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1. STRESZCZENIE

W przedstawionej pracy doktorskiej badano znaczenie sekwencji i
struktury regulowanych mRNA oraz czgsteczek anty-sRNA w ich oddziatywaniach
z niekodujgcymi RNA bakterii (SRNA). Do tej pory nie okreslono jednoznacznie
znaczenia zachowanych ewolucyjnie sekwencji mRNA znajdujgcych sie
w sgsiedztwie miejsca wigzania SRNA. Niewiele wiadomo takze na temat sposobu
dziatania biatka Hfq w promowaniu oddziatywan czasteczek sRNA z regulujacymi
ich poziom w komoérce czasteczkami anty-sRNA. Aby wyjasni¢ pierwsze
zagadnienie dotyczace roli sekwencji mRNA w wigzaniu regulatorowych sRNA,
w niniejszej pracy zbadano oddzialywania sRNA RybB z S. enterica
z komplementarnymi mRNA posiadajagcymi rézne reszty nukleotydowe w pozycji
3" wzgledem miejsca wigzania RybB. Druga czes$¢ pracy dotyczyta poznania
znaczenia sekwencji i struktury mRNA i anty-sRNA w zaleznych od biatka Hfq
oddziatywaniach sRNA z czgsteczkami anty-sRNA oraz z regulowanymi przez nie
mRNA. Badania wykonano, poréwnujac oddziatywania z E. coli: SRNA Kklasy II ChiX
z anty-sRNA chbBC-IGR oraz mRNA chiP, a takze sRNA klasy I RybB
z komplementarnym anty-sRNA 3'ETS!evZ oraz mRNA tsx. Ponadto zbadano udziat
biatka Hfq w asocjacji sSRNA klasy I GcvB z regulatorowym anty-sRNA AgvB
z E. coll.

Wyniki badan dotyczacych pierwszego zagadnienia pokazaly, ze obecnos¢
reszty purynowej w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania SRNA w mRNA
zwieksza stabilno$¢ termodynamiczng zaroéwno krotkich duplekséw RNA
odpowiadajacych miejscom oddziatywania SRNA RybB z mRNA ompC, tsx i ompW,
jak i komplekséw tworzonych przez naturalng czasteczke RybB z fragmentami
mRNA ompC, tsx, ompW, ompS i ompA. Zostato to potwierdzone przez analize
struktury mRNA ompC zwigzanego z RybB. Ponadto ustalono, ze rodzaj reszty
nukleotydowej w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania SRNA w mRNA wptywa
na szybko$¢ asocjacji sSRNA RybB do mRNA. Okreslono, Ze obecno$¢ biatka Hfq
zmniejsza znaczenie sekwencji mRNA s3gsiadujacej z miejscem wigzania sRNA dla
oddziatywan czasteczki RybB z regulowanymi mRNA. Co wiecej, wskazano, Ze

czasteczki mRNA ompC posiadajace reszte purynowa w pozycji 3' ulegaja bardziej
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wydajnej represji translacji w obecnosci RybB, niz te, ktére posiadaja reszte
pirymidynowa.

Badania w drugiej czeSci pracy wykazaty, ze struktury anty-sRNA AgvB oraz
3'ETS!eZ przypominajg te tworzone przez sRNA, poniewaz zawierajg spinke
terminatorowag na koncu 3', za ktéra nastepuje sekwencja oligo(U), podczas
gdy struktura anty-sRNA chbBC-IGR nie zawiera stabilnych struktur
drugorzedowych. Co wiecej, wskazano, Ze sekwencje odpowiedzialne za
oddzialywanie z komplementarnymi RNA w strukturach anty-sRNA AgvB, 3'ETSleuZ
i chbBC-IGR oraz sRNA GcvB s3g zlokalizowane w dostepnych dla wigzania
regionach jednoniciowych. Z kolei sekwencje rozpoznawane przez biatko Hfq
w czgsteczkach anty-sRNA i mRNA wiazacych sie z tg samg czasteczkg sRNA
zawierajg podobne motywy, co moze wyjasnia¢ podobienstwo w ich
oddziatywaniach z Hfg. OkresSlono, Ze oddziatywania sRNA klasy II ChiX z anty-
SRNA chbBC-1GR, jak i z mRNA chiP wykazujg poréwnywalny mechanizm dziatania
biatka Hfq. Z kolei oddziatywanie sRNA klasy I RybB z anty-sRNA 3'ETSleuZ
przejawia zblizony sposéb interakcji z biatkiem Hfq, co podczas wigzania RybB z
mRNA tsx. Natomiast oddziatywanie sRNA klasy I GcvB z anty-sRNA AgvB z w
kompleksie z Hfq jest podobne do wigzania sRNA klasy II z regulowanymi mRNA,
w ktorym role sRNA peini AgvB, a GevB zachowuje sie jak mRNA

Podsumowujgc, wyniki niniejszej pracy stanowia wkiad w poznanie
znaczenia sekwencji i struktury czasteczek RNA w oddziatywaniach sRNA bakterii
z czasteczkami mRNA oraz anty-sRNA. Zaproponowano, Ze ewolucyjna preferencja
reszt purynowych w sekwencjach mRNA w poblizu miejsca oddziatywania z sRNA
umozliwia wydajng interakcje tych RNA, co prowadzi do efektywnej represji
translacji mRNA. Ponadto scharakteryzowano sposob oddzialywania anty-sRNA z
regulowanymi sRNA w kompleksie z biatkiem Hfq. Ustalono, ze zalezne od Hfq
wigzanie sRNA z czasteczkami anty-sRNA oraz mRNA wykazuje zblizony
mechanizm, co moze wynika¢ z podobienistwa w sekwencjach rozpoznawanych

przez mRNA i anty-sRNA oraz biatko Hfq.
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2. ABSTRACT

In the presented PhD dissertation, the significance of sequence and
structure of regulated mRNAs, and anti-sRNA molecules for their interactions with
bacterial noncoding RNAs (sRNAs) was examined. So far, the significance
of the evolutionally conserved mRNA sequence located in the neighborhood
to the sRNA binding sites was not resolved. Little is known about the mode of Hfq
action in promotion of sSRNA interactions with anti-sRNAs, which regulate sRNA
level in the cell. To elucidate the first issue about the role of mRNA sequence for
binding of regulatory sRNAs in the presented PhD thesis, S. enterica RybB sRNA
interactions with complementary mRNAs containing different nucleotides located
3' to the RybB binding sites were analyzed. The second part of the dissertation
applied to the determination of the importance of mRNA and anti-sRNA sequence
and structure for Hfq-dependent sRNA interactions with anti-sRNAs. Research was
done by comparison of E. coli interactions: class I sRNA ChiX binding with
anti-sRNA chbBC-1GR and with chiP mRNA, and class [ sSRNA RybB with anti-sRNA
3'ETS!evZ, and with tsx mRNA. Moreover, the contribution of the Hfq protein in class
I SRNA GcvB association with regulatory anti-sRNA from E. coli was examined.

Results applied to the first issue pointed out that the presence of the purine
residue 3' to the sRNA binding site in the mRNA sequence increases
the thermodynamic stability of not only short RNA duplexes corresponding to the
RybB interaction sites with ompC, tsx and ompW mRNAs, but also natural RybB
with ompC, tsx, ompW, ompS and ompA mRNA fragments. It was also confirmed
by footprinting analysis of RybB bound to ompC mRNA. Moreover, it was
determined that the identity of the nucleotide residue located 3' to the sRNA
binding sites in the mRNA sequence influences the rate of RybB association
to mRNA targets. It was also evaluated that the presence of the Hfq protein
decreases the significance of the mRNA sequence neighboring the sRNA binding
sites for RybB interactions with regulated mRNAs. Moreover, it was pointed out
that ompC mRNAs containing purines in the 3' position are more efficiently
repressed by RybB sRNA than those with pyrimidines.

Examination of the second part of this thesis evaluated that anti-sRNA AgvB,
and 3'ETS'evZ structures are similar to those formed by sRNAs, because contain

terminator stem loop at the 3'end followed by oligo(U) sequence, while anti-sRNA
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chbBC-1GR doesn’t form stable secondary structures. Moreover, it was determined
that sequences responsible for interactions with complementary RNAs in anti-
SRNA AgvB, 3'ETS!evZ, and chbBC-IGR, and in GcvB sRNA are localized in the single
stranded, available for binding regions. In turn, sequences recognized by Hfq
protein in anti-sRNAs and mRNAs complementary to the same sRNAs contain
similar motifs, which can explain their resemblance in interactions with Hfg. It was
evaluated that the mechanism of class II SRNA ChiX binding with both chbBC-IGR
anti-sRNA and chiP mRNA is similar. Moreover, class I sRNA RybB interaction
with both 3'ETS'®Z and tsx mRNA display resemblance in the way of Hfq binding.
By contrast, class I sSRNA GcvB interaction with AgvB anti-sRNA in the complex
with Hfq is comparable to class II sRNAs interactions with regulated mRNAs,
in which AgvB plays a role of class I SRNA, and GcvB behaves as if it were mRNA.
Overall, results presented in this dissertation provide contribution
to the knowledge about the RNA sequence and structure for bacterial sRNAs
interactions with mRNA molecules and with regulatory anti-sRNAs. It was
proposed that the evolutionary preference for purine residues in the mRNA
sequences close to the sRNA binding sites enables efficient interactions of those
RNAs, which leads to effective mRNA translation repression. Moreover, the mode
of anti-sRNAs interactions with regulatory sRNAs in a complex with the Hfq
protein was characterized. It was determined that Hfq-dependent sRNA binding
with anti-sRNAs and mRNAs shows similar mechanism, which can be explained by
the resemblance of sequences recognized by sRNAs and Hfq in mRNAs

and anti-sRNAs.
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RNA regulujace poziom sRNA (ang. competing endogenous RNA)

sieciowanie krzyzowe, ligacja i sekwencjonowanie hybryd

immunoprecypitacja poprzedzona sieciowaniem krzyzowym i

sekwencjonowanie

koimmunoprecypitacja

fosforan kreatyny

biatko C-reaktywne

cytydyno-5'-trifosforan

Dalton

dimetyloformamid

kwas deoksyrybonukleinowy

ditiotreitol

kwas etylenodiaminotetraoctowy

metoda réznicowej migracji w zelu poliakrylamidowym (EMSA -
ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay)

guanozyna

przyspieszenie grawitacyjne

glukozo-6-fosforan

biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

profilowanie gradientowe z uzyciem RNA-seq

globalna identyfikacja regulowanych mRNA dla danego sRNA
przez ligacje i sekwencjonowanie
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guanozyno-5'-trifosforan

entalpia

N-(2-hydroksyetylo)piperazyna-N'-2-kwas 2-etanosulfonowy
kwas fluorowodorowy

stezenie RNA wywotujgce inhibicje wigzania o 50% (ang. half
maximal inhibitory concentration)

poryny btony wewnetrznej (ang. inner membrane proteins)
izopropylotiogalaktozyd

réwnowagowa stata dysocjacji (ang. equilibrium dissociation
constant)

obserwowana szybko$¢ asocjacji

stata szybko$¢ dysocjacji

stata szybko$¢ asocjacji

Podtoze hodowlane Lennox Broth z agarem

Podtoze hodowlane Lennox Broth

molowy

oczyszczanie z wykorzystaniem powinowactwa do biatka MS2
minuta

matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

dowolny nukleotyd

nukleotyd

stopnie Celsjusza

gestoS¢ optyczna (ang. optical density)

poryny btony zewnetrznej (ang. outer membrane proteins)
tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
glikol polietylenowy 8000

kinaza polinukleotydowa

system fosfotransferazy

puryna

miejsce wigzania rybosomu (ang. ribosome binding site)
oddzialywanie RNA przez ligacje i sekwencjonowanie
immunoprecypitacja RNA w warunkach natywnych i RNA-seq

kwas rybonukleinowy
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sekwencjonowanie RNA
obroty na minute (ang. revolutions per minute)
entropia

technika matokgtowego rozpraszania neutronéw (ang. small-angle
neutron scattering)

rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod malymi
katami (ang. small-angle X-ray scattering)

sekwencja Shine-Dalgarno
laurylosiarczan sodu

elektroforeza w Zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych

technika chemicznego badania struktury drugorzedowej (ang.
selective 2'- hydroxyl acylation and primer extension)

mate regulatorowe RNA bakterii
N,N,N’,N'-Tetrametyloetylenodiamina
tris(hydroksymetylo)aminometan

transferowy RNA

urydyna

jednostka enzymatyczna (ang. unit)

urydyno-5'-trifosforan

region RNA niepodlegajacy translacji (ang. untranslated region)
Swiatto ultrafioletowe

typ dziki (ang. wild type)

zmiana entalpii swobodnej
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4. WSTEP

Mate niekodujagce RNA sg regulatorami wystepujacymi we wszystkich
krélestwach organizméw. U bakterii mate regulatorowe RNA (sRNA) odgrywaja
szczegblng role w adaptacji do zmieniajacych sie warunkéw Srodowiska,
odpowiedzi na stres oraz wirulencji. SRNA oddziatuja z mRNA za pomoca
komplementarnych sekwencji i reguluja translacje lub stabilno$¢ mRNA. W
oddziatywaniach tych uczestniczg biatka pomocnicze, ktérych przyktadem jest
biatko opiekuncze Hfq. Posredniczy ono w regulacji przy udziale sRNA stabilizujac
RNA, przyspieszajac powstawanie kompleksow sRNA-mRNA oraz wptywajac na
zmiane struktury RNA.

4.1 Regulatorowe RNA bakterii
4.1.1 Klasyfikacja regulatorowych RNA bakterii

Regulatorowe RNA bakterii s3 odpowiedzialne za kontrole ekspresji genéow
na roznych poziomach - oddzialujg z DNA, wplywaja na stabilno$¢ mRNA,
transkrypcje i translacje. Wsr6d RNA bakterii, ktore petnig funkcje regulatorowe
wyrézniamy ryboprzetaczniki (ang. riboswitches), mate regulatorowe RNA (sRNA)
oraz CRISPR RNA.

Ryboprzetaczniki kontrolujg ekspresje gendéw przez oddzialywanie ze
specyficznymi matymi czasteczkami, co powoduje allosteryczne zmiany struktury
regulowanego mRNA. Proces ten nie jest zalezny od oddzialywania z czynnikami
biatkowymi. Sekwencje ryboprzetacznikéw sa zazwyczaj zlokalizowane w regionie
5'UTR czasteczki mRNA, ktora jest przez nie regulowana (Dambach i Winkler,
2009, Garst i Batey, 2009, Smith i wsp., 2010, Serganov i Nudler, 2013). Czasteczki
te posiadajg dwie domeny: aptamer oraz platforme ekspresyjna. Aptamer zawiera
domene wigzaca ligand o dtugosci od okoto 30 do 200 nukleotydéw (Winkler i
wsp., 2002, Roth i wsp., 2007, Rieder i wsp., 2010). Po zwigzaniu ligandu platforma
ekspresyjna ulega konformacyjnym zmianom struktury, co wywotuje zmiany w
ekspresji na poziomie transkrypcji lub translacji. Ryboprzetaczniki regulujace
transkrypcje zazwyczaj zawieraja wzajemnie sie wykluczajace struktury
antyterminatorowe i terminatorowe, powodujace terminacje transkrypcji. Z kolei
ryboprzetaczniki  kontrolujgce translacje powodujg zmiane  struktury

regulowanego mRNA w sposéb, ktéry uniemozliwia wigzanie rybosomu.
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Ryboprzetaczniki wigza metabolity komérkowe takie jak: aminokwasy i ich
pochodne, kwasy karboksylowe, koenzymy, nukleozasady oraz ich pochodne
(Barrick i Breaker, 2007, Sudarsan i wsp., 2008). Ponadto takie czasteczki RNA
oddziatujg z jonami: Mg2* (Cromie i wsp., 2006, Dann i wsp., 2007), Mn2+(Dambach
i wsp., 2015, Price i wsp., 2015), Ni2*/Co?* (Furukawa i wsp., 2015) lub F- (Baker i
wsp., 2012).

