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¢ja Shine-Dalgarno; TPP - pirofosforan tiami-
ny; UTR - region nieulagajacy translacji (ang.
untranslated region); VEGF - czynnik wzrostu
srédbtonka naczyniowego A (ang. vascular en-
dothelial growth factor)
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STRESZCZENIE
Nieustannie zmieniajace sie srodowisko wymaga od bakterii szybkiej i zdecydowanej
odpowiedzi na poziomie komérkowym. Majac do dyspozycji jedynie zasoby jednej ko-
morki, bakterie wyksztalcily najrézniejsze mechanizmy kontroli ekspresji genéw. Wsréd
nich szczegdlne miejsce zajmuja ryboprzelaczniki, sekwencje wystepujace w transkryptach,
majace zdolnosé bezposredniego wiazania niskoczasteczkowych metabolitow i wywolywa-
nia odpowiedzi regulatorowej. W niniejszej publikacji zostal przedstawiony aktualny stan
wiedzy na temat ryboprzelacznikéw uwzgledniajac miedzy innymi: mechanizmy dzialania
ryboprzelacznikéw, ich budowa i r6znorodnosé oraz wystepowanie. A takze historia ich od-
krycia na poczatku XXI wieku, oraz aktualne badania, mogace w przyszlosci znalez¢ prak-
tyczne zastosowania.

WPROWADZENIE

Zdolnosé¢ do reagowania na zmieniajace sie¢ warunki zycia poprzez regulacje
ekspresji genéw jest fundamentalna dla przetrwania wszystkich zywych orga-
nizméw, z bakteriami na czele. Zréznicowanie mechanizméw regulatorowych
pozwala w precyzyjny i dynamiczny sposob reagowac na wszelkie zmiany w
srodowisku naturalnym, poprzez wyciszenie badz aktywacje ekspresji poszcze-
golnych genéw i biosynteze wyspecjalizowanych bialek. Szeroki repertuar
wyrafinowanych mechanizméw kontroli ekspresji genéw wykorzystuje biat-
ka. Wyjatkowym mechanizmem sg ryboprzelaczniki (ang. riboswitches). Sa to
silnie ustrukturyzowane domeny mRNA, zdolne do bezposredniego wigzania
niskoczgsteczkowych metabolitow, co w konsekwencji prowadzi do rearanza-
qji struktury drugorzedowej RNA i zmiany poziomu ekspresji danego genu w
ukladzie cis. Kamienie milowe w historii odkrycia ryboprzelacznikéw przedsta-
wia Tabela 1.

ROZNORODNOSC I WYSTEPOWANIE RYBOPRZEEACZNIKOW

Do dzi$ odkrytych i eksperymentalnie potwierdzonych jest okoto 45 ré6znych
klas ryboprzetacznikéw, ze wzgledu na strukture oraz wigzany przez nie ligand
(Tabela 2). Dlatego tez niektére ryboprzelaczniki oddziatujace z tym samym li-
gandem moga naleze¢ do réznych klas, jak to ma miejsce w przypadku ryboprze-
tacznika SAM. Do tej pory poznano sze$¢ réznych klas ryboprzelacznika SAM
oraz SAM-SAH [32]. Z drugiej za$ strony istniejg ryboprzelaczniki o identycznej
strukturze rézniace sie zaledwie jednym nukleotydem w sekwencji aptameru,
co wystarczy by catkowicie zmieni¢ specyficznosé¢ wzgledem ligandu. Takim
przykltadem moze by¢ ryboprzelacznik guaninowy, ktéry oddziatuje z trzema
nukleotydami aptameru: U22, U51, C74, natomiast substytucja C74>U74 powo-
duje przelaczenie specyficznosci z guanine na adenine [35]. Metabolity, ktére
sg rozpoznawane przez poszczegolne ryboprzelaczniki naleza do wielu grup
zwiazkéw chemicznych, takich jak koenzymy (w tym witaminy i ich pochodne),
nukleotydy i ich pochodne, czasteczki sygnatowe, jony, czy tez aminokwasy.

Klasy ryboprzelacznikéw réznia sie istotnie zaréwno frekwencjq jak i wyste-
powaniem filogenetycznym. Najczestszym i najpowszechniejszym ryboprze-
tacznikiem, obecnym w niemal wszystkich liniach bakterii jest ryboprzetacznik
TPP. Bioinformatyczna analiza wykazata obecno$é¢ w metagenomach bakteryj-
nych niemal 16 700 réznych reprezentantéw ryboprzetacznika TPP [24]. Bywaja
tez klasy ryboprzetacznikéw niezwykle rzadkie, jak cho¢by ryboprzetacznik 2'-
dG-I, obecny jedynie w czterech kopiach, wylacznie u bakterii Mesoplasma florum
[49]. Zréznicowane jest takze wykorzystywanie ryboprzelacznikéw przez rézne
grupy bakterii. Typ Firmicutes wykorzystuje je bardzo powszechnie, z 13500
reprezentantami nalezacymi do niemal wszystkich znanych klas ryboprzelacz-
nikéw, natomiast w genomach takich bakterii jak Chlamydiae ryboprzetaczniki,
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Tabela 1. Historia odkrycia ryboprzelacznikow - kamienie milowe.

1974  Pierwsza struktura drugorzedowa RNA

1982  Pierwsze funkcjonalne RNA - Rybozymy

Odkrywcy Referencje

Gralla J., Steitz J., Crothers D. 2]

Cech T., Altman S. [6,7]

1978  Hamowanie biosyntezy witamin, przez produkty konicowe ich szlakéw metabolicznych ~ Kadner J. [10,11]

2001  Zmiany strukturalne pod wptywem wiazania ligandu oraz regulacja ekspresji genéw

2004  Pierwsza struktura krystaliczna ryboprzetacznika

jako element regulatorowy, wystepuja niezwykle rzadko -
zaledwie 8 reprezentantéw nalezacych do dwéch klas.

