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1. Wstêp

Kontrola ekspresji genów jest istotnym zagadnie-
niem, zarówno w odniesieniu do organizmów prokario-
tycznych, jak i eukariotycznych. Mechanizmy regulacji
ekspresji genów, jakie wytworzy³y siê w trakcie ewo-
lucji u Eucaryota, s¹ znacznie bardziej skomplikowane
ni¿ u Procaryota, poniewa¿ ich genomy s¹ znacznie
wiêksze i wiêksza liczba genów musi podlegaæ skoor-
dynowanej regulacji. Tym niemniej w przypadku obu
grup najczêstszym i najlepiej poznanym sposobem
kontroli ekspresji genów jest regulacja inicjacji trans-
krypcji z poszczególnych promotorów. W�ród wszyst-
kich organizmów, zarówno prokariotycznych, jak
i eukariotycznych, rozpoczêcie transkrypcji czêsto
uwarunkowane jest dzia³aniem pozytywnego czynnika
regulacyjnego � aktywatora [44]. Najczê�ciej bia³ko
aktywatorowe, po zwi¹zaniu siê ze specyficzn¹ sekwen-
cj¹ DNA w pobli¿u promotora, stymuluje inicjacjê

transkrypcji przez bezpo�rednie oddzia³ywanie z poli-
meraz¹ RNA [59]. U bakterii, znacznie czê�ciej ni¿
u wy¿szych organizmów, dochodzi tak¿e do negatyw-
nej regulacji aktywno�ci promotora przez dzia³anie
specyficznego represora, blokuj¹cego rozpoczêcie pro-
cesu transkrypcji [8, 46]. Jednym z najlepiej pozna-
nych regulatorów transkrypcji jest bakteryjne bia³ko
CRP. Bia³ko wi¹¿¹ce cAMP z Escherichia coli (CRP,
ang. Cyclic AMP Receptor Protein) znane jest rów-
nie¿ pod nazw¹ CAP (Catabolite Gene Activator Pro-
tein � bia³ko aktywuj¹ce geny kataboliczne). Nazwa
ta nawi¹zuje do jego kluczowej roli w regulacji eks-
presji ponad 100 genów nale¿¹cych do szeregu opero-
nów, g³ównie zaanga¿owanych w katabolizm cukrów
� laktozy, arabinozy, galaktozy i maltozy w komór-
kach Escherichia coli [10, 16, 39, 62].

Bia³ko CRP jest czynnikiem transkrypcyjnym, który
w komórkach Escherichia coli pe³ni funkcjê aktywato-
ra i koaktywatora, chocia¿ w odniesieniu do pewnych
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genów mo¿e byæ równie¿ represorem. Te wielorakie
funkcje bia³ka CRP wi¹¿¹ siê z jego zró¿nicowanymi
mo¿liwo�ciami wi¹zania DNA oraz indukowania zmian
w strukturze podwójnej helisy, a tak¿e zdolno�ci¹ two-
rzenia specyficznych oddzia³ywañ z innymi bia³kami.

2. Struktura bia³ka CRP

Z powodu trudno�ci w krystalizacji, wci¹¿ nie jest
znana struktura krystaliczna wolnego bia³ka CRP.
Znana natomiast jest jego struktura ze zwi¹zanymi
dwiema cz¹steczkami cAMP [38], w kompleksie
z DNA [37, 39] oraz w kompleksie z DNA i domen¹
C-terminaln¹ podjednostki a polimerazy RNA [4].

Bia³ko CRP jest dimerem o masie cz¹steczkowej
47,2 kDa. Ka¿da podjednostka (Rys. 1) zbudowana
jest z 209 reszt aminokwasowych tworz¹cych dwie
odmienne pod wzglêdem wielko�ci i funkcji domeny
strukturalne.

Wiêksza z nich, domena N-koñcowa, zawiera reszty
aminokwasowe 1�133. Sk³ada siê na ni¹ para krótkich
"-helis A i B, osiem fragmentów w formie struktury $
oraz d³uga helisa C. Osiem antyrównoleg³ych od-
cinków w konformacji $ tworzy motyw strukturalny
� bary³kê $ ($-roll), który wraz z helis¹ C formuje
kieszeñ wi¹¿¹c¹ cAMP. Cykliczny nukleotyd wi¹¿e siê
w obrêbie domeny N-koñcowej w konformacji anty-
periplanarnej (miejsce anti). W domenie tej znajduj¹
siê równie¿ regiony aktywatorowe AR2 i AR3, odpo-
wiedzialne za oddzia³ywanie z podjednostkami od-
powiednio " i F70 polimerazy RNA. Istnieje znaczna
homologia sekwencji i struktury pomiêdzy domen¹
N-terminaln¹ CRP a domenami wi¹¿¹cymi cAMP
podjednostki regulacyjnej eukariotycznej kinazy bia³-
kowej zale¿nej od cAMP (cAMP-dependent protein ki-
nase) [36]. Domena N-koñcowa wykazuje równie¿
du¿e podobieñstwo strukturalne do domeny wi¹¿¹cej
cykliczny nukleotyd (cAMP, cGMP) kana³ów bram-
kowanych przez ten cykliczny nukleotyd [22]. Uwa¿a
siê, ¿e podjednostki oddzia³uj¹ ze sob¹ g³ównie za
po�rednictwem d³ugich helis C, choæ pewien udzia³
w stabilizacji struktury dimerycznej ma równie¿ do-
mena C-koñcowa.

