za to nie miały wpływu na oddziaływanie z białkiem 

Tat-2 (131).

Analizę oddziaływania in vitro TAR-2 RNA z wirusowym białkiem Tat-2 i N-końcową 

domeną ludzkiej cykliny Tl (nazywaną cykliną Tl) przeprowadziłam w oparciu o metodę 

EMSA (ang. electrophoretic mobility shift assay). Elektroforezy prowadzono w niskiej, ściśle 

kontrolowanej temperaturze żelu (4°C). Zdolność do formowania trójskładnikowych 

kompleksów RNA / Tat-2 / cyklina przebadano dla TAR-2 wt i wszystkich analizowanych 

w ramach pracy mutantów TAR-2, a także dla oligorybonukleotydów o sekwencji 

izolowanych spinek I i II. W standardowo opisywanych procedurach formowania kompleksów 
TAR / Tat-2 / cyklina T1 do buforu, w którym prowadzi się asocjację dodawane są jony Zn^^ 

lub Mg^* (131;147;166;184) Przeprowadziłam testowe eksperymenty mające na celu 
zbadanie wpływu każdego z tych jonów na proces asocjacji. W obecności jonów Zn^"" silny 

kompleks TAR/Tat-2 / cyklina Tl był obserwowany przy niższym stężeniu cykliny Tl 

(rys. V.25). W związku z tym zdecydowałam się na stosowanie buforu zawierającego ZnCla. 
Ważny był dla mnie również fakt, że już dawno wykazano istotne znaczenie jonów Zn^"^ 

w oddziaływaniach białek Tat z cykliną Tl (147).

TAR-2 wt

ZnCI, MgCI,

cyklina Tl cyklina T1

• 9 kompleksy
RNA/Tal-2/cyklmaT1

kompleksy
RNArTal-2

RNA

5 5 5 5 5 Tat-2 (ng)
5 10 - 5 10 cyklinaTt (ng)

Rysunek V.25. Porównanie kompleksów TAR-2 wt / Tat-2 / cyklina Tl formowanych w buforach 
zawierających ZnCb lub MgCl2. Wszystkie próby zawierały stałą ilość RNA (znakowanego “P 
na 5' końcu). Ilość białka Tat-2 i cykliny T1 podano poniżej obrazu żelu.
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Ponadto przetestowałam dwie alternatywne metody formowania kompleksów 

TAR/Tat/cyklina. W jednej z nich najpierw tworzony jest kompleks Tat/cyklinaTt, 

a dopiero potem dodawany jest odpowiedni RNA. W drugiej metodzie przeprowadza się 

jednoczesną asocjację analizowanego RNA z obydwoma białkami. Ponieważ w przypadku 

obu metod otrzymywałam takie same wyniki, zdecydowałam się na stosowanie drugiej 

metody. W odróżnieniu od oddziaływania TAR-1 / Tat-1, białko Tat-2 in vitro wiąże TAR-2 

silnie nawet bez udziału cykliny Tl i obecność silnych plam kompleksów z Tat-2 utrudnia 

ich odróżnienie od kompleksów RNA/Tat/cyklina Tl. W związku z tym eksperymenty 

kompleksowania wymagały stosowania małej ilości białka Tat-2.

V Omówienie wyników badan własnych
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Rysunek V.26. Analiza procesu formowania oraz obraz migracji kompleksów z wirusowym białkiem 
Tat-2 i ludzką cykliną T1 dla transkryptów o sekwencji TAR-2 wt oraz TAR-2 A21, TAR-2 AC23 
i TAR-2 B4. Wszystkie próby zawierały stałą ilość RNA (znakowanego na 5’ końcu), ilość białka 
Tat-2 oraz cykliny Tl podano poniżej obrazów żeli.
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W przeprowadzonych eksperymentach silny kompleks RNA/Tat/cyklinaTt 

obserwowany był nie tylko dla TAR-2 wt, ale i dla wszystkich jego mutantów 

i to nawet w przypadku słabo wiążącego białko Tat-2 mutanta TAR-2 B4 (rys.V.26). 

Zatem obie globalne formy TAR-2, nie tylko wiążą białko Tat-2, ale także zdolne są 

do specyficznego oddziaływania z kompleksem Tat-2 / cyklina Tl. Natomiast cyklinaTt 

bez udziału białka Tat-2 nie tworzyła kompleksów z żadną z analizowanych cząsteczek RNA. 

Przeprowadzone analizy wskazują zgodnie z wcześniejszymi danymi literaturowymi 

(131;181;182;197), że cyklinaTt wyraźnie wzmacnia oddziaływanie TAR-2 RNA 

z białkiem Tat, ponadto jeśli cyklina Tl bezpośrednio oddziałuje z którymś z rejonów TAR-2 

RNA to następuje to dopiero po uformowaniu kompleksu Tat-2 / cyklina T1.

Izolowane spinki I (35-mer) i II (32-mer) rozgałęzionej formy TAR-2 wiążą kompleksy 

Tat-2 / cyklina Tl nieporównywalnie słabiej niż pełnej długości TAR-2 wt oraz jego mutanty 

(rys. V.27). Przy czym analogicznie jak w przypadku asocjacji izolowanych spinek z białkiem 
Tat-2, spinka II silniej oddziałuje z kompleksem Tat-2 / cyklina Tl. Do wydajnego 

oddziaływania z analizowanymi białkami konieczny jest więc rejon obejmujący sekwencję 

obu spinek (+18-85). Ponieważ obie globalne formy TAR-2 zdolne są do efektywnego 

oddziaływania z kompleksem Tat-2 / cyklina Tl, uzyskane wyniki wskazują 
że w rozgałęzionej formie TAR-2 do wydajnego formowania kompleksów niezbędna jest 

obecność dwóch spinek (I i II). Natomiast, w wydłużonej formie TAR-2 istotna rola 
całej sekwencji +18-85 wynika najprawdopodobniej z formowana przez nią głównej spinki 

wydłużonej formy TAR-2.

V. Omówienie wyników badań własnych
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Rysunek V.27. Analiza procesu formowania oraz obraz migracji kompleksów z wirusowym 
białkiem Tat-2 i ludzką cykliną Tl dla transkryptów o sekwencji izolowanej spinek I i II Wszystkie 
próby zawierały stałą ilość RNA (znakowanego na 5' końcu). Ilość białka Tat-2 oraz cykliny Tl 
podano poniżej obrazu żelu.
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W rozgałęzionej formie TAR-2 jako miejsca kluczowe dla oddziaływania z samym 

białkiem Tat-2 oraz w kompleksie cykliną T1 wskazywane są dwunukleotydowe 

wybrzuszenia dwóch pierwszych spinek. Proponuje się, że po związaniu kompleksu 

Tat/cyklina Tl do wybrzuszenia danej spinki każde z białek oddziałuje dodatkowo 

z rejonem jej pętli apikalnej (131). Zakładając, że reszty nukleotydowe tych motywów 

strukturalnych, są faktycznie kluczowe dla analizowanych oddziaływań, to w wydłużonej 

formie TAR-2 niesparowane, a tym samym dostępne dla oddziaływań z białkami, są tylko 

rejony odpowiadające wybrzuszeniu i pętli apikalnej spinki pierwszej. Wynik otrzymany 

dla mutanta TAR-2 A21 ustabilizowanego w formie wydłużonej sugeruje, że struktura 

motywów RNA, z którymi oddziałuje analizowany kompleks może być także inna. 

Najprawdopodobniej w wydłużonej formie TAR-2 białko Tat-2 samo lub w kompleksie 

z cykliną Tl wiąże się najpierw do wewnętrznej pętli obejmującej reszty U27U28, 

a następnie oba białka kompleksu oddziałują z charakteryzującym się dużą dynamiką 

strukturalną rejonem bogatym w reszty G, odpowiadającym pętli apikalnej I spinki formy 
rozgałęzionej.

Podsumowując należy stwierdzić, że ostateczne rozstrzygniecie, która z form TAR-2 

odgrywa kluczową rolę w procesie frans-aktywacji wymaga jednak potwierdzenia 
w eksperymentach in vivo. Nie bez znaczenia jest też fakt, że wirus HIV-1 replikuje 
efektywnie z jedną tylko spinką TAR, czemu więc miałoby służyć zduplikowanie tej struktury 

u wirusa HIV-2?

2.4. ANALIZA WIĄZANIA AMIDU ARGININY DO TAR-2 RNA
Kluczowa dla oddziaływania TAR RNA z białkiem Tat jest pojedyncza reszta argininy 

w rejonie zasadowym białka Tat, a związanie cząsteczki amidu argininy do TAR-1 RNA 

wywołuję taką samą rearanżację strukturalną jak związanie białka Tat-1 (171;174:256). 

Z tego powodu oddziaływanie TAR/Tat jest często upraszczane do oddziaływania 

TAR/amid argininy. Szczególnie często podejście to jest wykorzystywane w badaniach 

NMR, znana jest na przykład ustalona metodami NMR struktura TAR-1 RNA z amidem 

argininy (126;256;257) oraz chimerycznej struktury TAR-1 z spinką I TAR-2 (132-134). 

Oddziaływanie RNA z amidem argininy można również analizować wykorzystując techniki 
biochemiczne, na przykład metodę cięć indukowanych w obecności jonów Pb^"" (127). 

Związanie amidu argininy wpływa na intensywność cięć, indukowanych 

w analizowanej cząsteczce RNA. W badaniach prowadzonych w naszej Pracowni wykazano, 

że związanie amidu argininy do TAR-1 RNA, powoduje inhibicję specyficznych cięć jonami 

Pb^^ w rejonie trójnukleotydowego wybrzuszenia UCU, uznawanego za miejsce wiązania 

białka Tat (127).

V. Omówienie wyników badan własnych
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W ramach niniejszej pracy analizowałam oddziaływanie amidu argininy 
z transkryptem o sekwencji naturalnie występującego 123-meru TAR-2, jego mutanta 

TAR-2A21, jak również oligorybonukleotydów, reprezentujących izolowaną I lub II spinkę 

rozgałęzionej formy TAR-2. W tym celu zbadałam wpływ amidu argininy na intensywność 

specyficznych cięć RNA indukowanych w obecności jonów Pb^"^. Wszystkie eksperymenty 

zostały przeprowadzone przy stałym 2 mM stężeniu Pb(OAc)2, wobec wzrastającego 

stężenia amidu argininy. Jako cząsteczkę referencyjną wykorzystałam transkrypt 60-meru 

o sekwencji domeny poli(A) (+125-185), ponieważ ten fragment rejonu liderowego 

nie oddziałuje z bogatym w argininę białkiem Tat-2. Przeprowadzone eksperymenty 

(rys. V.28) potwierdziły, że izolowana domena poli(A) RNA, nie tworzy in vitro żadnych 

kompleksów z białkiem Tat-2. Analogicznie, wzrastające stężenie amidu argininy nie miało 
wpływu na cięcie indukowane jonami Pb^^ w transkrypcie poli(A).