Ryboprzetaczniki w przewazajacej wiekszosci wystepuja
u bakterii, jednak niektére klasy sg takze charakterystyczne
dla innych domen zycia. U Archea licznie wystepuje rybo-
przefacznik TPP oraz mniej licznie - fluorkowy. Do 2013
roku uwazano, ze na tym zamyXka sie lista ryboprzelaczni-
Tabela 2. Lista znanych klas ryboprzetacznikow.

Klasa Ligand
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Ravnum S., Andersson D. [12]

Batey R., Serganov A. [16,17]

kéw u archeonéw [64], jednak okazalo sie, ze sporadycznie
mozemy znalezé ryboprzelaczniki wigzace takie ligandy
jak: FMN, Mg?-1 i guanidynowy-II. Ryboprzetacznik TPP
jest takze jedynym znanym ryboprzelacznikiem wystepu-
jacym u eukariotéw, zwlaszcza w krélestwie roslin i grzy-
bow. 72 takie sekwencje zidentyfikowano u grzybéw (np.
Neurospora crassa, Aspergillus oryzae), 23 u roslin wyzszych

Reprezentanci Referencje




Rybonukleotyd aminoimidazolokarboksyamidu

19 ZTP (ZTP, AICAR) 2229 [39]

20 c-di-GMP-I 5’-3’-cykliczny di-GMP (c-di-GMP) 6414 [40]

21 Czasteczki c-di-GMP-II 5'-3’-cykliczny di-GMP (c-di-GMP) 1147 [41]
sygnatowe

22 c-AMP-GMP 5’-3’-cykliczny AMP-GMP (c-AMP-GMP) 107 [42]

23 c-di-AMP 5’-3’-cykliczny di-AMP (c-di-AMP) 3098 [43]

24 rrGpp Tetrafosforan Guanozyny (ppGpp) 105 [44]

28 Guaninowy Guanina (G) 2334 [48]
29 Adeninowy Adenina (A) 99 [48]
30 2'-dG-I 2’-deoksyguanozyna (2'-dG) 4 [49]
31 2'-dG-1I 2'-deoksyguanozyna (2'-dG) 12 [35]
32 Nukleotydy i PreQ,-I Prekweozyna, (PreQ,) 2387 [50]
313 pochodne PreQ,-II Prekweozyna, (PreQl) 263 [51]
34 PreQ,-III Prekweozyna, (PreQl) 86 [52]
35 PRPP Pirofosforan fosforybozylu (PRPP) 257 [53]
36 (d)ADP/(d)CDP di-fosforany nukleozydéw: 46 [54]

ADP, dADP, CDP, dCDP

42 glmS Glukozamino-6-fosforan (GlcN-6-P) 2126 [59]
43 Azaaromatyczny Zwiazki azaaromatyczne 743 [60]
44 Inne metabolity Guanidynowy-I Guanidyna 867 [61]
45 Guanidynowy-IL Guanidyna 610 [62]
46 Guanidynowy-III Guanidyna 237 [63]

(np. Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Pinus taeda), cztery u
alg (np. Chlamydomonas reinhardtii) i siedem u Protista Per-
kinsus marinus. Uwaza sie, ze ryboprzelaczniki nie wyste-
puja w krolestwie zwierzat. Jedynym jak dotad znanym
wyjatkiem to pojedyncza kopia ryboprzetacznika TPP u
stulbi Hydra magnipapillata. Ponadto pojedyncze kopie ry-
boprzelacznika wigzacego cykliczne czasteczki c-di-GMP-1
[40] oraz aminokwas glutamine wykryto w genomach wi-
rusowych [24]. Uwaza sig, ze okolo 4% gendéw i operonéw
bakteryjnych moze by¢ kontrolowanych za posrednictwem
ryboprzelacznikéw [65].

Jak dotad nie sa znane zadne ryboprzetaczniki wyste-
pujace u cztowieka, chociaz zidentyfikowano sekwencje

102

RNA zdolne do binarnej zmiany swojej struktury pod
wplywem bodzZcéw zewnetrznych. Przykladem takie
regulatorowego RNA jest sekwencja zlokalizowana w
3’UTR transkryptu czynnika wzrostu $rédbtonka naczy-
niowego A (VEGF, ang. vascular endothelial growth fac-
tor) w komoérkach szpiku, ktéry reaguje na stres hipoksji
oraz interferon y za posrednictwem bialek odpowiednio
hnRNP (ang. heterogenous nuclear ribonucleoprotein L) oraz
kompleks GAIT (ang. IFN-y-activated inhibitor of transla-
tion) [66]. W normalnych warunkach biatko hnRNP L ule-
ga degradacji, co umozliwia kompleksowi GAIT przyla-
czenie si¢ do struktury RNA i blokowanie translacji. Na-
tomiast w warunkach hipoksji biatko hnRNP L pozostaje
na wysokim poziomie i samo wigze si¢ do 3'UTR, wy-
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Rycina 1. Budowa ryboprzetacznikéw. (A) Ryboprzetaczniki z petla centralna.
(B) Ryboprzetaczniki pseudowezlowe. L - ligand.

kluczajac oddziatywanie z kompleksem GAIT. I chociaz
zmiana struktury pod wplywem zwigzkéw chemicznych
jest analogiczna jak w przypadku ryboprzelacznikéw
(podobnie jak efekt regulatorowy), to jednak zachodzi
on w sposé6b niezalezny od stezenia metabolitu bedacego
rezultatem ekspresji kontrolowanego mRNA, a w odpo-
wiedzi na sygnaly pochodzace z zewnatrz posrednicza
bialka.

