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Wirus HIV (ang. Human Immunodeficiency Virus), etiologiczny czynnik
nabytego zespotu niedoboru immunologicznego (ang. Acquired Immunodefi-
ciency Syndrome; skrot AIDS) nalezy do rodziny retrowirusow. Wirusy te
charakteryzuje obecno$¢ enzymu — odwrotnej transkryptazy, dzieki ktorej ich
materiat genetyczny w postaci RNA zostaje przepisany na komplementarng don
ni¢ ,,minus” DNA. Ten ostatni tworzy przejsciowy kompleks RNA-DNA
trawiony przez RNaze H, a nastepnie po dobudowaniu nici ,,plus” jako forma
dwuniciowego DNA (prowirus) zwykle zostaje wigczony w genom komorki
gospodarza. W przypadku HIV mogg to by¢é m.in. limfocyty wspomagajace T,
monocyty, niektdre komorki mézgu. W wiekszosci komérek prowirusowy DNA
ulega podwojeniu w czasie ich podziatu, zachowujgc w swoim genomie geny
intruza. Sekwencje prowirusowgo DNA stanowig zatem liniowg replike mate-
riaku genetycznego wirusa. W formie prowirusa HIV moze pozosta¢ bez
przejawow aktywnosci replikacyjnej przez dtugi okres (nawet kilka lat). Wstawie-
nie ,,wlasnego” zestawu gendéw HIV w genom gospodarza wywotluje stan statej
infekcji (ang. permanent infection). Aktywacja zainfekowanych komérek (m.in.
antygeny, mitogeny, wspétinfekcja wirusowa) wyzwala kaskade zdarzen do-
prowadzajacych do masowej replikacji potomnych czastek wirusowych.

Ostatnio zwraca sie uwage na wystepowanie w zakazonych wirusem HIV
komoérkach T4 i monocytach niezintegrowanych, pozachromosomalnych form
prowirusowego DNA, ktérych rola w patogenezie infekcji HIV pozostaje wcigz
niewyjasniona. By¢ moze ich wystepowanie warunkuje czasookres latencji HIV
[1]. Prowirusowy DNA ulega transkrypcji z udziatem komorkowej DNA
— zaleznej polimerazy RNA Il. Utworzony na tej matrycy RNA stanowi
materiat genetyczny potomnych czastek wirusowych oraz jest wykorzystywany
jako mRNA w biosyntezie biatek wirusowych.

Genom roznych szczepow wirusa HIV osigga dtugos¢ okoto 10000 par
zasad. Zsekwencjonowany jako jeden z pierwszych genom klonu BH10,
wydzielony z komdérek H9, liczy 9749 par zasad [2]. W poréwnaniu z komorka
ludzka potencjat genetyczny HIV jest mniejszy okoto 100000 razy. Rysunek 1
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Rys. 1. Schemat genomu wirusa HIV oraz produkty ekspresji poszczeg6lnych gendw (wg
Greene [3] zmodyfikowany)

przedstawia schemat utozenia genéw wirusa HIV oraz produkty ich ekspresji
[3], za$ w tabeli 1 zestawiono aktualnie i poprzednio stosowane oznakowania
gendw tego wirusa (2-8) oraz funkcje biatek — produktéw ich ekspresji.

Przez gen obecnie rozumie sie takg sekwencje nukleotydowg DNA (lub
RNA), ktdra zostanie przepisana na sekwencje zasad w informacyjnym RNA
(mRNA) wyznaczajaca kolejnos¢ aminokwaséw w kodowanym tancuchu
biatkowym albo w RNA typu rRNA, tRNA itd. Gen, jednostka funkciji,
reprezentuje transkrybowany odcinek DNA wraz z sekwencjg bezposrednio
regulujacy inicjacje transkrypcji — promotorem oraz sekwencjami otaczajgcymi
5 i 3 koniec genu (regulujacymi jego ekspresje).

Tabela 1
Geny wirusa HIV i funkcja kodowanych przez nie biatek
Poprzednio stosowany symbol Aktualny symbol Funkcja kodowanych biatek
gag bez zmian Struktura rdzenia
poi 1 Biatka enzymatyczne
env 1 Struktura otoczki
tat 11, TA tat Transaktywator genéw HIV
art, trs rev Regulator ekspresji
3'orf, B,E,F nef Inhibitor ekspresji czastek
wirusowych
sor, A, P’ Q vif Czynnik infekcyjnosci
vpu Warunkuje efektywnos$¢ uwalniania
czastek HIV
R vpr Staby aktywator transkrypcji

W wyniku licznych badar ujawniono szereg nieoczekiwanych wiasciwosci
gendéw, m.in. fakt istnienia gendw zachodzacych, ich przemieszczanie sie,
wystepowania w obrebie innych genéw itd. Wiekszo$¢ gendéw organizmow
eukariotycznych, wielu wiruséw, a takze pewnych bakterii (np. Sulfolobus
sulfataricus) wykazuje strukture nieciggta — mozaikowa. Sg zbudowane z sek-
wencji ,,informacyjnych” — kodujgcych (eksony), poprzedzielanych sekwenc-
jami ,nieinformacyjnymi” — niekodujacymi (introny). Transkrypcja (przepisa-
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nie) genu prowadzi do powstania pierwotnego transkryptu, ktéry w nastepstwie
skomplikowanego procesu usuwania intronéw i taczenia odpowiednich ek-
sondw (tzw. sktadanie, ang. slicing) dostarcza dojrzatych transkryptéw.

Jak dotad wiadomo, ze w genomie wirusa HIV znajduje sie 9 gendw,
ktérych ekspresja prowadzi do biosyntezy trzech biatek strukturalnych, ty-
powych dla wszystkich retrowiruséw, tj. biatek rdzenia, enzyméw i otoczki
kodowanych odpowiednio przez geny gag, poi i env oraz 6 biatek zwigzanych
z regulacjg cyklu zyciowego HIV. Sg to geny: tat (ang. transactivator of
transcription), rev (ang. regulator of virion protein expression), nef (ang.
negative regulatory factor), vif (ang. viral infection factor) oraz vpr i vpu
— geny o mato poznanej funkcji. Graniczne sekwencje 5' i 3' genomu
HIV stanowig tzw. dilugie powtarzajgce sie sekwencje koncowe LTR (ang.
Long Terminal Repeats; por. rys. 1), zbudowane z trzech segmentéw, tj.
U3, R i U5 o dlugosci odpowiednio 455, 97 i 85 par zasad [1].