V. Omówienie wyników badań własnych
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Rysunek V.28. Analiza procesu formowania kompleksów z wirusowym białkiem Tat-2 przez 
transkrypt o sekwencji domeny poli(A) - panel lewy. Wszystkie próby zawierały stałą ilość RNA 
wobec rosnącego stężenia białka Tat-2. Panel prawy - wpływ amidu argininy (0, 1. 2, 5, 10, 20, 30,
40, 50 mM) na cięcia indukowane jonami Pb^* (2 mM Pb(OAc)2) w transkrypcie poli(A).

W trójspinkowej strukturze TAR-2 za miejsca wiązania białka Tat-2 uznawane są 

dwunukleotydowe wybrzuszenia U27U28 i U62U63 spinek I i II, odpowiednio (87;131). 

W przypadku 123-meru TAR-2 wt wzrastające stężenie amidu argininy powodowało silną 
inhibicję cięcia jonami Pb^"^ reszty U27 (wybrzuszenie spinki I), natomiast cięcie reszty U62 

(wybrzuszenie spinki II) nie podlega inhibicji, a wręcz odwrotnie silnemu wzmocnieniu 

(rys. V.30). Zupełnie przeciwstawny efekt obserwowany dla dwóch wybrzuszeń, z których 

każde stanowi potencjalne miejsce wiązania białka Tat-2 jest bardzo zaskakujący. 

Tym bardziej, że każde z nich zawiera charakterystyczny układ reszt nukleotydowych 

(rys. V.29) uznawanych, na podstawie badań NMR, za motyw wiążący amid argininy 

w strukturze TAR-1 oraz w spince będącej chimerą TAR-1 ze spinką pierwszą TAR-2 - patrz 
opisana poniżej spinka W (132;133;174;257).
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V, Omówienie wyników badan własnych
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Rysunek V.29. Potencjalne miejsca wiązania amidu argininy w strukturze TAR-2 wt. izolowanych 
spinek liii oraz w spince W. Kluczowe reszty nukleotydowe motywu wiążącego oznaczono kolorem 
zielonym. Dla TAR-2 wt pokazano potencjalne miejsca wiązania amidu argininy w strukturze obu form 
globalnych, rozgałęzionej (B) i wydłużonej (konformery E1 i E2).

Rozpatrując rozgałęzioną (B) strukturę TAR-2 można zaproponować przynajmniej 

dwa wyjaśnienia otrzymanego wyniku. Po pierwsze, być może tylko pierwsze wybrzuszenie 

stanowi miejsce wiązania amidu argininy, a tym samym białka Tat, po drugie związanie 

amidu argininy wywołuje zupełnie inną rearanżację strukturalną w każdym z wybrzuszeń. 

Analizując powyższy wynik w świetle budowy wydłużonych konformerów (E1 i E2) TAR-2 

RNA należy podkreślić, że reszty nukleotydowe U27U28 i U62A62 usytuowane są 

w odmiennych motywach strukturalnych. Tylko jeden z tych motywów zawiera układ reszt 

nukleotydowych uważanych za motyw wiążący amid argininy i tworzą go niesparowana 

reszta U27, usytuowana w wewnętrznej pętli oraz sąsiadujące z nią bezpośrednio pary 

zasad G29 - C77 i A30 - U76 (rys. V.29). Choć struktura tego motywu nie jest dokładnie taka 

sama jak w przypadku TAR-1 czy spinki W (wewnętrzna pętla zamiast wybrzuszenia), 

to wyniki otrzymane z analizy zmutowanego transkryptu TAR-2 A21 potwierdziły, że tego 

typu motyw strukturalny może stanowić miejsce wiązania amidu argininy - rosnące stężenie 

amidu argininy powodowało silną inhibicję cięcia reszty U27 (rys. V.30).
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Rysunek V.30. Porównanie wpływu amidu argininy (0, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 mM) na cięcia 
indukowane w obecności jonów Pb*'^ w pozycji U27 i U62. Analizę przeprowadzono dla transkryptów 
o sekwencji TAR-2 wt, TAR-2 A21, izolowanych spinek I i II oraz dla spinki W. Wszystkie reakcje 
przeprowadzono przy stałym 2mM stężeniu Pb(OAc)2.

Wpływ amidu argininy na cięcie indukowane jonami w pozycji U62 nie jest łatwy 

do wyjaśnienia. Reszta ta ulokowana jest inaczej w obu globalnych formach TAR-2, a także 

w wydłużonych konformerach El i E2. Dla TAR-2 A21, zamiast widocznego dla TAR-2 wt 

silnego wzmocnienia cięcia, prawie nie obserwowano wpływu amidu argininy na cięcie 

reszty U62 (rys. V.30). Zatem wydaje się, że efekt obserwowany dla reszty U62 transkryptu 

TAR-2 wt nie jest związany z występowaniem wydłużonej formy domeny TAR-2. 

Jak dotychczas nie udało mi się w pełni wyjaśnić rezultatów obserwowanych dla TAR-2 wt, 

nie można jednak wykluczyć, że wynikają one z sekwencyjnego wiązania amidu argininy 

do tak złożonej struktury jak domena TAR-2.

Dane uzyskane z analizy wiązania amidu argininy dla pełnej długości transkryptu 
TAR-2 wt, porównałam z wynikami analogicznych eksperymentów przeprowadzonych 

dla izolowanych spinek I (35-mer) i II (32-mer). W odróżnieniu od 123-meru TAR-2 wt, 

w przypadku izolowanej spinki I nie obserwowałam hamującego wpływu amidu argininy 

na indukowane jonami Pb^"^ cięcie reszty U27 (rys. V.30). Wynik ten był dla mnie tym bardziej
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zaskakujący, że znana jest ustalona metodami NMR struktura oligomeru nazwanego spinką 

pierwszą TAR-2 w kompleksie z amidem argininy (132-134). Jednak dokładny ogląd tego 

oligomeru wykazał, że jego sekwencja nie odpowiada pierwszej spince rozgałęzionej formy 

TAR-2, lecz jest to TAR-1 RNA z dwunukleotydowym wybrzuszeniem UU, 

charakterystycznym dla pierwszej spinki TAR-2 (rys. V.29). Tą chimeryczną strukturę 

nazwaliśmy spinką W (od J. R. Williamson, autora struktury NMR). Postanowiłam sprawdzić, 

jaki będzie wpływ amidu argininy na indukowane jonami Pb^"^cięcie oligorybonukleotydu

0 sekwencji spinki W. Tak jak można było oczekiwać, w przypadku tej struktury rosnące 

stężenie amidu argininy, powoduje silną inhibicję cięć jonami Pb^"^ w rejonie wybrzuszenia 

UU. Utwierdziło mnie to w przekonaniu, że wynik otrzymany dla izolowanej spinki I jest 

prawidłowy, a użyta metoda analizy słuszna.

Zupełnie inny wynik otrzymany dla oligomeru o sekwencji zgodnej z pierwszą spinką 

TAR-2 (izolowana spinka I) i oligomeru o sekwencji spinki W, rodzi pytanie czy taką 
chimeryczną strukturę można traktować jako analogiczną z spinką I TAR-2 RNA? 

Spinka W i spinka I rozgałęzionej formy TAR-2 mają identyczne pętle apikalne

1 wybrzuszenia, a różnica między nimi tkwi w rejonach dwuniciowych, których jak wykazują 

powyższe rezultaty nie można traktować zamiennie. W tym miejscu należy wspomnieć 
ustabilizowany w rozgałęzionej formie mutant TAR-2 B4 w przypadku, którego mutacje 
wprowadzone w rejonach helikalnych również miały istotny wpływ na właściwości tej 
cząsteczki RNA. Wynik uzyskany dla izolowanej spinki I wskazuje, że pomimo ogólnego 

podobieństwa strukturalnego do TAR-1, nie wiąże ona amidu argininy, a tym samym 
nie powinna wiązać białka Tat-2. Przedstawione w rozdziale V.2.2. wyniki eksperymentów 

formowania in vitro kompleksów RNA / białko w pełni dowodzą, że izolowana spinka I bardzo 

słabo oddziałuje z białkiem Tat-2.

Podobne porównanie jak dla reszty U27 zostało przeprowadzone dla reszty U62. 

Przeprowadzone eksperymenty wykazały, że tak jak w przypadku reszty U27, wpływ amidu 

argininy na cięcie jonami Pb^^ reszty U62, jest inny dla 123-meru TAR-2 wt i dla izolowanej 

spinki II. Wzrastające stężenie amidu argininy powodowało inhibicję cięcia reszty U62 

izolowanej spinki II, natomiast dla 123-meru TAR-2 wt obserwowałam silne wzmocnienie 

intensywności cięcia. Wynik wiązania amidu argininy do izolowanej spinki II jest zgodny 

z wcześniejszą obserwacją wskazującą, że choć obie izolowane spinki słabo wiążą Tat-2, 

to w spinka II formuje wyraźnie silniejsze kompleksy z tym białkiem. Jednocześnie należy 

podkreślić, że dla inhibicji cięcia reszty U62 izolowanej spinki II, konieczne było jednak dużo 

wyższe stężenie amidu argininy, niż dla opisanych powyżej inhibicji cięć w pozycji U27 

TAR-2 wt i TAR-2 A21. Analogicznie do tej obserwacji, izolowana spinka II wyraźnie słabiej 
oddziałuje z białkiem Tat-2 niż TAR-2 wt i TAR-2 A21.
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Podsumowując należy stwierdzić, że wpływ amidu argininy na cięcia indukowane 
jonami Pb^"^, zależy od globalnej konformacji całej analizowanej cząsteczki RNA. 

Na oddziaływanie amidu argininy z określoną resztą nukleotydową wpływa jej 

umiejscowienia czy to w izolowanej spince czy też w pełnej długości TAR-2. 

Zatem o zdolności wiązania amidu argininy przez dany rejon, o określonej sekwencji, 
decyduje cały szereg oddziaływań wyższego rzędu, które nie występują w izolowanych 

spinkach, ale są obecne w pełnej długości TAR-2 RNA.

Otrzymane wyniki wskazują, że nie tylko rozgałęziona, ale i wydłużona forma TAR-2 

RNA wiąże specyficznie amid argininy. W obu formach główne miejsce wiązania przypada 

w rejonie reszty nukleotydowej U27, czyli w miejscu uznawanym za kluczowe dla 

oddziaływania z białkiem Tat-2 (87;176). W rozgałęzionej formie TAR-2 reszta U27 jest jedną 

z reszt dwunukleotydowego wybrzuszenia UU pierwszej spinki. W formie wydłużonej U27 

posadowiona jest w wewnętrznej pętli i wspólnie z sąsiadującymi z nią resztami 
nukleotydowymi, wydaje się stanowić miejsce wiązania amidu argininy, a tym samym 

najprawdopodobniej miejsce wiązania białka Tat-2.

