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Streszczenie: Bialko Hfq jest jednym z lepiej poznanych czynnikéw regulacyjnych dziatajacych na poziomie RNA. Na poczatku, biatko to
zostalo odkryte jako czynnik komorki gospodarza niezbedny do rozwoju bakteriofaga Q. Od tego czasu rola biatka Hfq w rozwoju fagow
nie byla szczegélnie badana. Jednak w kolejnych latach, w wielu badaniach stwierdzono ryboregulacyjne funkcje tego biatka. Polegaja one
na posredniczeniu w oddziatywaniach pomiedzy matymi regulatorowymi sRNA a mRNA, bedacych celem ich dziatania. Odzialywania
te moga prowadzi¢ zaréwno do degradacji lub stabilizacji, zaleznie od transkryptu. Biatko Hfq posiada zdolno$¢ wigzania si¢ do kwasow
nukleinowych, i pomimo iz duzo chetniej wigze sie do RNA, moze réwniez wigza¢ sie do DNA. Zaobserwowano, iz Hfq jest rowniez jednym
z bialek organizujacym nukleoid bakteryjny. Obserwacje te otwieraja nowy rozdziat w dyskusji na temat roli biatka Hfq w regulacji replikacji
DNA. Poniewaz bialko Hfq wplywa na tak rozne procesy biologiczne, nie jest wiec dziwne iz jego brak prowadzi do efektéw plejotropowych.

1. Wprowadzenie. 2. Historia odkrycia oraz kontekst ewolucyjny biatka Hfq. 3. Struktura biatka Hfq oraz jego funkcje molekularne.
4. Charakterystyka komorek pozbawionych biatka Hfq. 5. Interakcje biatka Hfq oraz DNA. 6. Podsumowanie

The Hfq protein - a novel view on the well-known riboregulator

Abstract: The Hfq protein is one of the most important regulatory factors acting at the RNA level. This protein was first discovered as
a host factor necessary for Q@ bacteriophage development. Following the discovery, the Hfq role in bacteriophage development was not
investigated in depth. In subsequent years, however, many studies revealed various riboregulatory functions of this protein, mainly focused
on facilitating sSRNA and mRNA pairing, regulating both the degradation and stability of many transcripts. The Hfq protein has the ability
to bind to nucleic acids - it binds more efficiently to RNA, but can also attach to DNA. It has been also proved that Hfq is involved in the
nucleoid organization. These observations open room for discussion on the potential role of Hfq in the regulation of DNA replication.
Since Hfq protein affects many cellular processes, the deletion of the gene encoding this protein has a pleiotropic effect on the cell.

1. Introduction. 2. The history of the Hfq protein discovery and its evolutionary context. 3. Structure of the Hfq protein and its molecular

function. 4. Characteristics of cells devoid of the Hfq protein. 5. Hfq interactions with the DNA. 6. Summary
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1. Wprowadzenie

Bialko Hfq jest jednym z kluczowych czynnikéw
regulatorowych, dziatajacych w komoérce na poziomie
RNA. Poczatkowo biatko to zostato opisane jako czyn-
nik niezbedny do rozwoju bakteriofaga Qp, jednak rola
tego biatka w rozwoju bakteriofagéw nie byla pdzniej
wnikliwie badana. W kolejnych latach opisywano nato-
miast wiele jego funkcji zwigzanych z regulacja metabo-
lizmu RNA, ktére w duzej mierze skupiaja si¢ na umozli-
wianiu interakeji pomigdzy SRNA a mRNA, jak réwniez
na udziale w procesach degradacji jak i stabilizacji wielu
transkryptow. Biatko Hfq posiada zdolnos¢ do wigza-
nia si¢ z kwasami nukleinowymi i, cho¢ zdecydowanie
silniej oddzialuje z RNA, wykazano réwniez, iz wiaze
si¢ ono z DNA. Dzigki tym wlasciwo$ciom moze ono
bra¢ udzial w organizacji nukleoidu. Otworzylo to nowa
droge do spekulacji na temat potencjalnej roli biatka
Hfq w regulacji replikacji DNA. Poniewaz bialko Hfq
wplywa na wiele proceséw komorkowych, efekty delecji
genu kodujgcego to biatko majg charakter plejotropowy.

2. Historia odkrycia oraz kontekst ewolucyjny
biatka Hfq

Biatko Hfq (dawniej HF-1) zostalo opisane na po-
czatku lat siedemdziesigtych ubieglego stulecia jako
czynnik niezbedny do replikacji bakteriofaga Qp
w komorkach gospodarza, jakim dla tego faga jest bak-
teria Escherichia coli. Stad tez wziela sie akronimiczna
nazwa tego biatka — Hfq, od angielskiego host factor
for QP replication [15]. Juz we wczesnych doniesie-
niach naukowych biatko to charakteryzowane byto jako
niezwykle termostabilne i wykazujgce silne powino-
wactwo do kwaséw nukleinowych, szczegdlnie chetnie
wigzace sie z jednoniciowym RNA bogatym w pow-
térzenia adenina-uracyl (AU) [8, 12, 21, 43]. W kolej-
nych latach wykazano, iz bialko Hfq nalezy do olbrzy-
miej rodziny bialek wigzacych sie do RNA, ktore
mozna odnalez¢ prawie w kazdym organizmie, nale-
zacym do wszystkich trzech domen drzewa zycia
(Procaryota, Eucaryota oraz Archea). Obecnos¢ ortolo-
gow genu kodujacego biatko Hfq, zostala potwierdzona
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w prawie polowie zsekwencjonowanych genomoéw bak-
teryjnych [31].

