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The Escherichia coli cAMP receptor protein — global transcriptional regulator

Abstract: The Escherichia coli cyclic AMP receptor protein (CRP) plays a key role in the transcription regulation for more than one
hundred genes, mainly involved in the catabolism of carbon sources other than glucose. The protein is a homodimer and each
monomer is folded into two distinct structural domains. CRP conformation and activity as a transcription factor are dependent upon
cAMP. In response to cAMP binding the protein undergoes a conformational change that allows it to bind specific DNA sequences
and interact with RNA polymerase. CRP in complex with cAMP regulates transcription initiation mainly as a sole activator or as a
coactivator. Simple CRP-dependent promoters can be grouped into two classes according to the location of the target DNA site for
CRP and the mechanism of transcription activation. At class I CRP-dependent promoters, the DNA site for CRP is located upstream
of the core promoter. Transcription activation at class I CRP-dependent promoters involves a single protein-protein interaction
between CRP and RNA polymerase. At class II CRP-dependent promoters, the DNA site for CRP overlaps the DNA site for RNAP
and transcription activation involves three sets of protein-protein interactions between CRP and RNAP. At some CRP-dependent
promoters the mechanism of transcription activation is more complex. Two or more CRP dimers or one CRP molecule and one or
more molecules of other activators synergistically cooperate to activate transcription initiation.

1. Introduction. 2. CRP structure. 3. Binding of cAMP by CRP. 4. Interaction of CRP with DNA. 5. Mechanisms of regulation of

transcription initiation by CRP. 6. Summary
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1. Wstep

Kontrola ekspresji genow jest istotnym zagadnie-
niem, zard6wno w odniesieniu do organizméw prokario-
tycznych, jak i eukariotycznych. Mechanizmy regulacji
ekspresji gendw, jakie wytworzyly si¢ w trakcie ewo-
lucji u Eucaryota, sa znacznie bardziej skomplikowane
niz u Procaryota, poniewaz ich genomy sa znacznie
wigksze 1 wigksza liczba genéw musi podlega¢ skoor-
dynowanej regulacji. Tym niemniej w przypadku obu
grup najczgstszym i najlepiej poznanym sposobem
kontroli ekspresji genow jest regulacja inicjacji trans-
krypcji z poszczegolnych promotorow. Wérod wszyst-
kich organizméw, zaréwno prokariotycznych, jak
i eukariotycznych, rozpoczecie transkrypcji czgsto
uwarunkowane jest dziataniem pozytywnego czynnika
regulacyjnego — aktywatora [44]. Najczesciej biatko
aktywatorowe, po zwiazaniu si¢ ze specyficzna sekwen-
cja DNA w poblizu promotora, stymuluje inicjacj¢

transkrypcji przez bezposrednie oddziatywanie z poli-
meraza RNA [59]. U bakterii, znacznie czg$ciej niz
u wyzszych organizméw, dochodzi takze do negatyw-
nej regulacji aktywnos$ci promotora przez dziatanie
specyficznego represora, blokujacego rozpoczgcie pro-
cesu transkrypcji [8, 46]. Jednym z najlepiej pozna-
nych regulatorow transkrypcji jest bakteryjne biatko
CRP. Biatko wiazace cAMP z Escherichia coli (CRP,
ang. Cyclic AMP Receptor Protein) znane jest row-
niez pod nazwa CAP (Catabolite Gene Activator Pro-
tein — biatko aktywujace geny kataboliczne). Nazwa
ta nawigzuje do jego kluczowej roli w regulacji eks-
presji ponad 100 genéw nalezacych do szeregu opero-
néw, gtéwnie zaangazowanych w katabolizm cukrow
— laktozy, arabinozy, galaktozy i maltozy w komor-
kach Escherichia coli [10, 16, 39, 62].

Biatko CRP jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktory
w komorkach Escherichia coli pelni funkcje aktywato-
ra i koaktywatora, chociaz w odniesieniu do pewnych
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genow moze by¢ rowniez represorem. Te wielorakie
funkcje biatka CRP wiaza si¢ z jego zréznicowanymi
mozliwosciami wigzania DNA oraz indukowania zmian
w strukturze podwdjnej helisy, a takze zdolnoscia two-
rzenia specyficznych oddzialywan z innymi biatkami.

2. Struktura bialka CRP

Z powodu trudno$ci w krystalizacji, wciaz nie jest
znana struktura krystaliczna wolnego biatka CRP.
Znana natomiast jest jego struktura ze zwiazanymi
dwiema czasteczkami cAMP [38], w kompleksie
z DNA [37, 39] oraz w kompleksie z DNA i domena
C-terminalna podjednostki a polimerazy RNA [4].

Bialko CRP jest dimerem o masie czasteczkowej
47,2 kDa. Kazda podjednostka (Rys. 1) zbudowana
jest z 209 reszt aminokwasowych tworzacych dwie
odmienne pod wzgledem wielkosci i funkcji domeny
strukturalne.