SEKWENCJE LTR WIRUSA HIV

Skrajne sekwencje genomu HIV — LTR uczestnicza, podobnie jak w przypa-
dku innych retrowiruséw, w integracji prowirusowego DNA z materiatem
genetycznym komorek gospodarza. Odcinki LTR zawierajg sygnaly inicjacji
i poliadenylacji transkryptow wirusowego RNA oraz sekwencje regulatorowe,
ktore modulujag aktywno$¢ transkrypcyjng prowirusa [3]. Rozpoczyna je
sekwencja TG, za$ konczy uktad sekwencji odwréconej CA [9]. Koniec
segmentu U3 poprzedza miejsce inicjacji transkrypcji wirusowego mRNA, tj.
pierwszy (+1) nukleotyd segmentu R. Segment U5 rozpoczyna sie sekwencjg
CCA ulegajaca poliadenylacji, ktéra wczesniej poprzedza sygnat poliadenylaciji,
w 3' koncowej czesci R (por. [6, 9]). Z segmentem U5 5'LTR sasiaduje
18-nukleotydowy odcinek sekwencji komplementarnej do tRNA Lys, ktory
odgrywa role startera w biosyntezie nici ,,minus” DNA. Z kolei w 3' LTR wirusa
HIV, w ktérym nie wystepuje odcinek wigzania startera, z segmentem U3
graniczy 16-nukleotydowy fragment reprezentujacy szlak polipurynowy istotny
dla inicjacji biosyntezy nici ,,plus” DNA [10].

W obrebie sekwencji LTR wirusa HIV okreSlono kilka funkcjonalnych
domen dzieki doswiadczeniom wigczajagcym badania aktywnosci genu repor-
terowego — acetylotransferazy chloramfenikolowej (CAT), do ktorej
przytaczano okre$lone odcinki LTR.

Rysunek 2 przedstawia schemat budowy sekwencji 5'LTR wirusa HIV
opracowany ostatnio przez G i acc a i wsp. [11]. Stanowi on probe usys-
tematyzowania aktualnych danych o funkcjonalnych domenach sekwencji LTR
wirusa HIV oraz mozliwosci wigzania sie z nimi czynnikéw biatkowych,
modulujacych ekspresje gendéw. W odcinku 5'LTR wirusa HIV znajdujg sie
przynajmniej trzy cw-aktywne elementy regulujace, skupione gtéwnie w obrebie
odcinkéw U3 i R. Obejmujg one trzy domeny, tj.:
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pierwszg — zwigzang z miejscem inicjacji transkrypcji wraz z odcinkiem
bezposrednio go poprzedzajacym, opisywang jako podstawo-
wy promotor (BP, ang. Basal Promoter),
drugg — reprezentujaca sekwencje wzmacniajgce (E, ang. Enhancer) oraz
trzeciag — stanowiacg region sekwencji zwigzanych z negatywng regulacja
ekspresji (NRE, ang. Negative Regulatory Element).

Rys. 2. Organizacja sekwencji 5LTR wirusa HIV oraz przyktady znanych biatek komérek ludzkich

wchodzacych z nimi w interakcje. Symbole objasniono w tekscie. Liczby oznaczajg kolejnosé

nukleotydéw w odcinku LTR, startujac od ,,+ 1 (strzatka) — miejsca przytgczenia DNA polimerazy,

Umownie przyjeto oznaczenie sekwencji nukleotydowych na lewo od startu jako ,,—”, a na prawo

Gorna skala przedstawia numeracje liczac od pierwszego nukleotydu 5' LTR, za$ dolna — od
miejsca startu transkrypcji (wg G iacca iwsp. [11])

Dotychczas poznano kilkanascie komoérkowych oraz kilka wirusowych
biatek, ktére moga wiaza¢ sie z LTR wirusa HIV. Biatka komdrkowe
majace zdolno$¢ specyficznej interakcji z okreslonymi sekwencjami DNA,
aktywujace badz hamujace proces transkrypcji przyjeto nazywaé czynnikami
biatkowymi transkrypcji. Czynniki te powszechnie wystepujg w wielu typach
komorek (niektore tylko w komérkach limfoidalnych), a sekwencje przez
nie rozpoznawane odnajduje sie zarbwno w genach komorkowych, jak i wi-
rusowych [1, 11].

W rejonie promotorowym — BP (rys. 2) znajdujg sie trzy miejsca wigzania dla
jednego z najwczesniej wykrytych biatek aktywujacych transkrypcje, tj. biatka
SP1 [12], oraz czynnika TFIID wigzgcego sie z uktadem sekwencji TATAA (ang.
TATA box; 13). Z tym odcinkiem LTR wirusa HIV moga zwigzac sie dwa inne
czynniki biatkowe — CTF/NF1, rozpoznajacy sekwencje GGCCAATCT (tzw.
CAAT box; 14), oraz biatko odpowiadajace za latencje HIV — LBP-1 (ang.
Latency Binding Protein) rozpoznajace sekwencje TCTGG. Biatko LBP1
wykazuje wysokie powinowactwo do sekwencji 5 LTR na pograniczu seg-
mentow R/U5, zlokalizowanych miedzy —16. i +27. nukleotydem (miejsce ),
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oraz mniejsze — do odcinka miedzy —16. i —38. nukleotydem (miejsce II).
Wedtug odkrywcow tego biatka [15], majgcego nature inhibitora transkrypcji,
moze ono zapobiegaé wigzaniu sie innego modulatora transkrypcji — TFIID
z sekwencja ,,TATA box”.