Mate regulatorowe RNA (sRNA) oddziatuja bezposrednio z biatkami i
reguluja ich aktywnos¢ lub wigzag RNA na zasadzie komplementarnego parowania i
kontrolujg ekspresje gendw. Cze$¢ sRNA oddziatujagcych z biatkami posiada
aktywno$¢ enzymatyczng np. M1 RNA, ktéry wraz z biatkiem C5 tworzy enzym
endonukleolityczny RNAze P. Rolg innych matych regulatorowych RNA jest
tworzenie nieaktywnego rusztowania kompleksu rybonukleoproteinowego np.
4.5S i tmRNA. Innym przyktadem sg sRNA, ktore reguluja aktywnos¢ biatek przez
nasladowanie struktury innych kwaséw nukleinowych. Nalezg do nich sRNA z
rodziny CsrB/RsmZ (Romeo i wsp., 2013). Uzywaja one krétkich sekwencji o
okreslonym motywie, ktére oddziatuja z wieloma czasteczkami biatka CsrA.
Nadekspresja tego biatka powoduje represje wielu mRNA, co prowadzi do
plejotropowych efektéw fenotypowych. Kolejnym przyktadem RNA wptywajacego
bezposrednio na aktywnos$¢ biatka jest powszechnie wystepujagce w komorce
bakteryjnej RNA 6S (Steuten i wsp., 2014, Chen i wsp., 2017). Dowiedziono, Ze
formuje ono stabilny kompleks z forma holoenzymu o679 polimerazy RNA (o7°-
RNApol) (Wassarman i Storz, 2000). Oddzialywanie polega na imitowaniu
struktury otwartego kompleksu promotorowego przez RNA 6S, co powoduje
inhibicje transkrypcji z promotoréw zaleznych od ¢79. Ciekawym przyktadem
bezposredniego oddziatywania sRNA z biatkiem jest system regulacji sRNA
GlmY/GImZ u E. coli (Gopel i wsp., 2014). sRNA GImZ aktywuje mRNA kodujace
enzym GImS (Kalamorz i wsp., 2007), ktérego wysoki poziom prowadzi z kolei do
uruchomienia mechanizméw stresu btony komodrkowej. W efekcie RNaza E
degraduje GlmZ, w czym poSredniczy biatko adaptorowe RapZ. Kiedy poziom
enzymu GImS jest niski, dochodzi do akumulacji homologicznego sRNA GImY, ktére
dzieki podobienstwu do sRNA GlmZ sekwestruje RapZ. W efekcie GImZ nie ulega
degradacji i pozytywnie reguluje enzym GImS przywracajac jego homeostaze

(Gopel i wsp., 2013).
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Mechanizmem chronigcym bakterie przed bakteriofagami oraz plazmidami
jest system CRISPR-Cas bazujacy na dziataniu RNA CRISPR (crRNA) (Marraffini,
2015). Ulega ono ekspresji z genomowego loci zawierajagcego sekwencje
pochodzaca z kwasoéw nukleinowych wprowadzonych do komorki podczas
poprzednich infekcji. crRNA jest swoistym ,przewodnikiem” dla biatek Cas, ktore
hydrolizujag wirusowe RNA. To skutkuje wytworzeniem odpornosci adaptacyjne;j
na kolejne infekcje. Systemy CRISP dzielg sie na pie¢ typow réznigcych sie pozycja
CRISPR na chromosomie, a zalezy ona od sktadu biatka Cas (Makarova i wsp.,
2015).

Kolejng grupg matych RNA (sRNA) sg RNA dzialajagce na zasadzie
komplementarnego parowania z regulowanym mRNA. Ze wzgledu na usytuowanie
wzgledem sekwencji kodujacej mRNA, z ktérymi oddziatujg dzieli sie je na
kodowane w pozycji cis lub trans.

Transkrypty sRNA kodowanych cis powstajg na matrycy nici DNA
antysensownej w stosunku do regulowanego mRNA, co skutkuje powstaniem
dtugiego regionu komplementarnego w miejscu ich oddziatywania (Wagner i wsp.,
2002, Brantl, 2007). Wiekszos$¢ dobrze scharakteryzowanych cis-kodowanych
sRNA znajduje sie w sekwencji plazmidow lub innych mobilnych elementow
genetycznych, jednak znane sg réwniez przyktady ich wersji chromosomalnych.
Rolg wiekszosci sSRNA kodowanych cis ulegajacych ekspresji z bakteriofagéw,
plazmidéw i transpozonéw jest utrzymanie odpowiedniej liczby kopii mobilnych
elementéw genetycznych (Wagner i wsp., 2002, Brantl, 2007). Przyktadem jest
RNA ColE1 powstajgce na matrycy DNA plazmidu, ktéry hamuje tworzenie miejsca
inicjacji replikacji. Z kolei RNA Tn10 pOUT hamuje translacje transpozazy. Do
chromosomalnie cis-kodowanych sRNA nalezg czasteczki scharakteryzowane jako
toksyny nalezace do systemu toksyna-antytoksyna typu I (SibA-E, SymR) (Kawano
i wsp.,, 2007, Fozo i wsp., 2008). Ich transkrypty powstaja antysensownie do
regulowanych mRNA kodujacych biatko toksyny. Kolejnym przyktadem jest sSRNA
GadY u E. coli, ktore oddziatuje komplementarnie z mRNA gadX kodujacym
aktywator transkrypcji systemu odpowiedzi na $srodowisko kwasowe (Opdyke i
wsp., 2004). Ponadto na wyspach patogennosci u S. Typhimurium zidentyfikowano
liczne cis-kodowane sRNA regulujgce procesy infekcji i wirulencji (Padalon-Brauch

i wsp., 2008).
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Sekwencje kodujace sRNA w pozycji trans znajduja sie w miejscach
odlegtych od regulowanego przez nie mRNA. Parowanie z regulowanym mRNA
odbywa sie przy pomocy Kkrétkiego, nie w peini komplementarnego,
konserwatywnego regionu. Wiekszo$¢ tego typu malych regulatorowych RNA
oddziatuje z biatkiem opiekunczym Hfq, ktore jest niezbedne do utrzymania ich
stabilnos$ci oraz zdolnosci do asocjacji z regulowanymi mRNA (Vogel i Luisi, 2011,
De Lay i wsp., 2013, Updegrove i wsp. 2016). Trans-kodowane sRNA s3a
przedmiotem niniejszej pracy i zostang szczeg6towo scharakteryzowane w

kolejnych podrozdziatach.

4.1.2 Rola biologiczna trans-kodowanych sRNA

Ekspresja matych trans-kodowanych sRNA bakterii jest indukowana w
odpowiedzi na zmieniajgce sie warunki $rodowiska, a takze w procesach
zwigzanych z patogenno$cig bakterii. Wiele z nich reguluje ekspresje biatek
btonowych (CyaR, MicA, MicC, MicF, OmrA, OmrB i RybB) lub transporterowych
(SgrS, RydC, GevB), a takze zwigzanych z metabolizmem. Do szlakéw odpowiedzi
komorkowej regulowanych przez sRNA nalezag: homeostaza zZelaza,
remodelowanie membrany, tworzenie biofilmu, metabolizm cukréw, regulacja
czynnikéw transkrypcyjnych, kontrola ekspresji genéw wirulencji, udziat w
systemach toksyna-antytoksyna oraz wiele innych (Ryc. 1). Ponizej opisano dwa

wybrane szlaki odpowiedzi komdrkowej, w ktorych uczestniczg sRNA.

Stres zwigzany z blona komérkowa

OdpowiedZ na stres wywotany uszkodzeniami btony komoérkowej jest
zalezna od aktywnoSci sRNA zwigzanych z czynnikiem of dla biatek btony
zewnetrznej (Ryc. 2A) lub z systemem Cpx dla biatek zlokalizowanych w btonie
wewnetrznej (Ryc. 2B).

Dziatanie of polega na aktywacji genéw, ktdre koduja proteazy oraz biatka
opiekuncze, umozliwiajgc degradacje lub renaturacje Zle sfaldowanych poryn
btonowych OMP (ang. outer membrane proteins) (Rhodius i wsp., 2006). Jednakze
of nie moze bezposrednio hamowac produkcji biatek OMP. Dlatego czynnik ten
indukuje ekspresje trzech represorowych sRNA: MicA, RybB i MicL, ktérych
dziatanie polega na oddzialtywaniu i degradacji mRNA kodujacych poryny btonowe

i lipoproteiny (Papenfort i wsp., 2006, Gogol i wsp., 2011, Guo i wsp., 2014). Zaletg
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takiej regulacji jest krétki czas odpowiedzi na warunki Srodowiska, poniewaz
mRNA OMP ulegajg degradacji w czasie kilku minut od indukcji sSRNA. Ma to
przewage nad kontrolg ekspresji na poziomie DNA, w przypadku ktérej powstate

wcze$niej mRNA nadal ulegaja translacji.

Warunki beztlenowe  Stres zwizzany zbtong UvrY & BarA
Niski poziom glukozy ¢
ArcB  ResCD E=B) o=t
|
Niska temperatura \} ¢ B
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Wasowep AcA ResB CRP CsrA
"
+~ = mmbc » > |Motoryka
L A
Niedobor tlenu 7
DsrtA ArcZ RprA McaS RydC
Niedobor | l /
sktadnikéw v £ S e
odzywczych mRNA. rpoS » 0% ——> mRNA csgD————>» CsgD > > Biofilm
ppGpp
Wysoki poziom
; P OmrA GovB €— GovA glicyny
Dostgpnosc mpA — MicA ——| PhoP |— \
zrodta wezgla — OmrB
CAMP OmpA | ¥ ‘\ Y !
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R i — =
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Wysoka osmolarnosc

Rycina 1 Schemat pogladowy czesci szlakéw regulacyjnych u E. coli/S. enterica. Rycina
przedstawia kompleksowos$¢ szlakéow regulacyjnych ukazujac wplyw odpowiedzi na warunki
Srodowiska na cechy fenotypowe z uwzglednieniem czynnikéw transkrypcyjnych, sRNA i
regulowanych biatek. Zilustrowane oddzialywania s3 tylko skréconym, schematycznym
przestawieniem kompleksowych szlakéw komoérkowych. Na niebiesko zaznaczono czynniki
transkrypcyjne i czynniki o, na zielono regulowane biatka, Czynniki $rodowiska powodujace
odpowiedZ komoérkowa oznaczono symbolami blyskawicy. Kontrola z udziatem czynnika
transkrypcyjnego zostata oznaczona czarng linig, a z udzialem sRNA czerwona linig. Strzatki
symbolizuja aktywacje, a linie zakonczone poprzecznie represje. Wiele znanych regulowanych
biatek, SRNA i niektérych czynnikéw transkrypcyjnych zostato dla uproszczenia pominietych.
Opracowano na postawie Wagner i Romby, 2015.

Innym przyktadem stresu zwigzanego z btong jest reakcja na stres w
wewnetrznej btonie komoérkowej, w ktorej bierze udziat dwuczeSciowy system
CpxAR. Do reakcji tej dochodzi w odpowiedzi na stres zewnetrzny zwigzany z
akumulacje biatek btonowych IMP (ang. inner membrane proteins) (Snyder i wsp.,
1995, Nevesinjac i Raivio, 2005, Hunke i wsp., 2012). Dziatanie systemu CpxAR
polega na tym, ze biatko CpxP kieruje nieprawidtowo sfatdowane biatka
peryplazmatyczne do degradacji przez proteaze DegP (Isaac i wsp., 2005) i hamuje

dalsza odpowiedZ zwigzang z systemem Cpx przez oddzialywanie z biatkiem CpxA
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(Raivio i wsp., 1999, Zhou i wsp., 2011). Co ciekawe, mRNA kodujgce biatko CpxP
ulega hydrolizie przez RNaze E, ktorej produktem jest SRNA CpxQ, ktére oddziatuje
z mRNA kodujgcymi biatka peryplazmy oraz btony wewnetrznej (Chao i Vogel,
2016, Grabowicz i wsp., 2016). Ten przyktad ilustruje jak z jednego transkryptu
powstajg jednocze$Snie mRNA oraz sRNA, ktore petnig role w tym samym szlaku

odpowiedzi na stres.

A Stres zwigzany z B Stres zwigzany z
zewnetrzna btona wewnetrzng biona
komorkowa komorkowa

(nieprawidiowo sfatdowane
IMP, wysokie pH, wysokie
stezenie soli itp.)

\ \

<D,
!
«,5& cpxP mRNA R

(nieprawidiowo sfatidowane OMP)

_I_ Translacja 7 N\{ Hydroliza mRNA
Zachowanie Synteza OMP CpxP “ SE CpxQ
istniejgcych de novo
OMP Kierowanie nieprawidtowo J_
sfatdowanych IMP do
proteolizy Synteza IMP

Rycina 2 Regulatorowe sRNA w odpowiedzi na stres zwigzany z btona. (A) Stres zwigzany z
btona zewnetrzng jest wywotany przez obecno$¢ nieprawidlowo sfatdowanych biatek btonowych
(OMP) w przestrzeni peryplazmatycznej. Uwolnienie czynnika of powoduje aktywacje gendéw
odpowiedzialnych za zachowanie OMP. Poniewaz of nie moze bezposrednio hamowac¢ ekspres;ji
genéw, powoduje indukcje trzech sRNA (RybB, MicA oraz MicL), ktére wyciszaja synteze poryn
btonowych de novo. Strzatki oznaczaja aktywacje a linie zakonczone poprzecznie represje. (B)
Odpowiedz na stres zwiazany z blong wewnetrzng jest kontrolowana przez system CpxAR.
Fosforylowane biatko CpxR aktywuje ekspresje mRNA cpxP, ktére peni podwdjng funkcje. Koduje
biatko CpxP, ktére kieruje nieprawidtowo sfatdowane biatka IMP do degradacji a jego hydroliza
powoduje powstanie SRNA CpxQ, ktére hamuje synteze IMP. Opracowano na podstawie: Holmqvist
i Wagner, 2017.

Stres zwigzany z nagromadzeniem ufosforylowanych cukrow

Przyktadem uczestnictwa sRNA w przystosowywaniu komoérek bakterii do
warunkow stresowych jest regulacja homeostazy glukozy (Ryc. 3). Glukoza
pobierana przez komorke bakteryjng ulega konwersji do glukozo-6-fosforanu
(G6P) przy udziale systemu fosfotransferazy (PTS), aby zapobiega¢ dyfuzji glukozy
z komorki (Kadner i wsp., 1992). Jednak zbyt wysoki poziom G6P powoduje
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uszkodzenia DNA i zahamowanie wzrostu (Kadner i wsp., 1992, Vanderpool i
Gottesman, 2004), dlatego musi on ulega¢ doktadnej regulacji. Za kontrole
poziomu G6P w komérce odpowiada sRNA SgrS, ktére dziata potranskrypcyjnie na
kilka proceséw (Vanderpool i Gottesman, 2004). Po pierwsze SgrS prowadzi do
hamowania translacji mRNA kodujacego transportery glukozy (ptsG i manXYZ), co
powoduje zredukowanie akumulacji G6P wewnatrz komorki (Vanderpool i
Gottesman, 2004, Kawamoto i wsp., 2006, Rice i wsp., 2012). Po drugie sRNA
stabilizuje mRNA yigl kodujace fosfataze, ktéra defosforyluje nagromadzone
fosfocukry i umozliwia ich wydalenie z komoérki (Papenfort i wsp., 2013). Poza tym
SgrS zawiera otwartg ramke odczytu (ORF) genu sgrT, z ktérego powstaje mate
biatko hydrofobowe, ktore specyficznie oddziatuje z transporterem glukozy PtsG
prowadzac do inhibicji jego dziatania (Wadler i Vanderpool, 2007, Lloyd i wsp.,
2017).

Glukoza, Glukoza,
PtsG  ManXYZ oaMG @ 2DG @ -

- -
Bfona zewnetrzna
rv Btona wewnetrzna :
PR o

EIIAGlc ElIABMan _
QO L a0

M @o Sl Rybosom  SgrS: inhibicja
(,Dk HPr % @o @O @owowo transportera cukrow
@0 = &
WO W O

SgrS: zatrzymanie
® . Sygnat syntezy transportera
El Sl
h 5} ’g mRNA ptsG/manXYZ

t o SgrS

| 200p i ’
{ \_ PEP SgrR - sgrST 5/ - - RNazaE /

Rycina 3 Regulacja i fizjologia odpowiedzi na stres zwigzany z nagromadzeniem
ufosforylowanej glukozy. System fosfotransferazy PTS (pomaranczowy) powoduje aktywacje
przez fosforylacje (z6tte okregi) zaré6wno PtsG (ciemnoniebieski) jak i ManXYZ (jasnoniebieski). Do
stresu dochodzi, gdy glukoza lub jej analogi aMG (czerwone sze$ciany) i 2DG (fioletowe szeSciany)
ulegaja fosforylacji wewnatrz komérki, co prowadzi do ich akumulacji. Nieznany sygnat (symbol
stonca) aktywuje regulator transkrypcji SgrR (szary), ktéry nastepnie aktywuje transkrypcje sRNA
SgrS (zielona linia). SgrS przy udziale biatka Hfq (jasnoniebieski heksamer) oddziatuje z mRNA ptsG
i manXYZ, blokujac ich translacje i kierujac do degradacji przez RNaze E (czarne pétksiezyce).
Ponadto SgrS koduje maty peptyd SgrT (zielony cylinder), ktéry hamuje aktywno$¢ transportowa
PtsG. Opracowano na podstawie Richards i Vanderpool, 2011.
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4.1.3 Biogeneza i struktura sRNA

Prawie wszystkie gatunki bakterii posiadaja mechanizmy
potranskrypcyjnej kontroli ekspresji gené6w przy udziale matych regulatorowych
RNA. U najlepiej poznanych, modelowych organizméw Escherichia coli oraz
Salmonella enterica, zidentyfikowano okoto 200-300 sRNA. Regulatorowe RNA
bakterii sg heterogenne pod wzgledem struktury i sekwencji, a ich dtugo$¢ wynosi
od 50 do 200 nukleotydéw (Storz i wsp., 2011). Wiekszos¢ sRNA ulega
transkrypcji z niezaleznych jednostek transkrypcyjnych zlokalizowanych w
regionach miedzygenowych. Ich ekspresja jest indukowana w $cisle okreslonych
warunkach i funkcjonujg one jako transkrypty pierwotne zawierajace grupe
trojfosforowa na 5° koncu oraz spinke terminatorowa na 3’ konicu. Co wiecej, SRNA
powstajg rowniez w wyniku hydrolizy dtuzszych transkryptéw lub z regionéw
3'UTR mRNA. Takie regulatorowe RNA posiadajg grupe monofosforowg na koncu
5’ (Storz i wsp., 2011, Miyakoshi i wsp., 2015b, Chao i wsp., 2017).