Wigksza z nich, domena N-koncowa, zawiera reszty
aminokwasowe 1-133. Sklada si¢ na nia para krétkich
«-helis A i B, osiem fragmentow w formie struktury 3
oraz dtuga helisa C. Osiem antyréwnoleglych od-
cinkow w konformacji B tworzy motyw strukturalny
— baryltke B (B-roll), ktéry wraz z helisa C formuje
kieszen wiazaca cAMP. Cykliczny nukleotyd wiaze si¢
w obrgbie domeny N-koncowej w konformacji anty-
periplanarnej (miejsce anti). W domenie tej znajduja
si¢ rowniez regiony aktywatorowe AR2 i AR3, odpo-
wiedzialne za oddziatywanie z podjednostkami od-
powiednio o i 67° polimerazy RNA. Istnieje znaczna
homologia sekwencji i struktury pomigdzy domeng
N-terminalng CRP a domenami wiazacymi cAMP
podjednostki regulacyjnej eukariotycznej kinazy biat-
kowej zaleznej od cAMP (cAMP-dependent protein ki-
nase) [36]. Domena N-koncowa wykazuje rowniez
duze podobienstwo strukturalne do domeny wiazacej
cykliczny nukleotyd (cAMP, cGMP) kanatéow bram-
kowanych przez ten cykliczny nukleotyd [22]. Uwaza
si¢, ze podjednostki oddzialuja ze soba gléwnie za
posrednictwem dtugich helis C, cho¢ pewien udziat
w stabilizacji struktury dimerycznej ma réwniez do-
mena C-koncowa.

Mniejsza C-terminalna domena, zbudowana jest
z reszt 139-209. Sktadaja si¢ na nia trzy o-helisy D, E
i F oraz cztery krotkie odcinki w postaci struktury [.
Dwie z helis mniejszej domeny, helisy E i F, tworza
motyw strukturalny helisa-skret-helisa (HTH, helix-
turn-helix). Jest on charakterystyczny dla szeregu bia-
lek — regulatoréw transkrypcji, rowniez eukariotycz-
nych, wykazuje wysoka konserwatywnos¢ ewolucyjna
i jest zdolny wiazac si¢ swoiscie do DNA [2]. Helisy F
oddzialuja z zasadami i szkieletem fosforanowym DNA,
wiazac si¢ w dwoéch kolejnych wigkszych bruzdach
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B-DNA. W obrgbie domeny C-terminalnej zlokalizo-
wane jest drugie miejsca wiazania cAMP, tym razem
w konformacji synklinalnej (miejsce syn) [39], a takze
region aktywatorowy AR1 odpowiedzialny za oddziaty-
wanie z podjednostka a polimerazy RNA. Reszty ami-
nokwasowe 134138 tworza region zawiasowy (hinge)
taczacy obie domeny kazdej podjednostki. Region ten
charakteryzuje si¢ duza elastyczno$cia i ma istotne
znaczenie w przenoszeniu zmian strukturalnych wywo-
tanych zwiazaniem si¢ cAMP do miejsca anti w obrg-
bie domeny N-koncowej na helis¢ F wiazaca DNA,
zlokalizowana w domenie C-koncowej [62, 65].

Z danych krystalograficznych [38] wynika, ze dimer
CRP-(cAMP), jest czgSciowo asymetryczny, co zwia-
zane jest z odmiennym potozeniem domen w stosunku
do siebie w obu podjednostkach. Jedna z podjednos-
tek wystepuje w konformacji otwartej i charakteryzuje
ja szeroka szczelina migdzy domenami, druga zas wy-
stegpuje w konformacji zamknigtej, a budujace ja do-
meny sa do siebie znacznie bardziej zblizone. W prze-
ciwienstwie do struktury CRP ze zwiazanymi dwiema
czasteczkami cAMP, kompleks CRP-(cAMP),-DNA
jest symetryczny, a obie podjednostki CRP przyjmuja
konformacjg zamknigta [37, 39]. Badania dynamiki
molekularnej wskazuja jednak, ze przewidywana struk-
tura kompleksu CRP-(cAMP), w roztworze jest sy-
metryczna, a obie podjednostki biatka CRP wystepuja
w konformacji otwartej [6].