STRUKTURA RYBOPRZELACZNIKOW

We wszystkich ryboprzetacznikach mozemy wyréz-
ni¢ dwie funkcjonalnie i strukturalnie odrebne domeny:
domene aptamerowgq i platforme ekspresyjna (Ryc. 1).
Pierwsza z nich jest odpowiedzialna za bezposrednie in-
terakcje z ligandem. Ze wzgledu na pelnione przez nig
funkcje (wiazanie danego metabolitu i jednoczeénie dys-
kryminacje pomiedzy podobnymi czasteczkami), domena
ta jest ewolucyjnie zakonserwowana, a zwtaszcza miejsca
bezposredniego oddzialywania z ligandem. W wyniku
zwiazania ligandu zmianie konformacyjnej ulega druga,
znacznie slabiej zakonserwowana ewolucyjnie czes¢ ry-
boprzetacznika - platforma ekspresyjna, odpowiedzialna
za efekt regulatorowy genu, w ktérym sie znajduje.

Ze wzgledu na dominujaca strukture drugorzedo-
wa domeny aptamerowej ryboprzelaczniki dzielimy na
dwa rodzaje: lacznikowe, z petla centralng (ang. junctio-
nal) (Ryc. 1A) oraz pseudowezlowe (ang. pseudoknoted)
(Ryc. 1B). Pierwsze z nich sg zbudowane z centralnie po-
tozonej petli, od ktérej promieniscie rozchodza sie dwuni-
ciowe struktury spinek do wtoséw. Liczba spinek moze sie
waha¢ od dwoch dla ryboprzetacznika adeninowego [48]
do szesciu dla ryboprzetacznika FMN [67] Pewne ryboprze-
taczniki przyjmuja alternatywna architekture, w ktérej petla
centralna jest potozona peryferyjnie, a z helisa P1 oddzia-
tuje przez oddalone elementy struktury trzeciorzedowej,
czego przykladem moze by¢ ryboprzetacznik wiazacy THF
[68]. Ryboprzelaczniki pseudowezlowe charakteryzuja sie
wystepowaniem dominujacej struktury pseudowezia f{j.
struktury, gdzie petla pierwszej spinki RNA paruje sie z
ramieniem spinki drugiej, natomiast petla drugiej spinki z
ramieniem pierwszej. Przykladem takiego ryboprzelaczni-
ka jest SAM-II [69].

Poszczeg6lne elementy struktury drugorzedowej, takie
jak spinki do wloséw, pseudowezly, czy struktury typu

kissing-loop tworza kieszen wiazaca, Scisle dopasowana
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do konkretnego ligandu, co zapewnia wysoka specyficz-
noé¢ i powinowactwo. Miejsce wigzania ligandu najcze-
Sciej zlokalizowane jest w poblizu petli centralnej lub w
srodku pseudowezla. Aptamery ryboprzetacznikéw moga
bardzo istotnie rézni¢ sie wielkoscig. Najmniejszy znany
ryboprzetacznik nalezy do klasy preQ,-I, zbudowany jest
z zaledwie jednej krotkiej spinki tworzacej pseudowezel
typu H o dtugosci 34 nt [50]. Najwieksze ryboprzetaczniki,
takie jak lizynowe [70] czy AdoCbl [71], moga mie¢ dtu-
gos¢ ponad 200 nt.

Ryboprzetaczniki charakteryzujq sie bardzo wysokim
stopniem specyficznosci wzgledem ligandu i potrafig
rozréznia¢ nawet bardzo podobne chemicznie i struk-
turalnie metabolity. I tak na przyklad ryboprzetaczniki
SAM wiaza ligand ze 100- do 1000-krotnie wigkszym po-
winowactwem w poréwnaniu do SAH, ktéra r6zni sie
od SAM jedynie brakiem jednej grupy metylowej [72].
Ryboprzetacznik SAH z kolei, wigze SAH z 1000-krot-
nie wieksza skutecznoscia niz czasteczke SAM [33]. Jest
to bardzo istotne w tej sytuacji, bowiem w normalnych
warunkach komérkowe stezenie SAM jest znacznie wiek-
sze niz SAH, co w przypadku nizszego powinowactwa
mogloby skutkowaé deregulacja metabolizmu metioniny.
Ryboprzetaczniki wykazujg bardzo wysokie powinowac-
two do swojego natywnego metabolitu. Stala wiazania
(K,) wiekszoéci ryboprzelacznikéw zazwyczaj wykazuje
wartosci rzedu nM. Jednak w szczegélnych przypadkach
K, ryboprzelagcznikéw moze przyjmowac bardzo niskie
wartosci wynoszace zaledwie 10 pM (np. ryboprzelacz-
nik c-di-GMP-I u Vibro cholerae) [73], po tak wysokie war-
tosci jak 200 uM (ryboprzetacznika GlcN-6-P) [59].

Wysoki stopieni specyficznosci jest realizowany z wy-
korzystaniem réznych strategii. Najprostsza z nich jest
dopasowanie ksztaltu i rozmiaru kieszeni wigzacej do
konkretnego ligandu. Ryboprzelgcznik glicynowy na
przyklad formuje tak mala kieszenn wiazaca, ze zaden
inny aminokwas sie¢ nie zmiesci w jej wnetrzu, z drugiej
strony kieszen ryboprzelacznika lizynowego nasladuje
wydtuzony ksztatt lizyny i cho¢ mniejsze ligandy miesz-
czaq sie w kieszeni wiazacej, to nie moga zrealizowa¢
wszystkich oddzialywan niezbednych do przelaczenia
struktury RNA [74].