Mniejsza C-terminalna domena, zbudowana jest
z reszt 139�209. Sk³adaj¹ siê na ni¹ trzy "-helisy D, E
i F oraz cztery krótkie odcinki w postaci struktury $.
Dwie z helis mniejszej domeny, helisy E i F, tworz¹
motyw strukturalny helisa-skrêt-helisa (HTH, helix-
turn-helix). Jest on charakterystyczny dla szeregu bia-
³ek � regulatorów transkrypcji, równie¿ eukariotycz-
nych, wykazuje wysok¹ konserwatywno�æ ewolucyjn¹
i jest zdolny wi¹zaæ siê swoi�cie do DNA [2]. Helisy F
oddzia³uj¹ z zasadami i szkieletem fosforanowym DNA,
wi¹¿¹c siê w dwóch kolejnych wiêkszych bruzdach

B-DNA. W obrêbie domeny C-terminalnej zlokalizo-
wane jest drugie miejsca wi¹zania cAMP, tym razem
w konformacji synklinalnej (miejsce syn) [39], a tak¿e
region aktywatorowy AR1 odpowiedzialny za oddzia³y-
wanie z podjednostk¹ a polimerazy RNA. Reszty ami-
nokwasowe 134�138 tworz¹ region zawiasowy (hinge)
³¹cz¹cy obie domeny ka¿dej podjednostki. Region ten
charakteryzuje siê du¿¹ elastyczno�ci¹ i ma istotne
znaczenie w przenoszeniu zmian strukturalnych wywo-
³anych zwi¹zaniem siê cAMP do miejsca anti w obrê-
bie domeny N-koñcowej na helisê F wi¹¿¹c¹ DNA,
zlokalizowan¹ w domenie C-koñcowej [62, 65].

Z danych krystalograficznych [38] wynika, ¿e dimer
CRP-(cAMP)2 jest czê�ciowo asymetryczny, co zwi¹-
zane jest z odmiennym po³o¿eniem domen w stosunku
do siebie w obu podjednostkach. Jedna z podjednos-
tek wystêpuje w konformacji otwartej i charakteryzuje
j¹ szeroka szczelina miêdzy domenami, druga za� wy-
stêpuje w konformacji zamkniêtej, a buduj¹ce j¹ do-
meny s¹ do siebie znacznie bardziej zbli¿one. W prze-
ciwieñstwie do struktury CRP ze zwi¹zanymi dwiema
cz¹steczkami cAMP, kompleks CRP-(cAMP)2-DNA
jest symetryczny, a obie podjednostki CRP przyjmuj¹
konformacjê zamkniêt¹ [37, 39]. Badania dynamiki
molekularnej wskazuj¹ jednak, ¿e przewidywana struk-
tura kompleksu CRP-(cAMP)2 w roztworze jest sy-
metryczna, a obie podjednostki bia³ka CRP wystêpuj¹
w konformacji otwartej [6].

3. Wi¹zanie cyklicznego AMP przez bia³ko CRP

Cykliczny AMP powstaje w wyniku reakcji cykli-
zacji ATP. U Eucaryota zwi¹zek ten pe³ni funkcjê we-
wn¹trzkomórkowego przeka�nika drugiego rodzaju,
po�rednicz¹cego w fizjologicznym dzia³aniu wielu
hormonów i bod�ców nerwowych. Wiêkszo�æ efektów
wywo³anych w komórkach eukariotycznych przez
cAMP zachodzi w wyniku aktywacji kinaz bia³ko-
wych zale¿nych od cAMP, w szczególno�ci kinazy
bia³kowej A. Kinaza ta stymuluje ekspresjê specyficz-
nych genów przez fosforylowanie aktywatora trans-
krypcyjnego � bia³ka wi¹¿¹cego element wra¿liwy na
cAMP (CREB, cAMP-response element binding pro-
tein) [29]. Nieco inaczej funkcjonuje cAMP w ko-
mórkach bakteryjnych. Wi¹¿e siê on z bia³kiem CRP
i w ten sposób reguluje transkrypcjê ponad 100 genów
w komórkach E. coli. Liczne badania biochemiczne,
jak i biofizyczne wykaza³y, ¿e wi¹zanie cAMP przez
bia³ko CRP wywo³uje takie allosteryczne zmiany kon-
formacyjne w jego strukturze, które umo¿liwiaj¹ mu
wi¹zanie siê do specyficznej sekwencji DNA, a nastêp-
nie oddzia³ywanie z polimeraz¹ RNA [13, 26, 40, 62].

