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STRESZCZENIE

Organizmy bakteryjne wyksztatcity réznorodne mechanizmy w celu szybkiej adaptacji do
zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiska. Istotng role w potranskrypcyjnej regulacji genow u
bakterii pelnig mate niekodujace czasteczki RNA (sRNA), ktore biorg udzial w regulacji
wiekszosci szlakow komorkowych, procesow metabolicznych i reakcji stresowych w komorce.
Mechanizm dziatania sSRNA polega na oddziatywaniu z ich docelowymi mRNA do czego czesto
wymagana jest obecno$¢ biatek wigzacych czasteczki RNA. Bialka te przyczyniaja si¢ migdzy
innymi do stabilizacji struktury RNA, ochrony przed degradacja oraz utatwiaja oddzialywanie

pomiedzy czasteczkami RNA.

Najlepiej poznanym bakteryjnym biatkiem wigzacym czasteczki RNA jest biatko Hfq.
W ostatnich latach zidentyfikowano réwniez nowa rodzing bialek wigzacych RNA, ktore
zawieraja domeng¢ FinO. Bialka nalezace do rodziny FinO sg wysoce konserwatywne 1 szeroko
rozpowszechnione w réznych - i1 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 i Hfq oddziatujg z r6znymi, lecz czg¢§ciowo nakladajacymi
si¢ pulami czasteczek RNA. Wykazano, ze biatka ProQ, Hfq oraz FinO wigzag RNA w obrgbie
regiond6w wewngetrznych spinek terminatoréw 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
oddziatywan tych biatek na selekcje RNA.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie mechanizmow selektywnego rozpoznawania
czasteczek RNA przez wybrane biatka wigzace RNA u Escherichia coli oraz okre$lenie
czynnikow determinujacych konkurencj¢ i wzajemne oddziatywanie pomigdzy tymi biatkami.
W zwigzku z tym skupitam si¢ na trzech uzupeiniajacych si¢ kierunkach badan: identyfikacji
cech sekwencyjnych 1 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
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znaczenia kompetycji 1 wzajemnych oddziatywan pomigdzy biatkiem ProQ 1 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 czasteczek RNA przez biatko
ProQ i FinO. Nawet niewielkie réznice nukleotydowe w tym regionie moga 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 obrebie domeny FinO
wplywaja w zréznicowany sposob na zdolnos¢ wigzania réznych czasteczek RNA. Szczegolnie
istotna okazata si¢ mutacja reszty argininy w pozycji 80, poniewaz prowadzita do znacznego
ostabienia wigzania wielu RNA, szczegdlnie antysensowych RNA oraz czasteczek nalezacych
do systemow toksyna-antytoksyna, takich jak czasteczki z rodziny Sib RNA. Dalsze analizy
strukturalne oraz mapowanie miejsc wigzania na czasteczkach SibA oraz SibC wykazaty, ze
biatko ProQ oraz jego domena FinO wigze si¢ w rejonie spinki terminatorowej oraz w
sasiadujgcych elementach struktury drugorzedowej, co powoduje zmiany struktury badanego
RNA. Co wigcej, na przykladzie SibA i1 SibC sRNA wykazatam, Zze domena FinO rozpoznaje
RNA zawierajace terminator transkrypcji, podczas gdy peinej dtugosci biatko ProQ wigze
réwniez czasteczki pozbawione tej struktury. Sugeruje to udziat innych regionéw biatka w
tworzeniu kompleksow RNA-biatko. W ostatniej czeSci pracy zbadatam kompetycje oraz
wzajemne oddzialywania pomigdzy biatkami ProQ i Hfq w komorkach Escherichia coli.
Analiza RIL-seq pokazata, Zze bialka te tworza dynamiczny system regulacyjny, w ktorym
wzajemnie na siebie wplywaja. Zmiany poziomu st¢zenia jednego biatka skutkowaty zmianami
w wigzanych parach RNA-RNA przez drugie biatko, natomiast efekt ten r6znit si¢ w zaleznos$ci

od konkretnej pary RNA-RNA.

Podsumowujac, wyniki niniejszej pracy doktorskiej wykazaty, ze selektywno$¢ oraz zakres
oddzialywan biatek ProQ, FinO oraz Hfq z wigzanymi czasteczkami RNA sg determinowane
w sposob wielopoziomowy. Pojedyncze roznice w sekwencji nukleotydowej u podstawy
struktury terminatora transkrypcji RNA zmieniajg preferencje wigzania, natomiast mutacje w
domenie FinO biatka ProQ modyfikuja oddzialywania z okre§lonymi czgsteczkami RNA w
komorce. Dodatkowo, kompetycja oraz wzajemne oddziatywanie pomiedzy biatkiem ProQ i
Hfq ksztattuja pule wigzanych RNA u Escherichia coli, stanowigc wazny mechanizm

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

Bacterial organisms have envolved a variety of mechanisms that enable rapid adaptation to
changing environmental conditions. Small non-coding RNAs (sRNAs) play a crucial role in
post-transcriptional gene regulation in bacteria, participating in the regulation of most cellular
pathways, metabolic processes and stress responses. The mechanism of SRNA action relies on
interactions with their target mRNAs, which often require the presence of RNA-binding
proteins. These proteins contribute, among other functions, to the stabilization of RNA

structure, protection against degradation and facilitation of RNA-RNA interactions.

The most characterized bacterial RNA-binding protein is Hfq. In recent years, a new family of
RNA-binding proteins containing the FinO domain has also been identified. Proteins that
belong to the FinO family are highly conserved and widely distributed among various B- i
y-proteobacteria, such as Escherichia coli, Salmonella enterica and Neisseria meningitidis,
which are significant for human health. Escherichia coli cells encode two FinO-domain

proteins: the plasmid-encoded FinO protein and the chromosomally encoded ProQ protein.

Global analyses of RNA binding in Escherichia coli and Salmonella enterica have shown that
ProQ and Hfq interact with distinct but partially overlapping pools of RNA molecules. It has
been demonstrated that ProQ, Hfq and FinO bind RNA within internal regions of transcription
terminator hairpins. Furthermore, the presence of adenosine-rich motifs in ProQ-regulated
RNAs has been shown to limit their binding by Hfq. However, the factors that determine the
specificity of these proteins toward their target RNAs, as well as the impact of competition and

mutual interactions between these proteins on RNA selection, remain largely unknown.

The aim of this doctoral thesis was to investigate the mechanisms underlying selective RNA
recognition by selected RNA-binding proteins in Escherichia coli and to identify factors
determining competition and mutual interactions between these proteins. This work focused on
three complementary research directions: identification of sequence and structural features of
RNA molecules responsible for their recognition by FinO-domain proteins, analysis of the role
of selected amino acid residues within the FinO domain of ProQ in RNA binding in Escherichia
coli cells, and investigation of the significance of competition and mutual interactions between

ProQ and Hfq in shaping RNA binding in vivo.

In the first part of this work, I demonstrated that the nucleotide sequence at the base of the
transcription terminator hairpin is critical for the specific recognition of RNA molecules by

ProQ and FinO. Even minor nucleotide differences in this region can alter RNA-binding
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preferences of the studied protein. In the second part of the thesis, I examined the role of
selected amino acid residues within the FinO domain of ProQ in RNA binding under in vivo
conditions. RIP-seq analysis revealed that mutations within the FinO domain differentially
affect the binding capacity of ProQ toward distinct RNA molecules. A mutation of the arginine
residue at position 80 proved to be particularly significant, as it resulted in a substantial
reduction in the binding of many RNAs, especially antisense RNAs and RNAs that belong to

toxin-antitoxin systems, such as members of the Sib RNA family.

Further structural analyses and mapping of binding sites on SibA and SibC RNAs showed that
ProQ and its FinO domain bind within the terminator hairpin region as well as adjacent
secondary structure elements, inducing structural changes in the RNA. Moreover, using SibA
and SibC sRNAs as examples, I demonstrated that the FinO domain recognizes RNAs
containing a transcription terminator, whereas full-length ProQ is also capable of binding RNAs
lacking this structure. This suggests that regions outside the FinO domain contribute to RNA-
protein complex formation. In the final part of this work, I investigated competition and
interactions between ProQ and Hfq in Escherichia coli cells. RIL-seq analysis showed that these
proteins form a dynamic regulatory system in which they influence each other. Changes in the
cellular level of one protein resulted in alterations in RNA-RNA pairs bound by the other
protein, with the magnitude and direction of the effect depending on the specific RNA-RNA

pair.

In summary, the results of this doctoral thesis demonstrate that the selectivity and range of
interactions between ProQ, FinO and Hfq and their associated RNA molecules are determined
in a multilayered manner. Single nucleotide differences at the base of RNA transcription
terminator structures alter binding preferences, while mutations within the FinO domain of
ProQ modulate interactions with specific RNA molecules in the cell. In addition, competition
and mutual interactions between ProQ and Hfq shape the pool of bound RNAs in Escherichia
coli, representing an important regulatory mechanism that enables cellular adaptation to

changing environmental conditions.
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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Regulacja ekspresji gendw u bakterii jest kluczowym procesem, ktéry umozliwia adaptacje do
zmieniajacych si¢ warunkoéw srodowiska. Proces ten moze zachodzi¢ na r6oznych poziomach:
transkrypcyjnym, potranskrypcyjnym, translacyjnym oraz potranslacyjnym. Pierwszym
etapem regulacji ekspresji gendw jest proces transkrypcji, podczas ktérej informacja
genetyczna zawarta w czasteczce DNA jest przepisywana na czasteczke matrycowego RNA
(mRNA). Inicjacja transkrypcji jest kontrolowana przez bialka regulatorowe, takie jak
aktywatory 1 represory, ktore wplywaja na ekspresje genow, dostosowujac ja do aktualnych
potrzeb komoérki (Kormanec 2022). Poziom potranskrypcyjny obejmuje mechanizmy
kontrolujace transkrypty mRNA wptywajace na ich dojrzewanie, stabilno$¢ oraz efektywnos¢
translacji. Z kolei, regulacja translacyjna zachodzi podczas syntezy biatek na matrycy mRNA,
natomiast potranslacyjna wptywa na aktywno$¢ powstatych biatek poprzez ich modyfikacje,

takie jak acetylacja czy fosforylacja (Tollerson i Ibba 2020).

Istotng rol¢ w regulacji ekspresji genow odgrywaja czasteczki RNA, ktére uczestniczag w
réznych etapach tego procesu, pehligc funkcje posredniczacg oraz regulatorows. Rola
posredniczaca RNA polega na przekazywaniu informacji genetycznej zawartej w DNA do
miejsca syntezy biatka. Przyktadem RNA petnigcego funkcje posredniczaca sa miedzy innymi
czasteczki mRNA, ktore stanowig matryce dla rybosomu w trakcie syntezy biatek oraz
transportowe RNA (tRNA), ktore transportuja aminokwasy do rybosoméw w  trakcie

powstawania biatka w procesie translacji (Alberts 1 wsp. 2003).

Czasteczki RNA pelnia rowniez funkcje regulatorowe w ekspresji genéw u bakterii, co jest
szczegoOlnie istotne w zwiagzku z odpowiedzig na czesto zmieniajace si¢ warunki srodowiska.
Wyspecjalizowane mechanizmy regulacyjne przyczyniajg si¢ do precyzyjnego dostosowania
aktywnoS$ci metabolicznej oraz odpowiedzi na czynniki stresowe, takie jak migdzy innymi
zmiany temperatury, niedobor sktadnikow odzywczych czy obecno$¢ antybiotykow.
Regulatorowe czasteczki RNA u bakterii, czesto wymagaja udziatu biatek wigzacych RNA,
takich jak ProQ, Hfq czy FinO, ktore wptywaja na oddziatywania miedzy tymi czasteczkami,
a ich docelowymi mRNA na poziomie potranskrypcyjnym, wptywajac na ich stabilnosc,

degradacje czy translacje (Attaiech 1 wsp. 2017; Hor 1 wsp. 2020).

W niniejszej pracy doktorskiej zbadano proces kompetycji oraz oddziatywan biatka ProQ, Hfq
1 FinO z Escherichia coli z czasteczkami RNA. W tym celu wybrano RNA specyficzne dla
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kazdego z badanych bialek oraz wprowadzono mutacje nukleotydowe w okreslonych
regionach, co pozwolilo na zidentyfikowanie motywow istotnych dla rozpoznawania RNA
przez badane biatka. Dodatkowo, zbadano w jaki sposob konkurencji miedzy biatkami
wigzacymi RNA wptywa na pule¢ RNA wigzanych przez biatko ProQ i Hfq in vivo oraz
wykazano, w jaki sposob mutacje w biatku ProQ wptywaja na oddziatywanie z docelowymi

czasteczkami RNA w komorce.

1.2. Regulatorowe RNA u bakterii

Regulatorowe czasteczki RNA u bakterii uczestnicza w kluczowych mechanizmach ekspresji
genow umozliwiajgc kontrole w licznych procesach biologicznych takich jak tworzenie
biofilmu, wirulencja czy odpowiedz na czynniki stresowe oraz antybiotyki. Czasteczki te moga
wplywaé na rozne etapy ekspresji genéw, migdzy innymi na transkrypcje, stabilno§¢ mRNA

oraz translacje (Mahendran i wsp. 2022).

Ze wzgledu na lokalizacje rozroznia si¢ regulatorowe RNA kodowane w cis oraz w trans.
Czasteczki RNA kodowane w cis, s3g kodowane na przeciwnej nici DNA do regulowanego RNA
1 s3 do niego w pelni komplementarne. Natomiast czgsteczki RNA kodowane w trans, sa
zlokalizowane w innym miejscu genomu niz ich docelowe RNA i charakteryzuja si¢ tylko
czesciowa komplementarnoscig wzgledem siebie. Do regulatorowych RNA kodowanych w cis
zalicza si¢ przede wszystkim ryboprzetaczniki, termometry RNA oraz cze$¢ malych
niekodujacych RNA (sRNA). Z kolei, regulatorowe RNA kodowane w frans to przede
wszystkim wigkszo$¢ czasteczek sRNA. Odrebng grupe regulatorowych RNA u bakterii
stanowig RNA w systemie CRISPR w postaci czgsteczek CRISPR RNA (crRNA). Czasteczki
te kierujg biatko Cas w celu rozpoznania oraz degradacji obcego DNA, zapewniajac opornos¢

bakterii na bakteriofagi (Waters 1 Storz 2009).

1.2.1. Ryboprzelaczniki

Ryboprzetaczniki naleza do grupy regulatorowych RNA kodowanych w cis, ktore najczgscie)
zlokalizowane sa w rejonie 5' nieulegajagcym translacji (5'UTR) w czasteczkach mRNA u
bakterii. Zbudowane sa z dwoch regiondw: aptamerowego oraz platformy ekspresyjnej,
zlokalizowane] bezposrednio za nim. Funkcja ryboprzetacznikow polega na wykrywaniu
matych czasteczek lub jonow 1 na ich selektywnym wigzaniu w rejonie aptamerowym.
W konsekwencji ich przylaczenia nastepuje zmiana konformacyjna platformy ekspresyjnej
powodujaca rdézne efekty regulacji ekspresji gendéw. Skutkiem zmian struktury

ryboprzetacznika moze by¢ migdzy innymi zatrzymanie procesu syntezy powstajacego mRNA
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lub blokowanie miejsca wigzania rybosomu do mRNA, sekwencji Shine-Dalgarno, co
powoduje zahamowanie procesu translacji. Ze wzglegdu na swoja selektywnos$é,
ryboprzetaczniki staty si¢ potencjalnym celem terapeutycznym, za pomoca ktérego mozna
potencjalnie wptywac na kontrolowanie namnazania si¢ komorek bakteryjnych w organizmie

(Mahendran 1 wsp. 2022).

1.2.2. Termometry RNA

Organizmy bakteryjne stosuja roznorodne strategie aby regulowac ekspresje genow w
zaleznosci od temperatury. Przyktadem regulatorowych RNA u bakterii, ktorych dziatanie
zalezy od temperatury sg termometry RNA. Struktury te zazwyczaj wystepuja w regionie 5'
w czasteczce mRNA, nie ulegajacym translacji (5'UTR). Ich dzialanie polega na zmianie swojej
struktury przestrzennej w odpowiedzi na warunki termiczne, kontrolujac przez to proces
translacji. Zmiana ta wptywa na dostgpnos¢ sekwencji Shine-Dalgarno, co w konsekwencji
moze prowadzi¢ do zahamowania lub uruchomienia syntezy biatek. Termometry RNA s3
szczegolnie wazne dla gendw odpowiedzialnych miedzy innymi za wirulencj¢ oraz produkcje
biatek szoku cieplnego. W rezultacie organizmy bakteryjne sa3 w stanie dostosowac swoje
procesy metaboliczne oraz strategie przetrwania do zmiennych warunkéw $rodowiskowych

(Kortmann i wsp. 2012).

1.2.3. CRISPR RNA

System CRISPR (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) zostal
zaobserwowany po raz pierwszy w 1987 roku u Escherichia coli i stanowi jedno z najbardziej
przetomowych odkry¢ ostatnich lat w dziedzinie biologii molekularnej (Ishino i wsp. 1987).
W kolejnych latach wykazano, ze stuzy on do obrony przed infekcjami wirusowymi oraz
zapobiega koniugacji plazmidoéw u bakterii. Co wigcej, system CRISPR wykorzystano do
opracowania narzedzia do precyzyjnej edycji genomu organizmow oraz kontrolowania
poziomu transkrypcji okre$lonych gendéw, co znaczaco przyczynilo si¢ do rozwoju

biotechnologii 1 genetyki (Doudna 1 Charpentier 2014).

System CRISPR wystepuje u licznych gatunkow bakteryjnych i1 ztoZony jest z powtarzajacych
si¢ sekwencji CRISPR oraz genow Cas. Sekwencje CRISPR obejmujg region liderowy oraz
nastepujace po nim serie sekwencji powtarzajacych sig, oddzielonych od siebie przerywnikami,
pochodzacymi od wirusow lub plazmidéw. Z kolei, geny Cas, koduja biatka Cas, ktore moga
wykazywa¢ zréznicowane funkcje, w tym aktywno$¢ endonukleazowa, egzonukleazowa

i helikazowa. Dodatkowo, biatka Cas moga posiada¢ domeny wiazace czasteczki RNA i DNA
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oraz mogg uczestniczy¢ w regulacji transkrypcji. Jednym z wazniejszych elementow w
systemie CRISPR jest bialko Cas9, endonukleaza przecinajaca obca sekwencje DNA, w
konsekwencji powodujac ochrong¢ przed infekcjami wirusowymi i plazmidami (Sorek 1 wsp.

2008; Waters i Storz 2009).

Proces obronny w systemie CRISPR sklada si¢ z trzech etapow: adaptacji, transkrypcji oraz
interferencji. W pierwszym etapie po zakazeniu bakteriofagiem lub plazmidem kompleks
biatkowy sktadajacy sie z biatka Cas 1 1 2 tnie obce DNA 1 wlacza je do sekwencji CRISPR w
postaci nowego przerywnika. Nastepnie, podczas etapu transkrypcji, sekwencja CRISPR jest
transkrybowana w celu wytworzenia czasteczek crRNA, zawierajacych sekwencje pochodzace
z obcego DNA. W ostatnim etapie, w momencie ponownego zakazenia wirusem, czasteczka
crRNA komplementarnie wigze si¢ do obcego DNA 1 aktywuje biatko Cas 9, ktore przecina
wirusowe lub plazmidowe DNA, uniemozliwiajgc dalszg infekcje. W konsekwencji, system
CRIPSR tworzy mechanizm ochronny, dzigki ktoremu organizmy bakteryjne moga skutecznie

zapobiega¢ infekcjom (Mu i1 wsp. 2022).

1.2.4. Male niekodujgce czasteczki RNA (sRNA)

Mate niekodujace RNA (sRNA) s3 niezwykle waznymi czgsteczkami zwigzanymi z
potranskrypcyjna regulacja ekspresji genéw u wiekszosci gatunkow bakteryjnych. Zbudowane
sa zazwyczaj z 50 do 400 nukleotydow i moga by¢ kodowane w uktadzie cis lub trans.
Dominujacg grupe stanowia czasteczki sRNA kodowane w trams, ktorych sekwencja
zlokalizowana jest w innym miejscu niz regulowane mRNA, z ktérymi wykazuja tylko

czesciowa komplementarnos¢ (Nitzan 1 wsp. 2017).

Czasteczki sSRNA byly gtéwnie identyfikowane w regionach mig¢dzygenowych, jednak z
biegiem lat wykazano, ze wiele SRNA powstaje w wyniku modyfikacji czasteczek mRNA,
pochodzac réwniez z ich regiondow 5' UTR (Wen 1 wsp. 2012) oraz 3' UTR, ktére nie ulegaja
translacji (Kim 1 wsp. 2014). Co wigcej, niektore czasteczki SRNA mogg znajdowac si¢ miedzy
genami operonu 1 regulowa¢ jego ekspresje. Przykladem jest czasteczka RyhB sRNA u
Escherichia coli, ktéra jest komplementarna do cze$ci operonu sdhCDAB, wpltywajac na
regulacj¢ gendéw zaangazowanych w metabolizm Zelaza 1 reagujac na jego niedobor w

komorkach (Massé 1 wsp. 2002).

Czasteczki sRNA sg zazwyczaj zbudowane z trzech gtownych domen: sekwencji oddziatujace;j
z docelowa czasteczka RNA, miejscem wigzania biatka wigzacego RNA oraz terminatora

transkrypcji (Papenfort 1 Melamed 2023). Mate niekodujace RNA reguluja ekspresje wielu
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genow, gldwnie na poziomie potranskrypcyjnym, co sprawia, ze sg one czescig ztozonych sieci
regulacyjnych u organizmoéw bakteryjnych (Brosse i Guillier 2018). Ich dziatanie polega na
wigzaniu si¢ z docelowym mRNA wplywajac na jego stabilno$¢ oraz translacje. Odziatywanie
sRNA z mRNA w wigkszosci prowadzi do negatywnych skutkow, takich jak migdzy innymi
zablokowanie miejsca wigzania rybosomu, degradacja czasteczki mRNA, czy wczesna
terminacja transkrypcji. Niemniej jednak, niektore mate niekodujace czasteczki RNA moga
wplywaé pozytywnie na translacje, poprzez zmiang struktury mRNA odblokowujac miejsce
Shine-Dalgarno pozwalajgc na zwigzanie rybosomu lub na stabilizacj¢ mRNA oraz ochron¢

przed cigciem enzymatycznym (Rys. 1) (Waters 1 Storz 2009).

Mechanizmy regulacji ekspresji genow
przez czgsteczki SRNA

rd N\

Obnizenie ekspresji genu Zwiekszenie ekspresji genu
poprzez parowanie zasad poprzez parowanie zasad
sRNA z docelowym mRNA sRNA z docelowym mRNA
Hamowanie translacji poprzez blokowanie Zwiekszenie translacji poprzez odstoniecie ukrytego
miejsca wigzania rybosomu (RBS) miejsca wigzania rybosomu (RBS)
RBS
m
RBS
RBS
RBS
Destabilizacja docelowego RNA poprzez Stabilizacja docelowego RNA poprzez
rekrutacje RNazy zapobieganie cieciu przez RNaze
RNaza RNaza
R R —
= 11111} c mr_ — c_-_
RBS —_—
RBS

Rysunek 1. Mechanizmy potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow przez czasteczki
SRNA. Wykonano na podstawie (Nitzan i wsp. 2017), zmodyfikowano.

Czasteczki sSRNA zaangazowane sg w liczne procesy komorkowe oraz odgrywaja kluczowa
role w odpowiedzi na dostepnos¢ sktadnikow odzywcezych. Przyktadem takiego mechanizmu
jest czasteczka SRNA ChiX, ktora kontroluje synteze transporteréw chityny w zaleznosci od jej
dostgpnosci. Przy niskim poziomie chityny, czasteczka ChiX hamuje ekspresje operondéw
chiZPQ 1 chbBCARFG, ktoére koduja biatka zaangazowane w jej transport, co pozwala na

adaptacje metabolizmu komorki do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiskowych. Innym
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przyktadem jest czasteczka sSRNA FarS u Vibrio cholerae, ktéra hamuje ekspresje enzymow
FadE, ktore biorg udziat w degradacji kwasoéw tluszczowych. Oznacza to, ze gdy komorka
syntetyzuje kwasy ttuszczowe, FarS dziata, aby zapobiec ich (jednoczesnej) degradacji, co

umozliwia efektywng regulacje metabolizmu (Papenfort i Storz 2024).

Dodatkowo, czasteczki SRNA wptywaja migdzy innymi na tworzenie biofilmu, wirulencje,
odpowiedz na stres czy adaptacje do zmieniajgcych si¢ warunkow srodowiska. W celu petlnienia
swoich funkcji czasteczki SRNA czesto do swojego dzialania wymagaja obecnosci biatek
wigzacych RNA, ktore pomagaja w wigzaniu, stabilizacji, czy oddziatywaniu z docelowymi

czasteczkami mRNA (Nitzan i wsp. 2017).

1.3. Bialka bakteryjne zaangazowane w regulacje¢ zalezng od sRNA

U organizmo6w bakteryjnych mate niekodujace czasteczki RNA (sRNA) petnig kluczowa role
w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow. W zdecydowanej wigkszo$ci dziatanie
czasteczek sRNA jest $ci§le zalezne od biatek wigzacych RNA (ang. RNA-binding proteins,
RBP) (Holmqvist i Vogel 2018).

Dziatanie bialek wigzacych RNA polega gldéwnie na ulatwianiu parowania zasad pomiedzy
czasteczka sRNA, a jej docelowym mRNA (Rys. 2). W konsekwencji, wspomagaja one
tworzenie komplekséw sRNA-mRNA. Co wiecej, biatka wigzace RNA moga wptywaé na
zmiang aranzacji struktury drugorzedowej sRNA, co moze prowadzi¢ do optymalizacji ich
funkcji regulatorowych. Destabilizacja motywow drugorzgdowych RNA moze powodowac
odstoniecie sekwencji niezbednych do parowania z docelowymi czasteczkami RNA, co ulatwia
tworzenie si¢ kompleksow sRNA-mRNA (Holmgqvist 1 Vogel 2018; Quendera i wsp. 2020).
Ponadto, biatka te moga wplywac rowniez na strukture mRNA, czego przyktadem jest biatko
CspE u Escherichia coli, ktore wigzac si¢ do rpoS mRNA powoduje rozwinigcie jego struktury
drugorzedowej stymulujac translacje. Czasteczka rpoS mRNA koduje czynnik sigma S, ktory
jest gldéwnym regulatorem odpowiedzi komodrki na rézne formy stresu, takie jak stres

oksydacyjny, osmotyczny czy zmiany temperatury (Phadtare i wsp. 2002).

Biatka wigzace RNA mogg takze wptywac na stabilnos¢ czasteczek RNA poprzez ich ochrone
przed degradujacym dziataniem rybonukleaz, takich jak RNaza E, RNaza III, czy PNPaza, ktore
sa odpowiedzialne za degradacje RNA (Quendera i wsp. 2020).

Biatka wigzace RNA sg zatem kluczowe dla wigkszosci proceséw komodrkowych u bakterii,
a do najlepiej scharakteryzowanych tego typu bialek nalezag Hfq oraz ProQ (Quendera i wsp.
2020).
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Rysunek 2. Schemat dzialania bialek wiazacych RNA na czasteczki SRNA. Wykonano na
podstawie (Quendera i wsp. 2020), zmodyfikowano.
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1.3.1. Bialko Hfq

Najlepiej poznanym biatkiem wigzacym czasteczki RNA, ktore reguluje ekspresje gendOw na
poziomie potranskrypcyjnym u bakterii jest biatko Hfq (ang. Host factor for phage Qf
replication). Bialko to jest filogenetycznie zakonserwowane i wystepuje u licznych gatunkow
Proteobacteria takich jak Escherichia coli, Salmonella enterica, Yersinia pestis, Pseudomonas
aeruginosa czy Vibrio cholerae (Sun i wsp. 2002). Poczatkowo zostato zidentyfikowane jako
czynnik gospodarza wymagany do replikacji faga Qf, natomiast dalsze badania wykazaly, ze
jego gtowng funkcja jest regulacja ekspresji genow, realizowana poprzez oddziatywanie z
matymi niekodujacymi RNA (sRNA) oraz ich docelowymi czasteczkami mRNA (Franze de
Fernandez i wsp. 1968; Cech i wsp. 2016).

Analiza strukturalna biatka Hfq wykazata, ze jest ono podobne do eukariotycznych biatek Sm,
ktére wchodza w sktad spliceosomu odpowiedzialnego za dojrzewanie pre-mRNA poprzez
usuwanie introndw. Biatko Hfq tworzy homoheksameryczny pier§cien, zbudowany z szesciu
identycznych podjednostek, z ktéorych kazda ma mas¢ okoto 11 kDa (Rys. 3A,B,C).
Podjednostka Hfq zawiera charakterystyczny dla rodziny bialek Sm motyw strukturalny,
obejmujacy pig¢ antyrownoleglych elementéw B-harmonijki oraz pojedynczej a-helisy
(Schumacher 1 wsp. 2002). W strukturze biatka Hfq wyroznia si¢ cztery regiony, ktdére moga
oddzialywa¢ z czasteczkami RNA: powierzchni¢ proksymalng, dystalna, boczng oraz C-koniec
(Rys. 3D). Strona proksymalna jest kluczowa do formowania kompleksu RNA-mRNA, wiazac
glownie czasteczki SRNA oraz wykazujac wysokie powinowactwo do odcinkéw RNA bogatych
w reszty urydyny. Powierzchnia dystalna uczestniczy gtownie w wiazaniu czasteczek mRNA
oraz posiada powinowactwo do sekwencji zawierajagcych powtérzenia (AAN),, w ktoérych A
oznacza reszt¢ adenozyny, a N dowolny nukleotyd. Strona boczna wiagze sekwencje, ktore sa
bogate w reszty adenozyny 1 urydyny i1 zaangazowana jest w dodatkowe interakcje z
czasteczkami RNA. Z kolei, C-koniec bialka Hfq uczestniczy w wigzaniu niektérych
czasteczek SRNA (Lay 1 wsp. 2013; Robinson 1 wsp. 2014; Santiago-Frangos 1 Woodson 2018;
Watkins 1 Arya 2023).
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Rysunek 3. Budowa oraz powierzchnie wigzgce biatka Hfq. (A) Struktura monomeru biatka
Hfq. (B) Struktura heksameru biatka Hfq. (C) Struktura drugorzegdowa monomeru biatka Hfq.
(D) Struktury krystalograficzne powierzchni biatka Hfq zwigzanych z oligomerami RNA z
uwzglednieniem rozpoznawanych motywow sekwencyjnych. Wykonano na podstawie
(Schumacher 1 wsp. 2002; Santiago-Frangos 1 Woodson 2018), zmodyfikowano.

Ze wzgledu na sposdb wigzania matych czasteczek RNA do biatka Hfq wyrdzniono dwie klasy
sRNA, ktore r6znig si¢ preferencja wzgledem powierzchni oddziatywania z tym biatkiem (Rys.
4). Czasteczki sRNA nalezace do klasy I zawieraja motywy sekwencyjne bogate w reszty
adenozyny oraz urydyny, ktore oddzialuja z powierzchnig boczng Hfq. Dodatkowo, posiadaja
ogon poliurydynowy poli(U) wiazacy si¢ z powierzchnig proksymalng biatka. Z kolei, ich
regulowane czasteczki mRNA oddziatujg ze strong dystalng Hfq za pomocg motywow typu
ARN, gdzie A to adenozyna, R oznacza puryne, a N dowolny nukleozyd (Schu 1 wsp. 2015).
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Czasteczki sSRNA klasy Il rowniez zawierajag motywy typu ARN, dzieki ktorym wiaza si¢ z
powierzchnig dystalng Hfq. Natomiast ich ogon poli(U), podobnie jak w przypadku sRNA klasy
I, oddziatuje z powierzchnig proksymalng biatka. W odréznieniu od klasy I, ich docelowe
czasteczki mRNA wigzg si¢ z powierzchnig boczng biatka Hfq za pomoca motywdéw bogatych
w reszty adenozyny oraz urydyny (Schu i wsp. 2015).

Czasteczka sRNA wiaze si¢ z jedna z powierzchni biatka Hfq
S
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Rysunek 4. Model wigzania czasteczek sRNA klasy I i II do bialka Hfq. Wykonano na
podstawie (Updegrove i wsp. 2016), zmodyfikowano.
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Biatko Hfq odgrywa kluczowa role w regulacji potranskrypcyjnej poprzez wspomaganie
oddziatywania miedzy czasteczkami sSRNA a regulowanymi przez nie mRNA. Jednym z
pierwszych odkry¢ bylo wykazanie wptywu biatka Hfq na oddzialywanie z OxyS sRNA,
ktorego ekspresja jest indukowana w odpowiedzi na stres oksydacyjny. Badania wykazaty, ze
biatko Hfq wigze si¢ z OxyS sRNA, stabilizujac jego strukture¢ i utatwiajac tworzenie
kompleksu z 7poS mRNA, co powoduje zahamowanie procesu translacji oraz dostosowanie
odpowiedzi komorki bakteryjnej na warunki stresowe (Storz i wsp. 2004). W pdzniejszym
czasie udowodniono, ze biatko Hfq oddziatuje z wieloma czgsteczkami sRNA oraz setkami
mRNA, co powoduje szeroki wplyw na regulacje ekspresji genow u bakterii (Wagner 1 Romby
2015; Melamed i wsp. 2016; Olejniczak i Storz 2017).

Podsumowujac, biatko Hfq ma istotny wptyw na organizmy bakteryjne poprzez miedzy innymi
regulacje translacji, stabilizacj¢ RNA, odpowiedz na stres, zmiany pH czy wptyw na wirulencje.
Jego brak prowadzi do powaznych zaburzen fizjologicznych i skutkuje zmniejszong
przezywalnos$cia komorki bakteryjnej (Chiang i wsp. 2011; Vogel i Luisi 2011; Sobrero i
Valverde 2012; Cui i wsp. 2013; Kim i wsp. 2015; Updegrove i wsp. 2016).

1.3.2. Bialka z rodziny FinO

Bialtka nalezace do rodziny FinO sg szeroko rozpowszechnione u organizméw bakteryjnych z
rodzaju Proteobacteria (Rys. 5). Ich gtowna funkcja jest regulacja ekspresji gendw na poziomie
potranskrypcyjnym poprzez wspomaganie oddziatywania czasteczek sSRNA z ich docelowymi
mRNA. Biatka z rodziny FinO uczestniczg réwniez w stabilizacji oraz ochronie sSRNA przed
degradacja. W konsekwencji, wplywaja na liczne funkcje fizjologiczne oraz adaptacyjne
komorek poprzez miedzy innymi regulacje translacji oraz stabilnos¢ docelowych czasteczek

mRNA (Attaiech 1 wsp. 2017; Olejniczak i Storz 2017).

Struktura biatek z rodziny FinO zawiera przede wszystkim domeng¢ FinO, ktora uwazana jest
za glowne miejsce wigzania czgsteczek RNA. Wykazano, ze bialka te rozpoznaja 1 wigza
czasteczki RNA w obrebie terminatora transkrypcji, ktory zlokalizowany jest na koncu 3'.
Struktury te skladaja si¢ z charakterystycznej struktury spinki oraz ogona poliurydynowego
(poliU) (Attaiech 1 wsp. 2017; Olejniczak i Storz 2017; Kim 1 wsp. 2022).

Co ciekawe, w obrebie rodziny bialek FinO znajduja si¢ biatka, ktére wigza duza liczbe
czasteczek RNA, jak na przyktad biatko ProQ, ktore wigze setki r6znych RNA (Holmgquvist 1
wsp. 2018; Melamed 1 wsp. 2020). Z drugiej strony, naleza do niej réwniez biatka o wysokiej
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specyficznosci, takie jak FinO, ktore oddziatuje tylko z kilkoma czgsteczkami RNA (Arthur 1
wsp. 2003; El Mouali i wsp. 2021) (Rys. 5).

YP_004153230 Franciselia tularensis
1 = e 233 \ YP_006977001 Aiteromonas macieodii

/lm_zu

Salmonelia enterica

YP_004153230 Variovorax paradoxus
Lo EEEEEEmSS 090 U \

B — ' ProQ
NMB1681  Neisseria meningitidis !
| e —— ! — 232
Escherichia coli
Bialko wiazace RNA
ponad 50 czasteczek SRNA

YP_003896772 Halomonas elongata
1 =i

B e e e

YP_007275121 Vibrio parahaemolyticus

FinO  Escherichia coli \ 1 O 207
plazmid F
| CEEED - CETEEEEEEEED 1% Lpp1663 Legionella pneumophila
Biatko opiekuricze RNA 1 O—— 121

wiazace 2 czasteczki SRNA

!
RocC Legionella pneumophila Legenda
U R~ 11t Alfapioteobiakbatic

Biatko opiekuricze RNA oSk
wiazace 1 czasteczke SRNA

Domena FinO

N-koncowa domena biatka FinO
Domena APGE

Wysoce homologiczny region

OROEE

Region niehomologiczny

Rysunek 5. Drzewo filogenetyczne bialek zawierajacych domene¢ FinO. Wykonano na
podstawie (Attaiech i wsp. 2017; El Mouali i wsp. 2021), zmodyfikowano.
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1.3.2.1. Bialko FinO

Biatko FinO zostalo odkryte w 1978 roku w plazmidzie opornosciowym R6-5 podczas badan
nad mechanizmami hamowania transferu plazmidow pomigdzy komorkami bakteryjnymi,
charakterystycznymi dla plazmidow koniugacyjnych typu F (Timmis i wsp. 1978). Plazmidy
typu F sa to plazmidy, ktére umozliwiaja koniugacje, czyli bezposredni transfer DNA z jednej
komorki bakteryjnej do drugiej. Przenosza geny opornosci na antybiotyki oraz sg kluczowym
elementem poziomego transferu genow, wptywajac na ewolucj¢ bakterii oraz ich adaptacje do
zmieniajgcych si¢ warunkow srodowiskowych (Frost i wsp. 2005; Fernandez-Lopez i wsp.

2016; Koraimann 2018).