Domene tzw. sekwencji wzmacniajagcych — E (rys. 2) wirusa HIY stanowig
dwa proste powtdrzenia sekwencji GGGACTTTCC, usytuowane miedzy —81.
a —104. nukleotydem [16], ktére wptywajg na podwyzszenie poziomu trans-
krypcji. Z tym odcinkiem sekwencji moze wchodzi¢ w interakcje szereg
czynnikéw biatkowych, ktére udato sie oczysci¢ i scharakteryzowac¢ [11].
Najlepiej dotychczas poznany czynnik aktywujacy transkrypcje — biatko NF
Kappa B, rozpoznajacy sekwencje wzmacniajace, nalezy do fosfoprotein — ro-
dziny biatek NF Kappa B 0 m.cz. 50000-65 000. Zostat opisany jako czynnik
aktywujacy transkrypcje w limfocytach B [17], a nastepnie w komorkach linii
T pobudzonych czynnikami aktywujacymi proliferacje [18].

Pionierskie doswiadczenia grupy Haseltine [19, 20] wykazaly, ze
delecja regionu obejmujgcego nukleotydy miedzy pozycja —167. a —423.
odcinka 5' LTR wirusa HIV powoduje wzrost ekspresji bakteryjnego genu CAT,
do ktorego przytgczono pozostate sekwencje LTR. Delecja tych sekwencji
przyczynia sie do znacznego zwiekszenia replikacji HIV zaréwno w komaérkach
linii T (Jurkat), jak i w monocytach (komérki U-937) [20]. Z tg domeng
opisywang jako NRE, (por. rys. 2) moze wigzac sie kilka czynnikéw biatkowych
0 naturze aktywatorow i inhibitoréw transkrypcji. Biatka wigzace sie z odcin-
kami miedzy —291. do —299., —337. do —371., i —343. do —349. nukleotydem
sg podobne do czynnika API, wigzacego sie z DNA, wystepujacego
w komoérkach Hela [21]. Z kolei z regionem usytuowanym miedzy —216.
a —254. nukleotydem moze oddziatywac jadrowy czynnik, opisywany jako
NFAT-1, ktoéry odgrywa role w aktywacji LTR przez fitohemaglutyning oraz
przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko biatkom powierzchniowym
komaérek T [22]. Odcinek 3' NRE moze by¢ rozpoznawany przez inny czynnik
jadrowy modulujacy transkrypcje, nazywany MLTF/lub USF, a wykryty
w wielu typach komorek i tkanek [23]. Jak wykazaty ostatnie bada-
nia Giaccai wsp. [11], z odcinkiem zlokalizowanym miedzy —152.
a —174. nukleotydem 5'LTR HIV, poprzedzajagcym miejsce startu polimerazy
RNA 11, moga oddziatywac trzy biatka o m.cz. 44 000,70 000 110 000. Autorzy ci
sugerujg wystepowanie rodziny biatek jadrowych o zblizonej strukturze, wyka-
zujacych zdolno$¢ rozpoznawania sekwencji nukleotydowych (w niewielkim
stopniu odmiennych), w ktérych powtarza sie motyw sekwencji CACGTG,
spotykany w regionach promotorowych r6znych genéw oraz LTR wirusa HIV.

Z domeng NRE wigze sie produkt ekspresji genu nef, biatko o m. cz. 27 000
(p27), o ktérym bedzie mowa w dalszej czesci artykutu.

W odcinku LTR wirusa HIV znajduje sie stosunkowo wcze$nie poznana
domena regulatorowa — TAR (ang. trans-activation region), z ktéra oddziatuje
biatko pl4 — produkt ekspresji genu tat, nieodzowne w procesie transaktywacji
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[19,24]. Wiasciwosci i rota tego biatka zostanie przedstawione p6zniej. Odcinek
TAR jest usytuowany miedzy —17. a + 81. nukleotydem LTR [19]. Dla procesu
aktywacji wymagane jest przynajmniej 25-30 nukleotyddw tego fragmentu LTR
[25]. Segment TAR w wyniku obrébki produktéw transkrypcji HIV zostaje
wecielony w sekwencje liderowe (niekodujace) wirusowych mRNA, tworzac
stabilng strukture przypominajacg ,,spinke do wioséw” (ang. hairpin), zawie-
rajacg 60 nukleotydéw, z miejscem ,,cap” u podstawy petli [26-31]. Wyrdznia sie
w niej trzy elementy, tj. pien, wybrzuszenie i petle (ang. stem, bulge, loop). Dla
wigzania i aktywnosci biatka transaktywujgcego istotna jest integralnosé
strukturalna TAR (rys. 3). Poznano sekwencje nukleotydowa odcinka stano-
wigcego ,,wybrzuszenie” (UCU), istotng w wigzaniu biatka pl4, a takze
szescionukleotydowej petli (CUGGGA) — waznej dla interakcji z biatkami
komoérkowymi [27-29]. Oba te fragmenty TAR sg nieodzowne w transaktywacji
[30]. Mutacja badz modyfikacje w obrebie ,,wybrzuszenia” TAR wskazaty na
kluczowa role nukleotydu urydylowego w pozycji 23. w wigzaniu biatka
transaktywujacego [28].

Rys. 3. Strukturalna organizacja domeny regulatorowej TAR, (@) — wg W u i wsp. [29] i (b) — wg
Colvinai Garcia-Blanco[31],1 — pien (ang. stem), Il — wybrzuszenie (ang. bulge),
111 — petla (ang. loop)
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Ostatnio, Colvin i Garcia-Blanco [31], na podstawie ob-
szernych badan wykorzystujacych modyfikacje chemiczne i trawienie nuk-
leazami (RNaza T i RNaza A) domeny TAR ijej mutantdéw, przedstawili dane
sugerujace, ze ,wybrzuszenia” wazne w wigzaniu biatka transaktywujgcego
zawiera 4 nukleotydy, tj. AUCU.

Na podkreslenie zastuguje wykrycie biatka komdérek Hela o m.cz. 185000,
opisywanego symbolem TRP-185, ktére wigze sie specyficznie z rodzimg
strukturg TAR wirusa HIV. Ta interakcja jest regulowana zaréwno przez
wirusowe biatko pl4, jak i komérkowe czynniki biatkowe modulujace ekspresje
HIV [29].