Z danych uzyskanych w oparciu o strukturê kry-
staliczn¹ bia³ka CRP ze zwi¹zanymi 2 cz¹steczkami
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cAMP [38] oraz strukturê bia³ka zwi¹zanego z 30-me-
rowym fragmentem DNA [37] wynika³o, ¿e ka¿da pod-
jednostka CRP zawiera jedno miejsce wi¹zania cAMP.
Badania z wykorzystaniem trawienia bia³ka subtyli-
zyn¹, chemicznej modyfikacji Cys178, badania fluo-
rescencji reszt tryptofanowych, a tak¿e fluorescencji
�zewnêtrznej� sondy fluorescencyjnej � ANS, pokaza-
³y dwufazow¹ zale¿no�æ konformacji bia³ka od stê¿e-
nia cAMP [17]. W zakresie stê¿eñ liganda do 200 mM
szybko�æ proteolitycznego trawienia subtylizyn¹, jak
równie¿ chemicznej modyfikacji Cys178, wzrasta³a
w porównaniu do apo-CRP, intensywno�æ fluorescencji
kompleksu ANS-bia³ko by³a gaszona, nie pojawi³y siê
¿adne zmiany w intensywno�ci fluorescencji reszt
tryptofanowych. Natomiast przy wy¿szych stê¿eniach
cAMP szybko�æ trawienia jak i modyfikacji bia³ka ma-
la³a, intensywno�æ fluorescencji kompleksu bia³ko-
ANS by³a jeszcze bardziej gaszona, równie¿ intensyw-
no�æ fluorescencji reszt tryptofanowych wyra�nie
mala³a. W zwi¹zku z tymi badaniami zaproponowano,
¿e CRP mo¿e wystêpowaæ w trzech stanach konforma-
cyjnych: apo-CRP, CRP ze zwi¹zan¹ jedn¹ cz¹steczk¹
cAMP w konformacji antyperiplanarnej i kompleks
z dwiema cz¹steczkami anti-cAMP przypadaj¹cymi na
dimer. Za jedyn¹ zdoln¹ do specyficznego wi¹zania
DNA i aktywacji transkrypcji formê CRP, uwa¿ano tê
ze zwi¹zan¹ jedn¹ cz¹steczk¹ cAMP. Natomiast s¹dzo-
no, ¿e powstaj¹cy w milimolowych, niefizjologicznych
stê¿eniach kompleks CRP-(cAMP)2 wi¹¿e siê do DNA
ze znacznie ni¿szym powinowactwem i nie ma praw-
dopodobnie znaczenia w regulacji transkrypcji [17].
Istnia³y jednak znaczne rozbie¿no�ci pomiêdzy danymi
pochodz¹cymi z badañ NMR [15] a danymi z dyfrakcji
rentgenowskiej [38] dotycz¹ce konformacji cAMP oraz
zachowania siê bia³ka w zale¿no�ci od stê¿enia liganda.

Dopiero badania krystalograficzne kompleksu CRP
z 46-merowym fragmentem DNA wyja�ni³y te w¹tpli-
wo�ci. Wykaza³y bowiem obecno�æ tak¿e drugiego
miejsca wi¹zania cAMP, tym razem w konformacji
synklinalnej [39]. Istnienie dodatkowego miejsca wi¹-
zania cyklicznego nukleotydu potwierdzi³y równie¿
kolejne badania NMR [61] oraz ITC [26]. W zwi¹zku
z tym zaproponowany zosta³ nowy model trzech sta-
nów konformacyjnych w jakich wystêpuje bia³ko
CRP: apo-CRP, kompleks CRP z dwiema cz¹steczkami
anti-cAMP, zdolny do swoistego wi¹zania sekwencji
DNA i regulacji transkrypcji oraz kompleks z cztere-
ma cz¹steczkami cAMP, dwiema cz¹steczkami anti-
cAMP i dwiema cz¹steczkami syn-cAMP. Ten ostatni
kompleks tworzy siê dopiero przy milimolowych stê-
¿eniach cAMP.

Cz¹steczka cAMP wi¹¿¹ca siê w konformacji anty-
periplanarnej, lokalizuje siê wewn¹trz kieszeni utwo-
rzonej przez strukturê bary³ki $ oraz dwie helisy C
w obrêbie domeny N-koñcowej. W wi¹zaniu cykliczne-

go nukleotydu bior¹ udzia³ obie podjednostki bia³ka
CRP. W bliskim s¹siedztwie cz¹steczki anti-cAMP
znajduje siê 17 reszt aminokwasowych: 15 reszt z jed-
nej podjednostki i 2 reszty z drugiej. Spo�ród 17 reszt
tworz¹cych kieszeñ wi¹¿¹c¹ anti-cAMP 10 reszt jest
hydrofobowych a 7 hydrofilowych. W wi¹zaniu cy-
klicznego nukleotydu jak i w po�redniczeniu zmian
w strukturze bia³ka CRP wywo³anych zwi¹zaniem
cAMP, najistotniejsz¹ rolê odgrywa 5 reszt amino-
kwasowych: Glu72, Arg82, Ser83, Thr127, Ser128 [26,
30, 63, 64].