Homologami biatka Hfq wystepujacymi w krole-
stwie zwierzat (Metazoa) sg biatka Sm oraz biatka
Sm-podobne (LSm), ktére mozemy znalez¢ w archeo-
nach czy jednokomoérkowych eukariontach. Zaréwno
biatka Hfq, jak i biatka z rodzin Sm czy Sm-podobnych
maja wiele cech wspdlnych, do ktérych nalezy mie-
dzy innymi: multimeryczna czwartorzedowa struk-
tura w ksztalcie pierscienia, umozliwiajaca interakcje
z makromolekutami oraz dzialanie w postaci czynni-
kéw wigzacych RNA, petnigcych funkcje w regulacji
post-transkrypcyjne;j.

3. Struktura bialka Hfq oraz jego funkcje molekularne

Bialko to jest obecnie uwazane za plejotropowy
regulator ekspresji gendéw bakteryjnych, ktéry modu-
luje translacje mRNA poprzez umozliwianie interakcji
z malymi regulatorowymi RNA (sRNA) [33, 57]. Inter-
akcje takie mozliwe sg dzigki charakterystycznej struk-
turze biatka Hfq.

MONOMETR

Na jeden monomer biatka Hfq sktadaja si¢ 102 reszty
aminokwasowe. N-terminalna domena kazdego mono-
meru sklada sie z pigciu -nici, ktdre tworza silnie zwia-
zana strukture P-kartki zwienczong przez strukture
a-helisy. Bialko Hfq sktada sie z szesciu takich mono-
merdw (Ryc. 1).

Struktury p-kartki z poszczegdélnych monomeréw
oddzialuja z sobg tworzac toroidalng heksameryczna
strukture [7, 53]. Monomery zawieraja konserwowane
ewolucyjnie motywy zwane Sm1 oraz Sm2 majace diu-
gos¢ 32 oraz 14 reszt aminokwasowych [19]. Motywy te
sa cechg charakterystyczng bialek nalezacych do szeroko
rozumianej rodziny biatek Hfq, Sm oraz Sm-podobnych,
oraz dowodza wspdlnego pochodzenia ewolucyjnego
tych biatek. Motyw Sm1 jest silnie konserwowany ewo-
lucyjnie w obrebie tej rodziny, nalezg do niego pierwsze
trzy B-nici. Struktura ta jest otoczona przez motyw Sm2,
na ktory skladajg si¢ kolejne dwie B-nici. Motyw ten jest
mniej konserwowany ewolucyjnie i rdzni si¢ pomiedzy
poszczegdlnymi homologami biatka Hfq, jak rowniez
pomiedzy eukariotycznymi i archealnymi biatkami
Sm oraz Sm-podobnymi. Zmienno$¢ ewolucyjna tego
motywu jest rowniez powodem wystepowania rdznej
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Ryc. 1. Struktura biatka Hfq
Monomer oraz homoheksametr (panel A) z wyréznionymi kolorystycznie strukturami a-helisy oraz p-nici
z zaznaczonymi motywami Sm1 i Sm2 (panel B). Miejsca wigzania biatka Hfq do kwaséw nukleinowych,
gléwnie RNA [57] (panel C). Obrazy Hfq na podstawie struktury 3QHS z bazy danych RCSB PDB (www.rcsb.org) [53].
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liczby monomerdéw (oraz innych dodatkowych struktur)
w ostatecznie funkcjonujgcych biatkach, tworzac rézne
homo- i heterooligomery [36].

Pierscieniowa struktura biatka Hfq ukazuje dwie
strony, miejsce dystalne (distal face), oraz miejsce
proksymalne (proximal face) (Ryc. 1, panel C), ktére
s3 potencjalnymi miejscami oddzialywan tego bialka
z kwasami nukleinowymi. Pomimo, iz pelen mecha-
nizm oddzialywan bialka Hfq z RNA nie jest jeszcze
poznany, wiadomo, ze N-terminalna domena Sm, skta-
dajaca sie z okoto 65 aminokwasdéw, wiagze sie z RNA
[2]. Sekwencje RNA bogate w urydyne wiaza si¢ do
pierscienia Sm w czgs$ci zwanej miejscem proksymal-
nym, natomiast sekwencje RNA bogate w adenine wigza
sie do czesci zwanej miejscem dystalnym, [25]. Nie-
dawno zaproponowano, ze strona boczna pierscienia
Hfq (lateral face), zawierajgca zachowane ewolucyjnie
reszty argininowe, pelni role trzeciego miejsca wigzania
RNA do Hfq [41], ktore jest wazne dla regulacji transla-
¢ji niektorych mRNA [42]. Warto nadmieni¢, iz oprocz
dobrze scharakteryzowanej domeny Sm, biatko Hfq
zawiera domeng¢ C-terminalng, skladajaca si¢ z okoto
35 reszt aminokwasowych. Wydaje sie, iz domena ta
nie posiada uporzadkowanej struktury drugorzedo-
wej a jej funkcja przez wiele lat pozostawata nieznana
[57], jednak obecne odkrycia rzucily nowe $wiatlo na
role tej domeny. Jedna z zaproponowanych funkeji
dotyczy udzialu ujemnie naladowanych reszt amino-
kwasowych tej domeny w zapewnieniu specyficznosci
oddziatywan biatka Hfq z kwasami nukleinowymi [40].
Ponadto zaobserwowano, iz wyizolowana C-terminalna
cze$¢ biatka Hfq posiada niezwykle wlasciwosci two-
rzenia wewnatrzkomoérkowych struktur przypomina-
jacych wldkna. Opisano réwniez, iz domena ta odpo-
wiedzialna jest za wigzanie si¢ czasteczek bialka Hfq
w struktury wyzszego rzedu, razem z innymi kompo-
nentami uczestniczacymi w szeroko pojetym przetwa-
rzaniu RNA. Struktury przypominajace wiékna sg zlo-
kalizowane w sasiedztwie blony wewnetrznej komoérki
i nie wplywaja na zdolno$¢ biatka Hfq do wigzania
RNA. Juz we wcze$niejszych doniesieniach opisywane
byto, iz znaczaca czg$¢ tego bialka jest wigzana z blong
komorkowas, co taczono z jego rola w regulacji degrada-
¢ji RNA [3, 26]. Zrozumienie zaréwno przestrzennego,
jak i czasowego wigzania si¢ biatka Hfq, otwiera nowy
rozdzial w rozwazaniach na temat ryboregulatorowych
funkcji tego biatka oraz regulacji post-transkrypcyjnej
w czasie cyklu komorkowego [14].