Biatko FinO odgrywa kluczowa role w procesie koniugacji plazmidow typu F poprzez
blokowanie syntezy biatka Tral, ktore jest aktywatorem transkrypcji gendéw operonu tra,
koniecznych do koniugacji bakterii (Rys. 6). Biatko FinO oddziatuje zar6wno z mRNA traJ,
jak 1z jego antysensowym RNA FinP. Poprzez stabilizacj¢ FinP RNA oraz jego ochrong¢ przed
degradacja przez RNAze E, biatko FinO umozliwia tworzenie si¢ kompleksu FinP sSRNA-traJ
mRNA, co prowadzi do zablokowania miejsca wigzania rybosomu na czasteczce mRNA traJ i

zahamowania jego translacji i tym samym zahamowania transkrypcji operonu tra.

_Hﬂ_ RNazaEﬁ‘é)_} %—’O e

FinP 5’ UTR traJ mRNA Koniugacja

/ Dupleks FinP/tra)

Degradacja
5"UTR traJ mRNA Brak biatka Tra)

Rysunek 6. Mechanizm dzialania bialka FinO w regulacji koniugacji komorek
bakteryjnych. Wykonano na podstawie (Glover i wsp. 2015), zmodyfikowano.
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Do niedawna uwazano, ze biatko FinO wiaze tylko jedng par¢ RNA, czyli FinP sRNA oraz traJ
mRNA. Natomiast niedawne szerokoprofilowe analizy transkryptomow u Salmonella enterica
wykazaly, ze drugg czasteczka wigzang przez FinO jest SRNA RepX, pochodzacy z plazmidu
pRSF1010. Czasteczki RNA FinP i RepX nie majg wspolnych motywéw sekwencyjnych,
natomiast sg do siebie bardzo podobne wzgledem dtugosci 1 struktury, co moze §wiadczy¢ o

selektywnosci biatka FinO wzgledem cech strukturalnych RNA (EI Mouali i wsp. 2021).

Biatko FinO, kodowane przez plazmidy typu F, jest zbudowane z 186 aminokwaséw i posiada
mas¢ okoto 21,2 kDa (Ghetu 1 wsp. 1999). Struktura krystaliczna tego biatka ujawnita, ze ma
ono wydluzong, glownie helikalng konformacje, ktoéra przypomina zaci$nigta pigs¢ z
wyciaggnietym do gory palcem wskazujacym (Rys. 7). Czgs¢ odpowiadajaca ,,pigsci” stanowi
domen¢ FinO, charakterystyczng dla catej rodziny biatek FinO, natomiast ,,palec” odpowiada
N-koncowemu fragmentowi biatka (Ghetu i wsp. 2000). W strukturze biatka FinO wyrdzniono
dwie powierzchnie: wypukly oraz wklesta, ktora jest dodatnio natadowana (Olejniczak i Storz

2017).

Badania biochemiczne wykazaly, ze biatko FinO wigze czasteczki RNA jako monomer,
rozpoznajac struktury drugorzedowe typu ,,spinka do wlosow”, zakonczone jednoniciowymi
koncami 5' oraz 3' (Ghetu 1 wsp. 1999; Jerome i wsp. 1999; Ghetu i wsp. 2002). Ponadto
wykazano, ze FinO pelni funkcje biatka opiekunczego, stabilizujac antysensowa czasteczke
sRNA FinP i ulatwiajac jej oddziatywanie z docelowym fraJ mRNA, co prowadzi do
skutecznego zablokowania jego translacji (Arthur i wsp. 2003; Arthur i wsp. 2011).
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Rysunek 7. Struktura bialka FinO. (A) Sekwencja aminokwasowa biatka FinO
z oznaczeniami struktury drugorzedowej. (B) Model wstazkowy biatka FinO (reszty 26-186)
(C) Model powierzchni elektrostatycznej bialka FinO (reszty 26-186). Na niebiesko
zaznaczono obszary o dodatnim potencjale elektrostatycznym, natomiast na czerwono obszary
o ujemnym potencjale elektrostatycznym. Wykonano na podstawie (Ghetu i wsp. 2000),
zmodyfikowano.
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1.3.2.2. Bialko ProQ

Biatko ProQ u Escherichia coli zostalo odkryte w 1989 roku podczas badania mutantow
opornych na 3,4-dehydroproling, ktora jest toksycznym analogiem proliny (Milner i Wood
1989). Mutacje w obrgbie genu proQ wplywaly na obnizong aktywno$¢ transportera
prolinowego (ProP) w zaleznos$ci od warunkéw wzrostu, nie zmieniajac jednak ekspresji jego
mRNA. Wprowadzenie komorek w warunki stresu osmotycznego czesciowo przywracato
aktywnos$¢ ProP, co sugerowato, ze ProQ reguluje aktywnos$¢ tego transportera na poziomie
potranskrypcyjnym (Chaulk i wsp. 2011). W rezultacie uwazano, ze biatko ProQ bierze udziat
w transporcie proliny przez blon¢ komodrkowa, natomiast jego doktadny mechanizm dziatania

pozostawat niejasny i1 podejrzewano, ze biatko to moze petni¢ réwniez inng role.

Przelomowe odkrycie nastgpito w 2016 roku, kiedy badania metodg GradSeq u Salmonella
enterica wykazaty, ze ProQ jest bialkiem wigzacym RNA i oddziatuje z wieloma czasteczkami
sRNA. Udowodniono, ze biatko to odgrywa istotng role w regulacji ekspresji genéw na
poziomie potranskrypcyjnym (Smirnov i wsp. 2016). Co wigcej, podobnie jak Hfq 1 CsrA, ProQ
zaliczono do glownych chaperonéw, ktére wspomagaja wigzanie czasteczek sRNA z ich

regulowanymi mRNA (Smirnov i wsp. 2016; Olejniczak i Storz 2017; Holmgqvist i wsp. 2018).

Biatko ProQ u Escherichia coli zbudowane jest z 232 aminokwasow 1 jego masa wynosi okoto
26 kDa. W jego strukturze wyrdznia si¢ trzy domeny: zakonserwowang domene FinO na N-

koncu (NTD), nieustrukturyzowany linker oraz domeng¢ C-koncowg (CTD) (Rys. 8).

Domena NTD zbudowana jest ze 130 aminokwasow i1 wykazuje wysokie podobienstwo
strukturalne do domeny FinO, dlatego biatko to jest zaliczane do rodziny biatek FinO. Pomimo
niewielkiego podobienstwa sekwencyjnego migdzy przedstawicielami tej rodziny, domeny
FinO charakteryzuja si¢ zblizong ogdlng strukturg przestrzenng, obejmujaca pig¢ segmentow w
formie helis a (Chaulk 1 wsp. 2011). Zgodnie z najnowszymi badaniami, domena NTD biatka
ProQ uwazana jest za gtdbwne miejsce wigzania czasteczek RNA (Immer i wsp. 2020; Pandey 1
wsp. 2020; Stein 1 wsp. 2020; Stein 1 wsp. 2023). Ich wigzanie zazwyczaj nast¢puje w obrebie
dwuniciowych struktur z ogonem poliurydynowym (poliU) na koncach 3' RNA, ktore czesto
maja charakter spinek terminatorowych (Gonzalez i wsp. 2017; Olejniczak 1 Storz 2017;

Holmgqvist i wsp. 2018; Holmqvist 1 Vogel 2018; Stein 1 wsp. 2020).
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Rysunek 8. Struktura i organizacja domen bialka ProQ wu Escherichia coli.
(A) Przewidywana struktura przestrzenna pelnej dtugosci biatka ProQ u Escherichia coli
uzyskana za pomoca oprogramowania AlphaFold. Na czerwono zaznaczono domeng
N-koncowa (NTD), na szaro linker, a na zielono domene¢ C-koncowa (CTD). (B) Schematyczne
przedstawienie organizacji domen biatka ProQ. Liczby wskazuja pozycje aminokwasow
wyznaczajace granice domen. Wykonano na podstawie (Chaulk i wsp. 2011; Jumper i wsp.
2021), zmodyfikowano.

Domena N-koncowa jest potaczona z domeng C-koncowg za pomocg nieuporzadkowanego i
elastycznego regionu linkerowego, ktory charakteryzuje si¢ znaczng zawartos$cia dodatnio
naladowanych reszt aminokwasowych. Z kolei, domena C-koncowa (CTD) zbudowana jest z
okoto 50 aminokwaséw 1 przyjmuje strukture¢ bogata w B-harmonijki. Badania strukturalne
wykazaty podobienstwo tej domeny do eukariotycznych domen typu Tudor, bioragcych miedzy
innymi udziat w rozpoznawaniu zmodyfikowanych reszt aminokwasowych. Podobienstwo to
sugeruje, ze domena ta mogla zosta¢ nabyta przez organizmy prokariotyczne w wyniku

horyzontalnego transferu genéw (Gonzalez i wsp. 2017).

Funkcja biatka ProQ jest przede wszystkim regulacja ekspresji gendw na poziomie
potranskrypcyjnym poprzez oddziatywanie z ponad 50 czasteczkami sRNA i ponad 400
czasteczkami mRNA (Olejniczak 1 Storz 2017). Cho¢ mechanizm jego dzialania nie zostat
nadal w pelni wyjasniony, najwigcej danych wskazuje na istotng role domeny N-koncowej, jako
gléwnego miejsca wigzania regulowanych RNA. Domena ta jest niezbedna do rozpoznawania
1 wigzania czasteczek sSRNA 1 mRNA wykorzystujac oddzialywania elektrostatyczne,

hydrofobowe oraz wigzania wodorowe (Pandey i wsp. 2020).
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Z kolei, eksperymenty z zastosowaniem techniki wymiany wodoru na deuter (HDX) wykazaty
udziat linkera oraz domeny C-koncowej w oddziatywaniu z sSRNA SraB. Wyniki te sugeruja,
ze rébwniez 1 te regiony biatka moga uczestniczy¢ w wigzaniu niektérych czasteczek RNA

(Gonzalez i wsp. 2017).

Wyniki badan wskazuja, ze czasteczki RNA wigzace przez biatko ProQ nie posiadaja
charakterystycznego motywu sekwencyjnego, natomiast charakteryzuja si¢ stabilng struktura
drugorzedowa (Holmgqvist 1 wsp. 2018). Co wigcej, analizy CLIP-seq oraz RIL-seq wykazaty,
7ze miejsce wigzania biatka ProQ zlokalizowane jest gléwnie w regionach dwuniciowych
bogatych w reszty cytozyny i guanozyny, po ktorych wystepuja regiony bogate w reszty
urydyny (Holmqvist i wsp. 2018; Melamed i wsp. 2020). Dodatkowo, najnowsze eksperymenty
in vitro przeprowadzone w naszym laboratorium wykazaty, ze domena FinO biatka ProQ z
Escherichia coli oraz Neisseria meningitidis rozpoznaje i specyficznie wigze czasteczki RNA
posiadajace terminatory transkrypcji znajdujace si¢ na koncu 3' (Stein 1 wsp. 2020; Basczok i

Olejniczak 2025).

Biatko ProQ odgrywa istotng rolg u bakterii ze wzgledu na wigzanie wielu czasteczek sSRNA i
mRNA, ktoére uczestniczg w licznych procesach fizjologicznych komorki. Bierze ono udziat
migdzy innymi w ochronie przed stresem oksydacyjnym (Bauriedl 1 wsp. 2020), wirulencji,
regulacji ruchu komodrek bakteryjnych (Westermann i wsp. 2019) oraz utrzymywaniu

homeostazy komorkowej (Attaiech 1 wsp. 2016; Smirnov 1 wsp. 2016).

Biatko ProQ petni takze istotng role¢ w ochronie czasteczek RNA przed degradacja oraz w
regulacji tworzenia biofilmu. Przykladem jest kontrola poziomu czynnika sigma RpoS poprzez
stabilizacje jego mRNA (Rys. 9). Biatko ProQ poprzez oddziatywanie z rpoS mRNA hamuje
poliadenylacje katalizowang przez poli(A) polimeraze I (PAPI), co zapobiega degradacji przez
egzorybonukleaze PNPazg¢. W efekcie stabilizacji 7poS mRNA dochodzi do zwickszenia
poziomu biatka RpoS, ktore z kolei aktywuje ekspresje genow zaangazowanych w proces

tworzenia biofilmu (Bergman 1 wsp. 2025).
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Rysunek 9. Rola bialka ProQ w regulacji tworzenia biofilmu poprzez stabilizacje rpoS

mRNA. Na podstawie (Bergman i wsp. 2025), zmodyfikowano.

Ze wzgledu na szeroki zakres procesoOw komorkowych, ktore moze regulowac, biatko ProQ jest
uznawane za jedno z wazniejszych biatek wigzacych RNA bioracych udziat w regulacji

potranskrypcyjnej gendw u bakterii. Jednakze, pomimo licznych badan, doktadny mechanizm

jego dzialania wcigz pozostaje niejasny 1 wymaga dalszych szczegotowych analiz.
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2. CELE PRACY

Niniejsza rozprawa doktorska koncentruje si¢ na badaniach mechanizméw selektywnego
rozpoznawania czasteczek RNA przez biatka ProQ, FinO oraz Hfq u Escherichia coli oraz na
czynnikach determinujacych konkurencje pomiedzy tymi biatkami. Prac¢ doktorska

podzielitam na trzy gtowne czesci:

Pierwsza cze$¢ badan dotyczyla analizy sekwencji nukleotydowych oraz cech strukturalnych
czasteczek RNA odpowiedzialnych za rozrdznianie ich wigzania przez biatko ProQ lub FinO.

W zwiagzku z tym postawilam nastepujace cele:

1. Identyfikacja sekwencji oraz elementdw strukturalnych czasteczek RNA, ktore
decyduja o selektywnym wigzaniu przez biatko ProQ lub FinO z Escherichia coli, ze
szczegolnym uwzglednieniem sekwencji przy podstawie spinki terminatorowe;.

2. Sprawdzenie, jak transplantacja sekwencji u podstawy spinki terminatorowej pomiedzy
czasteczkami RNA specyficznymi dla biatka ProQ i FinO zmienia ich powinowactwo

do obu biatek.

W drugiej czesci pracy doktorskiej badatam znaczenie domeny FinO biatka ProQ dla jego

zdolnos$ci rozpoznawania RNA w warunkach in vivo i postawitam nastgpujace cele badawcze:

3. Okreslenie wplywu mutacji w domenie FinO bialka ProQ na jego oddziatywanie z
czasteczkami RNA w komorkach Escherichia coli metoda RIP-seq.

4. Zbadanie roznic w oddziatywaniu biatka ProQ z czagsteczkami sRNA z rodziny Sib oraz
opisanie miejsc wigzania biatka ProQ do tych czasteczek RNA i zbadanie jak wigzanie

ProQ wptywa na ich strukture drugorzedowa.

W trzeciej czesci pracy skupitam sie na roli kompetycji 1 wzajemnych oddziatywan biatka ProQ

1 Hfq. Celem tych badan byto:

5. Okreslenie, w jaki sposob kompetycja pomiedzy biatkiem ProQ 1 Hfq wptywa na sktad
par RNA-RNA wigzanych przez te biatka w warunkach in vivo.

6. Analiza zmian w interaktomach ProQ i Hfq w r6znych warunkach ekspresji oraz fazach
wzrostu komorek, w celu identyfikacji interakcji RNA-RNA, ktorych wystepowanie
ulega zmianie w zaleznos$ci od obecnosci ProQ lub Hfq oraz kontekstu fizjologicznego

komorki.
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3. MATERIALY

3.1. Odczynniki

Odczynnik Producent

20 % (w/v) roztwor dodecylosiarczanu sodu (SDS) Bio-Rad
2-B-merkaptoetanol Sigma Aldrich
50% (w/v) Glikol polietylenowy 8000 (PEG 8000) Rigaku
Adaptery z kodami kreskowymi 1 adaptery Illumina do | Illumina
przygotowania bibliotek sekwencjonowania nowej generacji

(NGS)

Adenozyno-5'-trifosforan (ATP) EURx

Agaroza Prona
Akrylamid:bisakrylamid 19:1 BioShop
Akrylamid:bisakrylamid 29:1 BioShop
Albumina surowicy bydlecej (BSA) BioShop
Alkohol etylowy (96%) POCH

Alkohol izopropylowy J.T. Baker
Alkohol metylowy (metanol) (99,9%) POCH, Sigma Aldrich
Ampicylina Sigma Aldrich
Barwnik anionowy do wizualizacji bialek Ponceau S Bio-Rad
Barwnik do barwienia kwasow nukleinowych w zelu Midori | Nippon Genetics
Green

Blekit brylantowy Coomassie Brilliant Blue R-250 Sigma Aldrich
Bromofenol Sigma Aldrich
Chlorek cynku (ZnCl) Sigma Aldrich
Chlorek magnezu (MgCl) Sigma Aldrich
Chlorek potasu (KCI) Sigma Aldrich
Chlorek sodu (NaCl) Sigma Aldrich
Chlorek wapnia (CaCly) Sigma Aldrich
Chloroform MP Biomedicals
Cytydyno-5'-trifosforan (CTP) EURx

Dihydrofosforan sodu (NaH2POj)

Mallinckrodt Chemicals

Dimetylosulfotlenek (DMSO) Sigma Aldrich
Ditiotreitol (DTT) Sigma Aldrich
Drozdzowe RNA Invitrogen
Ekstrakt drozdzowy BD Difco
Fenol:Chlorofrom:Alkohol izoamylowy (25:24:1) BioShop
Formamid Sigma Aldrich
Glicerol BioShop
Guanozyna Sigma Aldrich
Guanozyno-5’-trifosforan (GTP) EURx
Imidazol Sigma Aldrich
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Inhibitor RNaz (RRI) New England BioLabs
Inhibitor rybonukleazy SUPERase In Invitrogen

Izopropyl B-D-1-tiogalaktopiranozyd (IPTG) ROTH

Kanamycyna Sigma Aldrich

Koktajl inhibitorow proteaz II1, bez EDTA Calbiochem
Kopolimer glikogenu z barwnikiem (GlycoBlue) Invitrogen
Ksylencjanol Sigma Aldrich

Kulki Sepharose z biatkiem A Amersham Biosciences
Kwas borowy BioShop

Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA) Sigma Aldrich

Kwas octowy POCH

Kwas octowy lodowaty (CH;COOH) MP Biomedicals
Laurylosiarczan sodu (SDS) Sigma Aldrich
Magnetyczne kulki AMPure XP Beckman Coulter
Magnetyczne kulki RNAClean XP Beckman Coulter
Magnetyczne kulki z biatkiem A/G Thermo Scientific
Marker wielkosci biatek Color New England BioLabs

Marker wielkosci bialek PageRuler Plus

Thermo Scientific

Marker wielkosci DNA GeneRuler 1 kb

Thermo Scientific

Marker wielkosci DNA GeneRuler 100 bp

Thermo Scientific

Mieszanina deoksyrybonukleotydow (dNTP)

Thermo Scientific

Mieszanina kwasu  guanidynotiocyjanowego, fenolu 1 | Sigma Aldrich
chloroformu (TriReagent)

Mocznik BioShop

Mysie przeciwciala monoklonalne M2 przeciwko epitopowi | Sigma Aldrich

Flag

N,N,N’,N'-Tetrametyloetylenodiamina (TEMED) BioShop

Nadsiarczan amonu (APS) Sigma Aldrich
Niejonowy detergent (oktylofenylopolietoksyetanol) IGEPAL | Sigma Aldrich

CA-630

Niejonowy detergent Triton X-100 Sigma Aldrich
Niejonowy detergent Tween 20 Thermo Scientific
Octan otowiu (IT) Sigma Aldrich

Octan sodu Sigma Aldrich
Odthluszczone mleko w proszku Bio-Rad

Pozywka ptynna Luria-Bertani (LB Broth Miller) BioShop

Pozywka stata Luria-Bertani z agarem (LB Broth Agar) BioShop
Rekombinowany inhibitor RNaz New England BioLabs
Sefarozowe kulki z biatkiem A Amersham Biosciences
Spermidyna Sigma Aldrich

Substrat chemiluminescencyjny do detekcji biatek w Western
blot (SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate)

Thermo Scientific
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Szklane kulki o $rednicy 0,1 mm Biospec
Tris(2-Amino-2-hydroksymetylopropan-1,3-diol) (Trizma base) | Sigma Aldrich
Tris(hydroksymetylo)aminometan BioShop
Trizol Invitrogen
Trypton BD Difco
Urydyno-5'-trifosforan (UTP) EURx
Woda traktowana dietylo-pirokarbonianem (DEPC) Invitrogen
Woda wolna od RNaz i DNaz Kd Medical
Wodorofosforan disodu (NaHPOy4) J.T. Baker
Wodorotlenek sodu (NaOH) Sigma Aldrich, J.T. Baker
v-32P-Adenozyno-5'-trifosforan (ATP) (222TBq(6000Ci/mmol | Hartmann Analytic
370MBq(10mCi/ml)))

3.2. Enzymy
Odczynnik Producent

Alkaliczna fosfataza (FastAP)

Thermo Scientific

Alkaliczna fosfataza FastAP

Thermo Scientific

Deoksyrybonukleaza I (DNaza I)

Thermo Scientific

Enzym restrykcyjny EcoRI

Thermo Scientific

Enzym restrykcyjny Sall

Thermo Scientific

Kinaza polinukleotydowa faga T4 (PNK)

New England BioLabs,
Thermo Scientific

Ligaza DNA faga T4 Thermo Scientific
Ligaza RNA T4 New England BioLabs
Mieszanina reakcyjna QS5 High-Fidelity 2X Master Mix | New England Biolabs

zawierajaca polimeraz¢ DNA

Mieszanka rybonukleaz A1 T1

Thermo Scientific

Nukleaza Cas9 New England BioLabs
Nukleaza S1 Thermo Scientific
Polimeraza DNA o wysokiej wiernosci (HIFI HotStart RM) Kapa Biosystems
Polimeraza DNA Pfu Turbo Cx Hotstart Agilent

Polimeraza DreamTaq

Thermo Scientific

Polimeraza RNA z faga T7 Pracownia Biochemii RNA
Proteinaza K Invitrogen Ambion
Rybonukleaza II1 Invitrogen

Rybonukleaza T1 Invitrogen

TURBO DNaza Invitrogen Ambion

32:4381006665

32



3.3. Zestawy

Odczynnik

Producent

Zestaw do analizy jakosci RNA przy uzyciu mikrochipéw i
elektroforezy kapilarnej (Bioanalyzer RNA 6000 Nano kit)

Agilent Technologies

Zestaw do ilo$ciowego oznaczania dwuniciowego DNA metoda
fluorecencyjng (Qubit dsDNA HS Assay Kit)

Invitrogen

Zestaw do oczyszczania DNA z zelu agarozowego 1 reakcji PCR
(NucleoSpin Gel and PCR Clean-up)

Macherey-Nagel

Zestaw do oczyszczania i koncentracji RNA (RNA Clean &
Concentrator-5 kit)

Zymo Research

Zestaw do oczyszczania oligonukleotydow i krotkich
fragmentéw RNA/DNA (Oligo Clean and Concentrator kit)

Zymo Research

Zestaw do oczyszczania RNA na membranach krzemionkowych | New England BioLabs
(Monarch Spin RNA Cleanup Kit )
Zestaw do syntezy pierwszej nici cDNA, zawierajacy odwrotng | Invitrogen
transkryptaze SuperScript 111
Zestaw do wysokoczulej analizy probek DNA za pomoca | Agilent Technologies
automatycznej elektroforezy (High-sensitivity D1000 ScreenTape)
Zestaw Monarch Spin Miniprep do izolacji plazmidow New England Biolabs
Zestaw Plasmid Mini AX do izolacji plazmidéw A&A Biotechnology
3.4. Bufory i roztwory

3.4.1. Bufory komercyjne

Odczynnik Producent

Bufor A dla kinazy polinukleotydowe;j

Thermo Scientific

Bufor Cut Smart

New England BioLabs

Bufor denaturujacy do przygotowania probek biatkowych do
elektroforezy, 6x stezony (6x Laemmli sample buffer)

Bio-Rad

Bufor dla alkalicznej fosfatazy FastAP 10x stezony

Thermo Scientific

Bufor dla ligazy DNA faga T4

Thermo Scientific

Bufor dla ligazy RNA T4 10% stezony

New England BioLabs

Bufor dla nukleazy Cas9 10x st¢zony

New England BioLabs

Bufor dla polimerazy DreamTaq 10 st¢zony

Thermo Scientific

Bufor dla polimerazy Pfu Turbo Cx Agilent
Bufor do lizy RLT Qiagen
Bufor do sekwencjonowania (Sequencing buffer) Invitrogen
Bufor fosforanowy 10x stezony (PBS 10x) Kd Medical
Bufor do inaktywacji 1 strgcania (Inactivation/precipitation | Invitrogen
buffer)

Bufor obigzajacy 11 (Loading Buffer II) Invitrogen
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Bufor proteazowy zawierajagcy PMSF Thermo Scientific
Bufor SDS PAGE 10x stezony BioShop

Bufor strukturalny (Structure buffer) Invitrogen

Bufor Tris-Glicyna-SDS 10x stezony Bio-Rad

3.4.2. Bufory przygotowywane

Nazwa

Sklad

10x stezony bufor do transkrypcji in vitro

800 mM Tris-HCI pH 8, 20 mM spermidyna, 100
mM NacCl, 200 mM MgCl;

10x stezony TBE

89 mM Tris-HCI pH 8, 55% kwas borowy (w/v),
20 mM EDTA

2x stezony bufor Laemmli

0,125 M Tris-HCI pH 6,8, 20% glicerol (v/v), 4%
SDS (w/v), 10% 2-B-merkaptoetanol (v/v),
0,004% biekit bromofenolowy (w/v)

4x stezony bufor ,,gorny” do zelu
rozdzielajacego

1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 0,4% SDS (w/v)

4x stezony bufor ,gormy” do zelu
7ageszczajacego

1,5 M Tris-HCI pH 6,8, 0,4% SDS (w/v)

5% stezony bufor do reakcji wigzania

25 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM
MgCl2, 5% glicerol (v/v)

6x stezony bufor obcigzajacy

10 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,3% bromofenol (w/v),
0,3% ksylencjanol (w/v), 60 mM EDTA, 60%
glicerol (v/v),

Bufor do blokowania

Ix bufor PBST, 3% odtluszczone mleko w
proszku (w/v)

Bufor do elucji RIL-seq

50 mM fosforan sodu (Na;HPO4 oraz NaH2PO4)
pH 8,0, 300 mM NacCl, 300 mM imidazol, 0,1
U/ul RRI

Bufor do lizy RIP-seq

20 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM KCl, 1 mM
MgClz, 1 mM DTT

Bufor do transferu Western blot

Ix buforu Tris-Glicyna-SDS, 0,14% SDS (v/v),
20% methanol (v/v)

Bufor Net do koimmunoprecypitacji

50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,05%
Triton X-100 (v/v)

Bufor PBST

1x PBS, 0,1% Tween 20 (v/v)

Bufor pluczacy RIL-seq

50 mM fosforan sodu (Na;HPO4 oraz NaH2POy)
pH 8,0, 300 mM NaCl, 0,1% IGEPAL (v/v), 10
mM imidazol, 0,1 U/ul RRI, Koktajl inhibitorow
proteaz III, bez EDTA

Bufor z BSA do optaszczania ptytek 96-
dotkowych

10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,0025%
BSA (v/v)

Bufor z formamidem i MgCl

98% formamid (v/v), 4 mM MgCl»
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3.4.3. Roztwory

Nazwa

Sklad

Roztwor barwiacy do zeli biatkowych

0,1% Coomassie bigkitu brylantowego (w/v),
50% metanol (v/v), 10% kwas octowy (v/v)

poliakrylamidowego do oczyszczania

8M mocznik, 1x TBE

Roztwér  denaturujacego  zelu  do | 10% roztworu akrylamid:bisakrylamid 29:1 (v/v),
hydrolizy enzymatycznej 7M mocznik, 1x TBE
Roztwor denaturujacego zelu | 10% roztworu akrylamid:bisakrylamid 29:1 (v/v),

biatkowych

DNA i RNA

Roztwor natywnego zelu | 6% roztworu akrylamid:bisakrylamid 19:1 (v/v),
poliakrylamidowego Ix TBE

Roztwor  odbarwiajacy do  zeli | 40% metanol (v/v), 10% kwas octowy (v/v)

Roztwor zelu agarozowego

1% agaroza (w/v), 1x TBE

Roztwor zelu rozdzielajacego

15% roztworu akrylamid:bisakrylamid 29:1 (v/v),
1x bufor zelu rozdzielajacego (bufor ,,dolny”)

Roztwor zelu zageszczajacego

4,5%

roztworu akrylamid:bisakrylamid 29:1
(v/v), 1x bufor zelu zageszczajacego (bufor

»gorny”)
3.5. Szczepy bakteryjne
Nazwa Zastosowanie Zrédlo
E. coli DH5a Szczep wykorzystany do Invitrocen
amplifikacji wektoroéw bakteryjnych £
E. coli BL21Afg: kan Szczep wykorzystany do oceny Ezr};sekfr?oys’gimil(()lf
nadekspresji  bialek z wektorow PrZ€Jmosct prot.
. .o Agnieszki
ekspresyjnych zawierajacych ..
. , Szalewskiej-Patasz z
sklonowane sekwencje genow proQ .
lub Ay Unlwergytetu
Gdanskiego

E. coli MG1655

Szczep wykorzystany jako kontrola
w eksperymentach RIP-seq do
oceny wplywu mutacji w biatku
ProQQ na wigzane czasteczki RNA

. coli MG1655 ProQ-K35A

_ coli MG1655 ProQ-K54A

. coli MG1655 ProQ-R62A

. coli MG1655 ProQ-R69A

. coli MG1655 ProQ-R80K

Szczepy wykorzystane w
eksperymentach RIP-seq do oceny
wptywu mutacji w biatku ProQ na
wigzane czgsteczki RNA

. coli MG1655 Hfq-FLAG

SIS SIS IS

coli. MG1655 Hfq-FLAG
AproQ::kan

E. coli MG1655 ProQ-3XFLAG

E. coli MG1655 ProQ-3XFLAG
Ahfq::cat-sacB

Szczepy wykorzystane w
eksperymentach RIL-seq do analizy,
jak nadekspresja ProQ lub Hfg
wplywa na wigzane czgsteczki RNA
przez drugie, endogennie
eksprymowane biatko

Wykorzystane w
trakcie pobytu w
laboratorium prof.
Giseli Storz w
Narodowym Instytucie
Zdrowia Dziecka i
Rozwoju Cztowieka
NIH
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3.6. Plazmidy bakteryjne

Nazwa Zastosowanie Zrédlo

pBAD24 Plazmid ekspresyjny wykorzystany jako wektor do | NovoPro
klonowania sekwencji genu proQ lub hfg oraz jako
kontrola w analizie poziomu biatek ProQ i Hfq podczas
nadekspresji indukowanej réznymi st¢zeniami arabinozy

PBAD24-proQ | plazmid ekspresyjny wykorzystany w analizie poziomu | Nini€jsza  praca
biatka ProQ podczas nadekspresji indukowanej réznymi | doktorska
stezeniami arabinozy

pBAD24-hfq Plazmid ekspresyjny wykorzystany w analizie poziomu Niniejsza praca
biatka Hfq podczas nadekspresji indukowanej réznymi | doktorska
stezeniami arabinozy

pNM46 Uzyskane  dzigki
Plazmid ekspresyjny wykorzystany jako wektor do | uprzejmosci prof.
klonowania sekwencji genu proQ Iub Afg, jako kontrola w | Giseli  Storz  z
analizie poziomu biatek ProQ i Hfq podczas nadekspresji | Narodowego
indukowanej réznymi stezeniami arabinozy oraz jako | Instytutu Zdrowia
kontrola w eksperymentach RIL-seq Dziecka i Rozwoju

Cztowieka NIH

pNM46-proQ | Plazmid ekspresyjny wykorzystany w analizie poziomu | Niniejsza praca
biatka ProQ podczas nadekspresji indukowanej réznymi doktorska
stezeniami arabinozy oraz w eksperymentach RIL-seq

pPNM46-hfq Plazmid ekspresyjny wykorzystany w analizie poziomu Niniejsza praca
biatka Hfq podczas nadekspresji indukowanej réznymi doktorska
stezeniami arabinozy oraz w eksperymentach RIL-seq

36:1373023475

36



3.7. Oligodeoksyrybonukleotydy wykorzystane w reakcji wydluzania starteréw

Lp. | Nazwa Sekwencja (od konca 5' do 3')

1. | malM-3'-F TAATACGACTCACTATAGCTTTATCAGCAGTGTAAAAGGCAAGGGGTAATTACGCC
CCACAGTGCTGATT

2. | malM-3'R AAAAAAAGGTGCGCCAGGAGACGCACCAGTTGTTGCAAAATCAGCACTGTGGG
GCGTA

3. | malM-FinP-R AAAATCGGTGCGCCAGGAGACGCACCTGTTGTTGCAAAATCAGCACTGTGGGGC
GTA

4. | malM-RepX-R AGAGCGGTGCGCCAGGAGACGCACCTAATGTTGCAAAATCAGCACTGTGGGGCG
TA

5. | maIM-A-GUs-R AAAAAACGGTGCGCCAGGAGACGCACCTGTTGTTGCAAAATCAGCACTGTGGGG
CGTA

6. | maIM-A-GAUs-R AAAAATCGGTGCGCCAGGAGACGCACCTGTTGTTGCAAAATCAGCACTGTGGGG
CGTA

7. | maIM-A-GAU,-R AAAAAAATCGGTGCGCCAGGAGACGCACCTGTTGTTGCAAAATCAGCACTGTGG
GGCGTA

8. | FinP-F TAATACGACTCACTATAGGATACATAGGAACCTCCTCACAAAGGATTCTATGGACA
GTCGATGCAGGG

9. | FinP-R AAAATCGCCGATGCAGGGAGACGTGAACTCCCTGCATCGACTGTCCATAGAATCC
T

10. | FinP-malM-F TAATACGACTCACTATAGGATACATAGGAACCTCCTCACAAAGGATTCTATGGACT
GTCGATGCAGGG

11. | FinP-malM-R AAAAAAAGCCGATGCAGGGAGACGTGAACTCCCTGCATCGACAGTCCATAGAAT
CCT

12. | FinP-U-UAU,R AAAATAGCCGATGCAGGGAGACGTGAACTCCCTGCATCGACAGTCCATAGAATCC
T

13. | FinP-U-UsR AAAAAAGCCGATGCAGGGAGACGTGAACTCCCTGCATCGACAGTCCATAGAATC
CT

14. | FinP-U-Us- R AAAAGCCGATGCAGGGAGACGTGAACTCCCTGCATCGACAGTCCATAGAATCCT

15. | RepX-F TAATACGACTCACTATAGCATTGATTGCCTCCTTTGCAGGCAGTTGGTGGTTAGGC
GCTGGCGGGG

16. | RepX-R AGAGCGGCGCAGGGCGGGGGTAGTGACCCCGCCAGCGCCTAACCACCAACTGCC

17. | RepX-malM-F TAATACGACTCACTATAGCATTGATTGCCTCCTTTGCAGGCAGTTGGTGGACTGGC
GCTGGCGGGG

18. | RepX-malM-R AAAAAAAGGCGCAGGGCGGGGGTAGTGACCCCGCCAGCGCCAGTCCACCAAC

19. | cspESI-3-F TAATACGACTCACTATAGGCCCTTCTGCTGCAAACGTAATCGCTCTGTAAGATACG
TCAGCAAG

20. | cspESI-3'-R AAAAAAAACCCGCTGATTAAGCGGGTTTTGAATTCTTGCTGACGTATCTTACAGA
G

21. | cspE81-FinP-R AAAATCCCCGCTGATTAAGCGGGTGTTGAATTCTTGCTGACGTATCTTACAGAG

22. | cspE81-FinP-stem-R | s A A ATCGCCGCTGATTAAGCGACTGTTGAATTCTTGCTGACGTATCTTACAGAG

23. | SibA-F TAATACGACTCACTATAGAGGGTTAGGGAGAGGTTTCCCCCTCCCCCTGGTGTTCT
TAGTAAGCCTGGAAGCTAATCACTAAGAGTATCACC

24. | SibA-R GGGAAAGCCTCTCCCGGAGAAGAGGGCTTTTAATAAGGAAAGGGTTATGATGAA
GCACGTCATCATACTGGTGATACTCTTAGTGATTAGC

25. | SibA-skrocona-F TAATACGACTCACTATAGAGGGTTAGGGAGAGGTTTCCCCCTCCCCCTGGTGTTCT
TAGTAAGCCTGGAAGCTAATC

26. | SibA-skrocona-R AAGGAAAGGGTTATGATGAAGCACGTCATCATACTGGTGATACTCTTAGTGATTAG
CTTCCAGGCTTACTAAGAACAC

27. | SibC-F TAATACGACTCACTATAGAGGGTAAGGGAGGATTGCTCCTCCCCTGAGACTGACT
GTTAATAAGCGCTGAAACTTATGAGTAACAG

28. | SibC-R GGTAAAGCCCTCACCGAAGCGAGGGCTTGAAGGAGAAGGGTTATGATGCGACTT
GTCATCATACTGATTGTACTGTTACTCATAAGTTTCAGC

29. | SibC-skrécona-F TAATACGACTCACTATAGAGGGTAAGGGAGGATTGCTCCTCCCCTGAGACTGACT
GTTAATAAGCGCTGAAACTTATGAGTAACAG

30. | SibC-skrocona-R GAGAAGGGTTATGATGCGACTTGTCATCATACTGATTGTACTGTTACTCATAAGTTT
CAGCGC
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3.8. Oligodeoksyrybonukleotydy uzyte do konstrukcji biblioteki w metodzie RIL-seq

Lp. | Nazwa Zastosowanie Sekwencja (od konca 5' do 3')
1. 3Tr3 Ligacja do kofica 3' cDNA | P-AGATCGGAAGAGCACACGTCTG-ddC
2. AR2 Starter do  odwrotnej | TACACGACGCTCTTCCGAT
transkrypcji
3. BC1_adaptor P- AACATTATTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
4. BC2_adaptor P- AAAGTGTTGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
5. BC3_adaptor P- AAGAATTATAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA ~ddC
6. BC4 adaptor P- AATATGGACAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA ~ddC
7. BC5_adaptor P- AATCACTTGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
8 BC6 adaptor P- ACCAAGTCGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
9. BC7_adaptor P-ACAACTCGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
10. | BC8 adaptor P- ACCCGTCTTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
11. BC9 adaptor P- ACCCTACAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
12. | BC10 adaptor P- ACCCTCGGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
13. | BC11_adaptor P- ACCGGTACCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
14. | BCI2_ adaptor P- ACGGAGGGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
Ligacja do konca 3' RNA
15. | BC13_adaptor P- ACTCGGTACAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
16. | BCl4 adaptor P- ACGGCACTTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
17. | BC15_ adaptor P- ACTCTAACTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
18. | BC16_adaptor P- ACTGGATCGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
19. | BC17 adaptor P- AGCAGCCACAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
20. | BC18 adaptor P- AGAGATTGTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
21. | BC19 adaptor P- AGAGCCATCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
22. | BC20 adaptor P- AGTAACTGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
23. | BC21 adaptor P- ATCCCGCGGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA- -ddC
24. | BC22 adaptor P- ATTTCTAACAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
25. | BC23 adaptor P- ATGGGAGACAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
26. | BC24 adaptor P- ATGAACCAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA -ddC
27. | P5 Enr Wzbogacenie metoda | AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTA
PCR CACGACGCTCTTCCGATCT
28. | P7 BC1 Enr | Wzbogacenie metoda | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATICGTGTGCGTGACT
PCR GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
29. |P7 BC2 Enr | Wzbogacenie metoda | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATICGCCAGAGTGAC
PCR TGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
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Wewngetrzne kody kreskowe, ktore umozliwialy rozréznienie produktow ligacji oraz
specyficzne w obrebie jednej probki sg zaznaczone kolorem czerwonym. Zewngtrzne kody
kreskowe, ktore shuzyly do jednoznacznego przypisania odczytow sekwencyjnych do
wiasciwych bibliotek po ich facznym sekwencjonowaniu, sg podkreslone. Wspdlna czgs¢ w
adapterach 3Tr3 1 BC jest podkreslona i napisana kursywa. ,,P-”” oznacza fosforylacje konca 5'.

