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1.  Wprowadzenie

Białko Hfq jest jednym z kluczowych czynników 
regulatorowych, działających w komórce na poziomie 
RNA. Początkowo białko to zostało opisane jako czyn-
nik niezbędny do rozwoju bakteriofaga Qβ, jednak rola 
tego białka w rozwoju bakteriofagów nie była później 
wnikliwie badana. W kolejnych latach opisywano nato-
miast wiele jego funkcji związanych z regulacją metabo-
lizmu RNA, które w dużej mierze skupiają się na umożli-
wianiu interakcji pomiędzy sRNA a mRNA, jak również 
na udziale w procesach degradacji jak i stabilizacji wielu 
transkryptów. Białko Hfq posiada zdolność do wiąza-
nia się z kwasami nukleinowymi i, choć zdecydowanie 
silniej oddziałuje z RNA, wykazano również, iż wiąże 
się ono z DNA. Dzięki tym właściwościom może ono 
brać udział w organizacji nukleoidu. Otworzyło to nową 
drogę do spekulacji na temat potencjalnej roli białka 
Hfq w regulacji replikacji DNA. Ponieważ białko Hfq 
wpływa na wiele procesów komórkowych, efekty delecji 
genu kodującego to białko mają charakter plejotropowy.

2.	 Historia odkrycia oraz kontekst ewolucyjny
	 białka Hfq

Białko Hfq (dawniej HF-1) zostało opisane na po- 
czątku lat siedemdziesiątych ubiegłego stulecia jako 
czynnik niezbędny do replikacji bakteriofaga Qβ 
w komórkach gospodarza, jakim dla tego faga jest bak-
teria Escherichia coli. Stąd też wzięła się akronimiczna 
nazwa tego białka – Hfq, od angielskiego host factor 
for Qβ replication [15]. Już we wczesnych doniesie- 
niach naukowych białko to charakteryzowane było jako 
niezwykle termostabilne i wykazujące silne powino- 
wactwo do kwasów nukleinowych, szczególnie chętnie 
wiążące się z jednoniciowym RNA bogatym w pow- 
tórzenia adenina-uracyl (AU) [8, 12, 21, 43]. W kolej-
nych latach wykazano, iż białko Hfq należy do olbrzy-
miej rodziny białek wiążących się do RNA, które 
można odnaleźć prawie w każdym organizmie, nale-
żącym do wszystkich trzech domen drzewa życia 
(Procaryota, Eucaryota oraz Archea). Obecność ortolo-
gów genu kodującego białko Hfq, została potwierdzona 
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w prawie połowie zsekwencjonowanych genomów bak-
teryjnych [31]. 

Homologami białka Hfq występującymi w króle
stwie zwierząt (Metazoa) są białka Sm oraz białka 
Sm-podobne (LSm), które możemy znaleźć w archeo
nach czy jednokomórkowych eukariontach. Zarówno 
białka Hfq, jak i białka z rodzin Sm czy Sm-podobnych 
mają wiele cech wspólnych, do których należy mię-
dzy innymi: multimeryczna czwartorzędowa struk-
tura w kształcie pierścienia, umożliwiająca interakcje 
z makromolekułami oraz działanie w postaci czynni-
ków wiążących RNA, pełniących funkcję w regulacji 
post-transkrypcyjnej.

3. Struktura białka Hfq oraz jego funkcje molekularne

Białko to jest obecnie uważane za plejotropowy 
regulator ekspresji genów bakteryjnych, który modu-
luje translację mRNA poprzez umożliwianie interakcji 
z małymi regulatorowymi RNA (sRNA) [33, 57]. Inter
akcje takie możliwe są dzięki charakterystycznej struk-
turze białka Hfq.

Na jeden monomer białka Hfq składają się 102 reszty 
aminokwasowe. N-terminalna domena każdego mono-
meru składa się z pięciu β-nici, które tworzą silnie zwią-
zaną strukturę β-kartki zwieńczoną przez strukturę 
α-helisy. Białko Hfq składa się z sześciu takich mono-
merów (Ryc. 1).

Struktury β-kartki z poszczególnych monomerów 
oddziałują z sobą tworząc toroidalną heksameryczna 
strukturę [7, 53]. Monomery zawierają konserwowane 
ewolucyjnie motywy zwane Sm1 oraz Sm2 mające dłu-
gość 32 oraz 14 reszt aminokwasowych [19]. Motywy te 
są cechą charakterystyczną białek należących do szeroko 
rozumianej rodziny białek Hfq, Sm oraz Sm-podobnych, 
oraz dowodzą wspólnego pochodzenia ewolucyjnego 
tych białek. Motyw Sm1 jest silnie konserwowany ewo-
lucyjnie w obrębie tej rodziny, należą do niego pierwsze 
trzy β-nici. Struktura ta jest otoczona przez motyw Sm2, 
na który składają się kolejne dwie β-nici. Motyw ten jest 
mniej konserwowany ewolucyjnie i różni się pomiędzy 
poszczególnymi homologami białka Hfq, jak również 
pomiędzy eukariotycznymi i  archealnymi białkami 
Sm oraz Sm-podobnymi. Zmienność ewolucyjna tego 
motywu jest również powodem występowania różnej 