W komorce bakteryjnej Hifq jest biatkiem powszech-
nie wystepujacym, zlokalizowanym réwniez w cytopla-
zmie — jego stezenie wewnatrzkomorkowe szacuje sie na
okoto 10 uM. Poczatkowe badania opisywaly, iz pewna
frakcja tego bialka zwigzana byta réwniez z rybosomami
[54], jednak pdzniejsze badania nie podtrzymuja tej tezy
[56]. Wewnatrzkomdrkowy poziom biatka Hfq wzrasta

400% T

300% T o

200% 1 /? I

1
100%+ @——@
1
t

0%

Ryc. 2. Relatywny poziom biatka Hfq w komorce E. coli podczas
wzrostu bakteryjnego

Gorny panel prezentuje wizualizacje zmian poziomu bialka Hfq w komor-
kach typu dzikiego, podczas wzrostu (Western-blotting), dolny panel pre-
zentuje te same zmiany w ujeciu ilociowym (na podstawie [54]).

w fazie stacjonarnej hodowli bakteryjnej wzgledem fazy
ekspotencjalnego wzrostu, Ryc. 2 [9, 13, 48], co ekspo-
nuje jego role w procesach zaangazowanych w regulacje
ekspresji genow zwigzanych z fazg stacjonarng. Biatko
Hfq jest niezbedne do translacji mRNA dla podjed-
nostki o® (biatko RpoS) polimerazy RNA. Warunkuje to
wlasciwg adaptacje komorki bakteryjnej do stresu zwia-
zanego z przejsciem w faze stacjonarng hodowli bak-
teryjnej [30]. Bialko Hfq wptywa réwniez na regulacje
poziomu innego biatka niezbednego w fazie stacjonar-
nej — biatka FtsZ, ktore to tworzy strukture pierscienia
(tzw. pierscien Z) w obrebie miejsca przyszlego podziatu
komorki bakteryjnej [6, 55]

Bialtko Hfq zwigzane jest z bialkami zaangazowanymi
w degradacj¢ mRNA takimi jak polimeraza poliadenyla-
cyjna (PAP I), fosforylaza polinukleotydowa (PNP) czy
RNaza E [22, 28]. Istnieje szereg scenariuszy, wedlug
ktorych Hfq reguluje losy mRNA oraz sRNA (Ryc. 3).

Na ogot dzialanie biatka Hfq odbywa si¢ na pozio-
mie regulacji translacji lub stabilnosci RNA. Niedawne
badania z zastosowaniem technik wysokoprzepusto-
wych ukazujg bardzo liczne miejsca oddziatywan biatka
Hfq z czasteczkami SRNA oraz mRNA w komorce bak-
teryjnej [27]. Jednym ze scenariuszy dziatania jest sytu-
acja, w ktorej biatko Hfq wraz z sSRNA moga bloko-
wa¢ miejsce wigzania si¢ rybosoméw (RBS) w mRNA,
co w konsekwencji powoduje zahamowanie translacji.
W przypadku niektérych mRNA, struktura drugo-
rzedowa konca 5’ rejonu niepodlegajacego translacji
(UTR) moze maskowaé miejsce wigzania si¢ rybo-
somow (RBS), przez co moze hamowac translacje,
natomiast kompleks uformowany przez Hfq oraz spe-
cyficzne SRNA moze aktywowa¢l translacje poprzez
umozliwienie ekspozycji RBS transkryptu dla pod-
jednostki 30S rybosomu. W przypadku regulacji na
poziome stabilnosci transkryptéw, biatko Hfq moze
chroni¢ niektére sSRNA przed degradacja, czesto prze-
prowadzang przez RNaz¢ E lub, alternatywnie, Hfq
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Ryc. 3. Mozliwe scenariusze oddziatywania RNA z biatkiem Hfq

Inhibicja translacji (panel A), promocja translacji (panel B), stabilizacja i ochrona sSRNA przed degradacja (panel C), indukcja degradacji przez RNaze E
(panel D), jak réwniez wspoldziatanie z polimerazg poliadenylacyjna (PAP) w konsekwencji prowadzace do degradacji RNA z udzialem egzorybonukleazy
(EXO) (panel E), (schemat wlasny, na podstawie [57]).

moze indukowa¢ degradacje sSRNA oraz ich docelo-
wych mRNA, przeprowadzang przez RNaze E. Réwniez
indukcja degradacji moze odby¢ si¢ w interakji z poli-
meraza poliadenacyjng PAP I. W takim przypadku,
Hfq moze stymulowa¢ poliadenylacj¢e mRNA poprzez
poli(A) polimeraze (PAP), co z kolei uruchamia degra-
dacje przez egzorybonukleaze [1, 10, 22, 28, 34, 52].