Cz¹steczka cAMP w konformacji synklinalnej
umiejscowiona jest w domenie C-koñcowej. Oddzia-
³uje ona z motywem HTH, struktur¹ spinki do w³osów
($-hairpin) utworzon¹ z dwóch antyrównoleg³ych od-
cinków $ (4 i 5) z domeny N-koñcowej oraz po�rednio
poprzez cz¹steczki wody z DNA [39]. Taka lokalizacja
drugiego miejsca wi¹zania cAMP mo¿e mieæ pewne
biologiczne znaczenie dla wi¹zania DNA oraz aktywa-
cji transkrypcji przez bia³ko CRP. Cz¹steczka syn-cAMP
znajduje siê w bezpo�rednim s¹siedztwie motywu HTH,
odpowiedzialnego za wi¹zanie DNA, a poprzez cz¹s-
teczkê wody oddzia³uje z Glu181, ta reszta z kolei, ze
wzglêdu na interakcjê z cytozyn¹ w pozycji 5, ma rów-
nie¿ wa¿ny udzia³ w specyficznym wi¹zaniu podwój-
nej helisy. syn-cAMP oddzia³uje tak¿e z obszarem
bia³ka, który prawdopodobnie uczestniczy w procesie
aktywacji transkrypcji. Szczególne znaczenia mo¿e
mieæ tutaj s¹siedztwo Lys52, która odgrywa istotn¹ rolê
w aktywacji promotorów klasy II [42]. Drugie miejsce
wi¹zania cAMP mo¿e t³umaczyæ obni¿enie powino-
wactwa CRP do specyficznej sekwencji DNA przy mi-
limolowych stê¿eniach cAMP, ze wzglêdu na wspó³za-
wodnictwo DNA i reszty fosforanowej cAMP o wi¹zanie
Arg180. Reszta ta jest istotna dla specyficznego wi¹-
zania DNA poprzez oddzia³ywanie z guanin¹ w pozy-
cji 7 w obrêbie du¿ej bruzdy DNA [4]. Z drugiej jednak
strony stê¿enie cAMP, jakie jest wymagane do tego by
druga cz¹steczka cyklicznego nukleotydu mog³a ulec
zwi¹zaniu jest na tyle du¿a, ¿e mo¿e wystêpowaæ nie-
zwykle rzadko, je�li w ogóle w warunkach in vivo.
Jakkolwiek nie jest zupe³nie wykluczone, ¿e powino-
wactwo drugiego miejsca wi¹zania do cAMP mo¿e
wzrastaæ w obecno�ci polimerazy czy te¿ innych bia-
³ek, je¿eli w ten sposób dosz³oby do wiêkszej stabiliza-
cji powsta³ych kompleksów. Mo¿e tak¿e nastêpowaæ
lokalny wzrost stê¿enia cAMP w pobli¿u CRP np. na
skutek bliskiego s¹siedztwa cyklazy adenylanowej [39].

4. Oddzia³ywanie bia³ka CRP z DNA

Dimeryczna struktura CRP predysponuje to bia³ko
do oddzia³ywania z palindromow¹ sekwencj¹ DNA.
We wszystkich operonach indukownych katabolicznie
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przez kompleks CRP-cAMP, rozpoznaj¹ce helisy F
dwóch podjednostek CRP penetruj¹ oddalone od siebie
o 34 Å dwie s¹siednie bruzdy DNA. Dziêki dopaso-
waniu siê struktury bia³ka i DNA dochodzi do utworze-
nia szeregu wi¹zañ wodorowych, pomiêdzy resztami
aminokwasowymi ³añcucha polipeptydowego helis F,
a grupami funkcyjnymi zasad azotowych operatora
eksponowanymi do du¿ej bruzdy. Utworzenie siê tych
wi¹zañ jest mo¿liwe dziêki istnieniu �cis³ej komplemen-
tarno�ci w zakresie donorów i akceptorów wi¹zañ wo-
dorowych bia³ka i DNA, która jest wynikiem istnienia
charakterystycznej sekwencji, zarówno nukleotydowej
operatora, jak i aminokwasowej helis rozpoznaj¹cych.

Z wielu badañ wynika, ¿e g³ówne interakcje odpo-
wiadaj¹ce za specyficzno�æ rozpoznania zachodz¹
miêdzy: G7 i Arg180, C5 i Glu181, T4 i Arg185 [25].
Wszelkie podstawienia nukleotydowe w tych pozy-
cjach prowadz¹ do znacznego upo�ledzenia wi¹zania
bia³ka. CRP mo¿e siê wi¹zaæ z DNA równie¿ w sposób
nieswoisty, na skutek oddzia³ywañ pomiêdzy dodat-
nio na³adowanymi resztami aminokwasowymi bia³ka,
którego punkt izoelektryczny wynosi 9,12, a ujemnie
na³adowanymi resztami fosforanowymi w DNA, a tak-
¿e poprzez wi¹zania wodorowe powstaj¹ce pomiêdzy
atomami wodoru grup amidowych niektórych wi¹zañ
peptydowych oraz resztami kwasu fosforowego w po-
dwójnej helisie. Oddzia³ywania te przyczyniaj¹ siê do
dodatkowej stabilizacji kompleksu CRP-DNA; z dru-
giej strony powoduj¹, ¿e nawet przy braku cAMP
bia³ko CRP odznacza siê s³abym powinowactwem do
DNA o dowolnej sekwencji. W niespecyficznym wi¹-
zaniu DNA bior¹ udzia³ obie domeny podjednostki
bia³ka CRP [21].