3. Wiazanie cyklicznego AMP przez bialko CRP

Cykliczny AMP powstaje w wyniku reakcji cykli-
zacji ATP. U Eucaryota zwiazek ten pelni funkcjg we-
wnatrzkomérkowego przekaznika drugiego rodzaju,
posredniczacego w fizjologicznym dziataniu wielu
hormonéw i bodzcow nerwowych. Wigckszos¢ efektow
wywotanych w komorkach eukariotycznych przez
cAMP zachodzi w wyniku aktywacji kinaz bialko-
wych zaleznych od cAMP, w szczegdlnosci kinazy
biatkowej A. Kinaza ta stymuluje ekspresj¢ specyficz-
nych gendéw przez fosforylowanie aktywatora trans-
krypcyjnego — biatka wigzacego element wrazliwy na
cAMP (CREB, cAMP-response element binding pro-
tein) [29]. Nieco inaczej funkcjonuje cAMP w ko-
morkach bakteryjnych. Wiaze si¢ on z biatkiem CRP
1 w ten sposob reguluje transkrypcje ponad 100 gendow
w komorkach E. coli. Liczne badania biochemiczne,
jak i biofizyczne wykazaty, ze wiazanie cCAMP przez
biatko CRP wywotuje takie allosteryczne zmiany kon-
formacyjne w jego strukturze, ktore umozliwiaja mu
wiazanie si¢ do specyficznej sekwencji DNA, a nastep-
nie oddziatywanie z polimeraza RNA [13, 26, 40, 62].

Z danych uzyskanych w oparciu o strukturg kry-
staliczng biatka CRP ze zwigzanymi 2 czasteczkami
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cAMP [38] oraz strukture biatka zwiazanego z 30-me-
rowym fragmentem DNA [37] wynikalo, ze kazda pod-
jednostka CRP zawiera jedno miejsce wiazania cAMP.
Badania z wykorzystaniem trawienia biatka subtyli-
zyna, chemicznej modyfikacji Cys178, badania fluo-
rescencji reszt tryptofanowych, a takze fluorescencji
»zewnetrznej” sondy fluorescencyjnej — ANS, pokaza-
ty dwufazowa zalezno$¢ konformacji bialka od stgze-
nia cAMP [17]. W zakresie stezen liganda do 200 mM
szybkos¢ proteolitycznego trawienia subtylizyna, jak
rowniez chemicznej modyfikacji Cys178, wzrastala
w pordéwnaniu do apo-CRP, intensywno$¢ fluorescencji
kompleksu ANS-biatko byta gaszona, nie pojawily si¢
zadne zmiany w intensywnosci fluorescencji reszt
tryptofanowych. Natomiast przy wyzszych stgzeniach
cAMP szybko$¢ trawienia jak i modyfikacji biatka ma-
lata, intensywnos$¢ fluorescencji kompleksu biatko-
ANS bytla jeszcze bardziej gaszona, rowniez intensyw-
no$¢ fluorescencji reszt tryptofanowych wyraznie
malata. W zwiazku z tymi badaniami zaproponowano,
ze CRP moze wystgpowaé w trzech stanach konforma-
cyjnych: apo-CRP, CRP ze zwiazana jedna czasteczka
cAMP w konformacji antyperiplanarnej i kompleks
z dwiema czasteczkami anti-cAMP przypadajacymi na
dimer. Za jedyna zdolna do specyficznego wiazania
DNA i aktywacji transkrypcji form¢ CRP, uwazano te
ze zwiazang jedna czasteczka cAMP. Natomiast sadzo-
no, ze powstajacy w milimolowych, niefizjologicznych
stezeniach kompleks CRP-(cAMP), wiaze sig¢ do DNA
Ze znacznie nizszym powinowactwem i nie ma praw-
dopodobnie znaczenia w regulacji transkrypcji [17].
Istnialy jednak znaczne rozbieznosci pomigdzy danymi
pochodzacymi z badan NMR [15] a danymi z dyfrakcji
rentgenowskiej [38] dotyczace konformacji cAMP oraz
zachowania sig biatka w zaleznosci od stgzenia liganda.

Dopiero badania krystalograficzne kompleksu CRP
z 46-merowym fragmentem DNA wyjasnily te watpli-
wosci. Wykazaty bowiem obecno$¢ takze drugiego
miejsca wiazania cAMP, tym razem w konformacji
synklinalnej [39]. Istnienie dodatkowego miejsca wia-
zania cyklicznego nukleotydu potwierdzity rowniez
kolejne badania NMR [61] oraz ITC [26]. W zwiazku
Z tym zaproponowany zostal nowy model trzech sta-
noéw konformacyjnych w jakich wystgpuje biatko
CRP: apo-CRP, kompleks CRP z dwiema czasteczkami
anti-cAMP, zdolny do swoistego wiazania sekwencji
DNA i regulacji transkrypcji oraz kompleks z cztere-
ma czasteczkami cAMP, dwiema czasteczkami anti-
cAMP i dwiema czasteczkami syn-cAMP. Ten ostatni
kompleks tworzy si¢ dopiero przy milimolowych ste-
zeniach cAMP.