Przyklady oddzialywan Hfq z RNA:

(i) interakcja Hfq z mRNA genu oxyS w celu negatyw-
nej regulacji translacji podjednostki RpoS polime-
razy RNA [61]. OxyS jest malym regulatorowym
RNA i pelni role w odpowiedzi na stres oksyda-
cyjny, jak réwniez pelni funkcje antymutatorowe.

(ii) Hfq wiaze si¢ z transkryptem ompA (kodujacym
istotne bialko blonowe) oraz jest niezbgdne do sta-
bilnosci tego transkryptu. Na stabilnos¢ t¢ wptywa
micA - antysensowne RNA (wazny negatywny
regulator wielu genéw), ktore wigze sie¢ réwniez do
mRNA ompA i blokuje wigzanie si¢ rybosoméw
(50, 59, 60].

(iii) Hfq jestistotne w ochronie transkryptéw przed de-
gradacja stymulowang przez RNaze¢ E. Do takich
transkryptéw naleza: ompA (koduje biatko blono-

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

Z powodu duzej réznorodnosci mRNA oraz celéw
dzialania sSRNA, bialko Hfq jest zaangazowane w regu-
lacje roznych $ciezek metabolicznych, z ktérych nalezy
wymieni¢ transport cukréw, regulacje ekspresji bia-
tek blonowych czy innych bialek zwigzanych z biong
komorkows, jak réwniez zaangazowanie jest w regula-
cje zmyslu gesto$ciowego komorki (quorum sensing)
(5,17, 37, 58].

4. Charakterystyka komorek pozbawionych biatka Hfq

Z powodu wplywu biatka Hfq na regulacje licz-
nych proceséw komoérkowych, mutacja Ahfg charak-
teryzuje si¢ plejotropowymi efektami. Wiele szcze-
gotow charakterystyki fenotypowej mutanta hfg:Q
dostarczyla praca Tsui i wsp. z 1994 roku. W pracy tej
uzyto mutanta insercyjnego posiadajacy omega kasete
opornosci na kanamycyne oraz dwa silne terminatory
Rho-zalezne na poczatku i na koncu kasety znajdujacej
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sie wewnatrz genu hfg. Opisane zostalo wtedy wiele
cech fenotypowych, wlaczajac w to zmiane morfologii
komorki, obnizone tempo wzrostu, jak rowniez wrazli-
wos¢ na substancje zaburzajace osmotycznos¢ komorki
czy na promieniowanie ultrafioletowe.

Ponadto mutant hfg::Q charakteryzowat si¢ wzmo-
zonym utlenianiem wielu réznych zrodet wegla i azotu.
Do zwigzkéw, ktorych oksydacja byla zwigkszona
w mutancie hfg::Q wzgledem szczepu typu dzikiego,
nalezg: 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, a-D-glukoza,
D-melobioza, tymidyna, L-asparagina, a-ketoglutaran,
a-D-laktoza, urydyna, maltotrioza, kwas cytrynowy,
treonina, kwas fumarowy, L-seryna, L-treonina, L-ala-
nina, i inne. Pobudzone utlenianie zwigzkow swiadczy
o ich utylizacji przez komoérki — uzycia ich jako podsta-
wowego zrodia wegla [49].

Zbadano réwniez barwienie sie komorek mutanta
Ahfq odczynnikiem DAP]I, jednak nie zaobserwowano
drastycznych zmian w kompozycji nukleoidu, to zna-
czy nie zaobserwowano ani jego zwigkszonej ilo$ci, ani
wygladu, ani komorek jego pozbawionych. Jednak, co
interesujace, opisano wtedy wplyw mutacji Ahfq na
obnizenie superzwiniecia plazmidowego DNA w fazie
stacjonarnej hodowli bakteryjnej [49].

Opisano réwniez wplyw mutacji hfg::(2 na formowa-
nie sie lysinek bakteriofaga lambda. Zaobserwowano,
iz mutant hfg::Q nie podtrzymuje rozwoju bakteriofaga
Aclts857 w temperaturze 30°C, jednakze zaobserwo-
wano formowanie si¢ lysinek fagowych bakteriofaga
Avir, zaréwno w temperaturze 30°C, jak i 42°C. Suge-
rowalo to, iz biatko Hfq moze by¢ potrzebne albo do
adsorpcji czastek bakteriofaga do powierzchni komorki
albo do jego rozwoju litycznego [49].

W roku 2007 zostala opublikowana praca, w ktorej
opisano analize pokazujacg zmiany w transkryptomie
bakterii pozbawionych funkcjonalnego biatka Hfq
w odniesieniu do szczepu typu dzikiego [18]. Analiza
ta pozwolila po czg$ci scharakteryzowaé wplyw mutacji
w genie hfq na procesy wewnatrzkomorkowe, a przy-
najmniej opisaé, w jakie procesy zaangazowane sg geny,
ktérych poziom ekspresji ulegt zmianie pod wpltywem
braku bialka Hfq. Eksperyment ten wykonany zostat
przy uzyciu optycznych, dwubarwnych mikromacie-
rzy DNA, a samg analize poprzedzalo pobieranie prob
z hodowli bakterii bedacych w srodkowej fazie loga-
rytmicznego wzrostu (OD,, =0,3), hodowanych w sup-
lementowanej pozywce minimalnej M9 [18]. Zaob-
serwowano male (lecz statystycznie istotne) zmiany
w ekspresji 269 genow, jednak dalszej analizie poddano
tylko te, ktorych ekspresja ulegla wigkszej zmianie niz
1,5 raza wzgledem kontroli. W ten sposéb opisano
i pogrupowano procesy regulowane przez biatko Hfq.