Badania dichroizmu ko³owego ró¿nych odcinków
DNA w kompleksie z CRP wykaza³y, ¿e w roztworze
wi¹zaniu bia³ka do DNA mo¿e towarzyszyæ czê�cio-
we, lokalne przej�cie struktury B-DNA w strukturê
A-DNA [19]. Zwi¹zanie siê CRP do operatora prowa-
dzi tak¿e do szeregu deformacji w strukturze podwój-
nej helisy. Na podstawie struktury krystalograficznej
CRP zwi¹zanego do 30-merowego fragmentu DNA
stwierdzono, ¿e dwa odkszta³cenia maj¹ charakter sko-
kowy i wystêpuj¹ w regionie operatora, pomiêdzy 6
a 7 par¹ nukleotydów, licz¹c od osi symetrii operatora.
Zlokalizowane s¹ one po obu stronach osi symetrii, k¹t
jednego wynosi w przybli¿eniu 40°, a drugiego 50°,
w sumie ³¹czne wygiêcie DNA wynosi oko³o 90° [4,
25, 33]. Potwierdzi³y to równie¿ badania przeniesienia
energii pomiêdzy znakowanymi koñcami fragmentu
lac-DNA zwi¹zanego do bia³ka CRP, w których stwier-
dzono, ¿e w badanym kompleksie nastêpuje wygiêcie
DNA o oko³o 80 do 100° [18], a tak¿e badania przenie-
sienia energii w kompleksie z symetrycznym fragmen-
tem DNA (sekwencja ICAP), które wskaza³y �redni k¹t
wygiêcia DNA � 77 (±3)° [20]. Pozosta³e zmiany

w strukturze DNA s¹ znacznie ³agodniejsze, wystêpuj¹
równie¿ po obu stronach �rodka symetrii [33, 37].

Wygiêcie podwójnej helisy ma istotne znaczenie
dla aktywacji transkrypcji ze wzglêdu na m.in.: utwo-
rzenie w³a�ciwej orientacji wzglêdem siebie CRP i po-
limerazy RNA, umo¿liwiaj¹ce bezpo�rednie oddzia³y-
wanie bia³ko-bia³ko [14, 18], stabilizacjê wi¹zania
polimerazy RNA do DNA, kontakt polimerazy RNA
z sekwencjami aktywuj¹cymi po³o¿onymi na lewo od
promotora [12, 14], u³atwienie rozplatania DNA w ob-
rêbie startu transkrypcji [38].

5. Mechanizmy regulacji procesu transkrypcji
przez bia³ko CRP

Bia³ko CRP jest przede wszystkim aktywatorem
transkrypcji. Istniej¹ znaczne ró¿nice w mechanizmie
aktywacji promotorów przez kompleks CRP-cAMP
w zale¿no�ci od miejsca wi¹zania siê tego aktywatora do
DNA jak i sposobu oddzia³ywania z polimeraz¹ RNA.
W zwi¹zku z tym promotory aktywowane przez CRP
zosta³y podzielone zasadniczo na trzy klasy [10, 25].

Promotory klasy I i II wymagaj¹ do aktywacji
transkrypcji tylko jednej cz¹steczki aktywatora CRP.
W przypadku promotorów klasy I bia³ko CRP wi¹¿e
siê do DNA przed miejscem wi¹zania polimerazy.
Promotor lac oraz syntetyczny promotor CC (�61.5)
nale¿¹ do najlepiej poznanych promotorów tej klasy.
W przypadku obu promotorów aktywator wi¹¿e siê
przed sekwencj¹ �35 w okolicach rejonu �62. Miejsce
wi¹zania kompleksu CRP-(cAMP)2 mo¿e byæ równie¿
zlokalizowane w pobli¿u regionu: -72, -83 czy te¿ -93.
Dla aktywacji transkrypcji tej klasy promotorów istot-
ne jest oddzia³ywanie bia³ka CRP z C-terminaln¹
domen¹ podjednostki a polimerazy RNA (w skrócie
aCTD). Miejscem kontaktu bia³ka z polimeraz¹ s¹
reszty aminokwasowe 156�164 zlokalizowane w ob-
rêbie domeny C-terminalnej bia³ka CRP. Reszty te sta-
nowi¹ region aktywatorowy 1 (w skrócie AR1) [35,
47, 69]. Pojedyncza mutacja w obrêbie obszaru AR1
istotnie zmniejsza b¹d� ca³kiem eliminuje mo¿liwo�æ
aktywacji transkrypcji promotorów klasy I, natomiast
nie wp³ywa na wi¹zanie oraz wygiêcie DNA przez
bia³ko CRP [68, 69]. Badania z wykorzystaniem tech-
niki skaningu alaninowego wskazuj¹, ¿e szczególnie
istotny dla w³a�ciwego funkcjonowania regionu AR1
jest ³añcuch boczny Thr158 [35]. Wykonano równie¿
badania heterodimerów, które pokaza³y, ¿e aCTD od-
dzia³uje tylko z jednym obszarem AR1, zlokalizowa-
nym na podjednostce CRP s¹siaduj¹cej z polimeraz¹
[67]. Ten sam sposób oddzia³ywania bia³ka aktywato-
rowego z polimeraz¹ RNA, mimo ró¿nych miejsc wi¹-
zania DNA przez CRP mo¿liwy jest dziêki istnieniu
elastycznego, zbudowanego z 13�20 reszt aminokwa-
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sowych ³añcucha polipeptydowego, ³¹cz¹cego aCTD
z aNTD (N-terminaln¹ domen¹ podjednostki a poli-
merazy RNA) [7, 27]. W wyniku oddzia³ywania akty-
watora z polimeraz¹ RNA wzrasta powinowactwo
RNAP do promotora, wyra¿aj¹ce siê wzrostem sta³ej
wi¹zania KB (czyli sta³ej tworzenia kompleksu zam-
kniêtego) i st¹d te¿ obserwowany wzrost czêsto�ci ini-
cjacji transkrypcji [9, 10, 25].