Ryc. 1.  Struktura białka Hfq
Monomer oraz homoheksametr (panel A) z wyróżnionymi kolorystycznie strukturami α-helisy oraz β-nici
z zaznaczonymi motywami Sm1 i Sm2 (panel B). Miejsca wiązania białka Hfq do kwasów nukleinowych,

głównie RNA [57] (panel C). Obrazy Hfq na podstawie struktury 3QHS z bazy danych RCSB PDB (www.rcsb.org) [53].
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liczby monomerów (oraz innych dodatkowych struktur) 
w ostatecznie funkcjonujących białkach, tworząc różne 
homo- i heterooligomery [36].

Pierścieniowa struktura białka Hfq ukazuje dwie 
strony, miejsce dystalne (distal face), oraz miejsce 
proksymalne (proximal face) (Ryc. 1, panel C), które 
są potencjalnymi miejscami oddziaływań tego białka 
z  kwasami nukleinowymi. Pomimo, iż pełen mecha-
nizm oddziaływań białka Hfq z RNA nie jest jeszcze 
poznany, wiadomo, że N-terminalna domena Sm, skła-
dająca się z około 65 aminokwasów, wiąże się z RNA 
[2]. Sekwencje RNA bogate w urydynę wiążą się do 
pierścienia Sm w części zwanej miejscem proksymal-
nym, natomiast sekwencje RNA bogate w adeninę wiążą 
się do części zwanej miejscem dystalnym, [25]. Nie-
dawno zaproponowano, że strona boczna pierścienia 
Hfq (lateral face), zawierająca zachowane ewolucyjnie 
reszty argininowe, pełni rolę trzeciego miejsca wiązania 
RNA do Hfq [41], które jest ważne dla regulacji transla-
cji niektórych mRNA [42]. Warto nadmienić, iż oprócz 
dobrze scharakteryzowanej domeny Sm, białko Hfq 
zawiera domenę C-terminalną, składająca się z około 
35  reszt aminokwasowych. Wydaje się, iż domena ta 
nie posiada uporządkowanej struktury drugorzędo-
wej a jej funkcja przez wiele lat pozostawała nieznana 
[57], jednak obecne odkrycia rzuciły nowe światło na 
rolę tej domeny. Jedna z zaproponowanych funkcji 
dotyczy udziału ujemnie naładowanych reszt amino-
kwasowych tej domeny w zapewnieniu specyficzności 
oddziaływań białka Hfq z kwasami nukleinowymi [40]. 
Ponadto zaobserwowano, iż wyizolowana C-terminalna 
część białka Hfq posiada niezwykłe właściwości two-
rzenia wewnątrzkomórkowych struktur przypomina-
jących włókna. Opisano również, iż domena ta odpo-
wiedzialna jest za wiązanie się cząsteczek białka Hfq 
w struktury wyższego rzędu, razem z innymi kompo-
nentami uczestniczącymi w szeroko pojętym przetwa-
rzaniu RNA. Struktury przypominające włókna są zlo-
kalizowane w sąsiedztwie błony wewnętrznej komórki 
i  nie wpływają na zdolność białka Hfq do wiązania 
RNA. Już we wcześniejszych doniesieniach opisywane 
było, iż znacząca część tego białka jest wiązana z błoną 
komórkową, co łączono z jego rolą w regulacji degrada-
cji RNA [3, 26]. Zrozumienie zarówno przestrzennego, 
jak i czasowego wiązania się białka Hfq, otwiera nowy 
rozdział w rozważaniach na temat ryboregulatorowych 
funkcji tego białka oraz regulacji post-transkrypcyjnej 
w czasie cyklu komórkowego [14].

W komórce bakteryjnej Hfq jest białkiem powszech-
nie występującym, zlokalizowanym również w cytopla-
zmie – jego stężenie wewnątrzkomórkowe szacuje się na 
około 10 μM. Początkowe badania opisywały, iż pewna 
frakcja tego białka związana była również z rybosomami 
[54], jednak późniejsze badania nie podtrzymują tej tezy 
[56]. Wewnątrzkomórkowy poziom białka Hfq wzrasta 

w fazie stacjonarnej hodowli bakteryjnej względem fazy 
ekspotencjalnego wzrostu, Ryc. 2 [9, 13, 48], co ekspo-
nuje jego rolę w procesach zaangażowanych w regulację 
ekspresji genów związanych z fazą stacjonarną. Białko 
Hfq jest niezbędne do translacji mRNA dla podjed-
nostki σS (białko RpoS) polimerazy RNA. Warunkuje to 
właściwą adaptację komórki bakteryjnej do stresu zwią-
zanego z przejściem w fazę stacjonarną hodowli bak-
teryjnej [30]. Białko Hfq wpływa również na regulację 
poziomu innego białka niezbędnego w fazie stacjonar-
nej – białka FtsZ, które to tworzy strukturę pierścienia 
(tzw. pierścień Z) w obrębie miejsca przyszłego podziału 
komórki bakteryjnej [6, 55]

Białko Hfq związane jest z białkami zaangażowanymi 
w degradację mRNA takimi jak polimeraza poliadenyla-
cyjna (PAP I), fosforylaza polinukleotydowa (PNP) czy 
RNaza E [22, 28]. Istnieje szereg scenariuszy, według 
których Hfq reguluje losy mRNA oraz sRNA (Ryc. 3).