Ponadto warto dodać, że w badaniach opartych o selekcję in vitro wykazano, 

iż bogate w pirymidyny wewnętrzne pętle, wiążą białko Tat-2 lepiej, niż dwunukleotydowe 
wybrzuszenia (255). Analiza wiązania amidu argininy potwierdza wyniki eksperymentów 
formowania kompleksów RNA / białko Tat-2 i obie metody zgodnie wskazują, że pozbawione 
dwunukleotydowych wybrzuszeń, wydłużone konformery TAR-2, mogą wiązać białka bogate 
w argininę, takie jak Tat.
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VI. PODSUMOWANIE

w mojej pracy doktorskiej przeprowadziłam szczegółową analizę struktury drugorzędowej 

domeny TAR RNA wirusa HIV-2 oraz zbadałam jej oddziaływania z jonami metali. 

Znaczącą część pracy poświęciłam na badania oddziaływań TAR-2 RNA z wirusowym 

białkiem Tat-2 i ludzką cykliną Tl, a także z amidem argininy, jako uproszczonym 
modelem białka Tat.

Poniżej przedstawiam zwięzłe podsumowanie najważniejszych wyników uzyskanych 

w ramach pracy doktorskiej.

1. W oparciu o techniki elektroforezy w żelu natywnym, eksperymenty mapowania 

struktury drugorzędowej oraz analizy komputerowe struktur 2D RNA udowodniłam, 

że wbrew powszechnej opinii, domena TAR RNA wirusa HIV-2 może tworzyć 

in vitro przynajmniej dwie, odmienne formy globalne. Jedną z nich jest, ustalona 

już na początku lat osiemdziesiątych, rozgałęziona forma TAR-2 RNA z trzema 
charakterystycznymi motywami spinkowymi, drugą natomiast stanowi nowa, 

zaproponowana w naszej Pracowni, wydłużona forma TAR-2. Forma wydłużona 

reprezentowana jest przez dwa konformery (E1 i E2), różniące się organizacją rejonu 
bogatego w reszty G.

2. Równowaga pomiędzy dwoma formami globalnymi TAR-2 jest zależna od stężenia 
jonów Mg^"^, w zakresie ich niskich stężeń, charakterystycznych dla warunków in vivo. 

Przy braku jonów Mg^"^ oraz przy bardzo niskim ich stężeniu dominuje forma rozgałęziona 
TAR-2, wzrost stężenia jonów Mg^"^ powoduje zwiększenie ilości formy wydłużonej, 

kosztem formy rozgałęzionej.

3. Przeprowadzona analiza filogenetyczna wykazała, że zaobserwowana u HIV-2rod 

tendencja do tworzenia wydłużonej formy TAR RNA jest zachowana u innych szczepów 

wirusów HIV-2 i spokrewnionych z nimi wirusów SIV.

4. Wyniki eksperymentów mapowania struktury drugorzędowej transkryptu 123-meru 

o sekwencji naturalnie występującej domeny TAR HIV-2, nie wykluczają żadnej 

z proponowanych form TAR-2. Warto podkreślić, że wzór cięć enzymatycznych TAR-2 wt 

jest zgodny z wzorem otrzymanym dla transkryptu mutanta TAR-2 A21, 

reprezentującego formę wydłużoną TAR-2, ale różni się od otrzymanego dla mutantów 

reprezentujących formę rozgałęzioną (TAR-2 B4 i TAR-2 AC23). Chemiczna modyfikacja 

RNA z użyciem DEPC pozwoliła na rozróżnienie transkryptów TAR-2 wt i mutanta 

ustabilizowanego w formie wydłużonej. Jednak wszystkie modyfikacje typowe 

dla mutanta TAR-2 A21 były obserwowane także dla TAR-2 wt, ale nie odwrotnie.
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potwierdzając, że TAR-2 wt jest mieszaniną formy wydłużonej i rozgałęzionej.

5. Analiza struktury izolowanych spinek I (35-mer) i II (32-mer), odpowiadających 

fragmentom rozgałęzionej formy TAR-2 wykazała, że dla izolowanej spinki I, 

poza brakiem cięcia reszt G40 i G41, nie ma szczególnych różnic w porównaniu 

z pełnej długości TAR-2 wt. Istotne różnice obserwowano natomiast 

w przypadku izolowanej spinki II. Wynika to z faktu, że niezależnie od tego, 

jaką formę przyjmuje 123-mer TAR-2 wt rejony odpowiadające wybrzuszeniu 

i pętli apikalnej izolowanej spinki I mogą pozostać niesparowane. Inaczej sytuacja 

przedstawia się w przypadku spinki II, ponieważ w wydłużonych konformerach TAR-2 

rejon odpowiadający pętli apikalnej spinki II jest sparowany i tylko jedna z reszt 

wybrzuszenia (U62) pozostaje niesparowana. Nie można jednak całkowicie wykluczyć, 

że obserwowane różnice wynikają nie tylko z formowania wydłużonej formy TAR-2, 

ale także wyizolowania danej spinki z całej domeny, a tym samym pozbawienia jej 
specyficznych oddziaływań trzeciorzędowych.

6. Ponieważ stan równowagi pomiędzy globalnym formami TAR-2 zależy od stężenia jonów 

Mg^"^, starałam się znaleźć centrum specyficznego wiązania tych jonów w strukturze 

TAR-2. Przeprowadzone eksperymenty nie pozwoliły jednak wskazać miejsca silnego 
i specyficznego wiązania jonów Mg^"". Analizowany, przez analogię do TAR-1, rejon 
U27U28 TAR-2 wt może stanowić jedynie słabe miejsce wiązania jonów Mg^"^. 

Na podstawie wyników otrzymanych dla transkryptu TAR-2 A21 wydaje się, że wiązanie 
to może wynikać z tworzenia wydłużonej formy TAR-2, gdzie reszty U27 i U28 

umiejscowione są w wewnętrznej pętli głównej spinki. Natomiast, reszty U27 i U28 jako 

dwunukleotydowe wybrzuszenie, charakterystyczne dla rozgałęzionej formy TAR-2 
nie stanowią miejsca wiązania jonów Mg^^, co wykazała analiza izolowanej spinki 1.

7. Optymalizacja warunków nadekspresji i oczyszczania rekombinantowych białek Tat-2 

i N-końcowej domeny ludzkiej cykliny T1 pozwoliła na otrzymanie preparatów białkowych 

o wysokiej jakości i aktywności. Otrzymane białko Tat-2 wiąże z wysokim 

powinowactwem TAR-2 wt, a N-końcowa domena cykliny Tl w specyficzny sposób 

wzmacnia oddziaływanie TAR-2 wt/Tat-2. Obraz żeli otrzymywanych z eksperymentów 

kompleksowania jest zgodny z prezentowanymi wcześniej w literaturze.

8. Analiza formowania kompleksów z białkiem Tat-2 przez transkrypty mutantów, 

ustabilizowanych w jednej z globalnych form TAR-2 (TAR-2 A21 i TAR-2 AC23) 

wykazała, że obie formy, rozgałęziona i wydłużona, zdolne są do wydajnego 

oddziaływania z białkiem Tat-2 in vitro. Silne wiązanie białka Tat-2 przez mutanta 

ustabilizowanego w formie wydłużonej wskazuje, że motywy strukturalne inne
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niż dwunukleotydowe wybrzuszenia, powinny być rozważane jako potencjalne miejsca 

wiązania białka Tat-2 w strukturze TAR-2 RNA.

9. Obie globalne formy TAR-2 nie tylko wiążą białko Tat-2, ale także zdolne są 

do specyficznego oddziaływania z kompleksem Tat-2 / cyklina T1. Natomiast cyklina T1 

bez udziału białka Tat-2 nie tworzyła kompleksów z żadną z badanych cząsteczek RNA. 

Otrzymane dane wskazują, że cyklina T1 wyraźnie wzmacnia oddziaływanie 

analizowanych mutantów TAR-2 RNA z białkiem Tat, ponadto jeśli cyklina T1 oddziałuje 

bezpośrednio z którymś z rejonów TAR-2 RNA to następuje to dopiero 
po uformowaniu kompleksu Tat-2 / cyklina T1.

10. Izolowane spinki I i II odpowiadające fragmentom rozgałęzionej formy TAR-2, wiążą 

białko Tat-2 i kompleksy Tat-2 / cyklina Tl nieporównywalnie słabiej niż pełnej długości 
TAR-2 wt oraz jego mutanty. Ponieważ obie formy TAR-2 zdolne są do specyficznego 

wiązania białek związanych z frans-aktywacją, to wyniki uzyskane dla izolowanych 

spinek wskazują że w rozgałęzionej formie TAR-2 do wydajnego formowania 
kompleksów niezbędna jest obecność dwóch spinek (I i II). Natomiast w wydłużonej 

formie TAR-2 istotna rola całej sekwencji +18-85, obejmującej rejon obu spinek 
(formy B TAR-2), wynika z formowana przez nią głównej spinki wydłużonej formy TAR-2 

(El i E2).

11. Wynik otrzymany dla mutanta TAR-2 A21 ustabilizowanego w formie wydłużonej 
wskazuje, że również inne motywy strukturalne niż typowe dla formy rozgałęzionej 

dwunukleotydowe wybrzuszenia i sześcionukleotydowe pętle apikalne, mogą stanowić 

miejsce wiązania kompleksu Tat-2/cyklina Tl. Wydaje się, że najprawdopodobniej 
w wydłużonej formie TAR-2 białko Tat-2 samo oraz w kompleksie z cykliną Tl wiąże się 

najpierw do wewnętrznej pętli obejmującej reszty U27U28, a następnie oba białka 

kompleksu oddziałują z charakteryzującym się dużą dynamiką strukturalną rejonem 

bogatym w reszty G, odpowiadającym pętli apikalnej I spinki formy rozgałęzionej. 

Odkrycie formy wydłużonej TAR-2 sprawia, że musimy spojrzeć w innym świetle 

na asocjację TAR-2/Tat-1 / cyklinaTl. Badania w tym kierunku będą kontynuowane 

w naszej Pracowni metodami fotozszywania.

12. Analiza wpływu amidu argininy na cięcia indukowane jonami Pb^^ wykazała, że obie 

formy TAR-2 wiążą specyficznie amid argininy. Główne miejsce wiązania przypada 

w rejonie reszty nukleotydowej U27, czyli w miejscu uznawanym za kluczowe 

dla oddziaływania z białkiem Tat-2. W rozgałęzionej formie TAR-2 reszta U27 jest jedną 

z reszt dwunukleotydowego wybrzuszenia UU pierwszej spinki. W formie wydłużonej, 

U27 posadowiona jest w wewnętrznej pętli i wspólnie z sąsiadującymi z nią resztami
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nukleotydowymi, wydaje się stanowić miejsce wiązania amidu argininy, a tym samym 

najprawdopodobniej miejsce wiązania białka Tat-2. Analiza wiązania amidu argininy 

potwierdza wyniki eksperymentów formowania kompleksów RNA/Tat-2 i obie metody 

zgodnie wskazują że pozbawione dwunukleotydowych wybrzuszeń, wydłużone 

konformery TAR-2, mogą wiązać białka bogate w argininę, takie jak Tat. Porównanie 

wyników otrzymanych dla pełnej długości TAR-2 wt oraz dla izolowanych spinek I i II 

wskazuje, że wpływ amidu argininy na indukowane jonami Pb^"^ cięcie danej reszty 

nukleotydowej, zależy od globalnej struktury całej analizowanej cząsteczki RNA.