Szczególnym przypadkiem promotora klasy I jest
promotor malT z centrum wi¹zania CRP po³o¿onym
71 nukleotydów przed miejscem startu transkrypcji.
Promotor ten zawiera równie¿ charakteryzuj¹ce siê
wysokim powinowactwem, inhibitorowe miejsce wi¹-
zania aCTD w pobli¿u rejonu -47. W nieobecno�ci ak-
tywatora, zwi¹zana do miejsca inhibitorowego C-koñ-
cowa domena podjednostki a polimerazy RNA two-
rzy nieaktywny otwarty kompleks transkrypcyjny. Do-
piero oddzia³ywanie CRP z aCTD, przeciwdzia³aj¹ce
silnemu wi¹zaniu aCTD do rejonu -47, pozwala na
przej�cie nieaktywnego kompleksu w pe³ni funkcjo-
nalny kompleks elongacyjny [51, 52].

W przypadku promotorów klasy II miejsce wi¹za-
nia siê aktywatora pokrywa siê czê�ciowo z rejonem
-35 odpowiedzialnym za wi¹zanie polimerazy RNA.
Modelowymi przedstawicielami tej klasy promotorów
s¹ galP1 oraz syntetyczny promotor CC (-41.5), z miejs-
cem wi¹zania w pobli¿u rejonu -42. Mechanizm akty-
wacji transkrypcji w przypadku tej grupy promotorów
aktywowanych przez kompleks CRP-(cAMP)2 jest bar-
dziej skomplikowany ni¿ dla promotorów klasy I. Ak-
tywator oddzia³uje zarówno z domen¹ C- jak i N-termi-
naln¹ podjednostki " polimerazy RNA [10, 25, 34, 43].
Oddzia³ywanie regionu aktywatorowego 1 z "CTD
powoduje wzrost sta³ej wi¹zania KB, natomiast w wy-
niku oddzia³ywania aktywatora z N-terminaln¹ dome-
n¹ podjednostki " polimerazy RNA stymulowany jest
proces izomeryzacji kompleksu transkrypcyjnego za-
mkniêtego do otwartego. Obszary odpowiedzialne za
t¹ drug¹ interakcjê to region aktywatorowy 2 (AR2),
zbudowany z reszt His19, His21, Glu96 i Lys101, zlo-
kalizowany w obrêbie domeny N-koñcowej bia³ka
CRP oraz reszty 162�165 domeny N-koñcowej pod-
jednostki " polimerazy RNA [10, 25]. W przypadku
promotorów klasy II miejscem kontaktu bia³ka CRP
z polimeraz¹ RNA jest równie¿ podjednostka F70 [41].
Z resztami aminokwasowymi podjednostki F70 oddzia-
³uje region CRP, zwany regionem aktywatorowym 3
(AR3). Zbudowany jest on z reszt Lys52, Asp53,
Glu54, Glu55 i Glu58 [42]. Reszty Asp53, Glu54,
Glu55 i Glu58 tworz¹ ujemnie na³adowany obszar na
powierzchni bia³ka zlokalizowany w obrêbie zwrotu
$ zawartego w domenie N-koñcowej. Oddzia³ywania
z dodatnio na³adowanym obszarem podjednostki F70

RNAP maj¹ charakter elektrostatyczny. Reszta Lys52
nosz¹ca ³adunek dodatni wp³ywa hamuj¹co na proces

Rys. 1. Schemat struktury przestrzennej podjednostki bia³ka CRP
w kompleksie z dwiema cz¹steczkami cAMP

Sze�æ fragmentów w postaci "-helisy oznaczono literami, natomiast
dwana�cie fragmentów w formie struktury $ oznaczono cyframi. Schemat
wykonano za pomoc¹ programu graficznego MolScript oraz Raster 3D
na podstawie wspó³rzêdnych atomów z Brookhaven Protein Data Bank

(kod: 2CGP).

