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Streszczenie rozprawy doktorskiej pt. ,,Kompetycja pomiedzy bialkami wiazacymi
czasteczki RNA u Escherichia coli” w jezyku polskim

STRESZCZENIE

Organizmy bakteryjne wyksztalcity roznorodne mechanizmy w celu szybkiej adaptacji do
zmieniajacych si¢ warunkow srodowiska. Istotng role w potranskrypcyjnej regulacji genow u
bakterii petnig mate niekodujgce czasteczki RNA (sRNA), ktére biorg udziat w regulacji
wigkszosci szlakow komorkowych, procesow metabolicznych i reakcji stresowych w komorce.
Mechanizm dziatania SRNA polega na oddzialywaniu z ich docelowymi mRNA do czego czgsto
wymagana jest obecno$¢ biatek wigzacych czasteczki RNA. Biatka te przyczyniajg si¢ miedzy
innymi do stabilizacji struktury RNA, ochrony przed degradacja oraz utatwiaja oddzialywanie
pomiegdzy czasteczkami RNA.

Najlepiej poznanym bakteryjnym biatkiem wiazacym czasteczki RNA jest biatko Hfg.
W ostatnich latach zidentyfikowano rowniez nowa rodzing biatek wigzacych RNA, ktore
zawieraja domene FinO. Biatka nalezace do rodziny FinO s3 wysoce konserwatywne i szeroko
rozpowszechnione w réznych B- i y-proteobakteriach, takich jak Escherichia coli, Salmonella
enterica oraz Neisseria meningitidis, ktére maja istotne znaczenie dla zdrowia cztowieka.
Komorki bakteryjne Escherichia coli posiadaja dwa biatka z domeng FinO: plazmidowe biatko

FinO oraz chromosomalne biatko ProQ.

Analizy globalnego wigzania czasteczek RNA w komorkach Escherichia coli oraz Salmonella
enterica wykazaty, ze biatka ProQ i1 Hfq oddziatuja z r6Zznymi, lecz czg$ciowo nakladajacymi
si¢ pulami czgsteczek RNA. Wykazano, ze biatka ProQ, Hfq oraz FinO wigza RNA w obrebie
regiondw wewnetrznych spinek terminatorow transkrypcji. Dodatkowo, udowodniono, ze
obecnos$¢ motywow bogatych w reszty adenozyny w RNA regulowanych przez ProQ ogranicza
ich wigzanie przez Hfq. Nadal jednak nie wiadomo, jakie czynniki determinujg specyficzno$¢
tych bialek wobec docelowych czasteczek RNA oraz jaki jest wptyw kompetycji 1 wzajemnych
oddzialywan tych biatek na selekcje RNA.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie mechanizméw selektywnego rozpoznawania
czasteczek RNA przez wybrane biatka wigzace RNA u Escherichia coli oraz okreSlenie
czynnikow determinujacych konkurencje 1 wzajemne oddziatywanie pomigdzy tymi biatkami.
W zwiazku z tym skupitam si¢ na trzech uzupekniajacych si¢ kierunkach badan: identyfikacji

cech sekwencyjnych i strukturalnych czasteczek RNA odpowiedzialnych za ich rozpoznawanie



przez biatka z domeng FinO, analizie roli wybranych reszt aminokwasowych domeny FinO
biatka ProQ na wigzanie czasteczek RNA w komorkach Escherichia coli oraz na zbadaniu
znaczenia kompetycji i wzajemnych oddzialywan pomig¢dzy biatkiem ProQ i Hfq na wigzane

czasteczek RNA w warunkach in vivo.

W pierwszej czesci pracy udowodnitam, ze sekwencja nukleotydowa u podstawy spinki
terminatorowej jest kluczowa w specyficznym rozpoznawaniu czgsteczek RNA przez biatko
ProQ i FinO. Nawet niewielkie r6znice nukleotydowe w tym regionie mogg zmieni¢ preferencje
wigzania RNA przez badane biatka. W drugiej czesci pracy doktorskiej zbadatam znaczenie
wybranych reszt aminokwasowych w domenie FinO biatka ProQ na wigzanie czasteczek RNA
w warunkach in vivo. Wyniki analizy RIP-seq wykazaty, ze mutacje w obrgbie domeny FinO
wplywaja w zroznicowany sposob na zdolno$¢ wiazania roznych czasteczek RNA. Szczegolnie
istotna okazata si¢ mutacja reszty argininy w pozycji 80, poniewaz prowadzita do znacznego
ostabienia wigzania wielu RNA, szczegolnie antysensowych RNA oraz czasteczek nalezacych
do systeméw toksyna-antytoksyna, takich jak czasteczki z rodziny Sib RNA. Dalsze analizy
strukturalne oraz mapowanie miejsc wigzania na czasteczkach SibA oraz SibC wykazatly, ze
biatko ProQ oraz jego domena FinO wiaze si¢ w rejonie spinki terminatorowej oraz w
sasiadujacych elementach struktury drugorzedowej, co powoduje zmiany struktury badanego
RNA. Co wigcej, na przyktadzie SibA i SibC sRNA wykazatam, ze domena FinO rozpoznaje
RNA zawierajace terminator transkrypcji, podczas gdy petnej dtugosci biatko ProQ wiaze
réwniez czasteczki pozbawione tej struktury. Sugeruje to udziat innych regionow biatka w
tworzeniu kompleksow RNA-biatko. W ostatniej czgsci pracy zbadatam kompetycje oraz
wzajemne oddzialywania pomiedzy biatkami ProQ 1 Hfq w komoérkach Escherichia coli.
Analiza RIL-seq pokazata, ze biatka te tworza dynamiczny system regulacyjny, w ktorym
wzajemnie na siebie wptywaja. Zmiany poziomu st¢zenia jednego biatka skutkowaly zmianami
w wigzanych parach RNA-RNA przez drugie biatko, natomiast efekt ten r6znit si¢ w zaleznosci

od konkretnej pary RNA-RNA.

Podsumowujac, wyniki niniejszej pracy doktorskiej wykazaty, ze selektywnos$¢ oraz zakres
oddzialywan bialek ProQ, FinO oraz Hfq z wigzanymi czgsteczkami RNA s3 determinowane
w sposob wielopoziomowy. Pojedyncze roznice w sekwencji nukleotydowej u podstawy
struktury terminatora transkrypcji RNA zmieniajg preferencje wigzania, natomiast mutacje w
domenie FinO bialka ProQ modyfikuja oddzialywania z okreslonymi czasteczkami RNA w

komorce. Dodatkowo, kompetycja oraz wzajemne oddzialywanie pomiedzy biatkiem ProQ i



Hfq ksztattuja pule wigzanych RNA u Escherichia coli, stanowigc wazny mechanizm

regulacyjny, umozliwiajacy adaptacje komorki do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiska.



