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. WPROWADZENIE
l. WPROWADZENIE

Olbrzymie zagrozenie, jakie wywoftata epidemia AIDS doprowadzito do skierowania
powaznych Srodkéw finansowych na badania, ktére koncentrujg sie na zagadnieniach
biologii molekularnej, biochemii i biologii strukturalnej HIV-1 oraz procesach inhibiciji
podstawowych mechanizméw molekularnych tego retrowirusa, celem projektowania
potencjalnych farmaceutykdéw. Znacznie stabsze zaangazowanie w badania systemu HIV-2
moze dziwi¢ wobec silnego rozprzestrzenianiem sie tego wirusa w niektérych rejonach

Swiata (1-4).

W odréznieniu od HIV-1, ktéry rozprzestrzenia sie szybko na catym Swiecie, epidemia
HIV-2 ograniczona jest gtéwnie do tych terendw, gdzie wirus ten jest endemiczny (1;4-6).
Ponadto, wirus HIV-2 jest znaczaco mniej patogenny niz HIV-1 i wydaje sie by¢ ostabiong
tagodniejszg formg HIV-1 (1:5;7). HIV-2 jest za to znacznie bardziej patogenny,
niz spokrewniony z nim wirus SIV (4;7:8). Doktadne poznanie réznic pomiedzy wirusami
HIV-1 i HIV-2 moze przyczyni¢ sie do wyjasnienia natury silnej patogennosci wirusa HIV-1,
a w dalszej perspektywie znalezienia skutecznych metod leczenia AIDS oraz skierowanej
przeciwko HIV szczepionki. Konieczne jest zatem zintensyfikowanie badan dotyczacych

samego wirusa HIV-2 jak i indukowanych przez niego infekcji u ludzi.

Dotychczasowe badania zmierzajgce do opanowania epidemii AIDS doprowadzity
do wprowadzenia na rynek réznych lekéw, ktore w wiekszosci sa ukierunkowane na inhibicje
dwéch waznych biatek cyklu zyciowego wirusow HIV; odwrotnej transkryptazy i proteazy
(9-11). Bardzo istotnym problemem pozostaje poszukiwanie inhibitorow dziatajgcych
na innych etapach cyklu zyciowego wirusa. Punktem wyjscia do tych badan musi by¢
ustalenie podstaw mechanizméw i uczestniczacych w nich struktur RNA i biatek.
Sadzono, ze oddziatywanie TAR/Tat w obrebie systemu H1V jest dobrym celem
dla poszukiwania inhibitoréw. Teraz wiemy, ze TAR RNA uwiklany jest w caly wachlarz
oddziatywan z biatkami retrowirusowymi oraz komorki gospodarza, jednym z nich jest ludzka
cyklina Tl oddziatlujgca z TAR RNA w kompleksie z wirusowym biatkiem Tat (12;13).

Wiek XXI bedzie zapewne wiekiem odkrywania i poznawania hiekodujgcych
czgsteczek RNA. Coraz wiecej dowiadujemy sie na temat ich struktury i funkcji, powoli
odkrywajac ogromny potencjat RNA. Niekodujace rejony RNA odgrywajg réwniez
kluczowag role w cyklu zyciowym retrowiruséw, takich jak HIV-1 | HIV-2 (14-16).
Problematyka niniejszej pracy dotyczy analizy struktury i funkcji niekodujgcego rejonu RNA
wirusa HIV-2, nazwanego rejonem liderowym. W szczegoélnosci koncentruje sie ona
na znajdujacej sie na 5' koncu rejonu liderowego domenie TAR-2 RNA (ang. trans-activator

responsive region) oraz na poznaniu istotnych aspektéw strukturalnych oddziatywania TAR-2
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Z wirusowym biatkiem Tat-2 i ludzkg cykling T1. Oddziatywania te zostaty dos¢ doktadnie
zbadane dla wirusa HIV-1, jednak w przypadku HIV-2 wiadomo niewiele. Wiekszo$¢ badaczy
zaktada, ze oddziatywania TAR / Tat/ cyklina T1 u wirusa HIV-2 sg analogiczne do HIV-1,

z drugiej strony wiadomo jednak, ze czesto jest to zbyt daleko idace uproszczenie.

Dynamiczny charakter struktury RNA zwigzany jest z funkcjg jakg petni on
w komorkach zywych organizméw oraz u wirus6w. W zwiazku z tym, najwazniejszym
osiagnieciem tej pracy doktorskiej wydaje sie by¢ udowodnienie, ze TAR RNA wirusa HIV-2
wystepuje w formie dwdch alternatywnych struktur globalnych. Tym bardziej, ze jest to
pierwsze takie doniesienie. Dotychczas postulowano bowiem, ze pomimo dynamicznej
struktury rejonu liderowego wiruséw HIV, znajdujgcy sie na jego 5 koncu TAR-2 RNA
przyjmuje tylko jedng strukture drugorzedowg z trzema charakterystycznymi motywami
spinkowymi (17-19). Zaproponowanie nowej struktury TAR-2 RNA rodzi pytanie o jej
biologiczng funkcje i na to pytanie w ramach niniejszej pracy staralam sie znalez¢, choc
czesciowg odpowiedz.

Przedstawiang prace doktorska wykonatam w Pracowni Chemii Strukturalnej Kwasow
Nukleinowych Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem
Prof, dr hab. Ryszarda W. Adamiaka.

Moje badania prowadzitam w ramach nastepujgcych projektow badawczych promotora:

» Struktura, wiasciwosci i réwnowagi konformacyjne czgsteczek RNA w warunkach
zwiekszonego, wzgledem fizjologicznego, stezenia soli w roztworze”, KBN 7T09A 097
20 (2003 - 2005)

« ,Region TAR liderowego RNA wirusa HIV-2 oraz jego oddziatywanie z biatkami Tat-2
i cykling T1”, KBN (promotorski) 2 PO4A 061 26 (2004 - 2006)

* Subsydium Profesorskie FNP dla Prof, dr hab. Ryszarda W. Adamiaka ,Struktura
liderowego RNA HIV-2 i jej dostepno$¢ dla specyficznej degradacji wedtug
mechanizmu RNAI w Swietle terapii AIDS”, (2004-2007)

« ,Roéwnowagi konformacyjne i struktury przestrzenne niskiej rozdzielczoSci domen
TAR-2 (nt-HI-124) oraz TAR-2-Hpoli(A) (nt-EI-184) liderowego RNA genomu wirusa
HIV-2 w Swietle dostepnosci dla specyficznej degradacji wedtug mechanizmu siRNA”,
KBN 3 TO9A 014 29 (2005-2007)

Wiekszos¢ uzyskanych przeze mnie wynikow zostata 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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Celem moich badan podjetych w pracy doktorskiej byto:

1.

Ustalenie struktury drugorzedowej 123-meru TAR-2 RNA oraz izolowanych fragmentow
tej czasteczki metodami degradacji enzymatycznej i chemicznej,

Analiza oddziatywan 123-meru TAR-2 RNA z jonami metali w szczegdlnosci z jonami
Mg™,

Optymalizacja procedury otrzymywania rekombinantowych biatek: retrowirusowego

Tat-2 oraz ludzkiej cykliny T1,

Optymalizacja warunkéw formowania i analiza istotnych aspektow strukturalnych
oddziatywania komplekséw dwusktadnikowych TAR-2/Tat-2 i TAR-2/ cyklina Tl
oraz trojsktadnikowych TAR-2 / Tat-2 / cyklina T1,

Analiza oddzialywania TAR-2 RNA z amidem argininy — model oddziatywania
TAR / Tat-2.
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Ponizej przedstawiann alfabetyczna liste nazw i skrétéw najczesciej uzywanych w pracy wraz

z ich wyjasnieniami.

AIDS
ARM
BCA

BSA
CDK
DIS

DNA
DTT
EMSA

GST
HEXIM
HIV
IPTG
LTR

MALDI-TOF
NMR

N-TEF
PAGE

PBS

PGR
PMSF
poli(A)

P-TEFb

RNA
RRE

SBTI
SIvV

zespdt nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired immunodeficiency syndrome)
motyw biatkowy bogaty w reszty argininowe (ang. arginine-rich motif)

metoda oznaczania zawartosci biatka oparta o stosowanie kwasu bikinchoninowego
(ang. bicinchoninic acid protein assay)

albumia z surowicy bydlecej (ang. bovine serum albuming)
kinaza cyklino-zalezna (ang. cyclin dependent kinase type 9)

domena kluczowa dla inicjacji procesu dimeryzacji,
liderowym RNA wiruséw HIV (ang. dimer initiation site)

znajdujgca sie w rejonie

kwas deoksyrybonukleinowy
ditiotreitol

technika opdznionej migracji komplekséw w zelu (ang. electrophoretic mobility shift
assay)

S-transferaza glutationowa (ang. glutathione S-transferaze)

biatko stanowigce komponent nieaktywnego kompleksu P-TEFb

ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)
izopropyle B-D-tiogalaktopiranozyd

diugie powtdrzenia sekwencji DNA na obu koricach genomu retrowiruséw (ang. long
terminal repeat)

jonizacja przez resorpcje laserowg w statej matrycy - czas przelotu (ang. matrix-
assisted laser desorptionionization - time of flight)

spektroskopia magnetycznego nuclear magnetic

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

rezonansu jadrowego (ang.

elektroforeza w zelu poliakryloamidowym (ang. poliacrylamide gel electrophoresis)

sekwencja RNA wigzgca starterowy tRNA (ang. primer binding site) podczas
odwrotnej transkrypcji wiruséw HIV lub cata domena rejonu liderowego zawierajaca
sekwencje PBS

reakcja tanicuchowej polimeryzacji (ang. polimerase chain reaction)
fluorek fenylometylosulfonowy

domena RNA rejonu liderowego HIV
3' korica mRNA (ang. poliadenylation site)

zawierajgcy sygnaly  poliadenylacji

aktywujacy czynnik elongacji transkrypcji typu b (ang. positive
elongation factor type b)

- transcription

kwas rybonukleinowy

znajdujacy sie w obrebie genu env wrusowego mMRNA charakterystyczny motyw
oddziatujgcy z biatkiem Rev (ang. Rev responsive element)

inhibitor proteaz z nasion soi (ang. soybean trypsin inhibitoi)

matpie wirusy niedoboru odpornosci (ang. Simian immunodeficiency virus)
pochodzgce m.in. od mangaby szarej (SIVjm), szympanséw (SIVepz), afrykanskiej
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SD

TAK

TAR

Tat
TF
TRM

USE

UTR

malpy zielonej (SIVagm), makakéw (SIVmac) oraz mandryli (SIVmnd)

domena rejonu liderowego HIV odgrywajacy istotng role w regulacji procesu splicingu
(ang. major splice donor site)

kinaza zwigzana z biatkiem Tat (ang. Tat-associated kinase), nazywana wczesniej
PITALRE

domena RNA rejonu liderowego HIV wigzgcy biatko Tat (ang. trans-activator
responsive region)

biatko trans-aktywatorowe (ang. trans-activatoi)
czynnik transkrypcyjny (ang. transcription factoi)

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

charakterystyczna dla wiruséw RNA sekwencja RNA wzmacniajgca poliadenylacje
MRNA (ang. upstream enhancet)

niepodlegajgce translacji koricowe rejony RNA (ang. untranslated region)

domeny RNA rejonu liderowego HIV istotne dla formowania wiriondw potomnych

W przypadku terminéw pochodzacych z jezyka angielskiego, co do ktérych wystapit problem

wyboru polskich odpowiednikéw stosowatam nazewnictwo zgodne z polskim tlumaczeniem

podrecznika Berg.J.M., Tymoczko.J.L., Stryer.L. (2002) ,Biochemia”, przektad zbiorowy pod redakcja

Szweykowska-Kulinska,Z., Jarmotowski,A. (2005) PWN, Warszawa.

Ponizej przedstawiam przyklady najczesciej stosowanych terminow:

kap - ang. cap

egzon - ang. exon

splicing — ang. splicing

10
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IV.1. HISTORIA ODKRYCIA HIV-2 - LUDZKIGO WIRUSA NIEDOBORU
ODPORNOSCI TYPU 2 ORAZ EPIDEMIOLOGIA AIDS

W 1985 u grupy zdrowych Senegalczykéw opisano wystepowanie przeciwciat o wysokim
powinowactwie do wirusa SIV (ang. simian immunodeficiency virus)  (20).
Spokrewniony z SIV, ludzki wirus niedoboru odpornosci - HIV-2 (ang. human
immunodeficiency virus), zostat wyizolowany po raz pierwszy w 1986 roku z krwi pacjentéw
pochodzacych z Gwinei - Bissau, czyli w trzy lata od odkrycia wirusa HIV-1 (21).
HIV-1 i HIV-2 sgjedynymi znanymi ludzkimi lentiwirusami, ale nalezg do dwdch réznych grup
genetycznych sposrod czterech wyodrebnionych dla lentiwiruséw (2;22). Wirus HIV-2 jest
znacznie blizej spokrewniony z niektorymi wirusami SIV, wystepujgcymi u mangaby szarej
(SIvsm) i makakOw (SIVmac). niz z HIV-1 (1;7). Wirusy te cechuje wysokie pokrewienstwo
filogenetyczne i podobna organizacja genomu (w tym typowy tylko dla HIV-2 i pewnych
wiruséw SIV gen vpx) oraz wspoélny geograficzny obszar wystepowania (2:8:22;23).
Pomimo, ze HIV-1 i HIV-2 kodujg prawie identyczny zestaw biatek, to na poziomie sekwencji
kwasow nukleinowych wykazujg zaledwie 40% podobienstwo, podczas gdy analogiczne
podobienstwo pomiedzy HIV-2 i SIV wynosi 75% lub wiecej (23;24).

Dla HIV-1 wyodrebniono trzy rozne grupy filogenetyczne M, N i O, (rys. IV.1)
przy czym najsilniej rozpowszechnione sg podtypy nalezgce do grupy M (3). W przypadku
HIV-2 wyodrebniono siedem podtypéw filogenetycznych (A-G). Podtypy A i B sa
reprezentowane przez liczne szczepy i sa epidemiologiczne, podczas gdy podtypy C - G
nie indukujg epidemii i poza podtypem D, do ktérego nalezg dwa szczepy, kazdy z nich
reprezentowany jest przez zaledwie jeden szczep wirusa. Wiekszo$¢ infekcji wirusem HIV-2
zwigzana jest z podtypem A wirusa (HIV-2A), ktéry jest dominujgcy w Gwinei - Bissau oraz
w Europie (gtéwnie Portugalia), do tego podtypu nalezy najbardziej rozpowszechniony
szczep wirusa, HIV-2rod- Podtyp HIV-2B wydaje sie mie¢ swoje zrédta w wschodniej czesci
Afryki zachodniej (Guana i Wybrzeze Kosci Stoniowej) (2;25;26).

HIV-2 byt pierwszym ludzkim lentiwirusem, dla ktérego wykazano, ze wywodzi sie
od wirusa SIV, doktadniej SIVsm (8). Wirus SIVsm, jest doS¢ powszechny u mangaby szarej
i w niektérych stadach zainfekowanych jest nawet 22% osobnikéw (4). W niektérych krajach
Afryki zachodniej mtode mangaby czesto traktowane sg jako zwierzeta domowe, natomiast
mieso osobnikéw starszych jest powszechnie spozywane. Powodowato to czesty kontakt
czlowieka z zainfekowanymi zwierzetami i prawdopodobnie stalo sie bezposrednig przyczyna
miedzygatunkowej transmisji wirusa SIVsm. Chociaz wszystkie podtypy HIV-2 wywodzg sie od

wirusa SIVsm, to na podstawie analizy filogenetycznej wykazano, ze kazdy z nich zostat
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wprowadzony do populacji ludzkiej niezalezng droga miedzygatunkowej transmisji (4;8:25;26).
Wirusy SIV nie indukujg AIDS u swoich naturalnych gospodarzy, a nazwanie ich wirusami
niedoboru odpornosci wynika jedynie z podobienstwa do wiruséw HIV. Jednak ich transmisja
do innych gatunkéw naczelnych, w tym cztowieka, czesto powoduje, ze stajg sie one
chorobotwércze (4;8).

oT-
C7

Rysunek IV 1. Schemat reprezentujgcy pokrewienstwo filogenetyczne lentiwiruséw wystepujacych
u naczelnych. Analiza na podstawie sekwencji silnie konsenwatywnego genu poi (2).

Wedtug oficjalnych statystyk, na koniec 2005 roku na calym Swiecie zyto okoto
39 milionéw ludzi zakazonych wirusami HIV, z czego ponad 25 milionbw w Afryce
Subsaharyjskiej (www.unaids.org). W tym samym roku z powodu AIDS zmarly prawie
3 miliony 0s6b. Szacuje sie, ze od 1981 roku z powodu AIDS zmarto okoto 30 milionéw oséb.
Wedlug aktualnych oficjalnych statystyk Krajowego Centrum ds. AIDS, w Polsce do czerwca
2006 odnotowano 10150 zarazen wirusem HIV-1, z czego 1778 os6b zachorowato na AIDS,
zmarto 816 chorych. Nie ma danych na temat zarazen wirusem HIV-2 w Polsce.

HIV-1 rozpowszechniony jest na calym Swiecie, jednak za epicentrum infekcji
uwazana jest Afryka wschodnia (4;7). W ostatnich latach znaczacy wzrost zakazen
odnotowano w Rosji i na Ukrainie oraz w krajach dawnej Jugostawii, a takze na terenach
potudniowej i potudniowo-wschodniej Azji, jak Chiny czy Indie. Problem HIV-2 dotyczy
w gtéwnej mierze terendw Afryki zachodniej oraz Portugalii, gdzie wirus ten ma charakter
endemiczny (2;5;6;27). Przypuszcza sie, ze do pierwszych zakazen wirusem HIV-2 doszio
najprawdopodobniej okoto 1966 roku (27). Ustalenie procentowego udziatu zakazen wirusem
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HIV-2 w ogolnej liczbie zakazen retrowirusami u ludzi nie jest tatwe i rozne zrodta podajg
rozbiezne dane. Pewne jest jednak, ze najwiekszy odsetek zakazen HIV-2 odnotowano na
terenie Gwinei - Bissau, stanowigcej dawng kolonie portugalska i wynosi on okoto 14% (1).
W sasiadujgcych krajach jak Gambia, Senegal czy Gwinea jest on wyraznie nizszy
- 1 do 2%, jednak w niektérych Srodowiskach, szczegdlnie tych zwigzanych z prostytucjg
dochodzi do 28%. Znaczaca liczbe zakazen HIV-2 odnotowano réwniez w krajach, ktére
taczyly z Portugalia dawne spoteczne i ekonomiczne kontakty, jak Angola, Mozambik,
Brazylia czy potudniowo-zachodnie Indie (1;2). Badania prowadzone w Afryce zachodniej
wskazujg na powolny spadek zakazen 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, niz ze spadku ilosci zakazen wirusem HIV-2. W Europie
najwyzszy wskaznik zakazen HIV-2 odnotowano w Portugalii i stanowi on 10 do 13%
wszystkich zakazen wirusami HIV oraz 5% zachorowan na AIDS (6). W przypadku wiecej
niz potowy zakazonych pacjentéw nie udato sie wskaza¢ zadnego zwigzku z infekcjami
HIV-2 wystepujgcymi na terenach Afryki, co wskazato na endemiczny charakter infekujgcego

wirusa (1;6).

Rysunek. IV.2. Aktualny zasieg epidemii AIDS w Europie i w panstwach sasiadujgcych
- bez rozréznienia na zakazenia HIV-1 i HIV-2. Intensywnos¢ koloru jest proporcjonalna do ilosci
zakazen wirusami HIV, kolor czenwony oznacza obszary o najwiekszym 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 panstwach z nig
sgsiadujgcych w latach 2006-2009.

Poza Afrykg zachodnig, Portugalia oraz krajami stanowigcymi dawne kolonie
portugalskie infekcje wirusem HIV-2 sg raczej sporadyczne, cho¢ w niektorych krajach
Europy zauwazalna jest tendencja wzrostowa infekcji HIV-2 w stosunku do HIV-1 (1;4;6).

Kilkadziesigt zakazen HIV-2 odnotowano w Wielkiej Brytanii oraz we Francji, w wiekszosSci
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dotyczyly one os6b przebywajacych wczedniej na terenie Afryki zachodniej (29).
W Stanach Zjednoczonych testy na obecno$¢ HIV-2 wprowadzono w 1992 roku i aktualne
dane w potaczeniu z badaniami retrospektywnymi wskazuja, ze tylko jedno zakazenie
na 10 000 powodowane jest przez HIV-2 (1).

Chociaz oba wirusy HIV indukujg AIDS to wirus HIV-2 jest wyraznie mniej patogenny
i cechuje go diugi okres asymptomatyczny od czasu infekcji do wystgpienia objawéw
choroby u pacjenta, wynoszgcy 10 lat lub nawet wiecej (1:29;30). Ponadto u wielu
zarazonych os6b wcale nie dochodzi do rozwoju choroby. Obydwa wirusy HIV niszczg uktad
odpornosciowy cztowieka, gdyz gtdbwnym celem ich ataku sg limfocyty T pomocnicze
i monocyty. Symptomy AIDS w przypadku infekcji HIV-2 sa bardzo podobne do HIV-1
i zalicza sie do nich silng limfopatie, choroby uklady oddechowego, powazne schorzenia
dermatologiczne, grzybice, ostre biegunki, wysokg gorgczke, znaczgca utrate wagi oraz
podatno$¢ na nawracajgce infekcje bakteryjne i wirusowe (1;2;30). Choroba indukowana
HIV-2 ma jednak znacznie wolniejszy i fagodniejszy przebieg, co za tym idzie pacjenci
przezywajg diuzej. Z tego powodu badania dotyczace infekcji wirusem HIV-2 dajg lepsza
mozliwos¢ poznania patogenezy lentiwirusbw i dziatania uktadu immunologicznego

cztowieka podczas indukowanych przez nie infekciji.

Ciagle poszukuje sie odpowiedzi na pytanie, dlaczego HIV-2 jest mniej patogenny niz
HIV-1 i nadal nie ma na nie jednoznacznej odpowiedzi. W przypadku infekcji HIV-1
wykazano, ze rozwdj AIDS zalezy bezposrednio od spadku ilosci komoérek CD4+ oraz
poziomu wirusowego RNA w osoczu pacjenta (31). W przypadku HIV-2, rowniez obserwuje
sie spadek ilosci komérek CD4+, jednak w poréwnaniu z HIV-1 jest on wyraznie mniejszy,
co moze byé zwigzane z faktem, ze HIV-2 stabiej indukuje apoptoze limfocytéw T (30;32).
W poprzedzajagcym chorobe bezobjawowym okresie infekcji poziom HIV-1 RNA w osoczu
jest stosunkowo niski, natomiast wzrasta gwaitownie podczas rozwoju AIDS (31).
W przypadku infekcji HIV-2, pomimo obnizonego poziomu komorek CD4+, obserwuje sie
znikoma ilos¢ wirusowego RNA w osoczu pacjenta na wszystkich etapach infekcji, wigczajac
silnie zaawansowany AIDS (6;33). llos¢ wirusowego DNA u pacjenta jest bardzo podobna
na odpowiednich etapach infekcji HIV-1 i HIV-2 (34). Wyraznie nizszy poziom wirusowego
RNA w osoczu pacjenta $wiadczy o mniej efektywnej replikacji HIV-2, w stosunku do HIV-1.
Jednoczes$nie podobny poziom wirusowego DNA wskazuje, ze nie wynika to z obnizonej
dostepnosci matryc DNA do transkrypcji RNA wirusa, ale z obnizenia wydajnosci samej
transkrypcji (33). By¢ moze wynika to z réznic w regulacji transkrypcji u HIV-1 i HIV-2,
z drugiej strony wiadomo, ze u HIV-2 dochodzi do syntezy znacznej ilosci uszkodzonych
genomOw, niezdolnych do replikacji (1). Obnizona efektywnos¢ replikacji wirusa HIV-2,

potaczona z mniejszg toksycznoscia dla komérek CD4+ oraz znacznie silniejszg indukcjg
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uktadu immunologicznego cziowieka moze by¢ prawdopodobng przyczyng mniejszej
patogennosci i infekcyjnosci 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 dotyczgcych jego skutecznosci.
Wiadomo, ze terapia HIV-2 daje obiecujgce wyniki przy stosowaniu nukleozydowych
inhibitorbw odwrotnej transkryptazy, natomiast w odr6éznieniu od HIV-1, inhibitory
nienukleozydowe sg mato skuteczne (1;29). Ponadto, wykazano wrazliwos¢ HIV-2 na leki
hamujgce wirusowa proteaze (35). Najlepsze wyniki, tak jak w przypadku HIV-1, daje
stosowanie tgczonej terapii antywirusowej opartej na roznych lekach - HAART (ang. highly
active antiretroviral therapy) (1;29). Najwiekszym problemem w terapii AIDS jest jednak
powstawanie lekoopornych mutantéw obu wiruséw, ponadto niektore szczepy HIV-2
posiadajg naturalng odporno$¢ na stosowane czynniki antywirusowe (1;36). Warto podkresli¢
przerazajacy fakt, ze jedynie 4% sposrod zakazonych HIV objetych jest odpowiednig terapig

przeciwwirusowg (1).

Istnieja pewne dane epidemiologiczne wskazujace, ze zakazenie HIV-2 chroni przed
HIV-1, jednak sg one dos$¢ kontrowersyjne i nie do korica potwierdzone (37). Z drugiej jednak
strony proponowane sga molekularne mechanizmy, ktére mogtyby sprzyja¢ temu zjawisku.
Wykazano na przykiad, ze TAR RNA wirusa HIV-2 hamuje frans-aktywacje i replikacje
HIV-1, zapewne poprzez wspoétzawodnictwo w oddziatywaniu z biatkiem Tat HIV-1 i istotnymi
dla wirusa faktorami komorkowymi (38).
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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 zewnatrz wirion otoczony jest
biatkowo-lipidowa ostonka pochodzacg z btony komorki gospodarza (rys. IV.3). Ostonka
wirusa zawiera zarowno biatka ludzkie (np. antygeny zgodnosci tkankowej),
jak i glikozylowane biatka wtasne wirusa, takie jak biatko powierzchniowe - SU (ang. surface
protein) oraz biatko transbtonowe - TM (ang. transmembrane protein). Biatka SU i TM
potagczone sg ze sobag przez wigzania disiarczkowe i tworzg charakterystyczne trimery.
W dojrzalej czgsteczce wirusa pod ostonkg znajduje sie warstwa utworzona przez
strukturalne biatko macierzy - MA (ang. matrix protein). W Srodkowej czesci wirionu, biatko
kapsydu - CA (ang. capsid protein) formuje wirusowy kapsyd, wewnatrz ktérego znajduje sie
rybonukleinowy rdzehn utworzony przez dwie nici genomowego RNA zwigzane z licznymi
czagsteczkami biatka nukleokapsydu - NC (ang. nucleocapsid protein). W kapsydzie znajduja
sie rowniez specyficzne wirusowe enzymy: odwrotna transkryptaza - RT (ang. reverse
transcriptase), proteza - PR (ang. protease) oraz integraza - IN (ang. integrase), a takze

wirusowe biatka regulatorowe Nef, Vif i Vpr (2;39;40).
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Rysunek 1V.3. Budowa wirionu HIV na przyktadzie wirusa HIV-1. Szczegétowy opis rysunku
znajduje sie w tekscie. Na podstawie (41)

Genom wiruséw HIV stanowig dwie identyczne czgsteczki RNA o diugosci okoto
9,2 kb (HIV-1) lub 10,3 kb (HIV-2) potaczone ze sobg niekowalencyjnie w poblizu 5' koricéw
poprzez oddziatywanie rejondéw dimeryzacji (DIS) kazdej z nici (41;42). Obie czgsteczki RNA

sg aktywne funkcjonalnie. Podczas cyklu zyciowego retrowirusa genomowy RNA,
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W procesie odwrotnej transkrypcji, zostaje przepisany na dwuniciowg czasteczke DNA,
integrujgca z genomem gospodarza (prowirus) i w takiej formie retrowirusowy DNA pozostaje
przez wiekszg cze$¢ cyklu zyciowego wirusa HIV. Pomimo duzej roznicy w sekwencji
genomu, HIV-2 koduje praktycznie takie same biatka jak HIV-1 (1;23;43). Wspdlne dla
wszystkich retrowiruséw i wysoce konserwatywne sgtrzy geny gag, po/i env kodujgce biatka
strukturalne wirusa (rys. 1V.4). Genom wirus6w HIV-1, HIV-2 oraz SIV zawiera dodatkowe
ramki odczytu dla gendéw tat, rev, nef, vif oraz vpr kodujgcych biatka regulatorowe.
Charakterystyczny tylko dla HIV-1 jest gen vpu, podczas gdy HIV-2 i SIV zamiast niego
zawierajg gen vpx(23;41).

Rysunek IV.4. Schemat organizacji genetycznej wirusa HIV-2 (prowirus). Szczeg6towy opis
schematu znajduje sie w tekscie.

Genom wiruséw HIV zawiera réwniez istotne dla wielu proceséw sekwencje
niekodujace. Na 5' i 3' koncu prowirusa znajduja sie diugie powtérzenia konicowe LTR
(ang. long terminal repeats). Kazdy LTR zawiera trzy funkcjonalne rejony: U3 (ang. unique 3'
terminus), R (ang. repeat) i U5 (ang. unique 5' terminus). Rejony U3 zawierajg promotor
z kaseta TATA oraz caly szereg elementdbw regulatorowych i wzmacniajgcych
odgrywajacych istotng role w regulacji wirusowej transkrypcji, w tym miejsca wigzania SP1
i NF-kB (43-45). Poniewaz rejony LTR znajdujg sie na 5 i 3' koncu prowirusa inicjacja
transkrypcji mogtaby teoretycznie nastepowaé w kazdym z nich. Liczne badania wykazujg
jednak, ze synteza wirusowego RNA inicjowana jest wylgcznie w obrebie 5' LTR, a inicjacja

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

Pierwsza reszta nukleotydowa w rejonie R wyznacza miejsce startu transkrypcji,
a tym samym 5' koniec mRNA. Powstaly mRNA zawiera niekodujace rejony R i U5 na 5'
koncu oraz U3 i R na 3' koncu. Sekwencje niekodujace R i U5 konhca 5 RNA tworzg czes¢
charakterystycznego rejonu o istotnych funkcjach regulatorowych, nazywanego rejonem
liderowym (14-16;47). Natomiast sekwencje niekodujace konca 3' sg istotne dla dojrzewania
3' konca mRNA (poliadenylacja). Wirusowy mRNA zawiera strukture kap (ang. cap) na 5'
kohncu oraz dlugi cigg reszt A (ogon poli(A)), przytaczony do ostatniej reszty rejonu R

konica 3. W modyfikacji 5' koica mRNA istotng role odgrywa wirusowe biatko Tat (48;49).

17






IV. REGION TAR LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-2...

Produktem genu gag jest prekursorowa glikoproteina Gag, cieta przez wirusowg
proteaze PR do kilku mniejszych biatek strukturalnych wirionu MA, CA i NC. Warto
podkresli¢ fakt, ze biatko NC promuje dimeryzacje genomo\wych czasteczek RNA (42;50).
Biatko MA odgrywa dodatkowo istotng role w wewnatrzkomorkowym transporcie podczas
infekcji wirusowej. Peilnej dlugosci prekursorowa glikoproteina Gag jest kluczowa dla

formowania wirionéw potomnych oraz ich uwalniania z komérki gospodarza (51 ;52).

Produktami genu poi sg istotne wirusowe enzymy: proteaza (PR), odwrotna
transkryptaza (RT) oraz integraza (IN), powstajace z prekursorowej poliproteiny Gag-Pol.
Ramka odczytu genu poi znajduje sie pozycji -1 w stosunku do ramki odczytu genu gag
i ekspresja genu poi nastepuje przez przesuniecie ramki odczytu, prowadzace do ekspres;ji
prekursorowej poliproteiny Gag-Pol. Do przesuniecia ramki odczytu dochodzi stosunkowo
rzadko i stosunek iloSciowy Gag do Gag-Pol wynosi zazwyczaj okoto 20 :1 (53). Poliproteina
Gag-Pol, podobnie jak Gag, jest wigczana do wirionéw potomnych. Odgrywa ona istotna role
w cyklu zyciowym wirusa nie tylko dlatego, ze w wyniku jej ciecia powstajg wirusowe
enzymy, ale warunkuje ona stabilnos¢ uwolnionych z zainfekowanej komérki, potomnych
czgstek wirusa HIV (52). Réwnowaga pomiedzy poziomem ekspresji Gag i Gag-Pol reguluje
proces formowania i uwalniania wirionéw potomnych,. W odréznieniu od Gag-Pol, wysoki
poziom poliproteiny Gag promuje uwalnianie potomnych czagstek wirusa (39;52).

Gen env wirusa HIV-2 koduje prekursorowg glikoproteine gp 140, rozcinang
do dwoch biatek Env: gp 125 (SU) i gp 36 (TM). U HIV-1 jest to gp 160, cieta odpowiednio
do gp 120 i gp4l (2;54). Za proteolityczne ciecie prekursorowej glikoproteiny
odpowiedzialne sg enzymy komérki gospodarza, tak samo zresztg jak za glikozylacje,
formowanie wigzan disiarczkowych oraz prawidtowe zwiniecie produktéw genu env (39).
Podczas gdy gp 125 odpowiedzialna jest za zwigzanie receptora CD4 oraz koreceptorow
chemokininowych na powierzchni infekowanej komorki, gp 36 odpowiada za fuzje otoczki
wirusa z btong komérki gospodarza (2;54).

Geny tal, rev, nef, vif, vpr oraz vpu lub vpx kodujg istotne, wirusowe biatka
regulatorowe: sg to odpowiednio biatka Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr oraz Vpu lub Vpx.
Pod wzgledem ekspresji biatka te mozna podzieli¢ na dwie gtébwne grupy (43). Pierwsza
grupa biatek, do ktérej nalezg Tat, Rev i Nef, powstaje we wczesnej fazie infekcji, w wyniku
ekspresji niezaleznej od biatka Rev. Druga grupa, do ktérej nalezg pozostate biatka
regulatorowe, powstaje w poznej fazie infekcji, a ich ekspresja jest zalezna od biatka Rev.
Biatka Tat i Rev sg absolutnie konieczne do replikacji wirusa (55;56). Poczgtkowo
na podstawie badan in vitro biatka Nef, Vif, Vpr oraz Vpu lub Vpx uwazano za malo istotne,
jednak nowsze dane wykazaly, ze spelniajg one wiele istotnych funkcji w cyklu zyciowym

wiruséw HIV i SIV (57;58). Niestety niewiele wiadomo na temat funkcjonalnych réznic
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dotyczacych Nef, Vif i Rev pomiedzy HIV-1 i HIV-2, przyjmuje sie jednak, ze ich rola u HIV-2
jest podobna do petnionej u HIV-1 (1).

Biatko Tat zlokalizowane jest gtéwnie w jadrze zainfekowanej komaorki. Odgrywa ono
istotng role w frans-aktywacji wirusowej transkrypcji. Wiecei miejsca zagadnieniom
zwigzanym z biatkiem Tat poswiecono w dalszej czesci pracy - rozdziat IV.3.

Powstajace we wczesnej fazie infekcji wirusowe biatko Rev, zlokalizowane jest
gtéwnie, podobnie jak Tat, w jadrze zainfekowanej komorki (39). Biatko to reguluje transport
z jagdra do cytoplazmy r6znych mRNA wirusa, powstatych na skutek alternatywnego splicingu
(ang. splicing) (55). Regulacja ta odbywa sie przez oddziatywanie Rev z charakterystyczng
strukturg RRE (ang. Rev responsive element) znajdujgca sie w obrebie sekwencji genu env
wirusowego mRNA (59;60). Biatko Rev wplywa réwniez bezposrednio na splicing mRNA,
wigzac uczestniczace w nim czynniki komérkowe i w ten sposéb hamuje lub ogranicza jego
efektywnos$¢. Zalezna od Rev regulacja ekspresji wirusowych genow jest silnie zachowawcza
u wszystkich lentiwirusow (61).

Biatko Nef powstaje gtéwnie we wczesnej fazie ekspresji i stanowi wtedy prawie 80%
wszystkich powstajgcych bialek. Zlokalizowane jest gtownie w cytoplazmie, czesto
przytgczone do wewnetrznej powierzchni btony komorkowej (62). Pewna niewielka iloS¢ Nef
jest pakowana do wirionbw potomnych. Biatko to jest istotne dla zachowania wysokiego
poziomu replikacji wirusa oraz jego patogennosci i zdolnosci do infekcji. Nef spetnia liczne
funkcje, ale gtéwna wydaje sie by¢ regulacja ilosci receptorbw CD4 na powierzchni
zainfekowanej komorki (62-64). Zwigzanie Nef do receptora CD4 btony komorkowej
powoduje skierowanie go na droge degradacji. W ten sposob biatko Nef zwieksza

przezywalnosé komoérki gdyz zapobiega powtdrnej infekcji wirusem.

Biatko Vpr zlokalizowane jest gtownie w jgdrze zainfekowanej komérki, przypisuje mu
sie role w zar6wno w rozwoju wirusa, jak i procesach komérkowych. Najprawdopodobniej
uczestniczy w transporcie wirusowego kompleksu preintegracyjnego PIC z cytoplazmy
do jadra (65). Ponadto Vpr aktywuje ekspresje komoérkowych gendéw, a poprzez
oddziatywania z cyklinami wplywa na wzrost i podzialy zainfekowanej komorki (65;66).
W odroznieniu od HIV-1, gdzie liczne czasteczki biatka Vpr sa pakowane do wirion6w
potomnych, w wirionie HIV-2 znajduje sie tylko niewielka ich ilo$¢ (1;65).

Homologiczne do biatka Vpr jest biatko Vpx, charakterystyczne tylko dla HIV-2
i spokrewnionych z nim wiruséw SIV (2). Liczne czasteczki biatka Vpx znajduja sie
w dojrzatym wirionie HIV-2. Funkcja Vpx nie jest do konca poznana, wiadomo jednak,
ze jest niezbedne do wydajnej infekcji HIV-2. W niektérych typach komorek biatko

to zwigzane jest z transportem wirusowego kompleksu PIC z cytoplazmy do jadra (67;68).
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Vif (ang. viral infectivity factor) jest bialkiem cytoplazmatycznym, powstajgcym
w poOznej fazie infekcji, jedynie nieliczne czasteczki biatka Vif znajdujg sie w wirionach
potomnych (39;69). Vif zwieksza infekcyjnoS¢ potomnych czgstek wirusa, czynigc je
zdolnymi do wczesnych etapow infekcji, najprawdopodobniej przez zwigkszenie stabilnosci
kompleksu odwrotnej transkryptazy. Na pézZniejszych etapach infekcji Vif wplywa
na prawidtowe upakowanie nukleoproteinowego rdzenia wirionu i uczestniczy w transporcie
powstajgcych  wirionébw do blony komérkowej (1;39). Ostatnie dane wskazujg
na to, ze w przypadku HIV-1 biatko Vif oddziatuje bezposrednio 5' korhicem rejonu liderowego
wirusowego mMRNA (TAR i poli(A)) i razem z innymi biatkami zapewnia prawidtowe zwiniecie
wirusowego RNA, ufatwiajgc w ten sposoéb jego pakowanie do wirionéw potomnych (70).

U HIV-2 brak charakterystycznego dla HIV-1 biatka Vpu (2). Wysoka ekspresja Vpu
nastepuje w poéznej fazie wirusowej infekcji. Vpu jest integralnym biatkiem btonowym
istotnym dla dojrzewania i uwalniania wirionéw potomnych. Nie znajduje sie go jednak
w potomnych wirionach. Vpu reguluje poziom receptorow CD4 na powierzchni komérki,

jednak poprzez mechanizm inny niz w przypadku biatka Nef (39).

2.2.  SZKIC CYKLU ZYCIOWEGO WIRUSA HIV-2
Podczas infekcji komorki gospodarza wirus HIV-2, podobnie jak HIV-1, rozpoznaje
i wykorzystuje gtéwnie receptor CD4 oraz pewne receptory chemokininowe jako koreceptory.
Wirusy HIV wykorzystujg zazwyczaj koreceptory CCR-5 albo CXCR-4, ale co ciekawe,
w Swietle mniejszej patogennosci HIV-2, moze on wykorzystywa¢ duzo wiekszg liczbe
roznych koreceptoréw niz HIV-1 (2;54). Ponadto niektére szczepy HIV-2 moga infekowac
komorki gospodarza w sposoéb catkowicie niezalezny od receptora CD4, gtdbwnie przy
wykorzystaniu samego tylko CXCR-4 albo CCR-5 (71). Za zwigzanie odpowiedniego
receptora na powierzchni infekowanej komérki odpowiedzialna jest glikoproteina
powierzchniowa wirusa SU (gp 120 lub gp 125), ktéra wigze zaréwno komorkowy receptor
CD4 jak i odpowiedni koreceptor. Zwigzanie receptora CD4 indukuje zmiane konformacji SU,
umozliwiajgcg zwigzanie koreceptora chemokininowego, to z kolei wprowadza dodatkowa
zmiane konformacji doprowadzajgcag biatko transbtonowe TM (gp4l lub gp 36) do stanu
aktywnego dla fuzji, przez co moze nastgpi¢ zlanie sie otoczki wirusa z btong komorki
gospodarza (2;54).