W przypadku biatek dla poprawnego wigzania ligand-
-kieszen wiazaca bardzo istotne sg oddzialywania hydro-
fobowe, bowiem wiele aminokwasoéw ma wtlasnie takie
wlasnosci. Jednak w przeciwienistwie do bialek, RNA
zawiera wiele heteroatoméw zdolnych do oddziatywan
elektrostatycznych czy wodorowych, co sprawia, ze
udzial oddziatywan hydrofobowych jest znikomy. Istot-
nym jest natomiast fakt, ze wigkszos¢ ligandow réwniez
zawiera heteroatomy. Dlatego tez ligandy oddziatuja z
aptamerem poprzez kilka typéw oddziatywan, takich jak
oddzialywania elektrostatyczne, van der Waalsa, war-
stwowe, oddzialywania jon-dipol i wigzania wodorowe.
Nie bez znaczenia jest fakt, ze duza czeé¢ ligandéw to
pochodne RNA, ktorych zasady azotowe chetnie tworza
wiazania wodorowe z innymi nukleotydami [75].
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Wazna kwestig jest rozpoznawanie ujemnie badz do-
datnio natadowanych czasteczek ligandéw. Wiele ligan-
déw zawiera ujemnie natadowane grupy karboksylowe i
fosforanowe (TPP, FMN, c-di-GMP). Aby bylo mozliwe
skuteczne oddzialywanie z RNA, tadunek ten musi by¢
zneutralizowany. Najczesciej do tego celu wykorzysty-
wany jest kation Mg*, ktéry to posredniczy w oddziaty-
waniach ligand-aptamer, zar6wno bezposrednio, jak i za
posrednictwem czasteczek wody [75]. Jony Mg?** sg takze
istotne dla poprawnego sfaldowania samej struktury ry-
boprzetacznika oraz zapewnienia stabilnosci motywoéw
tworzacych kieszenn wiazaca. W niektérych przypad-
kach Mg? jest niezbednym elementem dla poprawnego
uformowania si¢ aptameru i pelnienia funkcji regulato-
rowych. W innych przypadkach Mg?* jedynie wspieraja
poprawnie sfaldowanie ryboprzelacznika, przesuwajac
rownowage w kierunku stanu holo (przy podwyzszo-
nym stezeniu Mg?*" wystarcza nizsze stezenia ligandu by

uzyskac efekt regulatorowy). Innymi wykorzystywanymi
przez ryboprzetaczniki jonami moga byé: Mn*, Ca?*, Ba*,
Na*, K*. O ile w niektérych przypadkach rézne jony moga
pelnic¢ swoja funkcje zamiennie, to niektére ryboprzetacz-
niki wymagaja konkretnego jonu, jak na przykiad K* dla
ryboprzelacznika lizynowego [74]. Dodatnio naladowa-
ne fragmenty ligandéw stanowig bardzo istotna, cha-
rakterystyczng ceche, specyficznie rozpoznawang przez
poszczegblne ryboprzelaczniki. Dodatnio natadowany
tancuch boczny lizyny dopasowuje sie do negatywnie na-
tadowanego fragmentu kieszeni wigzgcej, natomiast gru-
pa metylowa potaczona z atomem siarki nadaje fadunek
dodatni czgsteczce SAM, co jest podstawa dyskryminacji
pomiedzy SAM i SAH.

Cho¢ w znakomitej wiekszosci pojedyncze aptamery
wiaza jedna czasteczke ligandu, to istnieja takze istotne
wyjatki od tej reguly. Dotyczy to zwlaszcza niewielkich
ligandoéw, takich jak jony nieorganiczne (Mg** lub NiCo),
THF czy guanidyna. Badania strukturalne wykazatly
miedzy innymi, ze ryboprzelacznik magnezowy wigze
przynajmniej osiem jonéw Mg*, skoncentrowanych w
trzech skupiskach, natomiast aptamer NiCo wiaze cztery
jony w jednej kieszeni wiazacej [57,76]. Ryboprzelaczniki
THF i guanidynowy-11, jako ze ich ligandy sa wieksze niz
jony metali, zawieraja dwie kieszenie wigzace metabolit
[68,77]. Podejrzewa sie, ze wigzanie wielu pozwala na ko-
operatywne dzialanie ryboprzetacznika [78].

MECHANIZM DZIAEANIA RYBOPRZEEACZNIKOW

Wiekszos¢ ryboprzetacznikéw dziata na zasadzie
sprzezen zwrotnych ujemnych, tj. w wyniku ekspres;ji
danego mRNA powstaje metabolit (badz jest aktywnie
importowany do wnetrza komoérki), ktéry to po osiagnie-
ciu stezenia granicznego zaczyna oddzialywac¢ z domena
aptamerowa, co prowadzi do wyciszenia ekspresji tego
mRNA (Ryec. 2). W konsekwencji prowadzi to do stabili-
zacji stezenia tego metabolitu w komorce na optymalnym
poziomie. Tego typu szlak regulatorowy jest charaktery-
styczny dla genéw odpowiedzialnych za import, biosyn-
teze lub metabolizm niezbednych czasteczek. Natomiast
pozytywna regulacja z udziatem ryboprzelacznikéw wy-
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Metabolizm

Rycina 2. Sprzezenia zwrotne ujemne z udzialem ryboprzelacznikow. M - me-
tabolit (ligand).

stepuje rzadziej i charakteryzuje geny zaangazowane w
degradacje lub eksport nadmiernych lub toksycznych
zwiazkéw chemicznych.