Rys. 2. Schemat struktury kompleksu CRP-DNA z zaznaczo-
nymi rejonami oddzia³ywania z polimeraz¹ RNA.

Schemat sporz¹dzono przy pomocy programu graficznego WebLabVie-
werPro 3.7 na podstawie wspó³rzêdnych atomów z Brookhaven Protein

Data Bank (kod: 1CGP).
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aktywacji, jej podstawienie resztami Glu, Asp, Gln,
Asn czy Val wzmaga aktywno�æ promotorów klasy II
[58]. W cz¹steczce CRP typu dzikiego, hamuj¹cy
wp³yw lizyny 52 oraz aktywuj¹cy wp³yw pozosta³ych
reszt aminokwasowych regionu AR3 równowa¿¹ siê
wzajemnie. Cz¹steczka cAMP w konformacji synkli-
nalnej lokalizuje siê pomiêdzy domenê wi¹¿¹c¹ DNA
i zwrot $ regionu AR3, oddzia³uj¹c z t¹ struktur¹ po-
przez wi¹zanie wodorowe z grup¹ amidow¹ reszty 58
oraz poprzez oddzia³ywanie hydrofobowe z ³añcu-
chem bocznym Lys57 [42]. Obszary CRP istotne dla
oddzia³ywania tego aktywatora z polimeraz¹ RNA
w przypadku aktywacji promotorów klasy I i II zosta³y
przedstawione na rysunku 2.

W przeciwieñstwie do powy¿szych klas, promotory
klasy III wymagaj¹ dla pe³nej aktywacji transkrypcji
kilku cz¹steczek aktywatora np. dwu lub wiêcej cz¹s-
teczek CRP lub te¿ jednej b¹d� kilku cz¹steczek bia³ka
CRP i dodatkowo jednej lub wiêcej cz¹steczek ak-
tywatora specyficznego dla danego operonu. Przyk³a-
dami tego typu promotorów s¹ promotory ansB [48],
araBAD [66], rhaSR [60], acsP2 [3], malKp [45],
melAB [56] i uhpT [28].

W przypadku synergistycznego oddzia³ywania
dwu lub wiêcej cz¹steczek CRP bez udzia³u innych
aktywatorów, mechanizm regulacji inicjacji transkryp-
cji jest wzglêdnie prosty, tzn. jest on kombinacj¹ pew-
nych elementów charakterystycznych dla mecha-
nizmów aktywacji transkrypcji z promotorów klasy I
i/lub II [10]. Przyk³adowo dimer CRP zwi¹zany w po-
zycji �103 lub �93 mo¿e wspó³aktywowaæ transkryp-
cjê razem z dimerem CRP zlokalizowanym w pobli¿u
miejsca �62 [24]. W tym przypadku obie cz¹steczki
CRP aktywuj¹ transkrypcjê zgodnie z mechanizmem
klasy I poprzez obszar AR1. Podobnie, dimer CRP
zwi¹zany w pozycji �103, �93 czy �83 mo¿e wspó³-
dzia³aæ z dimerem CRP zlokalizowanym w pobli¿u re-
jonu �42 [11, 32]. W tym przypadku po³o¿ona dalej
od miejsca transkrypcji cz¹steczka CRP dzia³a poprzez
mechanizm klasy I w wyniku oddzia³ywania obszaru
AR1, a le¿¹ca bli¿ej startu transkrypcji cz¹steczka
aktywatora funkcjonuje zgodnie z mechanizmem kla-
sy II w wyniku oddzia³ywania obszarów AR1, AR2
i AR3 z polimeraz¹ RNA.

CRP mo¿e równie¿ pe³niæ funkcjê koaktywatora,
wspó³dzia³aj¹c z jednym lub wiêcej aktywatorów. Me-
chanizm dzia³ania jest bardzo ró¿ny. Podobnie jak
wcze�niej, bia³ko CRP mo¿e siê wi¹zaæ niedaleko po-
zycji �103 czy �93 i aktywowaæ transkrypcjê z innym
aktywatorem zdolnym do oddzia³ywania z "CTD,
"NTD czy F70, np. cz¹steczk¹ FNR zlokalizowan¹
w pozycji �42 [48]. Bia³ko CRP dzia³a wtedy zgodnie
z mechanizmem aktywacji promotorów klasy I a FNR
� analogicznie do mechanizmu klasy II. Podobnie
CRP zwi¹zany w pozycji �42 mo¿e wspó³aktywowaæ

transkrypcjê z cz¹steczk¹ FNR zwi¹zan¹ w pozycji �
103, �93 czy �83 [11].