Wyniki badań przedstawionych w mojej pracy doktorskiej dowodzą że koniec 5' 

liderowego RNA HI\/-2 charakteryzuje się polimorfizmem strukturalnym. Mam nadzieję, 

że przyczynią się one także do lepszego zrozumienia, kluczowego dla procesu 

frans-aktywacji genów HIV, oddziaływania domeny TAR-2 RNA z wirusowym białkiem Tat-2 

i ludzką cykliną Tl. Dane strukturalne charakteryzujące TAR-2 RNA mogą również wyjaśnić 

wiele aspektów związanych z dynamiką i funkcją całego rejonu liderowego wirusa HIV-2. 

Szczegółowe badania RNA wirusa HIV-2 oraz jego oddziaływań z białkami, pozwalające 

poznać różnice pomiędzy HIV-1 i HIV-2, są szczególnie istotne, gdyż mogą przyczynić się 
do wyjaśnienia natury silnej patogenności wirusa HIV-1, a w dalszej perspektywie 
znalezienia skutecznych metod leczenia AIDS.
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VII. MATERIAŁY I METODY

VII.1. MATERIAŁY STOSOWANE W BADANIACH

1.1. Odczynniki chemiczne i biochemiczne
Większość odczynników stosowanych w przedstawionych eksperymentach pochodziła z firm Sigma, 
Aldrich, Fluka lub Serva. Odczynniki były najwyższej klasy czystości i oznaczone jako wolne 
od rybonukleaz. Dodatkowo, nośnikowy tRNA (drożdżowy tRNA) pochodził z firmy Ambion, sączki 
Milex GP z firmy Millipore, sefaroza S-glutationowa i kolumienki NAP-25 z firmy Pharmacia Biotech. 
Amidofosforyny z blokadą 2’-0-T0M zakupiono w firmie Glen Research, pozostałe odczynniki zgodne 
ze standardem Applied Biosystems, stosowane do chemicznej syntezy RNA pochodziły 
z firmy Roth.

1.2. Związki promieniotwórcze
[y“P] ATP (4000 - 5000 Ci / mmol) - ICN

1.3. Enzymy
T4 kinaza polinukleotydowa - Fermentas, rybonukleaza Tl - Boehringer Manheim, rybonukleaza A - 
Sigma, nukleaza SI - Fermentas, rybonukleaza VI - Ambion, trombina - Sigma

1.4. Zestawy odczyn n i ków
Zestaw do reakcji PCR - Ambion SuperTaq™ Plus polymerase 
Zestaw do transkrypcji - Ambion T7-MEGAshortscript transcription kit
Zestaw do defosforylacji i znakowania 5'-końca RNA przy użyciu [y-^Pj-ATP - Ambion KinaseMax kit
Zestaw do izolacji plazmidowego DNA z komórek bakterii - Qiagen
Zestaw do oznaczania ilości białka z zastosowaniem kwasu bikinchonowego - Sigma

1.5. Oligonukieotydy
Oligonukleotydy DNA stosowane jako matryce w reakcjach transkrypcji in vitro oraz wykorzystywane 
jako startery w reakcjach PCR, prowadzących do otrzymania matrycowych DNA, zakupiono w IBB 
PAN w Warszawie. Oligonukleotydy RNA o sekwencji izolowanej spinki III TAR-2 (21-mer), spinki W 
(30-mer) oraz TAR-1 (29-mer) otrzymałam metodą syntezy chemicznej.

1.6. Plazmidy
Plazmidy wykorzystywane w przeprowadzonych eksperymentach, ze wskazaniem źródła ich 
pochodzenia:
1. plazmid HIV-2 'F large zawierający, poprzedzoną promotorem dla T7 RNA polimerazy, sekwencję 
całego rejonu liderowego oraz 5' końcową część genu gag wirusa HIV-2 (+1 - 892) 
- prof. Ben Berkhout, Department of Human Retrovirology, Uniwersytet w Amsterdamie,

2. plazmid pGEX-2T z wklonowanym genem białka Tat-2 - dr E. Wyszko, IChB PAN, Poznań, 
(prof. A. P. Rica, Baylor College of Medicine, Houston, Texas),
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3. plazmid GST-hCycTI 303 kodujący N-końcowy fragment ludzkiej cykliny T1 z przyłączonym genem 
- GST - prof. Katherine A. Jones, Salk Institute for Biological Studies, La Jolla, Kalifornia.

1.7. Szczepy bakteryjne
£. coli DH5a - Stratagene
E. co//BL21 (DE3) pLysS - Stratagene
E. coli BL21 - Codon Plus (DE3) - RIL - Stratagene

1.8. Standardy do oznaczania wielkości makrocząsteczek
Marker do oznaczania masy białek w żelach denaturujących z SDS - Protein Molecular Mass Markers, 
Mid Range - Promega,
Marker do analizy masy fragmentów DNA w żelach agarozowych - Mass Ruler DNA Ladder, 
Low Range - Fermentas

1.9. Stosowane bufory, roztwory i pożywki 
Bufor elektroforetyczny 1xTBE

100 mM Tris, 100 mM kwas borowy, 2,5 mM EDTA; pH 8,3

Bufor elektroforetyczny 0,25xTBE

25 mM Tris, 25 mM kwas borowy, 0,625 mM EDTA; pH 8,3

Bufor elektroforetyczny 0,5xTB 

50 mM Tris, 50 mM kwas borowy; pH 8,3

Bufor elektroforetyczny 0,5xTB z Tritonem X-100

50 mM Tris, 50 mM kwas borowy, 0,01% Triton X-100; pH 8,3

40% roztwór żelu pollakryloamidowego 19: 1 (w/w)

190 g akrylamidu, 10 g bisakrylamidu, H2O do 500 ml

40% roztwór żelu pollakryloamidowego 75: 1 (w/w)

197,4 g akrylamidu, 2,63 g bisakrylamidu, H2O do 500 ml

30% roztwór żelu białkowego

150 g akrylamidu, 4 g bisakrylamidu, H2O do 500 ml

Roztwory obciążające do nakładania na elektroforezę próbek zawierających RNA lub DNA

Elektroforeza w warunkach denaturujących

8 M mocznik, 0,02% w/v błękit bromofenolowy, 0,02% w/v ksylencjanol 

dejonizowany formamid, 0,02% w/v błękit bromofenolowy, 0,02% w/v ksylencjanol 

Elektroforeza w warunkach niedenaturuiacvch
25% w/v Ficoll, 0,02% w/v błękit bromofenolowy, 0,02% w/v ksylencjanol 

30% glicerol, 0,02% w/v błękit bromofenolowy, 0,02% w/v ksylencjanol 

50% w/v sacharoza, 0,02% w/v błękit bromofenolowy, 0,02% w/v ksylencjanol
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Bufor do elucji kwasów nukleinowych z żelu poliaryloamidowego 

0,3 M octan sodu, 1 mM EDTA

Bufor do elektroforezy denaturującej białek

25 mM Tris-HCI pH 8,3, 190 mM glicyna, 0,1% SDS

Roztwór do denaturacji i obciążania próbek białkowych - roztwór SSB 

50 mM Tris-HCI pH 6,8, 10 mM DTT, 2% SDS, 10% glicerol, 10% p-merkaptoetanol, 
0,02% w/v błękit bromofenolowy

Bufor TN (10 X stężony)

100 mM Tris-HCI pH 7,2, 400 mM NaCI

Bufor do trawienia rybonukleazą Tl w warunkach semidenaturujących 

50 mM cytrynian sodu pH 5,3, 7 M mocznik

Roztwór formamidowy do hydrolizy RNA

3 mM MgCl2 w 100% formamidzie

Bufor „stop”

8 M mocznik, 20 mM EDTA, 0,02% w/v błękit bromofenolowy, 0,02% w/v ksylencjanol

Bufor TK do formowania kompleksów RNA /białko (10 x stężony)

500 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM KCI, 1 M DTT, 1% Triton X-100

Bufor dla T4 kinazy polinukleotydowej - Fermentas

50 mM Tris-HCI pH 7,3, 10 mM MgCl2, 5 mM DTT, 0,1 mM spermidyna i 0,1 mM EDTA

Bufory do Izolacji I oczyszczania rekombinantowych białek fuzvinvch z GST

Bufor PBS

140 mM NaCl2, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HP04, 1,8 mM KH2PO4; pH 7,4 

Bufor L

50 mM Tris-HCI pH 7,9, 100 mM KCI, 1% Triton-X 100, 2 mM DTT, 0,1 mM PMSF,
2 mg / ml benzamidyna

Bufor I

PBS pH 7,4,1% Triton-X 100, 2 mM DTT, 1 x inhibitory proteaz

Bufor II

50 mM Tris-HCI pH 7,5, 300 mM NaCI, 2 mM DTT, 1 x inhibitory proteaz

Bufor III

50 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM KCI, 10% glicerol, 2 mM DTT 

Bufor dla trombiny

50 mM Tris-HCI pH 7,5, 20 mM KCI, 1 mM DTT
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Inhibitory proteaz (100 x)

400//g/ml leupeptyna, 100/;g/ml aprotynina, lOO/yg/ml pepstatna A, 100ytyg/ml SBTI, 
200 mg / ml benzamidyna, 10 mM PMSF

Pożywki do hodowli bakteryjnych

Pożywka LB płynna

10 g pepton, 5 g ekstrakt drożdżowy, 5 g NaCI, 1 ml 1 M NaOH, H2O do 1000 ml

Pożywka LB stała

2 g pepton, 1 g ekstrakt drożdżowy, 1 g NaCI, 0,2 ml 1 M NaOH, 3 g agaru, H2O do 200 ml

Antybiotyki

Roztwory wyjściowe: 
ampicylina - 30 mg /1 ml H2O 
chloramfenikol - 50 mg /I ml izopropanolu
Ostateczne stężenie antybiotyków w pożywce podczas hodowli bakteryjnych wynosiło 
30/yg (ampicylina) i 50 //g (chloramfenikol) na 1 ml pożywki.