Struktury sRNA kodowanych trans s zr6znicowane, ale posiadajg wspdlne
cechy (Ryc. 4). Regulatorowe RNA zazwyczaj tworzg jedng lub kilka struktur typu
spinka rozdzielonych regionami jednoniciowymi, czesto zawierajgcymi sekwencje
bogate w reszty AU zaangazowane w oddziatywanie z biatkiem Hfq (Zhang i wsp.,,
2002). Na koncu 3’ znajduje sie sekwencja terminatorowa niezalezna od Rho o
strukturze spinki, po ktorej nastepuje region bogaty w reszty urydyn, do ktdrego
wigze sie Hfq (Otaka i wsp., 2011, Ishikawa i wsp., 2012, Holmqvist i wsp., 2016).
Wiekszo$¢ sRNA posiada region konserwatywny odpowiedzialny za
komplementarne oddziatywanie z regulowanym mRNA (Balbontin i wsp., 2010,
Papenfort i wsp., 2010). Charakterystyka tworzenia kompleksu sRNA-mRNA
zostata przedstawiona w kolejnym podrozdziale. Pomimo podobienstw w
strukturze sRNA, roéznig sie one dtugoScia oraz sekwencja regionéw

jednoniciowych, a takze iloscig spinek.
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Rycina 4 Schemat ilustrujagcy modularna strukture sRNA kodowanych trans. Najbardziej
konserwatywne regiony sRNA siedmiu gatunkéw enterobakterii zostaly zaznaczone na szaro.
Zazwyczaj regiony te s3 odpowiedzialne za parowanie z regulowanym mRNA i czesto
zlokalizowane sg na koncu 5'. Opracowano na podstawie Storz i wsp., 2011.

4.1.4 Oddzialywania czasteczek sRNA z regulowanymi mRNA

4.1.4.1 Wlasciwosci kompleksu sRNA-mRNA

Do oddziatywania mRNA z sRNA czesto niezbedne jest biatko Hfg.
Mechanizm dziatania tego biatka w tworzeniu kompleksu sRNA-mRNA zostat
szczegbtlowo opisany w podrozdziale 4.2.3. Wiekszo$¢ bakteryjnych sRNA
oddziatuje z wieloma regulowanymi mRNA za pomocg komplementarnego
parowania w obrebie krotkiego, zazwyczaj jednoniciowego regionu tzw. ,seed”
(Ryc. 4). Takie specyficzne sekwencje s3 odpowiedzialne za przeszukiwanie oraz
wigzanie mRNA (Kawamoto i wsp., 2006, Balbontin i wsp., 2010, Papenfort i wsp.,
2010, Rutherford i wsp., 2015, Melamed i wsp., 2016). Przyktadem jest SRNA SgrS

ulegajace ekspresji w warunkach stresu zwigzanego z nagromadzeniem
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ufosforylowanych cukréw, co zostato opisane w podrozdziale 4.1.2. Z okoto 220-
nukleotydowej sekwencji SgrS, 32-nukloetydowy region jest odpowiedzialny za
komplementarne parowanie z mRNA, jednak dla aktywnosci regulacyjnej
niezbedna jest 6-nukleotydowa sekwencja zlokalizowana w czesci 3" (Kawamoto i
wsp., 2006). Dzieki tej sekwencji SgrS z S. enterica jest w stanie rozr6zni¢ dwa
mRNA - sopD i sopD2 na podstawie roznicy w umiejscowieniu jednego wigzania
wodorowego (Papenfort i wsp., 2012). sSRNA RybB z S. enterica i E. coli, ktére ulega
ekspresji podczas stresu zwigzanego z btong opisanego w podrozdziale 4.1.2,
posiada wysoce konserwatywny region komplementarny do mRNA na koncu 5.
Siedem nukleotydéw tej sekwencji pozwala na regulacje wielu mRNA poryn
btonowych (omp) (Balbontin i wsp., 2010, Papenfort i wsp., 2010). Inne sRNA
posiadajg region komplementarny wewnatrz czasteczki (Geissmann i Touati, 2004,
Prevost i wsp., 2007) lub w poblizu spinki terminatorowej (Figueroa-Bossi i wsp.,
2009, Otaka i wsp., 2011). Czes$¢ regulatorowych sRNA wigze mRNA za pomoca
jednego regionu komplementarnego (Sharma i wsp., 2007, Papenfort i wsp., 2010),
a inne oddziatujg z jednym transkryptem uzywajac kilku regionéw jednocze$nie
(Argaman i Altuvia, 2000). Miejsca wigzania mRNA w sekwencji sRNA
charakteryzuja sie ewolucyjng konserwacja i sa zazwyczaj jednoniciowe (Peer i
Margalit, 2011, Richter i Backofen, 2012). Ponadto analiza wynikéw
sekwencjonowania nowej generacji dla kompleksow RNA-RNA tworzonych przy
udziale biatka Hfq pozwolita na okres$lenie motywow w sekwencji mRNA
odpowiedzialnych za oddziatywanie z poszczeg6lnymi sRNA. Wyszukiwanie takich
motywow w innych transkryptach pozwolito na zidentyfikowanie nowych mRNA

regulowanych przez mate RNA bakterii (Melamed i wsp., 2016).

4.1.4.2 Mechanizmy regulacji ekspresji mRNA

Regulacja negatywna

Oddziatywanie sRNA kodowanych trans z mRNA prowadzi do pozytywnej
lub negatywnej regulacji translacji. Wiekszo$¢ sRNA kodowanych trans hamuje
translacje mRNA (Gottesman, 2005, Aiba, 2007). Komplementarne oddziatywanie
sRNA z mRNA prowadzi zazwyczaj do represji syntezy biatka przez inhibicje
translacji lub degradacje mRNA (Ryc. 5 A). Wiekszos$¢ regulatorowych matych RNA

wigze sie z w regionie 5° UTR mRNA w poblizu lub bezposrednio w obrebie
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sekwencji miejsca wigzania rybosomu (RBS). Oddziatywanie sRNA z RBS blokuje
wtedy przestrzennie dostep dla podjednostki 30S rybosomu, co uniemozliwia
translacje. Zazwyczaj miejsce wigzania SRNA w mRNA pokrywa sie z sekwencja
Shine-Dalgarno (SD) i/lub z kodonem start. Przyktadem takiej regulacji sa
oddziatywania SgrS z ptsG (Kawamoto i wsp., 2006), MicA z ompA (Udekwu i wsp.,
2005), DapZ i GevB z oppA (Chao i wsp., 2012) oraz DsrA z hns (Lalaouna i wsp.,
2015b). Jednakze inhibicja wigzania podjednostki 30S zachodzi takze wtedy, gdy
miejsce wigzania SRNA znajduje sie w innej pozycji w zasiegu 55 nt od kodonu
start (Huttenhofer i Noller, 1994). Analizy oddziatywan sRNA z mRNA wykazaty,
ze najczesSciej do inhibicji translacji dochodzi, gdy miejsce oddzialywania z
niekodujagcym RNA jest zlokalizowane w obrebie 5" UTR lub pierwszych pieciu
kodon6éw (Bouvier i wsp., 2008). Co ciekawe, zidentyfikowano sRNA, ktére wigza
sie w duzej odlegtosci od regionu pokrywajacego sie z miejscem oddziatywania
podjednostki 30S rybosomu, a wptywaja na inhibicje translacji. W przypadku
regulacji tisB przez Istr wynika to z wigzania do miejsca, w ktérym rybosom sie
zatrzymuje (ang. ribosome standby) opisanego w modelu Smita i van Duina (de
Smit i van Duin, 1994, de Smit i van Duin, 2003). Model ten zaktada, ze rybosomy
wiaza sie niespecyficznie do nieustrukturyzowanych region6w w mRNA, co
umozliwia proces inicjacji w znajdujgcym sie w poblizu RBS, poniewaz krotkie
otwarcie struktury RNA pozwala na ,zeslizgniecie sie” zatrzymanego rybosomu do
miejsca inicjacji translacji. Bez etapu zatrzymania stabilna struktura nie moze by¢
pokonana przez rybosom w krétkim czasie. Model ten zostat takze potwierdzony
badaniami in vitro (Hauryliuk i Ehrenberg, 2006). W przypadku mRNA tisB,
pomimo stabilnej struktury RBS translacja jest mozliwa przez zatrzymywanie sie
rybosomu w regionie obecnym jedynie w procesowanej, aktywnej formie tego
mRNA. Oddzialywanie sRNA IstR z tym regionem, powoduje, Ze jest on
dwuniciowy, co uniemozliwia zatrzymanie rybosomu i inicjacje translacji (Wagner
i Unoson, 2012). Inny mechanizm negatywnej regulacji translacji polega na
wigzaniu sRNA do wzmacniaczy translacji (ang. enhancers). Przyktadem jest sSRNA
GevB, ktory za pomoca sekwencji bogatych w urydyny i guanozyny oddziatuje z
elementami wzmacniaczy translacji o sekwencji bogatej w cytydyny i adenozyny
znajdujgcymi sie zazwyczaj w duzej odlegtosci przed sekwencjg SD w kierunku 5’

(Sharma i wsp., 2007).
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Poza hamowaniem translacji przez zmienianie struktury mRNA, sRNA
powodujg rowniez jego degradacje (Ryc. 5 B). mRNA, ktérych translacja zostata
zablokowana i nie wykazujg one oddziatywania z rybosomem s3 substratem dla
endorybonukleaz. Dla kilku opisanych przyktadéw oddziatywan sRNA-mRNA
inhibicja wigzania rybosomu powodowata zmniejszanie poziomu biatka, podczas
gdy hydroliza kompleksu sSRNA-mRNA zwiekszata wydajno$¢ represji czynigc ja
nieodwracalng (Morita i wsp., 2006). Degradacja moze by¢ efektem posrednim
zablokowania translacji lub bezposrednim przez tworzenie kompleksu sRNA-
mRNA rozpoznawanego przez RNaze. Przyktadem regulacji, w ktdrej hydroliza
mRNA jest nastepstwem inhibicji translacji jest oddziatywanie sRNA SgrS z mRNA
ptsG. SgrS blokuje synteze biatka i powoduje szybka degradacje mRNA przy udziale
Hfq i RNazy E (Vanderpool i Gottesman, 2004, Morita i wsp., 2005, Kawamoto i
wsp., 2006). Jednakze analiza szczepu z mutacja RNazy E powodujaca jej
inaktywacje wykazata, Ze inhibicja translacji, ktéra nie powoduje degradacji
mRNA, réwniez prowadzita do represji powstawania biatka (Morita i wsp., 2005).
Podobnym mechanizmem, w ktéry zaangazowane jest biatko Hfq i RNaza E jest
regulacja mRNA sodB przez sRNA RyhB (Geissmann i Touati, 2004, Masse i wsp.,
2005). Czasami do wydajnej, negatywnej regulacji translacji niezbedne jest
potaczenie procesoéw inhibicji translacji i degradacji mRNA. Jest tak w przypadku
kilku mRNA z S. aureus, ktére s3 wigzane przez sRNA w obrebie sekwencji SD, co
wywotuje zaréwno hamowanie translacji jak i powstanie miejsc ciecia
rozpoznawanych przez RNaze III (Chevalier i wsp., 2010, Romilly i wsp., 2012).

Czasami degradacja mRNA jest jedynym skutkiem oddziatywania z sRNA.
Ten sposob regulacji poziomu transkryptow jest szybszy od uniemozliwiania
wigzania rybosomu (Papenfort i wsp., 2006). NajczesSciej w mechanizmach
negatywnej regulacji translacji przy udziale SRNA kodowanych trans uczestniczy
RNaza E, ktora hydrolizuje jednoniciowe RNA. RNaza E jest cze$cig degradosomu,
czyli kompleksu sktadajacego sie z wielu biatek wplywajacego globalnie na
stabilno§¢ mRNA i oddziatujagcego z biatkiem Hfq (Carpousis i wsp., 2009).
Przyktadem hydrolizy mRNA przez RNaze E na skutek oddzialywania z sRNA jest
regulacia mRNA ompD przez sRNA MicC u S. enterica (Pfeiffer i wsp., 2009,
Wagner, 2009). Jego mechanizm polega na tworzeniu tréjsktadnikowego

kompleksu zawierajacego MicC, Hfq i RNaze E, ktéry nastepnie wigze sie z
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regulowanym mRNA. Jednak do hydrolizy mRNA dochodzi tylko wtedy, gdy sRNA
posiada grupe monofosforowg na koncu 5’, co powoduje aktywacje RNazy (Garrey
i wsp, 2009). W przypadku niskiego poziomu regulowanego mRNA, RNaza

hydrolizuje sRNA, kontrolujac w ten sposob jego ilos¢.

Regulacja Mechanizm Stan bez regulacji Stan podczas regulacji

‘A_ e

RBS (
Hamowanie translacji
przez blokowanie r|
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Rycina 5 Mechanizmy regulacji mRNA przez kodowane trans sRNA. (A) sRNA oddziatujg z
regulowanymi mRNA w poblizu miejsca wigzania rybosomu, przez co hamuja translacje, poniewaz
uniemozliwiaja oddziatywanie rybosomu z mRNA. (B) sRNA w kompleksie z mRNA stanowig
substrat dla RNazy. (C) Oddziatywanie z SRNA powoduje otwarcie niedostepnego miejsca wigzania
rybosomu i aktywacje translacji. (D) sRNA stabilizuje regulowane mRNA przez hamowanie
hydrolizy jednoniciowych fragmentéw mRNA. Opracowano na podstawie Nitzan i wsp., 2017.

Regulacja pozytywna

sRNA nie tylko hamuja translacje regulowanych mRNA, ale takze powoduja
aktywacje translacji. Istnieja dwa mechanizmy, ktére prowadza do pozytywnej
regulacji translacji. Pierwszy z nich polega na zmianie struktury mRNA po
zwigzaniu sRNA, co umozliwia wigzanie rybosomu (Ryc. 5 C). W tym przypadku
mRNA posiada dtuga sekwencje 5 UTR, ktora tworzy stabilng strukture spinki, w
ktorg uwiktane jest miejsce wigzania rybosomu, co uniemozliwia translacje.

Wigzanie sRNA od strony 5’ struktury spinki prowadzi do jej otwarcia i uwolnienia
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RBS. Klasycznym przyktadem takiego oddziatywania jest regulacja mRNA hla przez
RNAIII (Morfeldt i wsp., 1995) oraz mRNA rpoS przez trzy sRNA: DsrA, ArcZ i RprA
(Majdalani i wsp., 1998, Majdalani i wsp., 2002, Mandin i Gottesman, 2010).
Mechanizm aktywacji translacji rpoS wymaga wigzania tego mRNA przez biatko
Hfq (Peng i wsp., 2014), co zostalo opisane w podrozdziale 4.2.3.

Drugim mechanizmem pozytywnej regulacji translacji mRNA przez sRNA
jest stabilizacja mRNA, co prowadzi do wzrostu poziomu biatka (Ryc. 5 D).
Przykladem takiej regulacji jest oddziatywanie sRNA RydC z S. enterica z mRNA
cfa. RydC wigze sie w duzej odlegtosci od RBS w kierunku 5 i przy udziale Hfq
zapobiega hydrolizie mRNA przez RNaze E (Frohlich i wsp., 2013). Z kolei sRNA
SgrS stabilizuje mRNA yigL przez wigzanie w obrebie sekwencji kodujgcej cistronu
znajdujacego sie od strony 5° regulowanego mRNA, co powoduje kompetycje z
RNaza E o to mRNA (Papenfort i wsp., 2013). Innym przykitadem jest SRNA GadyY z
E. coli, ktére stabilizuje mRNA gadX (Opdyke i wsp., 2004). Co ciekawe, u B. subtilis
zidentyfikowano sRNA SR1, ktére hamuje translacje mRNA ahrC przez zmiane jego
struktury oraz aktywuje translacje mRNA gapA stabilizujgc je (Heidrich i wsp.,
2007, Gimpel i wsp., 2010).