Czasteczka cAMP wiazaca si¢ w konformacji anty-
periplanarnej, lokalizuje si¢ wewnatrz kieszeni utwo-
rzonej przez strukture barylki B oraz dwie helisy C
w obrebie domeny N-koncowej. W wiazaniu cykliczne-
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go nukleotydu biora udziatl obie podjednostki biatka
CRP. W bliskim sasiedztwie czasteczki anti-cAMP
znajduje si¢ 17 reszt aminokwasowych: 15 reszt z jed-
nej podjednostki i 2 reszty z drugiej. Sposrod 17 reszt
tworzacych kieszen wiazaca anti-cAMP 10 reszt jest
hydrofobowych a 7 hydrofilowych. W wiazaniu cy-
klicznego nukleotydu jak i w posredniczeniu zmian
w strukturze biatka CRP wywolanych zwigzaniem
cAMP, najistotniejsza rol¢ odgrywa 5 reszt amino-
kwasowych: Glu72, Arg82, Ser83, Thr127, Ser128 [26,
30, 63, 64].

Czasteczka cAMP w konformacji synklinalne;j
umiejscowiona jest w domenie C-koncowej. Oddzia-
huje ona z motywem HTH, struktura spinki do wlosow
(B-hairpin) utworzona z dwoch antyréwnolegtych od-
cinkow P (4 1 5) z domeny N-koncowej oraz posrednio
poprzez czasteczki wody z DNA [39]. Taka lokalizacja
drugiego miejsca wiagzania cAMP moze mie¢ pewne
biologiczne znaczenie dla wigzania DNA oraz aktywa-
¢cji transkrypcji przez biatko CRP. Czasteczka syn-cAMP
znajduje si¢ w bezposrednim sasiedztwie motywu HTH,
odpowiedzialnego za wiazanie DNA, a poprzez czas-
teczke wody oddziatuje z Glul81, ta reszta z kolei, ze
wzgledu na interakcj¢ z cytozyna w pozycji 5, ma row-
niez wazny udzial w specyficznym wiazaniu podwdj-
nej helisy. syn-cAMP oddzialuje takze z obszarem
biatka, ktory prawdopodobnie uczestniczy w procesie
aktywacji transkrypcji. Szczegdlne znaczenia moze
mied tutaj sasiedztwo Lys52, ktéra odgrywa istotna rolg
w aktywacji promotordéw klasy II [42]. Drugie miejsce
wiazania cAMP moze tlumaczy¢ obnizenie powino-
wactwa CRP do specyficznej sekwencji DNA przy mi-
limolowych stezeniach cAMP, ze wzgledu na wspotza-
wodnictwo DNA i reszty fosforanowej cAMP o wiazanie
Argl80. Reszta ta jest istotna dla specyficznego wia-
zania DNA poprzez oddziatywanie z guaning w pozy-
cji 7 w obrebie duzej bruzdy DNA [4]. Z drugiej jednak
strony st¢zenie cAMP, jakie jest wymagane do tego by
druga czasteczka cyklicznego nukleotydu mogta ulec
zwiazaniu jest na tyle duza, ze moze wystgpowac nie-
zwykle rzadko, jesli w ogole w warunkach in vivo.
Jakkolwiek nie jest zupelnie wykluczone, ze powino-
wactwo drugiego miejsca wiazania do cAMP moze
wzrastaé w obecnosci polimerazy czy tez innych bia-
lek, jezeli w ten sposob dosztoby do wigkszej stabiliza-
cji powstalych kompleksow. Moze takze nastgpowaé
lokalny wzrost stezenia cCAMP w poblizu CRP np. na
skutek bliskiego sasiedztwa cyklazy adenylanowej [39].

4. Oddzialywanie bialka CRP z DNA

Dimeryczna struktura CRP predysponuje to biatko
do oddziatywania z palindromowa sekwencja DNA.
We wszystkich operonach indukownych katabolicznie
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przez kompleks CRP-cAMP, rozpoznajace helisy F
dwoch podjednostek CRP penetruja oddalone od siebie
0 34 A dwie sasiednie bruzdy DNA. Dzieki dopaso-
waniu sig struktury biatka i DNA dochodzi do utworze-
nia szeregu wigzan wodorowych, pomigdzy resztami
aminokwasowymi tancucha polipeptydowego helis F,
a grupami funkcyjnymi zasad azotowych operatora
eksponowanymi do duzej bruzdy. Utworzenie si¢ tych
wiazan jest mozliwe dzigki istnieniu $cistej komplemen-
tarnos$ci w zakresie donoréw i akceptoréw wiazan wo-
dorowych biatka i DNA, ktdra jest wynikiem istnienia
charakterystycznej sekwencji, zar6wno nukleotydowe;j
operatora, jak i aminokwasowej helis rozpoznajacych.