,-ddC” oznacza dideoksy-C na koncu 3'.

3.9. Oligodeoksyrybonukleotydy wykorzystane do reakcji tancuchowej polimerazy w

procesie tworzenia konstruktéow

Lp. | Nazwa Sekwencja (od konca 5' do 3')

1. | Hfg-EcoRI-F GCCGGAATTCATGGCTAAGGGGCAATCTTTACAAGATCCG

2. | ProQ-EcoRI-F GCCGGAATTCATGGAAAATCAACCTAAGTTGAATAGC

3. | ProQ-Sall-F GCCGGTCGACATGGAAAATCAACCTAAGTTGAATAGC

4. | ProQ-Sall-R GCCGGTCGACTCAGAACACCAGGTGTTCTGC

5. | Hfg-Sall-F GCCGGTCGACATGGCTAAGGGGCAATCTTTACAAGATCCG

6. | Hfg-Sall-R GCCGGTCGACTTATTCGGTTTCTTCGCTGTCCTGTTGCG

7. | pNM46-RBS-F | AGGAGGGTCGACTTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCG
8. | pNM46-RBS-R | AATGGTTTCTTAGACGTCAGTATCTTGTTATCCGCTCACAATGTC

Zbttym kolorem zaznaczono miejsce rozpoznawane i ciete przez enzym restrykcyjny Sall,
natomiast zielonym przez enzym restrykcyjny EcoRI. Niebieski kolor wskazuje dodatkowa
sekwencje, ktora utatwia efektywne trawienie przez enzym restrykcyjny. Z kolei, na czerwono
zaznaczono miejsce wigzania rybosomu, czyli sekwencj¢ Shine-Dalgarno, wprowadzong do
plazmidu pNM46. Sekwencj¢ kodujaca biatko ProQ lub Hfq oznaczono kolorem szarym,

natomiast fragment komplementarny do plazmidu pNM46 wyr6zniono podkresleniem.
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4. METODY
4.1. Otrzymywanie czasteczek DNA

4.1.1. Oczyszczanie oligodeoksyrybonukleotydow

Proces syntezy oligodeoksyrybonukleotydow moze prowadzi¢ do powstania réznorodnych
zanieczyszczen, w tym krotkich, niepozadanych fragmentow DNA, ktéore moga obnizaé
efektywnos¢ reakcji tancuchowego wydluzania starterow przez polimerazg (PCR). W celu
eliminacji produktéw ubocznych syntezy oligodeoksyrybonukleotydéw dostarczonych przez
firm¢ Metabion, przeprowadzono ich oczyszczanie za pomocg elektroforezy w zelu

poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych.

Oligodeoksyrybonukleotydy w formie liofilizatu zawieszono w wodzie dejonizowanej o
wysokiej czystosci (Mili-Q) do koncowego stezenia 500 uM. Nastgpnie do 12 pul
rozpuszczonych oligomeréw dodano 6 pl 8M mocznika, po czym mieszaning poddano
denaturacji przez 2 minuty w temperaturze 90°C. W kolejnym etapie, zdenaturowane probki
nalozono na uprzednio przygotowany 10% denaturujacy zel poliakrylamidowy (29:1), a
elektroforeze prowadzono przy mocy 15 W w buforze 1x TBE. Po zakonczeniu elektroforezy,
zel poliakrylamidowy umieszczono na ptytce kwarcowej, a oczyszczone prazki wizualizowano
pod lampa UV przy dlugosci fali 260 nm. Nastepnie, fragmenty zelu zawierajace
oligodeoksyrybonukleotydy wycieto z zelu 1 umieszczono w probdéwkach z 500 pl buforu do
elucji. Elucj¢ prowadzono w temperaturze 4°C, przy wytrzasaniu 300 rpm przez noc.
Nastepnego dnia, bufor przeniesiono do nowej proboéwki, do ktérej dodano 1500 pl zimnego
96% etanolu 1 inkubowano w temperaturze -80°C przez godzing. W kolejnym etapie, probki
poddano wirowaniu w temperaturze 4°C przy 14 000 rpm przez 40 minut. Odrzucono
supernatant, a osad osuszono w suszarce prozniowej Speedvac, a nastgpnie rozpuszczono w 50
ul - wody dejonizowane] o wysokiej czystosci. Pomiar stezenia uzyskanych

oligodeoksyrybonukleotydow przeprowadzono za pomocg spektrofotometru NanoDrop 1000.

4.1.2. Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)

Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR) jest powszechnie stosowang technikg polegajaca na
amplifikacji specyficznego fragmentu dwuniciowego DNA. W tym procesie wykorzystuje si¢
dwa oligodeoksyrybonukleotydy, ktore sg komplementarne do docelowej sekwencji DNA. W
reakcji uczestniczy termostabilna polimeraza DNA, ktora katalizuje przytaczanie nukleotydow

do oligodeoksyrybonukleotydow. Reakcja PCR sktada si¢ z cyklicznego powtarzania trzech
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etapow: denaturacji, przylaczania oligodeoksyrybonukleotydow oraz wydiluzania tancucha

polinukleotydowego DNA.

Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

Skladnik Stezenie koncowe/ilos¢
Bufor dla polimerazy Phusion 5x st¢zony 1x
Matryca DNA 2 ng/ul
Mieszanina deoksyrybonukleotydow (dNTP) 0,2 mM
Starter sensowny (F) 0,5 uM
Starter antysensowy (R) 0,5 uM
Polimeraza DNA Phusion o wysokiej wiernosci 0,02 U/ul
Woda MiliQ do 50 pul

Profil reakcji tancuchowej polimerazy (PCR):
Nazwa etapu Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 98°C 30 sekund 1
Denaturacja 98°C 10 sekund 30
Przylaczanie starterow Temperatura dobrana dla 30 sekund 30

danych starteréw
Elongacja 72°C

Koncowa elongacja 72°C

30 sekund/kb 30

10 minut 1

Po zakonczonej reakcji PCR, mieszaning przeniesiono do nowej proboéwki, do ktorej dodano

50 pl mieszaniny fenol:chloroform:alkohol izoamylowy. Po krétkim, intensywnym wytrzasaniu

w celu zmieszania faz, probki poddano wirowaniu. Faz¢ wodng przeniesiono do nowej

probowki, dodano 0,1 objetosci 3 M octanu sodu oraz trzykrotng objetos¢ 96% etanolu. Probki

inkubowano przez 1 godzing w temperaturze -80°C, a nastgpnie zwirowano przez 40 minut

przy 14 000 rpm. Supernatant usuni¢to, a osad wysuszono w suszarce prozniowej SpeedVac i

zawieszono w 50 pl wody. Pomiar stezenia uzyskanego produktu PCR przeprowadzono za

pomoca spektrofotometru NanoDrop 1000, a jako$¢ produktu oceniono na 1% zelu

agarozowym.
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4.1.3. Reakcja wydluzania starterow

Reakcja wydluzania starterow jest procesem PCR wykorzystywanym do otrzymania
dwuniciowej czasteczki DNA. Matrycg sg dwa oligodeoksyrybonukleotydy, ktorych fragmenty
sg do siebie komplementarne. W trakcie etapu amplifikacji startery ulegaja wydtuzeniu, tworzac

dhuzszy fragment dwuniciowej czasteczki DNA.

Sktad mieszaniny reakcyjnej:
Skladnik Stezenie koncowe/ilos¢
Bufor dla polimerazy DreamTaq 10x stezony 1x
Mieszanina deoksyrybonukleotydow (dNTP) 0,2 mM

Starter sensowny (F) 1,5 uM
Starter antysensowy (R) 1,5 uM
Polimeraza DreamTaq 0,05 U/ul
Woda MiliQ do 200 pl

Profil reakcji wydhuzania starteréw:

Nazwa etapu Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 94°C 2 minuty 1
Denaturacja 94°C 1 minut 15 sekund 7
Przylaczanie starterow 55°C 2 minuty 7
Elongacja 72°C 2 minuty 7
Koncowa elongacja 72°C 10 minut 1

Po zakonczeniu reakcji, mieszaning przeniesiono do nowej probowki, do ktorej dodano
mieszaning¢ fenol:chloroform:alkohol izoamylowy w stosunku 1:1. Po intensywnym
wytrzasaniu, w celu doktadnego zmieszania faz, probki poddano wirowaniu. Nastepnie, faze
wodng przeniesiono do czystej probéwki, dodano 0,1 objetosci 3 M octanu sodu oraz trzykrotna
objetos¢ 96% etanolu. Probki inkubowano przez 1 godzing w temperaturze -80°C, a po tym
czasie przeprowadzono wirowanie przez 40 minut przy 14 000 rpm. Supernatant usuni¢to, a
osad wysuszono w suszarce prozniowej SpeedVac, a nastepnie zawieszono w 50 pl wody
Milli-Q. Stezenie uzyskanego produktu PCR zmierzono za pomoca spektrofotometru

NanoDrop 1000, a jako$¢ produktu oceniono za pomoca 1% zZelu agarozowego.
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4.2. Otrzymywanie czasteczek RNA

4.2.1. Transkrypcja in vitro

W celu uzyskania badanych czasteczek RNA, przeprowadzono reakcje transkrypcji in vitro,
ktora polega na syntezie czasteczki RNA na matrycy DNA. Reakcja ta zachodzi przy
wykorzystaniu polimerazy RNA z bakteriofaga T7, ktéra wymaga okreslonej sekwencji

promotora do rozpoczecia syntezy.

Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

Skladnik Stezenie koncowe/ilos¢
Matryca DNA 10 ul
Bufor do transkrypcji 10x stezony Ix
Adenozyno-5'-trifosforan (ATP) 4 mM
Cytydyno-5'-trifosforan (CTP) 4 mM
Guanozyno-5'-trifosforan (GTP) 4 mM
Urydyno-5'-trifosforan (UTP) 4 mM
Guanozyna 2 mM
Ditiotreitol (DTT) 25 mM
MgCl, 18 mM
Polimeraza RNA z bakteriofaga T7 4,5 ng
Woda MiliQ Do 100 pl

Matryce DNA zdenaturowano przez 2 minuty w 90°C, a nastgpnie przeprowadzono renaturacje
przez 10 minut w temperaturze pokojowej. W kolejnym kroku do matrycy dodano pozostate
sktadniki 1 inkubowano przez 4 godziny w temperaturze 37°C, przy wytrzasaniu 300 rpm. Po
reakcji dodano 33,3 pl 100 mM kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) o pH 8, ktory
wigze jony magnezu, niezb¢dne dla aktywnos$ci polimerazy RNA, w celu zatrzymania reakcji

transkrypcji in vitro.
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4.2.2. Oczyszczanie RNA po reakcji transkrypcji in vitro

Czasteczki RNA uzyskane w reakcji transkrypcji in vitro oczyszczono za pomocg zelu
poliakrylamidowego w warunkach denaturujacych. W pierwszej kolejnosci do préby dodano
13 pl 3M octanu sodu (NaOAc) o pH 5,4 oraz 300 pl 96% etanolu. Nastgpnie proby inkubowano
przez godzing w temperaturze -80°C. Po uptywie tego czasu przeprowadzono wirowanie przez
40 minut przy predkosci 14 000 rpm. Supernatant usuni¢to, a osad wysuszono w suszarce
prézniowej SpeedVac i rozpuszczono w 30 pl 8 M mocznika. Nastgpnie proby zdenaturowano
przez 2 minuty w 95°C 1 natozono na zel poliakrylamidowy (29:1). Po zakonczeniu
elektroforezy, prazki byty wizualizowane przy uzyciu ptytki kwarcowej pod lampg UV o
dhugosci fali 260 nm. Prazki zelu, zawierajace czasteczki RNA, znajdujace si¢ na pozadanej
wysokosci wycieto skalpelem 1 umieszczono w probéwcee z 500 pl buforu do elucji. Nastepnie
probki wytrzasano przez noc w temperaturze 4°C przy 300 rpm. Nastepnego dnia supernatant
przeniesiono do nowej probowki zawierajacej 1500 pl 96% etanolu, wymieszano i inkubowano
przez godzing w -80°C. Kolejno, zwirowano w temperaturze 4°C przy 14 000 rpm przez 40
minut, supernatant usuni¢to, a osad wysuszono w suszarce prézniowej SpeedVac. Osuszony

osad rozpuszczono w 20-30 pl wody.

4.2.3. Znakowanie czasteczek RNA

W celu wizualizacji czasteczek RNA uzywanych w eksperymentach wyznaczania stalej
rébwnowagi wigzania RNA z bialkiem, czasteczki RNA wyznakowano radioaktywnym
izotopem fosforu **P. Do reakcji wykorzystano kinaze polinukleotydowa z bakteriofaga T4,
ktora przenosi grupe fosforanowa z radioaktywnego adenozynotrifosforanu (*’P-y-ATP) na

koniec 5' czasteczki RNA.

Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

Skladnik Stezenie koncowe/ilos¢
RNA 1000 ng

Bufor A 10x stezony 1x

32py-ATP 25 pCi

Kinaza polinukleotydowa z faga T4 (PNK) 1U

Woda MiliQ Do 20 ul

Reakcje znakowania prowadzono przez godzing w 37°C, po tym czasie dodano 3 U DNazy [ w

celu usunigcia pozostalo$ci matrycy DNA po reakcji transkrypcji in vitro i inkubowano w
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temperaturze 37°C przez 15 minut. W dalszym etapie, do reakcji dodano 20 pl wody Milli-Q
oraz 40 pl mieszaniny fenol:chloroform:alkohol izoamylowy. Probe wymieszano w celu
doktadnego zmieszania faz, probki poddano krotkiemu wirowaniu. Nastepnie, faz¢ wodng
przeniesiono do nowej proboéwki i dodano 20 pl 8 M mocznika i natozono na 10% zel
poliakrylamidowy (29:1) w warunkach denaturujgcych. Elektroforez¢ prowadzono w buforze
Ix TBE przy mocy 15 W. Po zakonczonej elektroforezie, do zelu poliakrylamidowego
przytozono ekran Fujifilm, ktéry nastgpnie zeskanowano w celu wizualizacji oczyszczonych
prazkow. Wybrane prazki, ktore znajdowaty si¢ na odpowiedniej wysokosci, zostaty wycigte 1
umieszczone w proboéwce z 500 pl buforu do elucji i probéwki umieszczono w temperaturze
4°C, przy wytrzasaniu 300 rpm przez noc. Nastgpnego dnia, supernatant umieszczono w
probowce z 1500 pl 96% etanolu, wymieszano i inkubowano przez godzing w temperaturze -
80°C. Nastepnie proby zwirowano przez 40 minut przy predkosci 14 000 rpm. Po usunieciu

supernatantu, osad wysuszono w suszarce prozniowej SpeedVac i1 rozpuszczono w 50 pl wody.
4.3. Elektroforeza

4.3.1. Elektroforeza w zelu agarozowym

W celu analizy jako$ci oraz dtugosci fragmentoéw otrzymanych metoda wydtuzania starterow
oraz PCR, a takze do sprawdzenia poszczegolnych etapéw konstrukcji wektorow wykonano
elektroforeze w 1% zelu agarozowym. Po rozpuszczeniu agarozy w 1x stezonym buforze TBE,
do przestudzonej mieszaniny dodano 2 pl barwnika Midori Green, ktoéry umozliwit wizualizacje
kwasow nukleinowych. Do naktadanych prob dodano rowniez 6x stezony bufor obcigzajacy w
proporcji 5:1. Elektroforeze prowadzono w temperaturze pokojowej, w buforze 1x TBE, przy
napieciu 100 V przez okoto 30 minut. Do analizy 1 dokumentacji zeli agarozowych

wykorzystano urzadzenie G:BOX.

4.3.2. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych

Elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym (PAGE) w warunkach denaturujacych
wykorzystywano do rozdzialu i oczyszczania jednoniciowych kwaséw nukleinowych. Zel
zbudowany jest z usieciowanych czasteczek akrylamidu i1 bisakrylamidu, ktéry tworzy mostki
poprzeczne migdzy lancuchami akrylamidu. Wielko$¢ poréw zelu, zalezy od stosunku
akrylamidu do bisakrylamidu, co pozwala na rozdzial czasteczek o réznej wielkosci. W celu
przygotowania zelu poliakrylamidowego w warunkach denaturujgcych rozpuszczono na
mieszadle magnetycznym mocznik oraz mieszaning akrylamidu i bisakrylamidu. Nastepnie, do

zainicjowania reakcji polimeryzacji dodano nadsiarczan amonu (APS) oraz N,N,N’,N'-
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tetrametyloetylenodiamine (TEMED). Elektroforeze prowadzono w temperaturze pokojowe;,

w buforze 1x TBE, przy mocy 15 W.

4.3.3. Elektroforeza bialek w zelu poliakrylamidowym z dodecylosiarczanem sodu

(SDS-PAGE)

W celu rozdziatu bialek wedtug masy czasteczkowej wykorzystano elektroforeze¢ SDS-PAGE.
Do zelu poliakrylamidowego dodano dodecylosiarczan sodu (SDS), ktéry niszczy strukture
biatek i1 nadaje im tadunek ujemny, dzigki czemu ich migracja zalezy przede wszystkim od
wielkosci biatka. Zel sktadat sie z gornej czesci zageszczajacej oraz dolnej czesci
rozdzielajacej. Do prob zawierajacych analizowane biatka dodano bufor obcigzajagcy Laemmli,
ktore nastepnie zdenaturowano 2 minuty w 95°C i naniesiono na zel. Elektorforeze prowadzono
w buforze do SDS-PAGE (Tris-Glicyna-SDS) o stezeniu 1x przy poczatkowym napigciu 120
V, ktoére nastepnie zwickszono do 180 V. Po zakonczonej elektroforezie, zel umieszczono w
roztworze barwiagcym bigkicie Coomassie Brilliant Blue R-250 na 30 minut, po tym czasie

przeniesiono do buforu odbarwiajacego i inkubowano do momentu uwidocznienia prazkow.
4.4. Metody inzynierii genetycznej

4.4.1. Projektowanie i przygotowanie konstruktow do nadekspresji

W celu otrzymania konstruktow umozliwiajacych nadekspresje biatka ProQ Ilub Hfq
wklonowano sekwencje kodujace te biatka do wektora pBAD24 oraz pNM46. Wektor pBAD24
byt stosowany w poprzednich badaniach w naszym laboratorium, natomiast plazmid pNM46
otrzymano dzieki uprzejmosci profesor Giseli Storz. Grupa badawcza profesor Storz z
Narodowego Instytutu Zdrowia Dziecka i Rozwoju Czltowieka w Narodowych Instytutach
Zdrowia NIH w Stanach Zjednoczonych posiada bogate do§wiadczenie w wykorzystaniu tego
wektora w eksperymentach opartych na glebokim sekwencjonowaniu. Réwnolegle
przygotowanie konstruktow w dwoch réznych wektorach umozliwito zaréwno kontrole
eksperymentalng, jak 1 ocen¢ efektywnosci ekspresji analizowanych genow w zaleznosci od

uzytego systemu.

W przypadku wektora pBAD24 do klonowania uzyto dwoch miejsc restrykcyjnych — BamHI
oraz Ncol. Zaprojektowany starter sensowny (F) posiadat na koncu 5' miejsce cigcia dla enzymu
BamHI, a starter antysensowy (R) miejsce cigcia dla enzymu Ncol. Z kolei, w przypadku
wektora pNM46 uzyto miejsca restrykcyjnego Ncol. Plazmid pBAD24 posiada w swojej
sekwencji miejsce wigzania rybosomu przed miejscem restrykcyjnym BamHI, w wyniku czego

wykorzystanie tego miejsca restrykcyjnego umozliwito pomyslng translacje biatka ProQ lub
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Hfq. Natomiast, w przypadku plazmidu pNM46 konieczne bylo wprowadzenie do sekwencji

plazmidu sekwencji kodujacej miejsce Shine-Dalgarno.

4.4.2. Wprowadzenie sekwencji kodujacej miejsce Shine-Dalgarno do wektora

pNM46

W celu przygotowania konstruktow, w pierwszej kolejnosci konieczne byto wprowadzenie do
wektora pNM46 sekwencji odpowiadajacej miejscu wigzania rybosomu. Proces ten rozpoczeto
od przeprowadzenia reakcji PCR, zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 4.1.2, z
wykorzystaniem zaprojektowanych starterow zawierajagcych sekwencje Shine-Dalgarno i

komplementarnych do sekwencji plazmidu.

4.4.2.1. Fosforylacja produktu PCR
Nastepnie uzyskany produkt PCR, zawierajacy sekwencje petnej czasteczki plazmidu pNM46
wraz z wprowadzong sekwencja Shine-Dalgarno, poddano reakcji fosforylacji w celu dodania
grup fosforanowych do koncéw 5', co umozliwilo skuteczng ligacj¢ produktu do formy
cyrkularnej. Proces fosforylacji przeprowadzono z wykorzystaniem polinukleotydowej kinazy

T4 w obecnosci ATP, ktory stuzyt jako donor grup fosforanowych.

Skfad mieszaniny reakcyjnej:

Skladnik Stezenie koncowe/ilo$¢
Produkt PCR 20 pmol

Bufor A 10x stezony 1x

10 mM ATP 1 mM

Kinaza polinukleotydowa z faga T4 (PNK) 0,5U

Woda MiliQ do 20 pl

Reakcje prowadzono przez godzing w 37°C, nastgpnie w celu inaktywacji kinazy probe

inkubowano przez 10 minut w 75°C.
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4.4.2.2. Ligacja plazmidu po reakcji fosforylacji

W celu uzyskania formy cyrkularnej plazmidu pNM46 z wprowadzong sekwencjg kodujaca
miejsce wigzania rybosomu, po przeprowadzeniu reakcji fosforylacji, plazmid poddano reakcji
ligacji.

Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

Skladnik Stezenie koncowe/ilo$¢
Plazmid po reakcji fosforylacji 1 ug

Bufor dla ligazy DNA faga T4 5x stezony 1x

Ligaza DNA faga T4 1U

Woda MiliQ do 20 pl

Reakcje ligacji prowadzono przez noc w temperaturze 14°C, po czym przeprowadzono
transformacje do komorek bakteryjnych szczepu DH5a zgodnie z protokolem opisanym w
podrozdziale 4.5.1. Plazmidy izolowano przy uzyciu metody opisanej w podrozdziale 4.5.3.
Nastepnie, w celu potwierdzenia obecnosci wprowadzonej sekwencji miejsca wigzania
rybosomu w wektorze pNM46, wyizolowane plazmidy przekazano do sekwencjonowania w
Wydzialowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej Uniwersytetu imienia Adama

Mickiewicza w Poznaniu.

4.4.3. Trawienie restrykcyjne

Sekwencje kodujace biatko ProQ 1 Hfq amplifikowane metoda reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR) oraz plazmidow pNM46 i pPBAD24, zostaly poddane trawieniu enzymatycznemu przy
uzyciu enzymow restrykcyjnych. W przypadku plazmidu pNM46 uzyto enzym Ncol, natomiast
dla pPBAD24 zastosowano enzymy BamHI oraz Ncol.

Skfad mieszaniny reakcyjnej:

Skladnik Stezenie koncowe/ilos¢
Produkt PCR/plazmid pNM46/pBAD24 3 mg

Bufor CutSmart New England Biolabs 10x stezony 1x

Enzym restrykcyjny (BamHi i/lub Ncol) 2,5ul

Woda MiliQ do 50 pl
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Reakcje trawienia prowadzono w temperaturze 37°C przez 3 godziny. Nastgpnie produkt po
trawieniu oczyszczano przy uzyciu zestawu do oczyszczania DNA - Nucleospin PCR cleanup.
Pomiar stezenia DNA przeprowadzono za pomoca spektrofotometru NanoDrop 1000.

4.4.4. Defosforylacja plazmidu
W celu uniknigcia samoligacji plazmidu po trawieniu enzymami restrykcyjnymi

przeprowadzono defosforylacje wektora z wykorzystaniem alkalicznej fosfatazy.

Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

Skladnik Stezenie koncowe/ilo$¢
Plazmid pNM46/pBAD24 3 mg

Bufor dla fosfatazy 10x stezony Ix

Alkaliczna fosfataza FastAP 2,5ul

Woda MiliQ do 20 pl

Reakcje prowadzono przez godzing w temperaturze 37°C. Nastgpnie dezaktywowano
alkaliczng fosfataze poprzez inkubacje reakcji w temperaturze 75° przez 5 minut. Oczyszczanie
przeprowadzono z wykorzystaniem kolumienek z zestawu Nucleospin PCR cleanup, a st¢zenie

plazmidu zmierzono za pomocg spektrofotometru NanoDrop 1000.

4.4.5. Ligacja

Oczyszczony insert zawierajacy sekwencje biatka ProQ lub Hfq poddano ligacji do wczedniej

zdefosforylowanego plazmidu pNM46 lub pBAD24.

Sktad mieszaniny reakcyjnej:

Skladnik Stezenie koncowe/ilos¢
Plazmid pNM46/pBAD24 100 ng

Insert trawiony odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi 300 ng

Bufor dla ligazy DNA faga T4, 10x stgzony Ix

Ligaza DNA faga T4 1U

Woda MiliQ do 20 pl

Reakcje prowadzono w temperaturze 16°C przez noc, po czym dezaktywowano ligaze poprzez

S-minutowg inkubacje w 70°C.
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4.5. Metody mikrobiologiczne

4.5.1. Transformacja

W niniejszej pracy doktorskiej transformacje komoérek bakteryjnych przeprowadzano przy
wykorzystaniu metody szoku cieplnego. Technika ta polega na chwilowym podwyzszeniu
temperatury, a nast¢pnie na jej obnizeniu, co prowadzi do zwigkszenia przepuszczalno$ci btony

komorkowej bakterii i umozliwia wniknigcie czasteczki DNA do wnetrza komorki.

W pierwszym kroku, przygotowane wczesniej komorki kompetentne rozmrozono na lodzie, po
czym w sterylnych warunkach dodano 35 ng czasteczki DNA. Proby inkubowano przez 30
minut na lodzie. Nastepnie, probéwki umieszczono w 42°C na 40 sekund, po czym przez 5
minut chtodzono na lodzie. Po przeprowadzeniu szoku cieplnego dodano do probéwek po 1 ml
ptynnej pozywki LB 1 inkubowano w 37°C przez godzing w warunkach wytrzasania 180 rpm.
W nastgpnym kroku, proby zwirowano, odrzucono wigkszo$¢ supernatantu, w pozostaltej ilosci
rozpuszczono osad i wysiano na pozywce agarowej z odpowiednimi antybiotykami i

inkubowano w temperaturze 37°C przez noc.

4.5.2. Kolonijny PCR

Kolonijny PCR to metoda stosowana do szybkiej analizy obecnosci okreslonego fragmentu
DNA w komorkach bakteryjnych, ktére wyrosty na pozywce, na przyktad po procesie
transformacji. Technika ta pozwala na potwierdzenie obecnosci konkretnego genu lub
sekwencji nukleotydowej eliminujac konieczno$¢ wczesniejszej izolacji materialu

genetycznego.

W celu wykonania kolonijnego PCR w pierwszej kolejnosci pobrano za pomocg sterylnej ezy
badang kolonie¢ bakteryjna i rozpuszczono w 50 pl wody Mili-Q. Nastepnie probg umieszczono
w 95°C na 5 minut i tak powstaty lizat z kolonii bakteryjnej stuzyt jako matryca w reakcji PCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej:

Skladnik Stezenie koncowe/ilo$¢
Lizat z kolonii bakteryjnej 5l

Starter sensowny (F) 0,5 uM

Starter antysensowy (R) 0,5 uM

Mieszanina reakcyjna Q5 High-Fidelity 2X Master Mix, 25 pl
zawierajaca polimeraze DNA
Woda MiliQ do 50 pl
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Profil reakcji kolonijnego PCR:

Nazwa etapu Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 98°C 30 sekund 1
Denaturacja 98°C 10 sekund 30
Przytaczanie starterow  Temperatura dobrana dla 30 sekund 30

danych starterow (50-72°C)
Elongacja 72°C 30 sekund/kb 30
Koncowa elongacja 72°C 2 minuty 1

4.5.3. Izolacja plazmidow

Plazmidy izolowano zgodnie z instrukcja producenta gotowych zestawow do izolacji:

e Zestaw Plasmid Mini AX do izolacji plazmidéw (A&A Biotechnology)

e Zestaw Monarch Spin do izolacji plazmidow (New England Biolabs)

4.5.4. Otrzymywanie komorek kompetentnych

Komorki kompetentne to komoérki bakteryjne zdolne do przyjecia czasteczki DNA z otoczenia
w procesie transformacji. Kompetencja moze wystepowaé zarowno w sposob naturalny, jak i
by¢ indukowana w warunkach laboratoryjnych. Do najczgéciej stosowanych metod
laboratoryjnych nalezy migdzy innymi metoda chemiczna przy uzyciu chlorku wapnia, ktora
zostala zastosowana w niniejszej pracy doktorskiej w celu uzyskania kompetentnych komorek

bakteryjnych.

Aby otrzyma¢ komorki kompetentne, pojedyncza koloni¢ pozadanego szczepu bakteryjnego
zaszczepiono do ptynnej pozywki LB 1 prowadzono hodowle w 37°C przez noc z wytrzasaniem
przy predkosci 180 rpm. Nastepnego dnia, hodowlg nocng przeniesiono do 30 ml $wiezej
pozywki LB w stosunku objetosciowym 1:100 i inkubowano w 37°C z wytrzasaniem, az do
osiggnigcia wartosci ODgoo = 0,4 - 0,5. Nastepnie, hodowle zwirowano przez 10 minut w
temperaturze 4°C przy predkosci 4500 rpm. Supernatant odrzucono, a osad rozpuszczono w 20
ml schtodzonego roztworu 0,1 M chlorku wapnia (CaCly). Zawiesing inkubowano na lodzie
przez godzing, po czym komorki ponownie zwirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C
przy predkosci 4500 rpm. Supernatant odrzucono, a osad rozpuszczono w 2,5 pul schtodzonego

roztworu chlorku wapnia i dodano 500 ul 80% glicerolu. Przygotowane komorki kompetentne
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rozporcjowano do sterylnych probéwek po 50 pl i zamrozono za pomocg cieklego azotu i

przechowywano w temperaturze -80°C.
4.6. Metody biologii molekularnej

4.6.1. Western blot

Technika Western blot jest powszechnie stosowang metoda shluzacag do wykrywania i
identyfikacji specyficznych biatek w badanej prébce. Procedura obejmuje trzy gtowne etapy:
elektroforeze bialek w zelu poliakrylamidowym z dodecylosiarczanem sodu (SDS-PAGE),

transfer bialek na membrang oraz ich detekcje przy uzyciu specyficznych przeciwciat.

W niniejszej pracy, w pierwszym etapie przeprowadzono elektroforeze biatek SDS-PAGE,
zgodnie z protokotem opisanym w podrozdziale 4.3.3. W dalszej kolejnosci zel umieszczono
w buforze transferowym (1x), na jego powierzchni¢ natlozono membrane nitrocellulozowa o
srednicy porow 0,2 um oraz z dwoch stron bibute Whatman. Elektrotransfer przeprowadzono
metoda mokrg w temperaturze 4°C, w buforze 1x PBST, przy napigciu 16 V przez noc. W celu
oceny efektywnosci transferu, membrang wybarwiono roztworem Ponceau S, po czym barwnik

usuni¢to poprzez ptukanie w buforze 1x PBST oraz wodzie dejonizowane;.

W kolejnym etapie, aby zapobiec niespecyficznemu wigzaniu przeciwciat, membrane poddano
blokowaniu w 3% roztworze odttuszczonego mleka w buforze 1x PBST. Inkubacj¢ prowadzono
przez godzing w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce orbitalnej. Nastepnie, membrane
poddano inkubacji z przeciwcialami pierwszorzegdowymi przez noc w temperaturze 4°C, w
warunkach wytrzasania. W kolejnym etapie, przeprowadzono inkubacj¢ z przeciwciatami
drugorzedowymi, sprzezonymi z peroksydaza chrzanowa, w temperaturze pokojowej przez
godzing. Po kazdej inkubacji membrane ptukano w buforze 1x PBST w celu usunigcia

niespecyficznie zwigzanych przeciwcial.

W celu wizualizacji uzyskanych wynikéw wykorzystano zestaw SuperSignal West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate. Procedura polegala na dwuminutowej inkubacji membrany z

substratem peroksydazy chrzanowej, umozliwiajac reakcj¢ chemiluminescensyjng.

Detekcja sygnatu zostata przeprowadzona przy wykorzystaniu aparatu do obrazowania
ChemiDoc MP firmy BioRad, co pozwolito na uwidocznienie prazkéw biatkowych oraz ich

analizg ilosciowg 1 jako$ciowa.
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4.6.2. Wyznaczanie stalej rownowagi dysocjacji (Ka) dla komplekséw RNA-bialko

W celu wyznaczenia stalej réwnowagi dysocjacji kompleksu RNA-biatko zastosowano
technike réznicowej migracji komplekséw w zelu poliakrylamidowym (ang. Electromobility
Shift Assay, EMSA). Jest to metoda powszechnie stosowana w biologii molekularnej

okreslajaca site wigzania miedzy ligandem a receptorem.

W pierwszej kolejno$ci badang czasteczk¢ RNA, ktéra zostata uprzednio wyznakowana
radioaktywnym izotopem fosforu 3?P, denaturowano w temperaturze 90°C przez 2 minuty.
Nastepnie probe renaturowano na lodzie przez 5 minut, po czym dodano do niej bufor do
wigzania o koncowym stezeniu 1x (25 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 5%
glicerol).

Reakcj¢ wigzania przeprowadzano na plytce 96 dotkowej, weczesniej optaszeczonej przy pomocy
buforu zawierajacego 0,0025% BSA. Reakcje wigzania przygotowano poprzez nalozenie na
oplaszczong ptytke 10 pl roztworu 3?P-RNA, o stezeniu koncowym 1 nM, do dotkéow
zawierajacych rozne stezenie biatka ProQ lub FinO. Stezenia biatka przygotowano poprzez
wykonanie szeregu rozcienczen w 1x stezonym buforze do wigzania. Mieszaning inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 30 minut, po czym 5 pl mieszaniny natozono na 6% zel
poliakrylamidowy (19:1). Elektroforez¢ prowadzono przez godzing w buforze 0,5x TBE w
temperaturze 4°C przy mocy 8W. Po zakonczeniu elektroforezy, zel wysuszono, przeniesiono
do kasety z ekranem fosforowym (Fuji) i na§wietlano przez noc. Nastgpnego dnia, wykonano
odczyt przy uzyciu skanera Amersham Typhoon (GE Healthcare). Frakcje zwigzang obliczono
przy uzyciu oprogramowania MultiGauche, jako stosunek intensywno$ci sygnalu
odpowiadajagcemu kompleksowi RNA-biatko do sumy intensywnosci sygnatu kompleksu oraz
wolnego RNA. Wartosci stalej rownowagi dysocjacji (K4) wyznaczono w programie GraphPad

przy uzyciu réwnania kwadratowego:

[Elo + [Slo + Ka — v ([E]o + [STo + Ka)? — 4[E1o[S]o
2[E]o

Y=Y, + AY

gdzie Y jest frakcja zwigzana, Yo to dolna warto$¢ plateau, AY to r6znica miedzy goérnym a
dolnym plateau, [E]o to stezenie znakowanej czasteczki >*P-RNA, [S]o to steZenie biatka, a K4
to stala rownowagi dysocjacji. Odchylenia standardowe obliczono na podstawie co najmnie;j

trzech niezaleznych eksperymentow.
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4.6.3. Test kompetycji

W celu zbadania interakcji pomiedzy czasteczkami RNA, a biatkami ProQ i FinO wykonano
test konkurencyjnego wigzania. Metoda ta pozwala na ocen¢ specyficzno$ci wigzania
czasteczki RNA do biatka w warunkach obecnosci obydwu biatek jednoczesnie. W
konsekwencji mozliwe jest okreslenie, ktore z biatek, ProQ czy FinO, wykazuje silniejsze

powinowactwo do badanego RNA w warunkach konkurencyjnych.