Na ogół działanie białka Hfq odbywa się na pozio-
mie regulacji translacji lub stabilności RNA. Niedawne 
badania z zastosowaniem technik wysokoprzepusto-
wych ukazują bardzo liczne miejsca oddziaływań białka 
Hfq z cząsteczkami sRNA oraz mRNA w komórce bak-
teryjnej [27]. Jednym ze scenariuszy działania jest sytu- 
acja, w której białko Hfq wraz z sRNA mogą bloko-
wać miejsce wiązania się rybosomów (RBS) w mRNA, 
co w konsekwencji powoduje zahamowanie translacji. 
W  przypadku niektórych mRNA, struktura drugo-
rzędowa końca 5’ rejonu niepodlegającego translacji 
(UTR) może maskować miejsce wiązania się rybo-
somów (RBS), przez co może hamować translację, 
natomiast kompleks uformowany przez Hfq oraz spe-
cyficzne sRNA może aktywować translację poprzez 
umożliwienie ekspozycji RBS transkryptu dla pod-
jednostki 30S rybosomu. W przypadku regulacji na 
poziome stabilności transkryptów, białko Hfq może 
chronić niektóre sRNA przed degradacją, często prze-
prowadzaną przez RNazę E lub, alternatywnie, Hfq 

Ryc. 2.  Relatywny poziom białka Hfq w komórce E. coli podczas 
wzrostu bakteryjnego

Górny panel prezentuje wizualizację zmian poziomu białka Hfq w komór-
kach typu dzikiego, podczas wzrostu (Western-blotting), dolny panel pre-

zentuje te same zmiany w ujęciu ilościowym (na podstawie [54]).
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może indukować degradację sRNA oraz ich docelo-
wych mRNA, przeprowadzaną przez RNazę E. Również 
indukcja degradacji może odbyć się w interakcji z poli-
merazą poliadenacyjną PAP I. W  takim przypadku, 
Hfq może stymulować poliadenylację mRNA poprzez 
poli(A) polimerazę (PAP), co z kolei uruchamia degra-
dację przez egzorybonukleazę [1, 10, 22, 28, 34, 52].

Przykłady oddziaływań Hfq z RNA:
(i)	 interakcja Hfq z mRNA genu oxyS w celu negatyw-

nej regulacji translacji podjednostki RpoS polime-
razy RNA [61]. OxyS jest małym regulatorowym 
RNA i pełni rolę w odpowiedzi na stres oksyda-
cyjny, jak również pełni funkcje antymutatorowe.

(ii)	 Hfq wiąże się z transkryptem ompA (kodującym 
istotne białko błonowe) oraz jest niezbędne do sta-
bilności tego transkryptu. Na stabilność tę wpływa 
micA –  antysensowne RNA (ważny negatywny 
regulator wielu genów), które wiąże się również do 
mRNA ompA i blokuje wiązanie się rybosomów 
[50, 59, 60]. 

(iii)	 Hfq jest istotne w ochronie transkryptów przed de- 
gradacją stymulowaną przez RNazę E. Do takich 
transkryptów należą: ompA (koduje białko błono-

we), dsrA (koduje ważny aktywator syntezy RpoS 
w fazie stacjonarnej oraz podczas wzrostu w niskich 
temperaturach), ryhB (obniża zapotrzebowanie na 
żelazo w warunkach jego niedoboru) [29].

Z powodu dużej różnorodności mRNA oraz celów 
działania sRNA, białko Hfq jest zaangażowane w regu-
lację różnych ścieżek metabolicznych, z których należy 
wymienić transport cukrów, regulację ekspresji bia-
łek błonowych czy innych białek związanych z błoną 
komórkową, jak również zaangażowanie jest w regula-
cję zmysłu gęstościowego komórki (quorum sensing) 
[5, 17, 37, 58]. 