Po wniknieciu wirusa do komdrki, ulega on czeSciowemu odptaszczeniu,

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

(rys. IV.5) (72). Powstajagca w wyniku tego procesu, dwuniciowa czgsteczka cDNA znajduje

sie  w obrebie kompleksu preintegracyjnego PIC (ang. preintegration complex),
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ktérego innymi sktadnikami sg RT, IN, NC, MA i Vpr (39). Przedostanie sie¢ kompleksu PIC
do jadra jest istotnym etapem wirusowej replikacji i jest konieczne do integracji wirusowego
DNA z genomem gospodarza. Lentiwirusy posiadajg specyficzny mechanizm importu przez
blone jadrowag niezalezny od podziatu komérki. Wirusowy DNA integruje z genomem
gospodarza w niespecyficznym miejscu. W pierwszym etapie integraza (IN) odcina
po 2 nukleotydy z 3' konca kazdej nici wirusowego DNA. Ten etap nastepuje jeszcze
w cytoplazmie bezposrednio przed wejSciem do jadra. Nastepny krok jest zsynchronizowang
reakcjg ciecia i faczenia. Poprzez nukleofilowy atak grup hydroksylowych obecnych na
3" koncach wirusowego DNA dochodzi do ciecia docelowej sekwencji gospodarza,
a nastepnie ligacji wirusowego DNA do 5' kohcéw DNA gospodarza w miejscu ciecia.
Powstate przerwy w docelowym DNA sg naprawiane, prawdopodobnie przez enzymy

komorkowe, tworzgc krétkie powtorzenia na kohcach prowirusa (73;74).

Rysunek 1V.5. Cykl zyciowy wiruséw HIV. A. Stan dimeryczny wirusowego genomu utatwia przeskoki
odwrotnej transkryptazy podczas syntezy wirusowego DNA. B. Dwie konformacje globalne rejonu
liderowego wirusowego RNA. C. Formowanie wirionéw potomnych. D. Dojrzewanie wirionéw
potomnych. Szczeg6lowy opis schematu przedstawiono w tekScie. Na podstawie (42),
zmodyfikowany.
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Prowirus zintegrowany z DNA gospodarza wykorzystuje komorkowg maszynerie
do transkrypcji i translacji swoich gendéw. Komérkowa polimeraza RNA Il wykorzystywana
jest do syntezy transkryptow wirusa, ktére stuzg zaréwno jako mRNA dla translacji
wirusowych biatek oraz jako genomowe RNA, ktére beda wigczane do wirionéw potomnych
(44). Wydajna ekspresja wirusowych gendéw wymaga szeregu regulatorowych mechanizmoéw
zwigzanych z biatkami Tat i Rev oraz komarkowymi czynnikami transkrypcyjnymi (55:56;75).
Powstaly mRNA wirusa moze podlegaé procesowi splicingu przy wykorzystaniu
specyficznych czynnikédw komorko\wych. We wczesnej fazie ekspresji wirusowych genow
powstaja mMRNA dla biatek regulatorowych Tat, Rev oraz Nef. W pdzniejszej fazie
syntetyzowane sa mRNA dla biatek Env, Vif, Vpr i Vpu lub Vpx. Biatka Gag i Gag-Pol
powstajg w koncowej fazie infekcji. Proporcje roznych biatek na odpowiednich etapach cyklu
zyciowego wirusa okresla poziom regulatorowego biatka Rev, ktére stuzy jako swoisty
przetgcznik pomiedzy wczesng, a pdZzna faza ekspresji wirusowych gendéw (55).

Odpowiedni poziom Gag i Gag-Pol stanowi sygnat do rozpoczecia formowania
wiriondw potomnych (52). Proces ten rozpoczyna sie od asocjacji potaczonych ze sobdi,
dwoch nici genomowego RNA wirusa z poliproteinami prekursorowymi Gag i Gag-Pol
(rys. IV.5), szczegolnie istotng role odgrywa tu domena NC poliproteiny Gag (76;77).
Obie poliproteiny wigczane sg do powstajacych wiriondw. Jednocze$nie ma miejsce
ekspresja i dojrzewanie biatek Env (SU i TM), ktére sg transportowane, a nastepnie
wigczane do btony komorkowej gospodarza. Ostateczne formowanie wirion6w potomnych
ma miejsce tuz pod btong komérki i zawsze w tych obszarach biony, ktére zawierajg biatka
Env. Kompleks genomowego RNA z Gag i Gag-Pol asocjuje z biatkami Env posadowionymi
w btonie komoérkowej. W powstatych wirionach HIV obecne sa réwniez inne biatka, w duzej
(Vpr lub Vpx) lub znikomej tylko ilosci (Nef, Vif), jednak mechanizmy ich wigczania nie sg do
konca poznane. Ponadto w wirionach znajdujg sie liczne czasteczki RNA gospodarza,
miedzy innymi tRNA*'®", selektywnie pakowany do wirionbw potomnych poprzez
oddziatywanie z sekwencja RT poliproteiny Gag-Pol (39).

Wiriony uwolnione z komorki gospodarza nie sag jeszcze w pehi uksztalttowane
I sg niezdolne do infekowania innych komdrek, dlatego podlegaja one specyficznemu
procesowi dojrzewania (rys. 1V.5). Polega on przede wszystkim na rozcieciu prekursorowej
poliproteiny Gag, przez wirusowg proteaze, stanowigcg czes¢ poliproteiny Gag-Pol (78).
W pierwszej kolejno$ci odcinane jest biatko NC, czasteczki biatka NC oddziatujg
z wirusowym RNA doprowadzajgc do wytworzenia nukleoproteinowego rdzenia wirionu.
Nastepnie odcinane jest biatko CA, co umozliwia jego odigczenie od otoczki wirusa
i uformowanie kapsydu. Biatko MA poprzez oddziatywanie z biatkami Env tworzy warstwe

znajdujaca sie tuz pod otoczkg wirionu (79).
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2.3. STRUKTURA | FUNKCJA REJONU LIDEROWEGO RNA WIRUSA HIV-2

Szczegolnie interesujagcym fragmentem genomu HIV jest znajdujgcy sie na 5 koncu
wirusowego RNA rejon liderowy. Rejon ten, nie podlegajgc translacji, spetnia istotne funkcje
regulatorowe (14-16). Rejon liderowy HIV-2 rozpoczyna sie od nt -i-l, stanowigcego miejsce
startu transkrypcji, obejmuje rejony R i U5 oraz fragment sekwencji do pozycji nt +545,
stanowigcej pierwszg reszte nukleotydowg kodonu start (AUG) otwartej ramki odczytu biatka
Gag. Rejon liderowy wirusa HIV-1 jest znacznie krétszy i obejmuje rejon +1 - 336 mMRNA,

takze proponowane struktury drugorzedowe rejonu liderowego sg inne dla HIV-1 oraz HIV-2.

W 1993 roku zaproponowano dwa modele strukturalne rejonu liderowego RNA wirusa
HIV-1. Modele te roznig sie od siebie znaczaco za wyjatkiem takiej samej struktury
spinki TAR na 5' koncu. Jeden z nich zaktada istnienie wydtuzonych form RNA z licznymi
petlami wewnetrznymi (80), natomiast drugi model proponuje tworzenie charakterystycznych
struktur spinkowych (16). Chociaz istniejg zwolennicy jednego i drugiego modelu,
to zaproponowany przez Berkhouta model spinkowy jest w tej chwili powszechnie
akceptowany (rys. 1V.6). Zwigzane jest to z faktem, ze dostepnych jest juz wiele
szczegOtowych danych na temat struktury izolowanych domen tego rejonu (81-83).
W ostatnim czasie spinkowa struktura petnej diugosci rejonu liderowego HIV-1 zostata
potwierdzona przez szczegOtowe obliczenia komputerowe (84) oraz z wykorzystaniem

technik mikromacierzy DNA (85).
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Rysunek IV.6. Zaproponowana przez Berkhouta i wspotpracownikéw struktura drugorzedowa
rejonu liderowego RNA wirusa HIV-1.
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W przypadku wirusa HIV-2 znacznie mniej wiadomo na temat struktury calego rejonu
liderowego RNA oraz jego poszczegoélnych domen. Jak dotychczas proponowany jest tylko
jeden model struktury drugorzedowej (rys. IV.7), ktéry opiera sie o wyniki przewidywania
in silico, uzupetnione nielicznymi danymi z eksperymentow enzymatycznego i chemicznego
mapowania struktury (17:47;86:87).
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Rysunek IV.7. Zaproponowana przez Berkhouta i wsp6tpracownikéw struktura drugorzedowa rejonu
liderowego RNA wirusa HIV-2, uwzgledniajgca obowigzujacy dotychczas model domeny TAR-2.

Poszczego6lne domeny rejonu liderowego RNA spehniajg istotne funkcje w cyklu
zyciowym wirusow HIV i nazywane sg odpowiednio do ich wiadomej lub prawdopodobnej
funkcji. Najbardziej skrajng (od strony 5') domene rejonu liderowego stanowi TAR RNA
(ang. trans-activating responsive region), ktory poprzez oddziatywania z retrowirusowym
biatkiem Tat i ludzka cykling Tl reguluje wirusowg transkrypcje w oparciu 0 promotor
znajdujacy sie w obrebie rejonu 5' LTR prowirusa HIV (12). Kolejne istotne domeny rejonu
liderowego stanowig: domena poli(A) wptywajgca na poliadenylacje 3' konica wirusowych
transkryptow; domena PBS wigzaca primerowy tRNA, niezbedny dla inicjacji procesu
odwrotnej transkrypcji; domena DIS zawierajaca palindromowg sekwencje istotng
dla dimeryzacji wirusowego genomu; trzy mate spinki oznaczone symbolem gj stanowigce
sygnat pakowania genomowego RNA do wirionéw potomnych, rozdzielone domena SD,

zwigzang ze splicingiem wirusowego RNA (16).

Liczne badania pochodzace gtéwnie z laboratorium Berkhouta potwierdzajg, ze rejon
liderowy HIV-2, tak jak w przypadku wirusa HIV-1, wystepuje jako dwa pozostajgce ze sobg
w réwnowadze alternatywne konformery; BMH (ang. branched structure with multiple

hairpins) i LDl (ang. long-distance base pairing interaction) (15;84;88;89).
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U obu wiruséw HIV przejscie od struktury LDl do BMH jest wspomagane przez zwigzanie
biatka nukleokapsydu NC oraz obecno$¢ dwuwartosciowych jondw, gtéwnie Mgh™ (rys. 1V.8).

Rysunek 1V.8. Alternatywne, globalne konformery rejonu liderowego RNA wirusa HIV-2.

Wystepowanie dwéch konformeréw rejonu liderowego, dobrze koreluje z podwadjng funkcja
spetniang przez wirusowy RNA, ktory funkcjonuje zaréwno jako mRNA dla translacji
wirusowych biatek, jak i jako genom HIV. Konformer LDI zapobiega przedwczesnej
dimeryzacji RNA i najprawdopodobniej utatwia w ten sposéb synteze wirusowych biatek (88).
Konformer BMH zwigzany jest z dimeryzacjg wirusowego RNA, ktéra z kolei promuje proces

pakowania RNA do wirion6éw potomnych (15;90).

2.3.1. Domena PBS - odwrotna transkrypcja

Zdimeryzowana czgsteczka RNA wirusa HIV stuzy jako matryca dla procesu odwrotnej
transkrypcji prowadzonego przez wirusowy enzym, odwrotng transkryptaze - RT
(ang. reverse transcriptase). W jego wyniku generowana jest dwuniciowa czgsteczka cDNA,
integrujgca nastepnie z DNA gospodarza. U HIV-1 i HIV-2 jako starter dla odwrotnej
transkrypcji wykorzystywany jest pakowany do wirionéw potomnych, komérkowy tRNA* @
(72). Za wybor odpowiedniego tRNA z puli r6znych komdérkowych tRNA odpowiedzialna jest
odwrotna transkryptaza (91). Genomowy RNA obu wiruséw HIV zawiera w obrebie rejonu
liderowego ztozong z 21 reszt nukleotydowych niesparowang sekwencje, komplementarng
do 3' konca starterowego tRNA, nazywanag miejscem wigzania startera PBS (ang. primer
binding site). Sekwencja ta znajduje sie¢ w obrebie skomplikowanego motywu struktury
drugorzedowej, skrétowo rowniez nazywanego PBS (47;92). Reszty nukleotydowe

z 3' konca starterowego tRNA asocjujaw rejonie sekwencji PBS (93).
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Odwrotna transkrypcja jest
inicjowana w poblizu 5' konca wirusowego
RNA

tRNA-"®", oddziatujacego z sekwencjg PBS

przez wydtuzenie starterowego
(93). Elongacja nastepuje az do osiggniecia
5 kohca RNA i w jej wyniku powstaje
krotka czgsteczka DNA okreslana jako
(-) ssDNA (ang. minus-strand strong-
stop DNA). Nastepnie RT, dzieki domenie
0 aktywnosci rybonukleazy H, usuwa juz
wykorzystany fragment matrycy RNA.
Poniewaz na 5' i 3' koncu genomowego
RNA wirusa znajdujg sie takie same,
powtérzone sekwencje R, mozliwy jest
transfer / przesuniecie powstatej (-) SSDNA
na 3 koniec RNA gdzie elongacja jest
(-) DNA.

Genomowa czagsteczka RNA, sluzgca jako

wznawiana. Powstaje  ni¢

matryca jest

krétkie

degradowana,
RNA,
w puryny - PPT (ang. polipurine tract),

pozostajg

jedynie odcinki bogate

stuzgce jako startery do syntezy nici
(+) DNA, ktéra odbywa sie na matrycy nici
() DNA. Synteza nici

odbywa sie w dwoch etapach i konieczny

(+) DNA rowniez

jest drugi transfer nici powstajgcego DNA.

tRNA

R U5 PBS PPT U3 R
synteza
ONA
R U5 PBS PPT U3 R
aktywnos$¢
rybonukleazy H
-)IssDNA A PPT U3 R
pierwszy
trartsfer nia
R U5 yJ,
N AAA T
synteza
DNA
i aktywnos¢
synteza PPT
DNA
i aktywnos$¢
rytxxiukleazy H
PBS PPT U3 R U5 /-,
PPT U3 R U5
aktywr>0s¢
rybonukleazy H
PPT U3 R US5__
U3 R US5”BS,
drugi
trartsfer r>id
LTR
Rysunek 1V.9. Schemat procesu odwrotnej
transkrypcji u wiruséw HIV. Kolorem
pomaranczowym oznaczono ni¢ (-) DNA, kolorem
czerwonym ni¢ (+) DNA. Szczegblowy opis

schematu znajduje sie w tekscie.

W pierwszej kolejnosci syntetyzowany jest 3'

koniec nici (+) DNA - ni¢ (+) ssDNA. Nastepnie starterowy tRNA"®" jest usuwany dzieki

aktywnos$¢ rybonukleazy H (RT), co ulatwia transfer (+) ssDNA na 3' koniec nici (-) DNA.

Obie nici oddziatujg za sobg poprzez komplementarne sekwencje PBS. Dochodzi do syntezy

brakujacych odcinkéw nici (+) DNA i (-) DNA, w ktorej obie nici stuzg sobie wzajemnie jako

matryce. W taki to sposOb wygenerowania zostaje dwuniciowa czasteczka 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 czgsteczek mRNA odbywa sie na matrycy DNA zintegrowanego
z genomem gospodarza. Wirus wykorzystuje w tym celu komdrkowa RNA polimeraze Il oraz
liczne komérkowe faktory transkrypcyjne. Na 5' konhcu rejonu liderowego znajduje sie
charakterystyczna domena TAR RNA (+1 -123). Wiadomo, ze oddziatywanie TAR RNA
z wirusowym biatkiem Tat oraz ludzkag cykling Tl jest kluczowe dla regulacji procesu
transkrypcji. Poniewaz niniejsza praca poswiecona jest badaniu struktury domeny TAR HIV-2
oraz jego oddziatywan z Tat-2 i cyklina Tl. zagadnieniom tym poswiecono osobny rozdziat
w dalszej czesci pracy - rozdziat IV.3.

2.3.3. Domena SD - splicing

Czasteczki RNA wirusa podlegajg procesowi splicingu natychmiast po zsyntetyzowaniu,
wykorzystujgc do tego celu odpowiednie czynniki komérkowe. Proces ten regulowany jest
przez obecne w jgdrze zainfekowanej komorki wirusowe biatko Rev. We wczesnej fazie
ekspresji wirusowych genéw powstajg podlegajace wielokrotnemu sktadaniu czasteczki
MRNA kodujgce biatka regulatorowe Tat, Rev oraz Nef. W pdzniejszej fazie syntetyzowane
sg mMRNA podlegajace tylko pojedynczemu skiadaniu kodujgce biatka Env, Vif, Vpr i Vpx lub
Vpu oraz mRNA, ktére wcale nie podlegajg sktadaniu, kodujgce biatka Gag i Gag-Pol oraz
wykorzystywane jako genomowy RNA (44).

Proces splicingu pre-mRNA oraz transport czasteczek mRNA z jgdra do cytoplazmy
regulowany jest przez wirusowe biatko Rev. W nieobecnosci biatka Rev, w cytoplazmie
znajduja sie jedynie nieliczne czgsteczki mRNA, ktére nie podlegaly splicingowi
lub podlegaly tylko pojedynczemu splicingowi. Natomiast wysoki poziom biatka Rev indukuje
pojawienie sie w cytoplazmie duzej ilosci tego typu mRNA. Wszystkie mRNA powstajgce
w po6znej fazie infekcji zawierajg charakterystyczng strukture RRE w obrebie sekwencji genu
env. Oddziatywanie pomiedzy RRE a regulatorowym biatkiem Rev aktywuje transport z jadra
do cytoplazmy petnej dlugosci czasteczek mRNA oraz tych, ktére podlegaly tylko
pojedynczemu splicingowi. Dodatkowo Rev, poprzez oddziatywanie z komorkowymi
czynnikami splicingu, wptywa bezposrednio na proces wycinania intronéw, hamujac jego

efektywnos¢ i w ten sposéb zwiekszajgc ilos¢ petnej dtugosci wirusowych mRNA (60;61 ;95).

Zaréwno u HIV-1 jak i HIV-2 petnej dtugosci rejon liderowy znajduje sie tylko w tych
czasteczkach mRNA, ktére wcale nie podlegaty splicingowi (IV.10). Rejon liderowy mRNA
podlegajacego splicingowi, niezaleznie czy pojedynczemu czy wielokrotnemu, jest skrécony,
co wynika z obligatoryjnego wykorzystywania, znajdujgcej sie w obrebie 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). Skrécenie rejonu liderowego RNA
wptywa na dimeryzacje RNA i jego pakowanie do wirionébw potomnych, gdyz w obrebie
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wycinanego intronu znajdujg sie istotne dla tych proceséw motywy strukturalne RNA (96;97).
Dodatkowo u HIV-2 i SIVmac dla czesci mRNA kodujgcych biatka regulatorowe opisano
alternatywny splicing zwigzany z wycinaniem intronu obejmujgcego rejon +60 - 202,
stanowigcy czes¢ domeny TAR oraz calg spinke poli(A). W przypadku wirusa SIVmac
stwierdzono, ze takie czasteczki RNA stanowia lepsze matryce do procesu translacji (98).
U HIV-2 jak dotychczas proces ten zaobserwowano tylko dla mRNA regulatorowego biatka
Rev i jest on stabo scharakteryzowany oraz nie wiadomo do konca, jakg role petni powstaty
mRNA (99).

DNA
TN
pot H 1L

RNA
tu rev
U3 R nef
env

_~ —qai vif

M~ ai v
RUS — U3 R VpX

TAR POli(A)T>BS |dis|h!i| i
+1 +470

Rysunek 1V.10. Powstajgce na skutek alternatywnego splicingu r6zne czasteczki mRNA wirusa
HIV-2 oraz typowa dla nich organizacja rejonu liderowego. Szczeg6towy opis rysunku znajduje sie
w tekscie.
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2.3.4. Domena poli(A) - poliadenylacja

Poliadenylacja jest jednym z proces6éw dojrzewania eukariotycznych mRNA, polegajacym
na przecieciu nowopowstalego mRNA i dodaniu okoto 250 reszt A na jego 3' koncu.
Nowopowstajagcy mRNA zawiera w poblizu 3' konca uniwersalng, szescionukleotydowg
sekwencje AAUAAA, stanowigcg sygnat poliadenylacji, a takze zlokalizowang okoto 20 do 30
reszt za nig mniej zachowawczg sekwencje bogatg w reszty GU lub U. Sekwencje te sg
istotne dla wigzania czynnikbw komdrkowych uczestniczacych w poliadenylaciji.
Pomiedzy nimi przypada miejsce ciecia mRNA, zazwyczaj znajduje sie ono okoto 15 reszt
nukleotydowych za AAUAAA. Poliadenylacji moga podlegac réwniez wirusowe mRNA, w tym
MRNA wiruséw HIV. Dla wirusow RNA charakterystyczna jest dodatkowa sekwencja
wzmacniajgca poliadenylacje - USE (ang. upstream enhancer), bogata zazwyczaj w reszty

U, lecz wykazujgca duze zroznicowanie w sekwenciji i strukturze (100).

U HIV-1 i HIV-2 sygnat poliadenylacji AAUAAA jest zawarty w rejonie R, obecnym
zaréwno na 3' jak i 5' koncu wirusowego mRNA, zatem jedna czgsteczka mRNA zawiera
dwa sygnaly poliadenylacji (101). Rodzi to koniecznos¢ wyciszenia sygnatu obecnego na
5' koncu lub wzmocnienia tego z konca 3'. Poliadenylacja na koncu 3' jest wzmacniana dzieki
zlokalizowanej w poblizu sekwencji USE oddzialujgcej bezposrednio z faktorami
komérkowymi  (100;102). Do wyjasnienia represji poliadenylacji na 5 koncu mRNA
proponowane sg rézne mechanizmy. Jeden z nich zakfada, ze wynika ona z za malej
odlegtosci sygnatu AAUAAA od miejsca startu transkrypcji i przesuwajacy sie kompleks
transkrypcyjny nie jest jeszcze zdolny do poliadenylacji (103). Inny mechanizm zwigzany jest
represja indukowang przez sekwencje SD (ang. major splice donor) potozong u HIV-2 okoto
300 reszt nukleotydowych za AAUAAA (u HIV-1 okoto 200). Oddziatywanie sekwencji SD
z rybonukleoproteing Ul snRNP hamuje przedwczesng poliadenylacje na 5' koncu (104).
Wprowadzenie mutacji do sekwencji SD uniemozliwiajgcych zwigzanie Ul snRNP, powoduje

zachodzenie przedwczesnej poliadenylacji na 5' koncu wirusowego mRNA.

Obecny na 5' korncu mRNA sygnat poliadenylacji AAUAAA wraz z sekwencjg bogatg
w reszty GU zlokalizowany jest w jednej z domen rejonu liderowego, nazywang domeng
poli(A). Domena ta u wszystkich wiruséw HIV i SIV ma posta¢ spinki, a sekwencja AAUAAA
zlokalizowana jest w jej petli apikalnej, moze tez by¢ czesSciowo sparowana (105). Domena
poli(A) wirusa HIV-1 (+58 - 104) ma posta¢ regularnej spinki z petlg terminalng ztozong z 11
reszt nukleotydowych. Dwie pierwsze reszty A sekwencji AAUAAA sg sparowane, tworzac
pary zasad zamykajgce petle (101). Sekwencja bogata w GU jest rOwniez czesciowo
sparowana i stanowi dolng cze$¢ trzonu spinki. Proponowana dotychczas struktura domeny
poli(A) wirusa HIV-2 (+125 - 185) jest do$¢ zagadkowa - spinka z ogromng 29-nukleotydowa
petla terminalng, w obrebie ktérej znajduje sie niesparowana sekwencja AAUAAA (47;47).
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Od pewnego czasu motyw ten jest obiektem badan strukturalnych prowadzonych w naszej

Pracowni.

Udowodniono, ze u HIV-1 struktura domeny poli(A) znajdujacej sie w obrebie rejonu
liderowego (koniec 5') ogrywa istotng role w procesie transkrypcji i regulacji poliadenylacji
konca 3' mRNA. Szybkie formownie przez nowopowstaty mRNA struktury spinki z czeSciowo
sparowanymi sekwencjami istotnymi dla poliadenylacji, zapobiega przedwczesnemu
wystgpieniu tego procesu. Destabilizacja struktury domeny poli(A) rejonu liderowego
powoduje znaczgce obnizenie wirusowej transkrypcji, najprawdopodobniej na skutek
uwolnienia sygnatéw poliadenylacji konca 5', co prowadzi do przedwczesnej poliadenylacji
objawiajgcej sie powstawaniem jedynie bardzo krétkich transkryptow (101 ;102;106).

2.3.5. Domena DIS - dimeryzacja genomowego RNA

Unikalng cechg retrowirusow jest obecnos¢ w wirionie dwoch identycznych lub prawie
identycznych kopii genomowego RNA, zasocjowanych w poblizu ich 5 koncow (41).
W ostatnich latach poczyniono znaczacy postep w badaniach dimeryzacji genomowego RNA
retrowirusOw i wykazano istotne znaczenie tego zjawiska dla réznych etapéw replikacji
wirusa. Postuluje sie, na przyktad, ze dimeryzacja zapewnia fizyczny kontakt pomiedzy
czgsteczkami RNA, utatwiajgc przeskoki polimerazy podczas odwrotnej transkrypcii.
Zwieksza to prawdopodobienstwo zachodzenia rekombinacji genomowego RNA, a tym
samym indukuje genetyczng réznorodnos¢ wirusow HIV (107;108). Dimeryzacja odgrywa
rowniez istotng role podczas formowania wirionbw potomnych, poniewaz dimery RNA sg
pakowane preferencyjnie (90;96). Stabilno$¢ termodynamiczna dimeru RNA zmienia sie
w czasie i obserwowany na poczgtku staby kompleks dimeru, oparty o oddziatywania
petla - petla (ang. kissing loop complex), ulega transformacji do bardziej stabilnej,
podwajnoniciowej formy dimeru - (ang. extended duplex). W przejsciu od stabej do stabilnej
formy dimeru istotng role odgrywa wirusowe biatko nukleokapsydu (NC) oraz jony Mg™
(42;109). Pomimo, ze w dimeryzacje retrowirusowego RNA in vivo zaangazowane sg istotne
czynniki biatkowe, to zaréwno w przypadku HIV-1, jak HIV-2 moze on ulega¢ spontanicznej
dimeryzacji in vitro pod wpltywem podwyzszonej temperatury (50 - 65°C) i inkubacji w buforze
zawierajgcym jony MgM”, dodatek biatka NC zwieksza jednak znacznie efektywnosc tego
procesu (86;88;110).

Dla dimeryzacji genomowego RNA wirusa HIV-1 in vitro i in vivo kluczowa jest,
znajdujaca w obrebie rejonu liderowego, spinka DIS (ang. dimerization initiation site). W petli
apikalnej zawiera ona palindromowg sekwencje, najczesciej GCGCGC. Oddziatywanie
sekwencji palindromowych spinek DIS indukuje formowanie zaréwno stabych, jak i stabilnych

dimeréw RNA (111). Znana jest zarowno 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
krétkich fragmentéw RNA wskazuja, ze przejscie od stabej do stabilnej formy dimeru in vitro

nastepuje najprawdopodobniej bez etapu dysocjacji rejonéw petlowych spinek DIS.

Rysunek. V.11 Struktura krystalograficzna dimeru typu kissing-loop complex-NDB IDURO05
(po lewej) i extended duplex- UR0016 (po prawej) 23-meru RNA o sekwencji domeny DIS HIV-1.
Dwie nici RNA oznaczone sag odpowiednio kolorem czerwonym i zielonym.

O ile w przypadku HIV-1 dane dotyczace dimeryzacji sa raczej zgodne (42;109),
to w przypadku HIV-2 sytuacja jest bardziej skomplikowana. Wedtug jednej grupy badaczy
spinka DIS HIV-2, pomimo og6lnego podobienstwa strukturalnego do DIS HIV-1,
nie odgrywa zadnej roli w dimeryzacji in vitro i in vivo, a istotna dla tego procesu jest inna
palindromowg sekwencja GGCGCC, nazywana Nar |. Stanowi ona fragment domeny PBS,
doktadnie 5' koniec miejsca wigzania starterowego tRNA i obejmuje rejon +304 - 309.
Proponowany model dimeryzacji zaktada formowanie struktury spinki przez rejon +283 - 323
domeny PBS, a sekwencja Nar | znajduje sie wtedy w jej petli apikalnej. Oddziatywanie petli
apikalnych, zawierajgcych sekwencje Nar |, dwoch czgsteczek RNA prowadzi do formowania
dimeréw RNA HIV-2 (110).

Drugi model dimeryzacji RNA HIV-2 jest analogiczny do proponowanego dla HIV-1.
Wedtug niego, znajdujgca sie w obrebie rejonu liderowego spinka DIS (+397-443) jest
kluczowa i zarazem wystarczajgca do efektywnej dimeryzacji (86). Petla terminalna spinki
DIS wirusa HIV-2 zawiera réwniez palindromowg sekwencje, jednak o innym sktadzie reszt
nukleotydowych - GGUACC, niz w przypadku HIV-1. U obu wiruséw HIV dimeryzacja
regulowana jest przez wystepowanie alternatywnych konformeréw rejonu liderowego - LDI

i BMH (89). W konformerze LDI istotna dla dimeryzacji sekwencja palindromowa spinki DIS
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zaangazowana jest w oddziafywanie W-C z sekwencjg
znajdujgca sie od 3' strony tej spinki (rys. [V.8).
Zapobiega to przedwczesnej dimeryzacji RNA wirusa,
ktéra automatycznie hamowataby inne wcze$niejsze
etapy wirusowej replikacji. Natomiast struktura BMH,
z wyeksponowang spinkg DIS, wyzwala wydajng
dimeryzacje genomu (rys.lV.12) oraz pozwala na
prezentowanie znajdujgcych sie od 3' strony rejonu
DIS sekwencji kontrolujgcych pakowanie RNA
do  wirionébw  potomnych. Nie ma danych
krystalograficznych ani NMR dotyczacych struktury
spinki DIS wirusa HIV-2. Proponowana, na podstawie
analiz biochemicznych, struktura spinki DIS HIV-2

. . . ., Rysunek V. 12. Model dimeryzacji
z duza jedenastonuklootydowa petla apikalngjest doS€  RNA  HIV-2 poprzez oddziatywanie

spinek DIS rejonéw liderowych dwoch

kontrowersyjna i dlatego badania w tym kierunku . acieczek RNA

metodami dynamiki molekularnej prowadzone sg

w naszej Pracowni (dr Lukasz Bielecki).

Trzeci mechanizm jest potgczeniem dwoch pierwszych | zaklada, ze zaréwno
sekwencja Nar! jak i sekwencja palindromowa spinki DIS uczestnicza w dimeryzacji.
Podczas gdy sekwencja Nar | zwigzana jest z formowaniem stabych dimeréw, homologiczna
do HIV-1, spinka DIS HIV-2 konieczna jest do formowania stabilnych dimeréw wirusowego
RNA (114:115)

Proponuje sie, ze réwniez inne domeny rejonu liderowego wiruséw HIV, jak TAR,
poli(A) czy trzy spinki  zlokalizowane od 3' strony domeny DIS, moga by¢ bezposrednio

zaangazowane w dimeryzacje wirusowego RNA (42;96).

2.3.6. Domeny - pakowanie RNA do wirionéw potomnych

Wiriony potomne HIV-1 | HIV-2 zawierajg jedynie peinej dlugosci czasteczki
genomowego RNA, ktére nie podlegaty procesowi splicingu. Takie RNA powstajg jedynie w
pbznej fazie wirusowej infekcji, stuzgc zaréwno jako genomowy RNA, jak i mRNA dla biatek
Gag i Gag-Pol (44). Pomimo, ze genomowy RNA wirusa stanowi zaledwie 1%
catkowitej ilosci RNA w zainfekowanej komorce, jest on wysoce specyficznie rozpoznawany.
Za selekcje odpowiedniego RNA odpowiedzialne sg zlokalizowane obrebie 3' korica rejonu
liderowego spinkowe struktury RNA nazywane sygnatami pakowania - *" a takze czynniki
biatkowe w szczegolnosci petnej dlugosci wirusowa poliproteina Gag (76:77;116).

RNA wirusa HIV-1 zawiera tylko jeden gtéwny sygnat pakowania i znajduje sie on
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pomiedzy domeng SD, a kodonem start otwartej ramki odczytu biatka Gag (117).
Taka lokalizacja zapewnia obecnos¢ spinek 4" jedynie w tych czgsteczkach RNA, ktore nie
podlegaly procesowi splicingu (rys. IV.10). Poliproteina Gag rozpoznaje i specyficznie wigze
tylko te czagsteczki RNA, ktére zawierajg spinke 4" (118). SzczegOdlnie istotna dla tego
wigzania jest domena NC poliproteiny Gag, zawierajgca dwa palce cynkowe (ang. zinc finger
region) (116:119:120). Zwigzanie poliproteiny Gag do spinki 4* blokuje translacje, zatem taki
RNA nie moze by¢ dalej wykorzystywany jako mRNA i jako genomowy RNA pakowany jest
do wirionéw potomnych (76:116).

Dla HIV-2 proces pakowania RNA do wiriondw potomnych jest poznany znacznie
stabiej. Wiadomo, ze tak jak u HIV-1 istotng role odgrywaja sygnaly pakowania 4"
wystepujace w obrebie rejonu liderowego oraz poliproteina Gag, jednak mechanizm procesu
pakowania jest inny (76). Sekwencje nukleotydowe sygnatow pakowania 4* wiruséw HIV-1
i HIV-2 wykazujg niewielkg tylko homologie, natomiast sekwencje aminokwasowe domeny
NC poliproteiny Gag sa bardzo podobne (121). Peinej dtugosci liderowy RNA HIV-2 zawiera
trzy motywy spinkowe stanowigce trzy odrebne sygnaly pakowania 4*. Jeden z nich znajduje
sie po 5' stronie spinki SD i uwazany jest najczesciej za kluczowy sygnat pakowania. Dwa
pozostate sygnaty 4" od 3' strony spinki SD sa najprawdopodobniej mniej istotne (122).
Istniejg jednak przestanki, ze wszystkie trzy spinki 4* sg niezbedne dla efektywnego
pakowania genomowego RNA do wirionébw potomnych (123). A zatem w odrdznieniu
od wirusa HIV-1, u HIV-2 zarbwno mRNA, ktory nie podlegat procesowi splicingu, jak i ten
u ktérego doszto do tego procesu, moze zawiera¢ sygnaly lub sygnat 4* (97).
Rodzi to koniecznos¢ istnienia dodatkowego mechanizmu selekcji petnej dtugosci
genomowych czgsteczek RNA. Mechanizm ten opiera sie¢ na potaczeniu pakowania RNA
z translacjg wirusowej poliproteiny Gag (76:124). Do wirionédw potomnych efektywnie
pakowane sa jedynie te czgsteczki RNA, ktore nie tylko nie podlegaty splicingowi,
ale jeszcze stanowity matryce do translacji petnej diugosci poliproteiny Gag. Nowopowstata
poliproteina Gag, poprzez domene NC, oddziatuje z sekwencjami stanowigcymi sygnaty 4*
w mRNA na matrycy, ktérego zastata zsyntetyzowana (rys.IV.5). Oddziatywanie poliproteiny
Gag z ,wlasnym” mRNA ulatwia pakowanie genomowego RNA, gdyz w przypadku wirusa
HIV-2 tylko mata cze$¢ tej poliproteiny znajduje sie w odpowiednich do formowania wirion6w
potomnych przedziatach zainfekowanej komérki. Dla kontrastu HIV-1 syntetyzuje duzg ilos¢

poliproteiny Gag, swobodnie dostepnej w réznych rejonach komorki (39:124).

Chociaz spinki 4" sg najistotniejsze dla pakowania RNA do wirion6bw potomnych,
to rowniez inne motywy rejonu liderowego genomowego RNA, wskazywane sg jako istotne
dla tego procesu. Postuluje sie nawet, ze globalna struktura calego lidera ma wplyw
na formowanie potomnych wirionéw HIV-1 i HIV-2 (15:90:96).
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IV.3. TAR RNA WIRUSA HIV-2 ORAZ JEGO ODDZIALYWANIE
Z BIALKIEM TAT-2 | CYKLINAT1

Domena TAR RNA (ang. trans-activator responsive region) stanowi pierwszy od konca 5'
motyw strukturalny rejonu liderowego mRNA u wiruséw HIV oraz wigkszosci wiruséw SIV
(16;44). Chociaz wielko$¢ i struktura domeny TAR moze by¢ rézna, to postuluje sie,
ze u kazdego z tych wiruséw odgrywa on bardzo podobng role w cyklu zyciowym. Kluczowe
znaczenie TAR RNA przejawia sie w procesie frans-aktywacji wirusowej transkrypcji
podczas, ktérej oddziatuje on z wirusowym biatkiem Tat i ludzka cykling T1 (12;13). Ponadto,
jak proponuje sie ostatnio, struktura TAR na 5 koncu mRNA jest istotna dla procesu
dimeryzacji genomowego RNA wirusa. U HIV-1 udowodniono, ze TAR zaangazowany
jest bezposrednio w proces dimeryzacji (108), a mutacje w sekwencji TAR RNA wirusa HIV-1
zaburzajg réwnowage pomiedzy formami LDl i BMH rejonu liderowego (125).
Zatem doktadne poznanie struktury TAR RNA wirusow HIV-1 i HIV-2 (odpowiednio TAR-1
i TAR-2) jest wazne nie tylko dla analizy procesu frans-aktywacji, ale takze dla zrozumienia
dynamicznej struktury catego rejonu liderowego RNA. Wiedza ta jest rowniez istotna
dla projektowania terapii antywirusowej skierowanej na liderowy RNA i jego kompleksy
z biatkami wirusowymi i ludzkimi.

3.1. STRUKTURA TAR RNA WIRUSA HIV-2

TAR RNA wirusa HIV-1 jest dobrze poznany pod wzgledem struktury i funkcji. Obejmuje
on rejon +1 - 59 MRNA wirusa, przy czym dla procesu frans-aktywacji niezbedny i zarazem
wystarczajacy jest rejon +19-42. Ustalono, ze TAR-1 przyjmuje w roztworze strukture
wydtuzonej spinki z tréjnukleotydowym wybrzuszeniem UCU oraz szescionukleotydowa petlg
apikalng CUGGGA. TAR-1 byt obiektem licznych badan, w tym badann NMR i do$¢ doktadnie
znana jest jego struktura zaréwno w formie wolnej jak i zwigzanej z amidem argininy,

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

Domena TAR RNA HIV-2 stanowi duzo bardziej ziozong strukture niz TAR-1
i obejmuje rejon +1 - 123 mRNA wirusa. W poréwnaniu do TAR-1 niewiele jednak wiadomo
0 strukturze TAR-2. Pierwsze doniesienia dotyczace struktury TAR-2 pojawity sie pod koniec
lat osiemdziesiagtych i podobnie jak pézniejsze oparte byly gidwnie na analizie komputerowe;j
| filogenetycznej (17-19;130). Wyniki analiz biochemicznych struktury TAR-2 byly jak
dotychczas bardzo skromne i zawarte w zaledwie kilku pracach badawczych (18;87;131).
Zaproponowana struktura drugorzedowa TAR-2 (rys. 1V.13) zawiera trzy charakterystyczne
motywy spinkowe. Spinki | i Il od strony 5' posiadajg szescionukleotydowe petle apikalne
CUGGGA (l) i CUGGGU (ll), oraz dwunukleotydowe wybrzuszenia: UU () i UA (Il). Spinka
trzecia (lll) jest znacznie krétsza niz dwie pierwsze, nie posiada wybrzuszenia i zawiera tylko

piecionukleotydowg petle apikalng UGGCC. Ogolnie rzecz ujmujac struktura dwoch
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pierwszych spinek TAR-2 przypomina spinke TAR wirusa HIV-1. Dwunukleotydowe
wybrzuszenia znajdujg sie w pozycji podobnej do tréjnukleotydowego wybrzuszenia UCU
TAR-1. Taka sama jest iloS¢ reszt nukleotydowych w petlach apikalnych oraz w przypadku
spinki pierwszej takze sekwencja, natomiast petla apikalna spinki drugiej rozni sie tylko jedng
resztg nukleotydowa (U zamiast A) w ostatniej pozycji petli. Opisana powyzej rozgaleziona

struktura drugorzedowa TAR RNA HIV-2 jest jedyng, jakg dotychczas zaproponowano.
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Rysunek [IV.13. Struktura drugorzedowa domeny TAR RNA wirusa HIV-1 (TAR-1)
oraz rozgafeziona, trojspinkowa struktura TAR RNA wirusa HIV-2 (TAR-2). Obie struktury sg
powszechnie akceptowane, jednak tyiko struktura TAR-1, w odr6znieniu od TAR-2, zostala
potwierdzona szczeg6towymi badaniami strukturalnymi.

Niestety brakuje jakichkolwiek danych krystalograficznych oraz NMR dotyczgcych
struktury zar6éwno peinej diugosci TAR-2, jak i jego fragmentéw. Znana jest jedynie
okreslona metoda NMR struktura chimerycznej spinki | TAR-2 z TAR-1 RNA; dokfadniej jest
to apikalna czes¢ spinki TAR-1 z wybrzuszeniem UU, charakterystycznym dla spinki | TAR-2.
Ustalono zaréwno jej strukture w formie wolnej, jak i w kompleksie z amidem argininy (132-

134). Do tych ustalen nawigze w dalszej czesSci pracy, podczas dyskusji moich wtasnych

wynikéw (rozdziat V.2.4.).