RYBOPRZEELACZNIKI PROKARIOTYCZNE

Najbardziej rozpowszechnionym mechanizmem re-
gulacji ekspresji genéw przez ryboprzelaczniki u proka-
riotéw jest przedwczesna terminacja transkrypcji. Rybo-
przelacznik po zwigzaniu ligandu (forma holo) przyjmuje
alternatywna strukture spinki terminacyjnej, po ktorej
nastepuje trakt poli-U. W konsekwengji, transkrypcja zo-
staje przedwczesnie zahamowana i zamiast peinej dlugo-
$ci funkcjonalnego transkryptu powstaje produkt skro-
cony (Ryc. 3). Obok klasycznej, wewnetrznej terminacji
transkrypcji ryboprzelgczniki niekiedy wykorzystuja tak-
ze Rho-zalezna terminacje. Za przykiad moze postuzy¢
gen ribB u E. coli kontrolowany przez ryboprzetacznik
FMN. Zwiazanie ligandu powoduje uwolnienie miejsca

UUUUUU=P» Transkrypcja ON

Forma apo

Antyterminator

A V' §
O —\O @
v v
E QTerminator
— Transkrypcja OFF
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Rycina 3. Mechanizm dzialania ryboprzelacznikéw transkrypcyjnych. L - ligand.
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Rycina 4. Mechanizm dzialania ryboprzetacznikéw translacyjnych. L - ligand,
70S - rybosom bakteryjny, SD - sekwencja Shine-Dalgarno.

wiazania biatka Rho, ktére przemieszczajac sie wzdluz
nici RNA napotyka RNAP uwalniajac niekompletny
transkrypt [79].

Innym czestym mechanizmem kontroli ekspresji genéw
zaleznym od ryboprzetacznikéw jest kontrola translacji. W
tym wypadku po przylaczeniu ligandu sekwencja Shine-
-Dalgarno (SD) ulega uwolnieniu badZ sekwestracji w struk-
turze dwuniciowej, przez co staje sie dostepna/niedostepna
dla aparatu translacyjnego komorki (Ryc. 4). Przykladem
moze by¢ pierwszy odkryty ryboprzetacznik AdoCbl zloka-
lizowany w sekwengji liderowej mRNA btuB u E.coli kodu-
jacej biatko transportera witaminy B12. Zwigzanie AdoCbl
przed domene aptamerowa powoduje wyciszenie ekspresji
tego genu, czynigc sekwencje SD niedostepna dla ryboso-
moéw [13]. Zdarza sie, ze ten sam ryboprzetacznik, kontrolu-
jacy ten sam gen u jednej bakterii kontroluje jego ekspresje
przez terminacje transkrypgji (B. subtilis) a u innego transla-
¢je oraz stabilno$¢ mRNA (E. coli) [70].

Zupelnie inny mechanizm kontroli ekspresji jest wy-
korzystywany przez ryboprzelacznik wigzacy glukoza-
mino-6-fosforan (GlcN-6-P) zlokalizowany w genie glmS
u B. subtilis kodujacego aminotransferaze GIcN-6-P [59].
Funkcjonuje on jednoczesnie jako ryboprzetacznik oraz ry-
bozym, przeprowadzajacy autokatalityczne ciecie wlasnej
czasteczki, wykorzystujac ligand GlcN-6P jako katalizator.
Taki przeciety produkt ulega nastepnie szybkiej degrada-
¢ji przez RNaze J. Inne katalityczne ryboprzetaczniki po
zwigzaniu danego metabolitu przeprowadzaja reakcje al-
ternatywnego wycinania intronéw w pre-mRNA, przez co
z transkryptu zostaje usunieta sekwencja RBS [70].

Ryboprzetaczniki moga takze kontrolowaé splicing.
U bakterii Clostridium difficile samowycinajacy sie intron
grupy I jest sprzezony z ryboprzelacznikiem wigzacym cza-
steczke sygnalowa cykliczny diguanozynomonofosforan
(c-di-GMP) [41]. W formie apo zachodzi wyciecie intronu
z uzyciem dystalnego miejsca splicingowego, czego rezul-
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tatem jest skrocony transkrypt z niekompletnym miejscem
SD. Natomiast w formie holo, preferowane jest proksymalne
miejsce splicingowe potaczone z jednoczesnym samowycie-
ciem sie krétkiego intronu w taki sposéb, ze dwie czesci roz-
dzielonego wczeéniej intronu zostaja polaczone, co umozli-
wia powstanie miejsca SD i zajscie prawidlowej translacji.

Cho¢ zdecydowana wiekszos¢ ryboprzetacznikéw dziata
w ukladzie cis, w wyjatkowych przypadkach moga regu-
lowaé ekspresje genéw w ukladzie trans. U bakterii Listeria
monocytogenes dwa geny metabolizmu siarki: sreA i sreB sg
kontrolowane ryboprzetacznikiem SAM, gdzie w obecno-
Sci ligandu transkrypt ulega przedwczesnej terminacji [80].
Jak sie okazato, te skrécone transkrypty sa w duzej mierze
komplementarne do sekwencji mRNA genu prfA i moga
funkcjonowaé w sposoéb analogiczny do sRNA (poprzez
interakcje sens-antysens). Takie bezposrednie oddzialywa-
nie prowadzi do wyciszenia ekspresji prfA, ktéry to peini
zréznicowane funkcje zwigzane z wirulencja bakterii. Takie
powiazanie stezenia SAM w komorce z wirulencja ma istot-
ne znaczenie dla L. monocytogenes, jako bakterii patogennej.
Podwyzszone stezenie SAM jest sygnalem, ze bakteria zna-
lazta sie w srodowisku obfitujacym w sktadniki odzywcze
ergo w organizmie czlowieka, co stanowi dogodne warunki
i moze aktywowac ekspresje genéw wirulengji.