4. Charakterystyka komórek pozbawionych białka Hfq

Z powodu wpływu białka Hfq na regulację licz-
nych procesów komórkowych, mutacja ∆hfq charak-
teryzuje się plejotropowymi efektami. Wiele szcze-
gółów charakterystyki fenotypowej mutanta hfq::Ω 
dostarczyła praca Tsui i wsp. z 1994 roku. W pracy tej 
użyto mutanta insercyjnego posiadający omega kasetę 
oporności na kanamycynę oraz dwa silne terminatory 
Rho-zależne na początku i na końcu kasety znajdującej 

Ryc. 3.  Możliwe scenariusze oddziaływania RNA z białkiem Hfq
Inhibicja translacji (panel A), promocja translacji (panel B), stabilizacja i ochrona sRNA przed degradacją (panel C), indukcja degradacji przez RNazę E 
(panel D), jak również współdziałanie z polimerazą poliadenylacyjną (PAP) w konsekwencji prowadzące do degradacji RNA z udziałem egzorybonukleazy 

(EXO) (panel E), (schemat własny, na podstawie [57]).
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się wewnątrz genu hfq. Opisane zostało wtedy wiele 
cech fenotypowych, włączając w to zmianę morfologii 
komórki, obniżone tempo wzrostu, jak również wrażli-
wość na substancje zaburzające osmotyczność komórki 
czy na promieniowanie ultrafioletowe.

Ponadto mutant hfq::Ω charakteryzował się wzmo-
żonym utlenianiem wielu różnych źródeł węgla i azotu. 
Do związków, których oksydacja była zwiększona 
w  mutancie hfq::Ω względem szczepu typu dzikiego, 
należą: L-arabinoza, N-acetyloglukozamina, D-sacha-
roza, kwas bursztynowy, D-galaktoza, D-mannoza, 
D-seryna, D-sorbitol, glicerol, L-fruktoza, D-ksyloza, 
D-mannitol, D-ryboza, D-fruktoza, α-D-glukoza, 
D-melobioza, tymidyna, L-asparagina, α-ketoglutaran, 
α-D-laktoza, urydyna, maltotrioza, kwas cytrynowy, 
treonina, kwas fumarowy, L-seryna, L-treonina, L-ala-
nina, i inne. Pobudzone utlenianie związków świadczy 
o ich utylizacji przez komórki – użycia ich jako podsta-
wowego źródła węgla [49].

Zbadano również barwienie się komórek mutanta 
Δhfq odczynnikiem DAPI, jednak nie zaobserwowano 
drastycznych zmian w kompozycji nukleoidu, to zna-
czy nie zaobserwowano ani jego zwiększonej ilości, ani 
wyglądu, ani komórek jego pozbawionych. Jednak, co 
interesujące, opisano wtedy wpływ mutacji Δhfq na 
obniżenie superzwinięcia plazmidowego DNA w fazie 
stacjonarnej hodowli bakteryjnej [49].

Opisano również wpływ mutacji hfq::Ω na formowa-
nie się łysinek bakteriofaga lambda. Zaobserwowano, 
iż mutant hfq::Ω nie podtrzymuje rozwoju bakteriofaga 
λcIts857 w temperaturze 30°C, jednakże zaobserwo-
wano formowanie się łysinek fagowych bakteriofaga 
λvir, zarówno w temperaturze 30°C, jak i 42°C. Suge-
rowało to, iż białko Hfq może być potrzebne albo do 
adsorpcji cząstek bakteriofaga do powierzchni komórki 
albo do jego rozwoju litycznego [49].

W roku 2007 została opublikowana praca, w której 
opisano analizę pokazującą zmiany w transkryptomie 
bakterii pozbawionych funkcjonalnego białka Hfq 
w odniesieniu do szczepu typu dzikiego [18]. Analiza 
ta pozwoliła po części scharakteryzować wpływ mutacji 
w genie hfq na procesy wewnątrzkomórkowe, a przy-
najmniej opisać, w jakie procesy zaangażowane są geny, 
których poziom ekspresji uległ zmianie pod wpływem 
braku białka Hfq. Eksperyment ten wykonany został 
przy użyciu optycznych, dwubarwnych mikromacie-
rzy DNA, a samą analizę poprzedzało pobieranie prób 
z hodowli bakterii będących w środkowej fazie loga-
rytmicznego wzrostu (OD450 = 0,3), hodowanych w sup
lementowanej pożywce minimalnej M9 [18]. Zaob-
serwowano małe (lecz statystycznie istotne) zmiany 
w ekspresji 269 genów, jednak dalszej analizie poddano 
tylko te, których ekspresja uległa większej zmianie niż 
1,5  raza względem kontroli. W ten sposób opisano 
i pogrupowano procesy regulowane przez białko Hfq.

Należą do nich:
(i)	 Pobieranie przez komórkę aminokwasów oraz ich 

biosynteza. Zaobserwowano zmienioną ekspresję 
genów kodujących enzymy szlaków biosyntez kilku 
aminokwasów oraz stymulację ekspresji genów 
związanych z transportem aminokwasów oraz 
peptydów.

(ii)	 Transport cukrów oraz ich metabolizm. Większość 
białek transportujących, których ekspresja uległa 
obniżeniu w mutancie Δhfq, zaangażowanych 
jest w  pobór cukrów – zarówno tych z systemu 
fosfotransferazowego (np. egzogenne heksozy), 
jak i spoza niego (np.: maltoza, maltodekstryna). 
Dodatkowo geny, których ekspresja uległa obni-
żeniu w mutancie Δhfq należą do szlaków gliko-
lizy, fermentacji kwasowej czy syntezy etanolu lub 
N-acetylo-D-glukozaminy.