3.2. BIALKA TAT WIRUSOW HIV

Biatka Tat (ang. trans-activator) sg bogatymi w arginine biatkami regulatorowymi,
oddziatujgcymi z RNA. Wystepujg u wirusow HIV, SIV, EIAV oraz BIV. Biatka wiruséw HIV-1
i HIV-2 oznaczane sg odpowiednio jako Tat-1 i Tat-2. Sg to male biatka, skladajgce sie

z 82 - 101 reszt aminokwasowych u HIV-1 (dostepne sa r6zne dane, jednak prawidtowa
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wydaje sie liczba 101 aa) oraz z 130 reszt aminokwasowych u HIV-2. Biatka Tat kodowane
sg przez dwa osobne egzony genu tat, przy czym za kluczowy dla ich funkcji uwazany jest
rejon kodowany przez pierwszy egzon, obejmujgcy dla Tat-1 pierwsze 72 reszty

aminokwasowe, natomiast w przypadku Tat-2 pierwsze 99 reszt (135-138).

Tat-2
130
g”u
I r 2
Cc = E
I I ® & m 5k
- 0 w !
Tat-1 SF boon Q g £ %)
22 35 48 57 72 82/101
EGZON 1 yu EGZON2

Rysunek IV.14. Schematyczne poréwnanie organizacji rejonéw funkcjonalnych biatek Tat wiruséw
HIV-1 i HIV-2, ze wskazaniem numeréw reszt aminokwasowych tworzacych dany rejon.
Na podstawie (136;137), zmodyfikowany. Szczegotowy opis schematu znajduje sie w tekscie.

W obrebie biatek Tat mozna wyr6zni¢ kilka rejonéw funkcjonalnych, nazywanych
rowniez czesto domenami pomimo tego, ze nie tworzg odrebnych motywow strukturalnych
(rys. IV.14). Sato kolejno: rejon N-koncowy; rejon bogaty w reszty cysteinowe (5 lub 7 reszt
odpowiednio dla Tat-1 | Tat-2); rejon rdzeniowy, zawierajgcy liczne aminokwasy
hydrofobowe; rejon zasadowy (ARM - ang. arginine-rich motif) z 7 resztami argininy
i dwoma lizyny, ktory jest charakterystyczny dla bialek wigzgcych RNA oraz rejon bogaty
w reszty glutaminowe. Silnie zachowawcze wsréd wszystkich lentiwirusOw sa rejony
rdzeniowy i zasadowy, natomiast najwieksza zmienno$¢ obserwowana jest w rejonie
N-konncowym (136-139). Na podstawie analizy mutacyjnej wyznaczono dwie funkcjonalne
domeny biatek Tat istotne dla zachodzenia procesu frans-aktywacji. Bogaty w reszty argininy
rejon zasadowy ARM stanowi domene istotng dla wigzania TAR RNA (rys. IV. 17). Rejon
N-koncowy, cysteinowy i rdzeniowy tworzg wspoélnie domene aktywacyjng biatek Tat,

odpowiedzialng za wigzanie czynnikdw komérkowych, w tym cykliny T!1 (136;138-140).

Obydwie istotne domeny funkcjonalne kodowane sg przez pierwszy egzon genu tat,
jednak najprawdopodobniej rejony Tat kodowane przez drugi egzon réwniez majg pewien
wplyw na aktywnos$¢ tych biatek. W przypadku Tat-1 sugeruje sie, ze rejon kodowany przez

drugi egzon czesciowo hamuje funkcjonowanie domeny aktywacyjnej biatka i dopiero
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oddzialywanie Tat-1 z czynnikami komérkowymi pozwala na petng aktywno$c¢ tej domeny.
W przypadku biatka Tat-2 wykazano, ze rejon kodowany przez drugi egzon nie ma
hamujgcego wpltywu na domene aktywacyjng biatka, a co wiecej wzmacnia frans-aktywacje,
zwiekszajgc powinowactwo Tat-2 do TAR-2 RNA (137). Niestety brak jest szczego6towych
danych strukturalnych dotyczacych bialek Tat, a w szczegdllnosci biatka Tat-2. Warto jednak
podkresli¢, ze na podstawie spektroskopii NMR polipeptydu otrzymanego droga syntezy

chemicznej, ustalono strukture trzeciorzedowa wolnego biatka Tat-1 (141-143).

Bogaty w cysteine rejon biatlek Tat wigze niektore jony metali dwuwartosciowych,
jak zn"'r ale nie MgM?, przy czym rejon ten nie ma struktury palca cynkowego, ani innych
scharakteryzowanych motywow wigzgacych cynk (144). Kazdy monomer biatka Tat wigze
dwa atomy Zn™* a koordynacyjne zwigzanie tych jondéw przez dwie czasteczki biatka Tat
prowadzi do formowanie dimeréw biatka Tat. Biatka Tat moga réwniez tworzy¢ dimery
niezaleznie od obecnosci Zn""". Sugeruje sie jednak, ze podczas frans-aktywacji Tat spetnia
swojg funkcje najprawdopodobniej jako monomer, a nie dimer (145;146). Jony Zn""?

odgrywaja za to istotng role w oddziatywaniu biatka Tat z ludzka cykling T1 (147).

W poréwnaniu do Tat-1, wiedza dotyczaca biatka Tat-2 jest znacznie skromniejsza.
Wykazano jednak, ze bialka Tat-1 i Tat-2 odgrywajg bardzo podobnag role w cyklu zyciowym
wirusow HIV, a ich gtdbwng funkcjg jest frans-aktywacja elongacji wirusowej transkrypcji,
poprzez oddzialywanie z TAR RNA i cykling Tl kompleksu P-TEFb. Biatko Tat-2
w odréznieniu od Tat-1 moze wigzac takze inne cykliny, jak cyklina T2a czy T2b jednak
kompleksy te nie sg efektywne w frans-aktywacji wirusowej transkrypcji, gdyz nie oddziatujg
z TAR-2 RNA(148;149).

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

Dla zrozumienia mechanizmu dziatania biatek Tat konieczne byto zidentyfikowanie
oddziatujgcych z nimi czynnikbw komorkowych. Na podstawie licznych eksperymentéw
ustalono, ze biatka Tat wiruséw HIV-1 i HIV-2 oddziatujg z tymi samymi czynnikami komorki
gospodarza, a najwazniejszym z nich jest komodrkowa kinaza, nazywana TAK
(ang. Tat-associated kinase). Juz na poczatku lat dziewiecdziesigtych wykazano, ze domena
aktywacyjna biatek Tat-1 | Tat-2 wigze TAK in vitro, a mutacje w domenie aktywacyjnej Tat,
uniemozliwiajagce wigzanie TAK, hamujg wirusowa transkrypcje in vivo (150). TAK jest kinazg
serynowo-treoninowa, zdolng do fosforylacji C-koricowej domeny RNA polimerazy Il (CTD).
Zaproponowano, ze Tat rekrutuje Ilub aktywuje TAK, ktéra z kolei prowadzi
do hyperfosforylacji CTD RNA polimerazy Il (151;152). Kinaza TAK nie byla spokrewniona
z innymi znanymi kinazami zidentyfikowanymi u czlowieka i poczatkowo zostata uznana

za nowg kinaze CTD, jednak bardzo zblizong do wystepujacego u Drosophila czynnika
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transkrypcyjnego P-TEFb. Wkrétce analogiczny czynnik P-TEFb zidentyfikowano
u cztowieka (153). P-TEFb jest istotnym czynnikiem etapu elongacji procesu transkrypcji
I jest wymagany do transkrypcji wiekszosci gendéw klasy Il (154;155). Dalsze prace
badawcze wykazaly, ze katalityczng podjednostke TAK i P-TEFb stanowi kinaza nazywana
poczatkowo PITALRE, a poOzniej CDK9, nalezaca do rodziny cyklino-zaleznych kinaz
biatkowych (156;157). Stad krotka juz byla droga do ustalenia, ze TAK to nic innego,
jak P-TEFb (158).

Masa P-TEFb wystepujgcego u cziowieka wynosi okoto 110kDa, a CDK9 tylko
42kDa, byto zatem oczywistym, ze TAK/P-TEFb zawiera jeszcze inne dodatkowe
podjednostki i podejrzewano, ze jedna z nich jest najprawdopodobniej jakas cyklina.
Ostatecznie ustalono, ze regulacyjng podjednostke cyklinowa P-TEFb stanowi cyklina T,
nazwana tak ze wzgledu na jej znaczenie dla procesu transkrypcji (131;159). Trzy rézne
cykliny T moga by¢ komponentem P-TEFb i sg to cyklina T1, T2a oraz T2b. Cykliny te
kodowane sg przez dwa geny, odpowiednio T1 i T2. Dwie rézne cykliny T2 powstajg
na skutek alternatywnego splicingu produktu genu T2. Cykliny Tl i T2 majg ponad 80%
homologii sekwencji aminokwasowej w rejonie szczegolnie istotnym dla ich aktywnosci,
okreSlanym jako kaseta cyklinowa (ang. cyclin box), ale tylko 50% homologii w pozostatej
sekwencji. Podjednostki kompleksu P-TEFb nie wystepujg w komdrce w formie wolnej, okoto
80% CDKO jest zasocjowane z cykling T1, a tylko 10 do 20% z cykling T2a lubT2b (159; 160).
Cykliny T2a i T2b nie majg wplywu na zalezng od biatka Tat frans-aktywacje genow HIV,
podczas gdy cyklina Tl jest kluczowa dla tego procesu (75:131:148:149). Nie wiadomo,
dlaczego promotory lentiwirusowe, w odréznieniu od komdrkowych, wymagajg formowania
kompleksu TAR / Tat / cyklinaT! dla aktywnosci P-TEFb (161).

Cstatnie badania wykazaty, ze P-TEFb istnieje w komoérce w dwoch r6znych formach.
Forma aktywna P-TEFb zawiera tylko dwie podjednostki i sg nimi kinaza CDK9 i cyklina T!
lub jedna z cyklin T2. W formie nieaktywnej P-TEFb jest wiekszym kompleksem, ktéry oprécz
CDK9 i cykliny TI zawiera 7SK RNA oraz dodatkowe biatko nazywane HEXIM (162).
7SK RNA jest wystepujacym powszechnie niekodujgcym, matym, jadrowym RNA (snRNA).
Biatko HEXIM asocjuje tylko z tymi kompleksami P-TEFb, ktére zawierajg 7SK RNA.
Zarowno 7SK RNA jak i biatko HEXIM hamujg aktywnos¢ kinazy CDK9 (163). Wzajemne
oddziatlywanie P-TEFb z 7SK RNA i biatkiem HEXIM jest odwracalne i jego przerwanie
przywraca aktywng forme P-TEFb. Stosunek aktywnej do nieaktywnej formy P-TEFb
w komorce zmienia sie w czasie, a w niektorych fazach zycia komorki wiecej niz potowa
P-TEFb tworzy nieaktywne kompleksy z 7SK RNA oraz HEXIM. Cddziatywanie P-TEFb
z HEXIM uniemozliwia asocjacje z biatkiem Tat poniewaz HEXIM wigze sie do tego samego
rejonu cykliny Tl jak Tat, zatem Tat moze oddziatywac tylko z aktywna forma P-TEFb (164).
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3.4. LUDZKA CYKLINAT1

Cyklina T1 jest kodowanym na chromosomie 12, biatkiem o masie 87 kDa zbudowanym
z 726 reszt aminokwasowych (165). Analiza sekwencji cykliny Tl wykazata, ze 250 reszt
aminokwasowych z N-korica tego biatka wykazuje silng homologie z cyklinami C r6znych
organizmow i rejon ten zawiera dwa takie same powtdrzenia motywu pieciu helisa (1 -5
i 1'-5"). W obrebie tego rejonu znajduje sie silnie zachowawczy ukfad 25 reszt
aminokwasowych nazywany kasetg cyklinowa (ang. cyclin box). Dalsza czes¢ cykliny Tl jest
stabo scharakteryzowana, ale wiadomo, ze zawiera ona kilka charakterystycznych rejondw:
motyw coiled-coil (379 - 430 aa), rejon bogaty w histydyne (506 - 530 aa) oraz sekwencje
PEST na C-koncu (709-726 aa) (rys.IV.15). Sekwencja PEST jest charakterystyczna dla
cyklin fazy G1 i zwigzana jest z regulacjg procesu degradacji biatek. Nalezy podkreslic,
ze w odrOznieniu od biatek Tat, cyklina Tl nie zawiera typowej domeny wigzgcej RNA (160).
Dla aktywnosci cykliny Tl istotny jest rejon homologiczny z innymi cyklinami oraz kilkanascie
reszt aminokwasowych znajdujgcych sie bezposrednio za nim. Pozostata czes¢ cykliny Tl
nie ma znaczenia dla jej aktywnosci in vitro, ale najprawdopodobniej jest potrzebna dla
petnej aktywnosci in vivo i cho¢ nie jest jeszcze znane jej znaczenie funkcjonalne to moze
stanowi¢ miejsce wigzania roznych biatek (131;147;166;167).

rejon bogaty

COIL w hirydyne PEST
rejon homologiczny | |
200 400 600 726

Rysunek 1V.15. Schemat organizacji poszczegdlnych domen ludzkiej cykliny Tl, ze wskazaniem
numeréw reszt aminokwasowych tworzgcych dany rejon. Na podstawie (166), zmodyfikowany.
Szczegdtowy opis schematu znajduje sie w tekscie.

Cyklina T1 jest waznym kofaktorem dla biatek Tat obu wiruséw HIV. Zarbwno wolna
cyklina Tl, jak i w kompleksie z kinazg CDK9 wigze biatko Tat, a utworzony kompleks
oddziatuje z TAR RNA (131;148). Kinaza CDK9 bez udziatu cykliny Tl, nie oddziatuje
ani z biatkiem Tat, ani z TAR RNA. Kinaza CDK9 wigze sie do rejonu cykliny Tl
zawierajgcego uktad pierwszych pieciu helis a, czyli do innego miejsca niz biatko Tat
(rys. IV.17). Dla formowania tréjskladnikowego kompleksu TAR/Tat/cyklinaTl
wystarczajacy jest rejon cykliny Tl obejmujacy reszty aminokwasowe 1 -272, czyli cala
domena homologiczna z innymi cyklinami oraz kilka reszt aminokwasowych znajdujgcych sie
bezposrednio za nig. Kluczowe sg tu reszty 250-272 tworzgce rejon nazywany TRM
(ang. TAR/Tat recognition motif). Szczegdlnie wazna dla formowania kompleksu z Tat i TAR
RNA jest reszta cysteiny pozycji 261 cykliny T1 (166;168).
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Sekwencja cykliny T1 zaangazowana w oddziatywanie z Tat-1 lub Tat-2 jest bardzo
podobna, ale nie identyczna (169). Mutacja w pozycji 261 cykliny TI powoduje utrate
zdolno$ci wigzania biatka Tat-1, co ciekawe nie ma ona wplywu na wigzanie Tat-2.
Proponuje sie, ze reszta cysteiny 261 jest kluczowa dla oddziatywania z Tat-1, natomiast
w przypadku Tat-2 stanowi ona tylko jedno z licznych miejsc kontaktu pomiedzy biatkami
w kompleksie Tat-2 / cyklina T1. Jednak zaréwno w przypadku kompleksow z biatkiem Tat-1,
jak i Tat-2, cysteina 261 cykliny Tl jest krytyczna dla oddziatywania kompleksu
Tat/ cyklina TI z TAR RNA. Kluczowe dla oddziatywania Tat z cykling Tl sg jony metali
w szczegdblnosci jony Zn™* oddziatujace z resztami cysteinowymi wystepujgcymi w obydwu
biatkach (147).

Istniejg rowniez doniesienia, ze cyklinaTl moze aktywowac transkrypcje genow
HIV bez udziatu bialka Tat i TAR RNA i wymagane jest do tego oddziatywanie cykliny Tl
z wigzacym sie do rejonu LTR, komdrkowym czynnikiem SP1 (170).

3.5. ODDZIALYWANIE TAR RNA Z WIRUSOWYM BIALKIEM TAT | LUDZKA
CYKLINAT1

Oddziatywanie TAR RNA z wirusowym biatkiem Tat i ludzkg cykling Tl jest kluczowe
dla procesu frans-aktywaciji etapu elongacji wirusowej transkrypcji i z tego powodu stanowi
obiekt intensywnych badan wielu laboratoriow. Zdecydowana wiekszo$¢ badan skupia sie
jednak na analizie tego oddziatywania dla wirusa HIV-1. W przypadku wirusa HIV-2 problem
formowania sie kompleksu TAR RNA z biatkiem Tat-2 i ludzka cykling Tl jest poznany
znacznie stabiej i aktualnie brak jest jednoznacznych danych dotyczacych stechiometrii,
topologii, a tym bardziej struktury kompleksu TAR-2/Tat-2/cyklina Tl w obrebie systemu
HIV-2. Wszystkie dotychczasowe rozwazania dotyczace oddziatywania TAR-2 z biatkami Tat
i cykling Tl prowadzono w Swietle rozgatezionej (tréjspinkowej) struktury tej domeny RNA.

Dla TAR-1 gtbwnym miejscem oddzialywania z bialkiem Tat jest rejon
tréjnukleotydowego wybrzuszenia UCU oraz sgsiadujace z nim pary zasad. Wykazano,
ze bialko Tat-1, poprzez pojedynczg reszte argininy rejonu ARM, oddzialuje z pierwszg
reszta (U23) trojnukleotydowego wybrzuszenia TAR-1, a pozostale dwie stuzg jedynie jako
strukturalny tacznik i moga by¢ zastgpione przez inne reszty nukleotydowe (171;172).
Na podstawie szczegoOtowych badan strukturalnych z wykorzystaniem krétkich peptydéw
o sekwencji bialka Tat-1 oraz amidu argininy ustalono, ze Tat-1 rozpoznaje rowniez dwie
pary nukleotydowe znajdujgce sie w rejonie helikalnym bezposrednio nad wybrzuszeniem
(G26 - C39 oraz A27 - U38), przy czym para zasad A27 - U38 i reszta wybrzuszenia U23
formujg charakterystyczny ukiad tréjki zasad (ang. base triple) istotny dla wigzania biatka Tat
(126;173;174). Ponadto w oddziatywanie z bialkiem Tat zaangazowane sg rowniez grupy
fosforanowe reszt nukleotydowych znajdujacych sie ponizej wybrzuszenia - P21, P22 i P40.
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Wedlug zaproponowanego modelu kompleksu TAR-1/Tat-1, biatko Tat-1 oddziatuje
poczatkowo z duzg bruzda dostepng w strukturze TAR-1, co z kolei wywotuje konformacyjng
rearanzacje TAR-1, ktéra umozliwia umieszczenie N-konca biatka Tat w bliskim sgsiedztwie
nukleotydéw wybrzuszenia i petli apikalnej TAR-1 (136).

W rozgalezionej strukturze TAR-2 dwie pierwsze
spinki od strony 5' uwazane sg za potencjalne miejsca CykdingTl
oddzialywan z biatkami istotnymi dla procesu
trans-aktywacji. Jako miejsca wigzania bialka Tat-2
w strukturze TAR-2 wskazywane sg dwunukleotydowe
wybrzuszenia spinek | i Il (rys.IV.16). Spinka Il
ze wzgledu na brak wybrzuszenia uwazana jest
za nieistotng w oddziatywaniu z biatkiem Tat, brak jednak
na to jednoznacznych dowodow (19;87). Dane dotyczace
waznosci dwoéch pierwszych spinek TAR-2 w procesie
trans-aktywacji sg niekompletne i czesto sprzeczne.
Zresztg samo istnienie u HIV-2 dwoch spinek wydaje si¢  Rysunek IV.16. Utworzony na podstawie

o ) ] dostepnych danych literaturowych

zagadkowe w Swietle faktu, ze geny HIV-1 podlegaja prawdopodobny model oddzialywania

L . . L. . . Lo bialka Tat-2 oraz ludzkiej cykliny TI
wydajnej ekspresji pomimo, obecnosci tylko jednej spinki 7 rozgateziona strukturg TAR-2 RNA.

TAR na 5' koncu wirusowego mRNA.

Do pelnej frans-aktywacji HIV-1 i HIV-2 LTR przez bialkko Tat-1 wymagana jest
sekwencja +1 - 53 wirusowego mMRNA. Natomiast do petnej aktywacji HIV-2 LTR przez Tat-2
wymagana jest dodatkowa sekwencja, unikalna dla HIV-2 i obejmujgca rejon +54 - 99 czyli
sekwencje drugiej spinki TAR-2 (17;19;175:176). W Swietle rozgatezionej struktury TAR-2
RNA wskazuje to, ze pojedyncza spinka TAR jest wystarczajgca dla petnej aktywnos$ci biatka
Tat-1, podczas gdy Tat-2 wymaga dwoch spinek TAR. Istniejg réwniez przeciwne dane
eksperymentalne wskazujgce, ze dla frans-aktywacji przez biatko Tat-2 konieczna i zarazem

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

Chociaz dwunukleotydowe wybrzuszenia obu spinek zdolne sa do wigzania Tat-2
in vitro to proponuje sie, ze tylko wybrzuszenie spinki | jest wykorzystywane in vivo (87).
Usuniecie wybrzuszenia spinki | powoduje 70% spadek poziomu frans-aktywacji zaleznej
od biatka Tat-2, natomiast brak wybrzuszenia w drugiej spince ma jedynie niewielki wplyw
na ten proces. Delecja wybrzuszen obu spinek powodowata znaczng redukcje wigzania
Tat-2 in vitro i prawie catkowicie hamowala frans-aktywacje. Z drugiej strony prezentowane
sg rowniez przeciwne wyniki wskazujgce, ze wybrzuszenie drugiej spinki jest jednak
wykorzystywane in vivo, poniewaz pomimo usuniecia pierwszego wybrzuszenia TAR-2 nadal
obserwowano wydajng frans-aktywacje (178).
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Podsumowujgc dostepne dane, mozna wysung¢ wniosek, ze obie spinki | i i
rozgatezionej struktury TAR-2 majg zdolno$¢ wigzania biatka Tat-2, jednak spinka | jest
miejscem preferencyjnego wigzania tego biatka i jest niezbedna do zachodzenia procesu
frans-aktywacji. Spinka I TAR-2 moze wigza¢ Tat-2, ale najprawdopodobniej tylko
w nieobecnosci lub podczas inaktywacji spinki i nawet czesciowe funkcjonowanie spinki |
maskuje aktywnos¢ spinki Il w frans-aktywacji (87;178). Proponuje sie, ze roOznica
w aktywnosci spinek | i Il TAR-2 wynika z odlegtosci od miejsca startu transkrypcji (130;177).
Warto wspomnie¢ o jeszcze jednej ciekawej teorii mowigcej, ze zduplikowanie struktury
spinki TAR u wirusa HIV-2 prowadzi do zahamowania aktywnosci biatka Tat-2 i jest
przyczyng powstawania znaczaco wiekszej ilosci krétkich, niedokoriczonych transkryptow,
niz obserwuje sie dla HIV-1, co przeklada sie na mniejszg wydajnos¢ transkrypcji, a w
dalszej perspektywie by¢ moze mniejsza patogennos$¢ HIV-2 (178).

Biatko Tat-1 wigze TAR-2 z podobnym powinowactwem jak TAR-1 i aktywuje HIV-2
LTR z takg samg wydajnosciag, jak swdj wkasny LTR. Natomiast biatko Tat-2 bardzo stabo
wigze TAR-1 RNA i tylko cze$ciowo aktywuje HIV-1 LTR (19:138;175;176). Istniejg nawet
doniesienia, ze in vitro biatko Tat-1 wigze TAR-2 znacznie silniej niz TAR-1 (131). Z drugiej
strony inni badacze obserwowali, ze biatko Tat-2 wigze TAR-1 i TAR-2 z takim samym
powinowactwem (178). Ciekawy jest réwniez fakt, ze TAR-2 pozbawiony obu wybrzuszen
nie jest zdolny do wigzania biatka Tat-1 i Tat-2 in vitro, ale in vivo obserwuje sie wydajng
frans-aktywacje transkrypcji indukowang przez Tat-1, ale nie przez Tat-2 (179). Pozostaje
niejasne czy réznica w poziomie frans-aktywacji HIV-2 LTR indukowanej przez biatko Tat-1
i Tat-2 wynika bezposrednio z struktury TAR-2 RNA, czy tez wplywajg na to oddziatywania
ze specyficznymi czynnikami komorkowymi.

Chociaz in vitro bialka Tat wigza sie samodzielnie do TAR RNA, to in vivo Tat
najpierw oddziatuje z ludzka cykling Tl, a dopiero potem z TAR RNA i najprawdopodobniej
in vivo Ja\ nie moze wigza¢ TAR RNA bez udziatu cykliny Tl (12;13;180). Formowanie przez
cykline Tl heterodimeru z biatkiem Tat-1 lub Tat-2 wykazano zaréwno w eksperymentach
przeprowadzonych in vitro \aW i in vivo, przy czym utworzony heterodimer cyklinaTl / Tat
wykazuje wieksze powinowactwo do wigzania TAR RNA niz kazde z tych biatek osobno
(131:147:166). Bialko Tat-1 stabo wigze TAR-1 in vitro, ale wigzanie to ulega silnemu
wzmocnieniu w obecnos$ci cykliny Tl. CyklinaTl zwieksza réwniez powinowactwo Tat-2
do TAR-2 jednak w mniejszym stopniu niz w przypadku Tat-1 / TAR-1, zapewne dlatego,
ze Tat-2 in vitro maze silnie TAR-2 nawet bez udziatu cykliny TI (131).

Sekwencje TAR RNA istotne do wigzania biatka Tat in vitro, nie sg do konca zgodne
z tymi, ktére wymagane sa dla efektywnej frans-aktywacji in vivo. Natomiast sekwencje TAR
istotne dla oddziatywania in vitro z kompleksem Tat/cyklina Tl sg takie same jak te.
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ktére wymagane sg do efektywnej frans-aktywacji. Zaréwno w przypadku TAR-1, jak i TAR-2
wykazano, ze nie tylko mutacje w rejonach wybrzuszen, ale takze mutacje w petlach
apikalnych hamuja proces frans-aktywacji (131;147;180). To wiasnie te obsen®acje staty sie
pienwotng przestanka hipotezy o udziale dodatkowych czynnikow biatkowych, wigzacych sie
z obszarem petli apikalnych spinek TAR podczas frans-aktywacji wirusowej transkrypciji.
Doktadny spos6b oddziatywania ludzkiej cykliny Tl z TAR RNA i bialkiem Tat systemu HIV
jest nieznany (12;13). Pienwotnie przypuszczano, ze cyklinaTl nie wiaze sie bezposrednio
z TAR, lecz oddziatuje z Tat zmieniajgc jego konformacje w taki sposéb, aby biatko to mogto
oddziatywasz petlgapikalngTAR (131;147;180).

G G33
Gs* I Qll ‘
* Tat (1-48
30C A CyCTl(l-ZSO) & ( )
29C—
Q»I a“
P-TEFb-Tat i
c '
HOOC-
TAR RNA
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Rysunek 1V.17. Uszczego6towiony model kompleksu TAR-1 RNA z wirusowym biatkiem Tat-1
i ludzkg cykling Tl. Przedstawiony model wskazuje kluczowe dla wzajemnego oddziatywania
sekwencje aminokwasowe biatek lub nukleotydowe RNA. Kolorem r6zowym oznaczono biatko Tat,
btekitnym cykline T, granatowym kinaze CDK9 (181). Szczegdtowy opis w tekscie.

Szczeg6towe badania systemu HIV-1 potwierdzity, ze w obecnosci cykliny Tl poza
wigzaniem biatka Tat-1 w rejonie wybrzuszenia TAR-1, obserwuje sie takze silne
i specyficzne oddzialywanie Tat-1 z resztami nukleotydowymi petli apikalnej (rys. IV.17).
Ponadto, chociaz sama cyklinaTl nie jest zdolna do wigzania TAR RNA in vitro,
to w kompleksie z biatkiem Tat-1 oddzialuje bezposrednio z rejonem petli apikalnej
TAR-1 (181-183). Biatko Tat-1 oddziatuje gtownie z resztg G34 petli apikalnej, natomiast
cyklinaTl oddziatuje z kilkoma resztami nukleotydowymi w pozycjach 30, 31, 33, 34,
przy czym reszta U3l jest gtdwnym miejscem wigzania cykliny TI do TAR-1 RNA.
Heterodimer Tat-1 / cyklina Tl wigze sie najpien/v. bezposrednio do rejonu wybrzuszenia
TAR-1, co utatwia oddziatywanie Tat-1 i cykliny Tl z resztami nukleotydowymi petli apikalnej.
Badania z uzyciem techniki FRET potwierdzity pierwotne przypuszczenia, ze cyklina T!
zmienia konformacje biatka Tat-1, zwiekszajgc jego powinowactwo do TAR-1, jednoczesnie
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TAR RNA wzmacnia oddzialywanie pomiedzy biatkiem Tat i cyklingTl (184).
Prawdopodobnie cyklinaTl, poprzez oddzialywanie z biatkiem Tat-1 oraz resztg U31 petli
apikalnej TAR, indukuje takze strukturalng rearanzacje TAR, ktéra umozliwia oddziatywanie
biatka Tat-1 z resztg G34 petli. Reszta G34 petli jest krytyczna dla wigzania kompleksu
Tat-1 / cyklina Tl do TAR-1 (181;182). Badania strukturalne prowadzone w naszej Pracowni
wykazaly, ze reszta G34 formuje pare nukleotydowg z resztg C30 petli (ang. cross-loop base
pail) (128). Udowodniono, ze hamujacy wplyw mutacji w pozycji 34 petli moze zostac
znaczgco zredukowany, jesli w pozycji 30 wprowadzona zostanie reszta nukleotydowa,
komplementarna wzgledem zmutowanej reszty 34. Za oddziatywanie z reszta U3l petli
apikalnej TAR-1 odpowiedzialny jest rejon cykliny TI obejmujacy reszty aminokwasowe
252 - 261, natomiast za oddziatywanie biatka Tat-1 z resztg G34 TAR-1 odpowiedzialna jest
reszta lizyny w pozycji 50 biatka - K50 (181 ;184).

Efektywne oddziatywanie TAR RNA z kompleksem Tat/ cyklinaTl wymaga wiec
obecnosci prawidtowych sekwencji zarowno w wybrzuszeniach jak i w petlach apikalnych
spinek TAR. W przypadku TAR-2 wiadomo, ze mutacje w petlach apikalnych majg wplyw
na zalezng od Tat-2 frans-aktywacje, nie wiadomo jednak doktadnie, ktére reszty
nukleotydowe petli sg zaangazowane w oddziatywanie z biatkiem Tat i cykling T1 (131;177).

3.6. ROLA TAR RNA, BIALKA TAT | CYKLINY TI W REGULACJI WIRUSOWEJ
TRANSKRYPCJI

Fosforylacja C-koricowej domeny (CDT) wiekszej podjednostki polimerazy RNA Il stanowi
istotny mechanizm regulacji procesu transkrypcji w komérkach eukariotycznych.
W transkrypcyjnym kompleksie preinicjacyjnym CTD jest tylko czesciowo fosforylowana
(hypofosforylowana), podczas gdy w aktywnym kompleksie elongacyjnym jest ona silnie
fosforylowana (hyperfosforylowana). Fosforylacja CTD polimerazy RNA Il indukuje zmiany
konformaciji tego enzymu, zwigzane z utworzeniem jego w pehi aktywnej formy, sprzyjajace;
efektywnej elongacji transkrypcji. Jest ona roéwniez istotna dla uwolnienia kompleksu
preinicjacyjnego z rejonu promotora i moze zaburzaé kontakt z czynnikami transkrypcyjnymi,
ktére nie bedg obecne w kompleksie elongacyjnym w tym z negatywnymi czynnikami
elongacji transkrypcji N-TEF (185;186).

CTD polimerazy RNA Il zawiera 52 powtérzenia siedmioaminokwasowej sekwencji
Tyrl-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7. Znane sg trzy cyklino-zalezne kinazy, ktére zdolne sg
do fosforylacji tej sekwencji podczas transkrypcji i sg to CDK7, CDK8 oraz CDK9 (187).
Wszystkie trzy fosforyluja gtéwnie reszte Ser 5 w sekwencji CTD, przy czym kinaza CDK9
moze réwniez fosforylowaé rowniez reszte Ser 2. Kazda z kinaz ma specyficzny dla siebie
wzor modyfikacji CTD, stanowigcy unikalny sygnat dla maszynerii transkrypcyjnej. Aktywacja

poszczegllnych kinaz zwigzana jest z odpowiednimi etapami procesu transkrypcji.
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Stanowigca komponent istotnego czynnika transkrypcyjnego TFIIH, kinaza CDK7
odpowiedzialna jest za czesciowa fosforylacje CTD polimerazy RNA Il zaraz po uformowaniu
kompleksu preinicjacyjnego. Natomiast fosforylacja CTD prowadzona przez kinaze CDK9

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

HIV-1 i HIV-2 wykorzystujg polimeraze RNA Il gospodarza oraz komorkowe czynniki
transkrypcyjne do syntezy wirusowego RNA, jednak retrowirusy posiadajg wiasne
mechanizmy regulacji tego procesu. Zalezna od wirusowego biatka Tat frans-aktywacja
wirusowej transkrypcji jest kluczowym przyktadem regulacji ekspresji genow HIV. Gtéwnag
rolg bialka Tat jest aktywacja elongacji wirusowej transkrypcji poprzez oddziatywanie
z P-TEFb i TAR RNA (12;13). Podczas procesu frans-aktywacji heterodimer Tat / cyklina Tl
jest sprowadzany do kompleksu transkrypcyjnego poprzez wigzanie z nowopowstatym TAR
RNA (180). Jednoczesnie cyklinaTl jako komponent P-TEFb zasocjowana jest z kinazag
CDK9 (rys. 1V.18), ktéra po Sciggnieciu w rejon promotora fosforyluje polimeraze RNA |
(12:75;188). Czes$¢ badaczy proponuje réwniez dodatkowg role Tat podczas inicjacji
transkrypcji i jego potencjalne oddziatywanie z kompleksem preinicjacyjnym (189).

Rysunek 1V.18. Model oddzialywania P-TEFb (CDK9 i CycT1l) z biatkiem Tat i TAR RNA
na wczesnym etapie elongacji transkrypcji u wirusa HIV-1. Skrot N-TEF oznacza negatywne
czynniki elongacji transkrypcji (ang. negative transcription elongation factors).

Liczne prace badawcze wskazujg, ze oddziatywanie biatka Tat z kompleksem
preinicjacyjnym (rys.IV.19) prowadzi do aktywacji wirusowej transkrypcji (158:178:189-192).
Proponuje sie, ze istotng role w tym procesie odgrywajg wystepujgce w rejonie wirusowego
LTR elementy regulatorowe obejmujgce miejsca wigzania czynnikbw NF-kB i SP1 oraz
kasete TATA (45). Najprawdopodobniej biatka Tat-1 i Tat-2 nie oddziatujg jednak
bezposrednio z rejonem LTR i nie majg wplywu na formowanie kompleksu preinicjacyjnego,
lecz asocjujq z juz uformowanym kompleksem poprzez oddziatywanie z jego komponentami
biatkowymi, jak SP1, TPB - biatka wigzace sie kasetg TATA (ang. TATA binding protein) oraz
TFIIH (189:193:194). Ponadto na wczesnych etapach transkrypcji biatka Tat moga réwniez
oddziatywac bezposrednio z polimeraza RNA Il bez udzialu TAR RNA i P-TEFb (195).
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Warte rozwazan jest oddziatywanie bialka Tat z czynnikiem transkrypcyjnym TFIIH,
odgrywajacym kluczowa role w inicjacji transkrypcji i uwolnieniu kompleksu preinicjacyjnego
z rejonu promotora. TFIIH dysocjuje z kompleksu preinicjacyjnego po zsyntetyzowaniu
fragmentu RNA o dlugosci okoto 30 - 50 reszt nukleotydowych i nie jest obecny
w kompleksie elongacyjnym (196). Podjednostke katalityczng TFIIH stanowi kinaza CDK?7,
ktéra moze fosforylowa¢ CTD polimerazy RNA I, jednak tylko na ograniczonym poziomie
(187). Na temat oddzialywania Tat z TFIIH dostepne sa liczne, jednak czesto ze sobg
sprzeczne dane. Z jednej strony wskazujg one, ze Tat moze asocjowac z TFIIH, aktywujac
inicjacje transkrypcji (193;197), z drugiej natomiast, ze efektywna transkrypcja wirusowych
gendw wcale nie wymaga TFIIH (198). Zatem rola TFIIH w zaleznej od biatka Tat
frans-aktywacji jest nie do konca jasna. Poniewaz TFIIH jest obecny tylko w kompleksie
preinicjacyjnym, natomiast P-TEFb gtownie w kompleksie elongacyjnym proponuje sie,
ze najprawdopodobniej biatko Tat oddziatuje z kazdym z nich po kolei na r6znych etapach
transkrypcji (199). Nowsze badania wskazujgjednak, ze w kompleksie preinicjacyjnym biatko
Tat nie aktywuje kinazy CDK7 (TFIIH), a nawet kinazy CDK9 (P-TEFb). Najprawdopodobniej
wynika to ze struktury kompleksu preinicjacyjnego, w ktérej obie kinazy sg niedostepne
dla Tat (188:200).

Kompleks transkrypcyjny, ktoéry tworzy sie w rejonie promotora HIV
w nieobecnosci biatka Tat jest zdolny do inicjacji transkrypcji wirusowych genéw, natomiast
elongacja jest nieefektywna na skutek dziatania negatywnych czynnikéw elongaciji
transkrypcji N-TEF (ang. negative transcription elongation factors) (201:202) oraz
hamujagcego wplywu struktury nowopowstajgcego RNA, ktéra zatrzymuje kompleks
polimerazy RNA Il (203). Powstajag jedynie bardzo krétkie, niefunkcjonalne transkrypty, ktore
nie mogg by¢ wykorzystane w dalszych etapach replikacji wirusa i szybko podlegajg
degradacji. Delecja transkrybowanego najwczesniej fragmentu mRNA, jakim jest TAR
nie znosi tego efektu, co wskazuje, ze TAR nie dziala jako klasyczny terminator

procesu transkrypcji (13:204).

SzczegOllnie istotny dla wznowienia elongacji transkrypcji wirusowego mRNA jest
czynnik transkrypcyjny P-TEFb (rys. 1V.19). Biatko Tat tworzy silne kompleksy z P-TEFb
niezaleznie od obecnosci polimerazy RNA Il oraz TAR RNA. P-TEFb nie jest zasocjowany,
ani z kompleksem inicjacyjnym, ani elongacyjnym polimerazy i nie do korica wiadomo, w jaki
sposOb jest on naturalnie sprowadzany w rejon promotora (155). Postuluje sie zatem,
ze gtdbwna rolg Tat podczas aktywacji wirusowej transkrypciji jest Sciggniecie P-TEFb w rejon
promotora HIV. Proces ten jest mozliwy dzieki jednoczesnemu oddziatywaniu biatka Tat
z cykling Tl, stanowigcg komponent P-TEFb oraz elementem TAR RNA, znajdujgcym sie
na 5' koncu nowopowstatego mRNA (75:148:169:180). TAR wydaje sie stuzy¢ jedynie jako
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miejsce wigzania Tat/P-TEFb, bowiem nie pozostaje SciSle zwigzany z kompleksem
elongacyjnym na dalszych etapach elongaciji transkrypcji (13;205). P-TEFb dzieki aktywnoSci
kinazy CDK9 fosforyluje CTD polimerazy RNA II, prowadzgc do silnej aktywacji tego enzymu
i neutralizacji dziatania negatywnych czynnikéw elongacji transkrypcji (151;188:202;206).

Rysunek IV.19. Hipotetyczny model zaleznej od bialka Tat i TAR RNA frans-aktywacji transkrypciji
gendw wiruséw HIV. Na podstawie (12), zmodyfikowany. Szczegétowy opis schematu znajduje sie
w tekscie (skrot CTD BP oznacza biatka wigzace sie z CTD RNA polimerazy Il w kompleksie
preinicjacyjnym, lecz nieobecne na dalszych etapach transkrypcji).

Okazuje sie, ze bialko Tat nie tylko rekrutuje P-TEFb do rejonu promotora,
ale rowniez reguluje jego funkcje. Wiadomo, ze Tat stymuluje zalezng od CDK9
fosforylacje CTD polimerazy RNA |l podczas elongacji transkrypcji (188:200;206;207).
W eksperymentach in vitro wykazano, ze samo biatko Tat wzmacnia fosforylacje CTD
polimerazy RNA I, jednak w obecnosci TAR RNA poziom tej fosforylacji jest znacznie
wyzszy (200). Moze to wynika¢ z faktu, ze TAR wzmacniania oddziatywanie Tat z cykling T1
(184). Poniewaz jednak kompleks Tat/ cyklinaT! / CDK9 oddziatuje specyficznie z TAR RNA
tylko na wczesnych etapach elongaciji transkrypcji (205), aktywacja CDK9 wynika raczej z jej
oddziatywan z biatkiem Tat i cykling T1, niz z TAR RNA. W nieobecnosci Tat kinaza CDK9
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pomimo, ze moze by¢ obecna w kompleksie elongacyjnym, nie fosforyluje CTD polimerazy
RNA Il w rejonie promotora HIV. Prawdopodobnie CDK9 jest albo nieaktywna, albo CTD
polimerazy RNA Il nie jest dostepna do fosforylacji (188).