Z wielu badan wynika, ze gldéwne interakcje odpo-
wiadajace za specyficzno$¢ rozpoznania zachodza
migdzy: G7 i Argl80, C51 Glul81, T4 i Argl85 [25].
Wszelkie podstawienia nukleotydowe w tych pozy-
cjach prowadza do znacznego uposledzenia wiazania
biatka. CRP moze si¢ wiaza¢ z DNA réwniez w sposdb
nieswoisty, na skutek oddzialywan pomigdzy dodat-
nio naladowanymi resztami aminokwasowymi bialka,
ktérego punkt izoelektryczny wynosi 9,12, a ujemnie
naladowanymi resztami fosforanowymi w DNA, a tak-
ze poprzez wiazania wodorowe powstajace pomigdzy
atomami wodoru grup amidowych niektorych wiazan
peptydowych oraz resztami kwasu fosforowego w po-
dwdjnej helisie. Oddzialywania te przyczyniaja si¢ do
dodatkowe;j stabilizacji kompleksu CRP-DNA; z dru-
giej strony powoduja, ze nawet przy braku cAMP
biatko CRP odznacza si¢ stabym powinowactwem do
DNA o dowolnej sekwencji. W niespecyficznym wig-
zaniu DNA biora udziat obie domeny podjednostki
biatka CRP [21].

Badania dichroizmu kotowego réznych odcinkéw
DNA w kompleksie z CRP wykazaty, ze w roztworze
wiazaniu biatka do DNA moze towarzyszy¢ czgscio-
we, lokalne przejscie struktury B-DNA w strukture
A-DNA [19]. Zwiazanie si¢ CRP do operatora prowa-
dzi takze do szeregu deformacji w strukturze podwoj-
nej helisy. Na podstawie struktury krystalograficznej
CRP zwiazanego do 30-merowego fragmentu DNA
stwierdzono, ze dwa odksztalcenia maja charakter sko-
kowy 1 wystepuja w regionie operatora, pomigdzy 6
a 7 para nukleotydow, liczac od osi symetrii operatora.
Zlokalizowane sa one po obu stronach osi symetrii, kat
jednego wynosi w przyblizeniu 40°, a drugiego 50°,
w sumie taczne wygigcie DNA wynosi okoto 90° [4,
25, 33]. Potwierdzity to rowniez badania przeniesienia
energii pomigdzy znakowanymi koncami fragmentu
lac-DNA zwiazanego do biatka CRP, w ktorych stwier-
dzono, ze w badanym kompleksie nastgpuje wygigcie
DNA o okoto 80 do 100° [18], a takze badania przenie-
sienia energii w kompleksie z symetrycznym fragmen-
tem DNA (sekwencja ICAP), ktore wskazaty $redni kat
wygiecia DNA — 77 (£3)° [20]. Pozostale zmiany
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w strukturze DNA sa znacznie tagodniejsze, wystgpuja
rowniez po obu stronach §rodka symetrii [33, 37].

Wygigcie podwdjnej helisy ma istotne znaczenie
dla aktywacji transkrypcji ze wzglgdu na m.in.: utwo-
rzenie wlasciwej orientacji wzglgdem siebie CRP i po-
limerazy RNA, umozliwiajace bezposrednie oddziaty-
wanie bialko-biatko [14, 18], stabilizacje wiazania
polimerazy RNA do DNA, kontakt polimerazy RNA
z sekwencjami aktywujacymi polozonymi na lewo od
promotora [12, 14], utatwienie rozplatania DNA w ob-
rebie startu transkrypcji [38].

5. Mechanizmy regulacji procesu transkrypcji
przez bialko CRP

Bialko CRP jest przede wszystkim aktywatorem
transkrypcji. Istnieja znaczne réznice w mechanizmie
aktywacji promotorow przez kompleks CRP-cAMP
w zaleznos$ci od miejsca wigzania si¢ tego aktywatora do
DNA jak i sposobu oddzialywania z polimeraza RNA.
W zwiazku z tym promotory aktywowane przez CRP
zostaty podzielone zasadniczo na trzy klasy [10, 25].