(iii)	 Metabolizm energetyczny komórki. Zaobserwo-
wano obniżoną ekspresję genów zaangażowanych 
w  łańcuch oddechowy (kodujących takie białka 
jak: dehydrogenaza mrówczanowa czy niektóre 
podjednostki syntetazy ATP [18].

Hfq reguluje również aktywność podjednostki σE 

polimerazy RNA, odpowiedzialnej za ekspresję genów 
przystosowujących bakterie do ekstremalnego szoku 
cieplnego oraz stresu otoczki. Poziom mRNA genu 
rpoE jest podwyższony w mutancie hfq, co wpływa na 
kilka elementów regulonu σE, jednak jest to zależne od 
fazy wzrostu bakterii [18]. 

Białko Hfq reguluje również aktywność podjed-
nostki σ32, odpowiedzialnej za ekspresję genów związa-
nych z odpowiedzią komórki na szok cieplny. Jednakże 
regulacja ta zachodzi nie poprzez obniżenie poziomu 
mRNA tej podjednostki, a poprzez wpływ na dwa 
białka opiekuńcze GroEL oraz DnaKJ, które regulują 
aktywność σ32. W mutancie hfq zaobserwowano obni-
żony poziom zarówno białka GroEL, jak i jego mRNA. 
Jednak w przypadku białka DnaK zaobserwowano 
wzmożoną jego syntezę przy jednoczesnym niskim 
poziomie transkryptu. Sugeruje to bardziej złożony 
mechanizm działania tego białka opiekuńczego [18].

Liczne badania pokazują, jak brak funkcjonalnego 
Hfq wpływa na komórkę bakteryjną, przejawiając 
zmiany zarówno na poziomie transkryptomu jak i prze-
kładając się na zmieniony fenotyp komórek. Pomimo 
ponad czterech dekad badań nad rolą i właściwościami 
białka Hfq, obraz jest ten ciągle jest niekompletny, choć 
wydaje się on złożony.

5.  Interakcje białka Hfq oraz DNA

Już we wczesnych doniesieniach opisano bioche-
miczną charakterystykę białka Hfq wskazującą na 
wysoką termostabilność białka oraz silne powinowac-
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two do kwasów nukleinowych. Nawet jeżeli białko Hfq 
wydaje się preferować wiązanie się do RNA, wykazuje 
ono też znaczne powinowactwo do DNA (Ryc. 4). 
Te biofizyczne właściwości białka Hfq potwierdzone 
zostały w różnych doniesieniach na przestrzeni lat [4, 
13, 16, 32, 51].

Możliwość wiązania się Hfq do DNA in vitro została 
szczegółowo zbadana przez Geinguenauda i współ
pracowników. Przy użyciu między innymi spektro
skopii fourierowskiej (FTIR) oraz techniki rozpraszania 

neutronów (neutron scattering), udało się zaobserwo-
wać i  potwierdzić częściowe rozplatanie się podwój-
nej nici DNA bogatej w reszty adeniny oraz tyminy, 
które stymulowane było przez wiązanie się białka Hfq. 
Jest to o  tyle interesujące, iż jest zbieżne z generalną 
zawartością nukleotydową sekwencji promotorowych. 
Otworzyło to drogę do spekulacji na temat regula- 
torowej roli Hfq.

Zmierzono stałą równowagi dysocjacji (Kd) kom-
pleksu Hfq:DNA przy użyciu fluorescencji anizo-
tropowej. Dla kompleksów utworzonych z Hfq oraz 
DNA bogatego w powtórzenia adeninowe (dA20), 
stała dysocjacji wynosiła Kd = 180 ± 22 nM, natomiast 
dla kompleksów utworzonych z Hfq oraz dupleksów 
adenino-tyminowych (dA20 – dT20), stała dysocjacji 
wynosiła Kd = 250 ± 14 nM. Nie udało się natomiast 
zmierzyć, przy użyciu tej techniki, stałej dysocjacji 
dla kompleksów Hfq oraz DNA bogatego w cytozynę 
czy też dupleksy cytozynowo-guaninowe (dC20, dC20 
– dG20). Co ciekawe, pomimo silnego powinowactwa 
do sekwencji DNA bogatych w adeninę, w przypadku 
dużego stężenia Hfq względem DNA, wiąże się ono 
niespecyficznie do DNA. Potwierdziły to obserwacje, 
z  użyciem transmisyjnej mikroskopii elektronowej, 
plazmidów inkubowanych wcześniej z różną ilością 
molową białka Hfq [16]. Wydaje się również, iż takie 
wiązanie się Hfq wymaga specyficznej lokalnej archi-
tektury DNA. 