Nie do konca jednak wiadomo, w jaki sposob biatko Tat aktywuje kinaze CDKO.
Aktywacja cyklino-zaleznych kinaz, takich jak CDK9 jest zazwyczaj dwuetapowa.
Proponowany model zaklada, ze w pierwszym etapie kinaza CDK9 wigze sie ze swoim
partnerem cyklinowym - cyklingTl, co wywotuje zmiane jej konformaciji, jednak
niewystarczajgca do petnej aktywacji. W drugim etapie, kinaza CDK9 podlega aktywowanej
przez bialko Tat specyficznej autofosforylacji, najprawdopodobniej fosforylacji podlega
réwniez C-terminalna czesé cykliny Tl (200). Sugeruje sie, ze fosforylacja CDK9 prowadzi
do zmiany konformacji sekwencji regulatorowych znajdujacych sie na C-koncu CDKO9,
co doprowadza do powstania aktywnej formy kinazy. Proces aktywacji przez Tat jest
specyficzny tylko dla kinazy CDK9 i wbrew wczesniejszym doniesieniom, nowsze badania

nie potwierdzajg aby biatko Tat aktywowato inne kinazy, w tym CDK7 (188;200).

Indukowana przez biatko Tat fosforylacja P-TEFb jest takze kluczowa dla wigzania
kompleksu Tat/ P-TEFb do TAR RNA, a tym samym poziom tej fosforylacji reguluje zalezng
od bialka Tat frans-aktywacje. Dlugo uwazano, ze CDK9 nie ma zadnego wpltywu
na oddziatywanie P-TEFb z TAR, niedawno wykazano jednak, ze silne i specyficzne
zwigzanie TAR wymaga wczes$niejszej autofosforylacji kinazy CDK9 oraz by¢ moze réwniez
fosforylacji cykliny T1 (200;208). Chociaz dane te nie sg do konca potwierdzone, to postuluje
sie, ze nieufosforylowana forma CDK9 oraz C-koncowa czes¢ cykliny Tl silnie zaburzajg
oddziatywanie Tat/TAR, a fosforylacja obydwu z nich prowadzi do zmiany konformaciji

cykliny T1 w kompleksie Tat/ P-TEFb, ktéra utatwia jego oddziatywanie z TAR RNA.

Fosforylacjia CTD polimerazy RNA Il podczas elongacji transkrypcji jest réwniez
regulowana przez odpowiednie fosfatazy komérkowe (209). Nie ma zgodnosci, co do wptywu
biatka Tat na aktywno$¢ fosfataz CTD. Z jednej strony uwaza sie, ze biatka Tat majg
zdolnos¢ ich inhibicji (154), z drugiej natomiast, ze wptyw Tat na ich aktywnos¢ jest niewielki
(188). Wszyscy jednak sa zgodni, ze nie inhibicja fosfataz, ale zalezna od Tat aktywacja
CDK9 ma kluczowy wptyw na specyficzne wzmocnienie fosforylacji CTD polimerazy RNA Il

Na péznych etapach elongacji Tat zamiast z TAR RNA asocjuje bezposrednio
z polimeraza RNA |l wskazujgc, ze oddzialywanie Tat/ P-TEFb/TAR jest przerywane.
Mechanizm uwalniania kompleksu Tat/ P-TEFb z TAR RNA nie jest znany, ale jest mozliwe,

ze wynika ono z dziatania specyficznych fosfataz biatkowych (205).
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3.7. INHIBICJA ODDZIALYWANIA TAR / TAT / CYKLINA TI JAKO DROGA
POSZUKIWANIA NOWYCH LEKOW PRZECIWKO AIDS

Szybkie rozprzestrzenianie sie wirusow HIV i rozwoj pandemii AIDS na Swiecie zmuszajg
do poszukiwania skutecznych metod leczenia oraz chronigcej przed HIV szczepionki.
Stosowane obecnie terapie antywirusowe mogg znacznie przediuzy¢ zycie pacjenta,
ale jednoczes$nie ogromny problem sprawia ciggte pojawianie sie nowych, lekoopornych
szczepOw HIV (patrz rozdziat IV.1). Fakt ten wymusza poszukiwanie innych lekéw przeciwko
HIV niz stosowane dotychczas farmaceutyki hamujgce odwrotng transkryptaze lub proteaze
wirusa (9-11). Oddziatywanie TAR/Tat/cyklinaTl jako kluczowy etap cyklu zyciowego
HIV-1 i HIV-2 stanowi obiecujacy cel terapeutyczny w leczeniu AIDS. Prowadzone sg rozne
badania zmierzajace do zablokowania formowania kompleksu TAR/Tat poprzez wptyw
na TAR RNA lub inhibicje translacji i aktywnosci biatka Tat (210-214). Wykazano,
ze zablokowanie frans-aktywacji wirusowych genoéw poprzez negatywny wptyw na biatko Tat
lub TAR RNA faktycznie prowadzi do znacznego zahamowania ekspresji wirusowych genow,
jednak czesto w diluzszym okresie czasu przekifada sie to jedynie na opdznienie replikacji
wirusa HIV, a nie jej trwale zahamowanie. Ciekawe wyniki daja badania zmierzajgce
do zablokowania oddzialywania biatka Tat z P-TEFb. Popularne ostatnio badania
z wykorzystaniem dezaktywujgcego P-TEFb biatka HEXIM, wykazujg, ze wprowadzenie
nadmiaru egzogennego biatka HEXIM, znaczgco hamuje ekspresje wirusowych genow
poprzez blokowanie oddziatywania biatka Tat z cykling TIl. Nie ma jednak zgodnosci
co do wplywu nadmiaru HEXIM na transkrypcje genow komodrkowych (144;163).
Ten pojedynczy przyktad wskazuje jak nalezy by¢ ostroznym proponujac strategie
terapeutyczne oparte o inhibicje, wykorzystywanych w cyklu zyciowym wirusa, czynnikow
komorkowych . Zatem wszelkie metody zmierzajgce do hamowania aktywnosci cykliny Tl
lub kinazy CDK9 muszag uwzgledniac fakt, ze P-TEFb jest istotny nie tylko dla transkrypcji

wirusowych genoéw, ale rdwniez ogromnej grupy genéw komaorkowych.

Poszukiwania nowych, potencjalnych metod terapeutycznych przeciwko wirusom HIV
coraz czesciej oparte sg o strategie RNAi (215-218). Cho¢ droga do ich wykorzystania
w leczeniu chorych na AIDS pacjentow jest jeszcze daleka, to w zwigzku z duzym
zaangazowaniem wielu grup badawczych na Swiecie i aktualnymi pracami prowadzonymi
w naszym laboratorium, dokladniejsze przedstawienie tego zagadnienia wydaje sie by¢
bardzo istotne. W terapii RNAIi skierowanej przeciwko wirusowi HIV wykorzystuje sie
zasadniczo dwa podejScia. Pierwsze, polegajace na wyciszeniu gendw kodujacych biatka
wlasne wirusa, w szczegolnosci jego biatka regulatorowe. W drugim podejsciu wyciszeniu
podlegajg mMRNA gospodarza, kodujace wykorzystywane przez wirus receptory blonowe

i biatka komorki.
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Odpowiednie czasteczki siRNA moga powodowac inhibicje replikacji wirusa HIV na
roznych etapach jego cyklu zyciowego (rys.IV.20). Celem dla siRNA moga by¢, stanowigce
matryce dla odwrotnej transkrypcji, dwie genomowe czgsteczki RNA wirusa, wprowadzane
do komorki juz podczas infekcji oraz mMRNA powstajace w wyniku transkrypcji wirusowych
genéw. W przypadku mRNA, kodujgcego biatka wirusowe udowodniono wyciszanie genow
kodujgcych biatka regulatorowe (Tat, Rev, Nef), podlegajgcych ekspresji w pierwszej fazie
infekcji (219-221). Wyciszane sg rowniez podlegajace pdzniejszej ekspresji geny dla biatek
strukturalnych wirusa - gag i env (222). We wczesnej fazie infekcji maszyneria RNAI
ma do zwalczenia jedynie dwie czasteczki wirusowego RNA, w pdézniejszych fazach
replikacji wirusa sprawa jest duzo bardziej skomplikowana, trzeba bowiem zniszczy¢ wiele
tysiecy czasteczek RNA wirusa. Jednak specyficzne wyciszenie generowanych de novo
czasteczek RNA jest bardziej efektywne, w poréwnaniu z genomowym RNA wirusa
wystepujacym w rybonukleinowym kompleksie odwrotnej transkryptazy (218).

Rysunek 1V.20. Potencjalne miejsca dziatania RNAi w cyklu zyciowym wiruséw HIV.
Szczegdbtowy opis schematu znajduje sie w tekScie. Na podstawie (218), zmodyfikowany.

Wiele grup badawczych niezaleznie udowodnito, ze wyciszenie ekspresji genéw
kodujacych czynniki komorkowe, istotne dla cyklu zyciowego wirusa H1V-1, powodowato
zahamowanie replikacji wirusa. Jako cel dla dziatania RNAi wybierane sg najczesciej mRNA
receptorow komérkowych, jak CD4, CCR5 czy CXCR4, ale réwniez komdérkowe czynniki
transkrypcyjne, jak P-TEFb. Wyciszanie ekspresji biatek komorkowych niesie jednak dos¢
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duze ryzyko ze wzgledu na ich istotne funkcje dla samej komorki. Sposréd receptorow
komérkowych najwieksze szanse w terapii RNAi stwarza CCR5, gdyz wiadomo od dawna,
ze homozygotyczne mutacje genu kodujgcego CCR5 chronig przed HIV bez istotnego
wplywu na funkcje ukladu immunologicznego (223;224). Bardzo ciekawie prezentujg sie
wyniki specyficznego wyciszenia biatek wchodzacych w sklad kompleksu P-TEFbD,
czyli cykliny Tl i kinazy CDK9. Specyficzne czasteczki RNAi powodowaly takie obnizenie
stezenia tych bialek w komorce, ze zachodzenie frans-aktywacji gendéw HIV stawalo sie
niemozliwe, dochodzito tym samym do zahamowania replikacji wirusa. Jednoczes$nie poziom
cykliny Tl i kinazy CDK9 byt wystarczajgcy dla prawidlowego prowadzenia transkrypcji
gendw komorkowych (225;226).

Wiekszo$¢ obiecujgcych terapeutycznie eksperymentow, w ktérych wykazano
hamujacy wptyw RNAi na infekcje powodowane wirusem HIV miato jednak krétki zakres
czasowy. Wyniki diuzej trwajgcych eksperymentéw, sprawdzajgcych dziatanie RNAI
w zainfekowanych HIV komérkach po kilku tygodniach czy miesigcach od infekcji,
nie sg juz tak jednoznaczne. Eksperymenty prowadzgce do wyciszenia genu wirusowego
biatka Tat, wykazaly poczagtkowo znaczne obnizenie poziomu biatka Tat w zainfekowanych
HIV komérkach. Po dluzszym okresie prowadzenia eksperymentu wyciszenie genu
biatka Tat bylo znoszone i dochodzito do replikacji wirusa. Przyczyna tego stanu rzeczy
jest pojawienie sie punktowej mutacji w Srodkowej czesci genu tat, ktéra uniemozliwia
jego rozpoznanie przez sSiRNA-Tat (227). Badania z wykorzystaniem siRNA przeciwko
genowi wirusowego biatka regulatorowego Nef, wskazujg réwniez na poczatkowe silne
wyciszenie genu nef| zablokowanie replikacji wirusa. Blokada ta nie jest catkowita i ponowne
sprawdzenie tych samych komoérek po kilku miesigcach, wykazato powrét do poziomu
kontrolnego bialka Nef. Przyczyng tego stanu rzeczy jest pojawienie sie odpornych
na siRNA-Nef wariantow wirusa posiadajgcych mutacje w sekwencji docelowej RNA,
czyli w genie nef, sg to nie tylko mutacje punktowe, ale i czesciowe lub catkowite delecje
genu nef (228). Mutacje te powstaja de novo i co ciekawe czestoS¢ mutacji zastaje
zwiekszona tylko w obrebie sekwencji docelowej, a nie w calym genomie HIV. Ostatnie
badania wskazuja, ze czes¢ z tych mutacji moze prowadzi¢ do zmiany struktury docelowego
RNA wirusa i w ten sposob przestaje on by¢ dostepny dla terapeutycznych czasteczek RNAI
(229).

Ciagle otwarte pozostaje zatem pytanie: co zrobi¢ aby terapia RNAi byta skuteczna?
Dotychczasowe dane wskazujg, ze wydajna inhibicja replikacji HIV moze nastepowac
w komoérkach transfekowanych siRNA w sposob ciggly. Taka mozliwos¢ dajg wektory
ekspresyjne kodujgce odpowiednie shRNA (ang. short-hairpin RNA), pod kontrolg promotora
U6 lub H1 dla polimerazy RNA Illl. Dziatanie RNAI ulega wtedy wydtuzeniu z kilku godzin
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do kilku tygodni (218). Najnowsze badania wskazuja, ze jeszcze lepszy efekt terapeutyczny
niz shRNA daje stosowanie IhRNA (ang. long-hairpin RNA) (230). Wada syntetycznych
siRNA, poza kroétszym czasem trwania, jest czesto ich zbyt wysokie stezenie w komorce,
ktére w efekcie moze okazac sie dla niej letalne. Ze wzgledu na wysokg czesto$¢ mutaciji
wirusa HIV, stosowane siRNA powinny wykazywaé zréznicowanie sekwencji, obejmujgce
mutacje w sekwencji docelowej. Innym wyjsciem jest jednoczesne uzycie réznych siRNA,
skierowanych na wiecej niz jedng sekwencje docelowg w genomie wirusa. Jednak
stosowanie mieszaniny réznych siRNA jest ograniczone dopuszczalnym stezeniem obcego
kwasu nukleinowego w komorce. Innym mozliwym do wykorzystania podejSciem jest
projektowanie siRNA przeciw silnie konserwatywnym sekwencjom w genomie wirusa
o waznych funkcjach regulatorowych (231). Szczego6lnie bogate w tego typu sekwencje sg
rejony UTR wirusowego RNA, w tym rowniez rejon liderowy. Tu jednak, jak wskazujg takze
wyniki biezgcych badan naszej Pracowni, pojawia sie problem wysokiej strukturalizacji tych
rejonéw. Alternatywng strategia moga by¢ sSiRNA skierowane przeciwko silnie
konserwatywnym sekwencjom w genomie cztowieka, kodujgcym faktory wazne dla replikacji

wirusa, ale nieistotne dla przetrwania komérki.
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V. WYNIKI BADAN WEASNYCH | ICH DYSKUSJA

V.1. ANALIZA STRUKTURY DRUGORZEDOWEJ TAR-2 RNA

Rejon liderowego RNA wirus6w HIV tworzy skomplikowana i dynamiczng strukture, zdolng
do formowania dwoch alternatywnych konformeréw, w zaleznosci od obecnos$ci biatka
nukleokapsydu — NC oraz stezenia jondw Mg (88;89). W kazdym z nich okre$lone domeny
rejonu liderowego przyjmujg odmienng strukture, charakterystyczng dla danego konformeru.
Autorzy prac postulujgcych istnienie alternatywnych globalnych konformeréw rejonu
liderowego proponujg jednak, ze struktura znajdujgcej sie na jego 5' koncu domeny TAR jest
stala i nie zmienia sie razem z rearanzacjg calego rejonu (86:89;232). Z drugiej strony
w zwigzku z proponowanym udziatem TAR w procesie dimeryzacji wykazano, ze TAR RNA
wirusa HIV-1 moze wystepowaé¢ w formie dwédch konformeréw (108). Ponadto mutacje
w TAR-1 zaburzajg formowanie konformerow rejonu liderowego wirusa HIV-1 i wplywajg
na proces dimeryzacji genomowego RNA wirusa (125). W przypadku HIV-2 wiadomo,
ze usuniecie struktury TAR z 5' konica rejonu liderowego silnie zaburza proces dimeryzaciji
wirusowego RNA (89), co wskazuje nie tylko na potencjalng role TAR-2 w dimeryzacji,
ale réwniez jego wplyw na strukture calego rejonu liderowego, gdyz TAR nie stanowi

gtbwnego miejsca dimeryzaciji.

W ramach niniejszej pracy przedstawiam wyniki szczegétowej analizy strukturalnej
mato poznanej czasteczki 123-meru odpowiadajacego domenie TAR RNA wirusa HIV-2.
Wykorzystano w tym celu metody komputerowego przewidywania struktury drugorzedowej
RNA oraz techniki eksperymentalne oparte o elektroforeze w warunkach natywnych oraz
enzymatyczne i chemiczne mapowanie struktury drugorzedowej RNA. Uzyskane przez nas
dane strukturalne (233) staly sie podstawa do dalszych badan dotyczacych oddziatywania
TAR-2 RNA z wirusowym biatkiem Tat-2 oraz ludzka cykling T1.

1.1. OTRZYMYWANIE RNA DO BADAN

Analizowane czgsteczki RNA otrzymalam metoda transkrypcji in vitro przy uzyciu enzymu
T7 RNA polimerazy. Dwuniciowe matryce DNA do reakcji transkrypcji uzyskatam metoda
PGR w oparciu o plazmid HIV-2 'P large (91) - dzieki uprzejmosci Prof. Bena Berkhouta,
Department of Human Retrovirology, Uniwersytet w Amsterdamie. Plazmid ten zawiera,
poprzedzong promotorem dla 17 RNA polimerazy, sekwencje catego rejonu liderowego oraz
5' koncowa czes¢ genu gag wirusa HIV-2 (+1 - 892). Stosowanie odpowiednich zestawow
starterow do reakcji PGR umozliwito otrzymanie matryc DNA do syntezy r6znych fragmentéw
rejonu liderowego. Oligorybonukleotydy o sekwencji TAR-1, spinki W oraz izolowanej spinki

Il TAR-2 wt otrzymatam droga syntezy chemicznej.
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1.2.  ANALIZA KOMPUTEROWA STRUKTURY DRUGORZEDOWEJ TAR-2 RNA

Dla 123-meru RNA o sekwencji TAR-2 wirusa HIV-2rod program Mfold (234;235) generuje
dwa wysoce uporzadkowane modele strukturalne, jako najbardziej korzystne energetycznie
warianty struktury drugorzedowej TAR-2. Jednym z nich jest powszechnie akceptowany
model rozgateziony TAR-2 z trzema motywami spinkowymi; co ciekawe nie jest to model
najbardziej korzystny energetycznie. Drugi model, bardziej korzystny energetycznie stanowi
wydtuzona struktura TAR-2 z dwoma spinkami. Modele te w dalszej czesci pracy oznaczane
sg odpowiednio jako B (ang. branched form) i El (ang. extended form). Pomimo duzej
roznicy w strukturze obu modeli TAR-2, r6znica w energii swobodnej pomiedzy nimi jest
niewielka i AG wynosi -65.4 kcal/mol dla B TAR-2 oraz -66.7 kcal/mol dla El TAR-2.
Rozgaleziona, trojspinkowa strukture oraz strukture wydtuzong z dwoma spinkami przyjeto
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
drugorzedowe TAR RNA HIV-2. Po lewej stronie przedstawiono rozgateziong forme TAR-2,
oznaczong B, po prawej dwa konformery reprezentujace wydtuzong forme TAR-2 RNA, oznaczone
El i E2.
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Poréwnujac strukture obu modeli mozna zauwazy¢, ze ramie 5' gtéwnej, dtugiej spinki
wydtuzonej formy TAR-2 uformowane jest przez ciag reszt nukleotydowych tworzacych
spinke | w strukturze B TAR-2, za$S ramige 3' przez reszty odpowiednie dla spinki I
Jednocze$nie miejsce rozgatezienia pomiedzy spinkami formy rozgatezionej staje sie
petlg apikalng w formie wydluzonej TAR-2. Mala 21-nukleotydowa spinka od 3' strony
(spinka lll dla B TAR-2) jest wspdlna dla obu form TAR-2. Nalezy podkresli¢, ze reszty
nukleotydowe, sugerowane jako istotne w trojspinkowej strukturze TAR-2 dla oddziatywania
z biatkiem Tat podczas procesu frans-aktywacji (87;131), pozostajg w wiekszosci
niesparowane w formie wydtuzonej TAR-2.

Analiza struktury drugorzedowej 123-meru TAR-2 wykazata istnienie ciekawej
dynamiki strukturalnej w obrebie rejonu bogatego w reszty G (G36G37G38A39G40G41)
TAR-2 RNA (rozdziat V.1.5.1). Jeden z otrzymywanych obrazéw cie¢ enzymatycznych
nie pasowat do zadnej z proponowanych form globalnych TAR-2, powrdcitam zatem
do analiz in silico w celu poszukiwania struktur zgodnych z otrzymanymi wynikami
eksperymentalnymi. Zmiana parametrow programu Mfold, pozwalajaca na generowanie
modeli bardziej zblizonych strukturalnie i energetycznie, umozliwita znalezienie drugiego
konformeru w obrebie wydtuzonej formy TAR-2 RNA, nazwanego E2 (rys. V.1l). Program
Mfold generuje wiecej podobnych do siebie konformeréw wydtuzonej formy TAR-2 RNA,
jednak wybor konkretnego modelu E2, oparty byt na jego zgodnosci z otrzymanymi danymi
eksperymentalnymi. Konformer E2 jest mniej stabilny energetycznie (AG = -66.4 kcal/mol)
niz konformer El. Analiza komputerowa obu konformeréw wskazuje, ze w obrebie rejonu
bogatego w reszty G konformeru E2 formowane jest duze piecionukleotydowe wybrzuszenie
A39G40G41U42U43, podczas gdy dla EI proponowane jest trojnukleotydowe wybrzuszenie
G36G37G38, a rejon A39 - U43 jest sparowany. Dynamike strukturalng w obrebie rejonu
bogatego w reszty G wydtluzonych konformeréw TAR-2, potwierdzajg réwniez badania
zmierzajgce do generowania struktur trzeciorzedowych 123-meru TAR-2, prowadzone

w nhaszej Pracowni przez dr Mariusza Popede.

Program Mfold zostat réwniez wykorzystany do zaprojektowania strukturalnych
mutantow TAR-2 RNA, przyjmujacych wytacznie rozgateziong lub wylgcznie wydtuzong
forme (rys. V.2). Przy projektowaniu mutantéw przyjeto zatozenie, ze wprowadzone zmiany
sekwencji nie moga obejmowac reszt nukleotydowych proponowanych jako istotne dla
procesu frans-aktywacji, ponadto muszg one pozosta¢ niesparowane. Zaprojektowanie
mutanta przyjmujgcego jedynie forme wydluzong TAR-2 okazato sie by¢ bardzo proste
i wystarczata do tego pojedyncza mutacja G21A lub G18U. Mutant z substytucjg G21A,
nazwany TAR-2 A21, najlepiej odzwierciedlat TAR-2 w formie wydtuzonej, dlatego tez zostat
wybrany jako jej model eksperymentalny. Dla TAR-2 A21 program Mfold generowat
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konformery nazwane przez nas E1 A21 i E2A21, analogiczne do konformeréw E1 i E2
wydtuzonej formy TAR-2wt (rys V.2). Zaprojektowanie mutanta reprezentujgcego, mniej
korzystng energetycznie, rozgateziong forme TAR-2 bylo bardziej skomplikowane
i wymagato licznych substytucji w rejonie helikalnym czasteczki TAR-2. Z tego powodu
poczagtkowo zrezygnowatam z preparatyki mutanta reprezentujgcego forme rozgateziong
i skupitam sie na analizie mutanta TAR-2 A21 oraz jego poréwnaniu z TAR-2 wt.
W kohcowym etapie badan na prosbe recenzentow publikacji (233) zsyntetyzowano
| poddano kluczowym analizom mutanty reprezentujgce forme rozgateziong TAR-2.
Z zaprojektowanych wczesniej mutantéw wybrano dwa z najmniejsza iloscig zmian w
sekwencji oznaczone jako TAR-2 B4 i TAR-2 AC23. Mutant TAR-2 B4 zawieral cztery
mutacje punktowe w rejonie helikalnym spinki | (wedlug formy rozgatezionej) - U20C, A50G,
G31C i U42G, stabilizujgce rozgateziong forme TAR-2, natomiast konstruujgc mutant TAR-
2 AC23 usunieto pojedyncza niesparowang reszte C23.
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Rysunek V.2. Struktury drugorzedowe, zaprojektowanych przy uzyciu programu Mfold, mutantéw
reprezentujgcych rozgateziong (TAR-2 AC23 i TAR-2 B4) oraz wydiuzong (TAR-2 A21) forme
TAR-2 RNA. W przypadku mutanta TAR-2 A21 przedstawiono dwa konformery analogiczne
do konformeréow EI i E2 wydluzonej formy TAR-2. Kolorem czerwonym oznaczono reszty
nukleotydowe zmienione wzgledem naturalnej sekwencji TAR-2. Struktura transkryptéw
o sekwencji analizowanych mutantéw zostata dodatkowo potwierdzona eksperymentalnie poprzez
trawienia enzymatyczne (rozdziat V.1.5.1.).
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1.3.  ANALIZA FILOGENETYCZNA TAR RNA WIRUSOW HIV-2 | SIV

Celem przeprowadzonej analizy byto stwierdzenie czy zaobserwowana u HIV-2roci tendencja
do tworzenia wydtuzonej formy domeny TAR jest zachowana u innych szczepow HIV-2
i spokrewnionych z nimi szczepdéw wirusa SIV. Prezentowane wyniki otrzymatam
we wspotpracy z mgr Katarzyng Purzycka. Sekwencje rejonu liderowego réznych szczepéw
uzyskano z bazy danych HIV (http://hiv-web.lanl.gov), nastepnie przy wykorzystaniu
programu Mfold generowano struktury drugorzedowe fragmentow RNA tworzgcych domene
TAR u réznych szczepow HIV-2 i SIV. Wybor szczepdw ograniczytySmy do tych, u ktérych
diugos¢ sekwencji tworzacej domene TAR byla poréwnywalna z HIV-2rod- Poréwnanie
sekwencji domeny TAR analizowanych szczepéw wykazato niewielkg ilos¢ zmian reszt
nukleotydowych w jej obrebie, co potwierdzito, ze sekwencja TAR RNA jest dos¢ silnie
zachowawcza u roznych szczepow HIV-2 i SIV (rys.V.3), (18). Zmiany wystepujace
w sekwencji TAR nie wykluczajg formowania ani rozgalezionej, ani wydluzonej formy
domeny TAR. Ustalono, ze u wszystkich analizowanych szczepdéw zachowana zostaje
tendencja do tworzenia wydluzonej formy TAR RNA jako najbardziej korzystnej
energetycznie struktury tej domeny. Wyjatek stanowi szczep SIVstm. u ktérego TAR moze

przyjmowa¢ wydtuzong forme, jednak nie jest ona najbardziej korzystng energetycznie

strukturg.
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Rysunek V.3. Analiza filogenetyczna sekwencji TAR RNA o CCAGC
pochodzacych od réznych szczepdw wiruséw HIV-2 i SIV. 6%- QGGuUC cc
Jako referencje wykorzystano sekwencje TAR wirusa °C.
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tylko E1) forme TAR-2. Czestotliwos¢ zmian podano W — - 1%
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naturalnie wystepujacej reszty na reszte A (niebieski),
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reszty oznaczono strzatkg o kolorze czarnym.
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1.4.  ANALIZA MIGRACJI TAR-2 RNA W ZELU POLIAKRYLOAMIDOWYM
W WARUNKACH NATYWNYCH

Wykorzystujac metode elektroforezy RNA w warunkach natywnych potwierdzitam,
ze TAR-2 RNA rzeczywiscie moze przyjmowac in vitro rézne formy struktury drugorzedowe;.
Analize migracji 123-meru RNA o sekwencji naturalnie wystepujgcej domeny TAR wirusa
HIV-2rod. okreSlanego w niniejszej pracy jako TAR-2 wt (ang. wild type), prowadzono
w Scisle kontrolowanej temperaturze zelu. Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze
transkrypt o sekwencji TAR-2 wt, podczas natywnej elektroforezy wykazuje wyrazng
i powtarzalng tendencje do migracji jako dwa prazki. Ujawniata sie ona jednak tylko wtedy,
gdy elektroforeza prowadzona byla przy niskiej, Scisle kontrolowanej temperaturze zelu
(rys.V.4). Fakt ten oznacza, ze TAR-2 RNA moze przyjmowac¢ przynajmniej dwie odmienne
formy globalne. Powyzsze stwierdzenie bylo zgodne =z przeprowadzong analizg
komputerowg struktury drugorzedowej TAR-2 wt (rozdziat V.1.2.). W oparciu o powszechne
zatozenie, ze w zelu natywnym czasteczki RNA o rozgatezionej strukturze migrujg wolniej,
niz RNA o strukturze bardziej zwartej i wyciagnietej zaproponowano, ze wolniej migrujacy
prazek (M2) odpowiada tréjspinkowej, rozgatezionej formie TAR-2 RNA (B), podczas gdy
szybciej migrujacy (M1) reprezentuje nowa, nieznang wczesniej, wydtuzong forme TAR-2
(E1 i E2).

TAR-2 wt TAR-2 A21 TAR-2 wt
MgCl, MgCl, MgCl,
F 0 011 255 001 1 25 5 F o 01 1 25 5 10
D >
<= D

D

M2
M2

Ml MI

M1

Rysunek V.4. Zalezna od stezenia jondw magnezu migracja transkryptéw o sekwencji TAR-2 wt
i TAR-2 A21 w zelu niedenaturujgcym o niskiej temperaturze (4°C). Dla poréwnania przedstawiono
wynik rozdzialu uzyskany w dwo6ch réznych buforach elektroforetycznych. Panel lewy - 0,5xTB
z Tritonem X-100, panel prawy - 0,25xTBE. Pozostate warunki elektroforezy byly takie same w obu
rozdziatach. Symbolem M oznaczono alternatywnie zwiniete monomeryczne formy RNA, D - dimery
RNA, linia F wskazuje RNA poddany procesowi denaturacji w formamidzie. Ponad odpowiednimi
liniami podano stezenie MgClz w mM.

Bardzo podobna migracja w zelu obu form strukturalnych TAR-2 RNA powoduje, ze ich
rozdziat jest niezmiernie trudny. Zapewne fakt ten nie jest bez wplywu na dotychczasowe
spojrzenie na strukture drugorzedowg TAR-2, przedstawiang jak dotad tylko w jednej,
rozgatezionej formie (17-19;87;177), a na zelu niedenaturujgcym jako jeden prazek

(86;131;176:236). Nalezy podkresli¢, ze wiekszos¢ prezentowanych wczesniej wynikow.
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dotyczacych analizy TAR-2 wt z wykorzystaniem natywnej elektroforezy, zostata otrzymana
w pokojowej lub wyzszej temperaturze zelu. Wyniki uzyskane w naszym laboratorium
potwierdzaja, ze elektroforeza w temperaturze 20°C nie pozwala na rozdziat dwoch form
TAR-2 RNA (rys.V.6.).

Poszukiwania optymalnych warunkéw rozdzialu 123-meru TAR-2 wt doprowadzity
do opracowania protokotu, w ktorym za najbardziej istotne uznano niskg temperature zelu
elektroforetycznego, wynoszacg 4°C. Ponadto separacje roznych form strukturalnych
TAR-2 wt ufatwiajg dodatkowe czynniki, jak zmniejszenie usieciowania zelu (stosunek
akrylamidu do bisakrylamidu 75:1), state parametry pradowe (30 mA, 350V), dodatek
0,1% Tritonu X-100 do buforu elektroforetycznego oraz mata ilo§¢ RNA w analizowanej
prébie. Testowano rowniez rézne warunki etapu denaturacji / renaturacji RNA, zmieniajgc
temperature i czas inkubacji RNA w odpowiednim buforze oraz stosujgc szybki
(natychmiastowe przetozenie do lodu) lub wolny (2°C /1 min.) sposGb chiodzenia RNA
po denaturacji. Wszystkie testowane warunki pozwalaly na rozdziat form 123-meru TAR-2
RNA, zatem kluczowe dla separacji roznych form strukturalnych RNA byly nie warunki

denaturacji / renaturacji, ale odpowiednie warunki elektroforezy.

Jak wykazano, réwnowaga pomiedzy wolniej i szybciej migrujacg formg TAR-2 wt
zalezy od stezenia jondéw magnezu, w zakresie niskich stezen magnezu,
charakterystycznych dla warunkow in vivo. Przy braku jonéw Mg"" oraz przy bardzo niskim
ich stezeniu (0,1 mM) wystepuje w zasadzie, jedynie wolniej migrujgca forma (M2)
odpowiadajgca strukturze rozgatezionej TAR-2 (rys.V.5). Wzrastajgce stezenie MgCla
w buforze, w ktorym prowadzono zwijanie RNA (od 0,1 do 5 mM) powoduje stopniowe
zwiekszenie ilosci formy szybciej migrujacej (M) czyli wydtuzonej TAR-2, kosztem formy
rozgatezionej. Przy 1| mM stezeniu MgClg obie formy wystepowaly w prawie réwnej ilosci.

Od 2,5 mM stezenia MgClg forma wydtuzona byta dominujgcg formg TAR-2 RNA.

TAR-2 wt
100
80
60
40 =
20 I
0 01 1 25 5
MgCO (mM)
m M1 El M2

Rysunek V.5. Zalezny od stezenia jonéw magnezu procentowy udziat szybciej (MI) i wolnigj
migrujacej (M2) formy w catkowitej puli TAR-2 RNA. MI odpowiada formie wydiuzonej TAR-2 wt,
M2 jego formie rozgatezionej.
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Bardzo podobna migracja w zelu natywnym dwaoch, znacznie réznigcych sie strukturg
drugorzedowg form TAR-2 wt byta, nie ukrywajgc, duzym zaskoczeniem oraz powodowata
trudnosci w interpretacji otrzymanych wynikdw. Aby potwierdzi¢, ze obserwowane prazki
elektroforetyczne rzeczywiscie odpowiadaja formie rozgatezionej i wydluzonej TAR-2 wt
oraz, ze RNA o tak odmiennej strukturze moga migrowa¢ w bardzo podobny sposdb,
poréwnano migracje TAR-2 wt z zaprojektowanymi w oparciu o program Mfold mutantami
TAR-2, przyjmujacymi wytgcznie wydtuzong (TAR-2 A21) lub wytacznie rozgateziong forme
(TAR-2 B4 i TAR-2 AC23). Porownanie migracji tych czasteczek w zelu natywnym,
w temperaturze 2Q-C wykazalo, ze mutant reprezentujgcy forme wydluzong i mutanty
reprezentujgce forme rozgateziong migrujg z szybkoscig zgodng ze sobag oraz z TAR-2 wt
(rys.V.6). Zatem obserwowane dla TAR-2 wt w niskiej temperaturze zelu dwa migrujace
blisko siebie prazki moga rzeczywiscie odpowiadaé rozgatezionej i wydtuzonej formie
analizowanej czasteczki. Mutanty TAR-2 nie byly jednak pomocne w ostatecznym
potwierdzeniu, ktory z dwéch pragzkdw TAR-2 wt odpowiada danej formie tej czgsteczki.
Chociaz w warunkach wymaganych dla separacji szybciej i wolniej migrujacej formy
TAR-2 wt mutanty migrowaly zgodnie z TAR-2 wt, to niestety w sposob posredni do prazkow
odpowiadajacych poszczegdlnym formom TAR-2 wt. Brak zgodno$ci w migracji mutantow
z szybciej lub wolniej migrujacg formg TAR-2 wt, moze wynika¢ z mutacji w sekwenciji
analizowanych czasteczek (237), nie mozna bowiem poming¢ faktu, ze stosowany zestaw
elektroforetyczny oraz warunki elektroforezy wykorzystywane sg do wykrywania mutacji

punktowych w kwasach nukleinowych (238).

TAR-2 wt TAR-2 A21 TAR-2 AC23 TAR-2 B4

MgCl, MgCl, MgCl, MgCl,
0 5 F o 5 F o 5 F o 5

Rysunek V.6. Zalezna od stezenia jonéw magnezu migracja transkryptow o sekwencji TAR-2 wt
i mutantéw TAR-2 A21, TAR-2 AC23 i TAR-2 B4 w zelu niedenaturujgcym w temperaturze 20@C.
Pozostate warunki eksperymentu byly takie same jak w przypadku rozdziatu przedstawionego
na rysunku V.4. Rozdziat prowadzono w buforze 0,5xTB z Tritonem X-100. Linia F wskazuje
RNA poddany procesowi denaturacji w formamidzie. Ponad odpowiednimi liniami podano stezenie
MgClz w mM.

Poniewaz jednym z celéw niniejszej pracy jest analiza nowej, wydtuzonej formy
TAR-2, dlatego mutant reprezentujgcy tg wtasnie forme (TAR-2 A21) zostat poddany bardziej

szczegbtowym badaniom. W niskiej temperaturze zelu, przy braku MgCb lub jego niskich
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stezeniach obserwowano powtarzalne zjawisko ,smuzenia”, a nawet jego delikathego
rozdzialu na dwa prazki (rys.V.4.). Moze to by¢ zwigzane z tym, ze transkrypt TAR-2 A21
wymaga jonéw magnezu dla przyjecia prawidtowej struktury, albo tez wynika¢ z faktu
rozdzialu TAR-2 A21 na dwa pasma, odpowiadajgce konformerom E1 i E2 wydtuzonej formy
TAR-2 RNA. Przy wyzszych stezeniach MgCb (od 1| mM) obserwowany byt jeden, wyrazny
prazek. Stezenie MgCb miato réwniez wptyw na migracje TAR-2 A21 w niskiej temperaturze
zelu. Przy wysokim stezeniu jonow Mg™ mutant TAR-2 A21 migrowat na poziomie
odpowiadajgcym formie wydtuzonej TAR-2 wt. Natomiast w nieobecnosci jonéw Mg
lub przy ich niskich stezeniach analizowany mutant migrowat na poziomie zblizonym do

prazka elektroforetycznego odpowiadajgcego formie rozgatezionej TAR-2 wit.

Dodatkowe potwierdzenie dla istnienia dwoch form TAR-2 RNA pochodzi z analizy
TAR-2 wt wydluzonego o sekwencje domeny poli(A). TAR-2-i-poli(A) migruje w zelu
natywnym jako dwa wyrazne i znacznie od siebie oddalone prazki, podczas gdy 60-mer RNA
0 sekwencji izolowanej domeny poli(A), migruje niezaleznie od stezenia jonéw Mg"" jako
jeden prazek. Zatem obecno$¢ dwoéch form TAR-2 - poli(A) nie wynika z wiasciwosci
domeny poli(A), ale najprawdopodobniej istnienia dwoch form domeny TAR-2. Zagadnienie
to bedzie dalej analizowane szczegétowo w badaniach prowadzonych w naszej Pracowni

przez mgr Katarzyne Purzycka.

1.5. ENZYMATYCZNE | CHEMICZNE MAPOWANIE STRUKTURY TAR-2 RNA

Kolejnym etapem moich badan byta analiza struktury drugorzedowej zaproponowanych form
TAR-2 RNA. Kluczowe byto poréwnanie wynikdw otrzymanych dla 123-meru TAR-2 wt
z danymi otrzymanymi dla transkryptu TAR-2 A21, reprezentujgcego wydiuzong forme
TAR-2 oraz z transkryptami TAR-2 B4 i TAR-2 AC23, reprezentujgcymi forme rozgateziona.
Ponadto przeprowadzitam poréwnawczg analize wzorow cie¢ petnej diugosci TAR-2 wt
(123 nt) z wzorami cie¢ otrzymanymi dla spinek | (35-mer obejmujacy rejon +18-52)
L'l (32-mer obejmujagcy rejon +54 - 85), fragmentéw formy B TAR-2 wt. Ze wzgledu na brak

kontekstu strukturalnego, spinki te nazwatam spinkami izolowanymi.

Izolowana spinka | Izolowana spinka |I
20 30 60
GCLlJGG c AGAU uGAGCCI;uG CUAGCAGGU AGAGC CUC
cgacC uCu—Cuugg*_ g cAUCGUCC- -CUUGAJQG
| I~G ]
50 40 90
Rysunek V.7. Struktura drugorzedowsg izolowanych spinek | i Il rozgalezionej formy TAR-2.

Numeracja reszt nukleotydowych jest zgodna ze stosowang dla petnej diugosci TAR-2 RNA.
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Do badania struktury analizowanych czgsteczek RNA wykorzystano metody
ograniczonego trawienia RNA nukleazami oraz metody chemicznej modyfikacji RNA,
w tym ciecia indukowane w obecnosci jonoéw Pb™. W przypadku TAR-2 wt, jak wynika
z rozdziatdw na zelu niedenaturujgcym, mamy do czynienia z dwoma globalnymi formami tej
czagsteczki, pozostajgcymi w rownowadze zaleznej od stezenia jonOw magnezu. Fakt ten byt
znaczacym utrudnieniem w przeprowadzonej analizie strukturalnej. Dodatkowo, wiekszos¢
charakterystycznych dla rozgatezionej formy TAR-2 rejonéw jednoniciowych, pozostaje
niesparowana w wydtuzonej formie TAR-2, zmienia sie tylko rodzaj motywu strukturalnego
np. wybrzuszenie na wewnetrzng petle, petla apikalna na wybrzuszenie. Poniewaz
réwnowaga pomiedzy formami TAR-2 zalezy od jonéw Mg"", poszukiwano réwniez cieé

RNA, ktérych obecnos¢ lub intensywnos¢ zalezna jest od stezenia tych jonow.