4.1.5 Regulacja aktywnosci sRNA przez czasteczki anty-sRNA

[stnieje wiele mechanizméw kontroli poziomu transkryptéw przy pomocy
matych RNA bakterii kodowanych trans, jednak przez dtugi czas niewiele byto
wiadomo na temat regulacji potranskrypcyjnej samych sRNA. Oddziatywanie SRNA
z regulowanym mRNA prowadzi do degradacji kompleksu sSRNA-mRNA lub mate
RNA zostaje ponownie wykorzystane do regulacji innego mRNA (Masse i wsp.,
2003, Overgaard i wsp., 2009). Do tej pory nie wyjasniono, jakie czynniki
determinujg wyboér pomiedzy jednym z tych dwdch szlakow. Badania dowodzg, ze
to, czy dane sRNA ulegnie degradacji, czy tez zostanie wykorzystane ponownie,
zalezy od regulowanego mRNA, z ktérym oddziatuje (Figueroa-Bossi i wsp., 2009,
Overgaard i wsp., 2009). Wyniki sugerujg, ze los sRNA zalezy od struktury
kompleksu sRNA-mRNA. Z kolei analizy iloSciowe pozwolity na opisanie
odpowiedzi z udziatem sRNA skokowo-liniowym modelem matematycznym.
Model ten okresla, ze sRNA nie wptywajg efektywnie na poziom mRNA do
momentu, kiedy szybko$¢ syntezy nowych sRNA przekroczy szybko$¢ syntezy
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mRNA. Wtedy sRNA powodujg szybkie i catkowite wyciszanie mRNA (Levine i
wsp., 2007, Jost i wsp., 2011). W warunkach, gdy szybko$¢ powstawania nowych
mRNA jest wieksza niz szybkos$¢ syntezy sRNA, mRNA wiaze i inaktywuje sRNA,
wiec regulator i regulowane RNA zamieniajg sie rolami. Inny mechanizm
przewiduje, Ze dla sRNA oddziatujacych z wieloma mRNA, wzrost produkcji
jednego z tych mRNA bedzie powodowac¢ spadek dostepnosci sRNA dla innych
mRNA, co prowadzi do obnizenia regulacji tych mRNA (Levine i wsp., 2007, Jost i
wsp., 2011). Badania nad eukariotycznymi miRNA, ktorych mechanizm
oddziatywania z mRNA jest zblizony do tego, ktory wystepuje u bakterii, wykazaty,
ze miRNA ulegaja represji przez inne mate RNA (Ebert i wsp., 2007, Franco-Zorrilla
i wsp., 2007, Ebert i Sharp, 2010, Tan i Marques, 2016). Takie mate RNA dziatajg na
zasadzie mimikry, przez podobienistwo do sekwencji mRNA rozpoznawanej przez
miRNA, w ten spos6b konkurujac z mRNA o oddziatywanie z regulatorowym RNA.
Dwa lata p6Zniej udowodniono, Zze w podobny spos6b dochodzi do regulacji SRNA
ChiX u E. coli i S. enterica (Ryc. 6 A) (Overgaard i wsp., 2009). Mechanizm ten
odpowiada za kontrole poziomu chitocukréw, ktére wnikajg do komoérki przez
chitoporyne btonowa ChiP, a nastepnie sg przenoszone do cytozolu. Transport
chitocukréow do cytozolu wymaga ich fosforylacji przez system fototransferazowy
kodowany przez trzy pierwsze geny znajdujace sie w operonie chbBCARFG
(Plumbridge i wsp., 2014). Zaréwno ekspresja ChiP jak i ChiX ulega Scistej
regulacji. W warunkach niskiego poziomu chitocukrow mRNA chiP jest
transkrybowane na niskim poziomie i wyciszane przy udziale sRNA ChiX o
konstytutywnej ekspresji. Z kolei ekspresja operonu chb jest wtedy hamowana
przez represor N-acetyloglukozoaminy (Plumbridge i Pellegrini, 2004). Kiedy
chitocukry sa dostepne, dochodzi do aktywacji transkrypcji operonu chb, ktérego
miedzygenowy fragment jest rozpoznawany przez sRNA ChiX i oddziatuje z nim
przez komplementarne parowanie. Taki komplementarny do sRNA regulatorowy
RNA jest nazywany anty-sRNA lub ceRNA (ang. competing endogenous RNA).
Oddziatywanie ChiX z anty-sRNA prowadzi do degradacji powstatego kompleksu,
co skutkuje zmniejszaniem ilosci ChiX i derepresja mRNA chiP (Figueroa-Bossi i

wsp., 2009, Overgaard i wsp., 2009).
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Rycina 6 Konkurencja pomiedzy RNA o regulatorowe sRNA. (A) Regulacja pobierania
chitocukrow u S. enterica i E. coli. Gen kodujacy chitoporyne (chiP) ulega transkrypcji we
wszystkich warunkach, niezaleznie od poziomu cukréw. Kiedy chitocukry sa niedostepne dla
komorki, konstytutywnie syntetyzowane sRNA ChiX powoduje inhibicje translacji chiP. W
obecnosci chitocukréw dochodzi do transkrypcji operonu chbBCARFG, ktory koduje transporter
chitobiozy i enzymy zaangazowane w jej katabolizm. Region miedzygenowy chbB-chbC operonu
zawiera sekwencje, ktéra konkuruje z mRNA chiP o wigzanie do sSRNA ChiX. Podczas akumulacji
mRNA chbBCARFG ChiX jest sekwestrowany przez komplementarne parowanie, co powoduje jego
degradacje. (B) Derepresja regulonu GcvB. sRNA GcvB oddziatuje przez komplementarne
parowanie zasad z mRNA kodujacymi transportery aminokwaséw i biatek, co powoduje ich
represje przez degradacje przy udziale RNazy E. Naleza do nich transkrypty powstajace z operonéw
gltlJKL, dppABCDF i oppABCDF. Krotsze mRNA powstate z operonu gltJKL jest generowane przez
terminacje transkrypcji w regionie miedzygenowym pomiedzy gitl i glt]. Hydroliza krétszego z
transkryptéw RNaza E prowadzi do powstania RNA SroC, ktére oddziatuje z SRNA GcvB i powoduje
jego degradacje, co wywotluje aktywacje catego regulonu GcvB. (C) Aktywno$¢ anty-sRNA
powstajacego z prekursora tRNA. sRNA RyhB i RybB sg regulatorowymi RNA, do ktérych ekspresji
dochodzi w czasie niedoboru Zelaza (RyhB) oraz stresu zwigzanego z btona (RybB). Anty-sRNA
3'ETS!evZ powstaje przez hydrolize RNazg fragmentu od strony 3’ prekursora tRNA glyW-cysT-leuZ i
wychwytuje SRNA RybB i RyhB, ktére powstaty w warunkach pozbawionych stresu w wyniku tzw.
»Szumu transkrypcyjnego”. Kiedy dochodzi do nadekspresji SRNA, ich poziom przekracza poziom
anty-sRNA, co powoduje kontrole ekspresji regulowanych przez nie mRNA - ompC (regulowane
przez RybB) i sodB (regulowane przez RyhB). Opracowano na podstawie Bossi i Figueroa-Bossi,
2016.

Innym sRNA, ktére jest regulowane przez anty-sRNA, jest GevB (Ryc. 6 B).
GevB  jest kodowane w genomie enterobakterii i posiada ewolucyjnie
konserwatywng sekwencje, a jego rolg biologiczng jest hamowanie ekspresji
mRNA kodujacych biatka zaangazowane w pobieranie i biosynteze aminokwasow
(Sharma i wsp., 2011). Jednym z mRNA regulowanych przez GcvB jest transkrypt
pochodzacy z operonu gltlJKL kodujgcego transporter ABC dla glutaminianu i
asparaginianu. Z operonu gItlJKL powstaja dwa transkrypty: dtuzszy, ktory
obejmuje caty operon oraz krétszy, zakonczony terminatorem niezaleznym od Rho
w regionie miedzygenowym pomiedzy gltl oraz git]. SRNA GcvB powoduje represje
obu transkryptow. Jednak kroétszy transkrypt ulega specyficznej hydrolizie przy
udziale RNazy E, co prowadzi do powstania fragmentu od strony 3’ o dtugosci 150
nukleotydéw - SroC. SroC oddziatuje z Hfq, a takze powoduje sekwestrowanie i
degradacje sRNA GcvB, dziatajac jako anty-sRNA, co w konsekwencji powoduje
deregulacje catego regulonu GcvB (Miyakoshi i wsp., 2015a). Jednakze mechanizm
oddziatywania SroC nie polega na podobienstwie sekwencji do mRNA
regulowanego przez GcvB. SroC wigze sie komplementarnie do dwdéch regionow
GevB, ktore sg znacznie oddalone od sekwencji zaangazowanych w oddziatywanie
z mRNA. Dzieki temu SroC dziata efektywnie nawet w niskich stezeniach oraz

wigze sie do GcvB takze podczas jego komplementarnego parowanie z mRNA.
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SRNA GcvB jest takze regulowane przez inne anty-sRNA - AgvB, kodowane w
genomie dwoéch patogennych szczepéw E. coli (Chao i wsp., 2012). W
przeciwienstwie do SroC, AgvB oddziatuje z regionem GcvB odpowiedzialnym za
wigzanie regulowanych mRNA, co powoduje kompetycje pomiedzy AgvB i mRNA o
oddziatywanie z GcvB. Dzieki temu mechanizmowi nadekspresja AgvB powoduje
derepresje regulowanego przez GevB u E. coli i S. enterica mRNA dppA kodujacego
element peryplazmatyczny dipeptydu transportera ABC. Delecja genu agvB u
patogennego szczepu E. coli prowadzi do utraty zdolnoSci proliferacji bakterii w
Sluzie jelita bydlecego, co sugeruje, Ze rolg AgvB jest adaptacja do warunkéw
srodowiska panujacych w jelicie (Tree i wsp. 2014). Jednak mechanizm
molekularny tego procesu nie zostat dotad wyjasniony.

Kolejnym przyktadem sRNA regulowanych przez anty-sRNA sg SRNA RybB i
RyhB (Fig. 6 C). Kontroluja one dwa gtéwne szlaki odpowiedzialne za utrzymanie
homeostazy u E. coli i S. enterica. RybB reguluje odpowiedZ na stres zwigzany z
btong, co =zostalo doktadnie opisane w podrozdziale 4.1.2. RyhB jest
odpowiedzialne za kontrole homeostazy zelaza, poniewaz powoduje represje
mRNA kodujgcych biatka wigzace zelazo (Masse i wsp., 2005, Jacques i wsp., 2006)
oraz aktywacje mRNA zwigzanych z biosynteza i transportem zwigzkow
chelatujacych jony zelaza (sideroforéw) (Balbontin i wsp., 2010, Balbontin i wsp.,
2016). Zastosowanie metody RNA-seq umozliwito identyfikacje transkryptow,
ktoére oddziatujga z SRNA RybB i RyhB. Jednym z nich byt fragment RNA pochodzacy
z regionu 3' genu leuZ nazwany 3'ETS'®vZ powstajgcy z operonu glyW-cysT-leuZ.
Operon ten koduje trzy geny tRNA, ktore ulegaja transkrypcji jako tréjcistronowy
prekursor, ktory nastepnie ulega hydrolizie, co prowadzi do powstania trzech
dojrzatych form tRNA (Lalaouna i wsp., 2015a). 3'ETS'®¥Z powstaje w wyniku
hydrolizy konca 3' dtuzszego transkryptu prekursora tRNA RNaza E. Co wiecej,
wykazano, ze 3'ETS'®vZ oddziatuje z biatkiem Hfq, a jego rola jest dziatanie jako
anty-sRNA i wychwytywanie sRNA RybB i RyhB w warunkach, kiedy ich ekspresja
nie jest indukowana. Mechanizm ten powoduje, ze SRNA RybB i RyhB wptywajg na
ekspresje regulowanych mRNA, tylko wtedy, gdy ich poziom znacznie przekroczy
poziom anty-sRNA, co zapobiega tzw. szumowi transkrypcyjnemu (ang.

transcriptional noise). Co ciekawe, zdolno$¢ do wychwytywania jednego z sRNA
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przez 3'ETSlevZ zalezy od poziomu ekspresji drugiego sRNA, co jest wywotane

kompetycjg RybB i RyhB o wigzanie anty-sRNA.
4.2 Bialko opiekuncze Hfq jako regulator ekspresji genow

4.2.1 Struktura i specyficzno$¢ rozpoznawania sekwencji RNA przez
biatko Hfq

Biatko opiekuncze Hfq zostalo zidentyfikowane okoto 50 lat temu, jako
czynnik niezbedny dla replikacji RNA bakteriofaga QB u E. coli (Franze de
Fernandez i wsp., 1968). Hfq jest wazne dla aktywno$ci matych regulatorowych
RNA bakterii (sRNA), co opisano w podrozdziale 4.1.4.2. Poczatkowe badania
struktury krystalicznej Hfq pozwolity okresli¢, ze biatko to tworzy homoheksamer
o ksztalcie pierscienia, ktérego $rednica wynosi 65A (Valentin-Hansen i wsp.,
2004, Brennan i Link, 2007, Sauer, 2013). Kazdy monomer sktada sie z N-koncowej
a-helisy, po ktdérej nastepuje pie¢ silnie skreconych, przeciwréwnolegtych f3-
harmonijek, zakonczonych nieustrukturyzowanym regionem na C-koncu (Ryc. 7 A-
C). Powierzchnia pierscienia z N-konncowymi o-helisami jest nazywana strong
proksymalng, przeciwna strona - dystalng, a cze$¢ na zewnatrz pierScienia -
boczng lub lateralng (Ryc. 7 D). Sekwencja i struktura Hfq sg charakterystyczne dla
rodzin biatek, z ktoérych pochodzi - Sm i Sm-podobnych (Lsm). S3 one
zaangazowane w réznorodne aspekty metabolizmu RNA u wszystkich
eukariontéw i archeonéw (Mura i wsp., 2013, Wilusz i Wilusz, 2013).

Hfq posiada cztery regiony wystawione na dziatanie rozpuszczalnikéw -
strone proksymalng, dystalng i boczng oraz koniec karboksylowy. Pierwsze
struktury krystaliczne Hfq z S. aureus w kompleksie z Kkrétkimi
oligorybonukleotydami wykazaty, Ze strona proksymalna wigze sekwencje poli(U)
w taki sposOb, Ze reszty urydyn s3 uwiezione w Kkieszeniach pomiedzy
sgsiadujagcymi monomerami wokot centralnego otworu (Mura i wsp., 2013).
Podobne badania u E. coli pozwolity okresli¢, ze strona dystalna Hfq oddziatuje z
oligorybonukleotydami bogatymi w reszty adenozyn i wigze trzy nukleotydy na
podjednostke Hfq (Link i wsp., 2009). Poczatkowo sekwencje te zostaty opisane
jako motyw A-R-N, w ktorym adenozyna (A) i puryna (R) sa wigzane w kieszeniach

wyeksponowanych na dziatanie rozpuszczalnika, podczas gdy trzeci nukleotyd (N)
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nie oddziatuje bezposrednio z biatkiem. Nowsze prace pozwolity na doktadniejsze

okreslenie specyficzno$ci oddziatywania Hfq z RNA.

B 5, B B BB

Sml Sm2

Strona proksymalna

Strona dystalna

Strona proksymalna

Rycina 7 Struktura bialka Hfq oraz jego oddzialywanie z RNA. (A) Elementy struktury
drugorzedowej promotora Hfq z zaznaczonymi motywami sekwencji Sm1 i Sm2. (B, C) Kazdy
promotor jest jednostka ztozong z jednej a-helisy i pieciu B-harmonijek, ktére tworza uktad
przeciwréwnolegtych kartek. (C) Jedna z B-harmonijek (32) jest skrecona w taki sposéb, ze wraz z
pozostalymi harmonijkami tworzy samozamykajaca sie beczutke. (D) Dwie strony Hfq
odpowiedzialne za oddzialywanie z RNA (zaznaczone na pomaranczowo) s3a zlokalizowane po
przeciwnych stronach pierscienia biatka. Strona proksymalna zawiera reszty aminokwasowe z
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motywu sekwencji Sm2. C-koficowa domena ma charakter nieustrukturyzowany i wystaje poza
plaszczyzne pierScienia Hfq, przez co moze oddzialywa¢ elektrostatycznie z kwasami
nukleinowymi. Opracowano na podstawie Vogel i Luisi, 2011.

Strona proksymalna - wigzanie sekwencji poli(U)

Znaczenie strony proksymalnej w wigzaniu sekwencji poli(U), ktére
znajduja sie w Rho-niezaleznych terminatorach u wszystkich sRNA oddziatujacych
z Hfq, zostato poparte w Kkilku niezaleznych pracach. Struktura Kkrystaliczna Hfq
zwigzanego z oligorybonukleotydami bogatymi w reszty urydyn z E. coli (Sauer i
Weichenrieder, 2011, Wang i wsp., 2013) i L. monocytogenes (Kovach i wsp., 2014)
jest bardzo podobna do tej z S. aureus (Schumacher i wsp., 2002), gdzie reszty
urydyn oddziatuja w poblizu fenyloalaniny w kazdym monomerze (Sauer i
Weichenrieder, 2011, Wang i wsp., 2013). Powinowactwo strony proksymalnej do
sekwencji bogatych w reszty urydyn jest wiec konserwatywne dla Hfq z bakterii
gram dodatnich i gram ujemnych. Z kolei badania nad akumulacja sRNA i regulacja
mRNA u szczepoéw E. coli z ekspresja Hfq posiadajagcego mutacje pojedynczych
reszt aminokwasowych wykazaty, Ze niektére mutacje po stronie proksymalnej
biatka (Q8, F42, K56) miaty wptyw na wszystkie badane sRNA, podczas gdy efekt
innych (D9, F39) zalezal od badanego sRNA (Zhang i wsp., 2013). Inne badania
dowodza, Ze okreSlone reszty aminokwaséw o charakterze kwasowym (D9, E18,
E37) Hfq z E. coli sa odpowiedzialne za odrdznianie sSRNA od innych RNA. Mutacje
tych aminokwaséw spowodowaty mniej specyficzne wigzanie Hfq z RNA, a takze
zmniejszyty efektywnos$¢ asocjacji SRNA z mRNA (Panja i wsp., 2015b). Pomimo Ze
wydaje sie, ze wszystkie sRNA oddziatuja w podobny sposob ze strong
proksymalng Hfq, to wigzanie poszczegdlnych sRNA do tej strony ma odmienny

charakter.