Ekspresja genéw HIV, pozostajagca pod kontrolg czynnikéw wigzacych sie
z sekwencjami LTR, obejmuje ztozone etapy dojrzewania pierwotnych trans-
kryptéw, a nastepnie wykorzystanie ich w biosyntezie biatek wirusowych. Nalezy
podkresli¢, ze tylko geny gag i poi wykorzystujg jako matryce mRNA nie
podlegajacy sktadaniu i odpowiadajagcy RNA potomnych czastek wirusowych
(rys. 4). Biatka otoczki pochodzg z translacji mRNA, po jednoetapowym
sktadaniu, ktdre objeto ,wyciecie” sekwencji kodujacych gag i poi Natomiast
inne biatka wirusa HIV wykorzystuja matryce mRNA, ktore podlegaja wielo-
krotnemu sktadaniu. W zakazonych wirusem HIV komorkach moze pojawié sie
kilkanascie réznych wirusowych mRNA, wynikajacych z mozliwosci odmien-
nego sktadania pierwotnego transkryptu (por. rys. 4; [5, 32]).

Rys. 4. Typy mRNA wirusa HIV. Symbole A i D oznaczajg akceptorowe i donorowe miejsca
sktadania (wg. Kieny [5])
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Produkty ekspresji genéw gag i poi tworzg rdzen dojrzatego wirionu HIV.
Z kolei biatka kodowane przez env buduja jego zewnetrzny ptaszcz. Natomiast
biatka syntetyzowane na matrycach genéw regulatorowych wystepuja gtéwnie
w cytoplazmie zaatakowanych komoérek i wplywajg na aktywnos$é genow
strukturalnych i regulatorowych (z autoregulacjg wiacznie).

GENY STRUKTURALNE WIRUSA HIV

CHARATERYSTYKA | ROLA PRODUKTOW ICH EKSPRESII

gag

Ekspresja genu gag dostarcza prekursora biatek rdzenia, ktérym jest
polipeptyd o masie czgsteczkowej (m.cz.) 55000 (p55), bogato ufosforylowany
i mirystylowany na reszcie N-korficowej glicyny. Ostatnio wykazano, ze mirys-
tylacja N-koncowego aminokwasu biatka p55 jest nieodzowna dla ostatecznego
formowania czastek HIV [33]. Proteaza wirusowa nacina tancuch polipeptydu
p55, co prowadzi do powstania trzech dojrzatych biatek rdzenia, tj. pl7, p24, pI5
[3]. Specyficzna proteoliza biatka p55 w zaatakowanych przez HIV komérkach
zachodzi w czasie tzw.,paczkowania” czgstek wirusowych z bton tych komorek.
Silnie zasadowe biatko pl5 ulega dalszemu cieciu prowadzacemu do utworzenia
peptyddw p7 i p9, oddziatujacych z RNA genomu wirusa. Silnie immunogenne
biatko p24 stanowi wewnetrzng ostone cylindrycznego rdzenia, za$ pl7
— zewnetrzna, wyscielajaca lipidowo-biatkowa otoczke czastki wirusowej.
Przypuszcza sieg, ze biatka kodowane przez gag odgrywajg role przy powstawaniu
nowych czgstek HIV, ich uwalnianiu sie z komdrek, przy ,rozptaszczaniu”
wirusowego RNA, inicjacji odwrotnej transkrypcji i by¢ moze interakcji
z genomem gospodarza [34].

poi

Gen poistanowi matryce w syntezie prekursora biatek enzymatycznych HIV.
Proteoliza tego wysokoczgsteczkowego biatka dostarcza czterech polipeptyd 6w,
ktére wdojrzatym wirionie sprawuja istotne funkcje. Z N- koncowego fragmentu
prekursora pochodzi proteaza o m.cz. 22 000 (p22), zaliczana do rodziny proteaz
asparaginowych, ktorych inhibitorem jest pepstatyna A [35]. Ten enzym jest
nieodzowny dla dojrzewania wiriondw; odcina on ze $rodkowej domeny
prekursorowego taricucha kolejne biatko— odwrotng transkryptaze, wystepujaca
w dwéch formach molekularnych o m.cz. 66 000 i 51 000. Odwrotna transkryptaza
wykazuje aktywnos$¢ dwdch enzymow, tj. polimerazy DNA zaleznej od RNA
(przeprowadza synteze tancucha cDNA na matrycy RNA wykorzystujac jako
»starter” tRNALy) oraz rybonukleazy H (trawi przejsciowy hybryd RNA-DNA).
Z C- koricowego fragmentu prekursora biatkowego pochodzi enzym o cechach
integrazy/endonukleazy o m.cz. 32.000 (p32). Ten wazny enzym odpowiada za
integracje prowirusowego DNA z genomem komoérek gospodarza [5, 36].
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env