1.5.1. Enzymatyczne mapowanie struktury TAR-2 RNA
Do enzymatycznego mapowania struktury drugorzedowej analizowanych czgsteczek RNA
wykorzystano specyficzne wzgledem rejonéw jednoniciowych rybonukleazy Tl i A oraz

nukleaze Sl, a takze specyficzng wzgledem rejonéw dwuniciowych rybonukleaze V1.

Charakterystyczne dla rozgatezionej formy TAR-2 sg dwie szescionukleotydowe petle
apikalne o prawie identycznej sekwencji, inna jest jedynie ostatnia reszta nukleotydowa
petli - U lub A. Jednak petle te sg rozpoznawane w zupetnie inny sposob przez enzymy
specyficzne wzgledem rejonéw jednoniciowych (rys.V.8 i V.10). Rejon pierwszej petli
TAR-2 wt podlegat silnym trawieniem enzymatycznym, natomiast rejon drugiej petli byt
znacznie stabiej rozpoznawany przez analogiczne enzymy. Ulokowany w rejonie pierwszej
petli uktad trzech reszt G (G36G37G38), w tym szczegdlnie reszta G36, byt silnie trawiony
przez rybonukleaze TI, podczas gdy uktad trzech reszt G (G70G71G72) przypisanych
do drugiej petli formy rozgalezionej TAR-2 nie byt dostepny dla rybonukleazy TI
O ile pochodzace z innych laboratoribw dane dotyczgce analizy enzymatycznej rejonu
pierwszej petli sa zgodne ze sobg oraz z powyzszymi wynikami, to dostepne
wyniki dotyczace drugiej petli sa sprzeczne ze soba. Z jednej strony pokazywany
jest zupelny brak cie¢ reszt G70G71G72 rybonukleaza Tl (18;131), z drugiej inna
praca przedstawia wyniki do$¢ silnych cie¢ w tym samym rejonie (87), uzyskane jednak
przy bardzo wysokim stezeniu enzymu. Brak trawien reszt G drugiej petli apikalnej,
ttumaczono jako wynik ich oddziatywania dalekiego zasiegu (ang. long-distance interaction)
z rejonem +189-191, zlokalizowanym pomiedzy domeng poli(A) a domeng PBS (47).
Wyjasnienie to nie znajduje potwierdzenia w naszych wynikach, gdyz brak cie¢ rejonu
G70G71G72 obserwowany byt dla samego 123-meru TAR-2 wt. Zupetnie inne obrazy cie¢
dwoéch podobnych petli apikalnych, nie pasujg do rozgatezionego modelu struktury TAR-2,
tatwo je jednak wyttumaczy¢ w oparciu 0 model struktury wydtuzonej TAR-2. Reszty
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G70G71G72 sa tu sparowane | jako takie nie powinny podlega¢ trawieniem
rybonukleazg T1, natomiast intensywnie ciety rejon G36G37G38 wykazuje tendencje do
formowania tréjnukleotydowego wybrzuszenia (konformer E1). Powyzsze stwierdzenie
potwierdzajg wyniki trawienia rybonukleazg Tl mutanta TAR-2 A21, przyjmujgcego tylko
forme wydtuzong. Ponadto, w przypadku mutantow reprezentujacych rozgateziong forme
TAR-2 (TAR-2 B4 | TAR-2 AC23) zaobserwowano, ze uklad trzech reszt G drugiej petli byt
ciety silniej niz dla TAR-2 wt, natomiast reszty G pierwszej petli byly ciete na podobnym
poziomie do TAR-2 wt (rys. V.8). Zaréwno dla naturalnej czgsteczki TAR-2, jak i wszystkich
jej mutantéw silne trawienia rybonukleazg T1 obserwowane bylty w rejonie petli apikalnej,
krotszej spinki ulokowanej od 3' strony domeny TAR-2, charakterystycznej dla obu form
TAR-2. Co ciekawe, wzrost stezenia MgCla powodowat silng inhibicje cie¢ rybonukleazg T1 |
A w rejonie tej petl. Z badan prowadzonych w naszej Pracowni wynika, ze
najprawdopodobniej zwigzane jest to z faktem zaangazowania spinki 3' domeny TAR-2

w proces dimeryzacji wirusowego RNA.

TAR-2 wt TAR-2 A21 TAR-2 AC23 TAR-2 B4
JJ A Tl A TI A IM
MgClL, (mM)0 5 0 5 L o 5 o 5 L 0 5 05 L o5 o 5 L
G103 f 818%
G103
G102 g%gg G102
G70 tHj ~
u69™ -
o G70 U62-
ﬁéﬁ Sgg u69
u62 u62
U55--
C52
us5 Uss . us5
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c48 cas »
G41
G4O-f Gl e » 38 G38-
G38 G38 G37 G37
G37 G37+ G36 - G36-
G36 G36 u3s U3s-

U35«

Rysunek V.8. Analiza struktury drugorzedowej transkryptéw o sekwencji TAR-2 wt oraz mutantéw
TAR-2 A21 TAR-2 AC23 i TAR-2 B4 metodg ograniczonego trawienia rybonukleazami T1 i A.
Kazda z analiz zostala przeprowadzona w buforze bez MgCl2 oraz w buforze zawierajgcym
5 mM MgCb- Stezenie odpowiedniego enzymu bylo takie samo w obu analizach.
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Trawienie rybonukleazag T1 pozwolito réwniez na wskazanie konformacyjnej
niestabilnosci w bogatym w reszty G rejonie G36G37G38A39G40G41 czasteczki TAR-2 wt.
Pomimo staran o utrzymanie jednakowych warunkdéw eksperymentalnych, w szeregu
doswiadczen otrzymywano dwa rozne wzory cie¢ tego rejonu (rys. V.9). Pierwszy z nich
otrzymywany stosunkowo rzadko, ukazuje silniejsze ciecia reszt G36G37G38, a stabsze
G40G41. Taki wzor cie¢ pasuje do rozgatezionej struktury TAR-2 oraz do wydluzonego
konformeru El. Znacznie czeSciej uzyskiwany, drugi wzor trawien ukazywat bardzo silne
ciecie reszt G40G41. Reszty te tworzg stabilne pary G-C, zarbwno w rozgatezionej formie
TAR-2 jak i w konformerze El, traktowanym poczgtkowo jako jedyny wydtuzony konformer
TAR-2. Nalezy podkreslié, ze omawiane dwa wzory cie¢ rejonu bogatego w reszty G
wystepowaty rowniez w przypadku mutanta TAR-2 A21. Silne ciecia reszt G40G41 staly sie
impulsem powrotu do analiz in silico w celu poszukiwania modelu strukturalnego TAR-2
zgodnego z obserwowanym wzorem cie€. Generowany przez program Mfold dla TAR-2 wt
i TAR-2 A21 drugi wydtuzony konformer E2, pozwolit wyjasni¢ silne ciecia w pozycjach
G40G41, gdyz w E2 reszty te usytuowane sg w obrebie duzego piecionukleotydowego
wybrzuszenia. Istotnym dowodem istnienia wydiuzonego konformeru E2 jest catkowity brak
cie¢ reszt G40G41 dla mutantdw reprezentujgcych rozgateziong forme TAR-2 (TAR-2 B4
I TAR-2 AC23) oraz izolowanej spinki | (rys. V.8. i V.11).
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Rysunek V.9. Dwa rézne obrazy cie¢ rybonukleazg T1 otrzymywane dla transkryptow o sekwencji
TAR-2 wt i TAR-2 A21, potwierdzajgce konformacyjng niestabilno$¢ w rejonie bogatym w reszty G
czgsteczki TAR-2. Po prawej stronie kazdego zelu pokazano, odpowiadajacg danemu obrazowi,
organizacje rejonu bogatego w reszty G jako fragment réznych struktur drugorzedowych TAR-2 RNA.

Silne ciecia reszt G40 | G41 rybonukleazg Tl sg widoczne réwniez w innych pracach
analizujgcych organizacje domeny TAR-2 RNA metodami enzymatycznymi (18;47;87;239).
Jednak ich obecno$¢ byta zupetnie pomijana przy ostatecznym ustalaniu struktury TAR-2.
Ponadto, ciecia te byly obserwowane takze w przypadku silnie podobnej do TAR HIV-2rod,
izolowanej domeny TAR RNA wirusa SIVmac (98). Fakt ten potwierdza wczesniejsze
stwierdzenie, wynikajagce z analiz in silico, ze domena TAR wiruséw SIV roéwniez

ma mozliwo$¢ formowania form wydtuzonych.
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Rysunek V.10. Analiza struktury drugorzedowej transkryptéw o sekwencji TAR-2 wt i TAR-2 A21
metodg ograniczonych trawien enzymatycznych - Sl, TI, A i V1. Dolna cze$¢ rysunku jest
podsumowaniem przeprowadzonych analiz enzymatycznych i przedstawia struktury drugorzedowe
TAR-2 wt oraz TAR-2 A21 ze wskazaniem miejsc cie¢ oraz ich intensywnosci (reakcje w buforze
z 5mM MgClz). W przypadku rybonukleazy T1 na strukture naniesiono wszystkie mozliwe ciecia
rejonu bogatego w reszty G. Unia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat formamidowy;
linia T - trawienie rybonukleazg T! w warunkach semidenaturujgcych. Dla przejrzystosci schematu
pokazano tylko goérna (inng od Et) czes¢ struktury konformeru E2 i E2 A21.
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Reszty G36G37G38 pierwszej petli apikalnej, zarbwno dla izolowanej spinki | jak i mutantéw
TAR-2 B4 i TAR-2 AC23, rozpoznawane byly przez rybonukleaze T1 podobnie jak dla
TAR-2 wt. Przeciwnie do TAR-2 wt, reszty G70G71G72 petli apikalnej izolowanej spinki |l
podlegaty bardzo silnemu cieciu nie tylko rybonukleazg TI, ale i nukleazg Si (rys. V.11).
Ponadto charakterystyczne tylko dla izolowanej spinki Il oraz mutantéw reprezentujgcych
forme B TAR-2 bylo bardzo silne ciecie reszty U69. Ciecie rejonu drugiej petli apikalnej
w izolowanej spince Il oraz mutantach TAR-2 B4 i TAR-2 AC23 specyficznymi dla rejonow
jednoniciowych nukleazami, wobec zdecydowanie stabszych ciec lub ich braku dla TAR-2 wt,
wspiera istnienie wydtuzonych konformeréw TAR-2, gdzie rejon U69-G72, odpowiadajacy
petli apikalnej drugiej spinki (formy B TAR-2) jest sparowany. Ponadto, dla izolowanej spinki
ll, ale nie dla 123-meru TAR-2 wt, obserwowano silne ciecia indukowane przez wolne rodniki
w pozycjach G70 i G71 (rys. V.11).
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Rysunek V.11. Analiza struktury drugorzedowej transkryptow o sekwencji izolowanych spinek

| (35-mer) i Il (32-mer) rozgatezionej formy TAR-2 RNAwt metodg ograniczonego trawienia
enzymami - S1, Tl, A i V1 oraz ciecia indukowanego przez wolne rodniki (spinka li). Obok zeli
przedstawiono struktury drugorzedowe spinek | i Il ze wskazaniem miejsc cie¢ oraz ich

intensywnosci. Linia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat formamidowy; linia T - trawienie
rybonukleaza TI w warunkach semidenaturujgcych. Wszystkie reakcje przeprowadzono w buforze
zawierajgcym 5 mM MgCb.
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Najsilniejsze ciecie nukleazg S1 i rybonukleazg A w calej czasteczce TAR-2 wt
przypada na reszte nukleotydowg U55 (rys. V.8. i V.10). Wynik ten jest bardzo zaskakujgcy
w Swietle rozgatezionej, trojspinkowej struktury TAR-2, gdyz reszta US55 jest tu
sparowana i umiejscowiona w dolnej czeSci trzonu spinki Il. Wskazuje on raczej
na posadowienie tej reszty w rejonie niesparowanym, jak to ma miejsce w obu
wydtuzonych konformerach TAR-2, gdzie reszta US55 znajduje sie w petli apikalnej
gtéwnej spinki. Chociaz silne ciecia w rejonie U55 - G57 byly obserwowane juz wczesniej
przez innych badaczy (87;131), to fakt ten byl pomijany przy ustalaniu struktury
TAR-2, a ich obecno$¢ tlumaczono wylgcznie oddziatywaniami trzeciorzedowymi,
zapobiegajgcymi  formowaniu stabilnych par zasad (87). Analiza cie¢ reszty US55
u mutantbw TAR-2 wskazuje, ze oba wyjasnienia powinny by¢ brane pod uwage, jednak
niesparowanie reszty U55, charakterystyczne tylko dla wydtuzonej formy TAR-2, wydaje sie
by¢ gtébwng przyczyna wysokiej intensywnosci tego ciecia. U mutanta TAR-2 A21
analogicznie jak w przypadku TAR-2wt ciecie US55 jest najsilniejszym cieciem
indukowanym  przez  nukleaze Sl i rybonukleaze A w calym transkrypcje.
Ponadto, zaréwno dla TAR-2 wt jak i TAR-2 A21 intensywnos¢ ciecia reszty US55
rybonukleazg A wzrastata ze stezeniem MgClz, co mozna powigza¢ z zalezng od stezenia
jonbw magnezu przewaga formy wydluzonej TAR-2 nad forma rozgateziona.
Dla transkryptéw mutantow reprezentujgcych rozgateziong forme TAR-2 (TAR-2 B4
i TAR-2 AC23) takze obserwowano ciecie reszty US55 rybonukleazg A, nalezy jednak
podkresli¢ jest ono zdecydowanie stabsze niz w przypadku TAR-2 wt i TAR-2 A21 oraz

niezalezne od stezenia jon6w magnezu w buforze (rys. V.8).

Dla rozgalezionego modelu TAR-2 charakterystyczne sa dwunukleotydowe
wybrzuszenia U27U28 oraz U62A63, umiejscowione podobnie w strukturze spinek | i Il
odpowiednio (87). Przy braku jonédw magnezu reszty U27 i U28 TAR-2 wt podlegaty
silnemu cieciu rybonukleazg A (rys. V.8 i V.12). Wzrost stezenia MgClg jedynie do 1 mM
powodowat silne ostabienie tych cie¢; co ciekawe, zalezny od magnezu efekt ostabienia
cie¢ reszt U27 i U28 nie byt obserwowany dla izolowanej spinki |. Natomiast, analogiczny
jak dla TAR-2 wt, efekt ostabienia silnych cie¢ reszt U27 i U28 przez jony Mg‘™,
obsenwowano dla reprezentujgcego wydiuzong forme TAR-2 zmutowanego transkryptu
TAR-2 A21. Dla mutantbw TAR-2 ustabilizowanych w formie rozgatezionej (TAR-2 AC23
i TAR-2 B4) rybonukleaza A generowata jedynie stabe ciecia reszt U27 i U28.
Reszty nukleotydowe U62 i A63 tworzace drugie wybrzuszenie w rozgatezionym modelu
TAR-2, podlegaly dla transkryptu TAR-2 wt jedynie stabemu cieciu enzymami, niezaleznie
od stezenia jonbw magnezu w buforze. Podobny wynik zaobserwowano dla mutanta

TAR-2 A21. Dla kontrastu, w przypadku mutantow reprezentujgcych rozgateziong forme
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TAR-2 reszta U62 podlegata bardzo silnemu cieciu enzymatycznemu. Obecno$s¢ MgCl:
nie powodowata inhibicji intensywnosci tego ciecia. Powyzsza analiza wskazuje, ze wzor
cie€¢ rejonébw U27U28 i U62A63 transkryptu TAR-2 wt jest zgodny z wzorem typowym
dla formy wydtuzonej (TAR-2 A21), ale znaczaco rozni sie od wzoru obserwowanego dla
formy rozgatezionej (TAR-2 AC23 i TAR-2 B4). W wydtuzonych konformerach TAR-2 reszty
U27U28 sg umiejscowione w wewnetrznej petli, natomiast reszta U62 jest pojedynczym

wybrzuszonym nukleotydem.

Dwunukleotydowe wybrzuszenia izolowanych spinek | (U27U28) i Il (U62A63),
inaczej niz w petnej diugosci czasteczce TAR-2 wt podlegaty porownywalnie intensywnym
cieciom enzymatycznym (rys. V.11). Pomimo, ze wybrzuszenia izolowanych spinek nie byly
szczegOlnie silnie rozpoznawane przez rybonukleaze A, to podlegaly silnemu cieciu
nukleazgSf, czego nie obserwowano dla analogicznych rejonéw 123-meru TAR-2 wt.
Dodatkowo, bardzo silnemu cieciu podlegata sgsiadujgca bezposrednio z wybrzuszeniem

reszta G29 izolowanej spinki |.

Dla TAR-2 wt oraz izolowanej spinki | silnemu cieciu rybonukleazg A podlegata
rowniez reszta C23 (rys. V.10 i V.11). W rozgatezionej strukturze TAR-2 reszta ta stanowi
jednonukleotydowe wybrzuszenie, a wiec intensywne ciecie w pozycji C23 mogtoby stanowi¢
silny argument wspierajacy forme rozgateziong. Jednak obecnos¢ silnego ciecia w pozycji
C23 dla zmutowanego transkryptu TAR-2 A21, gdzie reszta ta jest sparowana

i umiejscowiona wewnatrz rejonu dwuniciowego ostabia site tego argumentu (rys. V.10).

Trawienia specyficzng wzgledem rejonéw dwuniciowych rybonukleazg V1 réwniez
wystepowaly w tych samych pozycjach dla TAR-2 wt i TAR-2 A21. Najsilniejszym cieciom
podlegaty reszty U7, G21 (A21 dla mutanta A21) oraz G25, ktére w obu proponowanych
globalnych formach TAR-2 przewidywane sgjako sparowane (rys. V.10.).

W zwigzku z zaobserwowanym faktem, ze rownowaga pomiedzy forma rozgateziong
i wydtuzong TAR-2 zalezy od jondbw magnezu, poszukiwano takich cieé, ktérych obecnosc
lub intensywnos$¢ zalezataby od stezenia MgChb. Okazalo sie, ze jedynie w przypadku
stosowana rybonukleazy A udalo sie takie ciecia wskaza¢ - opisane powyzej ciecia reszt
U27, U28 i US55 TAR-2 wt. Wzrastajgce stezenie MgCb (od 0 do 10 mM, ze wzrostem co
warto$¢ | mM) powodowato specyficzne ostabienie niektérych cie¢, wzmocnienie innych lub
tez wcale nie miato wptywu na cze$¢ z nich (rys. V.12). W przypadku innych enzyméw (Sl,
TI) obserwowano wzmocnienie intensywnosci wszystkich cie¢ w czasteczce RNA,
co najprawdopodobniej bardziej zwigzane jest z wplywem jonéw magnezu na aktywnosci
samego enzymu niz z zalezng od jonéw magnezu réwnowagg pomiedzy forma rozgateziong
i wydtuzong TAR-2 RNA.
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Rysunek V. 12. Wyniki ograniczonego trawienia enzymatycznego transkryptu o sekwencji TAR-2 wt
w buforach zawierajgcych rézne stezenia MgClz, wobec stalego stezenia odpowiedniego enzymu
(SI, TI, A). Unia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat formamidowy; linia T - trawienie
rybonukleazg Tl w warunkach semidenaturujgcych.

Podsumowujgc otrzymane wyniki analizy enzymatycznej nalezy podkreslic,
ze wzbr wiekszosci cie¢ 123-meru TAR-2 wt nie wyklucza zadnej z proponowanych
form TAR-2 i mozna go przypisa¢ zarbwno do formy rozgatezionej jak i wydtuzonej.
Ponadto wzér cie¢ otrzymany dla TAR-2 wt jest bardziej zgodny z wzorem otrzymanym
dla mutanta reprezentujgcego forme wydluzong (TAR-2 A21) niz dla mutantéw
reprezentujgcych forme rozgaleziong (TAR-2 B4 i TAR-2 AC23). Interesujace spostrzezenia
wniosta réwniez analiza poréwnawcza wynikow otrzymanych dla izolowanych spinek
| oraz Il i pelnej dlugosci TAR-2 wt. W przypadku izolowanej spinki |, poza brakiem ciecia
reszt G40 i G4l nie wida¢ bardzo istotnych roznic w poréwnaniu z TAR-2 wt.
Wynika to z faktu, ze niezaleznie od tego, jaka strukture przyjmuje 123-mer TAR-2
rejony odpowiadajace wybrzuszeniu i petli apikalnej izolowanej spinki | moga pozostac
niesparowane. Inaczej sytuacja przedstawia sie w przypadku spinki Il, tak duza rdznica
w obrazie cie¢ pomiedzy izolowang spinkg Il i TAR-2wt wskazuje wyraznie,
ze rejon -i-54 - 85 TAR-2 wcale nie musi przyjmowac struktury spinki z szescionukleotydowag
petlgapikalnagi dwunukleotydowym wybrzuszeniem.
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1.5.2. Modyfikacja chemiczna TAR-2 RNA - DEPC

Wykorzystanie DEPC (dietylopiroweglanu) do analizy struktury RNA pozwala wskazac
niesparowane reszty A w strukturze badanej czasteczki (240). Jednak brak ciecia danej
reszty adenozyny, nie zawsze wynika z tworzenia przez nig pary zasad, lecz moze
by¢ rezultatem zaangazowania danej, niesparowanej reszty w specyficzne oddzialywania
warstwowe (240;241).

Dla transkryptu TAR-2 wt najsilniejszej modyfikacji DEPC podlegaty reszty A39, A56
i AB3 (rys. V.13). W rozgatezionym modelu TAR-2 reszta A39 usytuowana jest
w petli apikalnej pierwszej spinki. Réwnie dobrze, ciecie to mozna wyjasni¢ w oparciu
o konformer E2 formy wydluzonej, gdyz A39 jest pierwszg resztg piecionukleotydowego
wybrzuszenia gtdwnej spinki. Jednak w przypadku transkryptu TAR-2 A21 reszta A39
podlegata wyraznie stabszej modyfikaciji, co moze wynikac z jej sparowania i zaangazowania
w oddziatywania warstwowe w drugim wydtuzonym konformerze - E1. Rozpoznawana silnie
w TAR-2 wt reszta A56, jest najintensywniej modyfikowang resztag A w czgsteczce
TAR-2 A21. W wydtuzonych konformerach TAR-2 reszta ta, podobnie jak bardzo silnie cieta
enzymami US55, umiejscowiona jest w petli apikalnej gtéwnej spinki. W rozgatezionym
modelu reszta A56 posadowiona jest w rejonie dwuniciowym i jako taka raczej nie powinna
podlegac tak silnej modyfikacji. Zatem mozna powiedzie¢, ze modyfikacja w pozycji A56
silnie wspiera forme wydtuzong forme TAR-2. Jednoczesnie bardzo intensywna modyfikacja
w pozycji A63 transkryptu TAR-2 wt jest silnym argumentem dla formy rozgatezionej,
gdzie reszta ta razem z U62 tworzy dwunukleotydowe wybrzuszenie drugiej spinki.
Modyfikacja A63 w transkrypcie TAR-2 A21 jest bardzo staba, gdyz w obu konformerach
wydtuzonej formy TAR-2 reszta ta jest sparowana. Obserwowany pomimo tego pewien niski
poziom modyfikacji A63 moze wynikac z jej bezposredniego umiejscowienia za wybrzuszong
reszta U62. Charakterystyczne zaréwno dla TAR-2 wt jak i TAR-2 A21 sg modyfikacje
reszt A50 i A53. Reszta A53 jest niesparowana w obu formach TAR-2. Natomiast reszta A50
w rozgatezionej formie TAR-2 znajduje sie wewnatrz rejonu helikalnego, a w konformerach

El i E2 jest ona niesparowana.

Dostepne, nieliczne dane literaturowe (18) dotyczgce analizy struktury TAR-2 wt
z wykorzystaniem DEPC wskazujg, ze podobnie jak w przypadku naszych eksperymentow
silnej] modyfikacji podlegata reszta U39. Na podobnym poziomie rozpoznawana byta
rowniez reszta A53. Jednak bardzo silnie modyfikowana w naszych analizach, reszta A62,
ulegala jedynie stabej modyfikacji. Co ciekawe, wcale nie obserwowano modyfikacji
w pozycji A56. Najprawdopodobniej opisane roznice wynikajg z faktu, ze wczes$niejsze
reakcje modyfikacji RNA z uzyciem DEPC przeprowadzono w buforze, ktory nie zawierat

jonéw magnezu.
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Rysunek V. 13. Analiza struktury drugorzedowej transkryptéw o sekwencji TAR-2 wt oraz
TAR-2 A21 przy wykorzystaniu DEPC. Dolna czes$¢ rysunku przedstawia struktury drugorzedowe
TAR-2 wt oraz TAR-2 A21 ze wskazaniem miejsc cie¢ oraz ich intensywnosci. Linia C - reakcja
kontrolna; linia L-hydrolizat formamidowy; linia T-trawienie rybonukleazg Tl w warunkach
semidenaturujacych. Reakcje prowadzono w buforze zawierajgcym 5 mM MgCb. Czas trwania
reakcji zostat podany nad odpowiednimi liniami. Dla przejrzystosci schematu pokazano tylko gérng
czes¢ struktury konformeru E2 i E2 A21.
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Przedstawiane w poprzednim rozdziale wyniki analiz enzymatycznych TAR-2 wt
I TAR-2 A21 moglyby mylnie sugerowac, ze wiasnos$ci strukturalne tych dwoch czasteczek
RNA sg praktycznie takie same. Warto zatem podkresli¢ jest fakt, ze reakcje modyfikacji
RNA z wuzyciem DEPC, w przeciwienstwie do analizy enzymatycznej, pozwolity
na rozréznienie transkryptow TAR-2 wt | TAR-2 A21. Pomimo réznic, wszystkie modyfikacje
DEPC obserwowane dla transkryptu mutanta reprezentujgcego wytgcznie wydtuzong forme
TAR-2, byly obserwowane dla TAR-2 wt. Wynik ten wydaje sie by¢ najzupetniej prawidtowy
gdyz TAR-2 wt jest mieszaning formy wydtuzonej i rozgatezionej. Analogicznie, pewne silne
ciecia (np. A63) byly typowe tylko dla TAR-2 wt, a ich intensywno$¢ dla TAR-2 A21 byla

znaczaco mniejsza.

1.5.3. Mapowanie struktury TAR-2 RNA metodg cie¢ indukowanych jonami

Indukowane jonami metali ciecia hydrolityczne sg bardzo czutg metodg mapowania struktury
RNA oraz poszukiwania miejsc wigzania jonow metali w czasteczkach RNA (242-244).
Jony PbM indukujg ciecia wigzan fosfodiestrowych przede wszystkim w rejonach
jednoniciowych RNA, takich jak petle czy wybrzuszenia, lecz takze w rejonach dwuniciowych
0 zaburzonej strukturze (242-244).

W petnej dlugosci transkrypcie TAR-2 wt rejony odpowiadajace dwunukleotydowym
wybrzuszeniom (U27U28 oraz U62A63) spinek | i Il rozgatezionej formy TAR-2,
rozpoznawane byly przez jony Pb™ w zupetnie inny sposoéb (rys. V.14). Rejon odpowiadajacy
pierwszemu wybrzuszeniu stanowit miejsce najsilniejszego dziatania jonéw Pb** w calej
badanej czgsteczce i wydajne ciecie reszt U27 i U28 zachodzito juz przy zaledwie 0,25 mM
stezeniu Pb(OAc)=> Chociaz obie reszty pierwszego wybrzuszenia ciete sg bardzo silnie,
to szczegodlnie intensywne ciecie przypada w pozycji U27. Odmiennie, rejon drugiego
wybrzuszenia podlegat jedynie bardzo stabemu cieciu jonami PbM", niezaleznie
od ich stezenia w reakcji i tylko w pozycji U62. Taki wzér cie¢ odpowiada znacznie lepiej
formie wydtuzonej TAR-2, gdzie reszty U27 i U28 ulokowane sg w wewnetrznej petli,
reszta U62 stanowi pojedynczy wybrzuszony nukleotyd, a reszta A63 jest sparowana.
Powyzsze wyjasnienie potwierdza wzér cie¢ indukowanych przez jony PbM* otrzymany
dla reprezentujacego wytacznie wydluzong forme TAR-2, transkryptu TAR-2 A21 (rys. V.14).
Dla TAR-2 Al intensywnos$¢ ciecia reszty U62 jest, tak jak w czasteczce TAR-2 wt,
duzo stabsza niz U27. Chociaz intensywnos¢ ciecia w pozycji U27 transkryptu TAR-2 A21
nie jest az tak wysoka, jak obserwowana dla TAR-2 wt, to nalezy zaznaczy¢,
ze tak jak w przypadku TAR-2 vA jest to miejsce najsilniejszego ciecia indukowanego

w obecnhosci jonow P w calej czgsteczce analizowanego transkryptu.

12






V. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN WEASNYCH

TAR-2 wt TAR-2 A21
Pb" Pb"
c _ LT LT
ue62
u62
Us5 ] e
i uss
u42 S A H
) . u4zn & ai
-
e A39
uss Lo
U35
uz28
u27 u2s
« u27- -
Cc23 A
C23
VC Uy ve us vC uy
A A A
- c-c
G-C TAR-2 wt TAR-2 A21 G G-C
AR 50 A 0 A A
c c cG
c cG
U y
p u-A"N
u u Cc-G
U ~C v U-A
U Xc-G
u
G G n
0 fpb 41n-n-C 40 G
-G-C ~ACU ~G-C
G G-C
G-U
' G ‘G 10 —~ G
< c-G c-G co
u E2 A21
c E2 co
G G-U
Geaue ~ AU
u A-“
/ P /=<
c Gre f U e
G 80 G-Cc
u A-U
s s U A
G-CA e,
U G-C
c A-U
U % G-c
100 c. A-U
CCAGCACUUG 3 CCAGCACUUG G'C*CCAGCACUAJG
q q o aBEUEEUEGqc
¢ 110 U-A c
cG
EL e B El A21
G-Cc
cG 1w
U-G
G-Cc
G-Cc

Rysunek V.14. Analiza struktury drugorzedowej transkryptow o sekwencji TAR-2 wt oraz
TAR-2 A21 metoda cie¢ indukowanych w obecnosci jonow (0,25; 0,5; 1 i 2 mM Pb(OAc)2).
Dolna cze$¢ rysunku przedstawia struktury drugorzedowe TAR-2 wt oraz TAR-2 A21 ze
wskazaniem miejsc cie¢ oraz ich intensywnosci. Linia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat
formamidowy; linia T-trawienie rybonukleaza T1 w warunkach semidenaturujacych. Dla
przejrzystosci schematu pokazano tylko gérng (inng od EIl) czes$¢ struktury konformeru E2 i
E2 A21.
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W przypadku oligorybonukleotyddw o sekwencji izolowanych spinek | i |l
rozgatezionej formy TAR-2, intensywne ciecia indukowane w obecnosci jonéw Pb™
obserwowano w rejonach wybrzuszen obu spinek (rys. V.15). W izolowanej spince |
(35-mer), tak jak w peinej diugosci TAR-2 wt, reszta U27 podlegata bardzo silnemu cieciu
juz przy niskim, zaledwie 0,25 mM stezeniu Pb(OAc)-. Natomiast reszta U28 oraz reszty
od 3' strony wybrzuszenia byly ciete duzo stabiej niz w pelnej dtugosci transkrypcie
TAR-2 wt. W przeciwienstwie do 123-meru TAR-2 wt, w izolowanej spince Il (32-mer)
przy wyzszych stezeniach Pb(OAc):, obserwowano bardzo intensywne ciecie w rejonie

wybrzuszenia i co istotne, cieciu podlegala nie tylko reszta U62, ale takze A63.
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Rysunek V.15. Analiza struktury drugorzedowej transkryptéw o sekwencji izolowanej spinki |
(35-mer) i Il (32-mer) rozgatezionej formy TAR-2 metodg cie¢ indukowanych w obecnosci jonéw
Pb™*(0,25; 0,5; 1 i 2mM Pb(OAc)2). Po prawej stronie kazdego zelu przedstawiono struktury

drugorzedowe odpowiedniej izolowanej spinki ze wskazaniem miejsc cie¢ oraz ich intensywnosci.
Linia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat formamidowy; linia T - trawienie rybonukleazg T1 w
warunkach semidenaturujgcych.

Wystepowanie wydtuzonej formy TAR-2 nie jest jedynym wyjasnieniem duzej réznicy
w intensywnosci cie¢ indukowanych w obecnosci jonéw Pb"™ w rejonach U27U28 i U62A63
transkryptu TAR-2 wt. W przypadku mutantow TAR-2 ustabilizowanych w formie
rozgatezionej, dwunukleotydowe wybrzuszenie U62A63 takze podlega tylko stabemu cieciu
jonami Pb™ (rys. V.16). Wynik uzyskany dla izolowanej spinki Il wskazuje, ze konformacja
wybrzuszenia U62A63 pozwala na jego silne ciecie jonami Pb"". Trzeba jednak pamietac,
ze jest to struktura izolowana, tym samym pozbawiona kontekstu strukturalnego
wnoszonego przez pozostate rejony domeny TAR-2. Zatem, bardzo stabe ciecie
wybrzuszenia U62A63 w petnej dtugosci transkrypcie TAR-2 wt oraz mutantach TAR-2 AC23
i TAR-2 B4 moze wynika¢ z oddziatywan trzeciorzedowych, ktére tak zmieniajg konformacje

wybrzuszenia U62A63, ze przestaje by¢ ono dostepne dla jonéw Pb"*,
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Analiza struktury rejonu U62A63 transkryptow reprezentujacych rozgateziong forme
TAR-2, przeprowadzona z wykorzystaniem jondéw Pb™', nie jest zgodna z wynikami
otrzymanymi z eksperymentéw trawienn enzymatycznych. Wskazywaly one bowiem
jednoznacznie, ze w transkryptach TAR-2 AC23 i TAR-2 B4 reszta U62 podlega znacznie
silniejszemu cieciu enzymatycznemu niz w TAR-2 wt (rys. V.8.). Te dwie metody badawcze
daja jednak poréwnywalny wynik analizy struktury rejonu U27U28 i obie wskazuja,
ze w transkryptach mutantéw reprezentujgcych rozgateziong forme TAR-2, rejon U27U28
(wybrzuszenie pierwszej spinki) podlega stabszemu cieciu niz w przypadku TAR-2 wt.
Zgodnos$¢ nie jest jednak catkowita. Analiza enzymatyczna wskazywata, ze reszty U27U28
sg ciete porownywalnie stabo w obu transkryptach reprezentujgcych rozgateziong forme
TAR-2. Analiza cie¢ indukowanych w obecnhosci jondw Pb™* wskazuje natomiast, ze dla
TAR-2 AC23 ostabienie cie¢ w stosunku do TAR-2 wt jest niewielkie, natomiast w przypadku
TAR-2 B4 jony Pb™" nie indukujg ciecia w rejonie U27U28. Prawdopodobnie rdznice
obserwowane przy uzyciu tych dwéch metod sg spowodowane faktem, ze jony PbM™
sg bardziej wrazliwe na lokalne zmiany struktury niz enzymy. Uzyskane wyniki sugerujg
réwniez, ze zmiany sekwencyjne wprowadzone w zmutowanym transkrypcie TAR-2 B4 majg

znaczny, w tej chwili blizej nieokreslony wptyw na strukture pierwszej spinki.
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W czasteczce TAR-2wt rejony odpowiadajgce trzem petlom apikalnym
rozgatezionego modelu TAR-2 podlegaly tylko stabemu cieciu jonami Pb™ (rys. V.14)
Szczego6towa analiza wynikéw z kilku niezaleznych eksperymentow wskazuje jednak, ze
rejon odpowiadajgcy pierwszej petli (+34 - 39) byt lepiej rozpoznawany przez jony PbM niz
rejon petli drugiej (+68 - 72). Natomiast w transkryptach reprezentujacych rozgateziong
forme TAR-2 nie obserwowano réznicy w intensywnos$ci cie¢ pomiedzy rejonami obu tych
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petli. Typowa dla TAR-2 wt réznica intensywnosci cie¢ indukowanych jonami w rejonach
+34 -39 | +68 -72 zgodna jest z przedstawionymi wczesniej wynikami analizy
enzymatycznej. Prawdopodobnie wynika ona z faktu, ze w wydiuzonych konformerach TAR-
2 reszty +34-39 mogg formowac¢ wybrzuszenia lub bezposrednio z nimi sasiadowad.
Natomiast rejon +68-72 w wydituzonej formie TAR-2 jest sparowany, niezaleznie od tego
czy analizujemy konformer E1 czy E2. Wyjasnienie to znajduje wsparcie w obserwacjach
innych badaczy, ktére wskazujg ze jony Pb™* indukuja silniejsze ciecia czasteczek RNA w

rejonach wybrzuszenh niz w petlach apikalnych (127;243).

Efekt bardzo stabych cie¢ w petlach apikalnych obserwowano réwniez dla
izolowanych spinek | i Il (rys. V.15). Ponadto jony Pb™ rozpoznawaly petle apikalnag
izolowanej spinki | stabiej niz odpowiadajacy jej rejon w petnej ditugosci transkrypcie
TAR-2 wt; poza bardzo stabymi cieciami reszt C34 i U35, pozostate reszty petli nie byly
wecale ciete. Rejon petli apikalnej izolowanej spinki Il, podobnie jak w TAR-2 wt nie podlegat
cieciu jonami Pb™, wyjatek stanowi bardzo silne ciecie reszty U69. Ciecie to bylo typowe
tylko dla izolowanej spinki Il i nie bylo obserwowane dla TAR-2 wt, co moze by¢ zwigzane
z sparowaniem tej reszty w wydtuzonej formie TAR-2.

Mozna by oczekiwac¢, ze wybrzuszenia wystepujgce w wydtuzonych konformerach,
w szczegOlnosci ztozone z pieciu reszt wybrzuszenie konformeru E2, powinny podlegac
silniejszym cieciom niz obserwowane dla TAR-2 wt. Jednak analiza cie¢ indukowanych
jonami Pb™ w transkrypcie TAR-2 A21 wykazala, ze podobnie jak w czasteczce naturalnej,
wiekszos¢ reszt tworzacych wybrzuszenia podlega jedynie stabemu cieciu (rys.V.14),
najprawdopodobniej dlatego, ze sag to reszty G. Podobnie jak dla transkryptu TAR-2 wt,
dla TAR-2 A21 silniejsze ciecia obserwowano jedynie dla reszt A39, U42 | U43,
stanowigcych skrajne reszty piecionukleotydowego wybrzuszenia konformeru E2. Reszta
A39 moze by¢ niesparowana w obu formach TAR-2, natomiast reszty U42 i U43
w rozgatezionej formie TAR-2 znajduja sie w rejonie helikalnym. Pomimo tego indukowane

jonami Pb" ciecie reszt U42 i U43 obserwowano rowniez dla izolowanej spinki |.

Reszta US55, silnie cieta enzymami specyficznymi dla rejonéw jednoniciowych,
podlegata jedynie stabemu cieciu jonami Pb™ w transkrypcie TAR-2wt i TAR-2 A21
(rys. V.14). Obserwacja ta wspiera umiejscowienie reszty U55 w petli apikalnej gtownej
spinki wydtuzonej formy TAR-2, gdyz jest to mata czteronukleotydowa petla i jak wiadomo
takie petle majg czesto uporzadkowang strukture, przez co sg stabo rozpoznawane przez
jony metali (243). Gdyby ciecie enzymatyczne U55 wynikato jedynie z silnego zaburzenia
struktury rejonu helikalnego rozgatezionej formy TAR-2 (87), to taki rejon powinien podlegac

silniejszym cieciom indukowanym przez jony Pb"A,
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1.6.  ANALIZA ODDZIALYWANIA TAR-2 RNA Z JONAMI METALI

Oddziatywania RNA z jedno- i dwuwailo$ciowymi jonami metali odgrywaja wazng funkcje
w zwijaniu i stabilizacji polianionowej struktury RNA oraz w regulacji oddziatywan
makroczasteczkowych w komorce (87;245-247). Aczkolwiek brakuje szczeg6towych danych
strukturalnych, dotyczacych oddziatywan okreslonych domen rejonu liderowego RNA wirusa
HIV-2 z jonami metali, to udowodniono, ze jony Mg™ odgrywajq istotng role w globalnej
rearanzacji strukturalnej liderowego RNA wirusa, z utworzeniem konformeru BMH,
odpowiedzialnego za dimeryzacje genomu (86;89). Jak wykazano w poprzednich rozdziatach
jony MgM" sg takze kluczowe dla stanu réwnowagi pomiedzy globalnymi formami TAR-2 wt.
Moze ona wynika¢ zarbwno ze specyficznego wigzania jonéw metali w strukturze TAR-2
RNA, jak i z niespecyficznych oddziatywan z jonami Mg™* obecnymi w roztworze.

Jak dotychczas brak jest danych dotyczgcych wigzania jonéw metali w strukturze
domeny TAR-2 RNA. Dostepne sa jednak pewne informacje na temat oddzialywania
TAR RNA HIV-1 z jonami metali, pochodzace z badan krystalograficznych modelowego
dupleksu, obejmujacego rejon wybrzuszenia TAR, ale pozbawionego petli apikalne;.
Wskazujg one, ze w krysztale konformacja wybrzuszenia spinki TAR-1 jest stabilizowana
przez trzy jony Ca™ (248). Poniewaz techniki krystalizacji RNA wymagaja stosowania
znacznie wiekszego od fizjologicznego stezenia soli, co moze zmienia¢ warunki wigzania
kationéw, petna charakterystyka miejsc specyficznego wigzania jonéw metali wymaga
uzupetnienia metod krystalograficznych o techniki stuzace do analizy oddziatywan
RNA/jony metali w roztworze, jako w warunkach bardziej zblizonych do naturalnych.
Dane pochodzace z naszej Pracowni dotyczace oddziatywan spinki TAR-1 z jonami metali
w roztworze wskazujg ze rejon tréjnukleotydowego wybrzuszenia UCU jest miejscem
wigzania jonéw Mg™, Ca'" oraz Co(NHz)e” (127).