Nalezg do nich:

(i) Pobieranie przez komorke aminokwasdw oraz ich
biosynteza. Zaobserwowano zmieniong ekspresje
gendw kodujacych enzymy szlakow biosyntez kilku
aminokwasow oraz stymulacje ekspresji gendw
zwigzanych z transportem aminokwasdw oraz
peptydow.

(ii) Transport cukréw oraz ich metabolizm. Wiekszo$¢
bialek transportujacych, ktérych ekspresja ulegta
obnizeniu w mutancie Ahfg, zaangazowanych
jest w pobor cukréow — zaréwno tych z systemu
fosfotransferazowego (np. egzogenne heksozy),
jak i spoza niego (np.: maltoza, maltodekstryna).
Dodatkowo geny, ktorych ekspresja uleglta obni-
zeniu w mutancie Ahfq naleza do szlakéw gliko-
lizy, fermentacji kwasowej czy syntezy etanolu lub
N-acetylo-D-glukozaminy.

(iii) Metabolizm energetyczny komorki. Zaobserwo-
wano obnizong ekspresje genéw zaangazowanych
w lancuch oddechowy (kodujacych takie biatka
jak: dehydrogenaza mrowczanowa czy niektore
podjednostki syntetazy ATP [18].

Hfq reguluje rowniez aktywnos¢ podjednostki o*
polimerazy RNA, odpowiedzialnej za ekspresje genow
przystosowujacych bakterie do ekstremalnego szoku
cieplnego oraz stresu otoczki. Poziom mRNA genu
rpoE jest podwyzszony w mutancie hfg, co wpltywa na
kilka elementow regulonu o*, jednak jest to zalezne od
fazy wzrostu bakterii [18].

Biatko Hfq reguluje réwniez aktywno$¢ podjed-
nostki 6%, odpowiedzialnej za ekspresje genow zwigza-
nych z odpowiedzig komdrki na szok cieplny. Jednakze
regulacja ta zachodzi nie poprzez obnizenie poziomu
mRNA tej podjednostki, a poprzez wplyw na dwa
biatka opiekuncze GroEL oraz DnaK], ktére reguluja
aktywnos¢ 0*2. W mutancie hfq zaobserwowano obni-
zony poziom zaréwno biatka GroEL, jak i jego mRNA.
Jednak w przypadku biatka DnaK zaobserwowano
wzmozong jego syntez¢ przy jednoczesnym niskim
poziomie transkryptu. Sugeruje to bardziej zlozony
mechanizm dzialania tego biatka opiekunczego [18].

Liczne badania pokazuja, jak brak funkcjonalnego
Hfq wplywa na komorke bakteryjna, przejawiajac
zmiany zaréwno na poziomie transkryptomu jak i prze-
kfadajac si¢ na zmieniony fenotyp komoérek. Pomimo
ponad czterech dekad badan nad rolg i wlasciwosciami
biatka Hfq, obraz jest ten ciagle jest niekompletny, cho¢
wydaje si¢ on ztozony.

5. Interakcje biatka Hfq oraz DNA
Juz we wczesnych doniesieniach opisano bioche-

miczng charakterystyke bialka Hfq wskazujaca na
wysoka termostabilnos¢ biatka oraz silne powinowac-
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Ryc. 4. Wiazanie si¢ Hfq do DNA

Zdjecia wykonane z uzyciem transmisyjnej mikroskopii elektronowej
(TEM), superzwinete plazmidy pBR322 (panel A) oraz te same plazmidy
po krétkiej inkubacji (5min) z bialkiem Hfq (stosunek masowy 1:2)
(panel B). Zdjecia pokazuja zdolno$¢ Hfq do tworzenia mostkowania
segmentow DNA [18].

two do kwasow nukleinowych. Nawet jezeli biatko Hfq
wydaje sie¢ preferowac wigzanie sie do RNA, wykazuje
ono tez znaczne powinowactwo do DNA (Ryc.4).
Te biofizyczne wilasciwosci biatka Hfq potwierdzone
zostaly w roznych doniesieniach na przestrzeni lat [4,
13,16, 32, 51].

Mozliwos¢ wigzania si¢ Hfq do DNA in vitro zostala
szczegOtowo zbadana przez Geinguenauda i wspot-
pracownikoéw. Przy uzyciu miedzy innymi spektro-
skopii fourierowskiej (FTIR) oraz techniki rozpraszania

neutrondw (neutron scattering), udalo si¢ zaobserwo-
wacé 1 potwierdzi¢ czeg$ciowe rozplatanie si¢ podwdj-
nej nici DNA bogatej w reszty adeniny oraz tyminy,
ktére stymulowane bylo przez wigzanie si¢ biatka Hfq.
Jest to o tyle interesujgce, iz jest zbiezne z generalna
zawarto$cig nukleotydowa sekwencji promotorowych.
Otworzylo to droge do spekulacji na temat regula-
torowej roli Hfq.