W pierwszym etapie badang i wyznakowang czgsteczk¢ RNA poddano denaturacji przez 2
minuty w temperaturze 90°C i renaturacji na lodzie przez 5 minut. Reakcj¢ wigzania inicjowano
poprzez zmieszanie zdenaturowanej czasteczki *’P-RNA, ktorej stezenie koncowe w reakcji
wynosito 1 nM, z biatkiem ProQ i/lub FinO (kazde o koncowym stgzeniu 100 nM) w buforze
wigzacym (150 mM NaCl, 25 mM Tris-HCIL, pH 7,5, 5% glicerolu, 1| mM MgCl.). Reakcje
wigzania prowadzono przez 30 minut w temperaturze pokojowej, w niskoadhezyjnych,
niewigzacych probowkach Eppendorfa. Po tym czasie, 10 pl reakcji nalozono na 6% zel
poliakrylamidowy (19:1). Elektroforez¢ prowadzono w temperaturze 4°C w buforze 0,5x TBE,
przy mocy 8W. Nastepnie zel wysuszono i poddano ekspozycji na ekran fosforowy przez noc.
Kwantyfikacje sygnatu przeprowadzano przy uzyciu skanera Amersham Typhoon (GE
Healthcare) oraz oprogramowania MultiGauge (Fuji FLA-5000). Frakcj¢ zwigzang obliczano
jako stosunek wartosci sygnatu odpowiadajacego okreslonemu kompleksowi *?P-RNA-biatko
(**P-RNA-ProQ lub **P-RNA-FinO) do sumy wartosci sygnatu wszystkich prazkow **P-RNA,

zarowno wolnego, jak 1 w kompleksach bialkowych, zgodnie z rownaniem:

Fb = Sp—RNA

Sp—rna T Srna T Spe—rNa

gdzie: Fb to frakcja zwigzana, Sp-rnato sygnal odpowiadajacy specyficznemu kompleksowi
biatko-RNA (z ProQ lub FinO), Srnva to sygnal odpowiadajacy wolnemu RNA, Sp«—rna to
sygnat odpowiadajacy kompleksowi RNA z drugim biatkiem.

Srednig warto$é frakcji zwigzanej obliczono na podstawie co najmniej trzech niezaleznych

eksperymentdw, a wyniki zaprezentowano przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism.
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4.6.4. Technika oddzialywania RNA przez ligacje i sekwencjonowanie (RIL-seq)

Technika RIL-seq (ang. RNA Interaction by Ligation and Sequencing) to eksperymentalna
metoda pozwalajaca na identyfikacje interakcji pomi¢dzy matymi niekodujacymi czasteczkami
RNA (sRNA), a ich regulowanymi RNA, zwigzanymi jednoczes$nie z bialkiem wigzgcym
czasteczki RNA w komorce jak i na identyfikacje pojedynczych RNA zwigzanych z biatkiem.
Metoda RIL-Seq jest technika ztozong 1 wymagajaca starannej optymalizacji na kazdym etapie.
Glowne wyzwania tej metody obejmuja precyzyjng stabilizacje oddziatywania RNA-RNA in
vivo, efektywna izolacje kompleksow RNA-biatko oraz zaawansowang analizg

bioinformatyczng uzyskanych danych sekwencyjnych.

4.6.4.1. Sieciowanie krzyzowe czasteczek RNA i zamrazanie hodowli

bakteryjnej

W pierwszym etapie przygotowano nocng hodowle bakteryjng badanych szczepow, ktora
prowadzono w pozywce LB przy wytrzasaniu 200 rpm, w temperaturze 37°C przez noc.
Nastepnego dnia hodowle rozcienczono stukrotnie w $wiezej pozywce LB i kontynuowano
inkubacje w temperaturze 37°C przy wytrzasaniu 200 rpm, do osiagnigcia wartosci ODgoo= 0,5.
Nastepnie obliczong objeto$§¢ hodowli, zgodnie ze wzorem: objetos¢ hodowli = 40/ODeoo,
zwirowano w temperaturze 4°C przy 4500 g przez 15 minut. Odrzucono supernatant, a osad
bakteryjny zawieszono w 20 ml schlodzonego buforu PBS (1x). Zawiesing ponownie
zwirowano w temperaturze 4°C przy 4500 g przez 10 minut. Supernatant odrzucono, a osad
zawieszono w 10 ml schtodzonego buforu PBS (1x). Nastgpnie, 10 ml zawiesiny komdrkowe;j
przeniesiono na szalke Petriego 1 umieszczono na metalowym bloku, uprzednio schtodzonym
do temperatury -20°C. Tak przygotowane komorki poddano ekspozycji na promieniowanie UV
o dtugosci fali 254 nm i dawce 80 000 pJ/cm? z odleglosci 3 cm przy uzyciu urzadzenia UVP
HL-2000 HybriLinker Hybridization Oven. Napromieniowane komorki bakteryjne
przeniesiono do schtodzonej probowki 50 ml 1 umieszczono na lodzie. Zawiesing komorkowa
zwirowano przy 4500 g przez 10 minut w temperaturze 4°C. Osad zawieszono w 1 ml
schtodzonego 1x st¢zonego PBS i przeniesiono do schtodzonych probéwek o pojemnosci 2 ml.
Nastepnie, proby zwirowano przy 17 000 g przez 3 min w temperaturze 4°C, supernatant
usunigto, a uzyskany osad bakteryjny zamrozono przy pomocy cieklego azotu i

przechowywano w temperaturze —80 °C.
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4.6.4.2. Przygotowanie lizatu oraz wstepne oczyszczanie

Zamrozone osady komoérkowe rozmrozono na lodzie i zawieszono w 800 ul buforu ptuczacego.
Zawiesiny komorkowe przeniesiono do nowych, wczesniej przygotowanych probowek, ktore
zawieraly kulki szklane o $rednicy 0,1 mm. Liz¢ komorek przeprowadzano poprzez
wytrzasanie za pomocg wytrzasarki dziesie¢ razy po 30 sekund. Nastepnie, komorki zwirowano
przy predkosci 14 000 rpm przez 3 minuty w temperaturze 4°C. Supernatant przeniesiono do

nowej probowki.

Z kazdej probki pobrano 75 pl lizatu do ekstrakcji catkowitego RNA. W tym celu do prob
dodano 225 pl buforu pluczacego oraz 900 ul odczynnika Tri, wymieszano 1 przechowywano

w temperaturze -80°C.

W celu oczyszczenia lizatu w pierwszej kolejnosci do nowej proboéwki dodano 20 ul kulek
magnetycznych z biatkiem A/G do ktérych dodano 200 pl buforu ptuczacego. Po wymieszaniu,
probdwki przeniesiono na stojak magnetyczny 1 odrzucono bufor. Nastepnie do kulek dodano
750 pl lizatu komoérkowego 1 inkubowano przez godzing w temperaturze 4°C z rotacja 25 rpm.
Nastepnie probowki krotko zwirowano i przeniesiono na stojak magnetyczny. Po rozjasnieniu

roztworu, oczyszczony lizat przeniesiono do nowych proboéwek.

4.6.4.3. Koimmunoprecypitacja z wykorzystaniem przeciwcial anty-Flag

Dla kazdej proby przygotowano w nowej probowce 20 pl kulek magnetycznych z biatkiem
A/G, do ktérych dodano 200 pl buforu ptuczacego. Po wymieszaniu, probowki umieszczono
na stojaku magnetycznym 1 po rozjasnieniu roztworu odrzucono bufor unikajagc dotykania

kulek.

Do przemytych kulek dodano 200 pl buforu pluczacego i 3 pl mysich przeciwciat
monoklonalnych M2 przeciwko epitopowi Flag (anty-Flag). W celu zwigzania przeciwciat z
kulkami magnetycznymi probéwki inkubowano przez 30 minut w 4°C z rotacja 25 rpm. Po tym
czasie probowki krotko zwirowano i umieszczono na stojaku magnetycznym. Po rozjasnieniu
roztworu supernatant odrzucono. Probowki ponownie przemywano buforem pluczacym, a

nastepnie przechowywano na lodzie.

Oczyszczony lizat komérkowy przeniesiono do probowek zawierajacych kulki magnetyczne z
przeciwcialem anty-Flag. Proby inkubowano przez 90 minut w 4°C z rotacja 25 rpm, w celu
zwigzania biatka z przeciwcialem monoklonalnym przeciwko epitopowi Flag. Po tym czasie,
proby zwirowano przez 10 sekund przy predkosci 1500 g i umieszczono na stojaku

magnetycznym. Po 5 minutach usunigto lizat, a kulki magnetyczne przemywano przez dodanie
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do nich 200 pl zimnego buforu ptuczacego i1 rotacj¢ przez 10 minut w 4°C. Probowki
zwirowano, umieszczono na stojaku magnetycznym i po rozjasnieniu roztworu odrzucano

bufor. Proces czyszczenia powtarzano czterokrotnie.

4.6.4.4. Przycinanie koncow RNA

W celu przycigcia koncow RNA do kazdej z préb dodano 480 pl przygotowanego buforu
trawigcego RNaza (0,5 U/ul RNaza A/T1, bufor ptuczacy) i inkubowano przez 7 minut, w
temperaturze 22°C z wytrzasaniem 300 rpm. Nastepnie proby zwirowano przy 1500 g przez 10
sekund 1 umieszczono na stojaku magnetycznym. Po rozjasnieniu roztworu usuni¢to bufor i
dodano 200 pul zimnego buforu SUPERase In zawierajgcego inhibitor rybonukleazy i
inkubowano przez 5 minut, w temperaturze 4°C z rotacjg. Nastepnie proby zwirowano,
umieszczono na stojaku magnetycznym i odrzucono bufor. Procedure ptukania powtarzano

dwukrotnie.

4.6.4.5. Fosforylacja koncow 5'OH, defosforylacja koncéw 2'P/3'P oraz

ligacja sgsiadujacych czasteczek RNA
Podczas kolejnego etapu modyfikowano konce RNA, ktore powstaly w wyniku dziatania
RNazy. Mieszanina reakcyjna zawierata kinaze polinukleotydowa faga T4 (PNK), ktora
fosforyluje koniec 5'OH oraz defosforyluje konce 2'P/3'P czasteczek RNA. W konsekwencji,

powstaty fragmenty z koncami 5'P oraz 3'OH, ktore mogty zosta¢ poddane ligacji.

W celu fosforylacji koncow czasteczek RNA probowki z poprzedniego etapu umieszczono na
stojaku magnetycznym 1 usuni¢to bufor pluczacy. Nastgpnie do prob dodano 80 pl mieszaniny
reakcyjnej PNK (1x bufor PNK, 1 mM rATP, 1 U/ul RRI, 0,5 U/ul T4 PNK) 1 inkubowano
przez 2 godziny w temperaturze 22°C z wytrzasaniem 300 rpm. Po tym czasie probowki
umieszczono na stojaku magnetycznym, usunig¢to bufor, dodano 200 pl schtodzonego buforu
phluczacego 1 inkubowano przez 5 minut, w 4°C z rotacjg. Nastepnie proby zwirowano,
umieszczono na stojaku magnetycznym i odrzucono bufor. Procedure ptukania powtarzano

dwukrotnie.

Ligacje przeprowadzono przez dodanie do kazdej proby 80 ul wczesniej przygotowanej
mieszaniny ligacyjnej (1x bufor dla ligazy T4 RNA, 1 mM ATP, 0,6 U/ul RRI, 2,7 U/ul ligaza
RNA T4, 9% DMSO, 20% PEG). Proby wymieszano i1 inkubowano przez noc w temperaturze
22°C.
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4.6.4.6. Proteoliza bialek

Proby po nocnej inkubacji umieszczono na stojaku magnetycznym i po uzyskaniu klarownego
roztworu usuni¢to mieszaning ligacyjng. Nastepnie dodano 200 pl schlodzonego buforu
phuczacego 1 mieszano przez 5 minut w 4°C. Probowki zwirowano, umieszczono na stojaku
magnetycznym i po rozjasnieniu roztworu odrzucono bufor. Proces czyszczenia powtarzano
dwukrotnie. W dalszej kolejnosci do prob dodano 300 pl buforu do proteolizy biatek (50 mM
Tris-HCI pH 7,8, 50 mM NacCl, 0,1% IGEPAL, 10 mM imidazol, 1% SDS, 5 mM EDTA pH 8,
5 mM 2-B-merkaptoetanol, 0,1 U/ul RRI, 0,33 mg/ml proteinazy K), wymieszano i inkubowano
przez 2 godziny w temperaturze 55°C przy wytrzasaniu 300 rpm.

4.6.4.7. Izolacja RNA

W celu izolacji RNA do prob dodano 900 pl odczynnika TriReagent LS, wymieszano i
inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodano 200 pl chloroformu i
inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie proby zwirowano przez
10 minut w temperaturze 4°C przy 17 000 g i goérng fazg przeniesiono do nowej probéwki. W
kolejnym kroku do prob dodano 500 ul izopropanolu i inkubowano przez 10 minut w
temperaturze pokojowej. Aby uwidoczni¢ osad zawierajacy czasteczki RNA dodano 1,5 pl

odczynnika GlycoBlue i inkubowano w temperaturze -20°C przez noc.

Kolejnego dnia przeprowadzono ptukanie osadu poprzez dodanie 1 ml 75% etanolu i
zwirowanie przez 5 minut przy predkosci 12 000 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant

usunigto, a osad wysuszono i rozpuszczono w 20 ul wody traktowanej DEPC.

4.6.4.8. Analiza wyizolowanego RNA przy uzyciu urzadzenia TapeStation

W celu oznaczenia stezenia oraz dtugosci czasteczek RNA wykorzystano zestaw Bioanalyzer
RNA 6000 Pico oraz urzadzenie TapeStation. Analize przeprowadzono zgodnie z instrukcjg od
producenta. Dodatkowo, w celu okreslenia stgzenia RNA wykorzystano roéwniez
spektrofotometr firmy NanoDrop. Nastgpnie przygotowano proby tak, aby stezenie koncowe
RNA wynosito 400 ng w 15 pl wody traktowanej DEPC, po czym do prob dodano 1 pl
inhibitora RNazy 1 przechowywano w temperaturze -80°C.

4.6.4.9. Fragmentacja oraz obrobka enzymatyczne DNaza oraz alkaliczna

fosfatazg FastAP
W celu stworzenia biblioteki, w pierwszym etapie do prob dodano 4 pl buforu dla alkalicznej
fosfatazy FastAP i inkubowano w termocyklerze przez 3 minuty w temperaturze 92°C, po czym

umieszczono na lodzie. Nastepnie dodano 20 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej DNazg 1
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alkaliczng fosfatazg (1 U/ul RRI, 0,2 U/ul TURBO DNaza, 0,25 U/ul FastAP) 1 inkubowano

przez 30 minut w temperaturze 37°C.

Oczyszczanie RNA z produktow reakcji wykonano przy uzyciu gotowego zestawu do
oczyszczania RNA Clean & Concentrator-5 zgodnie z instrukcjg od producenta. W celu kontroli
1 sprawdzenia efektywnos$ci fragmentacji RNA wykonano analiz¢ TapeStation uzywajac test

RNA ScreenTape o wysokiej czutosci.

4.6.4.10. Ligacja adaptera na koncu 3' oraz laczenie bibliotek
W probowce umieszczono 5 ul okreslonego dla kazdej z préb adaptera, ktorych nazwy oraz
sekwencje znajdujg si¢ w tabeli w podrozdziale 3.8, dodano do niego 100 uM oczyszczonego
RNA i inkubowano przez 2 minuty w 70°C. Nastepnie dodano 14 ul mieszaniny ligacyjnej (1x
bufor dla ligazy RNA T4, 1 mM ATP, 0,6 U/ul RRI, 2,55 U/ul ligazy RNA T4, 9% DMSO,
20% PEQG), wymieszano 1 inkubowano przez 2 godziny w 22°C. Po tym czasie, do kazdej proby
dodano 60 pul buforu RLT, aby zahamowa¢ aktywnos$¢ ligazy. Nastgpnie wszystkie proby
polaczono w jednej probdwce i oczyszczono przy uzyciu gotowego zestawu do oczyszczania

RNA Clean & Concentrator-5 zgodnie z instrukcja od producenta.

4.6.4.11. Synteza pierwszej nici cDNA z wykorzystaniem systemu Superscript

III First-Strand Synthesis

Synteze pierwszej nici cDNA na matrycy oczyszczonego RNA przeprowadzono przy uzyciu
systemu Superscript [II. W tym celu, do proby dodano 1 pl startera AR2 o stezeniu 50 uM 1 tak
przygotowang mieszaning inkubowano przez 2 minuty w 70°C. W nast¢pnym kroku do proby
dodano 13 pl buforu do odwrotnej transkrypcji (0,5 mM dNTP, 1x bufor RT, 5 mM MgCl,, 0,01
M DTT, 0,8 U/ul RNazaOUT) wraz z enzymem odwrotnej transkryptazy SuperScript III o

stezeniu koncowym 10 U/ul, wymieszano i inkubowano przez 55 minut w temperaturze 50°C.

4.6.4.12. Degradacja RNA i oczyszczanie cDNA
Procedurg degradacji RNA przeprowadzono poprzez dodanie do préby 2,5 pul 1 M
wodorotlenku sodu i1 inkubacje przez 12 minut w temperaturze 70°C. Nastepnie do proby

dodano 5 ul 0,5 M kwasu octowego i doktadnie wymieszano.

W celu oczyszczenia otrzymanych czasteczek cDNA do proby dodano wody, tak aby otrzymac
koncowa objetos¢ 40 pl, po czym dodano 1,5x objetosci izopropanolu oraz 2,5x objetosci kulek
RNAcleanXP, probe wymieszano i inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowe;.

Nastepnie otwartg probowke umieszczono na stojaku magnetycznym i suszono przez 15 minut.
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Po tym czasie, kulki zawieszono w 5 ul wody traktowanej DEPC i inkubowano przez 2 minuty

w temperaturze pokojowe;.

4.6.4.13. Ligacja drugiego adaptera na koncu 3' ¢cDNA (ssDNA/ssDNA) oraz
dwustopniowe oczyszczanie c¢cDNA w celu usunig¢cia pozostalych

adapterow
Ligacje drugiego adaptera na koncu 3' przeprowadzono poprzez dodanie do proby
oczyszczonych czasteczek cDNA z magnetycznymi kulkami RNAcleanXP adaptera 3Tr3 o
stezeniu 40 pM 1 inkubacj¢ przez 3 minuty w 75°C. Po tym czasie do probowki dodano 13 pl
mieszaniny ligacyjnej (PEG 8000, DMSO), wymieszano, zwirowano 1 inkubowano w

temperaturze 22°C przez noc.

W celu pozbycia si¢ niezwigzanych adapteréw z proby wykonano dwustopniowe oczyszczanie
cDNA. W pierwszej kolejnosci dodano wody traktowanej DEPC do koficowej objetosci 40 pl,
1,5x objetosci izopropanolu oraz 2,5x objetosci kulek RNACleanXP. Probe wymieszano i
inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, probowke umieszczono
na stojaku magnetycznym i po rozjasnieniu roztworu usuni¢to supernatant. Pozostate w
probdwecee na stojaku kulki przemyto 200 pul 80% etanolu i inkubowano przez 30 sekund, po
czym usuni¢to supernatant i otwartg probowke pozostawiono do osuszenia. Nastgpnie kulki
zawieszono w 25 ul wody traktowanej DEPC i inkubowano przez 2 minuty w temperaturze
pokojowej, po czym umieszczono na stojaku magnetycznym. Nastgpnie, po uzyskaniu
klarownego roztworu supernatant, ktory zawierat oczyszczone cDNA przeniesiono do nowe]

probowki. Procedurg powtdérzono dwukrotnie 1 oczyszczone cDNA przechowywano w -20°C.

4.6.4.14. Usuwanie rybosomalnych RNA (rRNA) poprzez hybrydyzacje
(DASH)

W celu usunigcia rRNA z otrzymanych prob, zastosowano metode selektywnego usuwania
obfitych, niepozadanych czasteczek RNA poprzez hybrydyzacje DASH (ang. Depletion of
Abundant Sequences by Hybridization). Technika ta polega na usunig¢ciu niekorzystnych RNA
z probki cDNA, wykorzystujac czasteczek sgRNA 1 nukleazy Cas9. Usuwanie fragmentéw
sekwencji TRNA ma na celu poprawe jakosci prob, eliminujac te sekwencje, ktore moglyby
utrudnia¢ analize¢ wynikow z procesu sekwencjonowania oraz pozniejsze procedury

bioinformatyczne.

W pierwszej kolejnosci inkubowano pule czasteczek sgRNA, zaprojektowanych specjalnie

przez firme¢ IDT dla organizmu Escherichia coli 1 zawierajacych sekwencje tTRNA, przez 3
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minuty w temperaturze 94°C. Nastepnie, po ochtodzeniu proby na lodzie, dodano 10x stgzony
bufor dla nukleazy Cas9 o stg¢zeniu koncowym 1,8x oraz nukleaze Cas9 i inkubowano przez 15
minut w 37°C, w celu utworzenia komplekséw Cas9-sgRNA. Stosunek molowy Cas9 do
sgRNA wynosito 100:1000. Po tym czasie do proby dodano 8 pl oczyszczonego cDNA i

inkubowano przez 2 godziny w 37°C.

Po zakonczonej reakcji przeprowadzono trawienie nukleazy Cas9 przy uzyciu proteinazy K. W
tym celu do prob dodano 1 pl proteinazy K i inkubowano przez 15 minut w 37°C. Aby
zahamowac dalszg aktywno$¢ enzymu, do probowki dodano bufor PMSF o koncowym st¢zeniu
1 mM. Nastepnie, w celu oczyszczenia probki, zastosowano kulki magnetyczne AMPure XP w
stosunku 1,5:1 do objetosci probki. Probe wymieszano i inkubowano przez 15 minut w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie probéwke umieszczono na stojaku magnetycznym, a
po wyklarowaniu roztworu usuni¢to supernatant. Kulki przemyto 200 pl 80% etanolu, a po
usunieciu supernatantu proces ptukania powtérzono dwukrotnie. Po ostatnim ptukaniu, kulki
zostaly wysuszone, a oczyszczone cDNA eluowano przez dodanie 12 pl wody traktowanej

DEPC i zebraniu supernatantu do nowej probowki.

4.6.4.15. Test wzbogacenia PCR sluzacy do okreslenia ostatecznej liczby cykli
PCR, oczyszczanie produktow PCR oraz analiza przy uzyciu systemu

TapeStation

W celu otrzymania biblioteki ¢cDNA wykonano test wzbogacenia PCR, ktory stuzyt do
okreslenia ostatecznej liczby cykli PCR. Amplifikacja uzyskanego materiatu w poprzednich
etapach pozwala na zwigkszenie iloSci DNA oraz na dodanie adapteréw potrzebnych do
zsekwencjonowania. Wazne jest, ze najlepsza jest jak najmniejsza liczba wymaganych cykli
PCR, aby zminimalizowa¢ powstawanie artefaktow oraz nie rdwnomierniej amplifikacji

r6znych fragmentow DNA, co moze spowodowac odstgpstwa od reprezentatywnosci biblioteki.

W celu okreslenia jak najmniejszej liczby cykli PCR, w pierwszej kolejno$ci przygotowano
mieszaning reakcyjng 1 nastepnie podzielono ja na trzy probdéwki zawierajace po 8 pl
mieszaniny reakcyjnej. Amplifikacje cDNA przeprowadzono z zastosowaniem 3, 6 lub 9 cykli

PCR.
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Sktad mieszaniny reakcyjne;j:
Skladnik
cDNA
Starter PS_Enr
Starter P7 BC1_Enr
Mieszanina reakcyjna KAPA HIFI HotStart
Woda traktowana DEPC

Profil reakcji testu wzbogacenia PCR:
Nazwa etapu Temperatura
Wstepna denaturacja 95°C
Denaturacja 95°C
Przylaczanie starterow ~ 55°C
Elongacja 72°C

Koncowa elongacja 72°C

Po reakcji PCR oczyszczano uzyskane produkty z wykorzystaniem kulek magnetycznych
AMPure XP w stosunku 1,2:1 do objetosci probki. Probe wymieszano i inkubowano przez 15
minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie probowke umieszczono na stojaku
magnetycznym, a po wyklarowaniu roztworu usuni¢to supernatant. Kulki przemyto 200 pl 80%
etanolu, a po usunig¢ciu supernatantu proces plukania powtoérzono dwukrotnie. Po ostatnim

ptukaniu, kulki zostaly wysuszone, a oczyszczone cDNA eluowano przez dodanie 11 pl wody

Stezenie koncowe/ilo$¢

Sul

I uM

1 uM

12,5 ul

do 25 ul
Czas Liczba cykli
3 minuty 1
30 sekund 3/6/9
30 sekund 3/6/9
30 sekund 3/6/9
10 minut 1

traktowanej DEPC 1 zebraniu supernatantu do nowej probowki.

Do okreslenia stezenia oraz dtugosci czasteczek cDNA zastosowano zestaw D1000 ScreenTape
o wysokiej czulosci oraz system TapeStation, przeprowadzajac analize¢ zgodnie z wytycznymi

producenta. Ponadto, w celu pomiaru st¢zenia cDNA, wykorzystano spektrofotometr

NanoDrop oraz fluorymetr Qubit.
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4.6.4.16. Amplifikacja biblioteki cDNA metodg PCR
Do sekwencjonowania wybrano liczbe cykli, przy ktérych osiggnieto odpowiednie stezenie
DNA do sekwencjonowania i pozadany profil, zawierajacy dtugosci fragmentoéw co najmnie;j
185 nukleotydéw. W naszym przypadku reakcje PCR powtérzono z wykorzystaniem 6 cykli
amplifikacji.

Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

Skladnik Stezenie koncowe/ilo$¢
cDNA 10 pl

Starter P5_Enr 1 uM

Starter P7 BC1 Enr 1 uM

Mieszanina reakcyjna KAPA HIFI HotStart 25 ul

Woda traktowana DEPC do 50 ul

Profil reakcji testu wzbogacenia PCR:

Nazwa etapu Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna denaturacja 95°C 3 minuty 1
Denaturacja 95°C 30 sekund 6
Przylaczanie starterow ~ 55°C 30 sekund 6
Elongacja 72°C 30 sekund 6
Koncowa elongacja 72°C 10 minut 1

Po amplifikacji PCR uzyskane produkty poddano oczyszczaniu oraz analizie tak samo jak w
poprzednim etapie/w punkcie 4.6.4.15. Uzyskang probe oddano do sekwencjonowania, ktore
przeprowadzono w Centrum Sekwencjonowania Narodowych Instytutow Zdrowia (NIH), a
analiz¢ bioinformatyczng uzyskanych wynikdw wykonat Zesp6t Bioinformatyki i1

Programowania Naukowego w NIH, w Stanach Zjednoczonych.

4.6.5. Immunoprecypitacja RNA polaczona z sekwencjonowaniem (RIP-seq)

Metoda immunoprecypitacji RNA pofaczona z sekwencjonowaniem (RIP-seq) polega na
immunoprecypitacji kompleksow RNA-bialko z uzyciem przeciwciala specyficznego dla
badanego bialka, a nastgpnie izolacji wspotprecypitowanych RNA i oznaczeniu sekwencji. W

konsekwencji, mozna ustali¢, jakie czgsteczki RNA sg wigzane przez badane biatko.
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4.6.5.1. Przygotowanie osadu komoérkowego oraz no$nikow sprzezonych z

przeciwcialem specyficznym dla badanego biatka

W pierwszym etapie przygotowano hodowle bakteryjng badanych szczepow, ktérg prowadzono
w pozywce LB przy wytrzasaniu 200 rpm, w temperaturze 37°C przez noc. Nastepnego dnia
hodowle rozcienczono stukrotnie w $wiezej pozywce LB i1 kontynuowano inkubacje w
temperaturze 37°C przy wytrzasaniu 200 rpm, do osiggni¢cia wartosci ODsoo= 1,0. Kolejno, 20
ml hodowli zwirowano w temperaturze 4°C przy 4500 g przez 15 minut. Odrzucono
supernatant, a osad bakteryjny zawieszono w 1 ml pozywki LB. Zawiesing przeniesiono do
probowki Eppendorfa, zwirowano w temperaturze 4°C przy 4500 g przez 15 minut. Supernatant
odrzucono, a uzyskany osad bakteryjny zamrozono przy pomocy cieklego azotu i

przechowywano w temperaturze —80 °C.

Nastgpnie w probowce typu Falcon odwazono 120 mg sefarozowych kulek optaszczonych
biatkiem A 1 dodano 1 ml buforu Net2 oraz 100 pl przeciwciat anty-ProQ. Przeciwciata z
kulkami inkubowano na mieszadle rolkowym w temperaturze 4°C przez noc. Nastepnego dnia,
w celu pozbycia si¢ niezwigzanych przeciwciat, sefarozowe kulki przemyto trzykrotnie 10 ml

buforu Net i przechowywano w 4°C.

4.6.5.2. Liza komorek oraz izolacja calkowitego RNA

Do kazdej proby z rozmrozonym osadem bakteryjnym odwazono okoto 600 mg kulek
szklanych 1 dodano 400 pl buforu do lizy (20 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM KCI, 1 mM MgCla,
1 mM DTT) oraz 2 pl inhibitora RNAzy (RRI). Probowki poddawano cyklom krotkiego
wytrzasania przez 30 s naprzemiennie z chtodzeniem na lodzie przez 30 sekund, wykonujac
tacznie 10 takich cykli. Kolejno, dodano 800 ul buforu do lizy, wytrzasano przez 30 sekund i

zwirowano w temperaturze 4°C przy 4500 g przez 10 minut.

W celu izolacji catkowitego RNA, pobrano 50 pl lizatu komoérkowego do nowej probowki i
dodano 1 ml Trizolu, doktadnie wymieszano i1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5
minut. Nastgpnie dodano 200 pl chloroformu, wymieszano i1 inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 3 minuty. Proby zwirowano w temperaturze 4°C przy 14 000 rpm przez 15
minut 1 600 pl gérnej fazy przeniesiono do $wiezej probowki Eppendorfa. Dodano 500 pl
alkoholu izopropylowego, wymieszano 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20
minut. Proby zwirowano w temperaturze 4°C przy 14 000 rpm przez 10 minut, odrzucono
supernatant, a osad przemyto 70% etanolem i ponownie zwirowano przez 5 minut w

temperaturze 4°C przy 14 000 rpm. Supernatant odrzucono, a osad rozpuszczono w 15 ul wody
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traktowanej DEPC. Pomiar stezenia calkowitego RNA przeprowadzono za pomoca

spektrofotometru NanoDrop 1000. Proby przechowywano w temperaturze -80°C.

4.6.5.3. Izolacja czgsteczek RNA zwigzanych z bialkiem

W celu izolacji czasteczek RNA zwigzanych z biatkiem pobrano 950 ul lizatu komérkowego i
dodano do uprzednio przygotowanych sefarozowych kulek z biatkiem A i przeciwciatami anty-
ProQ. Nastepnie dodano 950 pl buforu Net oraz 5 ul inhibitora RNAzy (RRI) i inkubowano na
mieszadle rolkowym w temperaturze 4°C przez dwie godziny. Proby zwirowano w
temperaturze 4°C przy 14 000 rpm przez 10 minut, odrzucono supernatant, a osad przemyto
trzykrotnie buforem Net i ponownie zwirowano. Supernatant odrzucono i dodano 2,2 ml buforu
Net, 250 ul 3 molowego octanu sodu oraz 25 ul 10% SDS oraz 3 ml mieszaniny
fenol:chloroform: alkohol izoamylowy. Proby wymieszano i zwirowano w temperaturze 4°C
przy 14 000 rpm przez 10 minut. Kolejno, przeniesiono 2,5 ml fazy gérnej do nowej probowki
typu Falcon, dodano 5 pl Glycoblue, 6,25 ml etanolu i stragcano w -80°C przez noc. Nastgpnego
dnia proby zwirowano w temperaturze 4°C przy 4150 rpm przez godzing, odrzucono
supernatant, a osad przemyto 10 ml etanolem. Wirowanie powtorzono, osad przemyto 1 ml
etanolem i przeniesiono do probowki Eppendorfa i zwirowano w temperaturze 4°C przy 14 000
rpm przez 10 minut. Supernatant odrzucono, osad wysuszono w temperaturze pokojowej przez
15 minut i rozpuszczono w 15 pul wody traktowanej DEPC. Pomiar stezenia catkowitego RNA
przeprowadzono za pomocg spektrofotometru NanoDrop 1000. Préby przechowywano w

temperaturze -80°C.

Proby z izolacji RNA zwigzanych z biatkiem oraz proby catkowitego RNA wykorzystano do
stworzenia bibliotek cDNA, wedtug procedury opisanej w rozdziatach od 4.6.4.9 —4.6.416. Tak
przygotowane biblioteki zostaly oddane do sekwencjonowania, ktore przeprowadzono w
Centrum Sekwencjonowania Narodowych Instytutow Zdrowia (NIH), a analize
bioinformatyczne uzyskanych wynikow wykonal Zespo6l Bioinformatyki i Programowania

Naukowego w NIH, w Stanach Zjednoczonych.

4.6.6. Wyznaczanie struktury drugorz¢dowej RNA metoda hydrolizy

enzymatycznej oraz ci¢cia jonami otowiu (IT)

W celu wyznaczenia struktury drugorzedowej RNA zastosowalam metode hydrolizy
enzymatycznej, ktéra pozwala na identyfikacje rejonow jednoniciowych, dwuniciowych oraz
tworzacych stabilne motywy strukturalne. Wykorzystalam do tego zestaw enzymow

roznicujgcych strukture RNA: RNaze III (tngcg sekwencje dwuniciowe), RNaze TI
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(preferujaca nukleotydy G w regionach jednoniciowych). Ponadto wykorzystatam w badaniach
hydrolize indukowang jonami otowiu (Pb*"), ktére tng regiony jednoniciowe i regiony podatne

na zmiany konformacyjne.

Badang czasteczke RNA, ktora zostata uprzednio wyznakowana radioaktywnym izotopem
fosforu 32P przygotowano w koncowym stezeniu 20 nM. Proby denaturowano w temperaturze
95°C przez minute. Nastepnie proby schtodzono na lodzie przez 5 minut, po czym dodano do

nich bufor strukturalny (Invitrogen) do koncowego st¢zenia 1x.

Reakcj¢ hydrolizy prowadzono w objgtosci 10 ul, dodajac odpowiednie stezenia RNazy III,
jonéw otowiu lub RNazy T1. W przypadku RNazy III, do reakcji dodano rowniez 1 mM DTT
1 po dodaniu enzymu reakcje inkubowano przez 30 minut w 20°C. W przypadku reakcji cigcia
za pomocg jonéow otowiu proby inkubowano przez 10 minut w 20°C, a przy uzyciu RNazy T1
przez 5 minut w 37°C. W reakcjach kontrolnych zamiast enzymu lub jondéw olowiu do prob
dodano wodg¢ traktowana DEPC. Reakcje zatrzymywano poprzez dodanie 20 pl buforu
inaktywujacego 1 stracajacego (Invitrogen) oraz 1 pl Glycoblue. Nastgpnie proby stracano w -
80°C przez godzing i zwirowano w temperaturze 4°C przy 14 000 rpm przez 40 minut.
Supernatant odrzucono, a osad rozpuszczono w 7 pl buforu obcigzajacego II (Invitrogen) i

przechowywano w -20°C.

Reakcj¢ kontrolng dla danej czasteczki RNA przygotowano w wodzie traktowanej DEPC. Z
kolei, reakcje trawienia RNazg T1 w warunkach denaturujacych przygotowano w buforze do
sekwencjonowania, ktory zawierat z 7 molowy mocznik (Invitrogen). Probe kontrolng oraz z
RNazg T1 w warunkach denaturujacych najpierw poddano denaturacji, ochtodzono w
temperaturze 37°C przez 5 minut. Nastgpnie dodano odpowiednio wode lub RNazg T1 i
inkubowano w temperaturze 37°C przez 5 minut. Z kolei, drabinke alkaliczng przygotowano w
buforze z formamidem i MgCl: 1 inkubowano przez 8 minut w 90°C. Po tym czasie do

wszystkich prob dodano bufor obcigzajacy II (Invitrogen) i proby przechowywano w -20°C.

Produkty hydrolizy przed nalozeniem na zel zdenaturowano w 90°C przez 5 minut oraz krotko
wirowano. Proby rozdzielano na 10% zelu poliakrylamidowym z 7 molowym mocznikiem.
Elektroforeze prowadzono w 1x stezonym buforze TBE przy mocy 70 W. Nastgpnie, zel
mrozono w -20°C 1 eksponowano na ekran fosforowy (Fuji) przez noc. Ekran skanowano przy
uzyciu skanera Amersham Typhoon (GE Healthcare), a intensywnos$¢ prazkow analizowano za

pomoca programu MultiGauge (Fuji).

66:1112872161

66



4.6.7. Wyznaczenie miejsc wigzania bialka w czgsteczce RNA za pomoca

hydrolizy enzymatycznej

Metoda wyznaczania miejsc wigzania bialka w czasteczkach RNA za pomoca hydrolizy
enzymatycznej (ang. RNA footprinting) stuzy do analizy wigzania biatek do czasteczek kwasow
nukleinowych. Technika ta polega na inkubacji badanego kwasu nukleinowego z biatkiem, a
nastepnie na trawieniu RNA nukleazami lub odczynnikami chemicznymi. Fragmenty chronione
przez zwiazane biatko nie ulegaja cigciu, co jest widoczne po rozdziale elektroforetycznym
produktéw na zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Poroéwnanie préby
badanej z proba kontrolna, w ktorej nie dodano biatka, pozwala na precyzyjne okreslenie miejsc

wigzania biatka oraz zmian konformacyjnych w strukturze RNA.