VII.2. WAŻNIEJSZA APARATURA STOSOWANA W PRACY
- syntetyzer PCR Mate, firmy Applied Biosystems
- aparat do elektroforezy poziomej w żelu agarozowym firmy Kucharczyk
- aparat do elektroforezy pionowej w żelu poliakryloamidowym, firmy Kucharczyk, 

model MEDIUM
- aparat do elektroforezy sekwencyjnej z systemem chłodzącym, firmy GIBCO, model S2001
- aparat do elektroforezy pionowej w ściśle kontrolowanej temperaturze żelu, DNA Pointer 

System, firmy Kucharczyk
- aparat do jednokierunkowej elektroforezy białek firmy Kucharczyk
- phosphorimager Typhoon G-8600 - Amersham Pharmacia
- licznik scyntylacyjny Beckmann LS5000TA
- termocykler PTC-200, firmy MJ Research
- spektrofotometr UV / VIS Lambda Bio 10, firmy Perkin Elmer
- wyparka wirówkowa Univapo 150H z systemem chłodzącym Heto
- LKB Bromma 8300 Uvicord II (monitorowanie elucji oligomerów odsalanych metodą 

chromatografii kolumnowej)
- pH-metr, firmy Denver Instrument
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VII.3. METODY STANDARDOWE STOSOWANE W PRACY

3.1. Elektroforeza kwasów rybonukleinowych w żelu poliakryloamidowym 
w warunkach denaturujących

Metodę elektroforezy analitycznej (grubość żelu 0,4 mm) w warunkach denaturujących 
wykorzystywano do oczyszczania fragmentów RNA po transkrypcji i znakowaniu izotopowym (aparat 
MEDIUM, rozmiar żelu 15x15 cm) oraz do analizy produktów specyficznej degradacji po próbkowaniu 
struktury drugorzędowej RNA metodami enzymatycznymi i chemicznymi (aparat GIBCO S2001, 
rozmiar żelu 30x40 cm). Ponadto, preparatywną elektroforezę w warunkach denaturujących 
(grubość żelu 2 mm) stosowano do oczyszczania oligorybonukleotydów po syntezie chemicznej 
(aparat GIBCO S2001, rozmiar żelu 30x40 cm). Stosowałam żel poliakryloamidowy o usieciowaniu 
19:1 (stosunek wagowy akrylamidu do bisacrylamidu) z 8M mocznikiem i bufor elektroforetyczny 
IxTBE. Procentowość żelu była zależna od długości analizowanych fragmentów RNA:
15% - spinka I (35-mer), spinka II (32-mer), spinka III (21-mer), TAR-1 (29-mer), spinka W (30-mer); 
12% - poli(A) (60-mer);
10% - TAR-2 (123-mer) i jego mutanty.
Elektroforezę prowadzono przy stałej mocy prądu 12 W (żel 15x15 cm) lub 120 W (żel 30x40 cm). 
Każdą elektroforezę poprzedzano 30 min. preelektroforezą stosując o połowę mniejszą moc prądu niż 
podczas właściwej elektroforezy. Próbki obciążano w stosunku 1:1 8M roztworem mocznika lub 
formamidu z barwnikami elektroforetycznymi.

3.2. Elektroforeza kwasów rybonukleinowych w żelu poliakryloamidowym 
w warunkach niedenaturujących

Elektroforezę analizowanych fragmentów RNA w warunkach niedenaturujących prowadzono w ściśle 
kontrolowanych warunkach prądowych i temperaturowych, wykorzystując zestaw DNA Pointer System 
firmy Kucharczyk. W celu znalezienia optymalnych warunków rozdziału konformerów RNA 
przetestowano różne warunki elektroforezy. Stosowano 6% lub 8% żele poliakryloamidowe 
o usieciowaniu 19:1 lub 75:1. Jako bufor elektroforetyczny używano 0,25xTBE lub 0,5xTB 
z Tritonem X-100. Elektroforezy prowadzono w kontrolowanej temperaturze żelu wynoszącej 4°C lub 
20°C, przy stałej mocy prądu (10 lub 20 W) przez około 1 godz. Stosowano płyty o rozmiarze 
16 X 10 cm i przekładki grubości Imm. Próbki obciążano 25% Ficollem z barwnikami w stosunku 5:1.

3.3. Elektroforeza kompleksów RNA / białko w żelu poliakryloamidowym
Formowanie i migrację kompleksów dwuskładnikowych RNA/Tat-2 oraz trójskładnikowych 
RNA/Tat-2/cyklina Tl analizowano metodą elektroforezy w niedenaturującym żelu 
poliakryloamidowym o niskiej, kontrolowanej temperaturze (4°C), wykorzystując zestaw DNA Pointer 
System firmy Kucharczyk. Stosowano żel o usieciowaniu 75:1 i 0,5xTB z Tritonem X-100 jako bufor 
elektroforetyczny. Procentowość żelu była zależna od długości analizowanych cząsteczek RNA:
10% - spinka I (35-mer), spinka II (32-mer), spinka III (21-mer), TAR-1 (29-mer);
6% - poli(A) (60-mer), TAR-2 (123-mer) i jego mutanty.
Stosowano f)łyty o rozmiarze 16x10 cm i przekładki grubości Imm. Elektroforezy prowadzono
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Z barwnikami w stosunku 5:1. Zastosowanie Ficollu jako roztworu obciążającego, poprzedzono 
przetestowaniem innych standardowo stosowanych w tym celu roztworów, zawierających sacharozę 
lub glicerol. Ficoll zapewniał jednak najlepsze wnikania kompleksów w żel (brak materiału 
w kieszonkach żelu).

3.4. Elektroforeza DNA w żelu agarozowym
Elektroforezę w żelu agarozowym wykorzystywano do analizy otrzymanych metodą PCR fragmentów 
DNA, stanowiących matryce do reakcji transkrypcji in vitro. Stosowano 2% (w/v) żel agarozowy i bufor 
elektroforetyczny 0,5xTB. Próbki obciążano 30% glicerolem z barwnikami, w stosunku 1:5. W celu 
uwidocznienia DNA, żel po elektroforezie barwiono przez 20 minut w roztworze bromku etydyny 
(0,5 //g/ml H2O) i obserwowano w świetle UV.

3.5. Elucja kwasów nukleinowych
Po rozdziale na żelu poliakryloamidowym prążki odpowiadające właściwym fragmentom RNA 
wizualizowano w świetle UV, wycinano z żelu i eluowano metodą „crash and soak” przez inkubację 
kawałków żelu w buforze elucyjnym lub w sterylnej, dejonizowanej wodzie (po elektroforezie 
preparatywnej) przez noc, w temperaturze 4°C, z łagodnym mieszaniem.

3.6. Precypitacja kwasów nukleinowych
w celu precypitacji kwasów nukleinowych do zebranego znad żelu supernatantu dodawano 
1/10 objętości 3 M octanu sodu i 2,5 objętości schłodzonego 96% etanolu, po czym całość 
inkubowano w suchym lodzie przez 20 min. W przypadku RNA dodawano glikogen jako koprecypitant 
(60//g na Iml roztworu). Roztwór wirowano 14.000 r.p.m./30min./4°C, oddzielano supernatant, 
a otrzymany osad suszono w wyparce wirówkowej. Próbki przechowywano w stanie zliofilizowanym 
w temperaturze -20°C, a do bezpośredniej pracy jako roztwory w sterylnej wodzie.
Stężenie kwasu nukleinowego w próbce oznaczano na podstawie pomiarów absorpcji przy długości
fali A = 260 nm. Stosowano następujące przeliczniki:
ssRNA: 1A260 / ml = 33 //g / ml,
ssDNA: 1A260 / ml = 33 //g / ml,
dsDNA: 1A260 / ml = 50 //g / ml.

3.7. Trawienie RNA rybonukleazą T1 w warunkach semidenaturujących
Do 1 //I analizowanego RNA (30.000 c.p.m.), znakowanego izotopem ^P na 5' końcu (patrz rozdział
4.1.4.) i rozpuszczonego w sterylnej wodzie dodawano 8//I buforu do trawienia rybonukleazą Tl 
w warunkach semidenaturujących. Mieszaninę ogrzewano przez 1 min. w temperaturze 90°C, 
chłodzono przez 2 minuty w temperaturze pokojowej, po czym dodawano 2 U rybonukleazy Tl. 
Reakcję inkubowano przez 20 minut w 55°C, przerywano przez dodanie równej objętości buforu „stop” 
i przeniesienie do suchego lodu. Produkty reakcji analizowano w denaturującym żelu 
poliakryloamidowym z buforem IxTBE.
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3.8. Hydroliza RNA formamidem
Do analizowanego RNA (30.000 c.p.m.) znakowanego izotopem na 5' końcu, dodawano 
dejonizowany formamid w stosunku objętościowym 1 : 5. Reakcję inkubowano 20 min. w temperaturze 
100°C, przerywano przez dodanie równej objętości buforu „stop” i przeniesienie do suchego lodu. 
Produkty reakcji analizowano w denaturującym żelu poliakryloamidowym z buforem 1xTBE.

3.9. Elektroforeza jednokierunkowa białek w żelu poliakryloamidowym w obecności 
SDS i barwienie żeli białkowych

Metodę tą stosowano do kontrolowania poszczególnych etapów nadekspresji, izolacji i oczyszczania 
białek Tat-2 i cykliny T1. Zgodnie z standardową procedurą denaturującej elektroforezy 
białkowej, żele składały się z dwóch warstw o różnej procentowości i pH. Stosowano 
5% żel żagęszczający, zawierający Tris-HCI pH 6,8 i 15% żel rozdzielający z Tris-HCI pH 8,8. 
Zarówno żel jak i bufor elektroforetyczny (pH 8,3) zawierały 0,1% SDS jako czynnik denaturujący. 
Przed elektroforezą do każdej analizowanej próbki białka dodawano 50 //I roztworu SSB i inkubowano 
przez 5 min. w 100°C. Próbki zwirowywano, pobierano 10//I supernatantu i nakładano 
bezpośrednio na żel. Elektroforezę prowadzono w żelach o rozmiarze 10x10cm i grubości Imm. 
Podczas przechodzenia próbki białkowej przez żel zagęszczający natężenie prądu wynosiło 55 mA, 
natomiast przez żel rozdzielający 120 mA.

Żele białkowe po elektroforezie barwiono kumasyną, po czym obraz żelu skanowano. 
Zaraz po zakończeniu elektroforezy żel płukano w roztworze utrwalającym (45% metanol, 10% kwas 
octowy), a następnie umieszczano go na 20 minut w barwniku (0,2% kumasyna Brilliant Blue R-250, 
5% metanol, 7% kwas octowy). Żele po barwieniu wielokrotnie płukano w roztworze odbarwiającym 
(5% metanol, 7% kwas octowy).

