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STRESZCZENIE

Regulacja ekspresji genéw z udziatem matych niekodujgcych czasteczek RNA (sRNA) u bakterii jest
czesto zalezna od biatek opiekunczych. Oznacza to, ze aby prawidtowo i efektywnie oddziatywa¢ z mRNA,
SRNA wspétpracujg z odpowiednimi biatkami. Najlepiej poznanym bakteryjnym biatkiem opiekuriczym
wigzgcym RNA jest Hfq. Biatko to wchodzi w interakcje z setkami transkryptéw, zaréwno sRNA, mRNA i tRNA,
co czyni je centralnym elementem wielu sieci molekularnych oraz mechanizméw regulacyjnych i
adaptacyjnych. Z kolei niedawne odkrycia pozwolity na rozpoznanie nowej, znacznie bardziej zréznicowanej
rodziny biatek opiekuniczych u bakterii — biatek z domeng FinO. Biatka z domeng FinO nie rdznig sie miedzy
sobg wyfacznie strukturg, ale takze liczbg wigzanych RNA, niektére wigzg ich wiele, inne zaledwie kilka. Mimo
znacznego postepu jaki zostat poczyniony w zrozumieniu biologii biatek z domeng FinO, szczegdty ich
interakcji z RNA pozostajg w wiekszosci nieznane.

Z opublikowanych wczesniej przez inne zespoty danych z technik profilowania transkryptomu (CLIP-
seq, RIL-seq i RIP-seq) wiadomo, ze jedynym motywem strukturalnym w RNA rozpoznawanym przez biatko
ProQ, nalezace do rodziny biatek z domeng FinO, jest Rho-niezalezny terminator transkrypcji. Co ciekawe,
motyw ten jest réwniez jedynym znanym motywem w strukturze RNA wigzanym przez biatko Hfqg.
Jednoczesnie pule RNA wigzanych przez ProQ i Hfq pozostajg zasadniczo odrebne. Nasuwa sie zatem pytanie
o motyw w strukturze terminatora, ktéry mégtby decydowad o tym, z ktérym biatkiem, ProQ czy Hfqg, dany
RNA bedzie oddziatywac. W pulach ligandéw biatek Hfg i ProQ wigzanych poprzez region Rho-niezaleznego
terminatora transkrypcji dotychczas nie znaleziono zadnych motywéw w jego sekwencji lub strukturze, ktére
bytyby odmienne. Dlatego tez w pierwszej czesci pracy postanowitem zbadac sktad nukleotydowy 10-
nukleotydowe]j sekwencji po stronie 5'spinek terminatorowych RNA wigzanych przez ProQ i Hfq u trzech
bakterii: E. coli, S. enterica i N. meningitidis. Dane na temat RNA wigzanych przez Hfq i ProQ pochodzity z
eksperymentdw wykonanych przez zespoty prof. Giseli Storz i prof. Jorga Vogela. Analizowatem dane z: RIL-
seq i CLIP-seq dla ProQ z E. coli, RIL-seq dla Hfq z E. coli, CLIP-seq dla ProQ i Hfq z S. enterica, CLIP-seq dla
ProQ z N. meningitidis oraz z RIP-seq dla Hfq z N. meningitidis. Wykazatem, ze RNA zawierajgce Rho-
niezalezny terminator transkrypcji wigzane przez biatka ProQ i Hfq u E. coli i S. enterica wykazujg istotng
statystycznie réznice w sktadzie nukleotydowym sekwencji po stronie 5'spinki terminatorowej. Ligandy biatka
ProQ byty wzbogacone w adenozyne, natomiast ligandy biatka Hfg w urydyne. Obecnos$¢ adenozyny w tym
regionie okazata sie by¢ motywem ostabiajgcym wigzanie przez Hfq, stanowi wiec element konkurencji o
ligandy miedzy ProQ i Hfg. Z kolei u N. meningitidis pule RNA wigzane przez biatka ProQ i Hfg wykazuja
jednakowe wzbogacenie w adenozyne w sekwencji po stronie 5'terminatora. Co ciekawe, wzbogacenie to
jest cecha catego transkryptomu N. meningitidis. Zatem pytanie o przyczyne, dzieki ktorej pule RNA wigzane
przez biatka ProQ i Hfq z N. meningitidis s zasadniczo odrebne, pozostaje otwarte.

W drugiej czesci pracy postanowitem zbadacd jak dotad nieznane szczegdty interakcji miedzy biatkiem
ProQ z N. meningitidis a RNA. W eksperymentach in vitro wyznaczatem statg réwnowagi dysocjacji podczas
wigzania biatka ProQ z N. meningitidis z szeregiem czasteczek RNA, zarowno znanych jako jego ligandy oraz
takich, ktore nie byty notowane jako oddziatujgce z ProQ. Wykazatem, ze w warunkach in vitro biatko ProQ z
N. meningitidis specyficznie rozpoznaje i wigze w RNA strukture Rho-niezaleznego terminatora transkrypcji,
ktorego dostepnosé na konicu 3'ma krytyczne znaczenie dla sity wigzania. Pozbawienie czgsteczki RNA
struktury terminatora prowadzito do zaniku oddziatywania z biatkiem. Ponadto wydtuzenie 3'-terminalne;j
sekwencji ogona oligo(U) skutkowato spadkiem powinowactwa do biatka N. meningitidis ProQ. W samym
oddziatywaniu uczestniczy réwniez sekwencja po stronie 5'spinki terminatorowej, chociaz zakres jej wptywu
na wigzanie moze sie rézni¢ pomiedzy czgsteczkami RNA. W przypadku sRNA AniS skrécenie jej do 6



nukleotydéw catkowicie uchylito wigzanie, podczas gdy sekwencja o tej samej dtugosci pozwalata na wciaz
silne oddziatywanie rpomG-3'UTR z ProQ. Eksperymenty ze skréconym o gorne pary nukleotydéw regionem
dwuniciowym spinki terminatorowej nie wykazaty spadku sity wigzania RNA z biatkiem N. meningitidis ProQ,
co Swiadczy o tym, ze interakcja zachodzi za posrednictwem jej dolnej czesci. Ponadto udowodnitem
kluczowa role 3'-terminalnej sekwencji ogona oligo(U) w tym oddziatywaniu, poniewaz jego skrécenie ponizej
szesciu reszt urydyny skutkowato ostabieniem powinowactwa RNA do biatka ProQ.

Podsumowujgc, w pierwszej czesci pracy wykazatem, ze u E. colii S. enterica RNA wigzane przez biatko
ProQ sg wzbogacone w adenozyne w sekwencji po stronie 5'spinki terminatorowej, a RNA oddziatujgce z Hfq
w analogicznym regionie s3 wzbogacone w urydyne, co moze stanowi¢ element mechanizmu konkurencji o
RNA wigzane w regionie Rho-niezaleznego terminatora transkrypcji przez oba biatka. Jednakie u N.
meningitidis takiej réznicy nie zaobserwowatem. W drugiej czesci pracy udowodnitem, ze w interakcji z
biatkiem ProQ z N. meningitidis bierze udziat dolna czes¢ spinki terminatorowej wraz z przylegta sekwencjg
po stronie 5'oraz 3'-terminalng sekwencjg ogona oligo(U).