Zarówno część dystalna jak i C-terminalna domena 
białka Hfq, biorą czynny udział w interakcjach tego 
białka z DNA. Badania pokazały, iż zarówno delecja 
37 reszt aminokwasowych domeny C-terminalnej, jak 
i dwie mutacje punktowe (K31A oraz Y25A), powodują 
całkowitą utratę zdolności wiązania się białka Hfq do 
DNA. Efekt wywoływany przez te mutacje jest dokład-
nie taki sam, jak delecja całego rejonu C-terminalnego. 
Postuluje się, iż C-terminalna część białka może kotwi-
czyć całe białko do DNA, natomiast reszty aminokwa-
sowe w pozycji K31 oraz Y25 zapewniają powstawanie 
wiązań wodorowych niezbędnych do interakcji białka 
z  DNA. Co interesujące, mutacja punktowa w  pozy-
cji R16A, która zlokalizowana jest na samej krawędzi 
białka, powoduje również całkowitą utratę właściwo-
ści wiązania się Hfq do DNA, natomiast mutacja R17A 
jedynie nieco zmienia sposób formowania się kom-
pleksu Hfq-DNA. W  związku z powyższym, strona 
boczna białka jest również postulowana jako element 
ważny dla wiązania się Hfq do DNA [51]. 

Updegrove i wsp. w trakcie oczyszczania białka 
Hfq natknęli się na fragmenty kwasów nukleinowych, 
które zostały zidentyfikowane jako fragmenty DNA. 
Fragmenty te cechowała helikalna, skręcona osiowo 
topologia [51]. Potwierdziło to wczesne doniesienia 
o  silniejszym wiązaniu się Hfq do DNA o  skręconej, 
zakrzywionej konformacji [4]. Jednakże niezwykle 

Ryc. 4.  Wiązanie się Hfq do DNA
Zdjęcia wykonane z użyciem transmisyjnej mikroskopii elektronowej 
(TEM), superzwinęte plazmidy pBR322 (panel A) oraz te same plazmidy 
po krótkiej inkubacji (5 min) z białkiem Hfq (stosunek masowy 1 : 2) 

(panel B). Zdjęcia pokazują zdolność Hfq do tworzenia mostkowania
segmentów DNA [18].
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ciekawym okazał się fakt, iż wyizolowane fragmenty 
były segmentami genów kodujących głównie białka 
błonowe (białka transportujące, symporty, antyporty, 
pompy aktywnego usuwania czy białka kanałowe) – 65% 
zidentyfikowanych sekwencji. Jest to dość niezwykłe jak 
na, mimo wszystko, niespecyficzne wiązanie się DNA 
do Hfq. Udało się również zidentyfikować wspólną 
sekwencję, z pomocą której fragmenty DNA wiązały się 
do Hfq – był to motyw (A/T)T(A/G)TGCCG [4]. Motyw 
ten różni się od opisywanych przez Geinguenauda 
i wsp. sekwencji bogatych w powtórzenia adeninowe 
[16]. Geny zidentyfikowane wśród wyizolowanych 
fragmentów DNA nie kodowały żadnego mRNA pod- 
legającego Hfq-zależnej regulacji, nie flankowały rów- 
nież rejonów międzygenowych kodujących regulato- 
rowe sRNA. Jednakże, kiedy sekwencja genomu E. coli 
została przeszukana pod kątem wyżej wymienio-
nego motywu, okazało się, iż odnaleziono dokładnie 
924 miejsca występowania tego motywu, a więc miejsca 
wiązania się białka Hfq do chromosomu bakteryjnego. 
Zapewne w przypadku przeszukania chromosomu pod 
kątem motywu o mniejszej konserwatywności, liczba 
znalezionych miejsc wiązania byłaby jeszcze większa 
[51]. Szacuje się, iż jeżeli tylko jedna cząsteczka hek-
sameru białka Hfq przypadałaby na jedną sekwencję 
motywu, to około 15% całej komórkowej puli białka 
Hfq znalazłoby się w  obrębie nukleoidu. Wyniki te 
potwierdziły wcześniejsze doniesienia, iż pewna frak-
cja białka Hfq (10–20%) związana jest z chromosomem 
bakteryjnym [24].