RYBOPRZEELACZNIKI EUKARIOTYCZNE

Na szczegolna uwage zastuguje jedna klasa ryboprze-
tacznikéw - TPP, ktoérej wystepowanie nie ogranicza sie
jedynie do domeny Prokaryota. Wystepuje ona takze u eu-
kariotéw, takich jak rosliny czy grzyby, a nawet zwierzat
nizszych. Jak dotad zadne badania nie potwierdzity obecno-
§ci ryboprzelacznikéw w genomach zwierzat wyzszych, w
tym ludzi [81]. Grupa eukariotycznych ryboprzelacznikéw
TPP posiada kilka unikatowych cech. W przeciwienstwie
do bakteryjnych ryboprzelacznikéw, te eukariotyczne nie
wystepuja tylko w 5'UTR, ale takze w intronach ORF (u
grzybow 1i zielenic) lub w 3'UTR (rosliny wyzsze). Ponad-
to zamiast kontroli transkrypcji lub translacji, swoje funk-
cje regulatorowe w komorce pelnia poprzez alternatywny
splicing.

U grzybéw, m. in. Neurospora crassa, transkrypt genu
NMT1 posiada kilka réznych ramek odczytu [82]. W wa-
runkach niskiego stezenia TPP wycieciu ulega niefunkcjo-
nalna uORF (ang. upstream ORF), dlatego tez moze dojs¢ do
prawidiowej ekspresji kompletnej ORF tego genu (alterna-
tywne miejsca splicingowe pozostaja ukryte). Natomiast w
sytuacji, kiedy TPP jest w komoérce obecny, zmiana struk-
tury ryboprzetacznika odblokowuje alternatywne miejsca
splicingowe, ktére sa preferencyjnie wybierane przez spli-
cesom, czego skutkiem jest transkrypcja wylacznie niefunk-
cjonalne uORF.

U roslin nizszych, takich jak zielenice Chlamydomonas re-
inhardtii, ryboprzelacznik TPP kontrolujacy ekspresje genu
THIC znajduje jest w intronie zlokalizowanym w ORF [83].
W srodowisku niskiego stezenia TPP wycieciu ulega caly
intron wraz z sekwencja ryboprzetacznika. Po zwigzaniu
TPP przez ryboprzelacznik ujawniaja sie dwa alternatywne
miejsca splicingowe, co skutkuje retencja fragmentu intronu
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Rycina 5. Ryboprzelgczniki tandemowe. (A) Dwa niezalezne ryboprzetaczni-
ki poprzedzajace wspolny ORF. (B) Dwie domeny aptamerowe poprzedzajace
wspolng platforme ekspresyjng. ORF - otwarta ranka odczytu.

wraz z przedwczesnym kodonem stop, skutkujacym bio-
syntezg niekompletnego i niefunkcjonalnego biatka.

Z kolei u roslin wyzszych, takich jak Arabidopsis thalia-
na, ryboprzelacznik TPP genu THIC jest umiejscowiony w
3'UTR [84]. W warunkach niskiego stezenia TPP miejsce
splicingowe pozostaje zamkniete w strukturze dwuniciowej
i niedostepne dla splicesomu, dlatego tez powstaly trans-
krypt posiada krétki 3"UTR wraz z sygnalem poliadenylacji
(poli-A), zapewniajacy stabilnoé¢ mRNA. W obecnosci TPP
natomiast, miejsce splicingowe zostaje odstoniete, co skut-
kuje usunieciem sygnalu poli-A. Taki transkrypt charakte-
ryzuje sie zwiekszong podatnoscia na degradacje i zmniej-
szong stabilnos¢, przekladajac sie bezposrednio na obni-
zona produkcje biatka. Badania wykazaly, ze transkrypty
z dlugim 3'UTR, dodatkowo pozbawionym ochronnych
wlasciwosci ogona poli-A, sa potencjalnym celem dla NMD
(ang. nonsense-mediated decay) [85].

RYBOPRZEELACZNIKI TANDEMOWE

Ryboprzetaczniki moga takze funkcjonowaé w bardziej
skomplikowanych podwéjnych ukladach, jako ryboprze-
taczniki tandemowe, stanowiace wyrafinowane bramki lo-
giczne. Funkcja takiego rozwigzania ryboprzetacznikéw jest
Scislejsza kontrola ekspresji, wigkszy zakres dynamiczny
(ang. dynamic range) lub zmiana/rozbudowa specyficznosci.

W ukfadzie tandemowym moga takze wystepowac cate
ryboprzelaczniki (dwa aptamery wraz z dwiema platforma-
mi ekspresyjnymi), jak to ma miejsce w przypadku rybo-
przetacznikéw TPP kontrolujacych gen tenA u Bacillus anth-
racis (Ryc. 5A) [15]. W tym wypadku dopiero zwiazanie obu
aptameréw skutkuje wyltaczeniem ekspresji tenA. Z kolei
ryboprzetacznik glicynowy u B. subtilis (ale takze u wielu
innych bakterii), kontrolujacy ekspresje operonu gcvT, skla-
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da si¢ z dwoch domen aptamerowych, po ktérych wystepu-
je wspolna platforma ekspresyjna (Ryc. 5B) [46].