3.10. Oznaczanie zawartości białka
Po nadekspresji i oczyszczaniu białek Tat-2 i cykliny Tl całkowitą ilość otrzymanego białka oznaczano 
metodą opartą o zastosowanie kwasu bikinchonowego (BCA). Do 50 //I analizowanej próbki białka 
dodawano 1 ml świeżego przygotowanego reagenta, który otrzymano przez zmieszanie roztworu 
siarczanu miedzi (II) z roztworem kwasu bikinchonowego w proporcji 1 : 50. Próbkę inkubowano przez 
30 minut w 37°C. Po schłodzeniu do temperatury pokojowej mierzono absorbancję przy 562 nm 
i uzyskane wartości porównywano z krzywą wzorcową przygotowaną w oparciu o standard białkowy 
- BSA (albumina z surowicy bydlęcej).
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VII.4. OPIS METODYKI BADAŃ WŁASNYCH

4.1. PRZYGOTOWANIE RNA DO BADAŃ
Analizowane w niniejszej pracy cząsteczki RNA otrzymano dwoma różnymi metodami. Większość 
z nich została otrzymana metodą transkrypcji in vitro przy użyciu enzymu T7 RNA polimerazy. 
Część krótszych oligorybonukleotydów, wykorzystując doświadczenie naszej Pracowni w syntezie 
chemicznej kwasów nukleinowych, otrzymano przez syntezę metodą amidofosforynową na podłożu 
stałym.
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Nazwa
cząsteczki

RNA
Sekwencja badanych cząsteczek RNA (5’ —> 3') Metoda

otrzymywania

izolowana 
spinka I 
(35-mer)

GCUGGCAGAUUGAGCCCUGGGAGGUUCUCUCCAGC
transkrypcja 

in vitro

izolowana 
spinka II 
(32-mer)

CUAGCAGGUAGAGGCCUGGGUGUUCCCUGCUAG
transkrypcja 

in vitro

izolowana 
spinka III 
(21-mer)

CCAGCACUUGGCCGGUGCUGG
synteza

chemiczna

TAR-1
(29-mer)

Spinka W 
(30-mer)

GGCAGAUCUGAGCCUGGGAGCUCUCUGCC
synteza

chemiczna

GGCCAGAUUGAGCCUGGGAGCUCUCUGGCC
synteza

chemiczna

TAR-2 wt 
(123-mer)

GGUCGCUCUGCGGAGAGGCUGGCAGAUUGAGCCCUGGGAGGUUCU
CUCCAGCACUAGCAGGUAGAGGCCUGGGUGUUCCCUGCUAGACUCU
CACCAGCACUUGGCCGGUGCUGGGCAGACGGCC

transkrypcja 
in vitro

TAR-2 A21 
(123-mer)

TAR-2 B4 
(123-mer)

GGUCGCUCUGCGGAGAGGCUAGCAGAUUGAGCCCUGGGAGGUUCU
CUCCAGCACUAGCAGGUAGAGGCCUGGGUGUUCCCUGCUAGACUCU
CACCAGCACUUGGCCGGUGCUGGGCAGACGGCC

GGUCGCUCUGCGGAGAGGCCGGCAGAUUGACCCCUGGGAGGGUCU
CUCCGGCACUAGCAGGUAGAGGCCUGGGUGUUCCCUGCUAGACUCU
CACCAGCACUUGGCCGGUGCUGGGCAGACGGCC

transkrypcja 
in vitro

transkrypcja 
in vitro

TAR-2 AC23 
(122-mer)

GGUCGCUCUGCGGAGAGGCUGGAGAUUGAGCCCUGGGAGGUUCUC
UCCAGCACUAGCAGGUAGAGGCCUGGGUGUUCCCUGCUAGACUCUC
ACCAGCACUUGGCCGGUGCUGGGCAGACGGCC

transkrypcja 
in vitro

Tabela VII.1. Sekwencje analizowanych cząsteczek RNA, ze wskazaniem metod ich 
otrzymywania. Przez podkreślenie wskazano reszty nukleotydowe zmienione względem 
naturalnej sekwencji TAR-2 RNA.
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4.1.1. Chemiczna synteza RNA
Syntezę oligorybonukleotydów przeprowadzono na syntetyzerze PCR Mate firmy Applied Biosystems 
z wykorzystaniem metody amidofosforynowej na podłożu stałym - CPG (ang. Controlled Pore Glass). 
Syntezę prowadzono w skali 1 //mola przy użyciu komercyjnie dostępnych amidofosforynów z blokadą 
2’-0-T0M (2’-0-triizopropylosililoxymetylową). Po syntezie otrzymywano oligorybonukleotydy 
z odblokowaną końcową grupą 5'-OH. W celu odcięcia oligorybonukleotydów od podłoża 
i odblokowania grup zasadolabilnych, podłoże zalewano 40% roztworem CH3NH2 w H2O (0,75 ml) 
i 33% roztworem CH3NH2 w EtOH (0,75 ml); całość inkubowano przez 20 godzin w temperaturze 
pokojowej. Następnie roztwór zbierano znad podłoża, podłoże dokładnie płukano mieszaniną 
CH3CN : EtOH ; H2O (3:1:1 v/v/v). Roztwory łączono i odparowano do sucha (wyparka wirówkowa). 
W celu odsiliowania otrzymany osad oligorybonukleotydu rozpuszczono w Iml fluorku 
tetrabutyloamoniowego (IM w THE) i Inkubowano przez 20 godzin w temperaturze pokojowej, 
z wytrząsaniem. Następnie do roztworu dodano 1 ml buforu 1 M Tris-HCI (pH 7,5) 
i pozostawiono na 30 min. w temperaturze pokojowej, aby usunąć 2'-hemiacetale. W celu usunięcia 
THE mieszaninę odparowano do połowy objętości i oczyszczono na kolumnie wypełnionej złożem 
Sephadex G-25, zsyntetyzowany oligomer eluowano sterylną dejonizowaną H2O. Zebrane frakcje 
łączono i zatężano (wyparka wirówkowa). Główny produkt syntezy wydzielano metodą elektroforezy 
preparatywnej w denaturującym żelu poliakryloamidowym z IxTBE. Oligomer eluowano z żelu 
sterylną dejonizowaną wodą i odsalano na kolumienkach NAP-25 (elucja sterylną dejonizowaną 
H2O). Odsolone oligomery RNA liofilizowano i przechowywano w -20°C.

4.1.2. Otrzymywanie matrycowych DNA do reakcji transkrypcji in vitro

Matrycowe DNA do transkrypcji in vitro otrzymano przez amplifikację fragmentów plazmidu 
HIV-2 'F large metodą PCR. Plazmid ten zawiera sekwencję kodującą rejon liderowy HIV-2,od 

i 5' końcową część genu gag wirusa HIV-2 (+1 - 892), poprzedzoną promotorem dla T7 RNA 

polimerazy. Matryce do syntezy różnych fragmentów rejonu liderowego otrzymano dzięki stosowaniu 
odpowiednich zestawów starterów (krótkich oligodeoksyrybonukleotydów), oznaczonych jako 
Pu (ang. primer upstream) i p^ (ang. primer downstream). Matryce do syntezy transkryptów 
reprezentujących fragmenty rejonu liderowego, rozpoczynające się w pozycji innej niż +1, otrzymano 
stosując startery Pu z przyłączoną na 5' końcu sekwencją promotora dla T7 RNA polimerazy. 
Matryce dla zaprojektowanych, zmutowanych transkryptów TAR-2 otrzymano przy użyciu 
wydłużonych starterów Pu, w których naturalna sekwencja TAR-2 HIV-2ro<j została zmieniona w celu 
otrzymania pożądanej mutacji.

Wszystkie reakcje PCR przeprowadzono w takich samych warunkach przy użyciu 
zestawu Ambion SuperTaq™ Plus polymerase zgodnie z zaleceniami producenta. Reakcje, 
w całkowitej objętości 50 pl, zawierały: bufor PCR z MgS04, 50 ng matrycy DNA, 100 ng każdego 
z dwóch starterów, 200 pM każdego z dNTP i 1,25 U enzymu. Zastosowano następujące warunki 
temperaturowe reakcji PCR: 95°C - 5 min. (wstępna denaturacja), a następnie 30 cykli: 95°C -1 min., 
55°C-1min., 72°C - 2 min.; końcowe wydłużanie 72°C-10min. Produkty reakcji PCR strącano 
etanolem z dodatkiem octanu sodu, wirowano i odparowywano. Matrycowe DNA wykorzystywane
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do reakcji transkrypcji rozpuszczano w sterylnej wodzie. Roztwór przechowywano w -20°C. 
Dodatkowo otrzymane fragmenty DNA analizowano metodą elektroforezy w żelu agarozowym.
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Nazwa cząsteczki 
RNA

Sekwencja starterów (5' —> 3*)

izolowana spinka I Pu GAATTCTAATACGACTCACTATAGGCTGGCAGATTGAGCCCTGG 

Pd GCTGGAGAGAACC

i izolowana spinka II Ou GAATTCTAATACGACTCACTATAGCTAGCAGGTAGAGCCTGGGT

; TAR-2 wt

TAR-2 A21

TAR-2 B4

TAR-2 AC23

poli(A)

Pd TCTAGCAGGGAAC

D„ GAATTCTAATACGACTCACTATAGGG 

Pd GGCCGTCTGCCCAGCACCGG

Pu GAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTCGCTCTGCGGAGAGGCTAGC 

Pd GGCCGTCTGCCCAGCACCGG

p„ GAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTCGCTCTGCGGAGAGGCCGGCAGATT 

GACCCCTGGGAGGGTCTCTCCGGC 

; PdGGCCGTCTGCCCAGCACCGG

Pu GAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTCGCTCTGCGGAGAGGCTGGAGATT 

I Pd GGCCGTCTGCCCAGCACCGG
i
I p„ GAATTCTAATACGACTCACTATAGCACGCTTGCTTGCTTAAAAA 

I Pd CACACACTTAACTTGCTTCT

Tabela VII.2. Startery stosowane w reakcjach PCR w celu otrzymania odpowiednich matryc 
do reakcji transkrypcji in vitro. Przez podkreślenie wskazano sekwencję promotora 
dla T7 RNA polimerazy.

4.1.3. Transkrypcja/n vrtro
Wszystkie transkrypty otrzymano przy użyciu zestawu do transkrypcji firmy Ambion 
(Ambion T7-MEGAshortscript transcription kit), zgodnie z instrukcją załączoną przez producenta. 
Jako matryce stosowano dwuniciowe cząsteczki DNA, otrzymane w sposób opisany powyżej. 
Reakcję prowadzono w skali 20 pl. Stężenie matrycy DNA w reakcjach transkrypcji było różne 
(od 2 pM do 200 nM) i zależało od długości transkryptu, im krótszy transkrypt tym większa 
ilość matrycy. Końcowe stężenie każdego z trójfosforanów nukleozydów wynosiło 7,5 mM. 
Reakcję inkubowano przez 4 godziny lub przez noc w temperaturze 37°C. W przypadku długich 
transkryptów (60 do 123 nt) uzyskiwano około 30 pg materiału z jednej reakcji, krótkich (około 30 nt) 
jedynie 5-10pg materiału. Transkrypt oczyszczano w żelach poliakrylamidowych w warunkach 
denaturujących i wizualizowano w świetle UV. Eluowano z żelu w buforze elucyjnym przez noc, 
strącano etanolem z dodatkiem octanu sodu i glikogenu, wirowano i osuszano (wyparka wirówkowa). 
RNA przechowywano w -20°C w stanie zliofilizowanym lub jako roztwory w sterylnej wodzie.
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4.1.4. Znakowanie 5' końca RNA izotopem
Do reakcji znakowania izotopem 5' końca cząsteczek RNA, otrzymanych metodą syntezy 
chemicznej, stosowano [y-^Pj-ATP i T4 kinazę polinukleotydową. Reakcję prowadzono w skali 
10pl w komercyjnie dostępnym buforze (Fermentas). Do jednej reakcji wykorzystywano 
10pCi [y-^Pj-ATP, 2U enzymu i 2 - 4pg RNA. Reakcję inkubowano przez 30 min. w 37°C.