Jest to zbieżne z innymi badaniami, które opisywały 
białko Hfq jako jedno z 12 najliczniej reprezentowa-
nych białek w nukleoidzie bakterii Escherichia coli, 
a jego udział procentowy szacowany był na około 25% 
wszystkich białek związanych z nukleoidem bakteryj-
nym w stacjonarnej fazie wzrostu [47]. Ilość tego białka 
w nukleoidzie jest porównywalna z innymi charaktery-
stycznymi białkami nukleoidu, takimi jak Fis czy HU. 
W związku z tym, białko Hfq jest obecnie opisywane 
również jako jedno z białek organizujących nukleoid 
bakteryjny oraz jako białko współdziałające z innymi 
białkami nukleoidu. Obok wyżej wspominanych bia-
łek Fis oraz HU, wymieniane są białka: IHF, H-NS, czy 
StpA [32] W fazie logarytmicznego wzrostu struktura 
nukleoidu opisywana jest jako chromatyna o średnicy 
od 30 do 80 nm. Ta sama chromatyna ulega znaczącej 
kondensacji po wejściu komórek w fazę stacjonarną 
[32]. Wiele badań in vitro pokazało, iż chromosomalne 
białka, takie jak HU, IHF, H-NS, StpA, Fis, oraz Hfq, 
w różny sposób wiążą się z cząsteczkami DNA [11, 
32, 35, 44–46]. Jednakże nie do końca poznany jest 
mechanizm ich współdziałania in vivo. Badania orga-
nizacji nukleoidu z użyciem mikroskopii sił atomo-
wych wykazały, iż chromosomy bakteryjne, selektywnie 
pozbawiane wyżej wymienionych białek, wykazywały 

zróżnicowanie grubości chromatyny w  uwalnianym 
nukleoidzie. Wyizolowany ze szczepu typu dzikiego 
nukleoid składa się w ponad 10% z populacji cienkich 
nici chromatynowych (definiowanych jako nici o gru-
bości od 5 nm do 20 nm) oraz zawiera mniej więcej 
tyle samo nici grubych (powyżej 70 nm). Natomiast 
największą część populacji (powyżej 70%), stanowią 
intermediaty o grubości od 20 nm do 70 nm. Efekty 
delecji niektórych spośród wspomnianych białek 
powodowały zwiększenie częstości występowania grub-
szych nici, podczas gdy innych powodowały częstsze 
formowanie się nici cienkich. W przypadku mutanta 
Δhfq zaobserwowano zarówno zwiększenie populacji 
nici cienkich (powyżej 20%) jak i grubych (ok. 20%). 
Jednakże żadna pojedyncza mutacja nie spowodowała 
istotnego statystycznie wzrostu częstości pojawienia się 
nici najcieńszych, definiowanych jako te poniżej 5 nm 
średnicy. Została postawiona hipoteza, iż żadne z wyżej 
wymienionych białek nie jest konieczne do formowania 
się chromatyny z nagiego DNA do struktur wyższego 
rzędu. Badania te pokazały, iż formą podstawową chro-
matyny jest chromatyna o średnicy 10 nm a wyizolo-
wany chromosom poddany traktowaniu RNazą A prze-
kształca się właśnie w chromatynę o średnicy 10 nm. 
Do jej formowania się niezbędne są wprawdzie różne 
białka oraz proces superzwinięcia DNA, jednak nie są 
niezbędne białka HU, IHF, H-NS, StpA, Fis czy Hfq, zaś 
efekt braku któregokolwiek z nich jest kompensowany 
przez pozostałe białka [32].

W 2015 roku ukazała się praca, w której bliżej przyj-
rzano się problemowi wiązania się Hfq do DNA oraz 
jego roli w konformacji oraz upakowaniu DNA [23]. 
W  pracy tej wykorzystano wiele zaawansowanych 
technik, w tym użycie nanofluidów w kwazi-jedno-
wymiarowych kanałach w połączeniu z mikroskopią 
fluorescencyjną czy technika omiatania neutronami 
o niskich kątach (SANS, Small Angle Neutron Scatte
ring). Za pomocą pierwszej z tych technik udało się 
zaobserwować i zmierzyć kondensację DNA pod wpły-
wem różnych czynników, a w szczególności białka Hfq. 
Z  kolei technika omiatania neutronami umożliwiła 
szczegółowe zobrazowanie oddziaływania cząsteczek 
DNA oraz C-terminalnej domeny białka Hfq. Zaobser-
wowano, iż Hfq posiada zdolności do łączenia segmen-
tów DNA, co prowadzi do upakowania DNA, a finalnie 
skutkuje raptownym przejściem do stanu skondenso-
wanego DNA. Jednakże dzieje się tak dopiero po prze-
kroczeniu pewniej wartości progowej w stężeniu białka 
Hfq względem DNA. Zasadnicze znaczenie w tej kon-
densacji DNA mają interakcje pomiędzy segmentami 
DNA kontrolowane zarówno poprzez oddziaływania 
elektrostatyczne, jak i sam układ segmentów [23]. 
Wyniki te eksponują rolę białka Hfq w  organizacji 
architektury nukleoidu i bardziej bezpośredni wpływ 
na regulację ekspresji genów. Z kolei wyniki doświad-
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czeń omiatania neutronami wykazały, iż heksamer 
białka Hfq nie jest sztywno zakotwiczony a raczej jest 
luźno związany w odległości około 5 nm od helikalnej 
osi dupleksu nukleoproteinowego. Obecnie rozwa-
żany model zakłada, iż C-terminalna część białka Hfq 
wiąże się z sekwencjami bogatymi w powtórzenia AT. 
Wymaga to jednak częściowego otwarcia się dupleksu, 
co z kolei skutkuje skróceniem się (pozornym, bo tylko 
w obrysie) cząsteczki DNA. Kiedy już heksamer Hfq 
przyłączy się jedną z C-terminalnych domen do DNA, 
może przyłączyć kolejne segmenty DNA do pozosta-
łych domen C-terminalnych – w  ten sposób właśnie 
tworzy się „mostkowanie” DNA w konsekwencji pro-
wadzące do raptownego przejścia DNA w stan skon-
densowany [23].