PRAKTYCZNE ZASTOSOWANIE
RYBOPRZELACZNIKOW

CEL ANTYBIOTYKOTERAPII

Najistotniejsza cecha ryboprzelacznikéw w kontekscie
antybiotykoterapii jest fakt, iz kontroluja kluczowe dla prze-
zycia bakterii szlaki metaboliczne [86]. Jednoczesnie, moga
by¢ z tatwoscig zablokowane przez podanie analogéw ich
natywnych ligandéw, ktére wigza ryboprzelacznik i wyci-
szajq ekspresje kontrolowanych genéw, same natomiast nie
sa metabolicznie funkcjonalne. Wazna cecha takiego podej-
Scia jest bezpieczernistwo, nie s3 bowiem jak dotad poznane
zadne ryboprzelaczniki wystepujace u ludzi. Wiele badan w
tej dziedzinie przeprowadzono dla ryboprzelacznika wia-
zacego FMN. Kontroluje on geny biosyntezy i transportu
ryboflawiny. FMN stanowi grupe prostetyczna wielu en-
zymow uczestniczacych w reakcjach redoks. rozeoflawina
(RoF), wytwarzana przez Streptomyces davawensis jest jedy-
nym znanym naturalnym antybiotykiem wycelowanym w
ryboprzetacznik [87]. Zaprojektowano inny analog rybofla-
winy o lepszych wiasciwosciach antybiotykowych i mniej-
szej toksycznosci, nakierowany na ryboprzetacznik FMN,
nazwany 5FDQD [88]. Badania wskazuja, ze wlasciwosci
5FDQD takie jak K, okres péltrwania czy sposéb wigzania
sie¢ do ryboprzelacznika sg bardzo podobne do FMN [88].
Wiasciwosci antybakteryjne 5FDQD sa poréwnywalne z
wankomycyna, a jednoczesnie analizy wykazaly, ze efekt
ten jest uzyskiwany szybciej.

Inny zwigzek o wiasciwosciach bakteriobdjczych, kt6-
rego celem molekularnym jest ryboprzelacznik, Ribocil,
zsyntetyzowany zostal przez firme Merck & Co [89]. Ribocil
wigze sie do ryboprzelacznika FMN genu ribB z wysokim
powinowactwem wynoszacym 6,6 nM (dla natywnego me-
tabolitu FMN K, wynosi 1,2 nM). Gen ribB jest zaangazo-
wany w biosynteze ryboflawiny, kofaktora niezbednego dla
przezycia bakterii. W testach in vitro stezenie Ribocil inhi-
bujace wzrost E. coli (IC,)) wynosito 0,3 pM, natomiast MIC
(ang. minimum inhibitory concentration) wynosit 2 pg/ml.
Wiasciwosci przeciwbakteryjne zostaly wykazane takze dla
innych patogennych bakterii, takich jak Pseudomonas aerugi-
nosa czy Acinetobacter baumannii oraz odporne na metycyline
szczepy Staphylococcus aureus (MRSA, ang. methicyllin-resi-
stant Staphylococcus aureus), Enterococcus faecalis czy Strepto-
coccus pyogenes [90].

RYBOSELEKTORY

Syntetyczne ukiady ryboprzelacznikéw wraz z odpo-
wiednio dobrang sekwencja kodujaca czynnik selekcyjny
pozwalaja na stworzenie samopolepszajacego sie ukladu
do produkgji réznego rodzaju metabolitéw czy bioproduk-
tow. Tego typu ,biologiczne urzadenie” nazywamy rybo-
selektorem (ang. riboselector) [91]. Ryboselektor sklada sie
z dwoch moduléw: ryboprzetacznika i genu stanowigcego
czynnik selekcyjny. Ryboselektory pozwalaja na skuteczng
optymalizacje szlakéw metabolicznych poprzez taczenie
wewnatrzkomérkowego stezenia okreslonego metabolitu
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z przezyciem komorki pod presja selekcyjng. Ryboselektor
opracowany przez Yang i wspotpracownikéw sktadat sie z
represyjnego ryboprzetacznika lizynowego genu lysC E. coli
i markera selekcyjnego tetA, zapewniajacego jednoczesnie
odpornoé¢ na dziatanie tetracykliny i wrazliwos$¢ na tok-
syczny NiCl, [92].

RYBOSENSORY

Biosensor jest urzadzeniem analitycznym stuzacym do
wykrywania analitu, ktére taczy skiadnik biologiczny z
detektorem fizykochemicznym. Istnieje wiele r6znorod-
nych zwiazkéw biologicznych wykorzystywanych jako
elementy rozpoznania, w tym: enzymy, przeciwciala,
receptory, RNA, DNA, organelle, tkanki i cale komérki
[93]. Rozpoznanie danej czasteczki zazwyczaj wyzwala
uwolnienie sygnatu elektrochemicznego lub optycznego
zebranego i skwantyfikowanego przez detektor. W 2009
opracowano biosensor wykrywajacy teofiline, lek prze-
ciwastmatyczny, ktérego przedawkowanie moze mied
powazne konsekwencje zdrowotne, jak napady padacz-
ki czy zaburzenia rytmu serca. Biosensor ten sktadat sie
z domeny aptamerowej wiazacej teofiline jako czujnik
potaczonej z koricem 5 sekwencji kodujacej GFP, biatka
zdolnego do emisji sygnatu $wietlnego (ang. green flu-
orescence protein) [94]. Badania wykazaty, ze w obecnosci
teofiliny 6w biosensor podowuje zalezne od dawki wyci-
szenie ekspresji GFP, osiagajac pieciokrotny spadek sy-
gnatu przy 1 mM stezeniu teofiliny.