Do izotopowego znakowania cząsteczek RNA otrzymanych metodą transkrypcji in vitro 
stosowano zestaw do defosforylacji i znakowania 5' końca RNA (Ambion KinaseMax kit), 
zgodnie z zaleceniami producenta. Po etapie defosforylacji enzym usuwano z mieszaniny reakcyjnej 
przy pomocy dołączonego do zestawu reagentu PRR (ang. phosphatase removal reagent), 
a następnie mieszaninę odparowywano do objętości około 1 pl. Do jednej reakcji znakowania 5' końca 
RNA stosowano 20 pCi [y-^^Pj-ATP i 2 - 4 pg RNA. Zarówno reakcję defosforylacji, jak i reakcję 
znakowania inkubowano przez 1 h w temperaturze 37°C.

Wyznakowane izotopowe na 5' końcu cząsteczki RNA oczyszczano w denaturującym żelu 
poliakryloamidowym z IxTBE. RNA wizualizowano w świetle UV, eluowano przez noc w buforze 
elucyjnym, strącano etanolem z dodatkiem octanu sodu i glikogenu, wirowano i osuszano. 
Poziom radioaktywności znakowanych cząsteczek RNA oznaczano za pomocą licznika 
scyntylacyjnego.

4.2. ANALIZA MIGRACJI RNA W ŻELACH POLIAKRYLAMIDOWYCH 
W WARUNKACH NIEDENATURUJĄCYCH

Przed analizą w warunkach natywnych homogenność wszystkich badanych cząsteczek 
RNA sprawdzano drogą elektroforezy w denaturującym żelu poliakryloamidowym z buforem 1 xTBE. 
Elektroforezę w żelu niedenaturującym przeprowadzano w ściśle kontrolowanych 
warunkach temperaturowych oraz prądowych, wykorzystując zestaw DNA Pointer System firmy 
Kucharczyk. Analizowany RNA (20.000 c.p.m. na jedna reakcję) znakowany na 5' końcu izotopem ^P 
rozpuszczano w sterylnej wodzie, ogrzewano 1 min. w 90°C, a następnie wolno chłodzono 
do temperatury pokojowej. Dodawano bufor TN (ostatecznie 1xTN) i roztwór MgC^ do końcowego 
stężenia 0; 0,1; 1; 2,5 i 5 mM, po czym mieszaninę inkubowano przez 10 minut w 65°C
1 wolno chłodzono do temperatury pokojowej. W celu stabilizacji konformerów RNA 
próbki umieszczano na 5 minut w lodzie. Przed elektroforezą próbki obciążano
2 p\ 25% Ficollu z barwnikami elektroforetycznymi i nakładano bezpośrednio na schłodzony 
do temperatury 4°C, niedenaturujący żel poliakryloamidowy. Jednocześnie na żel nakładano 
ten sam RNA poddany procesowi denaturacji (5 min. / 100°C) w formamidzie. Testowano różne 
warunki etapu denaturacji / renaturacji RNA oraz elektroforezy. Najlepsze warunki rozdziału różnych 
form RNA zapewniała elektroforeza prowadzona w żelu o temperaturze 4°C i usieciowaniu 75:1 
oraz bufor elektroforetyczny 0,5xTB z Tritonem X-100.
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4.3. MAPOWANIE STRUKTURY DRUGORZĘDOWEJ RNA

4.3.1. Enzymatyczne mapowanie struktury drugorzędowej RNA
Reakcje ograniczonego trawienia enzymatycznego cząsteczek RNA, znakowanych na 5’-końcu 
izotopem przeprowadzono w buforze 1 x TN z 5 mM MgCb i dodatkiem 8 jjM nośnikowego tRNA. 
Bezpośrednio przed reakcją analizowany RNA (30.000 c.p.m.) poddawano denaturacji / renaturacji 
w buforze reakcyjnym: 1 min./90°C i powolne chłodzenie do temperatury pokojowej. Następnie 
dodawano odpowiednią ilość danego enzymu: S1 (0,5; 0,75; 1 U), Tl (0,2; 0,3; 0,4 U), 
A (0,1; 0,05; 0,01 ng), VI (0,01; 0,005; 0,0025 U) i reakcję inkubowano przez 10 minut 
w temperaturze pokojowej lub w 37°C (nukleaza SI). Reakcję kończono dodając bufor „stop” 
(w stosunku 1 :1) i przenosząc do suchego lodu. Produkty reakcji analizowano w denaturujących 
żelach poliakryloamidowych o odpowiedniej procentowości.
Analogiczne eksperymenty przeprowadzono przy stałych stężeniach enzymów: Tl (0,4 U), SI (1 U), 
A (0,1 ng) i VI (0,01 U) wobec zmiennego stężenia MgCIa (0-10 mM).

4.3.2. Chemiczne mapowanie struktury drugorzędowej RNA
Przed modyfikacją chemiczną RNA z wykorzystaniem DEPC, analizowany RNA (50,000 c.p.m), 
znakowany na 5’-końcu ^^P i rozpuszczony w sterylnej wodzie denaturowano Imin. w 90°C. 
Dodawano bufor TN (ostatecznie 1 x TN) i MgCl2 do końcowego stężenia 5 mM. Całość inkubowano 
przez 5 minut w 65°C i 5 minut w temperaturze pokojowej. Następnie dodawano 0,5 jj\ DEPC i reakcję 
pozostawiano na 5, 15 lub 30 minut w 37°C. Mieszaninę reakcyjną strącano dwukrotnie etanolem 
z dodatkiem 5/jg nośnikowego tRNA i odparowywano do sucha. Do każdej próbki dodawano 
10 A/l buforu anilinowego (pH 4,5) w celu degradacji łańcucha RNA w miejscach modyfikacji. 
Inkubowano w ciemności przez 20 minut w 65“C i ponownie dwukrotnie strącano etanolem 
z dodatkiem 5//g nośnikowego tRNA. Osad mieszaniny reakcyjnej odparowywano do sucha. 
Przed nałożeniem na żel rozpuszczano go w 5//I sterylnej wody i dodawano 5/j\ formamidu 
z barwnikami. Produkty reakcji analizowano w denaturujących żelach poliakryloamidowych
0 odpowiedniej procentowości.

Reakcje hydrolizy cząsteczek RNA, znakowanych na 5'-końcu “P, rodnikami generowanymi 
przez Fe(ll)-EDTA, prowadzono w buforze zawierającym 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM MgCl2
1 5 mM DTT. Bezpośrednio przed reakcją analizowany RNA (100.000 c.p.m.) poddawano 
denaturacji / renaturacji w buforze reakcyjnym: 1 min. / 90°C i powolne chłodzenie do temperatury 
pokojowej. Do każdej reakcji (całkowita objętość 10//I) dodawano 1//I świeżo przygotowanego 
roztworu 50 mM heksahydratu siarczanu amonowo-żelazawego (II) i 1 //I 20 mM EDTA pH 8,0. 
Reakcje inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5, 10 lub 15 minut. Po reakcji do każdej 
z próbek dodawano 10//I formamidu z barwnikami i nakładano bezpośrednio na denaturujący żel 
poliakrylamidowy.

4.3.3. Hydroliza RNA indukowana jonami
Reakcję indukowanego jonami Pb^"" cięcia RNA, znakowanego na 5’-końcu ^P, prowadzono 
w buforze 1 x TN z 10 mM MgCl2 i 8//M nośnikowym tRNA. Bezpośrednio przed reakcją analizowany
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RNA (30.000 c.p.m.) poddawano denaturacji / renaturacji przez ogrzewanie w buforze reakcyjnym 
1 min. / 90°C i powolne chłodzenie do temperatury pokojowej. Następnie dodawano świeżo 
przygotowany roztwór Pb(OAc)2 do końcowego stężenia 0,25; 0,5; 1 i 2 mM i reakcję inkubowano 
przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Reakcję kończono dodając bufor „stop” (w stosunku 1:1) 
i przenosząc do suchego lodu. Produkty reakcji analizowano w denaturujących żelach 
poliakryloamidowych o odpowiedniej procentowości.

4.3.4. Hydroliza RNA indukowana jonami
Przed reakcją cięcia RNA w obecności jonów Mg^*, badane cząsteczki RNA (30,000 c.p.m.), 
znakowane na 5’-końcu “P, rozpuszczano w roztworze zawierającym 40 mM NaCI, 
8/uM nośnikowy tRNA i 0,025 mM EDTA. Mieszaninę ogrzewano przez 1 minutę w temperaturze 
90°C, wolno chłodzono do temperatury pokojowej i dodawano bufor Tris-HCI pH 8,5 do końcowego 
stężenia 10 mM. Następnie dodawano MgCl2 do ostatecznego stężenia 0,25; 0,5; 1 lub 2 mM 
i reakcję inkubowano przez 15 godzin w 37°C. Reakcję kończono przez dodanie buforu „stop” 
(w stosunku 1 :1) i przeniesienie do suchego lodu. Produkty reakcji analizowano w denaturujących 
żelach poliakryloamidowych o odpowiedniej procentowości.

4.3.5. Analiza produktów reakcji mapowania struktury RNA
Wszystkie produkty trawień enzymatycznych, cięć chemicznych i indukowanych jonami metali 
analizowano metodą elektroforezy w denaturującym żelu poliakryloamidowym (19:1), z buforem 
elektroforetycznym IxTBE. Procentowości żelu dobierano w zależności od długości analizowanych 
cząsteczek RNA. W celu precyzyjnego określenia miejsc cięć hydrolitycznych, produkty reakcji 
nakładano na żel wraz z produktami hydrolizy formamidem i trawienia rybonukleazą Tl w warunkach 
semidenaturujących, tego samego RNA.
Wszystkie prezentowane wyniki eksperymentów elektroforetycznych były wizualizowane i analizowane 
ilościowo przy użyciu ekranów odwzorowujących i skanera radioaktywności Typhoon 8600 
z oprogramowaniem ImageQuant (Molecular Dynamics).
Reprezentatywne wyniki wszystkich opisanych powyżej i poniżej eksperymentów przedstawiono 
w rozdziale V. pracy, jednakże w każdym przypadku identyczne rezultaty uzyskano w przynajmniej 
trzech niezależnych eksperymentach.