Zmierzono staly rownowagi dysocjacji (K,) kom-
pleksu Hfq:DNA przy uzyciu fluorescencji anizo-
tropowej. Dla komplekséw utworzonych z Hfq oraz
DNA bogatego w powtdrzenia adeninowe (dA,),
stata dysocjacji wynosita K,=180+22nM, natomiast
dla komplekséw utworzonych z Hfq oraz dupleksow
adenino-tyminowych (dA, -dT,), stala dysocjacji
wynosita K, =250+ 14nM. Nie udalo si¢ natomiast
zmierzy¢, przy uzyciu tej techniki, stalej dysocjacji
dla komplekséw Hfq oraz DNA bogatego w cytozyne
czy tez dupleksy cytozynowo-guaninowe (dC,, dC
- dG,)). Co ciekawe, pomimo silnego powinowactwa
do sekwencji DNA bogatych w adening, w przypadku
duzego stezenia Hfq wzgledem DNA, wigze si¢ ono
niespecyficznie do DNA. Potwierdzily to obserwacje,
z uzyciem transmisyjnej mikroskopii elektronowej,
plazmidéw inkubowanych wczesniej z rézng iloscia
molowg biatka Hfq [16]. Wydaje si¢ rowniez, iz takie
wigzanie si¢ Hfq wymaga specyficznej lokalnej archi-
tektury DNA.

Zardéwno czes¢ dystalna jak i C-terminalna domena
biatka Hfq, biora czynny udzial w interakcjach tego
biatka z DNA. Badania pokazaly, iz zaréwno delecja
37 reszt aminokwasowych domeny C-terminalnej, jak
i dwie mutacje punktowe (K31A oraz Y25A), powoduja
catkowitg utrate zdolnosci wigzania si¢ biatka Hfq do
DNA. Efekt wywolywany przez te mutacje jest doktad-
nie taki sam, jak delecja calego rejonu C-terminalnego.
Postuluje sig, iz C-terminalna cze$¢ biatka moze kotwi-
czy¢ cale biatko do DNA, natomiast reszty aminokwa-
sowe w pozycji K31 oraz Y25 zapewniajg powstawanie
wigzan wodorowych niezbednych do interakeji biatka
z DNA. Co interesujgce, mutacja punktowa w pozy-
cji R16A, ktora zlokalizowana jest na samej krawedzi
biatka, powoduje réwniez catkowity utrate wlasciwo-
$ci wigzania si¢ Hfq do DNA, natomiast mutacja R17A
jedynie nieco zmienia sposob formowania si¢ kom-
pleksu Hfq-DNA. W zwiazku z powyzszym, strona
boczna biatka jest rowniez postulowana jako element
wazny dla wigzania si¢ Hfq do DNA [51].

Updegrove i wsp. w trakcie oczyszczania biatka
Hfq natkneli si¢ na fragmenty kwaséw nukleinowych,
ktore zostaly zidentyfikowane jako fragmenty DNA.
Fragmenty te cechowala helikalna, skrecona osiowo
topologia [51]. Potwierdzilo to wczesne doniesienia
o silniejszym wiazaniu si¢ Hfq do DNA o skreconej,
zakrzywionej konformacji [4]. Jednakze niezwykle
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ciekawym okazat sie fakt, iz wyizolowane fragmenty
byly segmentami genéw kodujgcych gléwnie biatka
blonowe (biatka transportujace, symporty, antyporty,
pompy aktywnego usuwania czy biatka kanatowe) — 65%
zidentyfikowanych sekwencji. Jest to dos¢ niezwykte jak
na, mimo wszystko, niespecyficzne wigzanie si¢ DNA
do Hfq. Udalo si¢ réowniez zidentyfikowaé wspdlng
sekwencje, z pomocg ktdrej fragmenty DNA wigzaly sie
do Hfq - byt to motyw (A/T)T(A/G)TGCCG [4]. Motyw
ten rézni si¢ od opisywanych przez Geinguenauda
i wsp. sekwencji bogatych w powtorzenia adeninowe
[16]. Geny zidentyfikowane ws$réd wyizolowanych
fragmentéw DNA nie kodowaly zadnego mRNA pod-
legajacego Hfq-zaleznej regulacji, nie flankowaly row-
niez rejonéw miedzygenowych kodujacych regulato-
rowe sRNA. Jednakze, kiedy sekwencja genomu E. coli
zostala przeszukana pod katem wyzej wymienio-
nego motywu, okazalo sig, iz odnaleziono doktadnie
924 miejsca wystepowania tego motywu, a wiec miejsca
wigzania si¢ biatka Hfq do chromosomu bakteryjnego.
Zapewne w przypadku przeszukania chromosomu pod
katem motywu o mniejszej konserwatywnosci, liczba
znalezionych miejsc wigzania bylaby jeszcze wigksza
[51]. Szacuje sie, iz jezeli tylko jedna czasteczka hek-
sameru bialka Hfq przypadalaby na jedna sekwencje
motywu, to okolo 15% calej komérkowej puli biatka
Hfq znalazloby si¢ w obrebie nukleoidu. Wyniki te
potwierdzily wczesniejsze doniesienia, iz pewna frak-
cja biatka Hfq (10-20%) zwiazana jest z chromosomem
bakteryjnym [24].