Z analiz genetycznych wynika, ze env, nalezacy do najbardziej zmiennych
sekwencji genomu HIV, ma zdolno$¢ kodowania prekursorowego biatka
0 dbugosci 873 aminokwaséw [37]. Biatko to zawiera silnie hydrofobowa
sekwencje przy koncu tancucha, ktdrajest odcinana w sposéb typowy dla biatek
sekrecyjnych z jednoczesng glikozylacja jego czasteczki. Glikoproteina o m.cz.
160000 (gp 160) wyposazonajest w C-koricowym fragmencie czasteczki w hydrofo-
bowy odcinek, stanowiacy miejsce jej zaczepienia w btonie atakowanej komorki.
Rozszczepienie biatka gpl60 otoczki wirusa za pomocg komorkowej proteazy
prowadzi do powstania dwdéch biatek: zewnatrzotoczkowego polipeptydu gpl20
1biatka transmembranowego opisywanego jako gp4l. Charakterystyke biatek
otoczki HIV przedstawiono uprzednio (por. [6, 8]). Biatka te cechuje wysoka
zawarto$¢ cysteiny (18 reszt wgpl20 i 1-5 reszt w gp41), aminokwasu istotnego dla
utrzymania ich wiasciwej struktury. Ostatnio okre$lono potozenie 9mostkdw S-S
w biatku gpl20, ktére tworzg sie miedzy resztami cysteiny: 61-81, 126-212,
133-203, 138-164, 225-254, 235-246, 303-338, 3857452 i 392-425 [38].
Zewnatrzotoczkowa glikoproteina gpl20 wigze sie tatwiej z antygenem powierz-
chniowym CD4 komoérek docelowych niz prekursor biatka otoczkowego
— gpl60. Antygen CD4 (glikoproteina o m.cz. 55 000) jest gtéwnym, aczkolwiek
prawdopodobnie nie jedynym receptorem wirusa HIV [3, 39]. Biatko gpl20
odpowiedzialne za tropizm HIV do komérek nosiciela zawiera odcinek konserwa-
tywnych sekwencji aminokwasowych (miedzy 420. a 463. aminokwasem), istotny
dla interakcji z czasteczkami CD4 [40], Ten fragment biatka gpl20, tkwigcy
w zagtebieniu czasteczki, jest ukryty w ostonie czgsteczek cukrowych. Natomiast
cze$¢ biatka gpl20, nieistotna w wigzaniu wirusa zkomorka, wystepuje w postaci
petli i jest mniej glikozylowana [41]. Obecnie wiadomo, ze ten ,wypetlony”
odcinek tancucha gpl20 jest syntetyzowany przez fragment genu env o bardzo
duzej zmiennosci. W glikoproteinie gpl20 mozna wyr6zni¢ dwie funkcjonalne
domeny: jedng w czesci C konca tancucha biatkowego, a stuzaca do interakcji
z antygenem CD4 i drugg — w N- koAicowym segmencie, gdzie wystepuje region
wigzania (niekowalencyjnego) z transmembranowym biatkiem gp41 [3,5], Istnieje
wiele dowodéw na to, ze pierwsze etapy infekcji HIV, tj. wigzanie, zakotwiczanie
wirusa w blonie komorkowej, a takze pdzniejsza fuzja (zlewanie) komadrek
przebiega z udziatem biatek otoczki. W poczagtkowym stadium biatko gpl20 wigze
siezreceptorem CD4 niezainfekowanych komoérek. Nastepnie jeden koniec biatka
gp4l (wktérym znajduje sie region odpowiedzialny za fuzje usytuowany miedzy
518. a 527. aminokwasem i zawierajacy gtdwnie aminokwasy hydrofobowe)
przebija btone komérkowaq i inicjuje fuzje [5, 41]. Ten proces zwykle obejmuje
zarowno zakazone, jak i zdrowe sgsiadujgce komérki, prowadzac do powstania
wielojgdrowych, krétko zyjacych syncytiow. W ten sposéb dochodzi do masowego
zaniku limfocytéw T4. In vitro wykazano, ze pojedynczy zaatakowany wirusem
limfocyt T4 moze usmierci¢ w wyniku fuzji okoto 500 zdrowych komorek T4.
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Gen env reprezentuje sekwencje genomu HIV, ktore podlegajg zmianom
w najrozleglejszym (do 25%) stopniu (m.in. mutacje punktowe, delecje, insercje,
duplikacje krétkich fragmentéw). Z badan grupy Montagniera po-
chodzg dane Swiadczace o tym, ze zamiana nawet jednego aminokwasu, np.
izoleucyny (w pozycji 425.) na leucyne lub tryptofanu (w pozycji 432.) na
fenyloalaning lub tyrozyne prowadzi do istotnych zmian wiasciwosci laborato-
ryjnego szczepu HIV w postaci utraty jego zdolnosci wigzania sie z antygenem
CD4 [42].

GENY REGULATOROWE WIRUSA HIV:
CHARAKTERYSTYKA | ROLA PRODUKTOW ICH EKSPRESII

Z dotychczasowych badan wynika, ze prawdopodobnie wszystkie tzw.
niestrukturalne geny wirusa HIV (por. rys. 1;tab. 1) s zaangazowane w regulacje
jego replikacji. W okresleniu aktywnosci i funkcji genéw HIV wykorzystuje sie
m.in. transfekcje komarek réznych linii (np. komorki Jurkat tat I, Raji,
komorki cos-1 nerki matpy) plazmidami, ktore zawieraja sekwencje prowiruso-
wego HIV, badz jego mutanty delecyjne [43, 44].

W potowie lat osiemdziesigtych wykryto w genomie HIV dwa geny, opisywane
w tym okresie jako tat Il [45] i art [46, 47] (obecnie — tat i rev), zwigzane
z procesem transaktywacji transkrypcji. Produkty ich ekspresji moga regulowaé
aktywnos$¢ transkrypcyjna genow wirusa, odmiennych od tych, ktére je koduja.

tat

Tat jest przyktadem genu podzielonego, ktéry tworzg trzy eksony. Pierwszy
— niekodujacy (250 par zasad) jest usytuowany w 5'LTR i petni role sekwencji
liderowej w mRNA. Drugi — istotny dla transaktywacji (242 pary zasad),
umieszczony miedzy genami vpr i vpu koduje 72-aminokwasowy, bogaty
w cysteine polipeptyd. Natomiast trzeci (1243 pary zasad) — zlokalizowany w 3'
odcinku genu env, ale w innej ramce odczytu, produkuje krétki 14-amino-
kwasowy tancuch [2, 45]. Produkt ekspresji genu tat — 86-aminokwasowe
biatko, bogate w aminokwasy zasadowe i proling wedruje w zelu poliak-
ryloamidowym w postaci pasma odpowiadajgcego m.cz. 14000 (pl4). W biatku
tym mozna wyréznié trzy domeny: I)w N korncu—hbogata w proline, 2) centralng
— z wysoka zawartos$cig cysteiny (ws$rdd 16 reszt aminokwasowych 7 stanowi
cysteina) oraz 3) w C koncu — zasadowa, w ktdrej na 9 aminokwaséw przypada
az 6 reszt argininowych i 2 lizynowe [3, 45, 48, 49]. Ta ostatnia domena jest
miejscem oddziatywania biatka pl4 z RNA i odpowiada za jego lokalizacje
w jadrze komorkowym [50]. Na podstawie analizy widmowej w UV stwier-
dzono, ze biatko, kodowane przez gen tat w formie monomeru, wigze dwa jony
Zn+2 lub Cd+2 Badania elektroforetyczne komplekséw biatko pl4 — jony
metali wskazuja, ze polipeptyd ten tworzy dimery potgczone przezjony Zn+2lub
Cd+2[49]. Rysunek 5 przedstawia prawdopodobny sposob ich oddziatywania.
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Rys. 5. Przypuszczalny schemat tworzenia dimeréw biatka p14 potgczonych przezjony metali. Kazdy mo-
nomer p 14 zawiera 7 czasteczek cysternowych. W dimerze p14 potaczonym przezjony metalu (M) tworzy
sie uktad o cztero$ciennej geometrii, w ktérym wykorzystane jest 14 reszt cysternowych (S). Dwie z czter-
nastu cystein tworzg mostki przezjony metalu. Symbole ,, + " okreslajg zasadowy region biatka, reprezen-
tujacy réwnoczeénie mozliwe miejsce wigzania z kwasami nukleinowymi (wgF ran k e 1a i wsp., [49])