Strona dystalna - wigzanie sekwencji bogatych w reszty adenozyn

Badania nad specyficzno$cig oddziatywan Hfq z RNA wykazaty, ze wigzanie
RNA do strony dystalnej jest znacznie bardziej zréznicowane niz oddziatywania ze
strong proksymalng. Heksamery Hfq pochodzace zaréwno z bakterii gram
ujemnych jak i gram dodatnich posiadajg miejsca wigzania adenozyn (A) po
stronie dystalnej. Analiza zanikania fluorescencji tryptofanu pozwolita okresli¢, ze
sekwencja oddziatujaca z Hfq E. coli zawiera motyw (A-A-N),, podczas gdy Hfq z S.

aureus wigze motyw (A-L)n, gdzie L jest nukleotydem linkerowym (Robinson i
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wsp., 2014). Inne struktury krystaliczne Hfq potwierdzily obserwacje, zZe
oddziatlywanie strony dystalnej z RNA nie jest zawezZone do motywu A-R-N. Hfq z E.
coli wigze sie z regionem bogatym w reszty adenozyn w sRNA OxyS (Wang i wsp.,
2015), podczas gdy biatko z S. aureus oddziatuje z oligorybonukleotydami o
sekwencji (A-A)3-A (Horstmann i wsp., 2012), a B. subtilis z sekwencjg (A-G)3-A
(Someya i wsp., 2012).

Dla regulacji zaleznej od Hfq wazniejsza od dokladnej sekwencji motywu
oddziatujacego ze strong dystalng Hfq okazata sie jego pozycja wzgledem miejsca
parowania mRNA z sRNA. Wykazano, ze sekwencja bogata w reszty adenozyn
znajdujaca sie od strony 3’ sekwencji komplementarnej do sondy molekularne;j
(ang. molecular beacon), ktora emituje fluorescencje po zwigzaniu do
komplementarnego RNA, znacznie poprawia asocjacje zalezng od Hfq in vitro
(Panja i Woodson, 2012). Jednak kiedy dystans pomiedzy regionem (A-A-N), a
sekwencjg komplementarng zostat zwiekszony, to utracono efekt poprawy
asocjacji. Co wiecej, zalezna od Hfq aktywacja translacji rpoS in vivo oraz asocjacja
tego mRNA z sRNA in vitro byty pogorszone, gdy przenoszono sekwencje (A-A-N)n
w rozne pozycje 5'UTR rpoS. Mimo ze odlegtosci pomiedzy miejscami wigzania
sRNA i Hfq u wielu mRNA wynosza ponad 20 nukleotyddéw, to struktury drugo- i
trzeciorzedowe RNA umozliwiajg umiejscowienie tych regionéw obok siebie.

Poczatkowo uwazano, Zze motywy bogate w reszty adenozyn oddziatujace ze
strong dystalng Hfq znajduja sie jedynie w mRNA. Jednakze dalsze analizy
wykazaty, ze wiele SRNA rowniez posiada sekwencje stuzace im do oddziatywania
ze strong dystalng biatka Hfq (Updegrove i wsp., 2008, Zhang i wsp., 2013, Ellis i
wsp., 2015, Malecka i wsp., 2015, Schu i wsp.,, 2015, Wang i wsp., 2015).
Witasciwosci wigzania sSRNA z Hfq stanowig podstawe do klasyfikacji SRNA na dwie
grupy (Schu i wsp., 2015). Klasa [ oddziatuje ze strong proksymalng i boczng biatka
Hfq, podczas gdy regulowane przez nie mRNA wigze sie do strony dystalne;j. Z kolei
sRNA nalezace do niekanonicznej klasy Il oddziatuja ze strong proksymalng i
dystalng a regulowane przez nie mRNA wigza sie do strony bocznej (Ryc. 8).

Ponadto kilka badanych sRNA wykazywato wtasciwosci posrednie.
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Rycina 8 Alternatywne sposoby oddzialywania RNA z Hfq. Schematyczny model przedstawia
trzy powierzchnie wigzania RNA przez Hfq: strone proksymalng (zaznaczong kolorem czerwonym),
boczng (zaznaczong kolorem fioletowym) oraz dystalng (zaznaczong kolorem niebieskim). Dla
sRNA i mRNA fragmenty zaznaczone kolorem czerwonym odpowiadajg za oddzialywanie ze strong
proksymalna, regiony zaznaczone kolorem fioletowym przedstawiaja sekwencje bogate w reszty
adenozyn i urydyn, ktére oddziatujg ze strong boczna, a elementy zaznaczone kolorem niebieskim
odpowiadajg za wigzanie motywu ARN przez strone dystalng biatka Hfgq. Opis sposobéw
oddziatywania sRNA Kklasy I oraz Il znajduje sie w tekscie. Opracowano na podstawie Schu i wsp.,
2015.

Strona boczna - wiazanie sekwencji bogatych w reszty adenozyn i urydyn
Strona boczna Hfq E. coli zawiera regiony pozytywnie natadowanych reszt
aminokwasowych (R16, R17 i R19) po stronie zewnetrznej plytkiego rowka
wychodzacego z miejsc wigzania SRNA po stronie proksymalnej w kazdym z
sze$ciu monomerdw. Wykazano, Ze strona boczna jest drugim miejscem wigzania
sRNA zawierajacych sekwencje bogate w reszty UA (Ishikawa i wsp., 2012, Murina
i wsp., 2013, Panja i wsp., 2013, Dimastrogiovanni i wsp., 2014, Malecka i wsp.,
2015, Schu i wsp., 2015). Mutacje regionéow zawierajagcych pozytywnie
natadowane reszty aminokwasowe spowodowaty ostabienie wigzania SRNA RybB
in vitro, a mutacje sekwencji znajdujagcych sie wewnatrz czasteczek bogatych w
reszty UA w sRNA RybB i SgrS uniemozliwily ich oddzialywanie z Hfq typu
dzikiego (Ishikawa i wsp., 2012, Sauer i wsp., 2012). Analiza struktury
krystalicznej Hfq w kompleksie z SRNA RydC z E. coli i S. enterica ujawnita, Ze
dochodzi do bezposredniego oddzialywania pomiedzy taficuchami fosforanowymi
reszt aminokwasowych R16 i R17 Hfq z resztami nukleotydowymi U23 i U24 w
sRNA RydC (Dimastrogiovanni i wsp., 2014). Co wiecej, wykazano, Ze mutacje

aminokwaséw na powierzchni bocznej Hfq zmniejszaja poziom akumulacji SRNA
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Klasy I in vivo, co wskazuje na ich bezposrednie oddziatywanie z SRNA i wptyw na
jego stabilnos¢ (Schu i wsp., 2015). Co ciekawe, znane sg rowniez przyktady mRNA
wiazacych sie do strony bocznej Hfq. Sa to gtbwnie mRNA regulowane przez sRNA
klasy II (Peng i wsp., 2014, Schu i wsp., 2015).

C-koniec Hfq - oddzialywanie z niektéorymi sRNA

Koniec karboksylowy biatka Hfq u bakterii moze posiada¢ rézng dtugosc
oraz sekwencje, a jego brak organizacji strukturalnej i elastyczno$¢ spowodowaty,
ze nie byt on widoczny na pierwszych strukturach krystalicznych biatka.
Poczatkowo rola C-konicowej domeny Hfq byta tematem spornym (Sobrero i
Valverde, 2012). Jednakze wzrasta ilo$¢ przyktadéow sRNA, ktére oddziatujg z
koncem karboksylowym Hfq. Do tych sRNA naleza RydC z E. coli oraz Qrr z V.
cholerae, ktére traci zdolno$¢ oddziatywania in vitro z Hfq E. coli po usunieciu
domeny C-koncowej biatka (Dimastrogiovanni i wsp., 2014). Ponadto usuniecie
konca karboksylowego Hfq powoduje utrate cze$ci wtasciwosci regulacyjnych Hfq
z C. difficile (Caillet i wsp., 2014). Co ciekawe, najnowsze badania dowodza, ze
domena C-koncowa Hfq pelni funkcje autoregulacyjne, przez oddziatywanie z
resztami zasadowymi rdzenia Hfq, ktore sg niezbedne dla asocjacji SRNA z mRNA.
Koniec karboksylowy Hfq dziata wtedy na zasadzie mimikry przez podobienstwo

do kwasow nukleinowych. (Santiago-Frangos i wsp., 2017).

4.2.2 Rola biatka Hfq w regulacji ekspresji genow

Rola biatka Hfq w procesach fizjologicznych bakterii zostata
scharakteryzowana u kilku organizméw modelowych, od mikroorganizméow
patogennych, do tych, ktére prowadza symbioze z ro$linami. U wiekszoSci
analizowanych organizmoéw uzywano szczepow z delecja genu hfq, a u kilku z nich
gen ten byt zidentyfikowany podczas poszukiwania genow zwigzanych z regulacja
danego fenotypu (Wu i wsp., 2010, Mulley i wsp., 2011). W wiekszo$ci przypadkow
brak Hfq powodowal plejotropowe efekty fenotypowe, wptywat na
przystosowywanie sie bakterii do warunkoéw Srodowiska oraz odpowiedZ na
czynniki stresowe. Co wiecej, wirulencja bakterii patogennych jest ostabiona, gdy
gen hfq zostanie usuniety lub przerwany.

Poziom biatka Hfg w komoérce zmienia sie w zalezno$ci od szybkoSci

wzrostu (Kajitani i wsp., 1994, Vytvytska i wsp., 1998) oraz fazy wzrostu (Kajitani i
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wsp., 1994) mikroorganizméw. Ilos¢ oligomeréw Hfq w komérce zostata
oszacowana na 5000 - 10000 dla E. coli w logarytmicznej fazie wzrostu (Kajitani i
wsp., 1994). Gen hfq jest cze$cig superoperonu amiV-mutL-miaA-hfq-hflIX-hfIK-hfIC
o kompleksowej organizacji transkrypcyjnej, zawierajgcej trzy promotory zalezne
od 032 ulegajace ekspresji podczas szoku cieplnego oraz cztery promotory zalezne
od 079 (Tsui i wsp.,, 1996). Co wiecej, w kontrole poziomu transkryptu hfg
zaangazowana jest RNaza E (Tsui i Winkler, 1994). Ponadto, ekspresja Hfq ulega
regulacji na poziomie translacji. Wykazano, ze u E. coli i S. meliloti Hfq kontroluje
translacje wtasnego mRNA (Vecerek i wsp., 2005, Sobrero i Valverde, 2011). U E.
coli Hfq oddziatuje z wtasnym mRNA w dwéch regionach, co powoduje represje
translacji przez konkurencje z rybosomem o miejsce wigzania rybosomu (Vecerek
i wsp., 2005). Pozwala to na utrzymanie poziomu biatka Hfq w komérce w statym
zakresie.

Najlepiej poznang funkcjg biatka Hfq jest uczestnictwo w oddziatywaniu
matych RNA bakterii z regulowanymi przez nie mRNA, co powoduje aktywacje lub
hamowanie translacji mRNA (Ryc. 9 A). Zostato to szczegbétowo opisane w
podrozdziale 4.1.4.2.

Hfq oddziatuje nie tylko z RNA, ale takze z innymi biatkami. Najlepiej
poznanym biatkowym partnerem Hfq jest RNaza E. Oba biatka uczestnicza w
wielobiatkowym kompleksie odpowiedzialnym za degradacje RNA tzw.
degradosomie (Aiba, 2007). Rolg oddzialywania Hfq z RNaza E jest jednoczesna
represja translacji mRNA i jego nieodwracalna degradacja. Innymi biatkami
zwigzanymi bezposrednio z Hfq sg biatko S1 oraz podjednostka 3 polimerazy RNA.
Precypituja one wraz z Hfq w eksperymentach prowadzonych na ekstraktach
komorkowych z E. coli z immobilizowanymi sRNA (DsrA, MicF, OxyS, RyhB i
Spot42) (Windbichler i wsp., 2008). Badania in vitro wykazaly, ze Hfq nie
oddziatuje z rdzeniem polimerazy RNA ani z biatkiem S1 oddzielnie, ale wiagze sie z
kompleksem polimerazy RNA i biatka S1 (Sukhodolets i Garges, 2003). Jednak rola
biologiczna takiego kompleksu nie zostala dotad poznana. Mozliwe, Ze jest
zaangazowany w regulacje sRNA lub pozwala na umiejscowienie Hfq w poblizu
miejsca uwalniania transkryptu z polimerazy RNA, co umozliwia wydajne wigzanie

substratow.
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Jako biatko opiekuncze, Hfq wptywa na odpowiednie fatdowanie mRNA, co
skutkuje wydajniejsza translacja lub zmniejszaniem zjawiska zatrzymywania
transkrypcji (Ryc. 9 B), (Le Derout i wsp., 2010). Co wiecej, remodelowanie RNA
moze by¢ zwigzane z aktywnos$cia ATPazowa Hfq (Sukhodolets i Garges, 2003,
Arluison i wsp., 2007b). Sugeruje to role Hfq w taczeniu procesoéw transkrypcji i
translacji (Ryc. 9 D).

Glowna biologiczng funkcjg biatka Hfq jest specyficzne oddziatywanie z
sRNA oraz mRNA, jednak wykazano, Ze wigze ono takze inne kwasy nukleinowe
np. tRNA (Lee i Feig, 2008, Holmqvist i wsp., 2016, Melamed i wsp., 2016), inne
niekodujace i antysensowne RNA (Melamed i wsp., 2016), a takze DNA (Takada i
wsp., 1997, Updegrove i wsp., 2010, Geinguenaud i wsp., 2011). Hfq zostato
zidentyfikowane jako jedno z 12 najpowszechniej wystepujacych biatek w
nukleoidzie bakterii, reprezentujgc okoto 24% wszystkich biatek zwigzanych z
genomowym DNA w logarytmicznej fazie wzrostu. Hfq oddziatuje z DNA gtéwnie w
regionach o wysokim stopniu helikalnosci (Updegrove i wsp., 2010). Co wiecej, Hfq
z E. coli wigze sie z biatkiem HU (Ryc. 9 C), (Butland i wsp., 2005), ktore jest
bakteryjnym odpowiednikiem eukariotycznych biatek histonowych
zaangazowanym w organizacje strukturalng nukleoidu oraz aktywno$¢
transkrypcyjna (Pontiggia i wsp., 1993, Kar i wsp., 2005). Rolg oddzialywania
biatka HU z Hfq najprawdopodobniej jest kierowanie Hfq do nukleoidu i
wymuszanie jego wigzania do specyficznych sekwencji DNA (Tolstorukov i wsp.,
2005).

Hfq reguluje translacje mRNA nie tylko przy udziale sRNA, ale takze
bezposrednio przez wigzanie do transkryptu. Przykladem jest oddziatywanie Hfq
E. coli z miejscem wigzania rybosomu w mRNA transpozazy Tn10, co powoduje
represje transpozazy IS10 (Ellis i wsp., 2015). Co wiecej, Hfq jest takze zdolne do
hamowania translacji mRNA mutS, nawet wtedy, gdy strona proksymalna Hfq jest
zmutowana, co uniemozliwia jego oddziatywanie z sRNA (Chen i Gottesman,
2017). Doktadny mechanizm regulacji mRNA prze udziale samego Hfq nie zostat
jednoznacznie wyjasniony. Mozliwe, Ze w procesy te jest zaangazowane
dodatkowe biatko lub RNA. U bakterii Pseudomonas w regulacji transkrypcji
zaleznej od Zrédia wegla nie posredniczg cykliczne AMP oraz CRP jak u E. coli, ale

biatko Crc (Sonnleitner i wsp., 2009). Crc nie wigze sie bezposrednio do RNA, wiec
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Hfq stanowi niejako platforme dla tego oddziatywania wigzgc RNA w motywach CA
oraz biatko Crc (Sonnleitner i Blasi, 2014). Oddziatywanie Crc z Hfq jest hamowane
przez wychwytywanie Hfq przez sRNA CrcZ, ktérego ekspresja ulega regulacji w
zaleznos$ci od dostepnosci Zrodta wegla (Sonnleitner i Blasi, 2014, Sonnleitner i

wsp., 2017).