Promotory klasy I i II wymagaja do aktywacji
transkrypcji tylko jednej czasteczki aktywatora CRP.
W przypadku promotoréw klasy I biatko CRP wiaze
si¢ do DNA przed miejscem wiazania polimerazy.
Promotor /ac oraz syntetyczny promotor CC (-61.5)
naleza do najlepiej poznanych promotoréw tej klasy.
W przypadku obu promotoréw aktywator wiaze si¢
przed sekwencja —35 w okolicach rejonu —62. Miejsce
wiazania kompleksu CRP-(cAMP), moze by¢ rowniez
zlokalizowane w poblizu regionu: -72, -83 czy tez -93.
Dla aktywacji transkrypc;ji tej klasy promotorow istot-
ne jest oddzialywanie bialka CRP z C-terminalng
domena podjednostki a polimerazy RNA (w skrocie
aCTD). Miejscem kontaktu biatka z polimeraza sa
reszty aminokwasowe 156—164 zlokalizowane w ob-
rebie domeny C-terminalnej biatka CRP. Reszty te sta-
nowia region aktywatorowy 1 (w skrocie AR1) [35,
47, 69]. Pojedyncza mutacja w obrgbie obszaru AR1
istotnie zmniejsza badz catkiem eliminuje mozliwos¢
aktywacji transkrypcji promotoréw klasy I, natomiast
nie wplywa na wiazanie oraz wygigcie DNA przez
biatko CRP [68, 69]. Badania z wykorzystaniem tech-
niki skaningu alaninowego wskazuja, ze szczegdlnie
istotny dla wlasciwego funkcjonowania regionu AR1
jest fancuch boczny Thr158 [35]. Wykonano réwniez
badania heterodimerow, ktore pokazaty, ze aCTD od-
dziatuje tylko z jednym obszarem AR1, zlokalizowa-
nym na podjednostce CRP sasiadujacej z polimeraza
[67]. Ten sam sposob oddziatywania biatka aktywato-
rowego z polimeraza RNA, mimo r6znych miejsc wia-
zania DNA przez CRP mozliwy jest dzigki istnieniu
elastycznego, zbudowanego z 13-20 reszt aminokwa-
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sowych tancucha polipeptydowego, taczacego aCTD
z aNTD (N-terminalng domena podjednostki a poli-
merazy RNA) [7, 27]. W wyniku oddziatywania akty-
watora z polimeraza RNA wzrasta powinowactwo
RNAP do promotora, wyrazajace si¢ wzrostem stalej
wiazania K (czyli statej tworzenia kompleksu zam-
knigtego) i stad tez obserwowany wzrost czgstosci ini-
cjacji transkrypcji [9, 10, 25].

Szczegélnym przypadkiem promotora klasy I jest
promotor malTl z centrum wigzania CRP polozonym
71 nukleotydéw przed miejscem startu transkrypcji.
Promotor ten zawiera rowniez charakteryzujace sig
wysokim powinowactwem, inhibitorowe miejsce wia-
zania aCTD w poblizu rejonu -47. W nieobecnosci ak-
tywatora, zwiazana do miejsca inhibitorowego C-kon-
cowa domena podjednostki a polimerazy RNA two-
rzy nieaktywny otwarty kompleks transkrypcyjny. Do-
piero oddzialywanie CRP z aCTD, przeciwdziatajace
silnemu wiazaniu aCTD do rejonu -47, pozwala na
przejscie nieaktywnego kompleksu w pei funkcjo-
nalny kompleks elongacyjny [51, 52].

W przypadku promotoréow klasy II miejsce wigza-
nia si¢ aktywatora pokrywa si¢ czg$ciowo z rejonem
-35 odpowiedzialnym za wiazanie polimerazy RNA.
Modelowymi przedstawicielami tej klasy promotorow
sa galP1 oraz syntetyczny promotor CC (-41.5), z miejs-
cem wiazania w poblizu rejonu -42. Mechanizm akty-
wacji transkrypcji w przypadku tej grupy promotorow
aktywowanych przez kompleks CRP-(cAMP), jest bar-
dziej skomplikowany niz dla promotoréw klasy I. Ak-
tywator oddziatuje zar6wno z domenag C- jak i N-termi-
nalna podjednostki & polimerazy RNA [10, 25, 34, 43].
Oddziatywanie regionu aktywatorowego 1 z aCTD
powoduje wzrost stalej wigzania K, natomiast w wy-
niku oddzialywania aktywatora z N-terminalng dome-
ng podjednostki o polimerazy RNA stymulowany jest
proces izomeryzacji kompleksu transkrypcyjnego za-
mknigtego do otwartego. Obszary odpowiedzialne za
ta druga interakcje¢ to region aktywatorowy 2 (AR2),
zbudowany z reszt His19, His21, Glu96 i Lys101, zlo-
kalizowany w obrgbie domeny N-koncowej biatka
CRP oraz reszty 162—165 domeny N-koncowej pod-
jednostki o polimerazy RNA [10, 25]. W przypadku
promotoréw klasy II miejscem kontaktu biatka CRP
z polimeraza RNA jest rowniez podjednostka 67 [41].
Z resztami aminokwasowymi podjednostki 67° oddzia-
tuje region CRP, zwany regionem aktywatorowym 3
(AR3). Zbudowany jest on z reszt Lys52, AspS53,
Glu54, Glus5 i Glu58 [42]. Reszty Asp53, Glu54,
Glu55 1 Glu58 tworza ujemnie natadowany obszar na
powierzchni biatka zlokalizowany w obrgbie zwrotu
B zawartego w domenie N-koncowej. Oddziatywania
z dodatnio naladowanym obszarem podjednostki ¢7°
RNAP maja charakter elektrostatyczny. Reszta Lys52
noszaca tadunek dodatni wptywa hamujaco na proces
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Rys. 1. Schemat struktury przestrzennej podjednostki biatka CRP
w kompleksie z dwiema czasteczkami cAMP

Szes¢ fragmentdéw w postaci a-helisy oznaczono literami, natomiast

dwana$cie fragmentéw w formie struktury  oznaczono cyframi. Schemat

wykonano za pomoca programu graficznego MolScript oraz Raster 3D

na podstawie wspotrzednych atomow z Brookhaven Protein Data Bank
(kod: 2CGP).