Wysokie podobienistwo spinki | rozgatezionej formy TAR-2 do TAR-1 moze
sugerowaé, ze rejon wybrzuszenia tej spinki moze takze stanowi¢ potencjalne miejsce
wigzania jonoéw metali. Dlatego w ramach niniejszej pracy postanowitam sprawdzi¢ czy rejon
odpowiadajacy wybrzuszeniu | spinki (reszty U27U28) TAR-2 stanowi miejsce wigzania
jondbw metali, w szczegolnosci jonoéw Mg W tym celu zastosowatam metode ciec
indukowanych jonami Mg"'* oraz eksperymenty inhibicji kompetycyjnej cie¢ indukowanych
jonami Pb™ przez jony Mg™*. W zwigzku ze znacznie wyzszg wartoscig pKa hydratow jonow
magnezowych (242) warunki, w ktérych prowadzono reakcje hydrolizy RNA indukowanej
jonami Mg"" odbiegaly od tych, w ktérych prowadzono ciecie jonami Pb™ - 37°C, pH 8,5
oraz znacznie dluzszy czas reakcji (15 godzin). Eksperymenty inhibicji kompetycyjnej
opierajg sie na wspoéizawodnictwie pomiedzy réznymi jonami, ale wigzgcymi sie do tego

samego miejsca w strukturze RNA, ktorych wigzanie wzajemnie sie wyklucza.
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Reakcja prowadzona jest w warunkach, w ktérych tylko jeden z jonéw (tu jon moze
indukowac ciecia w strukturze RNA. Metode tg stosowano juz wczesniej (249;250), réwniez
w naszej Pracowni do analizy wigzania jonéw metali do spinki TAR-1 RNA (127).

TAR-2 wt TAR-2 A21 Spinka |
Pb™ Pb*+ P+
Mgci. j.. MgCl, MACLL
<tttiitfftifi
......... u27
vy JURRITTHR U271+ %e
MgCl, (mM)
TAR-2 wt TAR-2 A21 Spinka |

Rysunek V.17. Poréwnanie wplywu MgCla (0, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 mM) na ciecie indukowane
jonami Pb™ w pozycji U27 transkryptéw o sekwencji TAR-2 wt, TAR-2 A21 oraz izolowanej spinki |.

Wykres przedstawia ilosciowg analize uzyskanych danych eksperymentalnych.

Indukowane jonami Mg ciecia w pozycjach U27 i U28 byly obserwowane
zarowno dla transkryptu TAR-2 wt jak | TAR-2 A21 (rys. V.18). Jednakze w przypadku
TAR-2 A21 byly one szczegdlnie intensywne, wskazujac na mozliwo$¢ wigzania jonéw Mg
w rejonie wewnetrznej petli, obejmujgcej reszty U27 i U28, struktury wydluzonej TAR-2.
Zostato to potwierdzone silng inhibicjg przez jony Mg'", ciecia indukowanego jonami PbM*
w pozycji U27 TAR-2 A21; przy czym inhibicje tg powodowalo juz bardzo niskie,
zaledwie 1| mM stezenie MgCla (rys. V.17). Dla TAR-2 wt obserwowano jedynie stabg
inhibicje ciecia reszty U27 i to dopiero przy wysokich stezeniach MgCla- Natomiast
w przypadku izolowanej spinki | nie obserwowano najmniejszej nawet inhibicji, a wrecz
odwrotnie, wyrazne wzmocnienie intensywnosci ciecia reszty U27, utrzymujgce sie nawet
przy wysokich stezeniach MgClg. Zakladajac, ze TAR-2 istnieje w dwoch alternatywnych

formach globalnych, a konformacje reszty U27 w jednej z nich odzwierciedla izolowana
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spinka |, w drugiej natomiast mutant TAR-2 A21, wynik eksperymentu inhibicji kompetycyjnej
otrzymany dla transkryptu o sekwencji TAR-2 wt nie stanowi wiekszego zaskoczenia.

Dla transkryptu TAR-2 wt wzér cie¢ indukowanych przez jony Mg, poza stabszym
cieciem rejonu U27U28, jest w zasadzie podobny do wzoru otrzymanego dla TAR-2 A21
(rys.V.18). Pewne, niezbyt jednak intensywne, ciecia obserwowane sg w pozycjach C23,
U35, US55 oraz U62. Nie sa one jednak na tyle silne, aby wskaza¢ ktorg$ z wymienionych
reszt jako miejsce specyficznego wigzania jonéw Mg w strukturze naturalnie

wystepujacego TAR-2 RNA.

W obu powyzszych transkryptach inkubacja przez 15 godzin w temperaturze 37°C
I podwyzszonym pH prowadzi do generowania niespecyficznych cie¢, widocznych
w reakcjach kontrolnych. Ciecia te przypadajg w tych samych pozycjach dla obu
analizowanych czasteczek RNA. Jednak w transkrypcie TAR-2 A21 ciecia w rejonie U27U28
i dla reszty nukleotydowej US55 sg zdecydowanie bardziej intensywne niz w przypadku
TAR-2 wt. Fakt ten przektada sie na wystepowanie silniejszych cie¢ tych reszt w obecnosci
jondbw Mg™. Szczegdlnym zaskoczeniem jest silne niespecyficzne ciecie reszty US55,
umiejscowionej w analizowanym mutancie w malej czteronukleotydowej petli apikalnej.
Co ciekawe, w transkrypcie TAR-2 wt, gdzie reszta ta moze by¢ ulokowana w petli apikalnej
(El i E2) lub, jak sugerowano wczesniej, w rejonie dwuniciowym o silnie zaburzonej

strukturze (87), obserwowane niespecyficzne ciecie U55 jest wyraznie stabsze.

Obserwowane dla TAR-2 wt stabe, ale jednak obecne, ciecia jonami Mg™ reszt
U27U28 i pewien poziom inhibicji ciecia reszty U27 jonami Pb™, wobec rosngcego stezenia
MgCb wskazujg ze rejon U27U28 moze stanowic tylko stabe miejsce wigzania jonéw Mg
w strukturze TAR-2 wt. Jak wynika z analizy izolowanej spinki |, charakterystyczne
dla rozgalezionej struktury TAR-2 dwunukleotydowe wybrzuszenie U27U28, nie stanowi
miejsca wigzania jonéw Mg"*, zatem ta uznawana powszechnie za najbardziej podobng
do TAR-1 struktura ma inne powinowactwo do jonéw Mg™ niz TAR-1. Wyniki otrzymane
dla mutanta TAR-2 A21 wskazujg ze proponowane stabe wigzanie jonédw Mg w rejonie
U27U28 TAR-2 wt zwigzane jest raczej z tworzeniem wydtuzonej formy TAR-2, gdzie reszty
te nie formujg dwunukleotydowego wybrzuszenia, ale umiejscowione sg w wewnetrznej petli
gtdéwnej spinki i to zaréwno w konformerze El jak i E2. Stabe wigzanie jondw Mg** w rejonie
U27U28 TAR-2 wt wskazuje, ze zalezny od stezenia tych jonow stan réwnowagi pomiedzy
rozgateziong i wydtuzong formg TAR-2, moze wynika¢ z wigzania jonow Mg** w zupetnie

innych miejscach domeny TAR-2.
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Rysunek V.18. Ciecia indukowane w obecnosci jonow Mg* (0,25, 0,5,
w transkryptach o sekwencji TAR-2 wt oraz TAR-2 A21. Dolna cze$¢ rysunku przedstawia struktury
drugorzedowe TAR-2 wt oraz TAR-2 A21 ze wskazaniem miejsc cie¢ oraz ich intensywnosci
w badanych czasteczkach. Linia C - reakcja kontrolna; linia L - hydrolizat formamidowy;
linia T - trawienie rybonukleaza Tl w warunkach denaturujgcych. Dla przejrzystosci schematu

pokazano tylko gorna (inng od E1) czes¢ struktury konformeru E2 i E2 A21.
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Poniewaz tréjnukleotydowe wybrzuszenie TAR-1 wigze nie tylko jony Mg"*
ale réwniez Ca" oraz Co(NHs)s" postanowitam sprawdzi¢, jakie jest powinowactwo rejonu
U27U8 TAR-2 wt do wigzania tych jonéw (rys. V.19). Co ciekawe, odwrotnie niz
obserwowano dla TAR-1 (127), jony Ca™ powodowaly silniejsza inhibicje ciecia
indukowanego przez Pb™, niz jony Mg™*. Wiadomo, ze jony Co(NHzs)s"" wigzg sie kilkakrotnie
mocniej do RNA, niz jony Mg™ (251), nie jest zatem zaskoczeniem, ze powodujg one
znacznie silniejsza inhibicje cie¢ indukowanych przez jony Pb™”. Niskie, zaledwie 2 mM
stezenie jondbw Co(NHs)e™ wystarczato do 50% zahamowania intensywnosci ciecia reszty
U27. Niskie stezenia jonéw Co(NHs)s"" powodowaly jednak gwattowny wzrost intensywnosci
ciecia, podobnego efektu nie obserwowano dla spinki TAR-1 RNA (127). Chociaz jony Ca"
oraz Co(NHs)e™ powoduja silniejsza inhibicje ciecia reszty U27 TAR-2 niz jony Mg™* to i tak

wigzanie tych jondw do rejonu U27U28 jest duzo stabsze niz w przypadku TAR-1.

TAR-2 wt
Pb* Pb*
C Cc—
ItvttttNfIf: 0.
140
5NN
r
o™ 80 cc
0.
u27 60
27l 1S 4
9
-S n

10 20 30

Stezenie Uganda (mM)

Rysunek V.19. Poréwnanie wptywu CaCl: (0, 1. 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 mM) oraz Co(NHs)sCls
0, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5 mM) na ciecie indukowane jonami Pb™ w pozycji U27 transkryptu TAR-2 wt.
Wykres przedstawia ilosciowa analize uzyskanych danych eksperymentalnych.
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V.2. ANALIZA ODZIALYWANIA TAR-2 RNA Z WIRUSOWYM BIALKIEM
TAT-2 | LUDZKA CYKLINATI1

Zaproponowanie nowego modelu struktury TAR-2 RNA wigze sie z pytaniem o jego udziat
w funkcjach biologicznych, jakie petni liderowy RNA wirusa HIV-2. Poniewaz TAR-2 RNA
odgrywa kluczowag role w regulacji transkrypcji wirusowych genéw, poprzez oddziatywanie
z frans-aktywujacym biatkiem Tat-2 oraz ludzkg cyklingTl (12;56:75), postanowitam
sprawdzi¢ czy wydtuzone formy TAR-2 moga wigzac biatko Tat-2 oraz kompleks(y) biatek
Tat-2/cyklina Tl. Analize tg opartam o okreslenie zdolnosci r6znych form TAR-2 RNA do
formowania in vitro dwusktadnikowych komplekséw z bialkiem Tat-2 oraz komplekséw
tréjsktadnikowych z Tat-2 i cykling Tl. Dodatkowo, zbadatam roéwniez wigzanie amidu
argininy do analizowanych czgsteczek RNA. Poniewaz zaplanowane eksperymenty
wymagaly rownoczesnej dostepnosci do dwdéch preparatow rekombinantowych biatek
0 wysokiej jakosci oraz o$miu znakowanych izotopowe czasteczek RNA, ich wykonanie byto

mozliwe dzieki nieocenionej pomocy wspotpracujacej ze mnag mgr Katarzyny Purzyckiej.

Nalezy podkresli¢, ze dla kontrastu z elementem TAR wirusa HIV-1, oddziatywanie
TAR RNA HIV-2 z wirusowym bialkiem Tat-2, a tym bardziej z ludzkg cykling T1 poznane
jest bardzo stabo i dostepnych jest niewiele danych dotyczacych tego zagadnienia.
Bardzo czesto upraszcza sie je po prostu do dobrze poznanego oddziatywania
TAR-1/Tat-1 / cyklina T1. Jednak czy stusznie? Nalezy bowiem pamieta¢, ze struktura
domeny TAR jest inna u HIV-1 i HIV-2, a wirusowe biatko Tat-2 stabo wigze TAR-1 i malo
wydajnie aktywuje transkrypcje genéw wirusa HIV-1 (19:138:175:176).

2.1. NADEKSPRESJA | OCZYSZCZANIE BIALEK TAT-2 ORAZ CYKLINY TI

Pomimo zaproponowania w ciggu ostatnich kilkunastu lat licznych protokotéw otrzymywania
i oczyszczania biatek Tat (140:146:252:253) uzyskanie tych biatek w dostatecznej ilosci,
odpowiedniej czystosci oraz zdolnosci do specyficznego wigzania TAR RNA nie jest tatwe.
Swiadczy o tym chociazby fakt, ze rekombinantowe biatka Tat-1 i Tat-2 nie byly dotychczas
obiektami badan strukturalnych i nie jest znana struktura biatek Tat ani w formie wolnej ani
w postaci kompleksu z TAR RNA. Dostepne dane strukturalne dla biatka Tat-1 oparte sg
0 analize polipeptydu otrzymanego droga syntezy chemicznej (142:143). Trudnosci zwigzane
z wydajnym otrzymywaniem i uzyskaniem prawidlowego zwiniecia biatlek Tat hamujg
postep w badaniach strukturalnych ich komplekséw. Problemy te wynikaja z unikalnych
cech budowy biatek Tat wirusow HIV-1 i HIV-2, zawierajg one bowiem na waskim
obszarze obejmujgcym okoto 20 reszt aminokwasowych az pie¢ (Tat-1) lub siedem (Tat-2)
reszt cysteinowych (136). Prowadzi to do tatwego tworzenia nieprawidiowych
wigzan wewnatrz- oraz miedzyczasteczkowych, multimeryzacji biatka oraz generowania

form utlenionych (140:252:253). W rezultacie tych proceséw dochodzi do stosunkowo
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szybkiej utraty aktywnosci przez rekombinantowe biatka Tat.

Zaplanowane w ramach niniejszej pracy eksperymenty formowania kompleksow
TAR-2 RNA z biatkiem Tat-2 oraz z Tat-2 i cykling T1 wymagaly réwnoczesnej dostepnosci
do preparatow biatkowych o odpowiedniej czystosci i aktywnosci danego biatka. W tym celu
dopracowatam stosowany wcze$niej w naszej Pracowni (dr M. Olejniczak) protokot
otrzymywania rekombinantowego biatka Tat-2 oraz na jego podstawie zoptymalizowatam
metode otrzymywania ludzkiej cykliny Tl. Pozwolito mi to na uzyskanie preparatow
biatkowych o wysokiej jakoSci, ktére z powodzeniem zostaly wykorzystane

w eksperymentach kompleksowania z odpowiednimi czasteczkami RNA.

Z uwagi na wczesniejsze doswiadczenia naszej Pracowni zdecydowalam sie na
otrzymywanie rekombinantowego bialka Tat-2 w oparciu o plazmid pGEX-2T
z wklonowanym genem biatka Tat-2 (dzieki uprzejmosci dr E. Wyszko, IChB PAN).
W takim systemie bialko Tat-2 ulega ekspresji jako bialko fuzyjne z S-transferazg
glutationowg (GST), ktorej obecno$¢ pomaga w oczyszczeniu wiasciwego produktu
biatkowego. Nadekpresje biatka Tat-2 prowadzitam w bakteriach E. coli, z tg istotng réznica
ze stosowany wczesniej w naszej Pracowni szczep E. coli BL21(DE3) pLysS zastgpitam
szczepem E. coli BL21 - Codon Plus (DE3)-RIL (Stratagene). Bakterie tego szczepu
zwierajg dodatkowe geny roznych tRNA, w tym tRNA™ co wydaje sie szczegolnie istotne

w przypadku nadekspresji bogatego w arginine biatka Tat-2.

M1 3 4
SS.0ADa?
40.0k0a GST-Tat-2
310k0a -
215 kDa
— Tat-2
144k0a -

Rysunek V.20. Etapy procedury nadekspresji i oczyszczania biatka Tat-2 kontrolowane metodg
elektroforezy w obecnosci SDS. M-marker masy, | - biatka E. coli przed indukcjg IPTG, 2 - biatka E.
coli po indukcji IPTG, 3 - bialka frakcji rozpuszczalnej lizatu bakteryjnego przez wigzaniem
z sefarozg, 4 - bialka frakcji rozpuszczalnej lizatu bakteryjnego po wigzaniu z sefarozg, 5 - biatka
zwigzane na sefarozie po przemyciu ztoza zestawem odpowiednich buforéw, 6 - otrzymany preparat
biatka Tat-2, 7 - preparat biatka Tat-2 z odrebnej izolacji, ukazujgcy powtarzalno$¢ jakosci
uzyskiwanego biatka.

83






V. Oméwienie wynikéw badan whasnych

Otrzymane biatko fuzyjne wigzatam na sefarozie S-glutationowej i poddawatam kolejnym
etapom oczyszczania. Poniewaz w eksperymentach kompleksowania nie chciatam stosowac
fuzyjnego biatka Tat-GST, oczyszczone biatko fuzyjne poddawatam hydrolizie specyficzng
sekwencyjnie proteazag (trombina). Zamiana szczepu bakteryjnego oraz dopracowanie
protokotu izolacji i oczyszczania biatka Tat-2 pozwolito na okoto 200% zwiekszenie iloSci
otrzymywanego biatka, o duzo wiekszej czystosci niz notowaliSmy uprzednio i posiadajacego
wysokg aktywno$¢ w wigzaniu TAR-2 RNA, ktéra utrzymywala sie przez okoto cztery
tygodnie. Bardzo istotny jest rowniez fakt, ze otrzymany preparat biatka Tat-2 nie posiadat
aktywnos$ci rybonukleazowej. Z jednej hodowli bakteryjnej w skali ! litra otrzymywatam okoto
I mg bialka Tat-2, co jest bardzo satysfakcjonujgcym wynikiem w poréwnaniu z danymi
literaturowymi (140:252:253).

Poszczegolne etapy nadekspresji i oczyszczania biatka Tat-2 kontrolowatam metoda
elektroforezy w zelu poliakryloamidowym w obecnos$ci SDS. Otrzymane biatko Tat-2 migruje
na poziomie nieznacznie wyzszym niz oczekiwany, odpowiadajgcym biatkom o masie
okolo 15 kDa, podczas gdy masa biatka Tat-2 wynosi 11,4 kDa. Wynik ten nie stanowi
jednak zaskoczenia, gdyz jest to fakt odnotowany juz wcze$niej w laboratorium
Prof. A. P. Rica’a (Baylor College of Medicine, Houston, Texas) , ktore jest pierwotnym
Zzrédlem stosowanego plazmidu zawierajgcego gen biatka Tat-2 (253). Dodatkowo,
mgr K. Purzycka zbadala otrzymany preparat bialka Tat-2 metoda spektrometrii masowej
MALDI-TOF, ktéra potwierdzita prawidtowg mase oraz homogennos$¢ otrzymanego preparatu
biatka Tat-2.

Cyklina Tl jest ludzkim biatkiem o dlugosci 726 reszt aminokwasowych, jednak idac
Sladem innych laboratoriow, zajmujgcych sie oddziatywaniami cykliny Tl z biatkami Tat
I TAR RNA, zdecydowatam sie wykorzysta¢ w swoich badaniach N-koncowy fragment
cykliny Tl o dtugosci 303 reszt aminokwasowych (131:166). Tworzy on konieczng i zarazem
wystarczajgcg domene dla oddziatywania z biatkami Tat i kinazg CDK-9, a tym samym
dla frans-aktywacji genéw HIV (147:166). Dla ufatwienia w dalszej czesci N-koncowg
domene cykliny T1 nazywam po prostu cykling T1. Ludzkg cykling T1 otrzymatam tg samg
metodg ktérg opracowatam wczesniej dla otrzymywania biatka Tat-2. Istniejg rowniez inne
wydajne metody otrzymywania cykliny Tl np. z ekstraktéw Hela (254), czy w systemach
translacji in vitro (149). Kierowatam sie jednak posiadanym juz doswiadczeniem
w otrzymywaniu biatek fuzyjnych z GST w systemie E. coli. Metoda otrzymywania cykliny Tl
jako biatka fuzyjnego z GST jest z powodzeniem wykorzystywana przez inne grupy
badawcze (131:166:253). Plazmid GST-hCycTl 303 kodujacy sekwencje N-koncowego
fragmentu ludzkiej cykliny TI w postaci fuzji z genem GST otrzymano dzieki uprzejmosci

Prof. Katherine A. Jones z Salk Institute for Biological Studies (La Jolla, Kalifornia).
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W ramach  prowadzonych dosSwiadczen  przetestowatam  nadekpresje  biatka,
odpowiadajgcego N-koncowemu fragmentowi ludzkiej cykliny T1, w roéznych szczepach
bakteryjnych. Ostatecznie wykorzystatam jednak ten sam szczep (E. coli BL21 - Codon Plus
(DE3) - RIL), ktory stosowatam dla otrzymania biatka Tat-2, gdyz pozwalat on na otrzymanie
najwiekszej ilosci biatka o odpowiedniej jakosci.

M 1 3 4 5 6 7 8
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*
55.0 kOem” , )

GST-cyklina T1
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Rysunek V.21. Etapy procedury nadekspresji i oczyszczania ludzkiej cykliny T1 kontrolowane
metoda elektroforezy w obecnosci SDS. M-marker masy, 1 - biatka E. coli przed indukcjg IPTG, 2 -
bialka E. coli po indukcji IPTG, 3 - biatka frakcji nierozpuszczalnej lizatu bakteryjnego, 4 - biatka
frakcji rozpuszczalnej lizatu bakteryjnego przez wigzaniem z sefarozg, 5-biatka frakcji
rozpuszczalnej lizatu bakteryjnego po wigzaniu z sefarozg, 6 - otrzymany preparat ludzkiej
cykliny T1, 7, 8 - kolejne elucje otrzymanego biatka ze ztoza.

W odréznieniu od biatka Tat-2 w przypadku cykliny Tl nie obserwowatam znaczacej
utraty aktywno$ci przy dluzszym przechowywaniu uzyskanego preparatu biatkowego.
Otrzymany preparat cykliny T1 byt za to mniej homogenny i zawierat pewng ilo§¢ GST.
Nie stanowi to jednak wiekszego problemu gdyz udowodniono eksperymentalnie, ze GST
nie oddziatuje ani z TAR-2, ani z TAR-1 RNA i nie wplywa na oddziatlywanie z biatkami Tat

(176). Fakt ten potwierdza rowniez, powszechne stosowanie w eksperymentach
kompleksowania biatek fuzyjnych GST-Tat oraz GST-cyklina Tl (131;147;166:180).

Szczegobly wypracowanych protokotéw otrzymywania rekombinantowych biatek Tat-2
i cykliny Tl przedstawitam ponizej w rozdziale VI. MATERIALY | METODY.

2.2.  ANALIZA ODZIALYWANIA TAR-2 RNA Z WIRUSOWYM BIALKIEM TAT-2

Do analizy oddziatywania TAR-2 RNA z wirusowym biatkiem Tat-2 in vitro stosowatam
metode opo6znionej migracji kompleksow na zelach natywnych - EMSA (ang. electrophoretic
mobility shift assay). Elektroforezy prowadzono w niskiej, $cisle kontrolowanej temperaturze
zelu, wynoszacej 4°C. W ramach prowadzonych eksperymentow zbadano zdolnosé
do formowania kompleksow z rekombinantowym biatkiem Tat-2 dla transkryptu o sekwenciji
naturalnie wystepujgcej domeny TAR-2 (TAR-2wt) oraz transkryptébw mutantow
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reprezentujacych wydtuzong (TAR-2 A21) lub rozgateziong forme TAR-2 (TAR-2 AC23
I TAR-2 B4). Oprocz analizy petnej diugosci TAR-2 wt i jego mutantdw, zbadano wigzanie
biatka Tat-2 do oligomeréw o sekwencji kazdej z trzech spinek rozgatezionej formy TAR-2
(izolowane spinki I, 1l i Ill) oraz do spinki TAR-1 RNA.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze otrzymane, rekombinantowe biatko
Tat-2 z wysokim powinowactwem wigze transkrypt TAR-2 wt (rys. V.22). Przy niskim
stezeniu biatka widocznych byto kilka, niezbyt intensywnych komplekséw. Zwiekszenie
stezenia biatka Tat-2 powodowato ich zanik, a w zamian pojawialo sie wolniej migrujgce,
intensywne pasmo kompleksu lub komplekséw RNA z Tat-2. Obserwowany przeze mnie
charakterystyczny wzér formowania kompleksow z biatkiem Tat-2 jest typowy dla TAR-2 wt
I byt prezentowany juz wczes$niej w innych pracach badawczych (87;131 ;176).

Najistotniejszym wynikiem tego fragmentu badan wydaje sie by¢ udowodnienie,
ze wydtuzona forma TAR-2 RNA zdolna jest do formowania kompleksow z biatkiem Tat-2
in vitro (rys. V.22). Analiza przeprowadzona dla transkryptu TAR-2 A21 wykazala,
ze wprowadzenie do sekwencji TAR-2 mutacji G21A, uniemozliwiajgcej formowanie
rozgatezionej struktury tréjspinkowej, nie ogranicza zdolnosSci wigzania bialka Tat-2.
A co wiecej, mutant TAR-2 A21 wigze bialko Tat-2 z wydajnoscia zgodng a nawet
nieznacznie wyzsza niz TAR-2wt (rys. V.23). Obserwowany dla TAR-2 A21 wzo6r
formowania komplekséw jest uderzajgco podobny do wzoru typowego dla TAR-2 wt.
Formowanie silnych komplekséw z biatkiem Tat-2 przez wydtuzong forme TAR-2, ktéra nie
posiada w swojej strukturze dwunukleotydowych wybrzuszen wskazuje, ze inne motywy
strukturalne, niz tego typu wybrzuszenia, mogg byé rozwazane jako potencjalne miejsca
wigzania biatka Tat-2 (255).

TAR-2 wt TAR-2 A21 TAR-2 AC23 TAR-2 B4
Tat-2 Tat-2 Tat-2 Tat-2
kompleksy H I kompleksy
e B RNA/Tat-2 RNArrat-2
5 —
RNA 1 - iccll RNA
0O 25 5 102550 0 25 5 10 25 50 Tat-2 (ng) 0 25 5 102550 0 25 5 10 25 50 Tat-2 (ng)

Rysunek V.22. Analiza procesu formowania oraz obraz migracji komplekséw z wirusowym biatkiem
Tat-2 dla transkryptéw o sekwencji TAR-2 wt oraz TAR-2 A21, TAR-2 AC23 i TAR-2 B4. Wszystkie
proby zawieraly stalg iloS¢ RNA (znakowanego na 5' koncu), wobec rosngcego stezenia
biatkaTat-2, ktére podano ponizej odpowiednich linii.
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Cenne spostrzezenia wniosta analiza wigzania biatka Tat-2 do transkryptow
mutantow reprezentujgcych wytgcznie rozgateziong forme TAR-2 (rys. V.22). Podczas gdy
mutant TAR-2 AC23 wigzat bialko Tat-2 z podobnym powinowactwem jak TAR-2 wt
i TAR-2 A21, to w przypadku drugiego mutanta TAR-2 B4 obserwowatam znaczgco stabsze
oddziatywanie z biatkiem Tat-2 (rys. V.23). Zatem stabilizacja rozgalezionej formy TAR-2
poprzez usuniecie pojedynczej wybrzuszonej reszty C23 nie miata wplywu na wigzanie
biatka Tat-2, a stabilizacja poprzez wprowadzenie zmian w sekwencji rejonu helikalnego
upos$ledzata zdolno$¢ wigzania Tat-2. Powyzszy przykliad wskazuje jak duzg ostroznosé
nalezy zachowaé przy wprowadzaniu zbyt licznych zmian (tu zamiana czterech reszt
nukleotydowych) do naturalnie wystepujgcych sekwencji RNA i to nawet w rejonach
helikalnych, ktére nie sga uznawane za kluczowe dla analizowanego oddziatywania.
Jednoczes$nie wynik ten, potwierdza stuszno$¢ naszej poczatkowej decyzji o rezygnacji
z analizy mutantow TAR-2 stabilizowanych w formie rozgatezionej przez liczne mutacje
(rozdziat V.1.2).

TAR-2 wt TAR-2 A21 TAR-2 AC23 TAR-2 B4

Spinka | - Spinka Il

Rysunek V.23. Poréwnanie poziomu zdolnosci wigzania biatka Tat-2 dla transkryptéw o sekwencji
TAR-2 wt, TAR-2 A21, TAR-2 AC23 i TAR-2 B4 oraz oligorybonukleotydéw o sekwencji izolowanych
spinek | i Il rozgatezionej formy TAR-2.

Wszystkie opisane dotychczas w literaturze rozwazania dotyczace oddziatywania
biatka Tat-2 z TAR-2 RNA prowadzono w $wietle rozgatezionej, tréjspinkowej formy TAR-2.
Przy czym spinka | uwazana jest powszechnie za kluczowg dla frans-aktywacji,
a tym samym wigzania biatka Tat-2, natomiast rola spinki Il nie jest do konca jasna.
Nie wiadomo roéwniez czy spinki te dziatajg jako dwa niezalezne motywy, czy tez sekwencja
obu spinek jest niezbedna do efektywnego wigzania biatka Tat-2 (19;175:177;178).
W celu sprawdzenia czy spinki | i Il rozgatezionej formy TAR-2 stanowig dwa funkcjonalnie
niezalezne elementy przeprowadzitam eksperymenty kompleksowania z biatkiem Tat-2

oligomeréw o sekwencji izolowanej spinki | (+18-52) i izolowanej spinki II (+54-85).
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Takie izolowane spinki wydaja sie stuzy¢ jako dobre modele pojedynczego miejsca wigzania
dla biatka Tat-2. Dodatkowo postanowitam zbadaé czy wspdlna dla obu globalnych form
TAR-2 mafa spinka od 3' strony, nazwana izolowang spinkg Il (+93 - 113), nie oddziatuje
z biatkiem Tat-2.

spinka | Spinka |l Spinka I
TatZ_. T@tZ- Tal-2

7= ~kompleksy
= << M ilRNA/Tal-2

- -RNA

SNA - = = T RNA

10 25 50 Tal-2 (ng) 0 25 5 10 25 50 Tal-2(ng)
TAR-1
Tatz

kompleksy
RNA/Tat-2

— RNA

RNA

0 25 5 10 25 50 Tal-2(ng)

Rysunek V.24. Analiza procesu formowania oraz obraz migracji komplekséw z wirusowym biatkiem
Tat-2 dla oligorybonukleotydow o sekwencji izolowanych spinek I, Il i Il rozgatezionej formy TAR-2
oraz o sekwencji TAR-1. Wszystkie préby zawieraly statg ilos¢ RNA (znakowanego na 5' koncu),
wobec rosnacego stezenia biatka Tat-2, ktére podano ponizej odpowiednich linii.

Wyniki kompleksowania izolowanych spinek z biatkkiem Tat-2 byly bardzo
zaskakujace, okazato sie bowiem, ze izolowane spinki wigzg biatko Tat-2 nieporéwnywalnie
stabiej niz petnej dlugosci TAR-2wt oraz TAR-2 A21 | TAR-2 AC23 (rys. V.24).
Co wiecej, dla izolowanej spinki Il, uwazanej za mniej istotng dla frans-aktywacji (87;175),
obserwowatam formowanie silniejszych komplekséw z biatkiem Tat-2 niz dla spinki |.
Zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami (19;176), izolowana spinka lll nie ma zdolnosci
wigzania biatka Tat-2. Stabe wigzanie Tat-2 przez izolowane spinki | i Il bytlo porownywalne
z wynikiem kompleksowania biatka Tat-2 z 29-merem TAR-1 RNA. Wiekszo$¢ danych
literaturowych pokazuje, ze tak jak w naszym przypadku biatko Tat-2 wigze TAR-1,
nieporéwnywalnie stabiej niz TAR-2 (17;19;175).

Przeprowadzone eksperymenty wskazujg ze reszty nukleotydowe obejmujgce rejon

obu spinek (I i Il) rozgatezionej formy TAR-2 sg konieczne do wydajnego formowania
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komplekséw z bialkiem Tat-2. Biorgc pod uwage rozgateziong forme TAR-2 mozna
powiedzie¢, ze do wigzania biatka Tat-2 niezbedne sag dwie spinki (I i Il). Spinki te nie sg
funkcjonalnie niezaleznymi elementami, gdyz kazda z nich osobno bardzo stabo oddziatuje
z biatkiem Tat-2. W Swietle faktu, ze wydtuzona forma TAR-2 (TAR-2 A21) wykazuje wysokie
powinowactwo do wigzania biatka Tat-2, by¢ moze istotna rola catej sekwencji +18-85

(rejon obu spinek) wynika z formowana przez nig gtéwnej spinki wydtuzonej formy TAR-2.

Sugeruje sie, ze obserwowana na zelach retardacyjnych obecnos¢ wiecej niz jednego
kompleksu TAR-2 wt z Tat-2, wynika z formowania przynajmniej dwéch miejsc wigzania
dla biatka Tat-2 w strukturze TAR-2 RNA. Wykazano, ze usuniecie jednego z wybrzuszenh
upraszcza obserwowany na zelu wzor formowania kompleksow TAR-2/Tat-2 (87;176).
Jednak w przeprowadzonych przeze mnie eksperymentach obserwowatam przynajmniej dwa
kompleksy takze podczas wigzania bialkka Tat-2 do izolowanych spinek | i Il oraz
TAR-1 RNA, a jak wiadomo kazda z tych czgsteczek posiada tylko jedno miejsce
potencjalnego oddziatywania z biatkiem Tat-2 (87;138;175;177). Zatem iloS¢ potencjalnych
miejsc wigzania biatka nie przektada sie, w prosty sposob na ilos¢ obserwowanych na zelu
komplekséw. Poniewaz nie do korica wiadomo czy biatko Tat-2 oddziatuje z TAR-2 RNA jako
monomer czy jako multimetr, a moze i jedno i drugie, to obecnos¢ wiecej niz jednego
kompleksu dla TAR-2 wt, jego mutantow, izolowanych spinek | i Il oraz TAR-1 moze wynikac
z tego wiasnie faktu. Poza tym nie mozna wykluczy¢, ze chociaz otrzymany preparat biatka
Tat-2 wydaje sie by¢ homogenny, to moze on ulega¢ czesciowej degradacji (np. utlenieniu)
i analizowane czgsteczki RNA oddziatujg zaréwno z prawidtowym biatkiem Tat-2, jak i jego

mniej aktywnymi formami.

2.3. ANALIZA ODZIALYWANIA TAR-2 RNA Z WIRUSOWYM BIALKIEM TAT-2
| LUDZKA CYKLINATI

Pomimo, ze badania oddziatywania TAR RNA z bialkiem Tat wnoszg wiele cennych
informaciji, petne poznanie oddziatywania in vitro JAR z biatkami istotnymi dla frans-aktywaciji
wymaga analizy formowania kompleksow trojsktadnikowych TAR/Tat/cyklina TI.
Wynika to z kilku faktéw. Po pierwsze, najprawdopodobniej in vivo u obu wiruséw HIV biatko
Tat oddzialue z TAR RNA dopiero po uformowaniu kompleksu Tat/ cyklina Tl
(12;13;166:180). Po drugie, zaréwno u HIV-1 jak i H1V-2 wykazano, ze sekwencje TAR RNA
istotne dla oddziatywania z biatkiem Tat in vitro, nie sg do konca zgodne z tymi, ktore
wymagane sg dla efektywnej frans-aktywacji in vivo. Natomiast sekwencje TAR istotne
dla oddziatywania in vitro z kompleksem Tat/cyklina Tl sa takie same jak te, ktore
wymagane sg do efektywnej trans-aktywacji (131 ;147;180). Po trzecie, w przypadku wirusa
HIV-1 udowodniono, ze oddziatywanie cykliny Tl z biatkiem Tat-1 zmienia w istotny sposéb

jego konformacje i biatko Tat-1 w kompleksie z cykling Tl oddziatluje nie tylko z rejonem
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wybrzuszenia spinki TAR-1, ale takze z jej petlg apikalng (181 ;182).

Niewiele wiadomo na temat aspektow strukturalnych oddzialywania TAR-2
z kompleksem Tat/cyklina Tl. Na podstawie analizy mutantdw TAR-2 ustalono jedynie,
ze dla oddziatywania z tym kompleksem istotne sg rejony wybrzuszen i petli apikalnych
dwoch pierwszych spinek TAR-2 (wedlug akceptowanej dotychczas formy rozgatezionej).
Mutacje w wybrzuszeniach hamowaly oddziatywanie z biatkiem Tat-2 oraz z kompleksem
Tat-2/cyklina Tl. Natomiast mutacje w petlach apikalnych silnie zaburzaty oddziatywanie
TAR-2 z kompleksem Tat-2 / cyklina T1, za to nie miaty wptywu na oddziatywanie z biatkiem
Tat-2 (131).

Analize oddziatywania in vitro TAR-2 RNA z wirusowym biatkiem Tat-2 i N-koncowag
domena ludzkiej cykliny Tl (nazywang cykling T1) przeprowadzitam w oparciu o metode
EMSA (ang. electrophoretic mobility shift assay). Elektroforezy prowadzono w niskiej, Scisle
kontrolowanej temperaturze zelu (4°C). Zdolnos¢ do formowania tréjskladnikowych
kompleksow RNA/ Tat-2 / cyklina przebadano dla TAR-2 wt i wszystkich analizowanych
w ramach pracy mutantow TAR-2, a takze dla oligorybonukleotydow o sekwencji
izolowanych spinek | i Il. W standardowo opisywanych procedurach formowania komplekséw
TAR / Tat-2 / cyklina T! do buforu, w ktérym prowadzi sie asocjacje dodawane sgjony Zn™
lub Mg™ (131;147;166;184) Przeprowadzitam testowe eksperymenty majace na celu
zbadanie wptywu kazdego z tych jondw na proces asocjacji. W obecnosci jondw Zn™" silny
kompleks TAR/Tat-2 / cyklina TI byt obserwowany przy nizszym stezeniu cykliny Tl
(rys. V.25). W zwigzku z tym zdecydowatam sie na stosowanie buforu zawierajgcego ZnCla.
Wazny byt dla mnie réwniez fakt, ze juz dawno wykazano istotne znaczenie jonéw zZn\**

w oddziatywaniach bialek Tat z cykling Tl (147).

TAR-2 wt

ZnCl, MgCl,

cyklina T! cyklina T1

kompleksy
) 9 RNA/Tal-2/cyklmaTl

kompleksy
RNArTal-2

RNA

5 5 5 5 5 Tat-2 (ng)
10 - 5 10 cyklinaTt (ng)

Rysunek V.25. Poréwnanie komplekséw TAR-2 wt/ Tat-2 / cyklina Tl formowanych w buforach
zawierajacych ZnCb lub MgClz. Wszystkie proby zawieraty statg ilos¢ RNA (znakowanego ““P

na 5' koncu). 1lo$¢ biatka Tat-2 i cykliny T1 podano ponizej obrazu zelu.
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Ponadto  przetestowatam dwie alternatywne metody formowania komplekséw
TAR/Tat/cyklina. W jednej z nich najpierw tworzony jest kompleks Tat/cyklinaTt,
a dopiero potem dodawany jest odpowiedni RNA. W drugiej metodzie przeprowadza sie
jednoczesng asocjacje analizowanego RNA z obydwoma biatkami. Poniewaz w przypadku
obu metod otrzymywatam takie same wyniki, zdecydowatam sie na stosowanie drugiej
metody. W odroznieniu od oddziatywania TAR-1 / Tat-1, biatko Tat-2 in vitro wigze TAR-2
silnie nawet bez udziatu cykliny Tl i obecno$¢ silnych plam komplekséw z Tat-2 utrudnia

ich odroznienie od kompleksow RNA/Tat/cyklina Tl. W zwigzku z tym eksperymenty

kompleksowania wymagaty stosowania matej ilosci biatka Tat-2.