% DNA
>

Powstajgce polipeptydy

Rycina 9 Udzial globalnego bialka regulatorowego Hfq w kontroli ekspresji genéw za
pomoca réznych mechanizméw na réznych poziomach przeptywu informacji genetyczne;j.
(A) Hfq oddziatuje z degradosomem powodujac degradacje kompleksu sSRNA-mRNA i wyciszanie
ekspresji mRNA. (B) Jako biatko opiekuncze, Hfg wplywa na lokalne fatdowanie mRNA i
hamowanie zatrzymywania transkrypcji. Rozpoznawanie substratowego RNA przez Hfq moze
zachodzi¢ bezposrednio w miejscu transkrypcji przez oddzialywanie Hfq z polimerazg RNA
(RNAP). (C) Hfq wiaze DNA, a takze oddziatuje z biatkami HU, co sugeruje role w rearanzacji DNA i
kontroli na poziomie transkrypcji. (D) Kontrola translacji zalezna od Hfq oraz sRNA powoduje
oddzielenie proceséw transkrypcji i translacji oraz moze powodowa¢ zalezng od Rho terminacje
transkrypcji. (E) Przy braku kontroli na poziomie translacji, Hfq wptywa na hamowanie terminacji
transkrypcji przez bezposrednie oddzialywanie z biatkiem Rho. Opracowano na podstawie Sobrero
i Valverde, 2012.

Biatko Hfq jest takze zdolne do oddzialywania z dwoma innymi biatkami
zaangazowanymi w metabolizm RNA - polimeraza poli(A) oraz egzorybonukleaza
- fosforylaza polinukleotydowa (Mohanty i wsp., 2004). Enzymy te s3g
zaangazowane w procesy zwigzane z przemianami mRNA (Santos i wsp., 2006,
Viegas i wsp. 2007). Oddziatywanie Hfq z 3' koncem RNA powoduje jego
poliadenylacje z udziatem polimerazy I poli(A), co prowadzi do degradacji tego
RNA (Folichon i wsp., 2005). Innym biatkowym partnerem Hfq jest biatko Rho
(Ryc. 9 E). Kompleks ten byt poczatkowo zidentyfikowany in vivo (Butland i wsp.,
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2005), a nastepnie jego obecno$¢ u E. coli potwierdzono zaréwno in vivo jak i in
vitro (Rabhi i wsp., 2011). Hfq tworzy stabilny kompleks z Rho, co prowadzi do
hamowania transkrypcji, poniewaz Hfq blokuje aktywno$¢ ATPazowg oraz
helikazowg biatka Rho (Rabhi i wsp., 2011). Zdolno$¢ Hfq do oddzialywania
zarowno z polimerazg RNA jak i z biatkiem Rho powoduje, Ze jest ono kluczowym

regulatorem komoérkowej aktywno$ci transkrypcyjne;.

4.2.3 Mechanizm dzialania biatka Hfq w oddzialywaniach pomiedzy
SRNA a mRNA

Biatko Hfq pomaga w tworzeniu kompleksu pomiedzy sRNA bakterii a
regulowanymi przez nie mRNA (Moller i wsp., 2002, Kawamoto i wsp., 2006, Soper
i Woodson, 2008). W niektérych przypadkach dochodzi do oddziatywania sRNA z
mRNA nawet przy nieobecnosci Hfq, jednak obecno$¢ biatka znacznie przyspiesza
asocjacje RNA (Kawamoto i wsp., 2006, Soper i wsp., 2010). Aby wyjasnic role Hfq
w promowaniu tworzenia kompleksu sRNA-mRNA zaproponowano dwa
alternatywne mechanizmy. Pierwszy z nich jest zwigzany z aktywnoScia
chaperonowa Hfq w remodelowaniu struktury oddziatujacych RNA (Schuppli i
wsp., 1997, Moll i wsp., 2003, Sobrero i Valverde, 2012). Eksperyment typu
ofootprint”, majacy na celu analize struktury RNA po zwigzaniu biatka Hfq,
wykazal, ze oddziatywanie Hfq z mRNA sodB powoduje zmiane struktury mRNA w
regionie komplementarnym do jego regulatorowego RNA RyhB. Jednakze Hfq nie
wptywato na zmiane struktury sRNA (Geissmann i Touati, 2004). W tym
przypadku Hfq powoduje wyeksponowanie sekwencji komplementarnej do sRNA
w mRNA, co prowadzi do powstania kompleksu trojsktadnikowego sodB-RyhB-
Hfq. RNA ulega uwolnieniu z takiego kompleksu w wyniku stymulacji z udziatem
kompetytorowych ligandéw (Afonyushkin i wsp., 2005). Analizy biochemiczne
oddziatywania sRNA DsrA z mRNA rpoS z uzyciem zmutowanych substratow
wykazaty, ze dla tworzenia kompleksu tréjsktadnikowego niezbedna jest
komplementarno$¢ wigzanych RNA, a posrednictwo Hfq w oddzialtywaniu DsrA z
rpoS jest mozliwe dzieki remodelowaniu struktury drugorzedowej mRNA (Soper i
wsp., 2011). Analizy z wykorzystaniem technik SAXS (ang. small-angle X-ray
scattering) oraz SANS (ang. small-angle neutron scattering) w potaczeniu z

dichroizmem kotowym Hfq zwigzanego z SRNA RprA oraz OxyS wskazujg, ze Hfq E.
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coli oddziatuje z sSRNA w stosunku stechiometrycznym 1:1, co powoduje zmiane
struktury sRNA przy niezmienionej strukturze Hfq (Henderson i wsp., 2013). Co
wiecej, analizy z uzyciem technik SAXS oraz SHAPE (ang. selective 2’- hydroxyl
acylation and primer extension) wykazaty, ze strona boczna Hfq E. coli wigze
motyw Us, a strona dystalna motyw (A-A-N)n w mRNA rpoS. Skutkuje to zmiang
konformacji trzeciorzedowej mRNA do bardziej kompaktowej, w ktérej region
komplementarny do sRNA jest pozycjonowany w poblizu strony proksymalnej, do
ktdrej wigze sie SRNA (Peng i wsp., 2014), (Ryc. 10). Co wiecej, zaobserwowano, Ze
mutacja aminokwaséw znajdujacych sie po stronie bocznej Hfq, a takze usuniecie
konca karboksylowego Hfq E. coli zahamowaty tworzenie sie kompleksu
tréjsktadnikowego Hfq-RydC-cfa. Wyniki te potwierdzaja model, w ktérym rola
Hfq jest pozycjonowanie RNA w taki sposdb, aby sprzyja¢ tworzeniu sie

komplementarnego parowania (Dimastrogiovanni i wsp., 2014).

Rycina 10 Model kompleksu regulatorowego rpoS-Hfq. Model atomowy (A) petnej dtugosci Hfq
(po lewej), i mRNA rpoS (po prawej), (B) kompleksu rpoS-Hfq w zamknietej (po lewej) i otwartej
(po prawej) konformacji. Rdzen Sm biatka Hfq zaznaczono kolorem stomkowym, N-koniec
ciemnoszarym, C-koniec rézowym, wstege rpoS szarym, motyw (AAN); purpurowym, motyw Us
pomaranczowym, miejsce wigzania sRNA zielonym, sekwencje Shine-Dalgarno fioletowym.
Opracowano na podstawie Peng i wsp., 2014.
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Alternatywny mechanizm funkcjonowania biatka Hfq zaktada jednoczesne
oddziatywanie sRNA i regulowanego mRNA z Hfq, co powoduje powstawanie
komplekséow tréjsktadnikowych i pasywne wymuszenie tworzenia kompleksu
RNA-RNA (Mikulecky i wsp., 2004) (Ryc. 11 A). Oddziatywanie sRNA DsrA z mRNA
rpoS in vitro potwierdza ten model (Soper i Woodson, 2008). Innym przyktadem
jest jednoczesne oddziatywanie SRNA OxyS z mRNA fhiA i Hfq (Salim i Feig, 2010).
Jednakze oddysocjowanie dtugiej sekwencji liderowej mRNA fhlA byto mozliwe
jedynie przez dodanie kompetytorowego sRNA oddziatujgcego ze strong
proksymalng (DsrA) i dystalng (Aig) biatka Hfq. Co wiecej, analiza kinetyki
asocjacji sugeruje, ze Hfq zwiazane z fhlA tworzy kompleks tréjsktadnikowy z
sRNA tylko wtedy, gdy jest ono komplementarne do mRNA (Salim i Feig, 2010).
Inne badania sugerujg, Ze strona boczna Hfq odgrywa gléwng role w
pozycjonowaniu dwéch RNA w taki sposoéb, aby umozliwia¢ ich oddziatywanie,
peligc w ten sposoéb funkcje katalityczne (Panja i wsp., 2013, Panja i wsp., 2015a).
Analiza wigzania sRNA do mRNA z uzyciem spektroskopii zatrzymanego
przeptywu i sond RNA wykazata, ze Hfq z E. coli przyspiesza szybko$¢ asocjacji
komplementarnych RNA nawet 100-krotnie przez zmniejszanie barier zwigzanych
z entropig i tadunkiem elektrostatycznym (Ryc. 11 B). Ponadto mutacja
aminokwasOow znajdujgcych sie po stronie bocznej Hfq zniosta efekt
przyspieszania oddzialywania (Panja i wsp., 2013). Inne badania z uzyciem sond
molekularnych (ang. molecular beacon) wskazuja, Zze Hfq bezposrednio zmniejsza
poczatkowa bariere w zawigzywaniu helisy RNA, a takze promuje wydtuzanie
kompleksu sRNA-mRNA (Panja i wsp. 2015a). Mozliwe, Ze nie istnieje jeden
uniwersalny mechanizm dziatania Hfq w tworzeniu kompleksu sRNA-mRNA, a

zalezy on od wilasciwosci danej pary SRNA-mRNA (Arluison i wsp., 2007a).
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Rycina 11 Rola kompleksu tréjsktadnikowego sRNA-mRNA-Hfq w regulacji przy udziale
sRNA. (A) Rézne warianty proceséw zachodzacych po rozpadzie kompleksu tréjsktadnikowego.
Finalnym produktem takiej reakcji jest kompleks SRNA-mRNA (po lewej) lub kompleks mRNA-Hfq
(na srodku), kompleks trojsktadnikowy moze takze oddziatywac z innymi biatkami np. RNaza E (po
prawej). (B) Model katalitycznego dziatania biatka Hfq. Hfq przyspiesza szybko$¢ asocjacji, co
zostato przedstawione przez zmniejszanie bariery aktywacyjnej dla formowania kompleksu.
Ponadto Hfq stabilizuje rownowagowa strukture sSRNA-mRNA prawdopodobnie przez wymuszanie

tworzenia metastabilnych struktur o najnizszej lokalnej energii. Opracowano na podstawie Vogel i
Luisi, 2011.
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5. CELE PRACY

Celem pracy bylo poznanie znaczenia sekwencji i struktury mRNA oraz
anty-sRNA w ich oddzialywaniach z niekodujgcymi RNA bakterii. W pracy podjeto
dwa aspekty tego zagadnienia. Celem pierwszej czeSci pracy byto wyjasnienie, czy
sekwencja mRNA sgsiadujgca z miejscem wigzania sRNA moze wptywac na to
oddziatywanie. W tym celu zbadano oddziatywania sRNA RybB z S. enterica
z komplementarnymi mRNA posiadajacymi rézne reszty nukleotydowe w pozycji
3" wzgledem miejsca wigzania RybB. Dla tej cze$ci wyrdzniono nastepujace cele
szczegblowe:

e Wyznaczenie parametrow termodynamicznych krotkich dupleksow RNA
odpowiadajacych miejscu oddzialtywania sRNA RybB z regulowanymi
mRNA.

e Analiza stabilnosci termodynamicznej i kinetyki asocjacji peinej dtugosci
sRNA RybB z fragmentami mRNA posiadajagcymi mutacje reszty
nukleotydowej w pozycji 3'.

e Okreslenie udziatu biatka Hfq w tworzeniu kompleksu sRNA RybB
z naturalnymi i zmutowanymi mRNA.

e Sprawdzenie, w jaki sposob represja przez RybB translacji in vitro
naturalnego fragmentu mRNA ompC w fuzji z mRNA biatka GFP zalezy od

mutacji w pozycji 3'.

Celem drugiej cze$¢ pracy byto poznanie roli biatka Hfq w oddziatywaniach
sRNA z regulatorowymi anty-sRNA oraz poréwnania jej do roli tego biatka
w oddziatywaniach czasteczek sRNA z regulowanymi przez nie mRNA. Analizy
wykonano, poréwnujac oddziatywania sRNA z E. coli: ChiX z anty-sRNA chbBC-IGR
oraz mRNA chiP, a takze RybB z komplementarnym anty-sRNA 3'ETS!euZ oraz
mRNA tsx. Ponadto sprawdzono, w jaki sposéb biatko Hfq bierze udziat w asocjacji
SRNA GcvB z regulatorowym anty-sRNA AgvB z E. coli. Realizacja tej czeSci
projektu obejmowata nastepujace cele:

e Wyznaczenie struktur czasteczek chbBC-IGR, 3'ETS!euZi AgvB oraz sRNA

GcvB, ktérego struktura nie byta znana, w celu okreslenia dostepnoS$ci

regionéw odpowiedzialnych za wigzanie komplementarnych RNA.
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e Pordéwnanie roli Hfg w tworzeniu kompleks6w pomiedzy czasteczkami

SRNA a anty-sRNA oraz sRNA z mRNA.



6. MATERIALY
6.1 Aparatura

6.1.1 Urzadzenia
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Nazwa

Producent/ model

Aparat do elektroforezy
poziomej

Aparat do elektroforezy SDS-
PAGE

Blok grzejny

Blok grzejny z wytrzasaniem
Ekran fosforowy

Kaseta do naswietlan

Lampa UV

Licznik Geigera

Mieszadto magnetyczne
pH-metr

Skaner laserowy

Sonikator

Spektrofotometr

Spektrofotometr z
kontrolerem temperatury
Suszarka do Zeli

Syntetyzer DNA/RNA

System do chromatografii
cieczowej

System dokumentacji i analizy
zeli

Termocykler

Waga

Bio-Rad/ Mini-Sub® Cell GT Cell

Bio-Rad/ Mini-PROTEAN®

Grant/ QBD1

Eppendorf/ Comfort

Fuji/ 3543

Fuji/ HYPERCASETTE

UVP/ UVLS-28

Sper Scientific/ 840026

IKA/ RH basic 2

HANNA instruments/ HI2212

Fujifilm/ FLA-5100 z oprogramowaniem
Bandelin/ Sonopuls HD2070

NanoDrop/ ND-1000 z oprogramowaniem ND-
1000 V3.2.1

Beckman/ DU 640

Bio-Rad/ 583
MerMade 12 (BioAutomatization)
AKTA explorer 100

G:BOX/ Syngene

Peqlab/ primus 25
Kern/ EG
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Wirowki Eppendorf/ 5430 R,
Beckman/ Coulter Avanti J-301, rotor JA-30.50,
Beckman/ Coulter Avanti J-26XPI, rotor JLA-
10.500,
Hetovac/ z pompa prozniowg KNFLAB Laboport
Worteks Peqlab/Peqtwist
Zasilacz do elektroforezy Consort/ EV245
wysokonapieciowej
6.1.2 Drobny sprzet laboratoryjny

Nazwa

Producent/ model

Kolumny do oczyszczania RNA
Kolumny do odsalania
chemicznie syntetyzowanych
RNA o dtugosci powyzej 15 nt
Kolumny do odsalania RNA po

syntezie chemicznej
Membrana do dializy biatek

Ptytki do chromatografii
cienkowarstwowej

Ptytki do pomiaru
fluorescencji

Ptytki z powierzchnig
niewigzaca

Probowki z membrang do
zageszczania biatek
Prob6wki z powierzchnia
niewigzaca

Pipety automatyczne

Bio-Rad/ Micro Bio-Spin P-6

GE Healthcare/ NAP-25

Waters/ Sep-pak C-18 cartridge

Spectrum Laboratories, Inc./ Spectra Por 6-8000
MWCO

Baker/ Si500F

Sigma/ CLS3993-25EA

Greiner/ 651901

Millipore/ Amicon Ultra 50 ml 10000 MWCO

Eppendorf/ Z666505-100EA

HTL/ Discovery comfort
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6.1.3 Kolumny chromatograficzne do izolacji biatek

Kolumny wykorzystywane do oczyszczania rekombinowanej polimerazy RNA z

faga T7:

» His Trap FF Crude 5 ml - producent GE Healthcare, stosowana do

wstepnego etapu izolacji biatka bezposrednio z lizatu bakteryjnego na

podstawie chromatografii

metalopowinowactwa tancucha

polihistydynowego biatka do jonéw Ni%* usieciowanych w ztozu kolumny.

= Superdex 200 16/60 - producent GE Healthcare, stosowana do drugiego

etapu oczyszczania biatka na podstawie rozdziatu substancji wedtug masy

czasteczkowej podczas sgczenia molekularnego.

Do obstugi kolumn chromatograficznych zastosowano system AKTA explorer 100

z oprogramowaniem Unicorn.