Reakcje mapowania miejsc wigzania przeprowadzano w probéwkach niewiazacych, do ktorych
dodano zrenaturowane RNA o koncowym stezeniu 20 nM oraz biatko o odpowiednim stezeniu
w buforze strukturalnym 1x stezonym (Invitrogen). Reakcje inkubowano przez 30 minut w
20°C. Nastepnie do reakcji dodano odpowiednie enzymy lub jony otowiu i dalsze etapy
przeprowadzano w ten sam sposob, jak w przypadku wyznaczania struktury drugorzedowej

RNA.
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5. WYNIKI

5.1. Znaczenie sekwencji nukleotydowych otaczajacych spinki terminatorowe w

rozroznianiu czasteczek RNA przez bialka ProQ i FinO

W komoérkach Escherichia coli 1 Salmonella enterica wystepuja dwa biatka z rodziny FinO:
globalne biatko ProQ, ktéore wigze setki RNA, oraz wyspecjalizowane biatko FinO,
rozpoznajace gtownie dwie czasteczki SRNA: FinP i RepX (Smirnov i wsp. 2016; Holmqvist i
wsp. 2018; Melamed i wsp. 2020; El Mouali i wsp. 2021). Pomimo, ze obydwa biatka
oddzialuyja z RNA =zawierajgcymi wewnetrzne terminatory transkrypcji, mechanizmy

okreslajace ich selektywnos$¢ pozostajg niejasne.

Celem badan opisanych w niniejszej czeséci pracy doktorskiej byto zidentyfikowanie sekwencji
nukleotydowych i cech strukturalnych wybranych RNA determinujacych selektywne wigzanie
przez biatka z rodziny FinO - ProQ i FinO oraz okreslenie, w jakim stopniu regiony
przylegajace do spinek terminatorowych maja znaczenie dla specyficznos$ci tego
rozpoznawania. Wyniki przedstawione w ponizszym rozdziale zostaly opublikowane w

czasopismie RNA w 2025 roku (Mamonska 1 wsp. 2025).

5.1.1. Porownanie wigzania czasteczek RNA malM-3' i FinP przez bialka ProQ i
FinO

W celu zbadania determinantow specyficznosci wigzania RNA dr Maciej Basczok z naszego
laboratorium przeprowadzit analiz¢ sekwencji 1 struktur czasteczek RNA specyficznych dla
biatek ProQ i FinO in silico, obejmujaca spinke terminatorowa, 10 nukleotydow po stronie 5'
od terminatora oraz ogon poliurydynowy po stronie 3'. Analiza wykazata, ze trzy potozone
najnizej pary zasad w spince terminatorowej to w wigkszosci pary G-C lub C-G, co sugeruje,
ze sama sekwencja w tym regionie nie determinuje ich selektywnosci. Natomiast istotne roznice
zaobserwowano w sekwencjach bezposrednio przylegajacych do zamykajacej pary zasad

struktury drugorzedowej terminatora oraz w regionie ogona poliurydynowego (poliU).

W przypadku czasteczek RNA specyficznych dla biatka ProQ, nukleotydy w dwoch pozycjach
najblizej podstawy spinki terminatorowej, zarowno po stronie 5' jak i 3', tworzyty pary A-U, U-
A, G-U lub pary pirymidyna-pirymidyna (C-U, U-U, C-C). Natomiast w przypadku czasteczek
wigzacych si¢ z biatkiem FinO, wykazano ze w tym rejonie posiadaja pary puryna-puryna.
Wyniki te sugeruja, ze sekwencje nukleotydowe bezposrednio przylegajace do struktury spinki
terminatorowej moga determinowac struktur¢ RNA oraz mie¢ znaczenie dla rozrozniania RNA

przez biatka ProQ i FinO (Mamonska 1 wsp. 2025).
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W celu eksperymentalnego potwierdzenia ustalen wynikajacych z analizy komputerowej w
pierwszej kolejnosci wybratam czasteczki specyficzne dla bialek ProQ i FinO. Zgodnie z
wynikami glebokiego sekwencjonowania RIL-seq oraz CLIP-seq czasteczka malM (malM-3")
jest jednag z najwazniejszych czasteczek RNA wigzang przez biatko ProQ (Holmqvist 1 wsp.
2018; Melamed 1 wsp. 2020). Natomiast gtowna czasteczkg wigzang przez biatko FinO u
Escherichia coli oraz Salmonella enterica jest FinP sSRNA (Rys. 10A) (van Biesen i Frost 1994;
El Mouali i wsp. 2021).

W pierwszej kolejnosci poréwnatam wigzanie powyzszych czasteczek RNA do trzech biatek:
biatka ProQ, jego izolowanej N-koncowej domeny FinO obejmujacej aminokwasy w pozycjach
1 do 130 (ProQN™) oraz biatka FinO (Rys. 10B-E). Wcze$niejsze badania in vitro wykazaly,
ze pelnowymiarowe biatko ProQ wiaze si¢ z podobnie duzym powinowactwem zaréwno do
RNA zawierajacych terminatory transkrypcji, jak 1 do RNA pozbawionych tych struktur.
Sugeruje to, ze przynajmniej w czes$ci wigzanie RNA przez pelnowymiarowe biatko ProQ nie
jest uzaleznione od obecnosci spinek terminatorowych. Natomiast wyizolowana domena FinO
biatka ProQ rozpoznaje wylacznie RNA, posiadajace na koncu 3' struktur¢ terminatora

transkrypcji (Chaulk 1 wsp. 2011; Pandey 1 wsp. 2020; Stein 1 wsp. 2020).

Wyniki analizy powinowactwa biatek ProQ, ProQNTP

oraz FinO do czasteczek RNA, ktore sa
przez nie wigzane, wykazaty wyrazng specyficzno$¢ tych oddziatywan. Pelnej dlugosci ProQ
wigzalo malM-3' z warto$cig stalej réwnowagi dysocjacji (Kq) wynoszaca 27 + 12 nM,
natomiast czgsteczka FinP sRNA wykazywala trzykrotnie stabsze oddziatywanie. Wartos$ci te

ujete sa w Tabeli 1.

Podobng tendencje zaobserwowatam w przypadku biatka ProQNTP, ktére wiazato czasteczke
malM-3' z wartoscig Kq wynoszacg 5,8 £ 0,7 nM, a FinP z warto$cig okoto trzykrotnie wyzszg.
Co wigcej, maksymalna frakcja zwigzana kompleksu FinP-ProQN™ nie przekraczata 50%,
natomiast w przypadku kompleksu malM-ProQN™ osiggata 80%, co potwierdza silniejsze i

bardziej stabilne wigzanie czgsteczki malM-3' przez biatko ProQN™P

Z kolei, w przypadku biatka FinO zaobserwowatam odwrotny efekt. Czasteczka FinP, ktora jest
specyficzna dla biatka FinO, wigzata si¢ do niego z warto$cig statej rownowagi dysocjacji Kq
wynoszacg 110 = 16 nM, a maksymalna frakcja zwigzana wynosita powyzej 70%. Natomiast
oddziatywanie FinP z czasteczkg malM-3' bylo bardzo stabe i maksymalna frakcja zwigzana

przy najwyzszym st¢zeniu biatka osiggata tylko okoto 15% (Tabela 1).
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5.1.2. Sekwencje znajdujgce si¢ u podstawy spinki terminatorowej sa
odpowiedzialne za rozpoznawanie czasteczek RNA malM-3' i FinP przez

biatka ProQ i FinO

Nastegpnie poréwnatam sekwencje nukleotydowe oraz struktury drugorzedowe czasteczek
malM-3" oraz FinP i1 zaprojektowalam mutanty, w ktérych wymienitam pomie¢dzy nimi
fragmenty obejmujace region u podstawy terminatora transkrypcji, trzy nukleotydy po stronie
5' oraz region ogona poliU po stronie 3' od struktury spinki terminatorowej (Rys. 10A). W
rezultacie powstala czasteczka malM-FinP, zawierajaca trzy nukleotydy po stronie 5' od
terminatora transkrypcji oraz caty ogon poliU identycznie jak w czasteczce FinP, a takze FinP-

malM, w ktorej te regiony pochodzily z czasteczki malM-3'.

Wyniki wigzania mutanta ma/M-FinP do biatka ProQ wykazaly, ze oddzialuje z podobnym
powinowactwem jak z czasteczka FinP, a wigze si¢ okoto trzykrotnie stabiej niz czasteczka
malM-3' o naturalnej sekwencji. W przypadku domeny FinO biatka ProQ (ProQN'P) malM-
FinP wigzalo si¢ jeszcze stabiej, a maksymalna frakcja zwigzana przy najwyzszym stezeniu
biatka wynosita maksymalnie 25%. Z kolei, odwrotng tendencj¢ zaobserwowalam dla biatka

FinO, z ktorym malM-FinP oddzialywalo podobnie jak z czasteczka FinP (Rys. 10B-E, Tabela
1).

W przypadku mutanta FinP-malM, ktory posiada region u podstawy spinki terminatorowe;j
pochodzacy z czasteczki malM-3', oddziatywanie z pelnym biatkiem ProQ oraz ProQ™' byto
podobne jak u malM-3'. Natomiast jego wigzanie do biatka FinO bylo dwukrotnie stabsze w
poréwnaniu z czasteczka FinP o naturalnej sekwencji, jednak wyraznie silniejsze niz malM-3'.
Silniejsze wigzanie FinP-malM z FinO w pordéwnaniu z malM-3' moze sugerowac, ze
rozpoznawanie czasteczek RNA przez FinO zalezy zarowno od sekwencji nukleotydowej jak

réwniez od kontekstu strukturalnego czasteczki RNA.
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niezwigzane RNA, RB — kompleks RNA-biatko. (E) Dane zalezno$ci frakcji zwigzanej RNA
od stgzenia biatka, do ktérych dopasowatam réwnanie kwadratowe w programie GraphPad.
Dane pochodza z eksperymentu reprezentatywnego sposrdd co najmniej trzech niezaleznych
powtdrzen. (Mamonska 1 wsp. 2025, zmodyfikowano)
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5.1.3. Preferencyjne rozpoznawanie RNA cspE81-3' przez bialko ProQ jest

zalezne od sekwencji znajdujacych si¢ u podstawy spinki terminatorowej

W celu potwierdzenia powyzszych obserwacji, dodatkowo wybratam czasteczke cspE81-3',
nalezaca réwniez do najlepiej scharakteryzowanych RNA oddziatujacych z biatkiem ProQ
(Holmqgvist i wsp. 2018; Melamed i1 wsp. 2020). Szczeg6lnie istotne jest to, ze w
przeciwienstwie do malM-3', czasteczka ta posiada par¢ A-U u podstawy spinki terminatorowe;.
Zgodnie z weze$niejszg analizg in silico, taka para w tym regionie jest najczesciej obserwowana

wsréd RNA rozpoznawanych przez biatko ProQ.

W zamiarze zbadania, czy wigzanie cspE81-3', zalezy rowniez od sekwencji nukleotydowej
otaczajacej spinke terminatorowsa, zaprojektowatam mutanta tej czasteczki, w ktorym regiony
przylegajace do terminatora transkrypcji zostalty wymienione z odpowiednimi fragmentami
FinP, analogicznie jak wykonano to w przypadku malM-3' (Rys. 11A). W rezultacie powstat
mutant cspE81-FinP, w ktérym trzy nukleotydy po stronie 5' od spinki terminatorowej oraz
ogon poliU byty identyczne jak w czasteczce FinP. Ze wzgledu na fakt, ze jedynie dwie pary
zasad u podstawy spinki terminatorowej po stronie 5' roznity si¢ pomig¢dzy cspE81-3" a FinP,
zaprojektowatam dodatkowego mutanta cspE81-FinP-stem, w ktorym rowniez dwie ostatnie
pary w strukturze terminatora byly identyczne jak w FinP. Celem tej modyfikacji byto
sprawdzenie, czy zardwno sekwencja otaczajaca, jak i sekwencja dolnej czes$ci spinki

terminatorowej maja znaczenie w wigzaniu RNA przez biatka ProQ 1 FinO.

Wyniki eksperymentéw wigzania wykazaly, ze czasteczka cspE81-3' wiazata si¢ bardzo silnie
z bialkiem ProQN'P z wartoécig statej rownowagi dysocjacji 2,4 + 0,27 nM oraz maksymalna
frakcja zwigzania wynoszaca 85% przy najwyzszym stezeniu biatka. Natomiast oddziatywanie
tej czasteczki z biatkiem FinO bylo znikome, a maksymalna frakcja zwigzana wynosita 10%

(Rys. 11B-D, Tabela 1).

Natomiast mutant cspE81-FinP, ktory posiadat sekwencje nukleotydowa u podstawy spinki takg
samg jak w czasteczce FinP, wigzal sie do biatka ProQ™™P okolo dwukrotnie slabiej niz
czasteczka cspE81-3', osiagajac Kq 4,9 + 0,32 nM przy jednoczesnym obnizeniu maksymalnej
frakcji zwigzania do 61%. Jednoczesnie wigzanie tego mutanta z biatkiem FinO byto podobne

jak w przypadku FinP sRNA i osiggato warto$¢ statej rownowagi dysocjacji 88 £ 39 nM.

Z kolei czasteczka cspE81-FinP-stem, zawierajaca zardwno sekwencje u podstawy, jak i dwie
najnizsze pary zasad spinki terminatorowej identyczne jak FinP sSRNA, wigzala si¢ z biatkiem

FinO podobnie jak czasteczka cspE81-FinP, osiggajac wartos¢ Kq 56 = 16 oraz maksymalng
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frakcje¢ zwigzania 72%. Natomiast dodatkowe zmiany w obrebie terminatora transkrypcji
spowodowaty dalsze ostabienie oddziatywania z ProQN'P, w poréwnaniu z mutantem cspE81-
FinP. Wartos$¢ statej rownowagi dysocjacji tego wigzania oszacowatam jako wigksza niz 200

nM, podczas gdy maksymalna frakcja zwigzania osiggata 37%.

Wyniki te §wiadcza o tym, ze w konteksScie czasteczki cspE81-3' zardwno sekwencja otaczajaca
spinke terminatorowg jak 1 dwie pary zasad spinki u jej podstawy maja znaczenie w

QNTD

rozpoznawaniu RNA przez Pro , podczas gdy sama sekwencja otaczajgca terminator

wystarcza do zapewnienia rozpoznawania przez FinO.
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Rysunek 11. Poréwnanie wigzania czgsteczek RNA c¢spE81-3', cspE81-FinP oraz
cspE81-FinP-stem do domeny FinO bialka ProQ (ProQN™) oraz bialka FinO. (A)
Struktury drugorzedowe badanych RNA, ktore zostaty uzyskane przy uzyciu oprogramowania
RNAstructure. Kolorem zielonym zaznaczona jest sekwencja nukleotydowa pochodzaca z
cspE81-3', a czerwonym z FinP sSRNA. Wigzanie z ProQ (B), ProQ™™® (C) oraz FinO (D)
monitorowano technika EMSA. R — niezwigzane RNA, RB — kompleks RNA-biatko. (E) Dane
zaleznos$ci frakcji zwigzane] RNA od stezenia biatka, do ktérych dopasowatam rownanie
kwadratowe w programie GraphPad. Dane pochodza z eksperymentu reprezentatywnego
sposrod co najmniej trzech niezaleznych powtdrzen (Mamonska 1 wsp. 2025, zmodyfikowano).
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Dodatkowo, w celu potwierdzenia uzyskanych wynikow zmierzylam rowniez wigzanie
cspE81-3' oraz cspE81-FinP-stem do biatka ProQ o pelnej dlugosci. Wyniki wykazaly, ze
mutant cspE81-FinP-stem oddzialywat z ProQ ponad trzykrotnie stabiej niz cspE81-3'
(Rys. 12).
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Rysunek 12. Porownanie wigzania czasteczek RNA cspE81-3' oraz cspE81-FinP-stem do
pelnej dlugosci bialka ProQ. (A) Wigzanie z biatkiem ProQQ monitorowano za pomoca
techniki EMSA. (B) Dane zaleznosci frakcji zwigzanej] RNA od st¢zenia biatka, do ktorych
dopasowatam réwnanie kwadratowe w programie GraphPad. Dane pochodzg z eksperymentu
reprezentatywnego sposrdd co najmniej trzech niezaleznych powtdrzen (Mamonska i wsp.
2025, zmodyfikowano).
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5.1.4. Preferencyjne rozpoznawanie RNA RepX przez bialko FinO jest zalezne od

sekwencji znajdujacych si¢ u podstawy spinki terminatorowej

Zgodnie z najnowszymi badaniami, czasteczka wigzang przez biatko FinO jest nie tylko FinP
sRNA, ale i réwniez RepX sRNA (El Mouali i wsp. 2021). W zwigzku z tym, chciatam
sprawdzi¢, czy rowniez w przypadku RepX elementy sekwencji nukleotydowej otaczajace
spinke terminatorowa sg kluczowe dla w rozpoznawania RNA przez biatko FinO. W tym celu
zaprojektowatam dwa mutanty: RepX-malM, w ktorym trzy nukleotydy po stronie 5' od spinki
terminatorowej oraz ogon poliU byly identyczne jak w czasteczce malM-3', oraz malM-RepX,

w ktorym te regiony pochodzily z czasteczki RepX sRNA.

Wyniki wykazaty, ze czasteczka RepX sRNA oddzialywata bardzo silnie z biatkiem FinO,
osiggajac wartos¢ Kq 61 + 23 nM oraz maksymalng frakcj¢ zwigzang na poziomie 86%
(Rys. 13). Jednoczesnie, czasteczka ta praktycznie nie wigzata sic z biatkiem ProQN™P,
poniewaz jej maksymalna frakcja zwigzana nie przekraczata 6% przy najwyzszym stezeniu

bialka.

Mutant RepX-malM wigzal si¢ z biatkiem FinO z dwukrotnie stabsza wartoscig statej

rownowagi dysocjacji w porownaniu do RepX sRNA, a z biatkiem ProQN™P

z wartoscig Kq
osiggajaca 3,2 = 1,6 nM oraz maksymalng frakcja zwigzang ponad 60%. Wyniki te potwierdzaja
istotno$¢ zmian w obrgbie podstawy terminatora transkrypcji dla rozpoznawania tej czasteczki

przez oba bialka.

Z kolei, w przypadku mutanta ma/M-RepX obserwowalam odwrotng tendencj¢. Wigzanie z
biatkiem ProQN'P byto znikome, poniewaz frakcja zwigzania przy najwyzszym stezeniu tego
biatka wynosita maksymalnie 8%. Natomiast, czasteczka ta oddziatywata z biatkiem FinO z
warto$cig Kq¢ rowng 150 £ 67 nM oraz maksymalng frakcja zwigzania na poziomie 77%,

podczas gdy dla czasteczki malM-3' frakcja ta nie przekraczata 15%.
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Rysunek 13. Porownanie wiazania czasteczek RNA RepX, RepX-malM oraz malM-RepX
do domeny FinO bialka ProQ (ProQN'P) oraz bialka FinO. (A) Struktury drugorzedowe
badanych RNA, ktore zostaty uzyskane przy uzyciu oprogramowania RNAstructure. Kolorem
rézowym zaznaczona jest sekwencja nukleotydowa pochodzaca z RepX sRNA, a czarnym z
malM-3'. Wigzanie z ProQN™P (B), FinO (C) monitorowano technika EMSA. R — niezwigzane
RNA, RB — kompleks RNA-biatko. (E) Dane zaleznosci frakcji zwigzanej RNA od stezenia
biatka, do ktorych dopasowatam réwnanie kwadratowe w programie GraphPad. Dane pochodza
z eksperymentu reprezentatywnego sposrdd co najmniej trzech niezaleznych powtorzen
(Mamonska 1 wsp. 2025, zmodyfikowano).
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Dodatkowo, sprawdzitam wigzanie czasteczek RepX oraz malM-RepX do biatka ProQ o pelne;j
dlugosci, aby potwierdzi¢ uzyskane wyniki (Rys. 14). Zaobserwowalam, ze mutant malM-
RepX wykazywatl slabsze powinowactwo do ProQ, w pordéwnaniu z czasteczkag malM-3',
osiggajac wartos¢ Kq rowng 61 + 29 nM oraz maksymalng frakcj¢ zwigzang wynoszaca 67%,
podczas gdy dla czasteczki malM-3' wartosci te wynosily odpowiednio 27 + 12 nM 1 91%.
Natomiast czgsteczka RepX slabo wigzata si¢ z ProQ, z maksymalng frakcja zwigzang na

poziomie 29%.

A ProQ ProQ ProQ
1000 nM 1000 nM
o oo, t0M o, 1000nw
o et et i i e | RB ; S S e RB 1 RB
T R | SRR - I et —————
1 nM 2P-malM-3' 1 nM *2P-malM-RepX 1 nM *2P-RepX
B
1.0
c 0.8
c
©
N
50.64
E -~ malM-3’ K, =27 +£12(91%)
8 0.4 malM-RepX K, =61+29 (67%)
<
© 0.2 A RepX K, > 1000 (29%)
u -
0.0 ) T 1
0.1 1 10 100 1000

Stezenie biatka ProQ [nM]

Rysunek 14. Porownanie wigzania czasteczek RNA malM-3', malM-RepX oraz RepX do
pelnej dlugosci bialka ProQ. (A) Wiazanie z biatkiem ProQ monitorowano za pomoca
techniki EMSA. (B) Dane zaleznosci frakcji zwigzanej RNA od stezenia biatka, do ktérych
dopasowalam réwnanie kwadratowe w programie GraphPad. Dane pochodza z eksperymentu
reprezentatywnego sposrdd co najmniej trzech niezaleznych powtorzen (Mamonska 1 wsp.
2025, zmodyfikowano).
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Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze sekwencja nukleotydowa i struktura regionu u
podstawy terminatora transkrypcji sg kluczowe w prawidlowym rozpoznawaniu RNA przez
biatka z rodziny FinO. Dane z eksperymentéw wigzania zaprojektowanych mutantéw
wykazaty, ze r6znice w sekwencji otaczajacej spinke terminatorowa majg istotne znaczenie dla

wigzania przez biatko ProQ i FinO.

Ka [nM] (% Sredniej maksymalnej frakcji zwiazanej)

ProQ ProQNTP FinO
malM-3' 27+ 12 (91%) 5,8+ 0,7 (80%) >200 (15%)
FinP 79 + 18 (85%) 19 + 6 (44%) 110 = 16 (76%)
malM-FinP 78 +22 (91%) >200 (23%) 86 + 17 (82%)
FinP-malM 25+ 6,7 (79%) 53+ 1,5 (62%) 280 = 110 (57%)
cspES1-3' 37+7,1 (91%) 2,4+ 0,27 (85%) >200 (10%)
cspES1-FinP ; 4,9+ 0,32 (61%) 88 + 39 (74%)
cspE81-FinP-stem 130 = 34 (85%) >200 (37%) 56 = 16 (72%)
RepX >1000 (29%) >200 (6%) 61 +23 (86%)
RepX-malM - 3.2+ 1,6 (62%) 150 £ 67 (77%)
malM-RepX 61 =29 (67%) >200 (8%) 180 + 93 (55%)

Tabela 1. Wiazanie czasteczek RNA specyficznych dla bialek ProQ i FinO oraz ich
mutantow z transplantowana sekwencjg regionu przy podstawie spinki terminatorowej z
pelnej diugosci bialkiem ProQ, domeng FinO bialka ProQ (ProQN'P) oraz bialkiem FinO.
Wartosci statej rownowagi dysocjacji Kgq obliczono w programie GraphPad poprzez
dopasowanie danych wykresu zalezno$ci frakcji zwigzanego RNA od st¢zenia bialka do
rownania kwadratowego. Podane wartoSci Kq stanowig S$rednig z co najmniej trzech
niezaleznych powtorzen eksperymentéw (Mamonska 1 wsp. 2025, zmodyfikowano).
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5.1.5. Analiza elementow sekwencji RNA odpowiedzialnych za ich rozpoznawanie

przez bialka ProQ i FinO na przykladzie mutantow malM-3' i FinP

W celu okreslenia, ktore elementy sekwencji czasteczek RNA wigza si¢ specyficznie do biatka
ProQ i FinO, zaprojektowalam mutanty malM-3' oraz FinP, pomigdzy ktorymi zamienitam

jedynie nukleotydy znajdujace si¢ najblizej spinki terminatorowe;.

W przypadku czasteczki malM-3' zaprojektowatam trzy mutanty (Rys. 15A). Mutant malM-A-
GUs, posiadal jeden nukleotyd zaréwno po stronie 5' i 3' od spinki terminatorowej zastgpiony
odpowiednio adenozyng i guanozyng, zgodnie z sekwencjg czasteczki FinP. Drugi mutant,
malM-A-GAUs, dodatkowo posiadat adenozyne w drugiej pozycji po stronie 3' od terminatora
transkrypcji. Trzeci mutant malM-A-GAU7, posiadal ogon poliU sktadajacy si¢ z siedmiu

urydyn, tak jak w czasteczce malM-3' o naturalnej sekwencji.

Wyniki wigzania wykazaty, ze wprowadzenie zmian w najblizszych pozycjach u podstawy
terminatora transkrypcji u malM-A-GUg nie zmienito znaczaco wigzania z biatkiem ProQN™P
w porownaniu z malM-3', poniewaz wartos¢ Kq wyniosta 1,9 £ 0,59 nM, chociaz maksymalna
frakcja zwigzana spadta z 80% do 56%. Natomiast w przypadku wigzania z biatkiem FinO,
zmiana ta istotnie poprawita powinowactwo tej czasteczki osiggajac K¢ rowna 150 £ 40, co jest

porownywalne do wartosci uzyskanej dla FinP (Rys. 15B-D, Tabela 2).

Mutant malM-A-GAUs, ktory posiadatl adenozyn¢ w drugiej pozycji po stronie 3' od
terminatora transkrypcji, nie wykazywat poprawy wigzania z biatkiem FinO, w poréwnaniu do
malM-A-GUs. Natomiast jego wigzanie do ProQNTP byto istotnie ostabione gdyz maksymalna
frakcja zwigzana wynosita 21%. Efekt ten nie zalezal od skrocenia ogona poliU, poniewaz
wigzanie trzeciego mutanta mal/M-A-GAU5, ktory posiadat takg sama liczbg urydyn w ogonie
poliU jak malM-3', nie spowodowato poprawy wigzania z biatkiem ProQ™'P, gdyz maksymalna
frakcja zwigzana wynosila 8%. Wigzanie tego mutanta z bialkiem FinO bylo stabsze w
poréwnaniu do pozostatych mutantéw, poniewaz warto§¢ K¢ wyniosta 197 + 86 z maksymalng

frakcja zwigzang rowna 56%.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze obecno$¢ pojedyncze; pary A-G u podstawy spinki
terminatorowej wystarcza do zwigkszenia oddziatywania RNA z biatkiem FinO, natomiast
dodatkowe zmiany po stronie 3' od terminatora transkrypcji lub modyfikacje dtugosci ogona

poliU skutkujg istotnym ostabieniem wigzania z biatkiem ProQNP.
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Rysunek 15. Porownanie wiazania czasteczek RNA malM-3', malM-A-GUs, malM-A-
GAUs oraz malM-A-GAU7 do domeny FinO bialka ProQ (ProQN') oraz bialka FinO.
(A) Struktury drugorzedowe badanych RNA, ktore zostaly uzyskane przy uzyciu
oprogramowania RNAstructure. Kolorem czarnym zaznaczony jest region pochodzacy z
malM-3', a czerwonym z FinP sRNA. Wigzanie z ProQN™® (B) oraz FinO (C) monitorowano
technika EMSA. R — niezwigzane RNA, RB — kompleks RNA-bialko. (E) Dane zaleznosci
frakcji zwigzanej RNA od ste¢zenia biatka, do ktorych dopasowatam rownanie kwadratowe w
programie GraphPad. Dane pochodza z eksperymentu reprezentatywnego sposrod co najmniej
trzech niezaleznych powtorzen. Dane dla czasteczki malM-3' s takie same jak na Rysunku 1
(Mamonska 1 wsp. 2025, zmodyfikowano).
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W przypadku czasteczki FinP réwniez zaprojektowatam trzy mutanty w celu okreslenia, czy
elementy sekwencji w dwoch pozycjach potozonych najblizej terminatora transkrypcji
warunkujg jego rozpoznawanie przez ProQ i FinO (Rys. 16A). Pierwszy mutant, FinP-U-UAUL,
posiadat jeden nukleotyd zar6wno po stronie 5' i 3' od spinki terminatorowej zastgpiony na
urydyne, zgodnie z sekwencja czasteczki malM-3'. Drugi mutant, FinP-U-Us, dodatkowo
posiadat urydyne w drugiej pozycji po stronie 3' od terminatora transkrypcji. Trzeci mutant,
FinP-U-Uy, posiadat skrocony ogon poliU ztozony z czterech urydyn, tak jak w czasteczce FinP

o naturalnej sekwencji.

Otrzymane wyniki wykazaly, ze zamiana pierwszych nukleotydéw zlokalizowanych
bezposrednio przy spince terminatorowej na urydyny w FinP-U-UAUs wystarczyta do
istotnego poprawienia wigzania tej czasteczki z bialkiem ProQNTP. Wartoéé Ka tego
oddziatywania wyniosta 6,2 + 3,1, a maksymalna frakcja zwigzana osiagneta 78% (Rys. 16B-
D, Tabela 2). Natomiast zmiany te mialy tylko dwukrotnie mniejsze znaczenie dla wigzania z
biatkiem FinO, w poréwnaniu do czasteczki FinP o naturalnej sekwencji. Z kolei, w przypadku
mutanta FinP-U-Us oddzialywania zaréwno z biatkiem ProQN'P jak i FinO nie roznity si¢ od
efektu jaki zaobserwowatam przy pierwszym mutancie. Swiadczy to o tym, ze dodatkowa
urydyna po stronie 3' spinki terminatorowej nie ma istotnego znaczenia dla powinowactwa tego
RNA do zadnego z badanych biatek. Natomiast mutant FinP-U-U4, ktory posiadat takg samag

liczb¢ urydyn w ogonie poliU jak FinP o naturalnej sekwencji, wykazat stabsze wigzanie z

biatkiem FinO, w poréwnaniu z pozostalymi mutantami.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w czasteczce FinP kluczowg role w rozpoznawaniu przez biatko
ProQ™™ odgrywaja nukleotydy znajdujace sie bezposrednio przy podstawie spinki
terminatorowej. Wprowadzenie w tym regionie urydyn wystarcza do znacznego zwigkszenia
powinowactwa tego RNA do domeny FinO biatka ProQ, jednoczesnie powodujac
umiarkowany spadek wigzania z biatkiem FinO. Dodatkowo, wyniki sugeruja, ze biatko FinO

jest bardziej wrazliwe na dlugo$¢ ogona poliU w czasteczce FinP.
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Rysunek 16. Porownanie wiazania czasteczek RNA FinP, FinP-U-UAUj4, FinP-U-Us oraz
FinP-U-Us do domeny FinO bialka ProQ (ProQN'™) oraz bialka FinO. (A) Struktury
drugorzgdowe badanych RNA, ktore zostaly uzyskane przy uzyciu oprogramowania
RNAstructure. Kolorem czerwonym zaznaczona jest sekwencja nukleotydowa pochodzaca z
FinP sRNA, a czarnym z malM-3'. Wigzanie z ProQ"'? (B), FinO (C) monitorowano technikg
EMSA. R — niezwigzane RNA, RB — kompleks RNA-bialko. (E) Dane zaleznosci frakcji
zwigzane] RNA od stgzenia biatka, do ktorych dopasowatam rownanie kwadratowe w
programie GraphPad. Dane pochodza z eksperymentu reprezentatywnego sposrod co najmniej
trzech niezaleznych powtorzen. Dane dla czasteczki FinP sRNA sa takie same jak
przedstawione na Rysunku 1 (Mamonska i wsp. 2025, zmodyfikowano).
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Dodatkowo, w celu potwierdzenia, ze obserwowane zmiany w wigzaniu wynikaja z
wlasciwo$ci domeny FinO, a nie z powodu skrocenia biatka, sprawdzitam rowniez wigzanie
dwoch mutantow, malM-A-GAUs oraz FinP-U-Us z pelnej dlugosci biatkiem ProQ (Rys. 17,
Tabela 2). Wyniki wykazaty, ze mutant malM-A-GAUs wigzal si¢ ponad pi¢c razy stabiej niz
czasteczka malM-3'. Z kolei w przypadku FinP-U-Us warto$¢ stalej rownowagi dysocjacji byta

na poziomie 37 £ 5,4, ktora jest zblizona do warto$ci Kq dla czasteczki malM-3'.
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Rysunek 17. Poréwnanie wigzania czasteczek RNA malM-3', malM-A-GAUs, FinP oraz
FinP-U-Us do pelnej dlugosci bialtka ProQ. (A) Wiazanie czasteczek malM-3' oraz malM-A-
GAU:s z biatkiem ProQQ monitorowano za pomocg techniki EMSA. (B) Dane zaleznosci frakcji
zwigzane] malM-3' oraz malM-A-GAUs od st¢zenia biatka dopasowane do réwnania
kwadratowego w programie GraphPad. (C) Wigzanie czasteczek FinP oraz FinP-U-Us z
biatkiem ProQ monitorowano za pomocg techniki EMSA. (D) Dane zaleznosci frakcji
zwigzane] FinP oraz FinP-U-Us od stezenia biatka, do ktorych dopasowatam rdwnanie
kwadratowe w programie GraphPad. Dane pochodza z eksperymentu reprezentatywnego
spos$rdd co najmniej trzech niezaleznych powtorzen. Dane dla czasteczek malM-3' oraz FinP
sRNA sg takie same jak na Rysunku 1 (Mamonska i wsp. 2025, zmodyfikowano).
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Podsumowujac, wyniki dla czagsteczek malM-3' oraz FinP sRNA 1 ich mutantow $§wiadczg o
tym, ze rozpoznawanie czasteczek RNA przez biatko ProQ i FinO zalezy od obecnos$ci
nukleotydéw zlokalizowanych bezposrednio przy podstawie spinki terminatorowej. Uzyskane
dane wskazuja, ze obecno$¢ pary A-G determinuje wigzanie z FinO, natomiast para U-U
zwieksza powinowactwo do ProQ. W konsekwencji, oznacza to, ze nawet niewielka zmiana w
sekwencji nukleotydowej u podstawy terminatora transkrypcji moze by¢ decydujaca dla

prawidtowego rozrdzniania czasteczek RNA przez biatka ProQ i FinO.

Ka [nM] (% Sredniej maksymalnej frakcji zwiazanej)

ProQ ProQNTP FinO

5,8 +0,7 (80%)

malM-3' 27412 (91%) >200 (15%)

FinP 79 + 18 (85%) 19 + 6 (44%) 110 + 16 (76%)
malM-A-GUs - 1,9 + 0,59(56%) 150 + 40 (59%)
malM-A-GAUs 160 + 30 (64%) >200 (21%) 130 + 18 (73%)
malM-A-GAU, - >200 (8%) 194 + 86 (56%)
FinP-U-UAU; - 6,2 +3,1 (78%) 200 + 73 (60%)
FinP-U-Us 37+ 5,4 (75%) 9,4 +4,5 (82%) 170 + 45 (68%)
FinP-U-U, - 7,6 +3,0 (71%) >200 (30%)

Tabela 2. Wigzanie czasteczek malM-3' oraz FinP oraz ich mutantéw zawierajacych
punktowe mutacje u podstawy spinki terminatorowej z bialkiem ProQ o pelnej dlugosci,
domeng FinO bialka ProQ (ProQN™P) oraz bialkiem FinO. Warto$ci statej rownowagi
dysocjacji Kq obliczono w programie GraphPad poprzez dopasowanie danych wykresu
zaleznosci frakcji zwigzanego RNA do stezenia biatka do rownania kwadratowego. Podane
wartosci Kq stanowia $rednig z co najmniej trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentéw
(Mamonska 1 wsp. 2025, zmodyfikowano).

5.1.6. Analiza kompetycji pomi¢dzy bialkiem ProQ i FinO o wiazanie czasteczek
RNA

W celu doktadniejszego zbadania, w jaki sposob sekwencja nukleotydowa przy podstawie
spinki terminatorowej determinuje rozroznianie RNA przez biatko ProQ i1 FinO, wykonatam

testy kompetycji z wykorzystaniem badanych czasteczek i ich mutantéw. Metoda ta jest opisana
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w podrozdziale 4.6.3 1 polega na porownaniu wigzania badanej czasteczki RNA do ProQ i FinO
znajdujacych si¢ w tym samym stezeniu w probodwce. Rozdziat kompleksow zaréwno z ProQ,

jak 1 FinO byt mozliwy ze wzgledu na ich r6zng mobilno$¢ elektroforetyczng.

W pierwszej kolejnosci zbadatam czasteczki specyficzne dla biatka ProQ, czyli malM-3' i
cspE81-3" oraz ich mutanty. W przypadku czasteczki malM-3' dane wykazaly, ze w reakcji,
gdzie byly obecne oba biatka, wigkszos¢ RNA byta zwigzana z ProQ (Rys. 18A). Co wigce;,
frakcja zwigzana z biatkiem FinO w reakcji konkurencyjnej byta mniejsza niz w kontroli z
samym biatkiem FinO. Wynik ten $wiadczy o tym, ze biatko ProQ wyparto FinO z kompleksu
malM-3'-FinO. W przypadku czasteczki cspE81-3' obserwowana tendencja byta doktadnie taka
sama (Rys. 18D).

Nastepnie porownatam, jak wprowadzenie elementéw sekwencji nukleotydowej z czasteczki
FinP do malM-3' wptynie na kompetycje pomiedzy tymi biatkami. W przypadku mutanta
malM-FinP, ktory posiadat trzy nukleotydy po stronie 5' oraz caly region 3' od spinki
terminatorowej pochodzace z FinP, w reakcjach kontrolnych zblizone frakcje RNA byly
zwigzane zaréwno z ProQ, jak i z FinO (Rys. 18B). Natomiast w reakcji konkurencyjne;j
czasteczka ta byla zwigzana w okolo 70% z bialkiem FinO, a z biatkiem ProQ w 24%, co
Swiadczy o wyparciu biatka ProQ z kompleksu z tym RNA. Dodatkowo do testu wybratam
mutanta malM-A-GAUs, ktory posiadat adenozyng po stronie 5', a guanozyne oraz adenozyng
po stronie 3' od spinki terminatorowej, zgodnie z sekwencja czasteczki FinP. Wynik dla tego
mutanta byt bardzo podobny jak w przypadku ma/M-FinP, poniewaz w reakcjach kontrolnych
frakcje zwigzane z kazdym z bialek byly na poziomie od 50 do 60% (Rys. 18C). Natomiast w
reakcji konkurencyjnej malM-A-GAUs wigkszo§¢ RNA byla zwigzana z biatkiem FinO.