Interakcje białka Hfq z DNA otworzyły nowy roz-
dział w rozważaniach na temat roli tego białka w regula-
cji replikacji DNA. Rola ta została wyeksponowano jak 
do tej pory jedynie jednym doniesieniem naukowym, 
gdzie użyto jako modelu replikacji różnych replikonów 
plazmidowych. W mutancie Δhfq zbadano wydajność 
replikacji plazmidów ColE1 podobnych (pMB1 oraz 
p15A) jak również pochodnej bakteriofaga λ – plaz
midu pKBamp. W przypadku komórek pozbawio- 
nych białka Hfq, w porównaniu do szczepu typu dzi-
kiego, zaobserwowano wydajniejszą syntezę DNA 
plazmidów ColE1 – podobnych. Tę wydajniejszą syn-
tezę zaobserwowano pod koniec fazy logarytmicz-
nego wzrostu i na początku fazy stacjonarnej. Jest to 
zbieżne z fizjologicznym wzrostem stężenia białka Hfq 
w komórkach szczepu typu dzikiego [9]. Co interesu-
jące, nie zaobserwowano efektu wzmożonej replikacji 
dla plazmidu będącego pochodną faga  λ. Ponieważ 
regulacja replikacji plazmidów ColE1 wymaga spe-
cyficznych oddziaływań na poziomie RNA, wydaje 
się, iż brak głównego białka opiekuńczego RNA może 
zaburzać proces tej regulacji, prowadząc do stymulacji 
replikacji DNA [9]. Jednak biorąc pod uwagę iż brak 
białka Hfq wywołuje w komórce liczne efekty plejotro-
powe, może być to tylko jeden z możliwych scenariuszy 
działania białka Hfq. 

Oprócz wymienionych powyżej bezpośrednich i po- 
średnich oddziaływań białka Hfq z DNA oraz ich 
skutków, zaobserwowane zostały również inne efekty 
pośrednie działania białka Hfq na procesy związane 
z  DNA. Do takich należy zaliczyć rolę białka Hfq 
w  procesie regulacji transpozycji. Badania wykazały, 
iż Hfq negatywnie reguluje transpozycję transpozonu 
Tn10 poprzez inhibicję transpozazy IS50 na post-trans-
krypcyjnym poziomie. Zaobserwowano również silną 
supresję procesu transpozycji dla transpozonu Tn5, jed-
nak w tym przypadku regulacja odbywa się na poziome 
zahamowania transkrypcji transpozazy IS50. Zidentyfi-
kowano, iż czynnikiem pośredniczącym w tej regulacji 
jest Crp, białko receptora cyklicznego AMP [38, 39].

6.  Podsumowanie

Białko Hfq jest jednym z kluczowych ryboregula-
torów, którego działania w dużej mierze polegają na 
umożliwianiu interakcji pomiędzy sRNA a mRNA, 
jak również na udziale w procesach degradacji i sta-
bilizacji transkryptów. Strukturalnie białko to jest 
homoheksamerem o strukturze pierścienia. W  jego 
budowie można wyróżnić dwie strony, stronę proksy-
malną i dystalną, które są odpowiedzialne za wiązanie 
się białka Hfq z kwasami nukleinowymi. Choć zdecy-
dowanie silniej oddziałuje z RNA, wykazano również, 
iż wiąże się ono z DNA. Możliwość wiązania się Hfq do 
DNA została szczegółowo zbadana i udało się zaobser-
wować częściowe rozplatanie się podwójnej nici DNA 
bogatej w reszty adeniny oraz tyminy, które stymulo-
wane było przez wiązanie się białka Hfq. Inne badania 
wykazały wspólny motyw sekwencji dla fragmentów 
DNA oczyszczonych razem z białkiem Hfq. Co ciekawe, 
stwierdzono również, iż w przypadku dużego stężenia 
Hfq, wiąże się ono niespecyficznie do DNA. Wydaje się 
również, iż takie wiązanie się Hfq wymaga specyficznej 
lokalnej architektury DNA. Właściwości te mogą wyni-
kać z udziału białka Hfq w organizacji nukleoidu, co 
otwiera nową drogę do spekulacji na temat potencjalnej 
roli białka Hfq w regulacji replikacji DNA.

Ponieważ białko Hfq wpływa na wiele procesów 
komórkowych, efekty delecji genu kodującego to białko 
mają charakter plejotropowy. Dlatego, kolejne lata 
badań dostarczają wielu nowych informacji na temat 
tego wydawałoby się dobrze poznanego ryboregulatora.
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