6.2 Odczynniki chemiczne i zestawy dostepne komercyjnie

Odczynnik chemiczny/zestaw dostepny Producent
Kkomercyjnie

1-butanol (99,9%) POCH
2-merkaptoetanol Sigma
2-propanol (99,7 %) POCH
5-bromo-4-chloro-3-indolylo-beta-D- BioShop
galaktopiranozyd (X-gal)

Acetonitryl (99,5 %) POCH
Adenozyno-5'-trifosforan (ATP) Sigma
Agaroza Prona
Akrylamid:bis-akrylamid mieszanina 29:1 w BioShop
proszku

Amoniak (32%) POCH
Ampicylina, s6] sodowa Sigma
Chloramfenikol Sigma
Chlorek amonu Sigma
Chlorek sodu Sigma
Chlorek wapnia Sigma
Chlorowodorek L-cysteiny Sigma
Chlorowodorek L-histydyny Sigma
Chlorowodorek L-lizyny Sigma
Chlowodorek L-argininy Sigma
Comassie Brilliant Blue R250 Sigma
Cykliczny adenozyno-3’,5-monofosforan (cAMP) Roche
Cytydyno-5'-trifosforan (CTP) Sigma
Dimetyloformamid (DMF) Sigma
Ditiotreitol (DTT) Sigma
Etanol (96%) POCH




Fenol/Chloroform/Alkohol izoamylowy (25:24:1)
Fosforan kreatyny (CP)

Glicerol (99%)

Glicyna

Glikol polietylenowy 8000 (PEG 8000)
Glutaminian potasu
Guanozyno-5'-trifosforan (GTP)

Imidazol

Inhibitory proteaz w tabletkach, wolne od EDTA
Kakodylan sodu

Kwas borowy

Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA)
Kwas fluorowodorowy (HF)

Kwas folinowy

Kwas L-asparaginowy

Kwas L-glutaminowy

Kwas octowy (99,9%)

Kwas solny (37%)

L-alanina

L-asparagina

LB Broth

LB Broth z agarem

L-fenyloalanina

L-glutamina

L-izoleucyna

L-leucyna

L-prolina

L-seryna

L-treonina

L-tryptofan

L-tyrozyna

L-walina

Metanol (99,9%)

Metionina

Midori Green

Mieszanina dNTP

Mieszanina ksylencjanol:btekit bromofenolowy
Mieszanina tRNA

Mocznik
N-(2-hydroksyetyl)piperazyna-N'-2-kwas 2-
etanosulfonowy (HEPES)
N,N,N’,N'-Tetrametyloetylenodiamina (TEMED)
Nadsiarczan amonu (APS)

Octan amonu

Octan magnezu

Octan sodu

Laurylosiarczan sodu (SDS)

Spermidyna
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BioShop
Roche
BioShop
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Roche
Sigma
BioShop
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
POCH
POCH
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
POCH
Sigma
NIPPON Genetics
Thermo Scientific
Sigma
Roche
BioShop
BioShop

BioShop
BioShop
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma




Tris(hydroksymetylo)aminometan (Tris)

Urydyno-5'-trifosforan (UTP)
Wodorotlenek sodu

Zestaw do ekstrakcji DNA z zelu agarozowego
,GeneJET gel extraction and DNA cleanup Micro kit”
Zestaw do izolacji plazmidowego ,,DNA genelute hp

plasmid miniprep”

Zestaw do oczyszczania RNA po reakcjach
enzymatycznych ,RNeasy MinElute Cleanup Kit”

B-D-tiogalaktopiranozyd IPTG

y-32P-ATP (222TBq (6000Ci)/mmol 370MBq

(10mCi)/ml)
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BioShop

Sigma

Sigma

Thermo Scientific

Sigma

Qiagen

Sigma
Hartmann Analytic

6.2 Enzymy i markery wielkosci

Enzym Producent
Dpnl Thermo Scientific
DNaza | Thermo Scientific

Kinaza keratynowa (CK)

Kinaza polinukleotydowa (PNK)
Ligaza DNA faga T4

Polimeraza DNA DreamTaq
Polimeraza Pfu Turbo Cx Hotstart

Roche

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Agilent Genomics

Rybonukleaza T1 Thermo Scientific
Rybonukleaza T2 MoBiTec
Nukleaza S1 Thermo Scientific
Marker wielkosci Producent

Gene Ruler 100 bp

Gene Ruler 1kB Plus

PAGE Ruler (barwiony)
RiboRuler™ RNA, High Range

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

6.3 Oczyszczone biatka/ekstrakty bakteryjne

Bialko/ekstrakt

Oczyszczone przez

Hfq Salmonella subsp. enterica serovar
Typhimurium
Hfq Escherichia coli K12

Ekstrakt bakteryjny S30

Dr Zuzanna Wréblewska Zaktad
Biochemii UAM

Dr Joanna Strézecka Zaktad Biochemii
UAM

Mgr Marcin Osuch Zaktad Biochemii
UAM
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6.4 Syntetyczne oligonukleotydy

6.4.1 Syntetyczne oligonukleotydy DNA

Oligonukleotydy wykorzystywane do reakcji wydluzania starterow

Nazwa Sekwencja 5' - 3'

AgvBF TAATACGACTCACTATAggCGATAACACAACAATATCAGTATCTCATG

AgvBR AAAAATGCCCGAATGGGTTCGGGCAATAGCATGAGATACTGATATTGTTG

chbBC-IGRF | TAATACGACTCACTATAggTTTATTTTAAATTTTCCCGTCAAAGAGTTATTTCATAAAT
CAATACC

chbBC-IGRF | TAATACGACTCACTATAggTTTATTTTAAATTTTCCGCTCAAAGAGTTATTTCATAAAT

mut CAATACC

chbBC-IGRR | AGAAAAATACCCTTAAAAACCGCAATTTAAATATTGCGGTATTGATTTATGAAATAAC

chiPF TAATACGACTCACTATAGGTAGTCAGCGAGACTTTTCTCAACGCTACTTTTTTAATTTT
TATTTTTTCGCTGTTCA

chiPR GCCACTAAACGTACGCATGGGTTAATCCTCTTTGACGTATAAATTGCTGCACCAAAGGT
GAACAGCGAAAAAATA

ChiX F TAATACGACTCACTATAGGACACCGTCGCTTAAAGTGACGGCATAATAATAAAAAAATG

ChiXR AAAAAAATGGCCAATATCGCTATTGGCCCGTCAAAGAGGAATTTCATTTTTTTATTATT
ATGCCG

ChiX R mut AAAAAAATGGCCAATATCGCTATTGGCCGCTCAAAGAGGAATTTCATTTTTTTATTATT
ATGCCG

ompCR AGCTGGTACCAGGAGGGACAGTACTTTAACTTTCATGTTATTAACCCTCTGTTATATGC
CTTTATTGCTTTTTT

ompC(A) F TAATACGACTCACTATAGGTGCCGACTGGTTAATGAGGGTTAACCAGTAAGCAGTGGCA
TAAAAAAGCAATAAAGGCATA

ompC(C) F TAATACGACTCACTATAGGTGCCGACTGGTTAATGAGGGTTAACCAGTAAGCAGTGGCC
TAAAAAAGCAATAAAGGCATA

ompC(G) F TAATACGACTCACTATAGGTGCCGACTGGTTAATGAGGGTTAACCAGTAAGCAGTGGCG
TAAAAAAGCAATAAAGGCATA

ompC(U) F TAATACGACTCACTATAGGTGCCGACTGGTTAATGAGGGTTAACCAGTAAGCAGTGGCT
TAAAAAAGCAATAAAGGCATA

ompS F TAATACGACTCACTATAGGTATCAATTTGTAGTTTTGTTGAAGTGGCTACATATTCATA
TAAATTATTAT

ompS(A) R CGCCGGGACAAGCAGTGCCAGAACTTTTCTGTTCATTATGTATTCCCTTATGATAATAA
TTTATATGAATATG

ompS(C) R CGCCGGGACAAGCAGGGCCAGAACTTTTCTGTTCATTATGTATTCCCTTATGATAATAA
TTTATATGAATATG

ompS(G) R CGCCGGGACAAGCAGCGCCAGAACTTTTCTGTTCATTATGTATTCCCTTATGATAATAA
TTTATATGAATATG

ompS(U) R CGCCGGGACAAGCAGAGCCAGAACTTTTCTGTTCATTATGTATTCCCTTATGATAATAA
TTTATATGAATATG

ompW F TAATACGACTCACTATAGCTTTTATAACCATAACGATGGAGCGGGTATGAAAAAATTTA
C

ompW(A) R TGTTAACGCCAGTGCTGCCACTGTAAATTTTTTCATACCC

ompW(C) R TGTTAACGCCAGTGCGGCCACTGTAAATTTTTTCATACCC

ompW(G) R TGTTAACGCCAGTGCCGCCACTGTAAATTTTTTCATACCC

ompW(U) R TGTTAACGCCAGTGCAGCCACTGTAAATTTTTTCATACCC

RybB ECF TAATACGACTCACTATAGGCCACTGCTTTTCTTTGATGTCCCCATTTTGTGGAGCCC

RybB EC F TAATACGACTCACTATAGGCCACTCGTTTTGTTTGATGTCCCCATTTTGTGGAGCCC

mut

RybB EC R AAAAAACCCATCAACCTTGAACCGAAATGGCGGGGTTGATGGGCTCCACAAAATGGGG

RybB Sth F TAATACGACTCACTATAGCCACTGCTTTTCTTTGATGTCCCCATTTTGTGGAGCCCATC

RybB Sth R AAAAAACCCACCAACCTTGAACCGAAATGGCGGGGTTGATGGGCTCCACAAAATGG

tsx ECF TAATACGACTCACTATAGCTCTGTATACGAAATATTTAGAAACGCAATTTGCGCCTTTT

TCACTCCCGCAAGGGAT
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tsx ECR GCCAGTACCGCACCGGCTGCCAGTAATGTTTTTTTCATATGTATGCCACTGTTTGAAAA
TCCCTTGCGGGAGTGAAAA

tsx Sth F TAATACGACTCACTATAGGCGCAGAAACACGAAATATTTAGAAACGCAAATTGCGTTCT
TTTCACTCCCGCAAGGGATTTCAAA

tsx(A) Sth R CCAGCGCTGCGCTGACTGCGAGTAAAGTTTTTTTCATATGTATGCCACTGTTTGAAATC
CCTTGCGGGAGTG

tsx(C) SthR CCAGCGCTGCGCTGACTGCGAGTAAAGTTTTTTTCATATGTAGGCCACTGTTTGAAATC
CCTTGCGGGAGTG

tsx(G) Sth R CCAGCGCTGCGCTGACTGCGAGTAAAGTTTTTTTCATATGTACGCCACTGTTTGAAATC
CCTTGCGGGAG

tsx(U) Sth R CCAGCGCTGCGCTGACTGCGAGTAAAGTTTTTTTCATATGTAAGCCACTGTTTGAAATC
CCTTGCGGGAGTG

AgvB F mut TAATACGACTCACTATAggCGATAACACTTGTATATCAGTATCTCATG

Oligonukleotydy wykorzystywane do amplifikacji fragmentu DNA

Nazwa Sekwencja 5' - 3'

3'ETSlevZF TAATACGACTCACTATAgGCCCGGATGGTGGAATCGGT
3'ETSeZ2R AAAAAAACCACCCGAAGGTGGTTTCACG

GcvB F TAATACGACTCACTATAgACTTCCTGAGCCGGAACG

GcvB R AAAAAAAGCACCGCAATTAGGCGGTGCTACATTAATC
ompAF T7 TAATACGACTCACTATAGGCCAGGGGTGCTCAGCATAAGC
ompA(A) R TAGCGAAACCAGCCAGTGCCACTGC

ompA(C) R TAGCGAAACCAGCCAGGGCCACTGC

ompA(G) R TAGCGAAACCAGCCAGCGCCACTGC

ompA(U) R TAGCGAAACCAGCCAGAGCCACTGC

ompCT7 F GTTTTTAATACGACTCACTATAGCCGACTGGTTAATGAGG
ompC:GFPR | CGGCGGATTTGTCCTACT

Oligonukleotydy wykorzystywane do mutagenezy punktowej DNA

Nazwa Sekwencja 5' - 3'

3'ETSleuZ F GAATAAAATCAAACGAATAACGAGTGTCGTGAAACC
mut

3'ETSleuZzR GGTTTCACGACACTCGTTATTCGTTTGATTTTATTC
mut

GcvB F mut GGTTGTGATGTTGTGTACAAGTGTTTGCAATTG
GcvB R mut CAATTGCAAACACTTGTACACAACATCACAACC
Hfq K56A F CAGCCAGATGGTTTACGCGCACGCGATTTCTACT
Hfq K56A R AGTAGAAATCGCGTGCGCGTAAACCATCTGGCTG
Hfq R16A F TTCCTGAACGCATTGGCTCGGGAACGTGTTCCAG
Hfq R16A R CTGGAACACGTTCCCGAGCCAATGCGTTCAGGAA
Hfq Y25D F CCAGTTTCTATTGATTTGGTGAATGGTATT

Hfq Y25D R AATACCATTCACCAAATCAATAGAAACTGG
ompC:GFP CCAGTAAGCAGTGGCCTAAAAAAGCAATAAAGGC
mut A>CF

ompC:GFP GCCTTTATTGCTTTTTTAGGCCACTGCTTACTGG
mut A>CR

ompC:GFP CCAGTAAGCAGTGGCGTAAAAAAGCAATAAAGGC
mut A>G F

ompC:GFP GCCTTTATTGCTTTTTTACGCCACTGCTTACTGG
mut A>G R

ompC:GFP CCAGTAAGCAGTGGCTTAAAAAAGCAATAAAGGC
mut A>UF

ompC:GFP GCCTTTATTGCTTTTTTAAGCCACTGCTTACTGG

mut A>U R
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Oligonukleotydy wykorzystywane do sekwencjonowania DNA

Nazwa Sekwencja 5' - 3'
pXG10seq GTCTCATTTTCGCCAGATATC
SP6 TATTTAGGTGACACTATAG

6.4.2 Syntetyczne oligorybonukleotydy

Nazwa Sekwencja 5' - 3'
ompC(A)-15 AAGCAGUGGCAUAAA
ompC(C)-15 AAGCAGUGGCCUAAA
ompC(G)-15 AAGCAGUGGCGUAAA
ompC(U)-15 AAGCAGUGGCUUAAA
ompD(A)-14 GGCAGUGGCAGUGA
ompD(C)-14 GGCAGUGGCCGUGA
ompD(G)-14 GGCAGUGGCGGUGA
ompD(U)-14 | GGCAGUGGCUGUGA
ompW(A)-12 | CAGUGGCAGGAC
ompW(C)-12 | CAGUGGCCGGAC
ompW(G)-12 | CAGUGGCGGGAC
ompW(U)-12 | CAGUGGCUGGAC
RybB-10 GCCACUGCUU
RybB-7 GCCACUG

RybB-9 GCCACUGCU
tsx(A)-12 CAGUGGCAUACA
tsx(C)-12 CAGUGGCCUACA
tsx(G)-12 CAGUGGCGUACA
tsx(U)-12 CAGUGGCUUACA

6.5 Szczepy i plazmidy bakteryjne

6.5.1 Szczepy bakteryjne

Nazwa Genotyp Zastosowanie Producent

E. coli DH5« supE44 AlacU169 | Do namnazania Invitrogen
(980 lacZAM15) wektorow (Thermo
hsdR17 recAl bakteryjnych Scientific)
endA1 gyrA96 thi-
1 relAl

E. coli BL21(DE3) | ompT gal dcm lon | Do nadekspresji Invitrogen
hsdSp(rg mp’) rekombinowanej (Thermo
A(DE3 [lacl polimerazy faga T7 | Scientific)
lacUV5-T7 gene 1 | oraz Hfq z E. coli
ind1 sam?7 nin5])




6.5.2 Plazmidy bakteryjne
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Nazwa Fragment Miejsce startu Referencja
ulegajacy replikacji/Marker
ekspresji opornosci
pVP16-1 ompC:GFP pSC101/CmR (Papenforti wsp.,
2010) otrzymany
dzieki
uprzejmosci Prof.
J. Vogla
pGEM:ompA(A) ompA(A) f1/AmpR Ta praca
pGEM:ompA(C) ompA(C) f1/AmpR Ta praca
pGEM:ompA(G) ompA(G) f1/AmpR Ta praca
pGEM:ompA(U) ompA(U) f1/AmpR Ta praca
pGEM:GcvB GcvB f1/AmpR Ta praca
pGEM:3'ETSleuz 3'ETSleuz f1/AmpR Ta praca
pET15b:HfqWT Hfqg WT f1/AmpR Uzyskany przez dr
J. Strozecka w
Zaktadzie
Biochemii UAM
pET15b:HfqR16A | Hfq R16A f1/AmpR Ta praca
pET15b:HfqK56A | Hfq K56A f1/AmpR Ta praca
pET15b:HfqY25D | Hfq Y25D f1/AmpR Ta praca
6.6 Podloza i pozywKki

Pozywka stata Luria-Bertani

Pozywka ptynna Luria-Bertani

5 g ekstrakt drozdzowy

10 g trypton
10 g NaCl
15 g agar

na 1000 ml wody destylowane;j

5 g ekstrakt drozdzowy

10 g trypton
10 g NaCl

na 1000 ml wody destylowane;j
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6.7 Antybiotyki i suplementy dodawane do pozywek

Antybiotyki

Nazwa

Rozpuszczalnik

Stezenie
wyjsciowe

Stezenie koncowe w
pozywce

Ampicylina
Chloramfenikol

H-0
Etanol (96%)

100 mg/ml
60 mg/ml

100 pg/ml
30 pg/ml

Suplementy

Nazwa

Rozpuszczalnik

Stezenie
wyjsSciowe

Stezenie koncowe w
pozywce

IPTG

X-Gal

H20

DMSO

1000 mM

50 mg/ml

1 mM - do indukcji
nadekspres;ji polimerazy
RNA faga T7, 0,3 mM - do
indukcji nadekspresji
zmutowanych wariantéw
biatka Hfq.