Dodatkowo, zbadatam rowniez mutanta czasteczki cspE81-3', cspE81-FinP-stem, ktory
posiadat trzy nukleotydy po stronie 5' od spinki terminatorowej, ogon poliU oraz dwie ostatnie
pary w strukturze terminatora, ktore byly identyczne jak w FinP. Czasteczka ta zostata wybrana
do analizy, poniewaz wczes$niejsze wyniki wykazywaly najsilniejszy efekt w kontekscie
badanych oddziatywan w przypadku mutantow cspE81-3'. Wyniki testu kompetycji tego RNA
wykazaly, ze wigkszo$¢ czasteczek w reakcji z obydwoma biatkami byta zwigzana z FinO,
pomimo tego, ze w reakcjach kontrolnych frakcje zwigzane z kazdym z bialek byty podobne

(Rys. 18E).
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Rysunek 18. Kompetycja bialek ProQ i FinO o wiazanie z czasteczkami malM-3',
malM-FinP, malM-A-GAUs, cspE81-3' oraz cspE81-FinP-stem. Analiza r6znicowej migracji
kompleksow w zelu poliakrylamidowym oraz odpowiadajace jej wykresy stupkowe
przestawiajace procent frakcji RNA zwigzanej z ProQ lub FinO z (A) malM-3', (B) malM-FinP,
(C) malM-A-GAUs, (D) cspE81-3' oraz (E) cspE81-FinP-stem. Przedstawione warto$ci
stanowig $rednig z co najmniej trzech niezaleznych powtorzen (Mamonska i wsp. 2025,
zmodyfikowano).
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W kolejnym etapie porownatam czasteczke specyficzng dla biatka FinO, czyli FinP oraz jej
mutanty. W przypadku czasteczki FinP wyniki wykazaty, ze w reakcji konkurencyjnej
zdecydowana wigkszo$¢, poniewaz az 81 %, tego RNA byla zwigzana z FinO (Rys. 19A).
Dodatkowo zauwazytam, ze nastgpito zmniejszenie frakcji FinP zwigzanej z bialkiem ProQ w
reakcji kontrolnej, co potwierdza, ze biatko FinO wyparto ProQ z wigzania z FinP w probie z

obydwoma biatkami.

Nastepnie porownatam, jak wprowadzenie sekwencji nukleotydowych znajdujacych si¢ u
podstawy spinki terminatorowej z czasteczki malM-3' do czasteczki FinP wplynie na
konkurencj¢ pomiedzy ProQ a FinO. Pierwszym mutantem byta czasteczka FinP-malM, ktora
posiadata trzy nukleotydy po stronie 5' oraz caly region 3' od spinki terminatorowej pochodzace
z malM-3'. W reakcji konkurencyjnej, podobne frakcje tego RNA byly zwigzane z ProQ i FinO,
pomimo tego, ze w reakcjach kontrolnych wigksza czes$¢ czasteczek byta zwigzana z ProQ niz
z FinO (Rys. 19B). Z kolei, drugim badanym mutantem byta czasteczka FinP-U-Us, ktora
posiadata zastgpiony jeden nukleotyd po stronie 5' na urydyn¢ oraz dwie urydyny po stronie 3'
od spinki terminatorowej, zgodnie z sekwencja czasteczki malM-3'. Wynik testu kompetycji
tego mutanta wykazat podobny efekt jak w przypadku FinP-malM, poniewaz podobne frakcje
tego RNA byly zwigzane z ProQ i FinO (Rys. 19C). Natomiast, warto zauwazy¢, ze zarowno
w przypadku mutanta FinP-malM, jak i FinP-U-Us, w reakcjach konkurencyjnych frakcja
zwigzana z biatkiem ProQ jest zdecydowanie wigksza niz frakcja FinP zwigzana z ProQ. Wynik
ten potwierdza, ze wprowadzenie elementéw sekwencji u podstawy terminatora transkrypcji z

czasteczki malM-3"' do FinP RNA powoduje rozpoznawanie przez biatko ProQ.

Nastepnie zbadatam czasteczke RepX, specyficzng dla biatka FinO. Wynik przeprowadzone;j
reakcji konkurencyjnej wykazat tendencj¢ podobna jak w przypadku FinP sRNA, poniewaz az
76% czasteczek tego RNA byta zwigzana z biatkiem FinO w reakcji, w ktorej byly obecne
obydwa biatka (Rys. 19D). Jako reakcj¢ dodatkowa sprawdzitam réwniez czasteczke malM-
RepX, ktéra pochodzi z czasteczki malM-3', natomiast u podstawy terminatora transkrypcji
posiada sekwencj¢ pochodzaca z RepX sRNA. Wyniki wykazaty, ze w reakcji konkurencyjnej
wigkszos¢ tego RNA jest zwigzana z biatkiem FinO (Rys. 19E). Co wigcej, frakcja zwigzana z
biatkiem ProQ w reakcji konkurencyjnej zmniejszyta si¢ z 61% do 15% w kontroli z samym
biatkiem ProQ. Wynik ten $wiadczy o tym, ze biatko FinO wyparto ProQ z kompleksu z malM-
RepX.

Podsumowujac, wyniki testow kompetycji potwierdzity, ze rozpoznawanie RNA przez ProQ

czy FinO =zalezy od sekwencji nukleotydowej zlokalizowanej u podstawy spinki
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terminatorowej. W przypadku czasteczek specyficznych dla biatka ProQ, biatko to skutecznie
wypiera FinO z kompleksu z RNA. Natomiast wprowadzenie elementéw z FinP lub RepX
sRNA zmieniato ich preferencje wigzania na biatko FinO. Z kolei, wprowadzenie sekwencji z
malM-3" u podstawy spinki terminatorowej w czasteczkach specyficznych dla biatka FinO
zwiekszalo wigzanie z biatkiem ProQ. Wyniki te potwierdzaja, ze nawet niewielkie roznice w
sekwencji potozonej u podstawy terminatora transkrypcji maja znaczenie dla rozpoznawania
RNA przez biatka ProQ oraz FinO, takze w warunkach bezposredniej kompetycji miedzy tymi

biatkami.

89:4287756743

89



A B C
1 nM 2P-RNA + + + + + + * + + + +
100 nM ProQ = = + -+ + - *+ = +
100 nM FinO = e + + — = * = = ¥ =
e Wy e -
- o erily &
- — ProQ
[ — ProQ — ProQ . — Fi
i —ro — FinO W=
- -
St
1 nM *P-FinP 1 nM %?P-FinP-malM 1 nM *P-FinP-U-U,
1.0 1.0 1.0+ ProQ
S 08 T g 08 g o0s :
€ 0.8 I € 0.8 £ 0.8 FinO
N N N
© ' ©
'3 0.6+ '3 0.6+ s 0.6+ I
N N N T o
© © ©
o 0.4 ‘o 0.4 ' 0.4
s 2 g oam S =
o o o
w 0.2 w 0.2 w 0.2
=l
0.0 T T T 0.0 . : . 0.0 ; ; .
kontrola kontrola reakcja kontrola kontrola reakcja kontrola kontrola reakcja
ProQ FinO ProQ FinO ProQ FinO
D E
1 nM 32P-RNA + + + + + + + +
100 nM ProQ = + = + - + - +
100 nM FinO = = + * = = + +
¢ — ProQ
B | — Fino o =
L] — FinO
1 nM 32P-RepX 1 nM *?P-malM-RepX
1.0 1.0-
ProQ
T 0.8 I S 0.8
c c 0.
S I S I FinO
.S 0.6 fy al
s g o6 .
N N
© 0.4 8 <]
S o 0.4 :l:
3 3
& 027 & 0.2 =
=l =
0.0 T T T 0.0 T T T

kontrola kontrola reakcja

ProQ

FinO

ProQ

FinO

kontrola kontrola reakcja

Rysunek 19. Kompetycja bialek ProQ i FinO o wiazanie z czasteczkami FinP, FinP-malM,
FinP-U-Us, RepX oraz malM-RepX. Analiza rdznicowej migracji kompleksow w zelu
poliakrylamidowym oraz odpowiadajace jej wykresy stupkowe przedstawiajace procent frakcji
RNA zwigzanej z ProQ lub FinO z (A) FinP, (B) FinP-malM, (C) FinP-U-Us, (D) RepX oraz
(E) malM-RepX. Przedstawione warto$ci stanowig srednig z co najmniej trzech niezaleznych
powtorzen. (Mamonska 1 wsp. 2025, zmodytikowano).
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5.2. Rozpoznawanie roznych czasteczek RNA przez bialko ProQ w komorkach

Escherichia coli

Biatko ProQ, nalezace do rodziny biatek FinO, w ostatnich latach uznano za jedno z gtéwnych
biatek wigzacych czasteczki RNA u bakterii. Badania wykazaly, ze biatko to oddziatuje z ponad
50 czasteczkami sSRNA oraz ponad 400 czasteczkami mRNA 1 w efekcie odgrywa wazng role
w regulacji ekspresji gendw na poziomie potranskrypcyjnym (Olejniczak i1 Storz 2017). U
Escherichia coli ProQ jest jednym z wazniejszych biatek wigzacych czasteczki RNA, ktore
maja znaczenie dla licznych procesow fizjologicznych komorki takie jak miedzy innymi
utrzymywanie homeostazy komorkowej, wirulencja, ruch komoérek czy ochrona przed stresem

oksydacyjnym (Qian i wsp. 2025, Mihaita 1 wsp. 2025).

Biatko ProQ jest zbudowane z trzech domen: N-koncowej domeny FinO, dodatnio
naladowanego linkera oraz domeny C-kofcowej. Niedawne badania wykazaty, ze to domena
FinO biatka ProQ jest gtéwnie odpowiedzialna za wigzanie z docelowymi czasteczkami RNA

(Stein i wsp. 2020, Pandey 1 wsp. 2020, Stein i wsp. 2023).

Co wigcej, badania biochemiczne i strukturalne przeprowadzone przez dr Ewe Stein w naszym
laboratorium dostarczyly szczegdétowych informacji na temat reszt aminokwasowych, ktore sa
kluczowe w wigzaniu RNA przez domene FinO w warunkach in vitro. Wyniki eksperymentow
nad mutantami biatka ProQ wykazaty, ze niektdre reszty aminokwasowe, takie jak R58, Y70
oraz R80 sg kluczowe dla wigzania z czasteczkami RNA. Szczegdlnie mutacja w miejscu R80
powodowata catkowite zahamowanie wigzania ze zdecydowang wiekszoscig badanych RNA.
Z kolei, mutacje reszt aminokwasowych K54 oraz R62 skutkowaly jedynie umiarkowanym
ostabieniem wigzania czgsteczek RNA. Jednoczesnie, zmiany w regionie reszt K35 oraz R69,
ktére pomimo zmienno$ci ewolucyjnej znajduja si¢ blisko konserwatywnych reszt
aminokwasowych, mialy rézne znaczenie dla wigzania poszczegdlnych RNA. Wykazano
rowniez, ze mutacje K54A oraz R62A negatywnie wplywaja na wigzanie dwuniciowej
struktury spinki terminatorowej obecnej w czgsteczkach RNA. Natomiast mutacje K35A, R69A

oraz R80K maja znaczenie dla wigzania konca 3' spinki terminatorowej (Stein i wsp. 2023).

Powyzsze wyniki pozwolily na identyfikacje regionéw biatka ProQ odpowiedzialnych za
oddzialywanie z czasteczkami RNA oraz stabilizacj¢ kompleksu RNA-biatko w warunkach in
vitro. Natomiast znaczenie tych reszt aminokwasowych dla oddziatywania ProQ z czasteczkami

RNA w komorce pozostawato niewyjasnione.
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W celu zrozumienia znaczenia mutacji w domenie FinO biatka ProQ na jego oddziatywanie z
RNA w komorkach Escherichia coli wykonalam analiz¢ immunoprecypitacji RNA w
warunkach natywnych polaczong z sekwencjonowaniem RNA (RIP-seq) dla szczepow z

chromosomalnymi wariantami ProQ zawierajagcymi pojedyncze mutacje w domenie FinO.

5.2.1. Charakterystyka mutantéow bialka ProQ i przygotowanie proéb do

immunoprecypitacji RNA polaczonej z sekwencjonowaniem (RIP-seq)

W celu zbadania, jak mutacje w biatku ProQ maja znaczenie dla wigzania czasteczki RNA w
warunkach in vivo dr Shuwen Shen z laboratorium prof. Giseli Storz (NIH, Stany Zjednoczone)
zaprojektowata oraz otrzymata szczepy Escherichia coli MG1655 z wybranymi pigcioma
mutacjami: K35A, K54A, R62A, R69A oraz R80K (Rys. 20), ktorych istotne znaczenie dla
oddzialywania z czasteczkami RNA w warunkach in vitro potwierdzity wczesniejsze badania
dr Ewy Stein z naszego laboratorium. Poprawnos¢ konstrukeji mutantow zweryfikowalismy za

pomoca sekwencjonowania, a ekspresje pozadanego biatka za pomocg techniki Western blot.

Rysunek 20. Struktura domeny FinO bialka ProQ z E. coli w kompleksie z RNA, z
zaznaczonymi wprowadzonymi mutacjami. Model zostal utworzony przeze mnie przy
uzyciu oprogramowania ChimeraX, na podstawie struktury NMR biatka ProQ (Gonzalez i wsp.
2017) oraz struktury krystalograficznej kompleksu RocR 1 RocC (Kim 1 wsp. 2022).
Czerwonym kolorem oraz strzatkami zaznaczono wprowadzone mutacje.
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Nastepnie w czasie stazu w pracowni prof. Giseli Storz, przeprowadzitam immunoprecypitacje
RNA w warunkach natywnych potaczong z sekwencjonowaniem (RIP-seq), zgodnie z
protokotem opisanym w podrozdziale 4.6.5. W tym celu w pierwszej kolejnosci wykonatam

hodowle nastepujacych szczepow bakteryjnych:

1) Escherichia coli MG1655

2) Escherichia coli MG1655  ProQ-K35A
3) Escherichia coli MG1655  ProQ-K54A
4) Escherichia coli MG1655  ProQ-R62A
5) Escherichia coli MG1655  ProQ-R69A
6) Escherichia coli MG1655  ProQ-R80K

Hodowle szczepu Escherichia coli MG1655 typu dzikiego oraz pozostatych szczepow z
mutacjami prowadzitam do otrzymania ODsoo rownego 1,0. Poziom biatka ProQ w kazdym ze
szczepOw sprawdzitam za pomocg techniki Western blot (Rys. 21). Nast¢pnie wykonatam lizg
komorek, a otrzymane lizaty uzylam do immunoprecypitacji biatka ProQ przy uzyciu
przeciwcial anty-ProQ. Przy uzyciu protokotu do RNA-seq opisanego w podrozdziatach od
4.6.49 do 4.6.4.16, pozyskalam RNA, ktore byly zwigzane z immunoprecypitowanym
biatkiem, a nastepnie stworzytam biblioteki cDNA.

¥ ¥ ¥ o & ¥ W ¥ o &
S S G D IS AN & o X5 QS
KD L EEE R kDa S E S &
~43 ~43 a—
~34 ~34 -
~26 s S A g o ProQ 26 ot
aa ~17| - -
Przeciwciata anty-ProQ Ponceau S

Rysunek 21. Analiza poziomu bialka ProQ w préobach wykorzystanych do eksperymentu
RIP-seq okreslona metoda Western blot z wykorzystaniem przeciwcial anty-ProQ.
Membrana zabarwiona barwnikiem Ponceau S stuzy jako potwierdzenie porownywalnej ilosci
biatka w kazdej $ciezce.
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Pierwsze powtdrzenie zostato przygotowane i przeprowadzone przez mnie w trakcie pobytu w
laboratorium prof. Giseli Storz, natomiast drugie obejmujace identyczny zestaw prob,
wykonata dr Shuwen Shen z tego laboratorium. Sekwencjonowanie przygotowanych bibliotek
przeprowadzono w Centrum Sekwencjonowania DNA 1 Genomiki NIH w Stanach
Zjednoczonych. Analiza bioinformatyczna obejmujaca wstepng obrobke danych, mapowanie
odczytow, oceng jakosci bibliotek oraz analize roznic w poziomach zwigzania RNA z biatkiem
ProQ zostala przeprowadzona przez dr Caroline Esnault z zespotu bioinformatycznego w
Narodowym Instytucie Zdrowia Dziecka i Rozwoju Cztowieka NIH w Stanach Zjednoczonych.
Na podstawie uzyskanych wynikéw dr Caroline Esnault przygotowata zestawienia
wzbogacenia RNA w probach immunoprecypitowanych w porownaniu z catkowitym RNA, a
takze poréwnala poziom zwigzania RNA pomigdzy szczepami z mutacjami biatka ProQ, a
szczepem typu dzikiego. Dane te postuzyty do przeprowadzenia dalszych analiz i interpretacji
znaczenia mutacji w biatku ProQ, ktére przeprowadzitam w ramach wykonywania niniejszej

pracy doktorskiej.

5.2.2. Analiza globalnego profilu RNA oddzialujacych z mutantami bialka ProQ
metoda RIP-seq

W celu oceny znaczenia mutacji w obrebie domeny FinO w biatku ProQ na wigzanie czasteczek
RNA przeprowadzono analiz¢ danych z eksperymentu RIP-seq po obrobce bioinformatyczne;j.
Do eksperymentu wykorzystano pig¢ szczepdw Escherichia coli MG1655, ktore zawieraly

mutacje w genie proQ: K35A, K54A, R62A, R69A oraz R80K.

W pierwszym etapie, w celu sprawdzenia wiarygodnos$ci otrzymanych wynikdéw, w porOwnaniu
z wezesniejszymi danymi literaturowymi, przeanalizowatam wyniki zidentyfikowanych RNA,
ktére byly zwigzane z biatkiem ProQ w szczepie Escherichia coli MG1655 typu dzikiego.
Porownanie trzydziestu najbardziej wzbogaconych RNA z eksperymentu RIP-seq z wynikami
opublikowanymi przez Melamed 1 wsp. 2020, ujawnito, ze jedenascie z nich pokrywa si¢ z
trzydziestoma czasteczkami RNA najsilniej zwigzanymi z ProQ zidentyfikowanymi we
wspomniane]j publikacji (Rys. 22) (Melamed i wsp. 2020). Wsrdéd nich zaobserwowalam
obecno$¢, miedzy innymi, dobrze scharakteryzowanych czasteczek RNA wigzanych przez
biatko ProQ, takich jak malM oraz cspE, ktore sg przedstawiane jako RNA wigzane przez biatko
ProQ réwniez w innych badaniach, w tym przy uzyciu metody CLIP-seq (Holmqvist 1 wsp.
2018). Wyniki te wskazuja na zgodno$¢ 1 powtarzalnos¢ uzyskanych przeze mnie wynikéw z
opublikowanymi wczeéniej danymi literaturowymi, stanowigc podstawe do dalszej oceny

znaczenia mutacji w biatku ProQ na jego profil wigzania czasteczek RNA.
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Rysunek 22. Poroéwnanie najbardziej wzbogaconych czasteczek RNA w eksperymencie

RIP-seq przeprowadzonym w szczepie E. coli z wynikami opublikowanymi przez

Melamed i wsp. 2020. Na niebiesko zaznaczono czasteczki RNA obecne w pierwszej

trzydziestce w danych opublikowanych przez Melamed i wsp. 2020, a na z6tto RNA obecne w

pierwszej setce. Czasteczki RNA niewystgpujace w tym zestawie oznaczono kolorem biatym.
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W celu poréwnania znaczenia badanych mutacji w biatku ProQ dr Caroline Esnault wykonata
analize rozktadu wzbogacenia RNA w postaci wykresow MA. Jest to porOwnanie poziomu
wzbogacenia poszczegdlnych RNA, ktore ulegaly immunoprecypitacji razem z biatkiem ProQ

w wariantach zmutowanych wzgledem wynikéw uzyskanych dla szczepu E. coli typu dzikiego.

Analiza rozktadu wzbogacenia RNA na wykresach MA wykazata, ze mutacje wprowadzone w
obrgbie domeny FinO w duzej mierze oslabiajg wigzanie RNA przez biatko ProQ (Rys. 23).
Najsilniejszy efekt jest widoczny dla mutanta R80K, co jest spojne z wezesniejszymi badaniami
in vitro, ktére wykazaty istotne znaczenie tej reszty aminokwasowej w oddziatywaniu biatka

ProQ z czasteczkami RNA (Stein i wsp. 2023).

Dodatkowo, na podstawie danych przedstawionych na wykresach MA zauwazytam, ze mutacje
w domenie FinO biatka ProQ miaty najwicksze znaczenie dla czasteczek sSRNA z rodziny Sib
(Rys. 23). Czasteczki z rodziny Sib nalezg do systemu toksyna-antytoksyna, w ktérym Sib sg
antysensowymi sSRNA wzgledem mRNA kodujacych toksyny z rodziny ibs (Fozo i wsp. 2008).
Zaobserwowalam takze, ze mutacje negatywnie wplynely roéwniez na wigzanie innego RNA
nalezacego do systemu toksyna-antytoksyna, IstR sRNA, ktory jest regulatorem dla mRNA
toksyny tisB (Vogel i wsp. 2004).

Systemy toksyna-antytoksyna odgrywaja istotng role u organizméw bakteryjnych, pelniac
funkcje regulacyjne, obronne oraz umozliwiajace adaptacje do warunkow stresowych poprzez,
migdzy innymi, czasowe zahamowanie procesOw metabolicznych 1 wzrostu komorek

(Yamaguchi 1 wsp. 2011, Ostyn 1 wsp. 2025).

Zaobserwowatam réwniez réznice pomigdzy poszczegdlnymi mutantami biatka ProQ. Na
przyktad mutacja R62A wykazywala silniejsze negatywne znaczenie dla wigzania czasteczki
SibC niz SibA, natomiast mutacja R69A powodowala mocniejsze obnizenie wigzania
czasteczki SibA niz SibC sRNA. Wyniki te zostaly potwierdzone analiza Northern blot
wykonang przez dr Aixi¢ Zhang oraz dr Shuwen Shen w laboratorium prof. Giseli Storz (dane

nieopublikowane).
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Rysunek 23. Wykresy MA przedstawiajace wyniki analizy RIP-seq dla mutantéw bialka
ProQ. Kazda kropka reprezentuje pojedyncza czasteczk¢ RNA, a jej pozycja odzwierciedla
0g6Ing obfito$¢ (0§ X; ang. BaseMean) oraz réznicg we wzbogaceniu wzgledem typu dzikiego
(o8 Y; ang. Log2FoldChange). Czasteczki znajdujace si¢ powyzej zera sg relatywnie
wzbogacone w immunoprecypitacie z danym mutantem, natomiast punkty ponizej zera
oznaczaja RNA o obnizonym poziomie wspolprecypitacji w porownaniu z ProQ typu dzikiego.
Wykresy MA przygotowata dr Caroline Esnault (dane nieopublikowane, zmodyfikowano).
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W celu uzupehlienia wykonalam réwniez analizg trzydziestu najbardziej wzbogaconych
czasteczek RNA w dzikim szczepie E. coli w postaci Heatmapy (Rys. 24). Przedstawia ona
warto$ci sygnatu dla poszczegélnych mutantow wzgledem szczepu dzikiego. Analiza ta
rowniez wykazata, ze mutacja R80K powoduje najsilniejsze i najbardziej konsekwentne
obnizenie sygnatu dla wigkszosci analizowanych czasteczek RNA. Wyniki te sg widoczne
zardwno dla czasteczek sRNA, jak i fragmentow mRNA, takich jak cspE, cspD czy malM.
Wskazuje to na kluczowe znaczenie tej reszty aminokwasowej dla stabilnego oddziatywania

biatka ProQ z czasteczkami RNA.

Jednoczesnie zauwazytam, ze wpltyw pozostatych badanych mutacji biatka ProQ (K35A,
K54A, R62A oraz R69A) byt bardziej zr6znicowany i zalezny od konkretnej czasteczki RNA.
Przyktadowo, mutacja R62A powodowata wyrazne obnizenie sygnatu dla acpP oraz rraB,
podczas gdy dla innych RNA efekt ten byt niewielki. Z kolei mutacja R69A biatka ProQ
szczegolnie silnie wplywata na wigzanie /uxS, natomiast pozostate mutacje w przypadku tego
RNA mialy umiarkowane znaczenie. W przypadku bold RNA wyraznie wida¢ negatywny

wplyw zaréwno mutacji R69A, jak 1 K35A, a mutacja R62A nie wplywata na jego wigzanie.

Co wiecej, dla czesci RNA, takich jak miedzy innymi arcZ, ygeG czy ydcH, warto$ci sygnatow
pozostawaty bliskie zeru we wszystkich analizowanych mutantach. Wynik ten sugeruje

mniejszg zalezno$¢ ich oddzialywania z badanymi resztami aminokwasowymi w biatku ProQ.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze domena FinO biatka ProQ odgrywa istotng role
w wigzaniu czasteczek RNA, przy czym poszczegdlne reszty aminokwasowe w obrebie tej
domeny w réoznym stopniu przyczyniaja si¢ do tych oddziatywan. Mutacja R80K prowadzi do
najsilniejszego ostabienia wigzania czasteczek RNA, natomiast pozostatle mutacje wywierajg
bardziej selektywny, zalezny od konkretnego RNA, wplyw na oddzialywanie z badanym
biatkiem. Szczegélnie wyrazna wrazliwo$¢ na mutacje w domenie FinO zostata
zaobserwowana dla czasteczek sSRNA z rodziny Sib.Z tego wzgledu oraz ze wzgledu na ich role
w systemach toksyna-antytoksyna, w dalszym etapie mojej pracy doktorskiej, skupitam si¢ na

analizie struktury tych RNA oraz na ich oddziatywaniu z biatkiem ProQ.
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Rysunek 24. Analiza zmian w wigzaniu RNA przez mutanty bialka ProQ metoda RIP-seq.
Heatmapa przedstawia 30 najbardziej wzbogaconych czasteczek RNA w dzikim szczepie E.
coli oraz poréwnanie wartosci sygnatu w szczepach niosgcych mutacje biatka ProQ: K35A,
K54A, R62A, R69A i R80OK wzgledem szczepu dzikiego. Kolory oznaczaja wartosci
znormalizowane w obrgbie wiersza (niebieski — minimum, czerwony — maksimum).
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5.2.3. Znaczenie motywu terminatora transkrypcji dla wigzania czasteczek SibA

i SibC sRNA przez bialko ProQ oraz domene¢ FinO bialka ProQ (ProQ\™P)

Wecezesniejsze badania nad czasteczkami Sib wykazaty, ze czasteczki te wystepuja w dwoch
formach w komorce — dtugiej oraz krétkiej. Diuga forma to pelna sekwencja czasteczek Sib
sRNA, natomiast krotsza jest pozbawiona motywu terminatora transkrypcji w regionie 3' (Fozo
1 wsp. 2008, Adams 1 wsp. 2021). Obecno$¢ obu form zostata potwierdzona rowniez przez
metod¢ Northern blot wykonang przez dr Aixi¢ Zhang oraz dr Shuwen Shen w laboratorium
prof. Giseli Storz, gdzie zaobserwowaty dwa warianty dtugosci badanych RNA (informacja

prywatna, dane nieopublikowane).

W celu zbadania, w jaki sposob biatko ProQ oddziatuje z dtugimi oraz krétkimi formami RNA
z rodziny Sib, wybratam do analizy dwie reprezentatywne czasteczki SibA oraz SibC. W
eksperymencie RIP-seq wykazaly one obnizone wigzanie z mutantami biatka ProQ. Aby
poréwnaé ich wigzanie z biatkiem ProQ oraz izolowang domeng FinO biatka ProQ (ProQN'P)
wykonatam test réznicowej migracji kompleksow w zelu poliakrylamidowym (EMSA)

(Rys. 25).

Uzyskane wyniki wykazaly, ze pelnej dlugosci biatko ProQ wigzato zarowno dlugie, jak 1
krotsze formy SibA oraz SibC z podobnym powinowactwem. Dane te moga swiadczy¢ o tym,
ze regiony w biatku ProQ poza domeng FinO moga rowniez mie¢ znaczenie dla stabilizacji
kompleksow RNA-biatko. Natomiast, izolowana domena FinO biatka ProQ wigzata czasteczke
SibA okoto siedmiokrotnie silniej niz SibC. Co wigcej, nie zaobserwowalam wigzania krotkich

form obu czasteczek sSRNA.

Wyniki te sugeruja, ze domena FinO biatka ProQ rozpoznaje dtugie formy SibA i SibC, ktére
posiadaja terminatory transkrypcji. Brak oddziatywania z krotkimi formami tych czasteczek,
swiadczy o tym, ze motyw terminatora transkrypcji odgrywa kluczowa role¢ w rozpoznawaniu

tych RNA przez domen¢ FinO.
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Rysunek 25. Poréwnanie wigzania czasteczek SibA i SibC sRNA oraz ich skréconych
wariantow, pozbawionych terminatora transkrypcji, do bialka ProQ oraz ProQN'P,
Struktury drugorzedowe badanych RNA, ktore zostaly uzyskane przy uzyciu
oprogramowania RNAStructure. Wigzanie z ProQ (B) oraz ProQN'™® (C) monitorowane
technika EMSA. R — niezwigzane RNA, RB — kompleks RNA-bialko. Zalezno$¢ frakcji
zwigzanej RNA od stezenia biatka ProQ (D) lub ProQNP (E) dane dopasowane do réwnania
kwadratowego w programie GraphPad. Dane pochodza z eksperymentu reprezentatywnego

(A)

K,=4,4+0,80 (91%)

—+— SibC-skrécona

sposrod co najmniej trzech niezaleznych powtorzen.
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5.2.4. Analiza struktury drugorzedowej czasteczek SibA oraz SibC sRNA

W zwigzku z uzyskanymi wynikami wskazujagcymi na istotng role motywu terminatora
transkrypcji w rozpoznawaniu czasteczek SibA oraz SibC przez domeng FinO, w kolejnym
etapie przeprowadzilam analiz¢ struktury drugorzedowej tych czasteczek RNA. Elementy
strukturalne RNA mogg determinowaé dostepnos$¢ regionOw wigzania oraz wplywaé na
stabilno$¢ komplekséw RNA-biatko, dlatego ich charakterystyka byla istotna dla dalszej

interpretacji wynikow.

W pierwszej kolejnosci przeanalizowatam struktury drugorzegdowe dwoéch czasteczek RNA:
SibA oraz SibC, ktore w eksperymencie RIP-seq wykazywaty obnizone wigzanie z mutantami
biatka ProQ. Analiz¢ przeprowadzilam z wykorzystaniem metody hydrolizy enzymatyczno-
chemicznej przy uzyciu jonéw otowiu (Pb*"), RNazy III oraz RNazy T1. Zgodnie z
przewidywaniami uzyskanymi przez oprogramowanie RNAStructure (Reuter i Mathews 2010)
struktura drugorzedowa tych RNA jest bardzo podobna i sklada si¢ z dwoch gtownych
motywoOw strukturalnych: czteroramiennej spinki w czgsci 5' czasteczki oraz spinki
terminatorowej na koncu 3' oddzielonych od siebie krotkim regionem facznikowym (Rys. 26A,

27A).

W celu potwierdzenia przewidywan komputerowych wykonatam mapowanie strukturalne
czasteczek SibA (Rys. 26B) oraz SibC w roztworze (Rys. 27B). Wyniki uzyskane przy uzyciu
RNazy III, ktéra rozpoznaje i przecina dwuniciowe fragmenty RNA, wykazaly obecno$¢
przewidywanych struktur dwuniciowych w obregbie czteroramiennej spinki w czgsci 5', w
przypadku obydwu badanych RNA. Co wigcej, zaobserwowatam stabsze cigcia w pozycjach
guanozyn w tym samym obrebie RNA, uzyskanych przy wykorzystaniu RNazy T1, ktora
specyficznie rozcina RNA przy jednoniciowych resztach guanozyny. Wyniki te réwniez
Swiadcza o obecnosci struktur dwuniciowych w tym obszarze, co jest spojne z wezesniejszymi

przewidywaniami uzyskanymi przy uzyciu oprogramowania RNAStructure.

Z kolei, reakcja ciecia przy uzyciu jonéw otowiu Pb?*, ktore tng regiony jednoniciowe oraz
charakteryzuje si¢ zwigkszona dynamika, pokazata jednoniciowe 1 nieuporzadkowane
fragmenty w obrebie polaczenia czterech ramion spinki na koncu 3' w SibA oraz SibC. Co
wigcej, degradacja w regionie od U104 do A117 w SibA oraz od U105 do C113 w SibC
sugeruje, ze nie tylko region tacznika, ale réwniez dolne czesci struktur obejmujace pary A-U

s cze$ciowo odstoniete 1 dostepne.
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Podczas poréwnania obu czasteczek zauwazytam réwniez, ze czteroramienna spinka po stronie
5'w czasteczce SibC byla mniej podatna na cigcie przez RNaze 111, a bardziej na degradacje
indukowang przez Pb*, w poréwnaniu z SibA. Moze to $wiadczy¢ o tym, Ze struktura ta jest
bardziej dynamiczna w czasteczce SibC niz w SibA, co jest spdjne z tym, ze region

czteroramiennej spinki w SibC zawiera dtuzsze niesparowane fragmenty.

Podsumowujac, uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzajg drugorzedowy model strukturalny
uzyskany przy uzyciu oprogramowania RNAStructure, jednocze$nie wskazujac na roznice w

stabilnosci 1 dynamice struktur w czgsteczkach SibA oraz SibC.
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Rysunek 26. Struktura drugorzedowa czgsteczki SibA sRNA.

(A) Struktura drugorzedowa czasteczki SibA wyznaczona przy uzyciu oprogramowania
RNAStructure. Pozycje odporne na trawienie RNazg T1 w warunkach natywnych oraz trawione
przez RNazg¢ III stuzyly jako identyfikacja nukleotydow znajdujacych si¢ w regionach
dwuniciowych 1 oznaczone zostaly odpowiednio czerwonymi i zielonymi kotkami. Fragmenty
wrazliwe na dziatanie jonow Pb*’, odpowiadajace odcinkom jednoniciowym, oznaczono
czarnymi trojkatami.

(B) Autoradiogram hydrolizy enzymatycznej czgsteczki **P-SibA sSRNA. Numery umieszone
po lewej stronie autoradiogramu odpowiadaja pozycjom guanozyn w sekwencji SibA. Sciezka
oznaczona jako *?P-SibA przedstawia reakcje kontrolng, natomiast OH™ pokazuje produkty
degradacji pod wplywem formamidu. Nad autoradiogramem znajduja si¢ oznaczenia uzytych:
nukleazy oraz jondéw Pb** wraz z ich stezeniami zastosowanymi w reakcjach hydrolizy. T1 D
oznacza reakcje z uzyciem RNazy T1 w warunkach denaturujgcych, natomiast T1 N reakcje w
warunkach natywnych.
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Rysunek 27. Struktura drugorz¢dowa czasteczki SibC sRNA.

(A) Struktura drugorzedowa czasteczki SibC wyznaczona przy uzyciu oprogramowania
RNAStructure. Pozycje odporne na trawienie RNazg T1 w warunkach natywnych oraz trawione
przez RNazg¢ III stuzyly jako identyfikacja nukleotydow znajdujacych si¢ w regionach
dwuniciowych 1 oznaczone zostaly odpowiednio czerwonymi i zielonymi kotkami. Fragmenty
wrazliwe na dziatanie jonow Pb*’, odpowiadajace odcinkom jednoniciowym, oznaczono
czarnymi trojkatami.

(B) Autoradiogram hydrolizy enzymatycznej czgsteczki **P-SibC sSRNA. Numery umieszone
po lewej stronie autoradiogramu odpowiadaja pozycjom guanozyn w sekwencji SibC. Sciezka
oznaczona jako *?P-SibC przedstawia reakcje kontrolng, natomiast OH™ pokazuje produkty
degradacji pod wplywem formamidu. Nad autoradiogramem znajduja si¢ oznaczenia uzytych:
nukleazy oraz jondéw Pb** wraz z ich stezeniami zastosowanymi w reakcjach hydrolizy. T1 D
oznacza reakcje z uzyciem RNazy T1 w warunkach denaturujacych, natomiast T1 N reakcje w
warunkach natywnych.
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5.2.5. Analiza oddzialywania czasteczek SibA i SibC sRNA z bialkiem ProQ oraz
domeng FinO (ProQ\TP)

W kolejnym etapie postanowitam zidentyfikowa¢ regiony oddziatywania biatka ProQ oraz jego
wyizolowane] domeny FinO z czasteczkami SibA oraz SibC sRNA. W tym celu
przeprowadzitam eksperymenty oznaczenia miejsc wigzania biatka w czasteczkach RNA za
pomocg hydrolizy enzymatycznej (ang. RNA footprinting) przy uzyciu RNazy III oraz jonoéw
otowiu Pb?*. Eksperyment ten polega na wyznaczeniu miejsc oddziatywania biatka ze
znakowang radioaktywnie czgsteczkg RNA, poprzez identyfikacje regionow RNA, ktore sa
chronione lub bardziej podatne na ci¢cie przez enzymy lub odczynniki chemiczne po zwigzaniu

bialka.

W przypadku czasteczki SibA, po dodaniu domeny FinO biatka ProQ (ProQN'P) o rosnacym
stezeniu rOwniez zaobserwowatam ostabienie ci¢¢ indukowanych przez jony otlowiu w regionie
tacznika potozonym w poblizu spinki terminatorowej oraz w obrgbie petli czwartego ramienia
spinki po stronie 5' (Rys. 28A, B). Rdwnoczes$nie, reakcje z RNazg III skutkowaty nasileniem
degradacji w pozycji G84, znajdujacej si¢ w czwartym ramieniu spinki po stronie 5', wraz ze
wzrostem stezenia biatka ProQNTP. Co wiecej, zaobserwowatam zanikanie ciecia za pomoca
RNazy III w pozycji A114, ktora znajduje si¢ przy podstawie spinki terminatorowej czasteczki
SibA. Wynik ten $§wiadczy o tym, ze wigzanie domeny FinO biatka ProQ ma znaczenie nie
tylko dla regionéw znajdujacych si¢ u podstawy terminatora transkrypcji, ale réwniez dla
struktur w obrebie czwartego ramienia spinki po stronie 5', prawdopodobnie w wyniku zmian

konformacyjnych powstatych po zwigzaniu biatka.