TAR-2 wt TAR-2 A21
cyklina Tl cyklina T1 .
kompleksy
kompleksy .
u RNA/Tat-2/cyklinaT1 RNA/Tat-2/cyklinaTl
2S¢ o
kompleksy
kompleksy RNA/Tat-2
RNA/Tat-2
/\ -RNA
AQ44~q |,
5 5 5 5 Tal2(ng) 5 5 5 Tat2(ng)
5 - 25 5 10 cyklinaTt (ng) 25 5 10 cyklinaTt (ng)
TAR-2 AC23 TAR-2 B4
cyklina TI cyklina Tl
kompleksy 1“| kompleksy
RNA/Tat-2/cyklinaT 1 I I RNA/Tat-2/cyklinaT1
kompleksy
kompleksy RNA/Tat-2
RNAnRN-al-2
|-
. L) » »
I I I I I RNA I U M + RNA
5 5 5 5 Tat-2 (ng) - 5 5 5 5 Tat-2 (ng)

5 - 25 5 10

cyklinaTt (ng)

5 - 25 5 10 cyklinaTt (ng)

Rysunek V.26. Analiza procesu formowania oraz obraz migracji komplekséw z wirusowym biatkiem
Tat-2 i ludzkg cykling T1 dla transkryptow o sekwencji TAR-2 wt oraz TAR-2 A21, TAR-2 AC23

i TAR-2 B4. Wszystkie proby zawieraly statg ilos¢ RNA (znakowanego

Tat-2 oraz cykliny Tl podano ponizej obrazéw zeli.

na 5' koncu), ilo$¢ biatka
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W przeprowadzonych eksperymentach silny kompleks RNA/Tat/cyklinaTt
obserwowany byt nie tylko dla TAR-2wt, ale i dla wszystkich jego mutantéw
i to nawet w przypadku stabo wigzgcego biatko Tat-2 mutanta TAR-2 B4 (rys.V.26).
Zatem obie globalne formy TAR-2, nie tylko wigzg bialko Tat-2, ale takze zdolne sg
do specyficznego oddziatywania z kompleksem Tat-2 / cyklina T1. Natomiast cyklinaTt
bez udzialu biatka Tat-2 nie tworzyta komplekséw z zadng z analizowanych czgsteczek RNA.
Przeprowadzone analizy wskazujg zgodnie z wcze$niejszymi danymi literaturowymi
(131;181;182;197), ze cyklinaTt wyraznie wzmacnia oddzialywanie TAR-2 RNA
z bialkiem Tat, ponadto jesli cyklina Tl bezpos$rednio oddziatuje z ktéryms z rejonéw TAR-2

RNA to nastepuje to dopiero po uformowaniu kompleksu Tat-2 / cyklina T1.

Izolowane spinki | (35-mer) i Il (32-mer) rozgatezionej formy TAR-2 wigzg kompleksy
Tat-2 / cyklina Tl nieporéwnywalnie stabiej niz petnej diugosci TAR-2 wt oraz jego mutanty
(rys. V.27). Przy czym analogicznie jak w przypadku asocjacji izolowanych spinek z biatkiem
Tat-2, spinka |l silniej oddziatuje z kompleksem Tat-2/cyklina Tl. Do wydajnego
oddziatywania z analizowanymi biatkami konieczny jest wiec rejon obejmujgcy sekwencje
obu spinek (+18-85). Poniewaz obie globalne formy TAR-2 zdolne sg do efektywnego
oddziatywania z  kompleksem  Tat-2 / cyklina TI, uzyskane  wyniki  wskazujg
ze w rozgatezionej formie TAR-2 do wydajnego formowania komplekséw niezbedna jest
obecnos¢ dwobch spinek (I i II). Natomiast, w wydtuzonej formie TAR-2 istotna rola
catej sekwencji +18-85 wynika najprawdopodobniej z formowana przez nig gtdwnej spinki

wydtuzonej formy TAR-2.

Spinka I
cyklina TI
I:|kompleksy
o e RNA/Tal-2/cyklinaT1
kompleksy
RNA/Tat-2
#-----< _RNA
5 5 5 5| . - 5 5 5 5 Tat2(ng)
5 - 25 5 loL. 5 - 25 5 10j cyklinaTl (ng)

Rysunek V.27. Analiza procesu formowania oraz obraz migracji komplekséw z wirusowym
biatkiem Tat-2 i ludzkg cykling Tl dla transkryptéw o sekwencji izolowanej spinek | i Il Wszystkie
proby zawieraly statg ilos¢ RNA (znakowanego na 5' koncu). llo$¢ biatka Tat-2 oraz cykliny Tl
podano ponizej obrazu zelu.
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W rozgalezionej formie TAR-2 jako miejsca kluczowe dla oddziatywania z samym
biatkiem Tat-2 oraz w kompleksie cyklingTl wskazywane sa dwunukleotydowe
wybrzuszenia dwoch pierwszych spinek. Proponuje sie, ze po zwigzaniu kompleksu
Tat/cyklina Tl do wybrzuszenia danej spinki kazde z bialek oddziatuje dodatkowo
z rejonem jej petli apikalnej (131). Zakladajac, ze reszty nukleotydowe tych motywow
strukturalnych, sa faktycznie kluczowe dla analizowanych oddziatywan, to w wydtuzonej
formie TAR-2 niesparowane, a tym samym dostepne dla oddziatywan z biatkami, sg tylko
rejony odpowiadajgce wybrzuszeniu i petli apikalnej spinki pierwszej. Wynik otrzymany
dla mutanta TAR-2 A21 ustabilizowanego w formie wydluzonej sugeruje, ze struktura
motywéw RNA, z ktérymi oddziatuje analizowany kompleks moze byé takze inna.
Najprawdopodobniej w wydtuzonej formie TAR-2 biatkko Tat-2 samo lub w kompleksie
z cykling Tl wigze sie najpierw do wewnetrznej petli obejmujacej reszty U27U28,
a nastepnie oba biatka kompleksu oddziatujg z charakteryzujgcym sie duzag dynamikg
strukturalng rejonem bogatym w reszty G, odpowiadajacym petli apikalnej | spinki formy

rozgatezione.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze ostateczne rozstrzygniecie, ktéra z form TAR-2
odgrywa kluczowg role w procesie frans-aktywacji wymaga jednak potwierdzenia
w eksperymentach in vivo. Nie bez znaczenia jest tez fakt, ze wirus HIV-1 replikuje
efektywnie z jedna tylko spinkg TAR, czemu wiec miatoby stuzy¢ zduplikowanie tej struktury

u wirusa HIV-2?

2.4. ANALIZA WIAZANIA AMIDU ARGININY DO TAR-2 RNA

Kluczowa dla oddzialywania TAR RNA z bialkiem Tat jest pojedyncza reszta argininy
w rejonie zasadowym bialka Tat, a zwigzanie czgsteczki amidu argininy do TAR-1 RNA
wywotuje takg samag rearanzacje strukturalng jak zwigzanie biatka Tat-1 (171;174:256).
Z tego powodu oddziatywanie TAR/Tat jest czesto upraszczane do oddziatywania
TAR/amid argininy. Szczegdlnie czesto podejscie to jest wykorzystywane w badaniach
NMR, znana jest na przykiad ustalona metodami NMR struktura TAR-1 RNA z amidem
argininy (126;256;257) oraz chimerycznej struktury TAR-1 z spinkg | TAR-2 (132-134).
Oddziatywanie RNA z amidem argininy mozna réwniez analizowa¢ wykorzystujgc techniki
biochemiczne, na przyktad metode cie¢ indukowanych w obecnosci jonow Pb"™ (127).
Zwigzanie  amidu  argininy wplywa na intensywno$¢  ciec, indukowanych
w analizowanej czgsteczce RNA. W badaniach prowadzonych w naszej Pracowni wykazano,
ze zwigzanie amidu argininy do TAR-1 RNA, powoduje inhibicje specyficznych cie¢ jonami
Pb™ w rejonie trojnukleotydowego wybrzuszenia UCU, uznawanego za miejsce wigzania
biatka Tat (127).
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W ramach niniejszej pracy analizowalam oddzialywanie amidu argininy
z transkryptem o sekwencji naturalnie wystepujgcego 123-meru TAR-2, jego mutanta
TAR-2A21, jak réwniez oligorybonukleotydow, reprezentujgcych izolowang | lub Il spinke
rozgatezionej formy TAR-2. W tym celu zbadatam wptyw amidu argininy na intensywnos¢
specyficznych cie¢ RNA indukowanych w obecnosci jondw Pbh"". Wszystkie eksperymenty
zostaly przeprowadzone przy stalym 2 mM stezeniu Pb(OAc):, wobec wzrastajgcego
stezenia amidu argininy. Jako czgsteczke referencyjng wykorzystatam transkrypt 60-meru
0 sekwencji domeny poli(A) (+125-185), poniewaz ten fragment rejonu liderowego
nie oddzialuje z bogatym w arginine bialkiem Tat-2. Przeprowadzone eksperymenty
(rys. V.28) potwierdzity, ze izolowana domena poli(A) RNA, nie tworzy in vitro zadnych
kompleksow z biatkiem Tat-2. Analogicznie, wzrastajgce stezenie amidu argininy nie miato

wptywu na ciecie indukowane jonami Pb™ w transkrypcie poli(A).

poli(A)
poli(A) Pb"
latz _AfIN- | €l

{:t

RNA-

25 5 10 25 50 Tal-2(ng)

Rysunek V.28. Analiza procesu formowania kompleksow z wirusowym biatkiem Tat-2 przez
transkrypt o sekwencji domeny poli(A) — panel lewy. Wszystkie préby zawieraly statg ilos¢ RNA
wobec roshgcego stezenia biatka Tat-2. Panel prawy - wplyw amidu argininy (0, 1. 2, 5, 10, 20, 30,
40, 50 mM) na ciecia indukowane jonami Pb™* (2 mM Pb(OAc)2) w transkrypcie poli(A).

W tréjspinkowej strukturze TAR-2 za miejsca wigzania biatka Tat-2 uznawane sg
dwunukleotydowe wybrzuszenia U27U28 i U62U63 spinek | i I, odpowiednio (87;131).
W przypadku 123-meru TAR-2 wt wzrastajgce stezenie amidu argininy powodowato silng
inhibicje ciecia jonami Pb™* reszty U27 (wybrzuszenie spinki 1), natomiast ciecie reszty U62
(wybrzuszenie spinki Il) nie podlega inhibicji, a wrecz odwrotnie silnemu wzmochieniu
(rys. V.30). Zupetnie przeciwstawny efekt obserwowany dla dwéch wybrzuszen, z ktorych
kazde stanowi potencjalne miejsce wigzania biatkka Tat-2 jest bardzo zaskakujacy.
Tym bardziej, ze kazde z nich zawiera charakterystyczny uktad reszt nukleotydowych
(rys. V.29) uznawanych, na podstawie badan NMR, za motyw wigzacy amid argininy
w strukturze TAR-1 oraz w spince bedgcej chimerg TAR-1 ze spinkg pierwszg TAR-2 - patrz
opisana ponizej spinka W (132;133;174,;257).
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Rysunek V.29. Potencjalne miejsca wigzania amidu argininy w strukturze TAR-2 wt. izolowanych
spinek liii oraz w spince W. Kluczowe reszty nukleotydowe motywu wigzgcego oznaczono kolorem
zielonym. Dla TAR-2 wt pokazano potencjalne miejsca wigzania amidu argininy w strukturze obu form
globalnych, rozgalezionej (B) i wydtuzonej (konformery E1 i E2).

Rozpatrujac rozgateziong (B) strukture TAR-2 mozna zaproponowac przynajmniej
dwa wyjasnienia otrzymanego wyniku. Po pierwsze, by¢ moze tylko pierwsze wybrzuszenie
stanowi miejsce wigzania amidu argininy, a tym samym biatka Tat, po drugie zwigzanie
amidu argininy wywotuje zupetnie inng rearanzacje strukturalng w kazdym z wybrzuszen.
Analizujgc powyzszy wynik w Swietle budowy wydtuzonych konformeréw (E1 i E2) TAR-2
RNA nalezy podkresli¢, ze reszty nukleotydowe U27U28 | U62A62 usytuowane sa
w odmiennych motywach strukturalnych. Tylko jeden z tych motywow zawiera uklad reszt
nukleotydowych uwazanych za motyw wigzgcy amid argininy i tworzg go niesparowana
reszta U27, usytuowana w wewnetrznej petli oraz sgsiadujgce z nig bezposrednio pary
zasad G29 - C77 i A30 - U76 (rys. V.29). Cho¢ struktura tego motywu nie jest doktadnie taka
sama jak w przypadku TAR-1 czy spinki W (wewnetrzna petla zamiast wybrzuszenia),
to wyniki otrzymane z analizy zmutowanego transkryptu TAR-2 A21 potwierdzity, ze tego
typu motyw strukturalny moze stanowi¢ miejsce wigzania amidu argininy - rosngce stezenie

amidu argininy powodowato silng inhibicje ciecia reszty U27 (rys. V.30).

95






V, OMOWIENIE WYNIKOW BADAN WLASNYCH

Rz TAR2 A2l Spinka | Spinka W Spinka Il
Pb" b oo . .
ArgN Lj __ArgN T ArgN Ti _ ArgN TL __ArgN LT
—FIFIIWTW (. )>.........-{
ue2r ue2r,
U27»Ff U
UB2M»*»» 1
U27kH«*< U27»>||«i.
d- 250
E
10 200 % -
¢ LA
150 ~
100
W o
‘i N
Qg 50
@ 0
o
[o] 0 20 30 40 50
ArgN (mM)
TAR-2 wt TAR-2 A21 Spinka | Spinka | Spinka W

Rysunek V.30. Poréwnanie wptywu amidu argininy (0, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 mM) na ciecia
indukowane w obecnosci jonéw Pb*" w pozycji U27 i U62. Analize przeprowadzono dla transkryptéw
o sekwencji TAR-2 wt, TAR-2 A21, izolowanych spinek | i Il oraz dla spinki W. Wszystkie reakcje
przeprowadzono przy statym 2mM stezeniu Pb(OAc)2.

Whplyw amidu argininy na ciecie indukowane jonami w pozycji U62 nie jest tatwy
do wyjasnienia. Reszta ta ulokowana jest inaczej w obu globalnych formach TAR-2, a takze
w wydtuzonych konformerach El i E2. Dla TAR-2 A21, zamiast widocznego dla TAR-2 wt
silnego wzmocnienia ciecia, prawie nie obserwowano wplywu amidu argininy na ciecie
reszty U62 (rys. V.30). Zatem wydaje sie, ze efekt obserwowany dla reszty U62 transkryptu
TAR-2 wt nie jest zwigzany z wystepowaniem wydtuzonej formy domeny TAR-2.
Jak dotychczas nie udato mi sie w petni wyjasni¢ rezultatébw obserwowanych dla TAR-2 wt,
nie mozna jednak wykluczy¢, ze wynikajg one z sekwencyjnego wigzania amidu argininy

do tak ztozonej struktury jak domena TAR-2.

Dane uzyskane z analizy wigzania amidu argininy dla petnej diugosci transkryptu
TAR-2 wt, porownatam z wynikami analogicznych eksperymentoéw przeprowadzonych
dla izolowanych spinek | (35-mer) i Il (32-mer). W odréznieniu od 123-meru TAR-2 wt,
w przypadku izolowanej spinki | nie obserwowatam hamujgcego wplywu amidu argininy

na indukowane jonami Pb* ciecie reszty U27 (rys. V.30). Wynik ten byt dla mnie tym bardziej
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zaskakujacy, ze znana jest ustalona metodami NMR struktura oligomeru nazwanego spinkg
pierwszg TAR-2 w kompleksie z amidem argininy (132-134). Jednak doktadny oglad tego
oligomeru wykazal, ze jego sekwencja nie odpowiada pierwszej spince rozgatezionej formy
TAR-2, lecz jest to TAR-1 RNA 2z dwunukleotydowym wybrzuszeniem UU,
charakterystycznym dla pierwszej spinki TAR-2 (rys. V.29). Tg chimeryczng strukture
nazwaliSmy spinkg W (od J. R. Williamson, autora struktury NMR). Postanowitam sprawdzi¢,
jaki bedzie wplyw amidu argininy na indukowane jonami Pb""ciecie oligorybonukleotydu
0 sekwencji spinki W. Tak jak mozna bylo oczekiwa¢, w przypadku tej struktury rosngce
stezenie amidu argininy, powoduje silng inhibicje cie¢ jonami Pb"* w rejonie wybrzuszenia
UU. Utwierdzito mnie to w przekonaniu, ze wynik otrzymany dla izolowanej spinki | jest

prawidtowy, a uzyta metoda analizy stuszna.

Zupetnie inny wynik otrzymany dla oligomeru o sekwencji zgodnej z pierwsza spinkg
TAR-2 (izolowana spinka ) i oligomeru o sekwencji spinki W, rodzi pytanie czy taka
chimeryczng strukture mozna traktowaé jako analogiczng z spinkg | TAR-2 RNA?
Spinka W i spinka | rozgatezionej formy TAR-2 majg identyczne petle apikalne
| wybrzuszenia, a r6znica miedzy nimi tkwi w rejonach dwuniciowych, ktérych jak wykazujg
powyzsze rezultaty nie mozna traktowa¢ zamiennie. W tym miejscu nalezy wspomniec
ustabilizowany w rozgatezionej formie mutant TAR-2 B4 w przypadku, ktérego mutacje
wprowadzone w rejonach helikalnych rowniez mialy istotny wplyw na wihasciwosci tej
czgsteczki RNA. Wynik uzyskany dla izolowanej spinki | wskazuje, ze pomimo ogolnego
podobienstwa strukturalnego do TAR-1, nie wigze ona amidu argininy, a tym samym
nie powinna wigza¢ biatka Tat-2. Przedstawione w rozdziale V.2.2. wyniki eksperymentow
formowania in vitro komplekséw RNA / biatko w petni dowodzg, ze izolowana spinka | bardzo
stabo oddzialuje z biatkiem Tat-2.

Podobne poréwnanie jak dla reszty U27 zostalo przeprowadzone dla reszty U62.
Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze tak jak w przypadku reszty U27, wplyw amidu
argininy na ciecie jonami Pb™ reszty U62, jest inny dla 123-meru TAR-2 wt i dla izolowanej
spinki 1l. Wzrastajgce stezenie amidu argininy powodowato inhibicje ciecia reszty U62
izolowanej spinki I, natomiast dla 123-meru TAR-2 wt obserwowatam silne wzmocnienie
intensywnosci ciecia. Wynik wigzania amidu argininy do izolowanej spinki Il jest zgodny
z wczesniejszg obserwacjg wskazujgca, ze cho¢ obie izolowane spinki stabo wigzag Tat-2,
to w spinka Il formuje wyraznie silniejsze kompleksy z tym biatkiem. Jednoczes$nie nalezy
podkresli¢, ze dla inhibicji ciecia reszty U62 izolowanej spinki I, konieczne byto jednak duzo
wyzsze stezenie amidu argininy, niz dla opisanych powyzej inhibicji cie¢ w pozycji U27
TAR-2 wt | TAR-2 A21. Analogicznie do tej obserwacji, izolowana spinka Il wyraZnie stabiej
oddziatuje z biatkiem Tat-2 niz TAR-2 wt i TAR-2 A21.
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Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze wpltyw amidu argininy na ciecia indukowane
jonami Pb** zalezy od globalnej konformacji catej analizowanej czasteczki RNA.
Na oddzialywanie amidu argininy z okresSlong resztg nukleotydowg wplywa jej
umiejscowienia czy to w izolowanej spince czy tez w pelnej dlugosci TAR-2.
Zatem o zdolno$ci wigzania amidu argininy przez dany rejon, o okreslonej sekwencji,
decyduje caly szereg oddziatywan wyzszego rzedu, ktore nie wystepujg w izolowanych

spinkach, ale sg obecne w petnej dlugosci TAR-2 RNA.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze nie tylko rozgateziona, ale i wydtuzona forma TAR-2
RNA wigze specyficznie amid argininy. W obu formach gtéwne miejsce wigzania przypada
w rejonie reszty nukleotydowej U27, czyli w miejscu uznawanym za kluczowe dla
oddziatywania z biatkiem Tat-2 (87;176). W rozgatezionej formie TAR-2 reszta U27 jest jedng
z reszt dwunukleotydowego wybrzuszenia UU pierwszej spinki. W formie wydtuzonej U27
posadowiona jest w wewnetrznej petli i wspolnie z sasiadujgcymi z nig resztami
nukleotydowymi, wydaje sie stanowi¢ miejsce wigzania amidu argininy, a tym samym
najprawdopodobniej miejsce wigzania biatka Tat-2.

Ponadto warto doda¢, ze w badaniach opartych o selekcje in vitro wykazano,
iz bogate w pirymidyny wewnetrzne petle, wigzg biatko Tat-2 lepiej, niz dwunukleotydowe
wybrzuszenia (255). Analiza wigzania amidu argininy potwierdza wyniki eksperymentow
formowania komplekséw RNA / biatko Tat-2 i obie metody zgodnie wskazujg, ze pozbawione
dwunukleotydowych wybrzuszen, wydtuzone konformery TAR-2, moga wigzac¢ biatka bogate
w arginine, takie jak Tat.
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w mojej pracy doktorskiej przeprowadzitam szczeg6towg analize struktury drugorzedowej
domeny TAR RNA wirusa HIV-2 oraz zbadatam jej oddziatywania z jonami metali.
Znaczgcg czesS¢ pracy poswiecitam na badania oddzialywan TAR-2 RNA z wirusowym
biatkiem Tat-2 i ludzka cykling Tl, a takze z amidem argininy, jako uproszczonym
modelem bialka Tat.

Ponizej przedstawiam zwiezte podsumowanie najwazniejszych wynikow uzyskanych

w ramach pracy doktorskiej.

1. W oparciu o techniki elektroforezy w zelu natywnym, eksperymenty mapowania
struktury drugorzedowej oraz analizy komputerowe struktur 2D RNA udowodnitam,
ze wbrew powszechnej opinii, domena TAR RNA wirusa HIV-2 moze tworzyé
in vitro przynajmniej dwie, odmienne formy globalne. Jedng z nich jest, ustalona
juz na poczatku lat osiemdziesigtych, rozgateziona forma TAR-2 RNA z trzema
charakterystycznymi  motywami  spinkowymi, druga natomiast stanowi nowa,
zaproponowana w naszej Pracowni, wydluzona forma TAR-2. Forma wydiuzona
reprezentowana jest przez dwa konformery (E1 i E2), r6znigce sie organizacjag rejonu
bogatego w reszty G.

2. Rownowaga pomiedzy dwoma formami globalnymi TAR-2 jest zalezna od stezenia
jonow Mg, w zakresie ich niskich stezen, charakterystycznych dla warunkow in vivo.
Przy braku jonéw Mg"* oraz przy bardzo niskim ich stezeniu dominuje forma rozgateziona
TAR-2, wzrost stezenia jondw Mg** powoduje zwiekszenie ilosci formy wydtuzonej,

kosztem formy rozgatezione.

3. Przeprowadzona analiza filogenetyczna wykazata, ze zaobserwowana u HIV-2rod
tendencja do tworzenia wydtuzonej formy TAR RNA jest zachowana u innych szczepow
wiruséw HIV-2 i spokrewnionych z nimi wiruséw SIV.

4. Wyniki eksperymentow mapowania struktury drugorzedowej transkryptu 123-meru
0 sekwencji naturalnie wystepujgcej domeny TAR HIV-2, nie wykluczajg zadnej
z proponowanych form TAR-2. Warto podkresli¢, ze wzor cie¢ enzymatycznych TAR-2 wt
jest zgodny z wzorem otrzymanym dla transkryptu mutanta TAR-2 A21,
reprezentujgcego forme wydtuzong TAR-2, ale rézni sie od otrzymanego dla mutantow
reprezentujacych forme rozgateziong (TAR-2 B4 i TAR-2 AC23). Chemiczna modyfikacja
RNA z uzyciem DEPC pozwolita na rozréznienie transkryptéw TAR-2 wt i mutanta
ustabilizowanego w formie wydtuzonej. Jednak wszystkie modyfikacje typowe

dla mutanta TAR-2 A21 byly obserwowane takze dla TAR-2 wt, ale nie odwrotnie.
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potwierdzajac, ze TAR-2 wt jest mieszaning formy wydtuzonej i rozgalezionej.

5. Analiza struktury izolowanych spinek | (35-mer) i Il (32-mer), odpowiadajgcych
fragmentom rozgatezionej formy TAR-2 wykazata, ze dla izolowanej spinki |,
poza brakiem ciecia reszt G40 i G41, nie ma szczegblnych rdznic w poréwnaniu
z pelnej dlugosci  TAR-2 wt. Istotne  roznice  obserwowano  natomiast
w przypadku izolowanej spinki 1. Wynika to z faktu, ze niezaleznie od tego,
jaka forme przyjmuje 123-mer TAR-2 wt rejony odpowiadajgce wybrzuszeniu
i petli apikalnej izolowanej spinki | mogg pozostaé niesparowane. Inaczej sytuacja
przedstawia sie w przypadku spinki I, poniewaz w wydtuzonych konformerach TAR-2
rejon odpowiadajgcy petli apikalnej spinki Il jest sparowany i tylko jedna z reszt
wybrzuszenia (U62) pozostaje niesparowana. Nie mozna jednak catkowicie wykluczy¢,
ze obserwowane réznice wynikajg nie tylko z formowania wydtuzonej formy TAR-2,
ale takze wyizolowania danej spinki z calej domeny, a tym samym pozbawienia jej
specyficznych oddziatywan trzeciorzedowych.

s. Poniewaz stan rownowagi pomiedzy globalnym formami TAR-2 zalezy od stezenia jonéw
Mgh*A, staratam sie znalezé centrum specyficznego wigzania tych jonéw w strukturze
TAR-2. Przeprowadzone eksperymenty nie pozwolity jednak wskaza¢ miejsca silnego
i specyficznego wigzania jonéw Mg"". Analizowany, przez analogie do TAR-1, rejon
U27U28 TAR-2wt moze stanowi¢ jedynie slabe miejsce wigzania jonéw Mg
Na podstawie wynikéw otrzymanych dla transkryptu TAR-2 A21 wydaje sie, ze wigzanie
to moze wynika¢ z tworzenia wydtuzonej formy TAR-2, gdzie reszty U27 i U28
umiejscowione sg w wewnetrznej petli gtéwnej spinki. Natomiast, reszty U27 i U28 jako
dwunukleotydowe wybrzuszenie, charakterystyczne dla rozgatezionej formy TAR-2

nie stanowig miejsca wigzania jonow Mg"*, co wykazata analiza izolowanej spinki 1.

7. Optymalizacja warunkéw nadekspresji i oczyszczania rekombinantowych biatek Tat-2
i N-koncowej domeny ludzkiej cykliny T1 pozwolita na otrzymanie preparatow biatkowych
0 wysokiej jakosci i aktywnosci. Otrzymane biatko Tat-2 wigze z wysokim
powinowactwem TAR-2 wt, a N-koricowa domena cykliny TI w specyficzny sposo6b
wzmacnia oddziatywanie TAR-2 wt/Tat-2. Obraz zeli otrzymywanych z eksperymentéw

kompleksowania jest zgodny z prezentowanymi wczesniej w literaturze.

s. Analiza formowania kompleksow z biatkiem Tat-2 przez transkrypty mutantow,
ustabilizowanych w jednej z globalnych form TAR-2 (TAR-2 A21 i TAR-2 AC23)
wykazata, ze obie formy, rozgateziona i wydluzona, zdolne sg do wydajnego
oddziatywania z bialkiem Tat-2 in vitro. Silne wigzanie biatka Tat-2 przez mutanta

ustabilizowanego w formie wydtuzonej wskazuje, ze motywy strukturalne inne
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10.

11.

12.

niz dwunukleotydowe wybrzuszenia, powinny by¢ rozwazane jako potencjalne miejsca
wigzania biatka Tat-2 w strukturze TAR-2 RNA.

Obie globalne formy TAR-2 nie tylko wigzg bialko Tat-2, ale takze zdolne sg
do specyficznego oddziatywania z kompleksem Tat-2 / cyklina T1. Natomiast cyklina T1
bez udziatu biatka Tat-2 nie tworzyta komplekséw z zadng z badanych czasteczek RNA.
Otrzymane dane wskazuja, ze cyklinaTl wyraZznie wzmacnia oddziatywanie
analizowanych mutantéw TAR-2 RNA z biatkiem Tat, ponadto jes$li cyklina T1 oddziatuje
bezposrednio z ktorym§ z rejondbw TAR-2 RNA to nastepuje to dopiero

po uformowaniu kompleksu Tat-2 / cyklina T1.

Izolowane spinki | i Il odpowiadajgce fragmentom rozgatezionej formy TAR-2, wigzg
biatko Tat-2 i kompleksy Tat-2 / cyklina Tl nieporownywalnie stabiej niz petnej diugosci
TAR-2 wt oraz jego mutanty. Poniewaz obie formy TAR-2 zdolne sag do specyficznego
wigzania biatek zwigzanych z frans-aktywacja, to wyniki uzyskane dla izolowanych
spinek wskazujag ze w rozgalezionej formie TAR-2 do wydajnego formowania
kompleksow niezbedna jest obecnos¢ dwoch spinek (I i II). Natomiast w wydtuzonej
formie TAR-2 istotna rola catej sekwencji +18-85, obejmujacej rejon obu spinek
(formy B TAR-2), wynika z formowana przez nig gtéwnej spinki wydtuzonej formy TAR-2
(El i E2).

Wynik otrzymany dla mutanta TAR-2 A21 ustabilizowanego w formie wydluzonej
wskazuje, ze rowniez inne motywy strukturalne niz typowe dla formy rozgatezionej
dwunukleotydowe wybrzuszenia i szeScionukleotydowe petle apikalne, mogg stanowic¢
miejsce wigzania kompleksu Tat-2/cyklina Tl. Wydaje sig, ze najprawdopodobniej
w wydtuzonej formie TAR-2 biatko Tat-2 samo oraz w kompleksie z cykling Tl wigze sie
najpierw do wewnetrznej petli obejmujacej reszty U27U28, a nastepnie oba biatka
kompleksu oddzialujg z charakteryzujgcym sie duzg dynamikag strukturalng rejonem
bogatym w reszty G, odpowiadajgcym petli apikalnej | spinki formy rozgalezione;.
Odkrycie formy wydtuzonej TAR-2 sprawia, ze musimy spojrze¢ w innym Swietle
na asocjacje TAR-2/Tat-1 / cyklinaTl. Badania w tym kierunku beda kontynuowane

w naszej Pracowni metodami fotozszywania.

Analiza wptywu amidu argininy na ciecia indukowane jonami Pb™ wykazata, ze obie
formy TAR-2 wigza specyficznie amid argininy. Giéwne miejsce wigzania przypada
w rejonie reszty nukleotydowej U27, czyli w miejscu uznawanym za kluczowe
dla oddziatywania z biatkiem Tat-2. W rozgatezionej formie TAR-2 reszta U27 jest jedng
z reszt dwunukleotydowego wybrzuszenia UU pierwszej spinki. W formie wydluzonej,

U27 posadowiona jest w wewnetrznej petli i wspdlnie z sasiadujgcymi z nig resztami
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nukleotydowymi, wydaje sie stanowi¢ miejsce wigzania amidu argininy, a tym samym
najprawdopodobniej miejsce wigzania bialka Tat-2. Analiza wigzania amidu argininy
potwierdza wyniki eksperymentow formowania komplekséw RNA/Tat-2 i obie metody
zgodnie wskazujg ze pozbawione dwunukleotydowych wybrzuszen, wydtuzone
konformery TAR-2, moga wigza¢ biatka bogate w argining, takie jak Tat. Poréwnanie
wynikow otrzymanych dla petnej diugosci TAR-2 wt oraz dla izolowanych spinek | i |l
wskazuje, ze wplyw amidu argininy na indukowane jonami Pb™* ciecie danej reszty

nukleotydowej, zalezy od globalnej struktury catej analizowanej czasteczki RNA.

Wyniki badan przedstawionych w mojej pracy doktorskiej dowodzg ze koniec 5'
liderowego RNA HIV-2 charakteryzuje sie polimorfizmem strukturalnym. Mam nadzieje,
Zze przyczynig sie one takze do lepszego zrozumienia, kluczowego dla procesu
frans-aktywacji genéw HIV, oddziatywania domeny TAR-2 RNA z wirusowym biatkiem Tat-2
i ludzka cykling T1. Dane strukturalne charakteryzujagce TAR-2 RNA mogg réwniez wyjasni¢
wiele aspektéw zwigzanych z dynamikg i funkcjg catego rejonu liderowego wirusa HIV-2.
Szczegdtowe badania RNA wirusa HIV-2 oraz jego oddzialywan z biatkami, pozwalajgce
poznac réznice pomiedzy HIV-1 i HIV-2, sg szczegdlnie istotne, gdyz moga przyczyni¢ sie
do wyjasnienia natury silnej patogennosci wirusa HIV-1, a w dalszej perspektywie

znalezienia skutecznych metod leczenia AIDS.
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VII.1. MATERIALY STOSOWANE W BADANIACH

1.1. Odczynniki chemiczne i biochemiczne

Wiekszos¢ odczynnikéw stosowanych w przedstawionych eksperymentach pochodzita z firm Sigma,
Aldrich, Fluka lub Serva. Odczynniki byly najwyzszej klasy czystosci i oznaczone jako wolne
od rybonukleaz. Dodatkowo, nosnikowy tRNA (drozdzowy tRNA) pochodzit z firmy Ambion, saczki
Milex GP z firmy Millipore, sefaroza S-glutationowa i kolumienki NAP-25 z firmy Pharmacia Biotech.
Amidofosforyny z blokadg 2'-0-TOM zakupiono w firmie Glen Research, pozostate odczynniki zgodne
ze standardem Applied Biosystems, stosowane do chemicznej syntezy RNA pochodzity
z firmy Roth.

1.2. Zwiazki promieniotwércze
[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 odczynnikow

Zestaw do reakcji PCR - Ambion SuperTag™ Plus polymerase

Zestaw do transkrypcji - Ambion T7-MEGAshortscript transcription kit

Zestaw do defosforylacji i znakowania 5'-kofica RNA przy uzyciu [y-"Pj-ATP - Ambion KinaseMax kit
Zestaw do izolacji plazmidowego DNA z komorek bakterii - Qiagen

Zestaw do oznaczania ilosci biatka z zastosowaniem kwasu bikinchonowego - Sigma

1.5. Oligonukieotydy

Oligonukleotydy DNA stosowane jako matryce w reakcjach transkrypcii in vitro oraz wykorzystywane
jako startery w reakcjach PCR, prowadzacych do otrzymania matrycowych DNA, zakupiono w IBB
PAN w Warszawie. Oligonukleotydy RNA o sekwencji izolowanej spinki Il TAR-2 (21-mer), spinki W
(30-mer) oraz TAR-1 (29-mer) otrzymatam metoda syntezy chemiczne;.

1.6. Plazmidy

Plazmidy wykorzystywane w przeprowadzonych eksperymentach, ze wskazaniem Zzrddta ich
pochodzenia:

1. plazmid HIV-2 'F large zawierajgcy, poprzedzong promotorem dla T7 RNA polimerazy, sekwencje
catego rejonu liderowego oraz 5 koncowag czeS¢ genu gag wirusa HIV-2 (+1 - 892)
- prof. Ben Berkhout, Department of Human Retrovirology, Uniwersytet w Amsterdamie,

2. plazmid pGEX-2T z wklonowanym genem biatka Tat-2 - dr E. Wyszko, IChB PAN, Poznan,
(prof. A. P. Rica, Baylor College of Medicine, Houston, Texas),
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3. plazmid GST-hCycTIl 303 kodujacy N-koficowy fragment ludzkiej cykliny T1 z przytaczonym 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. coliBL21 - Codon Plus (DE3) - RIL - Stratagene

1.8. Standardy do oznaczania wielko$ci makroczasteczek

Marker do oznaczania masy bialek w zelach denaturujacych z SDS - Protein Molecular Mass Markers,
Mid Range - Promega,

Marker do analizy masy fragmentow DNA w zelach agarozowych - Mass Ruler DNA Ladder,
Low Range - Fermentas

1.9. Stosowane bufory, roztwory i pozywki

Bufor elektroforetyczny 1xXTBE

100 mM Tris, 100 mM kwas borowy, 2,5 mM EDTA; pH 8,3

Bufor elektroforetyczny O,25xTBE

25 mM Tris, 25 mM kwas borowy, 0,625 mM EDTA; pH 8,3

Bufor elektroforetyczny O0,5xTB

50 mM Tris, 50 mM kwas borowy; pH 8,3

Bufor elektroforetyczny O,5xTB z Tritonem X-100

50 mM Tris, 50 mM kwas borowy, 0,01% Triton X-100; pH 8,3

40% roztwor zelu pollakryloamidowego 19: 1 (w/w)

190 g akrylamidu, 10 g bisakrylamidu, H20 do 500 ml

40% roztwor zelu pollakryloamidowego 75: 1 (w/w)
197,4 g akrylamidu, 2,63 g bisakrylamidu, H-O do 500 ml

30% roztwor zelu biatkowego

150 g akrylamidu, 4 g bisakrylamidu, H-O do 500 ml

Roztwory obciagzajace do nakdadania na elektroforeze prébek zawierajacych RNA Tub DNA

Elektroforeza w warunkach denaturujgcych

s M mocznik, 0,02% wi/v btekit bromofenolowy, 0,02% wi/v ksylencjanol
dejonizowany formamid, o,02% wi/v btekit bromofenolowy, o,02% w/v ksylencjanol

Elektroforeza w warunkach niedenaturuiacvch
25% wiv Ficoll, 0,02% w/v biekit bromofenolowy, 0,02% wi/v ksylencjanol

30% glicerol, 0,02% w/v btekit bromofenolowy, 0,02% wi/v ksylencjanol

50% wi/v sacharoza, 0,02% wi/v biekit bromofenolowy, 0,02% w/v ksylencjanol
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Bufor do elucji kwasoéw nukleinowych z zelu poliaryloamidowego

0,3 M octan sodu, | mM EDTA
Bufor do elektroforezy denaturujacej biatek
25 mM Tris-HCI pH 8,3, 190 mM glicyna, 0,1% SDS

Roztwdr do denaturacji i obcigzania probek biatkowych — roztwor SSB

50 mM Tris-HCI pH &,8, 10 mM DTT, 2% SDS, 10% glicerol, 10% p-merkaptoetanol,
0,02% w/v btekit bromofenolowy

Bufor TN (10 X stezony)

100 mM Tris-HCI pH 7,2, 400 mM NaCl

Bufor do trawienia rybonukleaza Tl w warunkach semidenaturujacych

50 mM cytrynian sodu pH 5,3, 7 M mocznik

Roztwér Formamidowy do hydrolizy RNA

3 mM MgCl> w 100% formamidzie

Bufor ,,stop”

s M mocznik, 20 mM EDTA, 0,02% w/v biekit bromofenolowy, 0,02% w/v ksylencjanol
Bufor TK do formowania komplekséw RNA /biatko (10 X stezony)

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 MgClz, 5 mM DTT, 0,1 mM spermidyna i 0,1 mM EDTA

Bufory do lzolacji | oczyszczania rekombinantowych biatek fuzvinvch z GST

Bufor PBS

140 mM NaClz, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPoa4, 1,8 mM KH2PO.; pH 7,4

Bufor L

50 mM Tris-HCI pH 7,9, 100 mM KClI, 1% Triton-X 100, 2 mM DTT, 0,1 mM PMSF,
2 mg / ml benzamidyna

Bufor |

PBS pH 7,4,1% Triton-X 100, 2 mM DTT, 1 x inhibitory proteaz

Bufor Il

50 mM Tris-HCI pH 7,5, 300 mM NaCl, 2 mM DTT, | x inhibitory proteaz

Bufor Il

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, 10O/yg/ml pepstatna A, 100ytyg/ml SBTI,
200 mg / ml benzamidyna, 10 mM PMSF

Pozywki do hodowl i bakteryjnych

Pozywka LB p4ynna
10 g pepton, 5 g ekstrakt drozdzowy, 5 g NaCl, 1 ml I M NaOH, H-0 do 1000 ml

Pozywka LB staka
2 g pepton, 1 g ekstrakt drozdzowy, ! g NaCl, 0,2 ml { M NaOH, 3 g agaru, H-0 do 200 ml
Antybiotyki

Roztwory wyjsciowe:

ampicylina - 30 mg /1 ml H=0

chloramfenikol - 50 mg /I ml izopropanolu

Ostateczne stezenie antybiotykbw w pozywce podczas hodowli bakteryjnych  wynosito
30/yg (ampicylina) i 50 //g (chloramfenikol) na 1 ml pozywki.

VII.2. WAZNIEJSZA APARATURA STOSOWANA W PRACY

syntetyzer PCR Mate, firmy Applied Biosystems

aparat do elektroforezy poziomej w zelu agarozowym firmy Kucharczyk

aparat do elektroforezy pionowej w zelu poliakryloamidowym, firmy Kucharczyk,
model MEDIUM

aparat do elektroforezy sekwencyjnej z systemem chtodzacym, firmy GIBCO, model S2001
aparat do elektroforezy pionowej w Scisle kontrolowanej temperaturze zelu, DNA Pointer
System, firmy Kucharczyk

aparat do jednokierunkowej elektroforezy biatek 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 wiréwkowa Univapo 150H z systemem chtodzacym Heto

LKB Bromma 8300 Uvicord Il (monitorowanie elucji oligomeréw odsalanych metodg
chromatografii kolumnowej)

pH-metr, firmy Denver Instrument
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VII.3. METODY STANDARDOWE STOSOWANE W PRACY

3.1. Elektroforeza kwasow rybonukleinowych w zelu poliakryloamidowym
w warunkach denaturujgcych

Metode elektroforezy analitycznej (grubo$¢ zelu 0,4 mm) w warunkach denaturujgcych
wykorzystywano do oczyszczania fragmentéw RNA po transkrypcji i znakowaniu izotopowym (aparat
MEDIUM, rozmiar zelu 15x15 cm) oraz do analizy produktow specyficznej degradaciji po probkowaniu
struktury drugorzedowej RNA metodami enzymatycznymi i chemicznymi (aparat GIBCO S2001,
rozmiar zelu 30x40cm). Ponadto, preparatywng elektroforeze w warunkach denaturujgcych
(grubos$¢ zelu = mm) stosowano do oczyszczania oligorybonukleotydow po syntezie chemicznej
(aparat GIBCO S2001, rozmiar zelu 30x40 cm). Stosowatam zel poliakryloamidowy o usieciowaniu
19:1 (stosunek wagowy akrylamidu do bisacrylamidu) z =M mocznikiem i bufor elektroforetyczny
IXTBE. Procentowos¢ zelu byta zalezna od dtugos$ci analizowanych fragmentdéw RNA:

15% - spinka | (35-mer), spinka Il (32-mer), spinka Il (21-mer), TAR-1 (29-mer), spinka W (30-mer);
12% - poli(A) (60-mer);

10% - TAR-2 (123-mer) i jego mutanty.