Jest to zbiezne z innymi badaniami, ktére opisywaty
biatko Hfq jako jedno z 12 najliczniej reprezentowa-
nych bialek w nukleoidzie bakterii Escherichia coli,
a jego udziat procentowy szacowany byl na okoto 25%
wszystkich bialek zwigzanych z nukleoidem bakteryj-
nym w stacjonarnej fazie wzrostu [47]. Ilo$¢ tego biatka
w nukleoidzie jest poréwnywalna z innymi charaktery-
stycznymi biatkami nukleoidu, takimi jak Fis czy HU.
W zwiazku z tym, biatko Hfq jest obecnie opisywane
réwniez jako jedno z bialek organizujacych nukleoid
bakteryjny oraz jako biatko wspoétdziatajace z innymi
biatkami nukleoidu. Obok wyzej wspominanych bia-
tek Fis oraz HU, wymieniane sg biatka: IHF, H-NS, czy
StpA [32] W fazie logarytmicznego wzrostu struktura
nukleoidu opisywana jest jako chromatyna o $rednicy
od 30 do 80 nm. Ta sama chromatyna ulega znaczacej
kondensacji po wejsciu komodrek w faze stacjonarng
[32]. Wiele badan in vitro pokazalo, iz chromosomalne
biatka, takie jak HU, IHF, H-NS, StpA, Fis, oraz Hfq,
w rézny sposob wigza sie z czgsteczkami DNA [11,
32, 35, 44-46]. Jednakze nie do konca poznany jest
mechanizm ich wspoéldziatania in vivo. Badania orga-
nizacji nukleoidu z uzyciem mikroskopii sit atomo-
wych wykazaly, iz chromosomy bakteryjne, selektywnie
pozbawiane wyzej wymienionych biatek, wykazywaly

zroznicowanie grubosci chromatyny w uwalnianym
nukleoidzie. Wyizolowany ze szczepu typu dzikiego
nukleoid sktada si¢ w ponad 10% z populacji cienkich
nici chromatynowych (definiowanych jako nici o gru-
bosci od 5nm do 20 nm) oraz zawiera mniej wiecej
tyle samo nici grubych (powyzej 70 nm). Natomiast
najwigkszg cze§¢ populacji (powyzej 70%), stanowia
intermediaty o gruboéci od 20nm do 70 nm. Efekty
delecji niektérych sposrod wspomnianych biatek
powodowaly zwigkszenie czestosci wystepowania grub-
szych nici, podczas gdy innych powodowaly czestsze
formowanie si¢ nici cienkich. W przypadku mutanta
Ahfgq zaobserwowano zaréwno zwigkszenie populacji
nici cienkich (powyzej 20%) jak i grubych (ok. 20%).
Jednakze zadna pojedyncza mutacja nie spowodowata
istotnego statystycznie wzrostu czesto$ci pojawienia sie
nici najcienszych, definiowanych jako te ponizej 5 nm
$rednicy. Zostata postawiona hipoteza, iz zadne z wyzej
wymienionych bialek nie jest konieczne do formowania
sie chromatyny z nagiego DNA do struktur wyzszego
rzedu. Badania te pokazaly, iz forma podstawowa chro-
matyny jest chromatyna o $rednicy 10 nm a wyizolo-
wany chromosom poddany traktowaniu RNazg A prze-
ksztalca si¢ wlasnie w chromatyne¢ o $rednicy 10 nm.
Do jej formowania si¢ niezbedne sg wprawdzie rdzne
biatka oraz proces superzwiniecia DNA, jednak nie s3
niezbedne biatka HU, IHE H-NS, StpA, Fis czy Hfq, zas
efekt braku ktoregokolwiek z nich jest kompensowany
przez pozostate biatka [32].

W 2015 roku ukazata sie praca, w ktdrej blizej przyj-
rzano sie problemowi wigzania sie¢ Hfq do DNA oraz
jego roli w konformacji oraz upakowaniu DNA [23].
W pracy tej wykorzystano wiele zaawansowanych
technik, w tym uzycie nanofluidéw w kwazi-jedno-
wymiarowych kanatach w polaczeniu z mikroskopia
fluorescencyjng czy technika omiatania neutronami
o niskich katach (SANS, Small Angle Neutron Scatte-
ring). Za pomocg pierwszej z tych technik udalo sie
zaobserwowac i zmierzy¢ kondensacje DNA pod wply-
wem roznych czynnikow, a w szczegolnosci biatka Hfq.
Z kolei technika omiatania neutronami umozliwila
szczegolowe zobrazowanie oddziatywania czasteczek
DNA oraz C-terminalnej domeny biatka Hfq. Zaobser-
wowano, iz Hfq posiada zdolnosci do faczenia segmen-
tow DNA, co prowadzi do upakowania DNA, a finalnie
skutkuje raptownym przejsciem do stanu skondenso-
wanego DNA. Jednakze dzieje si¢ tak dopiero po prze-
kroczeniu pewniej warto$ci progowej w stezeniu biatka
Hfq wzgledem DNA. Zasadnicze znaczenie w tej kon-
densacji DNA majg interakcje pomiedzy segmentami
DNA kontrolowane zaréwno poprzez oddzialywania
elektrostatyczne, jak i sam uklad segmentow [23].
Wyniki te eksponujg role bialka Hfq w organizacji
architektury nukleoidu i bardziej bezposredni wplyw
na regulacje ekspresji genow. Z kolei wyniki doswiad-



BIALKO HFQ - NOWE OBLICZA DOBRZE ZNANEGO RYBOREGULATORA 19

czen omiatania neutronami wykazaly, iz heksamer
biatka Hfq nie jest sztywno zakotwiczony a raczej jest
luzno zwigzany w odleglosci okofo 5 nm od helikalnej
osi dupleksu nukleoproteinowego. Obecnie rozwa-
zany model zaklada, iz C-terminalna cze$¢ biatka Hfq
wigze si¢ z sekwencjami bogatymi w powtorzenia AT.
Wymaga to jednak cz¢sciowego otwarcia sie dupleksu,
co z kolei skutkuje skroceniem sie (pozornym, bo tylko
w obrysie) czasteczki DNA. Kiedy juz heksamer Hfq
przylaczy si¢ jedng z C-terminalnych domen do DNA,
moze przylaczy¢ kolejne segmenty DNA do pozosta-
tych domen C-terminalnych — w ten sposéb wiasnie
tworzy sie ,,mostkowanie” DNA w konsekwencji pro-
wadzace do raptownego przejscia DNA w stan skon-
densowany [23].