W przypadku czasteczki SibC, po dodaniu biatka ProQ™'P o wzrastajacym stezeniu rowniez
zaobserwowalam zahamowanie ci¢¢ indukowanych przez jony otowiu w regionie tacznika w
poblizu spinki terminatorowej, natomiast efekt ten byl zdecydowanie mniej wyrazny niz dla
czasteczki SibA sRNA (Rys. 28C, D). Ponadto, analogicznie jak w przypadku SibA,
zauwazytam cigcie RNAzg III w pozycji G85 oraz ostabienie intensywnosci cigcia w pozycji
C113 u podstawy spinki terminatorowej. Wyniki te $wiadczg o tym, ze wigzanie ProQ™® ma
znaczenie dla podobnych regiondéw w czasteczkach SibA oraz SibC, jednak efekt strukturalny

w przypadku czasteczki SibC jest zdecydowanie stabszy.

Z kolet, po dodaniu pelnej dlugosci biatka ProQ do czasteczki SibA zaobserwowatam podobne
zmiany jak w przypadku ProQN™P, natomiast efekt byt juz widoczny przy uzyciu mniejszych

stezen biatka. W reakcjach z uzyciem RNazy III, wraz ze wzrostem stezenia biatka ProQ

106:5648424114 106



zaobserwowatam nasilenie degradacji w regionie p¢tli czwartego ramienia spinki po stronie 5'
oraz ostabienie cigcia w regionie A114 u podstawy spinki terminatorowej (Rys. 29A, B). Wynik
ten wskazuje, ze pelnej dlugosci bialtko ProQ oddziatuje z tymi samymi elementami

strukturalnymi co ProQN™P,

W obecnosci pelnej dtugosci biatka ProQ w czasteczce SibC zaobserwowatam podobne efekty,
jak w przypadku czasteczki SibA (Rys. 29C, D). Zauwazytam silniejsza degradacje w regionie
petli czwartego ramienia spinki, zarowno zalezng od RNAzy III, jak i jondéw otowiu.
Dodatkowo, zaobserwowatam ostabienie cigcia w regionie C113 u podstawy spinki
terminatorowej. Wyniki te sg zgodne z obserwacjami dla SibA, co wskazuje, ze pelnej dlugosci
biatko ProQ oddzialuje z obydwoma sRNA, majac znaczenie dla podobnych regionéw

czasteczek.

Podsumowujac, uzyskane wyniki §wiadczg o tym, ze domena FinO biatka ProQ wiaze si¢
silniej z czasteczka SibA niz SibC. Dodatkowo, wykazatam, ze domena ta, jak i1 biatko ProQ o
petnej dlugosci oddzialuja w regionie podstawy spinki terminatorowej obydwu czasteczek

sRNA, jednoczes$nie powodujac zmiany konformacyjne w obrebie regiondw sasiadujacych.
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Rysunek 28. Oddzialywanie bialka ProQN™® z czgsteczkami SibA oraz SibC
monitorowane za pomoca mapowania interakcji RNA-bialko metoda footprintingu (ang.
RNA footprinting). Autoradiogram hydrolizy enzymatycznej czasteczki *?P-SibA (A, B) oraz
32P_SibC (C, D) w obecnosci biatka ProQNTP. Panele (A) oraz (C) pokazuja krotsze biegi zeli,
a (B) i (D) biegi dtuzsze, umozliwiajace rozdzielenie dalszych fragmentéw sekwencji. Numery
umieszone po lewej stronie autoradiogramu odpowiadajg pozycjom guanozyn w sekwencji
RNA. Sciezka oznaczona jako OH™ pokazuje produkty degradacji pod wptywem formamidu.
Nad autoradiogramem znajduja sie oznaczenia uzytych: nukleazy oraz jonéw Pb>" wraz z ich
stezeniami zastosowanymi w reakcjach hydrolizy.
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Rysunek 29. Oddzialywanie bialka ProQ z czasteczkami SibA oraz SibC monitorowane
za pomoca mapowania interakcji RNA-bialko metoda footprintingu (ang. RNA
footprinting). Autoradiogram hydrolizy enzymatycznej czasteczki >*P-SibA (A, B) oraz *°P-
SibC (C, D) w obecnosci biatka ProQ. Panele (A) oraz (C) pokazuja krotsze biegi zeli, a (B) 1
(D) biegi dhuzsze, umozliwiajace rozdzielenie dalszych fragmentéw sekwencji. Numery
umieszone po lewej stronie autoradiogramu odpowiadaja pozycjom guanozyn w sekwencji
RNA. Sciezka oznaczona jako OH™ pokazuje produkty degradacji pod wptywem formamidu.
Nad autoradiogramem znajdujg sie oznaczenia uzytych: nukleazy oraz jonéw Pb*" wraz z ich
stezeniami zastosowanymi w reakcjach hydrolizy.
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5.3. Znaczenie kompetycji oraz funkcjonalnej zaleznosci pomiedzy ProQ i Hfq dla

wiazania RNA przez te bialka w warunkach in vivo

Analizy interaktomoéw przy uzyciu metod giebokiego sekwencjonowania RNA ujawnity, ze
biatka ProQ oraz Hfq wigza zar6wno odrebne, jak i naktadajace si¢ pule czasteczek RNA u
Escherichia coli oraz Salmonella enterica. Wykazano, ze ProQ wigze gtownie struktury spinek
terminatorowych oraz ogony poliurydynowe terminatoréw transkrypcji w RNA, podczas gdy
Hfq oddziatuje z jednotancuchowymi regionami bogatymi w adenozyny i urydyny oraz rowniez
wigze ogony poliurydynowe terminatorow transkrypcji. Wigzanie terminatoréw transkrypcji
zarowno przez biatko ProQ, jak 1 Hfq stawia pytanie, w jaki sposéb bialka te osiggaja
specyficznos¢ wigzania swoich docelowych czasteczek RNA (Holmgqvist 1 wsp. 2016; Smirnov

i wsp. 2016; Holmqvist i wsp. 2018; Melamed i wsp. 2020).

Dodatkowo, niedawne badania za pomoca metody RIL-seq ujawnity, ze interaktomy ProQ i
Hfq ulegaty zmianom w szczepach z delecja genow proQ lub hfg (Melamed i wsp. 2020).
Wyniki uzyskane w naszym laboratorium pokazaty, ze czasteczki RNA wigzane przez ProQ
zawieraly motyw sekwencji bogaty w adenozyny, ktory dziatat jako anty-determinant wigzania
dla Hfq, co potwierdzono zaréwno w warunkach in vitro, jak 1 in vivo. Co wigcej, badania z
wykorzystaniem bakteryjnego testu trojhybrydowego wykazaty, ze wigzanie ProQ do
mutantow RNA, w ktorych motyw bogaty w adenozyny zostat zastapiony urydynami, byto
stabsze w komorkach z endogenng ekspresja biatka Hfq niz w komorkach pozbawionych genu
hfg (Stein 1 wsp. 2020). Wyniki te sugeruja, ze biatka ProQ i Hfq konkuruja o wigzanie swoich
docelowych czasteczek RNA, co prowadzi do pytania, w jaki sposob ta konkurencja i wzajemne
oddziatywanie majg znaczenie dla wigzania RNA przez kazde z tych biatek w warunkach in

Vivo.

Metoda RIL-seq (ang. RNA Interaction by Ligation and Sequencing) jest szczeg6lnie uzyteczng
metoda do badania globalnych sieci oddziatywan RNA zaleznych od biatek wigzacych RNA w
warunkach in vivo. Umozliwia ona identyfikacje nie tylko pojedynczych czasteczek RNA
zwigzanych z danym bialkiem, lecz takze par RNA pozostajacych w bezposrednim kontakcie i
stabilizowanych przez to biatko. Pozwala to na okreslenie oddziatywan badanego biatka, w
szczegoOlnosci oddziatywan sRNA-mRNA. Metoda ta zostala pierwotnie opracowana i
wykorzystana do badania interaktomu biatka Hfq, co umozliwito na globalne mapowanie sieci
regulatorowych RNA zaleznych od tego biatka oraz identyfikacj¢ licznych nowych par RNA

(Melamed i wsp. 2016). Nastgpnie, wykorzystano ja réwniez do wspomnianego wczesniej
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badania interaktomu biatka ProQ, co pozwolito wykaza¢, ze posiada ono odrgbng, cho¢

cze$ciowo naktadajacy si¢ pulg czasteczek RNA z biatkiem Hfq (Melamed i wsp. 2020).

W celu zbadania, w jaki sposob kompetycja i wzajemne oddziatywania mi¢dzy biatkami ProQ
i Hfq maja znaczenie dla puli czasteczek RNA wigzanych przez te biatka w komorkach
Escherichia coli, przeprowadzitam nadekspresje ProQ Iub Hfq z plazmidow in vivo. Nastepnie
wykonatam analiz¢ RIL-seq, aby porownac profile RNA wigzanych przez drugie biatko, ktore

byto eksprymowane endogennie z chromosomu.

5.3.1. Otrzymanie i walidacja plazmidow ekspresyjnych kodujacych biatka ProQ

i Hfq oraz optymalizacja warunkow nadekspresji

Geny kodujace biatka ProQ lub Hfq u Escherichia coli wklonowatam do plazmidéw
ekspresyjnych pBAD24 oraz pNM46, ktory uzyskatam dzigki uprzejmosci prof. Giseli Storz z
laboratorium Regulacji Genéw Srodowiskowych w Narodowych Instytutach Zdrowia w
Stanach Zjednoczonych (NIH). Klonowanie przeprowadzitam zgodnie z protokotem opisanym
w podrozdziale 4.4, a poprawno$¢ otrzymanych wektorow zostala potwierdzona poprzez
sekwencjonowanie DNA w Laboratorium Technik Biologii Molekularnej na Uniwersytecie im.
Adama Mickiewicza. Sekwencje uzyskanych konstruktow poréwnatam z sekwencjami
referencyjnymi potwierdzajac brak mutacji w obrgbie sekwencji kodujacych biatka ProQ oraz

Hfq.

W celu oceny efektywno$ci nadekspresji bialek ProQ i Hfq, wykonatam transformacje
plazmidéw do odpowiednich szczepow E. coli. Plazmidy z genem Hfq wprowadzitam do
szczepu ProQ 3x-FLAG Ahfq::cat-sacB, a plazmidy z genem ProQ do szczepu Hfq-FLAG
AproQ::kan. Wybralam te szczepy ze wzgledu na planowane pozniej eksperymenty RIL-seq,
w ktorych do immunoprecypitacji biatek docelowych wykorzystywatam przeciwciata anty-
FLAG. Nadekspresje z plazmidu monitorowalam za pomocg metody western blot (Rys. 29).
Do detekeji pozadanych produktow biatkowych, w pierwszej kolejnosci uzytam przeciwciat
specyficznych dla danego biatka w celu sprawdzenia poprawnego dziatania uzyskanych
wektorow. Ponadto, testowatam rdzne stgzenia induktora, aby okresli¢ optymalne warunki
nadekspresji, aby uzyska¢ maksymalny poziom biatka przy minimalnym stresie dla komoérek

bakteryjnych.

Uzyskane wyniki wskazaly, ze obydwa biatka moga ulega¢ nadekspresji w systemie pBAD24
1 pNM46. Do dalszych eksperymentéw zdecydowatam si¢ jednak na wykorzystanie plazmidow

pNM46, ze wzgledu na wezesniejsze doswiadczenie zespotu prof. Giseli Storz w pracy z tym

111:6120521469 111



wektorem, co zwigkszato wiarygodnos¢ uzyskiwanych wynikow. Maksymalny poziom biatka
z tego plazmidu zostal uzyskany juz przy najmniejszym st¢zeniu induktora, dlatego do

nadekspresji w dalszych eksperymentach zastosowalam stezenie 0,1 mM IPTG.

Dodatkowo, w celu zbadania wzajemnych interakcji i znaczenia obecnosci jednego biatka w
duzym ste¢zeniu dla stabilno$ci drugiego, monitorowatam poziom biatek eksprymowanych z
chromosomu przy uzyciu przeciwcial anty-FLAG. Wyniki wykazatly, ze nadekspresja jednego
biatka nie ma znaczenia dla poziomu drugiego, co stanowito solidng podstawe do

przeprowadzenia dalszych eksperymentéw glebokiego sekwencjonowania RIL-seq (Rys. 30).
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Legenda prob: Legenda préb:
1- MG1655 Hfg-FLAG 13- MG1655 ProQ-3XFLAG
2-  MG1655 Hig-FLAG AproQ::kan 14 -  MG1655 ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB
3- MG1655 Hfq-FLAG AproQ::kan | pBAD24 156 -  MG1655 ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB | pBAD24
4 - MG1655 Hfq-FLAG AproQ:-kan | pBAD24-ProQ 16 - MG1655 ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB | pBAD24-Hfq
5- MG1655 Hfq-FLAG AproQ::kan / pBAD24-ProQ + 0,002% arabinozy 17 - MG1655 ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB | pBAD24-Hfq + 0,002% arabinozy
6 - MG1655 Hfg-FLAG AproQ::kan | pBAD24-ProQ + 0,02% arabinozy 18 - MG1655 ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB | pBAD24-Hfq + 0,02% arabinozy
7 - MG1655 Hfg-FLAG AproQ::kan / pPBAD24-ProQ + 0,2% arabinozy 19 -  MG1655 ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB8 | pBAD24-Hfq + 0,2% arabinozy
8- MG1655 Hfg-FLAG AproQ::kan | pNM46 20 - MG1655 ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB /| pNM46
9-  MG1655 Hig-FLAG AproQ::kan / pNM46-ProQ 21- MG1655 ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB | pNM46-Hfq
10 - MG1655 Hfq-FLAG AproQ:-kan | pNM46-ProQ + 0,1 mM IPTG 22 - MG1655 ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB | pPNM46-Hfq + 0,1 mM IPTG
11 - MG1655 Hfq-FLAG AproQ::kan / pPNM46-ProQ + 1 mM IPTG 23 - MG1655 ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB | pPNM46-Hfq + 1 mM IPTG
12 - MG1655 Hiq-FLAG AproQ::kan | pNM46-ProQ + 10 mM IPTG 24 - MG1655 ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB | pPNM46-Hfq + 10 mM IPTG

Rysunek 30. Analiza poziomu bialek ProQ i Hfq w szczepach Escherichia coli z
plazmidami ekspresyjnymi przy réznych stezeniach induktorow uzytych do nadekspresji.
(A) Western blot dla szczepow Hfq-FLAG (probki 1-12). Ta sama membrana zostata kolejno
inkubowana z przeciwciatami anty-ProQ i anty-FLAG. (B) Western blot dla szczepéw ProQ-
3XFLAG (probki 13-24). Ta sama membrana zostata kolejno inkubowana z przeciwciatami
anty-Hfq 1 anty-FLAG. Szczegdtowy sklad probek podano w legendzie. Biatko ProQ ma mase
okoto 26 kDa, a w wersji ProQ-3XFLAG okoto 28 kDa. Biatko Hfq wystepuje w postaci
monomeru o masie okoto 11 kDa lub heksameru o masie okoto 66 kDa. W wersji Hfq-FLAG
biatko to posiada mas¢ okoto 12 kDa w postaci monomeru lub okoto 68 kDa w wersji
heksameru.
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5.3.2. Globalna analiza zmian w oddzialywaniach RNA-RNA metoda RIL-seq:
porownanie szczepow Hfq-FLAG i ProQ-3XFLAG przy ekspresji drugiego

bialka z endogennego genu

W celu zbadania znaczenia kompetycji i wzajemnych oddziatywan pomiedzy biatkiem ProQ i
Hfq na sktad puli czasteczek RNA wigzanych przez te biatka w warunkach in vivo
przeprowadzitam eksperyment RIL-seq. Badanie to wykonatam podczas stazu w laboratorium
prof. Giseli Storz. Do$wiadczenie zaprojektowatam w taki sposob, aby rozrozni¢ efekty
nadekspresji badanego biatka, braku ekspresji z chromosomu oraz réznego stanu
fizjologicznego komorek w momencie jego indukcji. Eksperyment byt przeprowadzony w
warunkach, w ktorych jedno z bialek ulegato nadekspresji z plazmidu przy jednoczesnej
endogennej ekspresji obu biatek, jak i warunkach, w ktérych gen chromosomalny jednego z
biatek byt usuniety, dzieki czemu za poziom danego biatka odpowiedzialny byt wylacznie

konstrukt plazmidowy. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w szczepie E. coli MG1655.

Do nadekspresji wykorzystano plazmid pNM46 oraz otrzymane konstrukty plazmidowe -
pNM46-ProQ lub pNM46-Hfq. Proby kontrolne zawieraty ,,pusty” wektor pNM46. Indukcje
wykonano poprzez dodanie 0,1 mM IPTG, a moment indukcji wybrano tak, aby poréwnac
wczesng (ODgoo = 0,05) 1 po6zniejsza (ODesoo = 0,5) faze wzrostu komorek bakteryjnych. Biatka
docelowe posiadaty znacznik FLAG, co umozliwitlo specyficzng immunoprecypitacje
kompleksow RNA-biatko za pomocg przeciwcial anty-FLAG zgodnie z protokolem RIL-seq
opisanym w podrozdziale 4.6.4. Walidacja poziomoéw nadekspresji i potwierdzenie, ze
nadekspresja jednego biatka nie ma znaczenia dla poziomu drugiego, zostata przeprowadzona

przy pomocy techniki western blot (rys. 29).
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Do eksperymentu RIL-seq wybratam dwanascie kombinacji warunkow, kazda wykonano w
dwoch powtdrzeniach biologicznych, dzigki czemu otrzymalam 24 biblioteki RIL-seq.
Kolejnos$¢ i oznaczenie prob uwzglednia typ szczepu, obecno$¢ konstruktu ekspresyjnego oraz

moment indukcji nadekspresji:

1) Hfq-FLAG + pusty pNM46, indukcja przy ODeoo = 0,05
2) Hfg-FLAG + pNM46-ProQ, indukcja przy ODeoo = 0,05
3) Hfg-FLAG + pNM46-ProQ, indukcja przy ODeoo = 0,5
4) Hfq-FLAG AproQ::kan + pusty pNM46, indukcja przy ODeoo = 0,05
5) Hfq-FLAG AproQ::kan + pNM46-ProQ, indukcja przy ODgoo = 0,05
6) Hfq-FLAG AproQ::kan + pNM46-ProQ, indukcja przy ODsoo = 0,5
7) ProQ-3XFLAG + pusty pNM46, indukcja przy ODsoo = 0,05
8) ProQ-3XFLAG + pNM46-Hfq, indukcja przy ODsoo = 0,05
9) ProQ-3XFLAG + pNM46-Hfq, indukcja przy ODsoo = 0,5

10) ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB + pusty pNM46, indukcja przy ODeoo = 0,05
11) ProQ-3XFLAG Ahfg::cat-sacB + pPNM46-Hfq,  indukcja przy ODeoo = 0,05
12) ProQ-3XFLAG Ahfg::cat-sacB + pPNM46-Hfq,  indukcja przy ODeoo = 0,5

Symbol ,,A” oznacza szczepy z delecja genu chromosomalnego proQ lub Afg, co zapewniato,
ze w tych szczepach jedynym Zrédlem biatka byta ekspresja z plazmidu. Kontrolg negatywna

dla kazdego zestawu byly probki z ,,pustym” wektorem pNM46.

Pierwsze powtorzenie zostalo przygotowane 1 przeprowadzone przeze mnie, natomiast drugie,
obejmujace identyczny zestaw prob, wykonata dr Aixia Zhang z laboratorium prof. Giseli Storz.
Oba powtorzenia zrealizowano zgodnie z protokotem RIL-seq opisanym w podrozdziale 4.6.4.
Sekwencjonowanie przygotowanych bibliotek przeprowadzono w Centrum Sekwencjonowania
DNA i Genomiki w Narodowym Instytucie Zdrowia w Stanach Zjednoczonych (NIH). Analize
bioinformatyczng, obejmujaca wstepng obrobke danych, mapowanie odczytéw, oceng jakosci
oraz przygotowanie tabel, wykonala dr Caroline Esnault z zespolu bioinformatycznego w
Narodowych Instytutach Zdrowia w Stanach Zjednoczonych (NIH). Prawidlowa jakos¢
otrzymanych bibliotek zostata potwierdzona, a otrzymane dane zostaty przetworzone przez dr
Caroline Esnault, ktéra znormalizowala liczby odczytéw oraz wzbogacenie interakcji RNA-
RNA migdzy probkami. Umozliwito to przeprowadzenie dalszych analiz i1 interpretacji

oddziatywan w r6znych warunkach przedstawione w niniejszej pracy doktorskie;j.
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W celu oceny spojnosci uzyskanych danych z wynikami wcze$niejszych badan, porownatam
wyniki eksperymentéw RIL-seq przeprowadzonych w szczepach Escherichia coli Hfq-FLAG
lub ProQ-3XFLAG z kontrolnym ,,pustym” plazmidem pNM46 z danymi opublikowanymi
przez Melamed 1 wspotpracownikow (Melamed 1 wsp. 2020). Analizowatam pary czasteczek
RNA zwigzane z biatkiem Hfq lub ProQ przy uzyciu tej samej metody eksperymentalne;.
Przeprowadzona przeze mnie analiza wykazata, ze w zestawie Hfq-FLAG pig¢tnascie z
trzydziestu najczgéciej wykrywanych interakcji RNA-RNA znajdowato si¢ rowniez wsrdd
pierwszych trzydziestu par RNA-RNA z danych zamieszczonych w cytowanej publikacji
(Melamed 1 wsp. 2020) (Rys. 31A). W przypadku ProQ-3XFLAG dwanascie z trzydziestu
najczesciej wykrywanych interakcji RNA-RNA pokrywato si¢ z listg trzydziestu pierwszych w
danych otrzymanych przez Melamed i wspotpracownikéw (Melamed i wsp. 2020), a kolejne
pig¢ par RNA znalazto si¢ w pierwszych stu w tym zestawie (Rys. 31B). Wyniki te wskazuja
na zgodno$¢ 1 powtarzalno$¢ uzyskanych przeze mnie wynikéw z poprzednimi danymi

literaturowymi.
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Rysunek 31. Poréwnanie najczeSciej wykrywalnych oddzialywan RNA-RNA w
eksperymentach RIL-seq przeprowadzonych w szczepach E. coli Hfq-FLAG (A) oraz
ProQ-3XFLAG (B) zawierajacych ,,pusty” plazmid pNM46 z wczesSniej opublikowanymi
wynikami (Melamed i wsp. 2020). Na niebiesko zaznaczono pary RNA-RNA obecne w
pierwszej trzydziestce w danych Melamed i wsp., a na zotto pary obecne w pierwszej setce.

Oddziatywania niewystepujace w tym zestawie oznaczono kolorem biatym.
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5.3.3. Globalna analiza zmian w oddzialywaniach RNA-RNA zwigzanych z Hfq-
FLAG metoda RIL-seq w warunkach nadekspresji bialka ProQ

W celu oceny znaczenia st¢zenia biatka ProQ na pule RNA wigzanych przez biatko Hfq,
przeanalizowalam wyniki eksperymentow RIL-seq przeprowadzonych w szczepach

Hfg-FLAG w sze$ciu warunkach do§wiadczalnych:

1) Hfq-FLAG + pusty pNM46, indukcja przy ODgoo = 0,05
2) Hfq-FLAG + pNM46-ProQ, indukcja przy ODgoo = 0,05
3) Hfq-FLAG + pNM46-ProQ, indukcja przy ODeoo = 0,5
4) Hfq-FLAG AproQ::kan + pusty pNM46, indukcja przy ODeoo = 0,05
5) Hfq-FLAG AproQ::kan + pNM46-ProQ, indukcja przy ODeoo = 0,05
6) Hfq-FLAG AproQ::kan + pNM46-ProQ, indukcja przy ODeoo = 0,5

Dane obejmuja warunki kontrolne czyli proby z ,,pustym” plazmidem pNM46, nadekspresj¢
ProQ w dwoch punktach wzrostu oraz szczepy AproQ::kan, w ktorych biatko ProQ bylo
generowane wytacznie z plazmidu. Szczegdtowa analize przeprowadzitam na 30 najliczniej
reprezentowanych parach RNA-RNA w préobie kontrolnej Hfg-FLAG z ,,pustym” plazmidem
pNM46 (Rys. 32).

Poréwnanie liczby odczytow odpowiadajacych poszczegdlnym chimerycznym parom RNA
ujawnilo heterogeniczng odpowiedz na zwigkszenie poziomu biatka ProQ. Zaobserwowatam
dwa glowne efekty nadekspresji biatka ProQ na pule wigzanych czasteczek RNA-RNA przez
biatko Hfq. Pierwszy efekt dotyczyl par RNA-RNA, dla ktorych wzrost poziomu ProQ
spowodowal spadek liczby odczytow dla biatka Hfq. Zmiany byly szczeg6lnie wyrazne dla
pary tnaClarcZ, gdzie liczba odczytow spadta okolo 20-krotnie (z 55 tys. do 2,6 tys. przy
wczesnej indukcji ProQ), fdoG/sucD, z okoto 50-krotng redukcja sygnatu (z 4,5 tys. do 86 we
wczesnej fazie indukcji ProQ) oraz lacl/cyaR, gdzie liczba odczytow spadia 10-krotnie (z 20
tys. do okoto 2 tys.). Efekt ten sugeruje konkurencje pomiedzy biatkiem ProQ i Hfq o dostgp
do niektorych RNA lub moze §wiadczy¢ o tym, Ze bialko ProQ zmienia dostgpno$¢ tych RNA,

ograniczajac tym samym ich wigzanie przez Hfq.

Drugi zaobserwowany efekt dotyczyt par RNA, w ktorych nadekspresja ProQ prowadzita do
wzrostu liczby odczytow w kompleksach z biatkiem Hfq. Przyktadem takich par jest rbsD/arcZ,
gdzie sygnal wzrost okoto 6-krotnie (z 46 tys. do 282 tys. we wcezesnej indukcji ProQ) oraz
ompF/micF, z okoto 10-krotnym wzrostem (z 6 tys. do 61 tys. we wczesnej fazie indukcji).

Wynik ten moze wskazywaé, ze ProQ posrednio ma znaczenie dla dostgpnosci RNA,
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stabilizujgc czasteczki RNA lub utatwiajac tworzenie par zasad pomiedzy nimi, co zwigksza

efektywnos¢ ich zwigzania przez Hfq.

Co wigcej, zauwazylam rowniez, ze czas indukcji ProQ mial znaczenie dla ilosci RNA
zwigzanych z Hfq. W przypadku pary arcZ/lacl wczesna indukcja spowodowata wzrost z okoto
5 tys. do 20 tys., natomiast pdzniejsza indukcja doprowadzita do dalszego wzrostu do 45 tys.
odczytow. Podobng tendencje zauwazytam dla pary y#/K/fnrS. Zmiany te sugeruja, ze wczesna
obecnos¢ ProQ ogranicza dostepno$s¢ RNA dla Hfq, natomiast pozniejsza indukcja pozwala na
wicksze gromadzenie si¢ RNA w kompleksach Hfg-RNA. Dodatkowo, wynik ten moze
Swiadczy¢ o istnieniu mechanizméw neutralizujacych nadmiar ProQ w komorce, natomiast
przy pdzniejszej indukcji systemy te nie zdazyty zadziata¢, co pozwolito na pehiejszy efekt

zwigkszonego zwigzania RNA z Hfq.
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Rysunek 32. Analiza zmian w oddzialywaniach RNA-RNA zwiazanych z Hfq-FLAG
metoda RIL-seq w warunkach nadekspresji bialka ProQ. Heatmapa przedstawia 30
najliczniej reprezentowanych par RNA-RNA w probie kontrolnej Hfq-FLAG/pNM46 oraz ich
sygnaly w sze$ciu warunkach do§wiadczalnych. Kolory oznaczajg wartosci znormalizowane w
obrebie wiersza (niebieski — minimum, czerwony — maksimum).

120:1146743508

28710

wartos¢ min
W wierszu

tnaClarcZ

rbsDlarcZ

chiPlybaP

glmU.gimSlgimZ

sstTigevB
yebOlcyaR

laclicyaR

lacllarcZ

napFlarcZ
argTigcvB

ytfKifnrS

lon.hupBlybaP

ompXicyaR

facllcyaR

nlpDldsrA
miaA.hfq/cyaR

faclluhpT

fliCimgrR

fliCIfliA

ompF/micF
gcvBllacl
arcZllacl

tnaAlarcZ

fdoGlsucD

gatZiybaP

rriHluhpT
arcZlypfM
tdcAlybaP

dmsAlryhB

wartos¢ max
w wierszu

120



5.3.4. Globalna analiza zmian w oddzialywaniach RNA-RNA zwigzanych z ProQ-
3XFLAG metoda RIL-seq w warunkach nadekspresji Hfq

W celu zbadania znaczenia obecno$ci i poziomu biatka Hfq na pulg czasteczek RNA
zwigzanych z biatkiem ProQ, przeanalizowalam wyniki eksperymentu RIL-seq, ktéry zostat

przeprowadzony w szczepach ProQ-3XFLAG w sze$ciu warunkach do§wiadczalnych:

1. ProQ-3XFLAG + pusty pNM46, indukcja przy ODgoo = 0,05
2. ProQ-3XFLAG + pNM46-Hfq, indukcja przy ODeoo = 0,05
3. ProQ-3XFLAG + pNM46-Hfq, indukcja przy ODsoo = 0,5
4. ProQ-3XFLAG Ahfq.:cat-sacB + pusty pNM46, indukcja przy ODgoo = 0,05
5. ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB + pNM46-H{q, indukcja przy ODsoo = 0,05
6. ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB + pNM46-H{q, indukcja przy ODsoo = 0,5

Dane obejmuja warunki kontrolne czyli proby z ,,pustym” plazmidem pNM46, nadekspresje
Hfq w dwdch punktach wzrostu oraz szczepy Ahfq: . cat-sacB, w ktorych biatko Hfq pochodzito
wylacznie z transkrypcji plazmidu. Szczegdtowa analizg przeprowadzitam na 30 najliczniej
reprezentowanych parach RNA-RNA w probie kontrolnej ProQ-3XFLAG z ,,pustym”
plazmidem pNM46 (Rys. 33).

Poréwnanie liczby odczytow odpowiadajacych poszczegdlnym chimerycznym parom RNA
ujawnilo wyrazng zalezno$¢ wykrywalnosci wiekszosci par RNA-RNA od obecnosci biatka
Hfq. W kontrolnym szczepie ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB z ,,pustym” plazmidem pNM46
dla znaczacej liczby par obserwowany jest drastyczny spadek liczby odczytow w pordwnaniu
z warunkami, w ktorych Hfq jest obecne. Przywrocenie ekspresji biatka Hfq z plazmidu w
szczepach ProQ-3XFLAG Ahfq::cat-sacB w wigkszosci przypadkow skutkuje odtworzeniem,
a w niektorych podniesieniem liczby odczytow obserwowanych w warunkach z

chromosomalnym genem /fg.

Na przyktad, odczyt odpowiadajacy interakcji rrsH/malM zmniejszyt si¢ ponad 5-krotnie,
cspE/malM zmniejszyt si¢ okoto 14-krotnie, a dla lacl/mcaS az 25-krotnie w warunkach bez
Hfq w poréwnaniu do kontroli w szczepie ProQ-3XFLAG z ,,pustym” plazmidem pNM46.
Podobnie silne redukcje sygnatu zaobserwowatam dla cspA/raid (7-krotny spadek), lacl/cyaR
(11-krotny spadek) czy tnaC.tnaA/arcZ (16-krotny spadek). W przypadku par RNA-RNA:
cspE/raiA, rrsHIgevB, greAlmceas, fliA.fliC/malM, clpB.rrsGIgltW, lacl/gcvB oraz glpK/malM
odnotowatam catkowity zanik sygnatu, co wskazuje, ze obecno$¢ biatka Hfq jest niezbedna do

wykrycia tych par w kompleksach z biatkiem ProQ.
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Natomiast po przywrdceniu ekspresji biatka Hfq z plazmidu wiele z tych oddzialywan
powrdcito z bardzo duzym wzrostem. Dla przyktadu, sygnat odpowiadajacy parze cspA/raid
wzrost ponad 59-krotnie wzgledem Ahfg, dla ryfD/raid okoto 13-krotnie, dla tnaC.tnaAlarcZ
okoto 6-krotnie, a dla /acl/cyaR okoto 23-krotnie. W przypadkach par, dla ktérych sygnat
wczesniej zanikt catkowicie ponowna obecnos¢ Hfq umozliwita ponowne wykrycie
oddziatywania. Wyniki te sugeruja, ze biatko ProQ i Hfq wspodtdziataja przy formowaniu wielu

kompleksow RNA-RNA, a brak Hfq mocno ogranicza funkcjonalno$¢ ProQ w tym zakresie.

Co wigcej, w przypadku niektorych par takich jak cspA/raiA, ryfD/raid dostarczenie biatka Hfq
generowanego z plazmidu w warunkach Ahfg skutkowato silniejszymi sygnatami, niz w
warunkach z chromosomalnym genem #Afg. Przykladowo, cspA/raiA w warunkach z
chromosomalnym Afg oraz ekspresja Hfq z plazmidu zar6wno przy wczesnej, jak 1 pdznej
indukcji sygnat pozostaje na umiarkowanym poziomie (proba 2: 490, proba 3: 570). Natomiast
w warunkach Ahfq oraz ekspresja Hfq z plazmidu (préba 5: 2075, proba 6: 2100) obserwujemy
okoto 4-4,3-krotny wzrost sygnatu w stosunku do odpowiednich warunkéw z chromosomalnym
hfg. Sugeruje to, ze poziom i sposob ekspresji Hfq istotnie moduluja pule RNA obecnych w
immunoprecypitatach ProQ-3XFLAG w przypadku niektoérych par RNA-RNA.

Z kolei, poréwnanie wynikow uzyskanych przy wezesnej (ODeoo = 0,05) 1 pdzniejszej (ODsoo
= 0,5) indukcji biatka Hfq ujawnilo, ze czas ekspresji tego biatka modyfikuje liczbg
wykrywanych oddziatywan RNA-RNA zwigzanych z biatkiem ProQ.

W wielu przypadkach pdzniejsza indukcja prowadzita do wzrostu liczby odczytow w
poréwnaniu z wczesng indukcja. Na przyktad, dla pary rrsH/fbad sygnal wzrost okoto 1,8-
krotnie dla szczepu ProQ-3XFLAG i okoto 4,8-krotnie dla szczepu ProQ-3XFLAG Ahfq:.cat-
sacB. Podobny efekt zaobserwowatam dla rrfH/rrlH, gdzie pdzna indukcja zwigkszyla liczbe
odczytow 1,5-krotnie dla szczepu ProQ-3XFLAG 1 okoto 3,7-krotnie dla szczepu z delecja genu

hfg.