We wszystkich powy¿szych przypadkach CRP i dru-
gi dodatkowy aktywator oddzia³uj¹ z ró¿nymi obszara-
mi RNAP oddzielnie, tzn. nie jest potrzebny bezpo�red-
ni kontakt pomiêdzy CRP a koaktywatorem. S¹ jednak
równie¿ takie promotory, gdzie dochodzi do bezpo-
�redniego oddzia³ywania CRP z drug¹ cz¹steczk¹ akty-
watora, a mechanizm aktywacji jest znacznie bardziej
skomplikowany. W przypadku niektórych promotorów
bezpo�redni kontakt bia³ka CRP z dodatkowym akty-
watorem pozwala na wiêksz¹ stabilizacjê wi¹zania tego
aktywatora do DNA lub te¿ wywo³ane zwi¹zaniem siê
CRP zagiêcie DNA u³atwia koaktywatorowi oddzia-
³ywanie z RNAP. Mo¿liwe jest tak¿e, ¿e indukowana
zwi¹zaniem CRP zmiana struktury DNA przeciwdzia³a
silnym oddzia³ywaniom bia³ko-bia³ko lub bia³ko-DNA
blokuj¹cym rozpoczêcie transkrypcji [28, 45].

Bia³ko CRP mo¿e pe³niæ funkcjê nie tylko aktywa-
tora czy koaktywatora procesu transkrypcji, w nie-
których przypadkach jest ono równie¿ represorem
(funkcjonuje w ten sposób w odniesieniu do takich ge-
nów jak cya � gen ten koduje cyklazê adenylanow¹,
katalizuj¹c¹ syntezê cAMP z ATP i crp � gen koduj¹-
cy bia³ko CRP) b¹d� korepresorem [1, 23, 31, 53].
Przyk³adem tego drugiego wariantu mo¿e byæ jego
wspó³dzia³anie z represorem CytR, którego powino-
wactwo do operatora wzrasta oko³o 1000-krotnie
w obecno�ci bia³ka CRP. W nieobecno�ci allosterycz-
nego efektora � cytydyny, bia³ko CytR hamuje inicja-
cjê transkrypcji poprzez bezpo�rednie oddzia³ywanie
z 2 cz¹steczkami CRP zwi¹zanymi do DNA oraz po-
przez blokowanie fragmentu DNA zawartego pomiê-
dzy cz¹steczkami CRP [49, 55]. Interakcje CytR-CRP
i CytR-DNA ca³kowicie uniemo¿liwiaj¹ aktywacjê
transkrypcji, gdy¿ z jednej strony sterycznie blokuj¹
funkcjonalne regiony AR1 obu dimerów CRP a z dru-
giej strony równie¿ nie pozwalaj¹ na oddzia³ywanie
"CTD z segmentem DNA s¹siaduj¹cym z ka¿dym di-
merem CRP. Bia³ko CytR oddzia³uje z resztami Glu12,
Trp13, His17, Leu105, Val108 i Pro110 zlokalizowa-
nymi w obrêbie domeny N-koñcowej CRP [50].

6. Podsumowanie

Bia³ko wi¹¿¹ce cAMP z Escherichia coli jest mo-
delowym regulatorem transkrypcji intensywnie bada-
nym przy okazji poznawania mechanizmów kontroli
inicjacji transkrypcji w organizmach prokariotycznych.
Bia³ko CRP jest pierwszym aktywatorem, który zosta³
wyizolowany i oczyszczony oraz pierwszym, którego
trójwymiarowa struktura zosta³a poznana. Mechaniz-
my regulacji transkrypcji z udzia³em bia³ka CRP mog¹
z powodzeniem odnosiæ siê do mechanizmów dzia³a-
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nia innych bia³ek regulatorowych. Za przyk³ad mo¿e
pos³u¿yæ tutaj czynnik FNR � bia³ko reguluj¹ce reduk-
cjê fumaranu i azotanu z E. coli (Fumarate and Nitra-
te Reduction Regulator of Escherichia coli). Bia³ko to
aktywuje transkrypcjê w sposób analogiczny do me-
chanizmu wystêpuj¹cego w przypadku promotorów
zale¿nych od CRP klasy I, II i III. Bia³ko FNR zawie-
ra w swojej strukturze funkcjonalne odpowiedniki ob-
szarów AR1 i AR3 bia³ka CRP, a dla aktywacji trans-
krypcji szczególnie istotny jest kontakt rejonu AR1
bia³ka FNR z domen¹ C-terminaln¹ podjednostki a po-
limerazy RNA oraz rejonu AR3 z podjednostk¹ F70

polimerazy RNA [5, 57]. Wy¿ej wymienione inter-
akcje w znacznym stopniu sposób odpowiadaj¹ od-
dzia³ywaniom, które wystêpuj¹ pomiêdzy dimerem
CRP a polimeraz¹ RNA.

Mechanizmy aktywacji transkrypcji z udzia³em bia³-
ka CRP, choæ w wielu aspektach dobrze wyja�nione,
ci¹gle wymagaj¹ pe³niejszego strukturalnego opisu.
Poznana zosta³a ju¿ struktura krystaliczna bia³ka CRP
w kompleksie z symetryczn¹, syntetyczn¹ sekwencj¹
DNA oraz domen¹ C-terminaln¹ podjednostki a poli-
merazy RNA, a kolejnym istotnym krokiem w zrozu-
mieniu mechanizmów regulacji transkrypcji by³oby
poznanie struktury pe³nego kompleksu CRP-RNAP-
promotor i to w odniesieniu do zarówno promotorów
klasy I jak równie¿ promotorów klasy II.
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