Rys. 2. Schemat struktury kompleksu CRP-DNA z zaznaczo-
nymi rejonami oddziatywania z polimeraza RNA.

Schemat sporzadzono przy pomocy programu graficznego WebLabVie-
werPro 3.7 na podstawie wspotrzgdnych atoméw z Brookhaven Protein
Data Bank (kod: 1CGP).
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aktywacji, jej podstawienie resztami Glu, Asp, Gln,
Asn czy Val wzmaga aktywnos$¢ promotorow klasy I1
[58]. W czasteczce CRP typu dzikiego, hamujacy
wplyw lizyny 52 oraz aktywujacy wptyw pozostatych
reszt aminokwasowych regionu AR3 réwnowaza si¢
wzajemnie. Czasteczka cAMP w konformacji synkli-
nalnej lokalizuje si¢ pomi¢dzy domeng wiazaca DNA
i zwrot P regionu AR3, oddziatujac z ta strukturg po-
przez wiagzanie wodorowe z grupa amidowa reszty 58
oraz poprzez oddziatywanie hydrofobowe z tancu-
chem bocznym Lys57 [42]. Obszary CRP istotne dla
oddzialywania tego aktywatora z polimeraza RNA
w przypadku aktywacji promotorow klasy I 1 II zostaty
przedstawione na rysunku 2.

W przeciwienstwie do powyzszych klas, promotory
klasy III wymagaja dla petnej aktywacji transkrypcji
kilku czasteczek aktywatora np. dwu lub wigcej czas-
teczek CRP lub tez jednej badz kilku czasteczek biatka
CRP i dodatkowo jednej lub wigcej czasteczek ak-
tywatora specyficznego dla danego operonu. Przykta-
dami tego typu promotoroéw sa promotory ansB [48],
araBAD [66], rhaSR [60], acsP2 [3], malKp [45],
melAB [56] i uhpT [28].

W przypadku synergistycznego oddziatywania
dwu lub wigcej czasteczek CRP bez udziatu innych
aktywatorow, mechanizm regulacji inicjacji transkryp-
cji jest wzglednie prosty, tzn. jest on kombinacja pew-
nych elementow charakterystycznych dla mecha-
nizmow aktywacji transkrypcji z promotoréw klasy I
i/lub II [10]. Przyktadowo dimer CRP zwiazany w po-
zycji —103 lub —93 moze wspdtaktywowac transkryp-
cj¢ razem z dimerem CRP zlokalizowanym w poblizu
miejsca —62 [24]. W tym przypadku obie czasteczki
CRP aktywuja transkrypcj¢ zgodnie z mechanizmem
klasy I poprzez obszar AR1. Podobnie, dimer CRP
zwiazany w pozycji —103, —93 czy —83 moze wspot-
dziata¢ z dimerem CRP zlokalizowanym w poblizu re-
jonu —42 [11, 32]. W tym przypadku potozona dalej
od miejsca transkrypcji czasteczka CRP dziata poprzez
mechanizm klasy I w wyniku oddziatywania obszaru
ARI1, a lezaca blizej startu transkrypcji czasteczka
aktywatora funkcjonuje zgodnie z mechanizmem kla-
sy II w wyniku oddziatywania obszarow AR1, AR2
i AR3 z polimeraza RNA.

CRP moze rowniez pehi¢ funkcj¢ koaktywatora,
wspotdzialajac z jednym lub wigcej aktywatorow. Me-
chanizm dzialania jest bardzo rézny. Podobnie jak
wczesniej, biatko CRP moze si¢ wiaza¢ niedaleko po-
zycji —103 czy —93 i1 aktywowa¢ transkrypcjg z innym
aktywatorem zdolnym do oddzialtywania z aCTD,
aNTD czy ¢’°, np. czasteczka FNR zlokalizowana
w pozycji —42 [48]. Biatko CRP dziata wtedy zgodnie
z mechanizmem aktywacji promotorow klasy I a FNR
— analogicznie do mechanizmu klasy II. Podobnie
CRP zwiazany w pozycji —42 moze wspotaktywowac
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transkrypcje z czasteczka FNR zwigzana w pozycji —
103, 93 czy 83 [11].