Natomiast dla innych par RNA-RNA efekt byl odwrotny, czyli pdzniejsza indukcja obnizata
liczbg odczytdow w poréwnaniu do wczesniejszej. Przyktadem jest para ryfF/raid, dla ktorej
sygnat zmniejszyt si¢ okoto 1,2-krotnie dla szczepu z chromosomalnym genem Afg oraz 1,4-
krotnie dla szczepu z delecja hfg. Z kolei, w przypadku niektorych par, jak yebO/cyaR, liczba

odczytow pozostawala relatywnie stabilna niezaleznie od momentu indukcji.
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Podsumowujac, obecno$¢ oraz zwigkszenie ilosci biatka Hfq istotnie ma znaczenie dla
wickszosci par RNA-RNA. Dla wigkszosci, Hfq jest niezbedny lub silnie utatwiajacy
powstawanie par RNA wiazacych si¢ z biatkiem ProQ, co sugeruje bliskg wspotzaleznos¢
funkcjonalng obu biatek w regulacji potranskrypcyjnej. Dodatkowo, analiza pokazuje, ze
moment indukcji biatka Hfq roznie wptywa na oddziatywanie RNA-RNA z biatkiem ProQ. Dla
niektorych par pdzniejsza indukcja prowadzi do istotnego wzrostu lub spadku liczby odczytow,
natomiast inne s3 niewrazliwe na czas ekspresji biatka Hfq. Sugeruje to, ze nie wszystkie
czasteczki RNA reaguja jednakowo, a dynamika oddziatywan zalezy od konkretnej pary RNA-
RNA.
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Rysunek 33. Analiza zmian w oddzialywaniach RNA-RNA zwigzanych z ProQ-3XFLAG
metoda RIL-seq w warunkach nadekspresji biatka Hfq. Heatmapa przedstawia trzydziesci
najliczniej reprezentowanych par RNA-RNA w probie kontrolnej ProQ-3XFLAG/pNM46 oraz
odpowiadajace im sygnaty w sze$ciu warunkach doswiadczalnych. Kolory oznaczajg warto$ci
znormalizowane w obrgbie wiersza (niebieski — minimum, czerwony — maksimum).
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6. DYSKUSJA

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zbadanie mechanizméw kompetycji pomiedzy
biatkami wigzacymi czasteczki RNA u Escherichia coli, ze szczegdlnym uwzglednieniem
biatek ProQ, FinO oraz Hfq. Biatka te naleza do kluczowych bialek bakteryjnych
oddziatujacych z RNA, majac znaczenie migedzy innymi dla stabilno$ci, dostepnosci, funkcji
RNA oraz w konsekwencji dla licznych procesow fizjologicznych komorki. Pomimo licznych
badan wskazujacych, ze zakresy oddziatywan tych biatek z RNA cze$ciowo si¢ pokrywaja,
molekularne mechanizmy odpowiedzialne za selektywno$¢ rozpoznawania docelowych

czasteczek RNA oraz kompetycje pomiedzy tymi biatkami nie zostaly w petni poznane.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy pozwalaja na omowienie tego zagadnienia na trzech
poziomach. Po pierwsze, pozwalaja na analiz¢ cech sekwencyjnych i strukturalnych czasteczek
RNA, w szczeg6lnosci regionéw otaczajacych spinki terminatorowe, ktore determinujg ich
rozpoznawanie przez biatka ProQ oraz FinO, zawierajace domen¢ FinO. Po drugie, dostarczaja
informacji na temat znaczenia wybranych reszt aminokwasowych w domenie FinO biatka ProQ
dla rozrézniania wigzania docelowych czasteczek RNA w warunkach in vivo. Po trzecie,
umozliwiajg ocen¢ znaczenia kompetycji i wzajemnych oddziatywan pomig¢dzy biatkiem ProQ

1 Hfq dla wigzania RNA przez te biatka w warunkach in vivo.

W tym rozdziale wyniki te zostaly omdéwione w odniesieniu do dostgpnych danych
literaturowych, opisujacych oddziatywania czasteczek RNA z biatkami w komorce bakteryjne;.
Analiza ta obejmuje rézne, uzupetniajace si¢ aspekty regulacji, ktore razem tworza szerszy
obraz mechanizmoéw regulujacych selektywnos$¢ i zakres oddziatywan biatek ProQ, FinO oraz

Hfq z czasteczkami RNA w komorce Escherichia coli.
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6.1. Sekwencja nukleotydowa otaczajaca podstawe spinki terminatorowej decyduje o

selektywnym rozpoznawaniu czgsteczek RNA przez bialko ProQ i FinO

Biatka z rodziny FinO wigzace RNA odgrywaja kluczowa role w regulacji ekspresji genow u
organizméw bakteryjnych. Zgodnie z obecnymi danymi, to domena FinO odpowiada gldwnie
za specyficzne rozpoznawanie docelowych czasteczek RNA, a regiony N- 1 C-koncowe tych
biatek petnig w wiekszosci funkcje wspomagajace (Gonzalez i wsp. 2017; Stein 1 wsp. 2020).
Struktura krystalograficzna domeny FinO biatka RocC z Legionella pneumophila w
kompleksie z RocR RNA ujawnita mechanizm oddzialywania dolnej czg$ci spinki oraz ogona
3' z resztami aminokwasowymi na wklestej powierzchni domeny FinO biatka RocC (Kim i
wsp. 2022). Co wigcej, liczne badania wysokoprzepustowe oraz badania in vitro wykazaty, ze
ProQ i FinO wigza RNA =zawierajagce stabilne terminatory transkrypcji z regionami
jednoniciowymi (Jerome i Frost 1999; Arthur i wsp. 2011; Holmgqvist i wsp. 2018; Melamed 1
wsp. 2020; Stein i wsp. 2020)

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej pokazuja jednak, ze znaczenie tych struktur
wykracza poza samg obecno$¢ spinki terminatorowej. Przeprowadzone przeze mnie
eksperymenty, polegajace na transplantacji sekwencji nukleotydowej zlokalizowanej u postawy
spinki terminatorowej wykazaty, ze region ten decyduje nie tylko o sile wigzania biatka ProQ i
FinO z RNA, lecz réowniez o specyficznos$ci ich rozpoznawania przez badane biatka.
Wprowadzenie elementéw pochodzacych z FinP lub RepX zwigkszylo powinowactwo do
biatka FinO, natomiast sekwencja z malM-3' oraz cspE81-3' sprzyjata wigzaniu przez biatko
ProQ (Rys. 10-14, Tabela 1). Wykazatam rowniez, ze nawet niewielkie réznice nukleotydowe
zlokalizowane bezposrednio przy podstawie spinki terminatorowej zmieniajg preferencje
wigzania z badanymi biatkami. Obecnos¢ pary A-G u podstawy terminatora powodowata
rozpoznawanie RNA przez biatko FinO, natomiast para U-U zwigkszyla powinowactwo do
biatka ProQ (Rys. 15-17, Tabela 2). Dodatkowo, wyniki reakcji kompetycji pokazaty, ze efekt
ten jest widoczny rowniez w reakcjach z udziatem obu bialek jednoczesnie (Rys. 18-19). W
rezultacie, uzyskane dane te poszerzaja rozumienie funkcji tego regionu RNA, wskazujac, ze
sekwencja u podstawy spinki terminatorowej ma kluczowe znaczenie dla wigzania oraz

rozrdzniania docelowych czasteczek RNA przez biatka ProQ i FinO u Escherichia coli.

Na podstawie powyzszych obserwacji mozna zaproponowa¢ mozliwe wyjasnienie, dlaczego
biatko ProQ nie rozpoznaje naturalnych czasteczek RNA wigzanych przez biatko FinO, takich
jak FinP oraz RepX sRNA. Cechg charakterystyczng tych czasteczek jest obecno$¢ pary

puryna-puryna bezposrednio ponizej zamykajacej pary zasad G-C spinki terminatorowej w tych
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czasteczkach. Takie niedopasowanie moze destabilizowa¢ lokalng strukture¢ RNA 1 przez to
ostabia¢ wigzanie przez biatko ProQ. Z kolei, czasteczki specyficzne dla biatka ProQ posiadaja
w tym miejscu pary A-U lub niedopasowania typu pirymidyna-pirymidyna, ktére sg tolerowane
przez to biatko, o ile zachowana jest lokalna struktura helisy terminatora. Zatem, ostabione
wigzanie FinP i RepX sRNA przez biatko ProQ moze by¢ spowodowane przez obecno$¢
niedopasowania puryna-puryna oraz sasiadujacych sekwencji, ktore destabilizujg lokalng
strukture helisy, uniemozliwiajac rozpoznanie przez domen¢ FinO biatka ProQ. Dodatkowo,
biatko ProQ wigze zdecydowanie znacznie wigcej czasteczek RNA w porownaniu z biatkiem
FinO (Olejniczak 1 Storz 2017), co moze sugerowaé, ze konkurencja pomig¢dzy czasteczkami
RNA stanowi dodatkowy mechanizm zapobiegajacy wigzaniu RNA specyficznych dla FinO

przez ProQ w komorce bakteryjne;.

Zauwazytam takze, ze wprowadzenie elementow sekwencji nukleotydowych pochodzacych z
FinP lub RepX do czasteczek malM-3' lub cspE81-3' skutkowato wzmocnieniem wigzania tych
RNA przez biatko FinO (Rys. 10-11, 13, Tabela 1). Swiadczy to o tym, ze sekwencje u podstawy
spinki terminatorowej FinP i RepX wprowadzaja cechy rozpoznawane przez biatko FinO.
Natomiast, wprowadzenie odpowiadajacych sekwencji z malM-3' do czasteczek FinP i RepX
sRNA miato jedynie umiarkowanie niekorzystne znaczenie dla wigzania przez FinO (Rys. 10,
13, Tabela 1). Zgodnie z hipoteza przedstawiong przez Arthur i wsp. (2011) nici RNA
otaczajace spinke terminatorowg FinP sSRNA moga by¢ rozdzielone w kompleksie z biatkiem
FinO. Mozliwe, Ze naturalnie wystepujace niedopasowanie puryna-puryna w czasteczkach FinP
1 RepX sprzyja takiemu rozdzieleniu nici. Mechanizm ten moglby wyjasniaé, dlaczego
wprowadzenie tej sekwencji do czasteczki malM-3' oraz cspE81-3' prowadzi do wzmocnienia
ich wigzania z bialkiem FinO. Natomiast, umiarkowanie niekorzystny efekt zastgpienia
naturalnej sekwencji u podstawy terminatora transkrypcji u FinP lub RepX sekwencja z
czasteczki malM-3' sugeruje, ze albo nici RNA pozostajg wystarczajaco rozdzielone, albo ze
inne elementy struktury FinP 1 RepX rowniez wspomagaja to oddziatywanie. Niemniej jednak,
uzyskane dane wskazuja, Zze réznice w sekwencjach otaczajacych spinki terminatorowe maja
istotne znaczenie dla lokalnej struktury RNA 1 determinuja rozroznianie RNA przez biatko

ProQ 1 FinO.

W kontynuacji powyzszych badan interesujace bytoby zbadanie, czy mutacje innych regionow
biatka ProQ, poza domeng FinO, maja znaczenie dla rozrdzniania zroznicowanych struktur
RNA. W szczegolnosci, zbadanie, czy regiony N- oraz C-koncowe biatka ProQQ maja znaczenie

dla rozrézniania wigzania w zaleznosci od sekwencji oraz struktury czasteczki RNA.
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Druga kwestia, ktéra moze ttumaczy¢ réznice w rozpoznawaniu tych samych RNA przez ProQ
i FinO, moga by¢ wlasciwosci samych biatek. Struktura krystalograficzna kompleksu biatka
RocC z RocR RNA z Legionella pneumophila (Rys. 34) wykazata, ze dolna cze$¢ trzonu spinki
terminatorowej oraz koniec 3' czgsteczki RocR RNA s3 rozpoznawane przez dwa odrebne
regiony domeny FinO biatka RocC (Kim i wsp. 2022). Koniec 3' oddziatuje z konserwowanymi
resztami tyrozyny (Tyr87) i argininy (Arg97), ktorych odpowiedniki réwniez wystepuja w
biatku ProQ i FinO. W zwigzku z tym, jest mato prawdopodobne, aby réznice w rozpoznawaniu
RNA wynikaty bezposrednio z tego regionu badanych biatek. Natomiast dolna cz¢$¢ trzonu
spinki terminatorowej czasteczki RocR RNA oddziatuje z resztami aminokwasowymi
znajdujacymi si¢ w N-koncowej czgsci piatej a-helisy biatka RocC, ktory zostat okre§lony jako
motyw N-cap. Interesujgce jest to, ze sekwencje aminokwasowe biatka ProQ i FinO, ktore
tworza odpowiadajaca o-helis¢ rdznig si¢ pomiedzy soba, co sugeruje, ze moga by¢

odpowiedzialne za roznice w rozpoznawaniu czasteczek RNA przez te obydwa biatka.

W celu weryfikacji tej hipotezy, dr Maciej Basczok z naszego laboratorium, stworzyt modele
strukturalne poprzez natozenie struktury biatka ProQ lub FinO, uzyskane eksperymentalnie
oraz wygenerowane przez oprogramowanie ColabFold, na strukture kompleksu RocC z RocR
(Kim i wsp. 2022). Analiza ta wykazata, ze motyw N-cap w trzeciej a-helisie biatka ProQ jest
podobny do motywu w biatku RocC 1 obejmuje cztery reszty aminokwasowe (S53, K54, R58
oraz R62) zdolne do oddzialywania z czasteczkami RNA. Co wigcej, istotno$¢ tych reszt
aminokwasowych dla wigzania z czasteczkami RNA zostata wcze$niej potwierdzona poprzez
badania in vitro oraz in vivo (Pandey i wsp. 2020; Stein 1 wsp. 2023). Natomiast analiza biatka
FinO wykazata, ze jego czwarta a-helisa odpowiada motywowi N-cap w biatku RocC i tworzy
wigksza powierzchni¢ oddziatywan niz w przypadku biatka ProQ. Obejmuje ona az siedem
reszt aminokwasowych (H117, K118, R121, R122, K125 i R129) mogacych oddziatywa¢ z
docelowg czasteczka RNA. Co wigcej, analiza wykazala, ze biatko FinO oddziatuje z podstawa
spinki terminatorowej za pomocg C-koncowej czesci czwartej a-helisy biatka FinO, w ktorej
znajdujg si¢ reszty K125 oraz R129. Co ciekawe, reszta homologiczng do K125 biatka FinO
jest R62, a do R129 jest S66. Z tego wzgledu mozliwe jest, Ze roznice w rozmieszczeniu reszt

mogg by¢ przyczyng odmiennych oddziatywan w tych biatkach (Mamonska 1 wsp. 2025)
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Rysunek 34. Struktura krystalograficzna kompleksu bialka RocC z RocR RNA (Kim 1
wsp. 2022, zmodyfikowano). Kolorem czerwonym zaznaczone jest biatko RocC, a kolorem
szarym RocR RNA. Na biatku RocC na niebiesko zaznaczono motyw N-cap na piatej helisie o

oddzialujacy z trzonem spinki terminatorowej, a na zielono reszty aminokwasowe oddziatujace
z koncem 3' RocR RNA.
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6.2. Znaczenie reszt aminokwasowych domeny FinO bialka ProQ dla wigzania

czasteczek RNA in vivo u Escherichia coli

Zgodnie z wynikami wcze$niejszych badan biatko ProQ oddzialuje z licznymi czasteczkami
sRNA oraz mRNA, majac znaczenie dla licznych proceséw fizjologicznych komorki
bakteryjnej, takich jak migdzy innymi, utrzymywanie homeostazy, ruchliwo$¢ czy odpowiedz

na stres (Olejniczak 1 Storz 2017; Quendera 1 wsp. 2020; Bergman i wsp. 2025).

Wykazano, ze to domena FinO biatka ProQ gléwnie odpowiada za wigzanie docelowych RNA.
Wyniki uzyskane w naszym laboratorium pokazaty, ze kluczowe dla tego oddziatywania sg
konserwatywne reszty aminokwasowe R58, Y70 oraz R80, ktéorych mutacje prowadza do
silnego ostabienia lub calkowitej utraty wigzania RNA w warunkach in vitro. Natomiast, reszty
K54, R62, K35 oraz R69 wykazuja zréznicowane znaczenie dla wigzania poszczegdlnych
czasteczek RNA oraz dla rozpoznawania elementéw strukturalnych, w tym spinki

terminatorowej (Stein 1 wsp. 2023).

Wyniki uzyskane w pierwszej czesci niniejszej pracy doktorskiej wykazaty, ze ProQ wiaze
czasteczki RNA w regionie terminatora transkrypcji, a sekwencja nukleotydowa u podstawy
spinki jest kluczowa dla rozpoznawania RNA. Obserwacje te sugeruja, ze selektywno$é
wigzania RNA moze wynika¢ nie tylko z cech strukturalnych czasteczek RNA, lecz rowniez z
udziatu okre$lonych reszt aminokwasowych domeny FinO biatka ProQ. W zwiagzku z tym, w
kolejnym etapie pracy postanowilam skupi¢ si¢ na zbadaniu znaczenia wybranych reszt
aminokwasowych domeny FinO biatka ProQ dla wigzania czasteczek RNA w warunkach in

vivo u Escherichia coli.

W tym celu wykonalam eksperyment RIP-seq na pigciu szczepach z poszczegdlnymi
mutacjami biatka ProQ: K35A, K54A, R62A, R69A oraz R80K. Uzyskane wyniki pokazaty, ze
mutacja R80OK miata najsilniejsze negatywne znaczenie dla wigzania czasteczek RNA (Rys.
23). Jest to zgodne z wczesniejszymi badaniami, ktore wykazatly, ze mutacja ta jest kluczowa

dla oddziatywania RNA z domeng FinO biatka ProQ (Pandey 2020, E1 Mouali 2021).

Dodatkowo zaobserwowatam, Ze czasteczki RNA, ktore wykazywaly znaczne pogorszenie
wigzania z mutantem R80K, to w znacznej wigkszosci antysensowe RNA oraz czasteczki
nalezace do systemow toksyna-antytoksyna. Wsrdd nich znalazly si¢ migdzy innymi trzy
czasteczki z rodziny Sib RNA, ktére reguluja mRNA toksyn ibs. Dodatkowo, znacznie
obnizone wigzanie wykazywalo sRNA RyfA, ktore koduje mate toksyczne biatko TimB, oraz
mRNA toksyny tisB, ktore jest regulowane przez IstR1. Co wiecej, w tej grupie znalazly si¢
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rowniez dwie czasteczki mRNA Idr, ktére kodujg toksyczne biatka oraz antysensowe RNA
RyeA. Wyniki te pokazuja, ze tego typu RNA nalezg do istotnych czasteczek RNA
oddziatujacych z biatkiem ProQ, a domena FinO odgrywa kluczowa role w ich rozpoznawaniu

1 wigzaniu w komoérkach Escherichia coli.

Co wazne, czes$¢ czasteczek RNA, ktorych wigzanie do biatka ProQ byto najsilniej ostabione
w wyniku mutacji R80K, zostata wczesniej zidentyfikowana jako docelowe RNA dla tego
biatka w badaniach z uzyciem odrebnych metod eksperymentalnych. W celu identyfikacji RNA
zwigzanych z ProQ u E. coli oraz S. enterica uzywano metod takich jak migdzy innymi GRAD-
seq oraz SEC-seq, ktore pozwalaja na wykrywanie RNA wspotwystepujacych z kompleksami
RNA-biatko o okreslonej masie czasteczkowej (Smirnov i wsp. 2016; Chihara i wsp. 2022).
Dodatkowo, wykorzystywano metod¢ CLIP-seq, umozliwiajaca identyfikacje RNA
bezposrednio wigzacych si¢ z biatkiem (Holmqvist i wsp. 2018), oraz RIL-seq, ktora pozwala
wykrywa¢ RNA, zaréwno oddziatujace bezposrednio z biatkiem, jak i tworzace pary z innymi
czasteczkami RNA (Melamed i wsp. 2020). Poréwnalam dane uzyskane w eksperymencie RIP-
seq w niniejszej pracy doktorskiej z wcze$niejszymi danymi literaturowymi. Lacznie, sposrod
pigtnastu czasteczek, ktoérych wigzanie z ProQ byto najsilniej zaburzone przez mutacje R§0OK
w niniejszej pracy doktorskiej, dziewie¢ czasteczek RNA (SibA, SibE, SibB, RyfA, RyeA, tisB,
bolA, AcrZ, atpC) zostato wezesniej zidentyfikowanych jako czasteczki wigzace biatko ProQ
przez co najmniej jedng, inng metod¢ badawcza (Smirnov i wsp. 2016; Holmqvist 1 wsp. 2018;
Melamed 1 wsp. 2020; Chihara 1 wsp. 2022). Wyniki te potwierdzaja istotne znaczenie
zidentyfikowanych RNA jako docelowych RNA biatka ProQ.

Analiza znaczenia mutacji K35A, K54A, R62A, R69A oraz silnie niekorzystnej R80OK na
wigzanie RNA z biatkiem ProQ wykazata, ze wprowadzone zmiany maja zréznicowane
znaczenie dla wigzania poszczegdlnych czasteczek RNA (Rys. 23). Wynik ten jest zgodny z
wczesniejszymi badaniami odziatywan ProQ z sRNA SibA, SibB 1 RybB oraz fragmentami
mRNA cspE-3', gapA-3' 1 malM-3', ktére wykazaty zZe reszta R80 jest kluczowa dla wigzania
badanych RNA. Pozostale reszty aminokwasowe, takie jak K54 1 R62, powodowaty
umiarkowane defekty wigzania, natomiast mutacje K35 i R69 wykazywaly zr6znicowane

znaczenie dla wigzania badanych RNA (Stein i wsp. 2023).

Wyniki otrzymane podczas realizacji niniejszej pracy ujawnity, ze nie wszystkie RNA zwigzane
z ProQ byly jednakowo dotknigte badanymi mutacjami, co moze sugerowa¢ udziat innych
regionow domeny FinO lub biatka ProQ w utrzymywaniu oddziatywan. Mozliwe jest rowniez,

ze w przypadku cze$ci RNA, réznice we wzbogaceniu moga by¢ konsekwencja efektow
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posrednich, jak na przyktad konkurencji RNA o dostep do badanego biatka. Jednoczes$nie, dane
wskazuja, ze dla wielu RNA domena FinO odgrywa kluczowa role w wigzaniu, natomiast

wplyw konkretnych mutacji jest zréznicowany.

W kontynuacji tego nurtu badan warto byloby przeprowadzi¢ analiz¢ RIP-seq na mutantach
biatka ProQ zawierajacych mutacje w innych regionach, na przyktad w domenie C-koncowe;j
lub linkerze. Dodatkowo, warto bytoby sprawdzi¢ znaczenie mutacji wielokrotnych, co
pozwolitoby na wyjasnienie wspoéldziatania poszczegdlnych reszt aminokwasowych w

wigzaniu RNA in vivo.

Analiza wynikow eksperymentu RIP-seq wykazata, ze szczegélnie silng zalezno$¢ od tej
domeny wykazywatly czasteczki z rodziny Sib RNA. Wynik ten sugeruje, ze domena FinO
biatka ProQ moze petni¢ szczego6lnie istotng funkcje w kontroli systemow toksyna-antytoksyna,
ktore sa kluczowe do adaptacji komodrek do warunkéw stresowych oraz regulacji

przezywalnos$ci populacji bakteryjnych.

Zgodnie z danymi literaturowymi, czasteczki Sib wystepuja w dwoch formach w komorce:
dlugiej oraz kroétkiej, pozbawionej struktury terminatora transkrypcji (Fozo i wsp. 2008; Adams
1 wsp. 2021). Wyniki niniejszej pracy doktorskiej wykazaty, ze domena FinO rozpoznaje przede
wszystkim dluzsze formy czasteczek Sib, ktore posiadaja strukture terminatora transkrypcji
(Rys. 25) . Natomiast, pelnej dlugosci biatko ProQ wiaze zarowno dtugie, jak i krotkie formy
SibA 1 SibC z podobnym powinowactwem, co sugeruje udzial dodatkowych regionow biatka

w stabilizacji kompleksu RNA-biatko.

W niniejszej pracy, porownanie czasteczek SibA (Rys. 26) oraz SibC (Rys. 27) pozwolito na
identyfikacj¢ cech strukturalnych powodujacych réznice w powinowactwie do domeny FinO.
Pomimo wysokiego podobienstwa struktury drugorzgdowej tych czasteczek, mapowanie
strukturalne wykazato istotne réznice w dynamice czteroramiennej spinki po stronie 5'. Co
wiecej, struktura czgsteczki SibC okazata si¢ bardziej elastyczna oraz mniej stabilna w

poréwnaniu do SibA.

Eksperymenty mapowania interakcji RNA-biatko metoda footprintingu (ang. RNA
footprinting) czasteczek SibA i1 SibC potwierdzily, ze wigzanie ProQ oraz wyizolowane]
domeny FinO bialka ProQ nastgpuje w rejonie podstawy spinki terminatorowej oraz w
sasiadujacych elementach spinki 5' (Rys. 28-29). Zaobserwowane zmiany dostepnosci tych

regiondw po zwigzaniu biatka ProQ wskazuja na zmiane struktury RNA, co moze miec
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znaczenie dla miedzy innymi stabilnosci tych regionow, dostepnosci dla rybonukleaz lub

zdolnosci do oddzialywania z docelowymi czasteczkami mRNA.

W dalszych badaniach interesujace byloby okreslenie, czy rdznice w dynamice strukturalnej
czasteczek RNA, takich jak SibA i SibC sRNA, maja znaczenie dla kinetyki wigzania i
dysocjacji kompleksoéw z biatkiem ProQ. Badania te mogtyby dostarczy¢ informacji na temat

selektywnos$ci wigzania czasteczek RNA przez biatko ProQ.

Podsumowujac, niniejsza praca wykazala, ze domena FinO biatka ProQ petni kluczowa role w
rozpoznawaniu antysensowych sRNA oraz czasteczek nalezacych do systemow toksyna-
antytoksyna poprzez wigzanie struktur terminatorowych 1 sgsiadujacych elementow
drugorzedowych RNA. Dane te uzupelniaja wczesniejsze obserwacje dotyczace znaczenia
sekwencji u podstawy spinki terminatorowej i podkreslaja, ze rozpoznawanie RNA przez biatko
ProQ jest procesem wielopoziomowym, zaleznym zaréwno od struktury, jak i dynamiki

wigzanej czasteczki RNA.

6.3. Kompetycja oraz wzajemne oddzialywania pomiedzy bialkami ProQ i Hfq jako

mechanizm regulujacy pule¢ RNA in vivo u Escherichia coli

W trzeciej cze$ci niniejszej pracy zbadano kompetycje i wzajemne oddziatywania biatek ProQ
1 Hfq. Analize przeprowadzono metoda RIL-seq w warunkach kontrolowanej nadekspresji
biatka ProQ lub Hfq oraz w obecnos$ci lub braku drugiego biatka na chromosomie. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze ProQ 1 Hfq nie funkcjonuja w komorce jako niezalezne czynniki biatkowe
wigzgce RNA, lecz tworza dynamiczny 1 wzajemnie powigzany system regulacyjny. Jest to
zgodne z wczesniejszymi danymi literaturowymi, ktére wskazujg na czgsciowe naktadanie si¢
zbiorow docelowych czasteczek RNA dla obu badanych biatek (Holmqvist i wsp. 2016;
Smirnov i wsp. 2016; Melamed 1 wsp. 2020).

W pierwszym etapie potwierdzilam, ze nadekspresja jednego biatka nie zmienia poziomu
drugiego (Rys. 30), co umozliwia interpretacj¢ zmian w eksperymencie RIL-seq przede
wszystkim jako konkurencje¢ lub modulacje oddzialywan na poziomie wigzania czasteczek

RNA, a nie jako efekt zmiany ekspresji drugiego biatka.

Analiza danych RIL-seq wykazata, Ze nadekspresja ProQ w szczepach Hfq-FLAG wplywata
na liczbe odczytéw wsrdd najczesciej wykrywanych par RNA-RNA (Rys. 32). Dla pewne;j
grupy par RNA-RNA zaobserwowatam istotne zmniejszenie liczby odczytow. Do takich
przyktadow naleza mi¢dzy innymi para tnaClarcZ, ktora wykazywatla okoto dwudziestokrotny

spadek, fdoG/sucD z okoto pieédziesieciokrotng redukcja oraz para lacl/cyaR z
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dziesigciokrotnym zmniejszeniem liczby odczytow. Wyniki te mogg wskazywaé¢ na
bezposrednig konkurencj¢ pomigdzy biatkami ProQ i Hfq. Wynik ten mozna thumaczy¢ efektem
,przechwycenia” RNA przez ProQ i zmniejszeniu jego dostgpnosci dla biatka Hfq. Obserwacja
ta jest szczegodlnie przekonujgca w przypadku par zawierajacych arcZ, ktore jest opisane jako

czasteczka SRNA specyficzna dla biatka Hfq (Holmqvist 1 wsp. 2018; Melamed i wsp. 2020).

Roéwnoczesnie, w przypadku innych par RNA-RNA zaobserwowalam wzrost liczby odczytow
przy nadekspresji biatka ProQ (Rys. 32). Wynik ten sugeruje selektywna redystrybucje
docelowych czgsteczek RNA. Moze ona by¢ efektem konkurencji o te same miejsca wigzania
czy zmiany dostgpnosci strukturalnej RNA poprzez, na przyktad stabilizacj¢ lub zmiang jego
konformacji przez biatko ProQ. Rozwazania na temat mozliwej zréznicowanej funkcji biatka
ProQ oraz jego interakcji z RNA specyficznymi dla Hfq byly prowadzone w publikacji
Melamed i wsp. (2020) i nasze wyniki je potwierdzaja.

Analiza wynikoéw RIL-seq w szczepach Hfq-FLAG pokazuje, ze zwigkszenie poziomu biatka
ProQ nie prowadzi do wyraznie jednokierunkowej zmiany w wigzaniu par RNA-RNA przez
biatko Hfq, lecz selektywnie modyfikuje sktad tych kompleksow. Otrzymane wyniki sugeruja
konkurencj¢ i/lub wzajemne modulowanie specyficznych transkryptow przez ProQ i Hfq.
Swiadczy to o ztozonej sieci regulacyjnej, w ktérej obydwa biatka konkuruja i/lub wspotpracuja

w zaleznosci od konkretnych czasteczek RNA.

Z drugiej strony, analiza wynikow uzyskanych w szczepach ProQ-3XFLAG ujawnita silng
zalezno$¢ ProQ od obecnosci biatka Hfq (Rys. 33). Delecja genu /fg spowodowata drastyczny
spadek wykrywanych par RNA-RNA, a przywrdcenie ekspresji biatka Hfq z plazmidu
odtwarzalo te oddziatywania, cze¢sto ze zwigkszeniem liczby odczytow. Wynik ten sugeruje, ze
biatko Hfq petni decydujaca role w regulacji czasteczek RNA, podczas gdy ProQ moduluje
wybrane oddzialywania. Wynik ten jest zgodny z poprzednimi danymi literaturowymi

opisujacymi Hfq jako gléwne biatko wiazace czasteczki RNA (Vogel 1 Luisi 2011).

Czas indukcji nadekspresji biatka okazal si¢ kolejnym waznym czynnikiem modulujacym
wynik konkurencji lub wzajemnego oddziatywania. Wczesna indukcja biatka ProQ czgsciej
prowadzita do ograniczenia dostgpnosci par RNA dla biatka Hfq, natomiast pozniejsza
skutkowata czgsto zwiekszeniem akumulacji kompleksow Hfq-RNA. Takie wyniki moga
wynika¢ z fazy wzrostu komorki, przewagi mechanizmow degradacyjnych lub istnienia

mechanizmow kompensacyjnych usuwajacych nadmiar biatek wigzacych czasteczki RNA. W

134:7950950813 134



rezultacie moze to oznaczac, ze efekt kompetycji jest zalezny od stanu fizjologicznego komorki

i czasu ekspresji, co jest istotne w interpretacji danych.

W rezultacie, otrzymane wyniki moga sugerowac, ze sekwencja nukleotydowa oraz struktura
czasteczek RNA determinujg preferencje wigzania, a stgzenia ProQ i1 Hfq decyduja o
ostatecznym rozktadzie docelowych par RNA-RNA. Co wigcej, efekty posrednie, takie jak
stabilizacja RNA czy utatwienie parowania, dodatkowo moga modulowa¢ wykrywalno$¢ par

RNA-RNA w kompleksach z biatkiem ProQ 1 Hfq.

Istotnym ograniczeniem badania jest to, ze nadekspresja z plazmidu nie odzwierciedla
warunkow naturalnych, a badanie RIL-seq wykrywa pary RNA-RNA koimmunoprecypitowane
z danym bialkiem, co nie zawsze pozwala na rozr6znienie bezposredniego wigzania od efektow
posrednich. Jednakze, uzyskane dane sg spdjne z wczesniejszymi informacjami literaturowymi

(Rys. 30), co potwierdza istotno$¢ otrzymanych wynikow.

Przedstawione wyniki pokazuja, ze kompetycja oraz wzajemne oddzialywania pomigdzy
biatkiem ProQ i Hfq stanowig zalezny mechanizm ksztaltowania puli RNA w komorkach
Escherichia coli. W konsekwencji, taka sprz¢zona regulacja potranskrypcyjna umozliwia

komorce efektywng adaptacje do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiskowych.

Interesujacym kierunkiem dalszych analiz byloby okreslenie, czy obserwowana kompetycja i
wzajemne oddzialywania pomiedzy biatkami ProQ 1 Hfq dotyczy RNA o czesciowo
naktadajacych si¢ cechach strukturalnych. Istotne byloby zidentyfikowanie wspolnych
motywow sekwencyjnych lub strukturalnych RNA, ktére majg znaczenie dla wigzania przez
ProQ lub Hfq. Takie podejscie umozliwiloby zrozumienie selektywnej redystrybucji puli RNA
pomiedzy r6znymi biatkami RNA w komorce bakteryjne;j.

Podsumowujac, w niniejszej pracy doktorskiej wykazalam, ze selektywno$¢ oraz zakres
oddzialywan bialek z rodziny FinO, czyli ProQ 1 FinO, jak rowniez biatka Hfq z ich
docelowymi czasteczkami RNA, sg okreslone wielopoziomowo. Nawet niewielkie réznice w
sekwencji nukleotydowej u podstawy spinki terminatorowej w SRNA i mRNA moga
decydowac o selektywnosci rozpoznawania RNA przez biatka ProQ i FinO. Co wigcej, mutacje
w kluczowych resztach domeny FinO biatka ProQ selektywnie ostabiaja wigzanie okreslonych
sRNA 1 mRNA in vivo, wskazujac na istotng role pojedynczych aminokwaséw w tym biatku.
Jednoczesnie wykazatam, Zze ProQ 1 Hfq funkcjonuja jako elementy wspdlnej sieci regulacyjne;j,
a ich st¢zenia i czas ekspresji w komorce prowadza do selektywnej redystrybucji par RNA-

RNA. Wyniki te pokazuja, ze selektywno$¢ wigzania oraz kompetycja 1 wzajemne
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oddziatywanie pomiedzy biatkami wigzacymi RNA stanowig istotny mechanizm ksztattowania
puli docelowych czasteczek RNA u Escherichia coli. W konsekwencji, umozliwia to
komoérkom bakteryjnym regulacje procesdOw potranskrypcyjnych i skuteczng adaptacje do

zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiskowych.
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7. WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw oraz analiz sformutowatam nast¢pujace

whnioski koncowe:

e Rozpoznawanie czasteczek RNA przez biatka ProQ i FinO u Escherichia coli jest
determinowane przez sekwencj¢ i lokalng strukture RNA, przy czym kluczowa rolg
odgrywa region u podstawy spinki terminatorowe;.

e Niewielkie zmiany nukleotydowe w obrgbie podstawy struktury terminatora
transkrypcji w czasteczce RNA sg wystarczajagce aby zmieni¢ preferencje wigzania
RNA przez biatko ProQ i FinO, co §wiadczy o istotnym znaczeniu tego regionu w
potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow.

e Domena FinO bialka ProQ oddziatuje z antysensowymi RNA oraz czasteczkami
nalezacymi do systemow toksyna-antytoksyna, a jej wigzanie prowadzi do lokalnych
zmian struktury RNA.

e Mutacje w domenie FinO biatka ProQ prowadza do zréznicowanych zmian w wigzaniu
RNA in vivo, w zaleznos$ci od konkretnej czasteczki RNA. Sugeruje to zréoznicowany
mechanizm rozpoznawania RNA oraz mozliwy udzial innych domen biatka ProQ w tym
procesie.

e Biatko ProQ wiaze czasteczki SRNA z rodziny Sib w sposdb zalezny od obecnosci
struktury terminatora transkrypcji, a miejsce wigzania zlokalizowane jest w obrebie
spinki terminatorowej i jej bezposredniego sasiedztwa.

e (Oddzialywanie biatka ProQ z czasteczkami Sib RNA prowadzi do lokalnych zmian w
ich strukturze drugorzgdowej, co moze mie¢ znaczenie dla ich stabilnosci oraz zdolnos$ci
do wiazania ich docelowych mRNA.

e Biatka ProQ 1 Hfq tworza funkcjonalnie powigzany system regulacyjny, w ktorym
kompetycja oraz wzajemne oddziatywania prowadza do selektywnej redystrybucji
czasteczek RNA pomiedzy tymi biatkami w komorce.

e (Oddzialywania pomiedzy biatkami wigzacymi RNA umozliwiaja komorkom
Escherichia coli precyzyjne ksztalttowanie puli wigzanych RNA 1 stanowig istotny

mechanizm adaptacyjny do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiskowych.
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SPIS STOSOWANYCH SKROTOW I SYMBOLI

% (v/v) stezenie procentowe obje¢tosciowe

% (W/Vv) stezenie procentowe objetosciowo-masowe

°C stopien Celsjusza

ul mikrolitry

3'UTR niekodujacy region zlokalizowany na 3' konicu matrycowego RNA
S'UTR niekodujacy region zlokalizowany na 5' koncu matrycowego RNA
A adenozyna

APS nadsiarczan amonu

ATP adenozyno-5'-trifosforan

BSA biatko albuminy bydlecej

C cytozyna

Cas9 endonukleaza DNA zwigzana z systemem CRISPR/Cas9

cDNA komplementarne DNA (ang. complementary DNA)

CLIP-seq Sekwencjonowanie po krzyzowym wigzaniu 1 immunoprecypitacji (ang. Cross-

Linking Immunoprecipitation Sequencing)
Co-IP koimmunoprecypitacja

CRISPR Skupione, Regularnie Rozdzielone, Krotkie Powtorzenia Palindromowe (ang.
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

crRNA RNA CRISPR

CTD domena C-koncowa biatka

CTP cytydyno-5'-trifosforan

Da Dalton

DEPC pirokarbonian dietylu

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

DTT ditiotreitol

EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy

EMSA technika roznicowej migracji komplekséw w Zelu poliakrylamidowym
g przyspieszenie grawitacyjne

G guanozyna

GradSeq metoda frakcjonowania komplekséw RNA-biatko w gradiencie glicerolu
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GTP guanozyno-5'-trifosforan

Kq stata rownowagi dysocjacji

LB pozywka Lurii-Bertaniego

M mol

Mili-Q ultra czysta woda podwdjnie filtrowana
ml mililitry

mRNA matrycowy RNA

N dowolny nukleotyd

ng nanogram

nM nanomol

NTD domena N-koncowa biatka

OD gestos¢ optyczna

PAPI polimeraza poli(A) I

PBS bufor solny z fosforanem

PBST bufor solny z fosforanem i dodatkiem Tween 20
PCR reakcja tancuchowa polimerazy

PEG 8000  glikol polietylenowy 8000

pH potencjat wodorowy

PNK kinaza polinukleotydowa

R puryna

RBS miejsce wigzania rybosomu

RIL-seq oddziatywanie RNA przez ligacj¢ i sekwencjonowanie
RIP-seq immunoprecypitacja RNA w warunkach natywnych 1 RNA-seq
RNA kwas rybonukleinowy

RNAP polimeraza RNA

RNA-seq sekwencjonowanie RNA

rpm obroty na minutg (ang. revolutions per minute)
rRNA rybosomalne RNA
SDS dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE elektroforeza bialek w Zelu poliakrylamidowym z dodecylosiarczanem sodu
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sgRNA jednoniciowy RNA kierujacy (ang. single-guide RNA)

sRNA male niekodujace czasteczki RNA
ssDNA jednoniciowe DNA
TBE bufor Tris-kwas borowy-EDTA

TEMED N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiamina

Tris tris(hydroksymetylko)aminometan
tys. tysiac

U jednostka enzymatyczna (ang. unit)
U urydyna

UTP urydyno-5'-trifosforan

UTR region RNA niepodlegajacy translacji (ang. untranslated region)
uv $wiatto ultrafioletowe

\Y wolt

w wat

wt typ dziki (ang. wild-type)

pCi mikrocurie
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