Interakcje biatka Hfq z DNA otworzyly nowy roz-
dziat w rozwazaniach na temat roli tego biatka w regula-
cji replikacji DNA. Rola ta zostala wyeksponowano jak
do tej pory jedynie jednym doniesieniem naukowym,
gdzie uzyto jako modelu replikacji réznych replikonow
plazmidowych. W mutancie Ahfg zbadano wydajnos¢
replikacji plazmidéw ColEl podobnych (pMB1 oraz
p15A) jak réwniez pochodnej bakteriofaga A — plaz-
midu pKBamp. W przypadku komoérek pozbawio-
nych bialtka Hfq, w poréwnaniu do szczepu typu dzi-
kiego, zaobserwowano wydajniejsza synteze DNA
plazmidéw ColE1 - podobnych. Te wydajniejsza syn-
teze zaobserwowano pod koniec fazy logarytmicz-
nego wzrostu i na poczatku fazy stacjonarnej. Jest to
zbiezne z fizjologicznym wzrostem st¢zenia biatka Hfq
w komorkach szczepu typu dzikiego [9]. Co interesu-
jace, nie zaobserwowano efektu wzmozonej replikacji
dla plazmidu bedacego pochodna faga A. Poniewaz
regulacja replikacji plazmidéw ColEl wymaga spe-
cyficznych oddzialywan na poziomie RNA, wydaje
sie, iz brak gléwnego biatka opiekunczego RNA moze
zaburzac proces tej regulacji, prowadzac do stymulacji
replikacji DNA [9]. Jednak bioragc pod uwage iz brak
biatka Hfq wywoluje w komorce liczne efekty plejotro-
powe, moze by¢ to tylko jeden z mozliwych scenariuszy
dzialania biatka Hfq.

Oproécz wymienionych powyzej bezposrednich i po-
srednich oddzialywan biatka Hfq z DNA oraz ich
skutkow, zaobserwowane zostaly rowniez inne efekty
posrednie dzialania bialka Hfq na procesy zwigzane
z DNA. Do takich nalezy zaliczy¢ role biatka Hfq
w procesie regulacji transpozycji. Badania wykazaly,
iz Hfq negatywnie reguluje transpozycje transpozonu
Tnl10 poprzez inhibicje transpozazy IS50 na post-trans-
krypcyjnym poziomie. Zaobserwowano réwniez silng
supresje procesu transpozycji dla transpozonu Th5, jed-
nak w tym przypadku regulacja odbywa si¢ na poziome
zahamowania transkrypcji transpozazy IS50. Zidentyti-
kowano, iz czynnikiem posredniczacym w tej regulacji
jest Crp, biatko receptora cyklicznego AMP [38, 39].

6. Podsumowanie

Biatko Hfq jest jednym z kluczowych ryboregula-
toréw, ktérego dziatania w duzej mierze polegaja na
umozliwianiu interakcji pomiedzy sRNA a mRNA,
jak réwniez na udziale w procesach degradacji i sta-
bilizacji transkryptéw. Strukturalnie biatko to jest
homoheksamerem o strukturze pier§cienia. W jego
budowie mozna wyrdzni¢ dwie strony, strone proksy-
malng i dystalng, ktére sg odpowiedzialne za wigzanie
sie biatka Hfq z kwasami nukleinowymi. Cho¢ zdecy-
dowanie silniej oddzialuje z RNA, wykazano réwniez,
iz wigze sie ono z DNA. Mozliwo$¢ wigzania sie Hfq do
DNA zostata szczegétowo zbadana i udalo sie zaobser-
wowac czes$ciowe rozplatanie si¢ podwojnej nici DNA
bogatej w reszty adeniny oraz tyminy, ktére stymulo-
wane bylo przez wigzanie si¢ biatka Hfq. Inne badania
wykazaty wspélny motyw sekwencji dla fragmentéow
DNA oczyszczonych razem z biatkiem Hfq. Co ciekawe,
stwierdzono réwniez, iz w przypadku duzego stezenia
Hfq, wiaze sie ono niespecyficznie do DNA. Wydaje si¢
réwniez, iz takie wigzanie si¢ Hfq wymaga specyficznej
lokalnej architektury DNA. Wlasciwosci te moga wyni-
ka¢ z udzialu biatka Hfq w organizacji nukleoidu, co
otwiera nowg droge do spekulacji na temat potencjalnej
roli biatka Hfq w regulacji replikacji DNA.

Poniewaz bialko Hfq wplywa na wiele proceséow
komarkowych, efekty delecji genu kodujacego to biatko
majg charakter plejotropowy. Dlatego, kolejne lata
badan dostarczaja wielu nowych informacji na temat
tego wydawaloby sie dobrze poznanego ryboregulatora.
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