Zdolnos¢ transaktywacji transkrypcji przez biatko pl4 niektdrzy badacze [51,
52] wiazg ze strukturg fragmentu N konca tancucha oraz fragmentu czasteczki
umieszczonego w poblizu lizyny w pozycji 41. Mimo intensywnych badan rola biatka
pl4jest stabo poznana [1,3,31,32]. Uwaza si¢, ze moze ono powodowac wzrost ilosci
produktéw transkrypcji gendw strukturalnych HIV przez oddziatywanie z sek-
wencjg TAR (por. poprzedni rozdziat). Sekwencja ta, obecna w niekodujagcym
fragmencie mMRNA, rozpoznawanym przez inicjujgcy rybosom, hamuje translacje
przylegtych sekwencji, czemu z kolei zapobiega interakcja z biatkiem pl4. Jedna
z mozliwosci zaktada, ze udziat biatka pl4 w podnoszeniu poziomu transkrypcji
moze polegaé na uwalnianiu niedojrzatych miejsc terminacji z odcinka potozonego
w poblizu konca struktury pnia sekwencji TAR (por. rys. 3) i podnosi¢ wydajnos¢
procesu elongacji transkrypcji [53, 54]. Pojawity sie doniesienia wskazujace, ze
omawiane biatka wptywaja zaréwno na inicjacje,jak i elongacje transkrypcji [3,53].
Nalezy podkresli¢ wyniki doswiadczen podkreslajacych zaleznos¢ dziatania biatka
kodowanego przez gen tat od komaérkowych czynnikéw aktywujacych transkrypcje
(np. biatka SP1, NF-Kappa B), rozpoznajacych okre$lone sekwencje w obszarze
5'LTR[16,55,56]. Mutaga w poblizu dwéch kodujgcych eksonow [46] badz delecja
genu tat [57] dramatycznie zmniejsza zdolno$¢ (ok. 1000-krotnie) wirusa do ekspresji
biatek strukuralnych ijego replikacji Stymulacja genéw strukturalnych iregulatoro-
wych przez aktywne biatka p14 przyczyniasie do intensywnego namnazania nowych
czastek wirusowych [53].
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rev

Niemal réwnoczes$nie z wykryciem genu tat stwierdzono [46, 47, 58], ze
MRNA, kodujacy biatko pl4, ze zmieniong ramka odczytu stanowi matryce dla
kolejnego biatka transaktywujacego, o m.cz. 20000 (p20). Dla genu kodujacego
biatko p20, opisywanego poczatkowo symbolami art lub trs, przyjeto symbol rev
[4]. Jego produkt ekspresji, oznakowany rowniez tym symbolem, stanowi
116-aminokwasowy polipeptyd, w ktédrym 25 aminokwaséw od N konca koduje
pierwszy ekson, za$ nastepne 91 — drugi. Biatko rev, silnie zasadowa fosfo-
proteina, wystepuje gtéwnie w jadrach komorek zakazonych HIV [46, 59].

Rys. 6. Analiza Notherna wirusowych mRNA w cytoplazmie cos-1 transfekowanych plazmidami

zawierajacymi prowirusy HIV, pozbawione genu rev (Rev; $ciezka 3) badZz prowirusy szczepu

dzikiego (HIV-1, Sciezka 2) (a). Analiza transkryptéw (z nukleazg Sl) wirusa HIV w jadrze

komérkowym (N) i cytoplazmie (C) komdrek cos-1 transfekowanych w obecnosci (+) lub braku (—)
rev (wg Feinbergai wsp. [47] (b)

Od pionierskich eksperymentow opublikowanych w 1986 roku przez grupe
Galio [47] wiadomo, ze przy braku aktywnego biatka rev praktycznie nie
obserwuje sie ekspresji biatek strukturalnych HIV, natomiast dochodzi do
wzmozonej ekspresji krotkich mRNA o dtugosci ok. 2kb, na ktérych syntetyzuja
sie biatka regulatorowe wirusa (rys. 6). Biatko rev indukuje cytoplazmatyczng
ekspresje tzw. diugich transkryptéw (ok. 9kb) odpowiadajgcych dtugoscia
genomowemu RNA i mRNA dla biatek kodowanych przezgag ipoi oraz mRNA
pojednokrotnym cieciu i sktadaniu (ok. 4kb), ktérego ekspresja moze dostarczy¢
biatek otoczki. Proces skiadania 4kb mRNA, zaliczanego réwniez do tzw.
dtugich transkryptéw, usuwa sekwencje kodujgce env, vif, vpr, vpu, generujac
MmRNA o dtugosci 2kb, ktory koduje biatka: pl4, rev i nef (rys. 7). Natomiast
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Rys. 7. Rola biatka kodowanego przez gen rev w cyklu zyciowym wirusa HIV. Poczatkowo, przy
braku biatka rev, w cytoplazmie zakazonych komérek pojawiaja sie krétkie tancuchy mRNA (2 kb),
ktore koduja regulatorowe biatka, wiacznie z biatkiem rev. Przy dostatecznej ilosci biatka rev
dochodzi do ekspresji dtugoniciowych transkryptéw o dtugosci 9i 4 kb (po jednorazowym sktadaniu)
kodujacych biatka strukturalne wirusa HIV (wg Cullena i Malima [32])