We wszystkich powyzszych przypadkach CRP i dru-
gi dodatkowy aktywator oddziatuja z r6znymi obszara-
mi RNAP oddzielnie, tzn. nie jest potrzebny bezposred-
ni kontakt pomigdzy CRP a koaktywatorem. Sa jednak
rowniez takie promotory, gdzie dochodzi do bezpo-
$redniego oddziatywania CRP z druga czasteczka akty-
watora, a mechanizm aktywacji jest znacznie bardziej
skomplikowany. W przypadku niektérych promotorow
bezposredni kontakt biatka CRP z dodatkowym akty-
watorem pozwala na wigksza stabilizacj¢ wiazania tego
aktywatora do DNA lub tez wywolane zwigzaniem si¢
CRP zagigcie DNA ulatwia koaktywatorowi oddzia-
lywanie z RNAP. Mozliwe jest takze, ze indukowana
zwigzaniem CRP zmiana struktury DNA przeciwdziata
silnym oddzialywaniom bialko-biatko lub biatko-DNA
blokujacym rozpoczecie transkrypcji [28, 45].

Biatko CRP moze pehi¢ funkcje nie tylko aktywa-
tora czy koaktywatora procesu transkrypcji, w nie-
ktorych przypadkach jest ono réwniez represorem
(funkcjonuje w ten sposdb w odniesieniu do takich ge-
now jak cya — gen ten koduje cyklaze adenylanowa,
katalizujaca syntezg¢ cAMP z ATP i crp — gen koduja-
cy biatko CRP) badz korepresorem [1, 23, 31, 53].
Przykltadem tego drugiego wariantu moze by¢ jego
wspotdziatanie z represorem CytR, ktoérego powino-
wactwo do operatora wzrasta okoto 1000-krotnie
w obecnosci biatka CRP. W nieobecnosci allosterycz-
nego efektora — cytydyny, biatko CytR hamuje inicja-
cje transkrypcji poprzez bezposrednie oddziatywanie
z 2 czasteczkami CRP zwiazanymi do DNA oraz po-
przez blokowanie fragmentu DNA zawartego pomig-
dzy czasteczkami CRP [49, 55]. Interakcje CytR-CRP
i CytR-DNA catkowicie uniemozliwiaja aktywacje
transkrypcji, gdyz z jednej strony sterycznie blokuja
funkcjonalne regiony AR1 obu dimeréw CRP a z dru-
giej strony réwniez nie pozwalaja na oddziatywanie
aCTD z segmentem DNA sasiadujacym z kazdym di-
merem CRP. Biatko CytR oddzialuje z resztami Glul2,
Trp13, His17, Leul05, Vall08 i Prol110 zlokalizowa-
nymi w obrgbie domeny N-koncowej CRP [50].

6. Podsumowanie

Biatko wiazace cAMP z Escherichia coli jest mo-
delowym regulatorem transkrypcji intensywnie bada-
nym przy okazji poznawania mechanizmoéw kontroli
inicjacji transkrypcji w organizmach prokariotycznych.
Biatko CRP jest pierwszym aktywatorem, ktory zostat
wyizolowany i oczyszczony oraz pierwszym, ktorego
trojwymiarowa struktura zostata poznana. Mechaniz-
my regulacji transkrypcji z udzialem biatka CRP moga
z powodzeniem odnosi¢ si¢ do mechanizmow dziata-
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nia innych biatek regulatorowych. Za przykltad moze
postuzy¢ tutaj czynnik FNR — biatko regulujace reduk-
cj¢ fumaranu i azotanu z E. coli (Fumarate and Nitra-
te Reduction Regulator of Escherichia coli). Biatko to
aktywuje transkrypcje w sposob analogiczny do me-
chanizmu wystepujacego w przypadku promotorow
zaleznych od CRP klasy I, II i III. Biatko FNR zawie-
ra w swojej strukturze funkcjonalne odpowiedniki ob-
szarow AR1 i AR3 biatka CRP, a dla aktywacji trans-
krypcji szczegélnie istotny jest kontakt rejonu ARI
biatka FNR z domeng C-terminalna podjednostki a po-
limerazy RNA oraz rejonu AR3 z podjednostka ¢”°
polimerazy RNA [5, 57]. Wyzej wymienione inter-
akcje w znacznym stopniu sposob odpowiadaja od-
dzialywaniom, ktére wystepuja pomigdzy dimerem
CRP a polimeraza RNA.

Mechanizmy aktywacji transkrypcji z udziatem biat-
ka CRP, cho¢ w wielu aspektach dobrze wyjasnione,
ciagle wymagaja pehiejszego strukturalnego opisu.
Poznana zostata juz struktura krystaliczna biatka CRP
w kompleksie z symetryczna, syntetyczna sekwencja
DNA oraz domena C-terminalna podjednostki a poli-
merazy RNA, a kolejnym istotnym krokiem w zrozu-
mieniu mechanizméw regulacji transkrypcji bytoby
poznanie struktury pelnego kompleksu CRP-RNAP-
promotor i to w odniesieniu do zaro6wno promotoréw
klasy I jak roéwniez promotorow klasy II.
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