4.4. KOMPUTEROWE PRZEWIDYWANIA STRUKTURY DRUGORZĘDOWEJ RNA
Odpowiednie sekwencje rejonu liderowego różnych szczepów wirusów HIV-2 i SIV pobrano 
z komputerowej bazy danych HIV (http://hiv-web.lanl.gov). Przewidywanie struktury drugorzędowej 
TAR RNA przeprowadzono przy użyciu programu RNA structure PC v. 4.11 i Mo/c/web serwer v. 3.2 
(http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/rna) stosując domyślne ustawienia (234;235). 
Rozpatrywano wszystkie wygenerowane struktury drugorzędowe, wykazujące w stosunku do 
najbardziej stabilnego wariantu, różnicę energii swobodnej nie większą niż 10%. Następnie zmieniano 
parametr wielkości okna oglądu, aby wygenerować struktury blisko spokrewnione. Program Mfold 3.2 
został także wykorzystany do projektowania, analizowanych w pracy, mutantów TAR-2 RNA.
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4.5. EKSPERYMENTY KOMPETYCYJNEJ INHIBICJI HYDROLIZY RNA 
INDUKOWANEJ JONAMI Pb^^

Znakowane na 5’-końcu izotopem cząsteczki RNA poddawano denaturacji / renaturacji 
w buforze 1xTN przez ogrzewanie 1 min./90°C i powolne chłodzenie do temperatury pokojowej. 
Reakcje prowadzono przy stałym, 2 mM stężeniu Pb(OAc)2, w temperaturze pokojowej przez 
15 minut, wobec wzrastającego stężenia badanego liganda. Ligand dodawano do mieszaniny 
reakcyjnej 5 min. przed dodaniem roztworu Pb(OAc)2, chociaż dodanie liganda bezpośrednio przed 
roztworem Pb(OAc)2 nie miało wpływu na wynik eksperymentu. Stosowano następujące stężenia 
odpowiednich ligandów: MgCl2 i CaCb (1; 2; 5; 10; 20; 30; 40 i 50 mM), Co(NH3)6Cl3 (0,1; 0,2; 0,5; 1; 
2; i 5 mM). Wszystkie reakcje kończono przez dodanie buforu „stop” (w stosunku 1 : 1) i zamrożenie 
w suchym lodzie. Produkty reakcji rozdzielano w denaturującym żelu poliakryloamidowym, 
wizualizowano i analizowano ilościowo przy użyciu ekranów odwzorowujących i skanera 
radioaktywności Typhoon 8600 z oprogramowaniem ImageQuant (Molecular Dynamics).

Eksperymenty badające wpływ amidu argininy na indukowane w obecności jonów Pb^* cięcia 
RNA prowadzano w analogiczny sposób. Stosowano następujące stężenia amidu argininy 
(1; 2; 5; 10; 20; 30; 40 i 50 mM). Dodatkowo zbadano wpływ obecności MgCl2 w buforze reakcyjnym 
na wynik tych eksperymentów i okazało się, że jony Mg^* nie wprowadzały żadnych istotnych zmian.

4.6. NADEKSPRESJA I OCZYSZCZANIE WIRUSOWEGO BIAŁKA TAT-2 I LUDZKIEJ 
CYKLINY Tl

Wirusowe białko Tat-2 oraz N-końcowy fragment ludzkiej cykliny Tl otrzymano w postaci białek 
fuzyjnych z S-transferazą glutationową (GST), w oparciu o plazmid pGEX-2T z wklonowanym genem 
białka Tat-2 lub plazmid GST-hCycTI 303. Nadekpresję białek przetestowałam w różnych szczepach 
E. coli i ostatecznie zdecydowałam się na E. coli BL21 - Codon Plus (DE3) - RIL. Białka fuzyjne 
oczyszczano na sefarozie S-glutationowej i poddawano trawieniu trombiną.

4.6.1. Transformacja komórek E. coli

Plazmid kodujący białko GST-Tat-2 lub plazmid kodujący GST-hCycTI 303 wprowadzano do komórek 
kompetentnych E. co//BL21 - Codon Plus (DE3) - RIL metodą szoku temperaturowego. Komórki 
kompetentne rozmrażano w lodzie i do 20 /j\ zawiesiny komórkowej dodawano 30 - 40 ng 
odpowiedniego plazmidu, po czym całość inkubowano w lodzie przez 30 minut. Zawiesinę komórkową 
umieszczano w 42°C na 20 - 25 sekund, następnie inkubowano w lodzie przez kolejne 2 minuty. 
Dodawano 1 ml pożywki SOC, całość przenoszono do falkonów o objętości 10 ml i hodowano 
w temperaturze 37°C przez 1h, z wytrząsaniem (225-250 r.p.m.). Zawiesinę stransformowanych 
bakterii (100//I) rozprowadzono na powierzchni płytek agarozowych z pożywką LB, ampicyliną 
i chloramfenikolem, hodowlę prowadzono przez 16 h w temperaturze 37°C.

4.6.2. Nadekspresja białek GST-Tat-2 i GST- hCycTI 303 w systemie E.coli

Bakteriami pochodzącymi z pojedynczej kolonii E.coli BL21 - Codon Plus (DE3) - RIL z plazmidem 
kodującym białko GST-Tat-2 lub GST-hCycTI 303 infekowano 20 ml płynnej pożywki LB z ampicyliną 
i chloramfenikolem. Prekulturę prowadzono przez noc w temperaturze 37°C z wytrząsaniem

116





(225-250 r.p.m.). Następnego dnia prekulturę bakteryjną przeszczepiano do 1000 ml (4x250 ml) 
świeżej pożywki LB z ampicyliną i chloramfenikolem, hodowlę prowadzono przez 2-3 godziny 
w temperaturze 37°C z wytrząsaniem (225 - 250 r.p.m.). Nadekspresję białka indukowano 
we wczesnej fazie logarytmicznej (OD6oo= 0,4-0,6) przez dodanie IPTG do końcowego stężenia
1 mM. Hodowlę kontynuowano przez kolejne 3 godziny (GST-Tat-2) lub 5 godzin (GST-hCycTI 303) 
w takich samych warunkach. Po zakończeniu hodowli kulturę zwirowywano 
15 min./4°C/5.000 r.p.m. i otrzymany osad zawieszano w 10 ml buforu L. Osad przechowywano 
w temperaturze -20°C przez noc. Następnie osad rozmrażano i poddawano sonikacji na lodzie,
2 x30 sekund z 1 minutowymi przerwami. W celu oddzielenia pozostałości komórek oraz 
nierozpuszczalnej frakcji białkowej, sonikat wirowano 40 min. / 4°C /15.000 r.p.m. Superat oddzielano 
od osadu i zawarte w nim białka rozpuszczalne poddawano dalszemu oczyszczaniu.

Przebieg hodowli i wydajność nadekspresji kontrolowano metodą elektroforezy białkowej 
w żelu poliakryloamidowym z SDS.

4.6.3. Oczyszczanie rekombinantowych białek Tat-2 i cykliny T1
Zarówno wirusowe białko Tat-2 jak i ludzką cyklinę Tl otrzymywano w postaci białek 
fuzyjnych z S-transferazą glutationową (GST) i jako takie poddawano oczyszczaniu na 
sefarozie S-glutationowej. Zgodnie z zaleceniami producenta sefarozę przygotowywano przez 
kilkukrotne płukanie zimnym buforem PBS pH 7,4. Do oczyszczenia każdego z białek stosowano 
750//I sefarozy na supernatant pochodzący z 1000 ml hodowli bakteryjnej. Do supernatantu 
dodawano inhibitory proteaz (10//I na 1 ml supernatantu) i przygotowaną sefarozę. W celu związania 
obecnego w supernatancie białka fuzyjnego całość inkubowano przez 1 h w temperaturze pokojowej 
z delikatnym mieszaniem. Następnie sefarozę oddzielano od supernatantu przez łagodne wirowanie. 
Aby oczyścić złoże od niespecyficznie związanych innych białek, poddawano je dwukrotnemu 
płukaniu każdym z następujących buforów, w kolejności: bufor I, bufor II, bufor I, bufor III. Ostatnie 
płukanie prowadzono w buforze dla trombiny. Do każdego płukania dodawano trzykrotnie większą 
objętość buforu niż objętość sefarozy Po każdym płukaniu złoże delikatnie zwirowywano, odlewano 
bufor i dodawano kolejną porcję odpowiedniego, świeżego buforu. Po ostatnim wirowaniu 
do złoża dodawano 200 //I buforu dla trombiny i 5 U trombiny. Reakcję trawienia 
prowadzono przez noc w temperaturze 4°C. Roztwór zawierający białko zbierano znad sefarozy 
i przechowywano w temperaturze 4°C.

Poszczególne etapy oczyszczania kontrolowano metodą elektroforezy białkowej w żelu 
poliakryloamidowym z SDS.

4.7. ANALIZA MIGRACJI KOMPLEKSÓW RNA / TAT-2 I RNA / TAT-2 / CYKLINA Tl 
W ŻELACH POLIAKRYLOAMIDOWYCH W WARUNKACH NATYWNYCH

Bezpośrednio przed reakcją analizowany RNA (30.000 c.p.m.) poddawano denaturacji / renaturacji 
w sterylnej wodzie: 1 min. / 90°C i powolne chłodzenie do temperatury pokojowej. 
Formowanie kompleksów RNA/białko Tat-2 prowadzono w skali 10//I w buforze 1 xTK, dodatkowo 
do każdej reakcji dodawano 0,5//g nośnikowego tRNA. Mieszaninę inkubowano przez 10 minut
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W lodzie. Stosowano następujące ilości białka Tat-2 (0; 2,5; 5; 10; 25 i 50 ng) wobec stałej ilości RNA. 
Analizę formowania kompleksów RNA / cyklina T1 przeprowadzono w taki sam sposób, z wyjątkiem 
dodania 2 mM ZnCl2 do buforu TK.

Formowanie kompleksów trójskładnikowych RNA/Tat-2/cyklina Tl było bardziej 
skomplikowane. Stosowano dwa podejścia eksperymentalne. W jednym najpierw formowano 
kompleksy Tat-2/cyklina Tl w buforze 1 x TK z 2 mM ZnCl2. Po 15 minutowej inkubacji 
w temperaturze pokojowej do mieszaniny kompleksów białkowych dodawano analizowany RNA 
(30.000 c.p.m.) razem z 0,5//g nośnikowego tRNA. Całość inkubowano przez 10 minut w lodzie. 
W drugim podejściu w procesie asocjacji dodawano jednocześnie oba białka, analizowany RNA 
i 0,5//g nośnikowego tRNA i całość inkubowano w buforze 1 x TK z 2 mM ZnCl2 przez 10 minut 
w lodzie. Ponieważ nie zaobserwowano istotnej różnicy w obrazie otrzymywanych żeli, standardowo 
wykorzystywano drugie podejście eksperymentalne. W każdym procesie wiązania stosowano stałą 
ilość białka Tat-2 (5 ng) i RNA (30.000 c.p.m.) wobec rosnącego stężenia cykliny Tl (2,5; 5 i 10 ng).

Po inkubacji w lodzie wszystkie analizowane próby obciążano 2 //I 25% Ficollu barwnikami 
i nakładano bezpośrednio na schłodzony do temperatury 4°C, niedenaturujący żel poliakryloamidowy 
(75:1) zawierający 0,5xTB z Tritonem X-100 Wszystkie elektroforezy prowadzono w niskiej, 
kontrolowanej temperaturze żelu (4°C). W zależności od długości analizowanych RNA używano żele 
o różnej procentowości (6 lub 10%). Wyniki eksperymentów były wizualizowane i analizowane 
ilościowo przy użyciu ekranów odwzorowujących i skanera radioaktywności Typhoon 8600 
z oprogramowaniem ImageQuant.
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