biatko rev okazuje niewielki wptyw na ekspresje wirusowych mRNA w obrebie
jadra komaorkowego (rys. 6a, b). W jego nieobecnosci stwierdza sie w cytoplazmie
zakazonych komorek (lub komdrek po transfekcji plazmidami pozbawionymi
w prowirusie sekwencji rev) krotkie mRNA HIV, a wjgdrach — nagromadzenie
dtugoniciowych transkryptéw. Na tereniejagdra moga one ulegaé degradacji badz
sktadaniu [60, 61]. Wydaje sie, ze biatko rev ma zdolnos¢ specyficznego
rozrézniania w peini dojrzatych, krotkich mRNA i przyzwala na ich ,,eksport”
poza jadro komérkowe. Indukcja ekspresji genéw strukturalnych HIV przez
biatko p20 prawdopodobnie jest zwigzana z ukatwianiem transportu jadro-
wo-cytoplazmatycznego dtugoniciowych transkryptow [60,61], ktérych retencja
w jadrze moze wynika¢ z ich interakcji z czynnikami komérkowymi [32].
Z przeprowadzonych dotad badan nie wynika czy biatko rev aktywuje transport
wirusowych mRNA przez hamowanie procesu sktadania ich prekursorow, czy
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hamuje sktadanie RNA przez aktywacje jego transportu [32]. Aktywno$¢ biatka
p20 zalezy od jego interakcji z cis-aktywnym elementem sekwencji RRE (ang.
Rev. Responsive Element). Odcinek sekwencji RRE o diugosci 234 par zasad
w wirusie HIV-1 (ang. HIV type-1, 63), a— 272 par zasad w wirusie HIV-2 (ang.
HIV type-2, 62), jest usytuowany w 3' koficu genu env i wykazuje zdolnos¢ do
tworzenia stabilnej helikalnej struktury ,,stem loop” [32,60,61,63]. C/s-aktywny
element RRE obecny wmRNA o dtugosci 9i 4 kb (rys. 7) wydaje sie niezbedny dla

Rys. 8. Strukturalna organizacja c/s-aktywnego elementu RRE i biatka rev, (a) Sekwencja

nukleotydowa RRE wraz z pierwotnym miejscem wigzania biatka rev (region zakreskowany), (b)

W tancuchu biatka rev zaznaczono czarnym prostokagtem domene argininobogatg, odpowiedzialng

za wigzanie z RRE oraz jego lokalizacje w jadrze komérkowym. Klamrg wraz ze strzatkami

zaznaczono fragment fancucha odpowiedzialny za multimeryzacje (M), AD — domena aktywacyj-
na biatka rev (wg Cullena i Malima [32])
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biologicznej aktywnosci biatka p20. Interakcja biatka rev z sekwencjg RRE,
0 poznanej strukturze pierwszo- i drugorzedowej [32, 64, 65], odbywa sie przez
specyficzny uktad jej nukleotyddw (rys. 8). W poczatkowym etapie do tego
uktadu przytacza sie monomer biatka regulatorowego. Nastepne czgsteczki
biatka rev wigzg sie z RRE, tworzac multimeryczny kompleks. Jak dotad nie
wiadomo czy powstaje on przed zwigzaniem si¢ biatka rev z uktadem RRE, czy
po utworzeniu potgczenia monomer-RRE (64). Rysunek 8 przedstawia struk-
turalng organizacje cw-aktywnego elementu RRE (rys. 8a) oraz biatka rev (rys.
8b). Biatko to charakteryzuje obecnos$¢ silnie zasadowego odcinka amino-
kwasowego miedzy 35. a 50. reszta, w ktrej wystepuje az 10 czasteczek argininy.
Mutanty delecyjne HIV pozbawione sekwencji kodujacych ten zasadowy odcinek
biatka [66] badZ sekwencji RRE [64,65], tracg zdolnos¢ nagromadzania biatka rev
w jadrze zakazonych komdrek. Whnikliwe badania grupy C u 11 e n a [65]
wskazuja, ze zesp6taminokwasow otaczajacych silnie zasadowy fragment biatka rev,
wraz znim, jest odpowiedzialny za wigzanie multimerycznego kompleksu z RRE.
Ponadto w C- koncowym fragmencie tancucha biatkowego znajduje sie 10-amino-
kwasowa domena, zwana ,,aktywacyjng”’— bogata w leucyne. Wspomniany odcinek
biatka rev moze wchodzi¢ w interakcje z czynnikami komérkowymi, zaan-
gazowanymi w proces sktadania i (albo) uczestniczy¢ w transporcie wirusowych
mRNA [64, 65].

Sposob dziatania biatka rev jest sprawg szeroko dyskutowang i wcigz nie
wyjasniong [3,5,32,66]. Cullen i Malim [32] wskazujg na mozliwe
czynniki zatrzymujace dtugoniciowe transkrypty HIV w jadrze komoérek za-
kazonych tym wirusem. Ich zdaniem moga to by¢ m.in. biatka niejednorodnego
jadrowego rybonukleoproteidu C (hnRNP; ang. heterogenous nuclear ribonuc-
leoprotein), odpowiedzialne za jadrowag retencje niedojrzatych transkryptow.
Inna mozliwos¢ — to komdrkowe czynniki, bezposrednio zaangazowane
w proces sktadania prekursordw mRNA, ktore w organizmach eukariotycznych
tworzg kompleks z premRNA (ang. commitment complex). Prekursorowy
MmRNA w takim kompleksie pozostaje az do zakornczenia procesu sktadania.
W tym miejscu nalezy podkresli¢ opublikowane ostatnio wyniki do$wiad-
czen L u i wsp. [66] wskazujgce, ze Ul niskoczasteczkowy jagdrowy RNA
(UIsnRNA, ang. Ul small nuclear RNA), sktadnik kompleksu przeprowadzaja-
cego proces sktadania premRNA u drozdzy, wchodzi in vivo w interakcje zmRNA
kodujacym biatka otoczkowe HIV, ktérych ekspresjajest sterowana przez biatko
rev. Autorzy nie wykluczaja, ze UIsnRNA odgrywa przejsciowa role w komplek-
sie z mMRNA biatek otoczki Wydaje sie jednakze, ze wiasnie w tym kompleksie
transkrypt kodujacy biatka otoczki jest rozpoznawany przez biatko p20.