Inne podejscie zaprezentowali naukowcy z Cornell Uni-
versity w Nowym Jorku [95]. Domeny aptamerowe réznych
ryboprzetagcznikéw (TPP, andeninowy, guaninowy, SAM)
sprzezono z 84-nukleotydowym aptamerem Spinach, ktéry
strukturalnie imituje bialtko GFP [96], co pozwala na réw-
nie wydajnie wigzanie fluoroforéw podobnych do tych na-
tywnie wigzanych przez GFP, takich jak DFHBI. Tego typu
fluorofory wykazuja wilasciwosci fuorescencyjne tylko po
zwigzaniu przez aptamer Spinach. Przylaczenie odpowied-
niego ligandu powoduje emisje sygnalu swietlnego. Uzy-
skany konstrukt charakteryzuje sie zblizong specyficzno-
§cig i powinowactwem jak naturalny ryboprzetacznik TPP
o EC, réwnym 9 uM oraz K, réwnym 600 nM. Caly kon-
strukt osiagna wysoka wydajnoscia i czutosé, powodujac
16-krotny wzrost fluorescencji przy komérkowym stezeniu
TPP 100 uM.

INDUKOWALNE UKEADY KONTROLI EKSPRES]I

Opracowano nowe oraz zoptymalizowano dotych-
czasowe synteteczne aptamery: teofilinowy, tetramety-
lorodaminowy, dopaminowy, tyroksynowy, 2,4-dinitro-
toluenowy. Metodami inzynierii genetycznej udalo sie
stworzy¢ indukowany uklad kontroli ekspresji genéw u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Z wykorzystaniem ap-
tameréw tetracyklinowych i neomycynowych kontrolu-
jacych skanowanie rybosomu udato sie osiagnaé¢ poziom
indukcji odpowiednio szescio- i siedmiokrotnym [97,98].
Podobne uklady udalo sie stworzy¢ takze w organizmach
roslinnych [99] i wirusowych [100].

Postepy Biochemii 66 (2) 2020

GENETYCZNIE MODYFIKOWANE
WIRUSY ONKOLITYCZNE

Badacze z zespotu Nettelbeck’a z Niemieckiego Cen-
trum Badan nad Rakiem w Heidelbergu zaprojektowali
dwa genetycznie zmodyfikowane onkolityczne wirusy:
adenowirus (AdV) i wirus odry (MeV), ktérych geny
znajduja sie pod kontrola ryboprzetacznika wiazacego
teofiline [100]. Konstrukty te powstaly przez polaczenie
dwoéch ryboprzetacznikéw o wiasciwosciach autokatali-
tycznych, umieszczonych na koncu 5" i 3" odpowiednich
genoéw (E1A u AdV i glikoproteiny F u MeV). W warun-
kach normalnych geny ulegaja ekspresji, a replikacja i
infekcyjnoé¢ wirusa pozostaje bez zmian. Natomiast po
dodaniu do érodowiska teofiliny ryboprzetacznik ulega
aktywacji, a z transkryptu zostaje wyciety odpowiedni
ORF. Badania wykonane na AdV wykazaly 200-krot-
nie obnizong produkcje bialtka E1A. Eksperyment prze-
prowadzony z uzyciem komoérek SK-MEL-28 (komoérki
czerniaka zlosliwego) wykazat duza skutecznosé antyno-
wotworowa wirusa (przezywalno$é¢ komorek wynosila
10%). Jednoczesnie, po podaniu teofiliny przezywalnos¢
wzrastata do 80%, w sposéb zalezny od dawki. Zmody-
fikowany MeV takze wykazywat skuteczne dzialanie in
vivo w odpowiedzi na teofiline, powodujac 11- i 6-krotny
spadek produkcji wirionéw, odpowiednio w Verocells i
SK-MEL-28.

PODSUMOWANIE

Przez blisko 20 lat badan nad ryboprzetacznikami
przekonaliSmy sie, jak ciekawy i réznorodny jest swiat
ryboprzelacznikéw. Ich reprezentanci wystepuja we
wszystkich krélestwach zycia, od najprostszych baterii
po zwierzeta. Byly najprawdopodobniej obecne u zarania
zycia i w niemal niezmienionej formie znajdziemy je tak-
ze u wspoblczesnych organizméw. Dzieki swojej oszczed-
nej formie powalaja na regulacje ekspresji genéw w nie-
zwykle prosty sposéb, nie traca przy tym na precyzji i
wydajnosci. 45 dotad poznanych klas ryboprzetacznikéw
rozpoznajy szerokie spektrum réznego rodzaju czaste-
czek. Zdecydowana wigkszoé¢ z nich to niezbedne dla
przetrwania komorki metabolity jak pochodne witamin,
aminokwaséw czy nukleotydéw. A ryboprzelaczniki pet-
nig centralng role w kontroli ich metabolizmu i biosynte-
zy. Wlasciwosci ryboprzelacznikow sprawiaja, ze sa one
aktualnie obiektem niezwykle interesujacych i obiecuja-
cych badan, zwlaszcza tych skupionych na ich praktycz-
nym wykorzystaniu.
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ABSTRACT

Constantly changing environment requires bacteria to respond quickly and decisively at the cellular level. Notwithstanding, bacteria operate
with a limited set of resources restricted to a single cell at their disposal. The natural effect of this state of things for bacteria was a develop-
ment of a variety of different mechanisms for gene expression control. Among them, riboswitches, defined as sequences present in transcripts
with their ability of direct binding low-molecular metabolites and inducing a regulatory response, are considered to be one of the most inter-
esting mechanism of gene regulation. In this publication, there is presented current state of knowledge concerning riboswitches, including
such aspects as: mechanisms of action of riboswitches, their structure and diversity as well as their distribution. Furthermore, the history of
their discovery at the beginning of the 21st century, and current research that may find future, practical applications.
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