Elektroforeze prowadzono przy statej mocy pragdu 12 W (zel 15x15 cm) lub 120 W (zel 30x40 cm).
Kazda elektroforeze poprzedzano 30 min. preelektroforezg stosujac o potowe mniejszg moc pradu niz
podczas wiasciwej elektroforezy. Probki obcigzano w stosunku 1.1 =M roztworem mocznika lub
formamidu z barwnikami elektroforetycznymi.

3.2. Elektroforeza kwasow rybonukleinowych w zelu poliakryloamidowym
w warunkach niedenaturujgcych

Elektroforeze analizowanych fragmentéw RNA w warunkach niedenaturujgcych prowadzono w Scisle
kontrolowanych warunkach pradowych i temperaturowych, wykorzystujac zestaw DNA Pointer System
firmy Kucharczyk. W celu znalezienia optymalnych warunkéw rozdziatu konformeréw RNA
przetestowano rozne warunki elektroforezy. Stosowano &% lub s% zele poliakryloamidowe
0 usieciowaniu 19:1 Ilub 75:1. Jako bufor elektroforetyczny uzywano 0,25xTBE Ilub 0,5xTB
z Tritonem X-100. Elektroforezy prowadzono w kontrolowanej temperaturze zelu wynoszacej 4°C lub
20°C, przy statej mocy pradu (10 lub 20 W) przez okoto 1 godz. Stosowano ptyty 0 rozmiarze
16 X 10 cm i przektadki grubosci Imm. Prébki obcigzano 25% Ficollem z barwnikami w stosunku 5:1.

3.3. Elektroforeza komplekséw RNA / biatko w zelu poliakryloamidowym

Formowanie i migracje komplekséw dwusktadnikowych RNA/Tat-2 oraz tréjsktadnikowych
RNA/Tat-2/cyklina TI  analizowano  metodg elektroforezy ~w  niedenaturujgcym  zelu
poliakryloamidowym o niskiej, kontrolowanej temperaturze (4°C), wykorzystujgc zestaw DNA Pointer
System firmy Kucharczyk. Stosowano zel o usieciowaniu 75:1 i 0,5xTB z Tritonem X-100 jako bufor
elektroforetyczny. Procentowos¢ zelu byta zalezna od dtugosci analizowanych czasteczek RNA:

10% - spinka | (35-mer), spinka Il (32-mer), spinka Il (21-mer), TAR-1 (29-mer);

&% - poli(A) (60-mer), TAR-2 (123-mer) i jego mutanty.

Stosowano f)lyty o rozmiarze 16x10 cm i przektadki grubosci Imm. Elektroforezy prowadzono
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z barwnikami w stosunku 5:1. Zastosowanie Ficollu jako roztworu obcigzajgcego, poprzedzono
przetestowaniem innych standardowo stosowanych w tym celu roztworéw, zawierajacych sacharoze
lub glicerol. Ficoll zapewniat jednak najlepsze wnikania komplekséw w zel (brak materiatu
w kieszonkach zelu).

3.4. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Elektroforeze w zelu agarozowym wykorzystywano do analizy otrzymanych metodg PCR fragmentéw
DNA, stanowigcych matryce do reakcji transkrypcji in vitro. Stosowano 2% (w/v) zel agarozowy i bufor
elektroforetyczny 0,5xTB. Prébki obcigzano 30% glicerolem z barwnikami, w stosunku 1:5. W celu
uwidocznienia DNA, zel po elektroforezie barwiono przez 20 minut w roztworze bromku etydyny
(0,5 /lg/ml H20) i obserwowano w Swietle UV.

3.5. Elucja kwasow nukleinowych

Po rozdziale na zelu poliakryloamidowym prazki odpowiadajace wiasciwym fragmentom RNA
wizualizowano w $wietle UV, wycinano z zelu i eluowano metoda ,crash and soak” przez inkubacje
kawatkdw zelu w buforze elucyjnym Ilub w sterylnej, dejonizowanej wodzie (po elektroforezie
preparatywnej) przez noc, w temperaturze 4°C, z tagodnym mieszaniem.

3.6. Precypitacja kwasow nukleinowych

w celu precypitacji kwasdw nukleinowych do zebranego znad zelu supernatantu dodawano
1/10 objetosci 3 M octanu sodu i 2,5 objetosci schiodzonego 96% etanolu, po czym catos¢
inkubowano w suchym lodzie przez 20 min. W przypadku RNA dodawano glikogen jako koprecypitant
(60//g na Iml roztworu). Roztwdr wirowano 14.000 r.p.m./30min./4°C, oddzielano supernatant,
a otrzymany osad suszono w wyparce wirowkowej. Probki przechowywano w stanie zliofilizowanym
w temperaturze -20°C, a do bezposredniej pracy jako roztwory w sterylnej wodzie.

Stezenie kwasu nukleinowego w probce oznaczano na podstawie pomiaréw absorpcji przy dtugosci
fali A = 260 nm. Stosowano nastepujgce przeliczniki:

SSRNA: 1Az / ml =33 //g/ ml,

SSDNA: 1Az60 / ml = 33 //g / ml,

dsDNA: 1Aze0 / ml =50 //g / ml.

3.7. Trawienie RNA rybonukleazg T1 w warunkach semidenaturujgcych

Do 1 //I analizowanego RNA (30.000 c.p.m.), znakowanego izotopem ~P na 5' koncu (patrz rozdziat
4.1.4)) i rozpuszczonego w sterylnej wodzie dodawano s//I buforu do trawienia rybonukleazg Tl
w warunkach semidenaturujgcych. Mieszaning ogrzewano przez 1 min. w temperaturze 90°C,
chtodzono przez 2 minuty w temperaturze pokojowej, po czym dodawano 2 U rybonukleazy TI.
Reakcje inkubowano przez 20 minut w 55°C, przerywano przez dodanie réwnej objetosci buforu ,stop”
i przeniesienie do suchego lodu. Produkty reakcji analizowano w denaturujgcym zelu
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 koncu, dodawano
dejonizowany formamid w stosunku objetosciowym 1 : 5. Reakcje inkubowano 20 min. w temperaturze
100°C, przerywano przez dodanie réwnej objetosci buforu ,stop” i przeniesienie do suchego lodu.
Produkty reakcji analizowano w denaturujagcym zelu poliakryloamidowym z buforem 1xTBE.

3.9. Elektroforeza jednokierunkowa biatek w zelu poliakryloamidowym w obecnosci
SDS i barwienie zeli biatkowych

Metode tg stosowano do kontrolowania poszczegélnych etapéw nadekspresji, izolacji i oczyszczania
biatek Tat-2 i cykliny T1. Zgodnie z standardowag procedurg denaturujgcej elektroforezy
biatkowej, zele skladaty sie z dwéch warstw o roznej procentowosci i pH. Stosowano
5% zel zageszczajacy, zawierajgcy Tris-HCIpH e.s | 15% zel rozdzielajacy z Tris-HCI pH s,s.
Zar6wno zel jak i bufor elektroforetyczny (pH 8,3) zawieraly 0,1% SDS jako czynnik denaturujacy.
Przed elektroforezg do kazdej analizowanej probki biatka dodawano 50 //I roztworu SSB i inkubowano
przez 5min. w 100°C. Probki zwirowywano, pobierano 10/l supernatantu | naktadano
bezposrednio na zel. Elektroforeze prowadzono w zelach o rozmiarze 10x10cm i grubosci Imm.
Podczas przechodzenia probki biatkowej przez zel zageszczajacy natezenie pragdu wynosito 55 mA,
natomiast przez zel rozdzielajgcy 120 mA.

Zele biatkowe po elektroforezie barwiono kumasyna, po czym obraz zelu skanowano.
Zaraz po zakonczeniu elektroforezy zel ptukano w roztworze utrwalajgcym (45% metanol, 10% kwas
octowy), a nastepnie umieszczano go na 20 minut w barwniku (0,2% kumasyna Brilliant Blue R-250,
5% metanol, 7% kwas octowy). Zele po barwieniu wielokrotnie ptukano w roztworze odbarwiajgcym
(5% metanol, 7% kwas octowy).

3.10. Oznaczanie zawartosci biatka

Po nadekspresji i oczyszczaniu biatek Tat-2 i cykliny Tl catkowitg iloS¢ otrzymanego biatka oznaczano
metodg opartg 0 zastosowanie kwasu bikinchonowego (BCA). Do 50// analizowanej prébki biatka
dodawano : ml Swiezego przygotowanego reagenta, ktory otrzymano przez zmieszanie roztworu
siarczanu miedzi (Il) z roztworem kwasu bikinchonowego w proporcji | : 50. Prébke inkubowano przez
30 minut w 37°C. Po schlodzeniu do temperatury pokojowej mierzono absorbancje przy 562 nm
I uzyskane wartosci poréwnywano z krzywa wzorcowg przygotowang w oparciu 0 standard biatkowy
- BSA (albumina z surowicy bydlecej).
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VIl.4. OPIS METODYKI BADAN WtASNYCH

4.1. PRZYGOTOWANIE RNA DO BADAN
Analizowane w niniejszej pracy czasteczki RNA otrzymano dwoma réznymi metodami. Wiekszo$¢

z nich zostata otrzymana metodg transkrypcji in vitro przy uzyciu enzymu T7 RNA polimerazy.

Czes$¢ krotszych oligorybonukleotyddw, wykorzystujgc do$wiadczenie naszej Pracowni w syntezie

chemicznej kwaséw nukleinowych, otrzymano przez synteze metodg amidofosforynowa na podtozu

statym.

Nazwa
czasteczki
RNA

izolowana
spinka |
(35-mer)

izolowana
spinka |l
(32-mer)

izolowana
spinka Il
(21-mer)

TAR-1
(29-mer)

Spinka W
(30-mer)

TAR-2 wt
(123-mer)

TAR-2 A21
(123-mer)

TAR-2 B4
(123-mer)

TAR-2 AC23
(122-mer)

Tabela VII.1. Sekwencje analizowanych czasteczek RNA, ze wskazaniem metod

Sekwencja badanych czgsteczek RNA (5" — 3)

GCUGGCAGAUUGAGCCCUGGGAGGUUCUCUCCAGC

CUAGCAGGUAGAGGCCUGGGUGUUCCCUGCUAG

CCAGCACUUGGCCGGUGCUGG

GGCAGAUCUGAGCCUGGGAGCUCUCUGCC

GGCCAGAUUGAGCCUGGGAGCUCUCUGGCC

GGUCGCUCUGCGGAGAGGCUGGCAGAUUGAGCCCUGGGAGGUUCU
CUCCAGCACUAGCAGGUAGAGGCCUGGGUGUUCCCUGCUAGACUCU
CACCAGCACUUGGCCGGUGCUGGGCAGACGGCC

GGUCGCUCUGCGGAGAGGCUAGCAGAUUGAGCCCUGGGAGGUUCU
CUCCAGCACUAGCAGGUAGAGGCCUGGGUGUUCCCUGCUAGACUCU
CACCAGCACUUGGCCGGUGCUGGGCAGACGGCC

GGUCGCUCUGCGGAGAGGCCGGCAGAUUGACCCCUGGGAGGGUCU
CUCCGGCACUAGCAGGUAGAGGCCUGGGUGUUCCCUGCUAGACUCU
CACCAGCACUUGGCCGGUGCUGGGCAGACGGCC

GGUCGCUCUGCGGAGAGGCUGGAGAUUGAGCCCUGGGAGGUUCUC
UCCAGCACUAGCAGGUAGAGGCCUGGGUGUUCCCUGCUAGACUCUC
ACCAGCACUUGGCCGGUGCUGGGCAGACGGCC

Metoda

otrzymywania

transkrypcja
in vitro

transkrypcja
in vitro

synteza
chemiczna

synteza
chemiczna

synteza
chemiczna

transkrypcja
in vitro

transkrypcja
in vitro

transkrypcja
in vitro

transkrypcja
in vitro

ich

otrzymywania. Przez podkreslenie wskazano reszty nukleotydowe zmienione wzgledem
naturalnej sekwencji TAR-2 RNA.
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4.1.1. Chemiczna synteza RNA

Synteze oligorybonukleotyddw przeprowadzono na syntetyzerze PCR Mate firmy Applied Biosystems
z wykorzystaniem metody amidofosforynowej na podiozu statym - CPG (ang. Controlled Pore Glass).
Synteze prowadzono w skali 1 //mola przy uzyciu komercyjnie dostepnych amidofosforynéw z blokada
2'-0-TOM  (2'-O-trizopropylosililoxymetylowa). Po syntezie otrzymywano oligorybonukleotydy
z odblokowang koncowg grupg 5-OH. W celu odciecia oligorybonukleotydéw od podioza
i odblokowania grup zasadolabilnych, podioze zalewano 40% roztworem CHsNH. w H=0 (0,75 ml)
i 33% roztworem CHsNH= w EtOH (0,75 ml); cato$¢ inkubowano przez 20 godzin w temperaturze
pokojowej. Nastepnie roztwor zbierano znad podioza, podioze doktadnie ptukano mieszaning
CHsCN : EtOH ; H.0 (3:1:1 v/viv). Roztwory taczono i odparowano do sucha (wyparka wirdwkowa).
W celu odsiliowania otrzymany osad oligorybonukleotydu rozpuszczono w Iml fluorku
tetrabutyloamoniowego (IM w THE) i Inkubowano przez 20 godzin w temperaturze pokojowej,
z wytrzgsaniem. Nastepnie do roztworu dodano ! ml buforu 1M Tris-HCI (pH 7,5)
I pozostawiono na 30 min. w temperaturze pokojowej, aby usung¢ 2'-hemiacetale. W celu usuniecia
THE mieszaning odparowano do potowy objetosci i oczyszczono na kolumnie wypetnionej ztozem
Sephadex G-25, zsyntetyzowany oligomer eluowano sterylng dejonizowang H-O. Zebrane frakcje
lgczono i zatezano (wyparka wirbwkowa). Gtowny produkt syntezy wydzielano metodg elektroforezy
preparatywnej w denaturujgcym zelu poliakryloamidowym z IXTBE. Oligomer eluowano z zelu
sterylng dejonizowang wodg i odsalano na kolumienkach NAP-25 (elucja sterylng dejonizowang
H20). 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 amplifikacje fragmentéw plazmidu
HIV-2 'F large metodg PCR. Plazmid ten zawiera sekwencje kodujgca rejon liderowy HIV-2,0d
i 5" koncowg cze$¢ genu gag wirusa HIV-2 (+1 - 892), poprzedzong promotorem dla T7 RNA
polimerazy. Matryce do syntezy réznych fragmentéw rejonu liderowego otrzymano dzieki stosowaniu
odpowiednich  zestawdw starterow (krotkich oligodeoksyrybonukleotydéw), oznaczonych jako
Pu (ang. primer upstream) i p* (ang. primer downstream). Matryce do syntezy transkryptow
reprezentujgcych fragmenty rejonu liderowego, rozpoczynajgce sie w pozycji innej niz +1, otrzymano
stosujgc startery Pu z przytaczong na 5' koncu sekwencjg promotora dla T7 RNA polimerazy.
Matryce dla zaprojektowanych, zmutowanych transkryptow TAR-2 otrzymano przy uzyciu
wydtuzonych starteréw Pu, w ktérych naturalna sekwencja TAR-2 HIV-2ro<j zostata zmieniona w celu
otrzymania pozgdanej mutacji.

Wszystkie reakcje PCR przeprowadzono w takich samych warunkach przy uzyciu
zestawu Ambion SuperTag™ Plus polymerase zgodnie z zaleceniami producenta. Reakcje,
w catkowitej objetosci 50 pl, zawieraty: bufor PCR z MgSoa4, 50 ng matrycy DNA, 100 ng kazdego
z dwdch starteréw, 200 pM kazdego z dNTP i 1,25 U enzymu. Zastosowano nastepujgce warunki
temperaturowe reakcji PCR: 95°C - 5 min. (wstepna denaturacja), a nastepnie 30 cykli: 95°C -1 min.,
55°C-1min., 72°C -2 min.; koncowe wydluzanie 72°C-10min. Produkty reakcji PCR strgcano
etanolem z dodatkiem octanu sodu, wirowano i odparowywano. Matrycowe DNA wykorzystywane
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do reakcji transkrypcji rozpuszczano w sterylnej wodzie. Roztwdr przechowywano w -20°C.
Dodatkowo otrzymane fragmenty DNA analizowano metodg elektroforezy w zelu agarozowym.

Nazwa czgsteczki Sekwencja starterow (5" — 3¥)
RNA

izolowana spinka | Pu GAATTCTAATACGACTCACTATAGGCTGGCAGATTGAGCCCTGG
Pd GCTGGAGAGAACC

i izolowana spinka Il Ou GAATTCTAATACGACTCACTATAGCTAGCAGGTAGAGCCTGGGT
Pd TCTAGCAGGGAAC

. TAR-2 wt D, GAATTCTAATACGACTCACTATAGGG
Pd GGCCGTCTGCCCAGCACCGG

TAR-2 A21 pu GAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTCGCTCTGCGGAGAGGCTAGC
Pd GGCCGTCTGCCCAGCACCGG

TAR-2 B4 p, GAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTCGCTCTGCGGAGAGGCCGGCAGATT
GACCCCTGGGAGGGTCTCTCCGGC
. PAGGCCGTCTGCCCAGCACCGG

pu GAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTCGCTCTGCGGAGAGGCTGGAGATT
Pd GGCCGTCTGCCCAGCACCGG

TAR-2 AC23

p., GAATTCTAATACGACTCACTATAGCACGCTTGCTTGCTTAAAAA
pa CACACACTTAACTTGCTTCT

poli(A)

Tabela VIIL.2. Startery stosowane w reakcjach PCR w celu otrzymania odpowiednich matryc
do reakcji transkrypcji in vitro. Przez podkreslenie wskazano sekwencje promotora
dla T7 RNA polimerazy.

4.1.3. Transkrypcja/n vrtro

Wszystkie transkrypty otrzymano przy uzyciu zestawu do transkrypcji firmy Ambion
(Ambion T7-MEGAshortscript transcription kit), zgodnie z instrukcjg zalaczong przez producenta.
Jako matryce stosowano dwuniciowe czasteczki DNA, otrzymane w sSposOb opisany powyzej.
Reakcje prowadzono w skali 20 pl. Stezenie matrycy DNA w reakcjach transkrypcji byto rozne
(od 2pM do 200 nM) i zalezato od diugo$ci transkryptu, im krétszy transkrypt tym wieksza
ilos¢ matrycy. Koricowe stezenie kazdego z tréjfosforandéw nukleozyddéw wynosito 7,5 mM.
Reakcje inkubowano przez 4 godziny lub przez noc w temperaturze 37°C. W przypadku dhugich
transkryptéw (60 do 123 nt) uzyskiwano okoto 30 pg materiatu z jednej reakcji, krotkich (okoto 30 nt)
jedynie 5-10pg materiatu. Transkrypt oczyszczano w zelach poliakrylamidowych w warunkach
denaturujgcych i wizualizowano w Swietle UV. Eluowano z zelu w buforze elucyjnym przez noc,
strgcano etanolem z dodatkiem octanu sodu i glikogenu, wirowano i osuszano (wyparka wirowkowa).
RNA przechowywano w -20°C w stanie zliofilizowanym lub jako roztwory w sterylnej wodzie.
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4.1.4. Znakowanie 5' kohca RNA izotopem

Do reakcji znakowania izotopem 5' konca czasteczek RNA, otrzymanych metodg syntezy
chemicznej, stosowano [y-"Pj-ATP i T4 kinaze polinukleotydowg. Reakcje prowadzono w skali
10pl w komercyjnie dostepnym buforze (Fermentas). Do jednej reakcji wykorzystywano
10pCi [y-"Pj-ATP, 2U enzymu i 2 - 4pg RNA. Reakcje inkubowano przez 30 min. w 37°C.

Do izotopowego znakowania czasteczek RNA otrzymanych metodg transkrypcji in vitro
stosowano zestaw do defosforylacji i znakowania 5 konca RNA (Ambion KinaseMax Kkit),
zgodnie z zaleceniami producenta. Po etapie defosforylacji enzym usuwano z mieszaniny reakcyjnej
przy pomocy dotgczonego do zestawu reagentu PRR (ang. phosphatase removal reagent),
a nastepnie mieszanine odparowywano do objetosci okoto 1 pl. Do jednej reakcji znakowania 5' korica
RNA stosowano 20 pCi [y-"'Pj-ATP i 2 - 4pg RNA. Zaréwno reakcje defosforylacji, jak i reakcje
znakowania inkubowano przez | h w temperaturze 37°C.

Wyznakowane izotopowe na 5' koncu czasteczki RNA oczyszczano w denaturujgcym zelu
poliakryloamidowym z IXTBE. RNA wizualizowano w Swietle UV, eluowano przez noc w buforze
elucyjnym, strgcano etanolem z dodatkiem octanu sodu i glikogenu, wirowano i osuszano.
Poziom radioaktywnosci znakowanych czgsteczek RNA oznaczano za pomocg licznika
scyntylacyjnego.

4.2.  ANALIZA MIGRACJI RNA W ZELACH POLIAKRYLAMIDOWYCH
W WARUNKACH NIEDENATURUJACYCH

Przed analizg w warunkach natywnych homogenno$¢ wszystkich badanych czgsteczek
RNA sprawdzano drogg elektroforezy w denaturujgcym zelu poliakryloamidowym z buforem 1xTBE.
Elektroforeze w  zelu  niedenaturujgcym  przeprowadzano w  Scidle  kontrolowanych
warunkach temperaturowych oraz pradowych, wykorzystujgc zestaw DNA Pointer System firmy
Kucharczyk. Analizowany RNA (20.000 c.p.m. na jedna reakcje) znakowany na 5' koricu izotopem ~P
rozpuszczano w sterylnej wodzie, ogrzewano | min. w 90°C, a nastepnie wolno chtodzono
do temperatury pokojowej. Dodawano bufor TN (ostatecznie 1xTN) i roztwor MgC” do koncowego
stezenia 0; 0,1; 1, 25 i 5mM, po czym mieszanine inkubowano przez 10 minut w 65°C
| wolno chtodzono do temperatury pokojowej. W celu stabilizacji konformeréw RNA
probki umieszczano na 5 minut w lodzie. Przed elektroforezg probki  obcigzano
2p\ 25% Ficollu z barwnikami elektroforetycznymi i naktadano bezposrednio na schitodzony
do temperatury 4°C, niedenaturujgcy zel poliakryloamidowy. Jednocze$nie na zel naktadano
ten sam RNA poddany procesowi denaturacji (5 min./ 100°C) w formamidzie. Testowano rozne
warunki etapu denaturacji / renaturacji RNA oraz elektroforezy. Najlepsze warunki rozdziatu r6znych
form RNA zapewniata elektroforeza prowadzona w zelu 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 DRUGORZEDOWEJ RNA

4.3.1. Enzymatyczne mapowanie struktury drugorzedowej RNA

Reakcje ograniczonego trawienia enzymatycznego czasteczek RNA, znakowanych na 5'-koncu
izotopem przeprowadzono w buforze I x TN z 5 mM MgCb i dodatkiem 8 ;;m no$nikowego tRNA.
Bezposrednio przed reakcjg analizowany RNA (30.000 c.p.m.) poddawano denaturacji / renaturacji
w buforze reakcyjnym: I min./90°C i powolne chtodzenie do temperatury pokojowej. Nastepnie
dodawano odpowiednig ilo§¢ danego enzymu: S1 (0,5, 0,75; 1 U), TI (0,2, 0,3; 0,4U),
A (0,1, 0,05; 0,01 ng), VI (0,01; 0,005; 0,0025U) i reakcje inkubowano przez 10 minut
w temperaturze pokojowej lub w 37°C (nukleaza Sl). Reakcje korczono dodajgc bufor ,stop”
(w stosunku 1 :1) i przenoszgc do suchego lodu. Produkty reakcji analizowano w denaturujgcych
zelach poliakryloamidowych o odpowiedniej procentowosci.

Analogiczne eksperymenty przeprowadzono przy statych stezeniach enzymow: TI (0,4 U), SI (1 V),
A (0,1 ng)iVI (0,01 U) wobec zmiennego stezenia MgCla (0-10 mM).

4.3.2. Chemiczne mapowanie struktury drugorzedowej RNA

Przed modyfikacjg chemiczng RNA z wykorzystaniem DEPC, analizowany RNA (50,000 c.p.m),
znakowany na 5'-kofncu ™P i rozpuszczony w sterylnej wodzie denaturowano Imin. w 90°C.
Dodawano bufor TN (ostatecznie 1 x TN) i MgCl> do koncowego stezenia 5 mM. Cato$¢ inkubowano
przez 5 minut w 65°C i 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano 0,5 jjl| DEPC i reakcje
pozostawiano na 5, 15 lub 30 minut w 37°C. Mieszanine reakcyjng stragcano dwukrotnie etanolem
z dodatkiem 5/jg nosnikowego tRNA i odparowywano do sucha. Do kazdej prébki dodawano
10 Al buforu anilinowego (pH 4,5) w celu degradacji tancucha RNA w miejscach modyfikacji.
Inkubowano w ciemnosci przez 20 minut w 65“C i ponownie dwukrotnie strgcano etanolem
z dodatkiem 5//g nosnikowego tRNA. Osad mieszaniny reakcyjnej odparowywano do sucha.
Przed nalozeniem na zel rozpuszczano go w 5//1 sterylnej wody i dodawano 5/j\ formamidu
z barwnikami. Produkty reakcji analizowano w denaturujgcych zelach poliakryloamidowych
0 odpowiedniej procentowosci.

Reakcje hydrolizy czasteczek RNA, znakowanych na 5'-koficu ““P, rodnikami generowanymi
przez Fe(ll)-EDTA, prowadzono w buforze zawierajgcym 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM MgCl.
I 5mM DTT. Bezposrednio przed reakcjg analizowany RNA (100.000 c.p.m.) poddawano
denaturacji / renaturacji w buforze reakcyjnym: 1 min. /90°C i powolne chtodzenie do temperatury
pokojowej. Do kazdej reakcji (catkowita objetos$¢ 10//I) dodawano 1//I Swiezo przygotowanego
roztworu 50 mM heksahydratu siarczanu amonowo-zelazawego (I) i 1/ 20 mM EDTA pH 8,0.
Reakcje inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5, 10 lub 15 minut. Po reakcji do kazdej
z probek dodawano 10//I formamidu z barwnikami i naktadano bezposrednio na denaturujgcy zel
poliakrylamidowy.

4.3.3. Hydroliza RNA indukowana jonami
Reakcje indukowanego jonami Pb*" ciecia RNA, znakowanego na 5-koncu ~P, prowadzono
w buforze 1 x TN z 10 mM MgCl: i 8//M nosnikowym tRNA. Bezposrednio przed reakcjg analizowany
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RNA (30.000 c.p.m.) poddawano denaturacji / renaturacji przez ogrzewanie w buforze reakcyjnym
1 min./90°C | powolne chtodzenie do temperatury pokojowej. Nastepnie dodawano Swiezo
przygotowany roztwor Pb(OAc)2 do koricowego stezenia 0,25; 0,5; 1 i 2 mM i reakcje inkubowano
przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Reakcje koriczono dodajac bufor ,stop” (w stosunku 1:1)
i przenoszac do suchego lodu. Produkty reakcji analizowano w denaturujgcych zelach
poliakryloamidowych o odpowiedniej procentowosci.

4.3.4. Hydroliza RNA indukowana jonami

Przed reakcja ciecia RNA w obecnosci jonéw Mg™*, badane czasteczki RNA (30,000 c.p.m.),
znakowane na 5-koncu  ““P, rozpuszczano w roztworze zawierajgcym 40 mM  NaCl,
8/uM nosnikowy tRNA i 0,025 mM EDTA. Mieszanine ogrzewano przez | minute w temperaturze
90°C, wolno chtodzono do temperatury pokojowej i dodawano bufor Tris-HCI pH 8,5 do koricowego
stezenia 10 mM. Nastepnie dodawano MgCl: do ostatecznego stezenia 0,25; 0,5; 1 lub 2 mM
i reakcje inkubowano przez 15 godzin w 37°C. Reakcje korczono przez dodanie buforu ,stop”
(w stosunku 1 :1) i przeniesienie do suchego lodu. Produkty reakcji analizowano w denaturujgcych
zelach poliakryloamidowych o odpowiedniej procentowosci.

4.3.5. Analiza produktéw reakcji mapowania struktury RNA

Wszystkie produkty trawiert enzymatycznych, cie¢ chemicznych i indukowanych jonami metali
analizowano metodg elektroforezy w denaturujacym zelu poliakryloamidowym (19:1), z buforem
elektroforetycznym IXTBE. Procentowos$ci zelu dobierano w zalezno$ci od dtugosci analizowanych
czasteczek RNA. W celu precyzyjnego okre$lenia miejsc cie¢ hydrolitycznych, produkty reakc;i
naktadano na zel wraz z produktami hydrolizy formamidem i trawienia rybonukleazg Tl w warunkach
semidenaturujgcych, tego samego RNA.

Wszystkie prezentowane wyniki eksperymentéw elektroforetycznych byly wizualizowane i analizowane
iloSciowo przy uzyciu ekranéw odwzorowujgcych i skanera radioaktywnosci Typhoon 8600
z oprogramowaniem ImageQuant (Molecular Dynamics).

Reprezentatywne wyniki wszystkich opisanych powyzej i ponizej eksperymentdéw przedstawiono
w rozdziale V. pracy, jednakze w kazdym przypadku identyczne rezultaty uzyskano w przynajmniej
trzech niezaleznych eksperymentach.

4.4. KOMPUTEROWE PRZEWIDYWANIA STRUKTURY DRUGORZEDOWEJ RNA
Odpowiednie sekwencje rejonu liderowego réznych szczepdw wiruséw HIV-2 i SIV pobrano
z komputerowej bazy danych HIV (http://hiv-web.lanl.gov). Przewidywanie struktury drugorzedowej
TAR RNA przeprowadzono przy uzyciu programu RNA structure PC v. 4.11 i Mo/c/web serwer v. 3.2
(http:/lwww.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/rna) ~ stosujgc  domys$ine ustawienia (234;235).
Rozpatrywano wszystkie wygenerowane struktury drugorzedowe, wykazujace w stosunku do
najbardziej stabilnego wariantu, réznice energii swobodnej nie wiekszg niz 10%. Nastepnie zmieniano
parametr wielkosci okna ogladu, aby wygenerowac struktury blisko spokrewnione. Program Mfold 3.2
zostat takze wykorzystany do projektowania, analizowanych w pracy, mutantdw TAR-2 RNA.
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45. EKSPERYMENTY KOMPETYCYJNEJ INHIBICJI HYDROLIZY RNA
INDUKOWANEJ JONAMI Pb™M™

Znakowane na 5-koficu izotopem czasteczki RNA poddawano denaturacji / renaturacji
w buforze 1xTN przez ogrzewanie 1| min./90°C i powolne chtodzenie do temperatury pokojowej.
Reakcje prowadzono przy statym, 2 mM stezeniu Pb(OAc):, w temperaturze pokojowej przez
15 minut, wobec wzrastajgcego stezenia badanego liganda. Ligand dodawano do mieszaniny
reakcyjnej 5 min. przed dodaniem roztworu Pb(OAc)2, chociaz dodanie liganda bezposrednio przed
roztworem Pb(OAC)2 nie mialo wplywu na wynik eksperymentu. Stosowano nastepujgce stezenia
odpowiednich ligandéw: MgCl. i CaCb (1; 2; 5; 10; 20; 30; 40 i 50 mM), Co(NHzs)sCls (0,1; 0,2; 0,5; 1,
2; i 5 mM). Wszystkie reakcje koficzono przez dodanie buforu ,stop” (w stosunku 1 : 1) i zamrozenie
w suchym lodzie. Produkty reakcji rozdzielano w denaturujgcym zelu poliakryloamidowym,
wizualizowano i analizowano ilosciowo przy uzyciu ekranéw odwzorowujgcych i skanera
radioaktywnosci Typhoon 8600 z oprogramowaniem ImageQuant (Molecular Dynamics).
Eksperymenty badajgce wptyw amidu argininy na indukowane w obecnosci jondéw Pb™* ciecia
RNA prowadzano w analogiczny sposéb. Stosowano nastepujace stezenia amidu argininy
(1; 2; 5; 10; 20; 30; 40 i 50 mM). Dodatkowo zbadano wptyw obecnosci MgCl: w buforze reakcyjnym
na wynik tych eksperymentéw i okazalo sie, ze jony Mg™* nie wprowadzaly zadnych istotnych zmian.

4.6. NADEKSPRESJA | OCZYSZCZANIE WIRUSOWEGO BIALKA TAT-2 | LUDZKIEJ
CYKLINY TI

Wirusowe biatko Tat-2 oraz N-koncowy fragment ludzkiej cykliny Tl otrzymano w postaci biatek
fuzyjnych z S-transferazg glutationowg (GST), w oparciu o plazmid pGEX-2T z wklonowanym genem
biatka Tat-2 lub plazmid GST-hCycTI 303. Nadekpresje biatek przetestowatam w réznych szczepach
E. coli i ostatecznie zdecydowatam sie na E. coli BL21 - Codon Plus (DE3) - RIL. Biatka fuzyjne
oczyszczano na sefarozie S-glutationowej i poddawano trawieniu trombing,.

4.6.1. Transformacja komoérek E. coli

Plazmid kodujgcy biatko GST-Tat-2 lub plazmid kodujgcy GST-hCycTIl 303 wprowadzano do komorek
kompetentnych E. co//BL21 - Codon Plus (DE3) - RIL metodg szoku temperaturowego. Komorki
kompetentne rozmrazano w lodzie i do 20/j\ zawiesiny komdrkowej dodawano 30 - 40 ng
odpowiedniego plazmidu, po czym catos¢ inkubowano w lodzie przez 30 minut. Zawiesine komorkowag
umieszczano w 42°C na 20 - 25 sekund, nastepnie inkubowano w lodzie przez kolejne 2 minuty.
Dodawano ! ml pozywki SOC, cato$¢ przenoszono do falkonéw o objetosci 10 ml i hodowano
w temperaturze 37°C przez 1lh, z wytrzgsaniem (225-250 r.p.m.). Zawiesine stransformowanych
bakterii (100//1) rozprowadzono na powierzchni ptytek agarozowych z pozywka LB, ampicyling
i chloramfenikolem, hodowle prowadzono przez 16 h w temperaturze 37°C.

4.6.2. Nadekspresja biatek GST-Tat-2 i GST- hCycTI 303 w systemie E.coli

Bakteriami pochodzacymi z pojedynczej kolonii E.coli BL21 - Codon Plus (DE3) - RIL z plazmidem
kodujagcym biatko GST-Tat-2 lub GST-hCycTI 303 infekowano 20 ml ptynnej pozywki LB z ampicyling
i chloramfenikolem. Prekulture prowadzono przez noc w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem
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(225-250 r.p.m.). Nastepnego dnia prekulture bakteryjng przeszczepiano do 1000 ml (4x250 ml)
Swiezej pozywki LB z ampicyling i chloramfenikolem, hodowle prowadzono przez 2-3 godziny
w temperaturze 37°C z wytrzasaniem (225 - 250 r.p.m.). Nadekspresje biatka indukowano
we wczesnej fazie logarytmicznej (OD6oo= 0,4-0,6) przez dodanie IPTG do koncowego stezenia
1 mM. Hodowle kontynuowano przez kolejne 3 godziny (GST-Tat-2) lub 5 godzin (GST-hCycTI 303)
w  takich  samych  warunkach. Po  zakonczeniu  hodowli  kulture  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. Nastepnie osad rozmrazano i poddawano sonikacji na lodzie,
2x30sekund z ! minutowymi przerwami. W celu oddzielenia pozostatosci komdrek oraz
nierozpuszczalnej frakcji biatkowej, sonikat wirowano 40 min. / 4°C /15.000 r.p.m. Superat oddzielano

od osadu i zawarte w nim biatka rozpuszczalne poddawano dalszemu oczyszczaniu.

Przebieg hodowli i wydajnoS¢ nadekspresji kontrolowano metodg elektroforezy biatkowej
w zelu poliakryloamidowym z SDS.

4.6.3. Oczyszczanie rekombinantowych biatek Tat-2 i cykliny T1

Zarbwno wirusowe biatko Tat-2 jak i ludzka cykline TI otrzymywano w postaci biatek
fuzyjnych z S-transferaza glutationowg (GST) | jako takie poddawano oczyszczaniu na
sefarozie S-glutationowej. Zgodnie z zaleceniami producenta sefaroze przygotowywano przez
kilkukrotne ptukanie zimnym buforem PBS pH 7,4. Do oczyszczenia kazdego z bialek stosowano
750//l sefarozy na supernatant pochodzgcy z 1000 ml hodowli bakteryjnej. Do supernatantu
dodawano inhibitory proteaz (10//1 na | ml supernatantu) i przygotowang sefaroze. W celu zwigzania
obecnego w supernatancie biatka fuzyjnego cato$é inkubowano przez | h w temperaturze pokojowe;j
z delikatnym mieszaniem. Nastepnie sefaroze oddzielano od supernatantu przez tagodne wirowanie.
Aby oczysci¢ ztoze od niespecyficznie zwigzanych innych biatek, poddawano je dwukrotnemu
ptukaniu kazdym z nastepujgcych buforéw, w kolejnosci: bufor |, bufor II, bufor I, bufor Ill. Ostatnie
ptukanie prowadzono w buforze dla trombiny. Do kazdego ptukania dodawano trzykrotnie wiekszg
objeto$¢ buforu niz objetos¢ sefarozy Po kazdym pitukaniu ztoze delikatnie zwirowywano, odlewano
bufor i dodawano kolejng porcje odpowiedniego, Swiezego buforu. Po ostatnim wirowaniu
do ztoza dodawano 200//I buforu dla trombiny i 5U trombiny. Reakcje trawienia
prowadzono przez noc w temperaturze 4°C. Roztwér zawierajacy biatko zbierano znad sefarozy

i przechowywano w temperaturze 4°C.

Poszczegblne etapy oczyszczania kontrolowano metodg elektroforezy biatkowej w zelu
poliakryloamidowym z SDS.

47.  ANALIZA MIGRACJI KOMPLEKSOW RNA/TAT-2 | RNA/TAT-2 / CYKLINA TI
W ZELACH POLIAKRYLOAMIDOWYCH W WARUNKACH NATYWNYCH

Bezposrednio przed reakcjg analizowany RNA (30.000 c.p.m.) poddawano denaturacji / renaturacji
w sterylnej wodzie: 1 min./90°C | powolne chiodzenie do temperatury pokojowej.
Formowanie kompleksow RNA/biatko Tat-2 prowadzono w skali 10//1 w buforze 1 xTK, dodatkowo
do kazdej reakcji dodawano 0,5//g nosnikowego tRNA. Mieszaning inkubowano przez 10 minut
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W lodzie. Stosowano nastepujace ilosci biatka Tat-2 (0; 2,5; 5; 10; 25 i 50 ng) wobec statej ilosci RNA.
Analize formowania komplekséw RNA /cyklina T! przeprowadzono w taki sam sposob, z wyjgtkiem
dodania 2 mM ZnCl. do buforu TK.

Formowanie  komplekséw trojsktadnikowych ~ RNA/Tat-2/cyklina TI  bylo  bardziej
skomplikowane. Stosowano dwa podejscia eksperymentalne. W jednym najpierw formowano
kompleksy Tat-2/cyklina TI w buforze | xTK z 2mM ZnCl. Po 15 minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej do mieszaniny komplekséw biatkowych dodawano analizowany RNA
(30.000 c.p.m.) razem z 0,5//g nosnikowego tRNA. Catos¢ inkubowano przez 10 minut w lodzie.
W drugim podejSciu w procesie asocjacji dodawano jednocze$nie oba biatka, analizowany RNA
i 0,5//g nos$nikowego tRNA i catos¢ inkubowano w buforze 1| x TK z 2 mM ZnClz przez 10 minut
w lodzie. Poniewaz nie zaobserwowano istotnej réznicy w obrazie otrzymywanych zeli, standardowo
wykorzystywano drugie podejscie eksperymentalne. W kazdym procesie wigzania stosowano stalg
ilo$¢ biatka Tat-2 (5 ng) i RNA (30.000 c.p.m.) wobec rosnacego stezenia cykliny Tl (2,5; 5 10 ng).

Po inkubacji w lodzie wszystkie analizowane proby obcigzano 2 //I 25% Ficollu barwnikami
i naktadano bezposrednio na schtodzony do temperatury 4°C, niedenaturujgcy zel poliakryloamidowy
(75:1) zawierajgcy 0,5xTB z Tritonem X-100 Wszystkie elektroforezy prowadzono w niskiej,
kontrolowanej temperaturze zelu (4°C). W zaleznosci od dtugosci analizowanych RNA uzywano zele
0 réznej procentowosci (6 lub 10%). Wyniki eksperymentdw byty wizualizowane i analizowane
ilosciowo przy uzyciu ekranéw odwzorowujacych i skanera radioaktywnosci Typhoon 8600
z oprogramowaniem ImageQuant.
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