Kolejna hipoteza wyjasniajagca mechanizm dziatania biatka rev zaktada, ze
jego interakcja z sekwencjg RRE moze hamowaé tworzenie kompleksu z czyn-
nikami komdrkowymi przeprowadzajgcymi sktadanie prekursorow mRNA albo
doprowadza¢ do jego rozpadu przed zakoriczeniem procesu sktadania [32].
Uwolnione z tego kompleksu wirusowe mRNA, ktore nie ulegty sktadaniu, sg
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transportowane do cytoplazmy. Oczywiscie nie mozna wykluczy¢, ze po
zwigzaniu biatka rev z elementem RRE dochodzi do kierowania transkryptow
wirusowych poza jadro komorkowe, co prowadzi do odtgczenia czynnikow
komérkowych zaangazowanych w proces sktadania.

nef

Ten gen zlokalizowany jest w 3' kraficu genomu HIV tak, ze okoto potowa
jego sekwencji zachodzi na odcinek 3'LTR [67]. Inicjatorowy kodon metioniny
znajduje sie za kodonem terminacyjnym genu dla biatek otoczkowych. Z badan
sekwencyjnych genomu HIV wynika, ze mMRNA (ok. 2 kb) tworzy sie w wyniku
skfadania genowego i zawiera trzy eksony [68]. Ekspresja nef prowadzi do
biosyntezy biatka o rn.cz. 27000 (p27), ktére wystepuje przede wszystkim
w cytoplazmie zakazonych komoérek w potgczeniu z kwasami ttuszczowymi.
Cechg charakterystyczng p27 jest mirystylacja N-koricowego aminokwasu,
zapewne istotna dla jego interakcji z btong komdérkowa [5, 69]. Ponadto
N-koricowa cze$¢ taricucha p27 jest silnie ufosforylowana przez komdrkowag
kinaze C [69]. Wcigz pozostaje sprawg otwartg funkcja biatka kodowanego
przez gen nef[3]. Jedna z mozliwosci zaklada, ze odpowiada ono za hamowanie
wzrostu wirusa i pozostawienie go w formie ,uspionej” [5], Poczatkowo
podkreslano zdolnosci hamowania replikacji wirusa HIV przez biatko p27 (stad
jego symbol nef; ang. negative factor), wskazujac na jego interakcje z sekwencija
regulatorowg NRE w obrebie odcinka 5 LTR genomu wirusa HIV [70, 71].

Niektorzy badacze zwracajg uwage na niewielki efekt negatywnej kontroli
przez gen nef, a cze$¢ z nich neguje inhibitorowg role biatka kodowanego przez
ten gen w procesie replikacji HIV [72, 73]. Analiza sekwencji genu nefréznych
izolatow wirusa HIV dostarcza danych o ich pewnej réznorodnosci. Okazuje sie,
Ze cze$¢ wirusow posiada kodon ,,stop” wewnatrz sekwencji kodujgcych biatko
p27, konsekwencjg czego jest r6zna dtugos¢ tego polipeptydu, by¢ moze
warunkujaca odmienng patogennos$¢ szczepdéw wirusowych [5].

vif

W centralnej czesci genomu HIV znajduje sie najbardziej konserwatywny gen
— vifo dtugosci 609 nukleotydow. Fragment 5'tego genu zachodzi na 3' koniec
genu poi, natomiast jego 3' koniec zachodzi na gen vpr (por. rys. 1). Gen vz/koduje
silnie zasadowe biatko 0 m.cz. 23000, z duza zawartoscig tryptofanu [74, 75],
wystepujace przede wszystkim w cytoplazmie zakazonych komorek. Funkcja

tego biatka jest mato poznana. Uwaza sie, ze reguluje stopien infekcyjnosci
wirusa i bierze udziat we wczesnych etapach replikacji HIV [3, 76].

wWu i vpr
Jak dotad, w najmniejszym stopniu poznano role tych sasiadujgcych ze sobg
genéw, usytuowanych miedzy genami struktury—polienv. Uwaza sig, ze kodowane
przez nie biatka sg istotne dla infekcji komérek docelowych [70, 77, 78].
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Gen vpu wystepuje wylgcznie w materiale genetycznym wiruséw HIV-1.
Spokrewnione z nimi wirusy HIV-2 oraz retrowirusy niektérych matp SIV (ang.
Simian Immunodeficiency Virus) zawierajg odpowiednik tego genu, ale o innej
sekwencji — vpx [77]. Sugeruje sig, ze ta odrebnos$¢ gendw vpu i vpx stanowi
jedna z podstawowych réznic miedzy tymi wirusami, a ich obecno$¢ odpowiada
za ostry (HIV-1) badz powolny (HIV-2) przebieg zespotu AIDS.

Ostatnio udato sie wstepnie okresli¢ wiasciwosci biatka kodowanego przez
gen vpu. Jest nim silnie hydrofobowe biatko o m.cz. 16000 (pl6), wystepujace
gtéwnie w cytoplazmie zaatakowanych komoérek. Przypuszcza sie, ze jest ono
nieodzowne w procesie dojrzewania, efektywnego ,,pagczkowania” i uwalniania
czastek wirusowych [76, 78, 79]. Infekcja komérek T4 w hodowli mutantem
wirusa HIV, pozbawionym sekwencji vpu, prowadzi do ograniczenia replikacji
wirusow: takie komérki produkujg 5-10 razy mniej dojrzatych wirusdw.

Rola genu vpr nie zostata dotychczas blizej okres$lona. Z sygnalnych doniesien
wynika, ze biatko kodowane przez ten gen jest stabym aktywatorem transkrypcji
[80]. Stymuluje ono sekwencje LTR wirusa HIV podobnie jak niektore
sekwencje promotorowe wiruséw i komorek.

Wirus HIV, ktérego budowa molekularna i wiele wiasciwosci zostato
W znacznym stopniu poznanych w stosunkowo krétkim czasie, wykazuje najwieksze
podobienstwo do retrowiruséw rodziny Lentivirinae (tzw. wirusy powolne). R6znica
pomiedzy HIV a innymi (spoza rodziny Lentivirinae) retrowirusami tkwi
w ztozonosci jego genomu i obecnosci wielu genéw regulatorowych. Precyzyjne
okreslenie mechanizmoéw dziatania tych genéw stanowi zapewne klucz do petnego
zrozumienia molekularnych podstaw infekcji HIV ijego cytopatycznych efektow.
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