Do selekcji bakterii
niosacych wektor pGEM
posiadajgcych wklonowany
insert dodawano 10 pl
bezposrednio na ptytke z
pozywka statg

Do selekcji bakterii
niosacych wektor pGEM
posiadajgcych wklonowany
insert dodawano 20 pl
bezposrednio na ptytke z
pozywka stata

6.8 Bufory i roztwory

6.8.1 Bufory i roztwory wykorzystywane do elektroforezy kwasow

nukleinowych

Bufor obciagzajacy (6x stezony)

Bufor TBE 10x stezony

10 mM Tris-HCl pH 7,6
0,3 % bromofenol (w/v)

0,3 % ksylencjanol (w/v)
60% glicerol (v/v)

60 mM EDTA

89 mM Tris-HCI pH 8

55% kwas borowy (w/v)

20 mM EDTA




Roztwor agarozy

Roztwor zelu poliakrylamidowego

natywnego

Roztwor zelu poliakrylamidowego
denaturujgcego do oczyszczania

DNA/RNA

Roztwor zelu poliakrylamidowego
denaturujgcego do analizy
produktéw hydrolizy

enzymatycznej
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0,5-2% agaroza (w/v)
1x TBE

8-20% roztworu akrylamid:bisakrylamid
29:1(v/v)
1x TBE

10-20% roztworu akrylamid:bisakrylamid
29:1 (v/v)
8M mocznik

1x TBE

10-20% roztworu akrylamid:bisakrylamid
19:1 (v/v)
8M mocznik

1x TBE

6.8.2 Bufory i roztwory wykorzystywane do elektroforezy biatek

Bufor , dolny” 4x stezony

Bufor ,gérny” 4x stezony

Bufor elektrodowy do elektroforezy
SDS-PAGE

Bufor Laemmli do prob 2x stezony

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

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

25 mM Tris
250 mM glicyna
0,1% SDS (w/v)

4% SDS (w/v)

20% glicerol (v/v)

10% 2-merkaptoetanol (v/v)
0.004% btekit bromofenolowy (w/v)
0,125 M Tris HCI, pH 6,8
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Odbarwiacz do biatkowych zeli 30% metanol (v/v)
poliakrylamidowych: 10% kwas octowy (v/v)

Roztwor do barwienia biatkowych 0,1 % Comassie Brilliant Blue R250 (w/v)
zeli poliakrylamidowych 50% metanol (v/v)
10% kwas octowy lodowaty (v/v)

Roztwor zelu rozdzielajacego 10-15% roztwor akrylamid:bisakrylamid
29:1 (v/v)
1x bufor ,dolny”

Roztwor zelu zageszczajacego 4,5% roztwor akrylamid:bisakrylamid 29:1

(v/v)

1x bufor ,gérny”

6.8.3 Bufory wykorzystywane do izolacji i analizy oddzialywan z RNA

Bufor do elucji RNA z zelu 0,3 M NaOAc pH 5,4
poliakrylamidowego 1 mM EDTA
Bufor do topnien 100 mM NacCl

20 mM kakodylan sodu,

0,5 mM NazEDTA pH 7

Bufor do transkrypcji 10x stezony 800 mM Tris pH 8,0
200 mM MgCI2
20 mM spermidyna
100 mM NacCl

Bufor do wigzania 5x stezony 120 mM Tris pH 7,5
250 mM NaCl
250 mM KCI
250 mM NH4Cl



Bufor do testow kompetycyjnych 4x

stezony
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2,5mM EDTA
25% glicerol (v/v)

200 mM HEPES pH 7,5
200 mM NaCl

200 mM KCI

0,4 mM EDTA

10 mM MgCl

6.8.4 Bufory wykorzystywane do hydrolizy enzymatycznej RNA

Bufor do przechowywania RNazy T1

Bufor do przechowywania RNazy T2

Bufor do przechowywania nukleazy

S1

Bufor do hydrolizy RNazg T1 w
warunkach denaturujacych

Bufor do hydrolizy RNazg T1 w
warunkach natywnych

Bufor do hydrolizy nukleazg S1

50 mM TriS-HCl pH 7,4
50% glicerol (v/v)

15 mM octan sodu pH 4,5
100 mM NacCl
50% glicerol (v/v)

20 mM Tris-HCI
50 mM NaCl

0,1 mM ZnCl,
50% glicerol (v/v)

50 mM cytrynian sodu pH 4,3

7 M mocznik

12 mM Tris-HCI pH 7,2
48 mM NaCl
1,2 mM MgCl;

25 mM NaOAc pH 4,5
50 mM KCl
1 mM ZnCl,



Bufor STOP
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20 mM EDTA

8 M mocznik

6.8.5 Roztwory wykorzystywane do translacji in vitro

Koktajl S30

Mieszanina aminokwaséw pH 7,5

184 mM HEPES-KOH pH 7,5
57 mM DTT

4 mM ATP

2,7 mM CTP

2,7 mM GTP

2,7mM UTO

267 mM CP

0,8 mg/ml CK

13% PEG (w/v)

2 mM cAMP

0,2 mM kwas folinowy

580 pg/ml mieszanina tRNA
700 mM glutaminian potasu
90 mM octan amonu

7,2 mM octan magnezu

10 mM L-fenyloalanina

10 mM L-glutamina*

10 mM L-izoleucyna

10 mM L-leucyna*

10 mM L-prolina

10 mM L-seryna

10 mM L-treonina

10 mM L-tryptofan*

10 mM L-tyrozyna*

10 mM L-walina

10 mM chlorowodorek L-cysteiny
10 mM chlorowodorek L-histydyny
10 mM chlorowodorek L-lizyny
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10 mM chlowodorek L-argininy*

10 mM kwas L-asparaginowy

10 mM kwas L-glutaminowy*

10 mM L-alanina

10 mM L-asparagina*

* poczatkowo rozpuszczone w matej

objetosci 1M HCI

6.8.6 Bufory wykorzystywane do oczyszczania polimerazy z faga T7

Bufor PA 2x stezony

Bufor PB

Bufor do dializy 1

Bufor do dializy 2

Bufor do dializy 3

Bufor do dializy 4

100 mM Tris pH 8

1500 mM NacCl

10 mM 2-merkaptoetanol
10% glicerol (v/v)

1x bufor A
1M imidazol pH 8,0

50 mM Tris pH 8
500 mM NaCl
10 % glicerol (v/v)

50 mM Tris pH 8
250 mM NaCl
20 % glicerol (v/v)

50 mM Tris pH 8
250 mM NaCl
30 % glicerol (v/v)

50 mM Tris pH 8
250 mM NaCl
40 % glicerol (v/v)
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Bufor do dializy 5 50 mM Tris pH 8
250 mM NaCl
50 % glicerol (v/v)

Bufor P do saczenia 50 mM Tris pH 8
750 mM NaCl
5% glicerol (v/v)

6.8.7 Bufory wykorzystywane do oczyszczania wariantow bialka Hfq
z mutacjami
Bufor do zawieszania komorek 50 mM HEPES pH 7,5

500 mM NH4CI

5% glicerol (v/v)

Bufor HA 35 mM imidazol pH 7,5
50 mM HEPES pH 7,5
500 mM NH4Cl
5% glicerol (v/v)

Bufor HB 600 mM imidazol pH 7,5
50 mM HEPES pH 7,5
500 mM NH4Cl
5% glicerol (v/v)

Bufor H do s3czenia 50 mM HEPES pH 7,5
250 mM NH4CI
10% glicerol (v/v)
1 mM EDTA
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7. METODY
7.1 Metody mikrobiologiczne

7.1.1 Standardowe warunki wzrostu

Hodowle bakterii E. coli prowadzono w 37°C na pozywce statej LB z agarem
lub na pozywce ptynnej LB z wytrzasaniem 180 rpm. Hodowle byty inokulowane z
pojedynczej kolonii lub z hodowli nocnej rozcienczonej w stosunku 1:100 §wieza
pozywka. W zalezno$ci od potrzeb pozywki byty suplementowane wedtug opisu
znajdujacego sie w podrozdziale 6.7.

W przypadku prowadzenia hodowli na duzg skale do nadekspresji
rekombinowanej polimerazy RNA faga T7 lub biatka Hfq przygotowano sze$¢ kolb
zawierajacych po 500 ml pozywki LB i inokulowano hodowlg nocna. Po uzyskaniu
warto$ci ODeoo~0,5-0,6 indukowano nadprodukcje biatka przez dodanie IPTG
(stezenie koncowe w pozywce 1 mM), po czym prowadzono hodowle przez trzy
godziny w 30°C. Po zakonczeniu hodowli zwirowano pozywke zawierajaca
bakterie przez 8 min w 4°C 5000 rpm (rotor JLA10.500 wiréwka Beckman Coulter
Avanti ]-26XP). Uzyskany osad zawierajgcy bakterie zawieszono w buforze PA
(polimeraza RNA z faga T7) lub w buforze do zawieszania komérek (Hfq) i
poddano lizie lub zamrozono w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze -

80°C do czasu lizy.

7.1.2 Otrzymywanie komoérek kompetentnych

Hodowle nocng komoérek kompetentnych Escherichia coli BL21(DE3)pLysS
lub Escherichia coli DH5a zainokulowano komérkami z poprzedniej izolacji.
Hodowle prowadzono w 10-15 ml LB w 37°C. Kolejnego dnia zaszczepiono 100 ml
Swiezej pozywki LB hodowla nocng, rozcienczajac ja 100-krotnie. Kolejno
prowadzono hodowle w 37°C do uzyskania wartosci ODgoo~0,3-0,4. Nastepnie
hodowle poddano wirowaniu (5000 rpm przez 10 minut w 4°C) i zawieszono osad
w 25 ml schtodzonego 100 mM MgClz, po czym pozostawiono na lodzie na 3 do 5
minut. Kolejno komorki poddano wirowaniu (4000 rpm przez 10 min w 4°C) i
zawieszono osad w 50 ml schtodzonego 100 mM CaCl; i pozostawiono na lodzie na
20 minut. Po tym czasie komoérki poddano kolejnemu wirowaniu (4000 rpm przez

10 min w 4°C) i zawieszono osad w schtodzonym 85 mM CaCl; z dodatkiem 15%
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glicerolu. Tak przygotowane komorki kompetentne poporcjowano po 100 pl i

przechowywano w -80°C.

7.1.3 Transformacja komorek kompetentnych

Do probéwek typu Eppendorf pobrano sterylnie po 100 pl komorek
kompetentnych Escherichia coli DH5a lub Escherichia coli BL21(DE3)pLysS.
Nastepnie do komérek dodano sterylnie roztwor plazmidéw (ilo§¢ podana w
tabeli). Nastepnie komorki inkubowano przez 30 minut na lodzie. Po tym czasie
przeprowadzono szok cieplny przez umieszczenie komorek na 1,5 minuty w 42°C,
a nastepnie inkubacje przez 2 min na lodzie. Po tym czasie do komorek dodano
900 ul podgrzanej do 37°C pozywki LB i umieszczono w cieplarce z wytrzgsaniem
o temperaturze 37°C na godzine. Nastepnie wysiano komérki na szalki Petriego z
pozywka statg LA zawierajaca odpowiednie antybiotyki i suplementy (podane w

tabeli) umozliwiajgce selekcje transformantéw.

Rodzaj Ilos¢ Szczep Antybiotyki Suplementy
plazmidu plazmidu dodane do dodane do
pozywKki pozywkKi statej
stalej
pGEM po reakcji | 10 pl DH5a ampicylina Dodane
ligacji (100 pg/ml) bezposrednio na
ptytke z pozywka:

10 pul IM IPTG
20 pl 50 mg/ml X-

Gal
pVP16-1 po 5ul DH5a chloramfenikol
mutagenezie (60 pg/ml)

Plazmid do 1l BL21(DE3) | ampicylina
nadprodukcji pLysS (100 pg/ml)
polimerazy RNA chloramfenikol
z faga T7/ (60 pg/ml)

pET15b:Hfq po
mutagenezie
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7.2 Metody biologii molekularnej

7.2.1 Precypitacja kwasow nukleinowych

W celu zageszczenia preparatow kwasoéw nukleinowych stosowano
precypitacje etanolem. Do roztworu kwasu nukleinowego dodawano 0,1 objetosci
3M NaOAc pH 5,4 (etap byt pomijany podczas precypitacji kwasu nukleinowego po
elucji z zelu) oraz 3 objetosci 96% etanolu. Nastepnie proby precypitowano przez
godzine w temperaturze -80°C lub przez noc w -20°C, po czym poddano wirowaniu
(14000 rpm przez 40 min w 4°C), usunieto supernatant i osuszono osad
zawierajacy kwasy nukleinowe w wiréwce z pompa prézniowa. Kolejno osad
rozpuszczono w 50 pl wody demineralizowanej i zmierzono stezenie za pomoca

spektrofotometru NanoDrop.

7.2.2 Oczyszczanie oligonukleotydow

Syntetyzowane chemicznie oligonukleotydy DNA (Sigma) przeznaczone do
reakcji wydtuzania starter6w oczyszczano na zelu denaturujagcym w celu usuniecia
produktéw ubocznych syntezy. Oligonukleotydy rozpuszczono w wodzie miliQ do
uzyskania stezenia 500 pM. Nastepnie do 8 ul rozpuszczonych oligonukleotydéw
dodano 8 pl 8 M mocznika. Czasteczki oczyszczano na 10% denaturujgcym zelu
poliakrylamidowym po uprzedniej denaturacji przez 2 minuty w 90°C.
Elektroforeze prowadzono przy mocy 15 W. Po rozdziale zZel analizowano na
plytce TLC zawierajacej ztoze krzemionkowe przez monitorowanie pochtaniania
Swiatta UV przy diugosci fali 260 nm przez DNA (ang. UV shadowing) i wycinano
fragmenty Zelu zawierajgce oligonukleotydy o odpowiedniej dtugosci. Nastepnie
DNA eluowano poprzez umieszczenie fragmentow zelu w 500 pl 0,3 M NaOAc pH
5,4 przez noc w temperaturze 4°C z wytrzgsaniem (300 rpm). Po elucji proby
krotko wirowano i przenoszono supernatant do Swiezych probdowek typu

Eppendorfi precypitowano DNA zgodnie z metoda opisang w podrozdziale 7.2.1.

7.2.3 Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)
Technike PCR stosowano do uzyskania matryc do transkrypcji in vitro przez
reakcje wydtuzania starteréw, a takze do amplifikacji fragmentu DNA na matrycy

genomowego DNA S. enterica lub E. coli oraz do mutagenezy punktowej sekwencji
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DNA znajdujacej sie w wektorze. Warunki reakcji byly rézne w zaleznosci od

zZastosowania.

Sktad mieszaniny reakcyjnej i warunki reakcji:

a) Reakcja wydtuzania starterow:

Skiadnik Stezenie Etap Temperatura/ Liczba
koncowe Czas cykli

Bufor 1x Denaturacja | 94°C/ 5 min 1
wstepna

Mieszanina dNTP | 0,2 mM Denaturacja | 94°C/ 1 min15s |7

Starter F 1,5 uM Przytaczanie | 55°C/ 1 min 15s |7
starteréw

Starter R 1,5 uM Elongacja 72°C/ 2 min 7

Polimeraza 0,05U0/ul Koncowa 720°C/ 10 min 1

DreamTaq elongacja

Woda Do 200 ul

Po zakonczonej reakcji mieszanina reakcyjna byta oczyszczana z biatek

przez ekstrakcje uktadem fenol/chloroform/alkohol izoamylowy, nastepnie faza

wodna zawierajagca DNA zostata przeniesiona do nowej probowki i poddana

precypitacji wedtug procedury opisanej w podrozdziale 7.2.1.

b) Amplifikacja fragmentu DNA na matrycy plazmidu lub genomowego

DNA:
Skitadnik Stezenie Etap Temperatura/ Liczba
koncowe Czas cykli

Matryca DNA 2-20 ng/ul Denaturacja | 95°C/ 2 min 1
wstepna

Bufor 1x Denaturacja | 95°C/ 30 s 30

Mieszanina dNTP | 0,2 mM Przytaczanie | 58°C/ 30 s 30
starterow

Starter F 0,4 uM Elongacja 72°C/ 30s 30

Starter R 0,4 uM Koncowa 72°C/ 10 min 1
elongacja

Polimeraza 0,05U0/ul

DreamTaq

Woda Do 50 ul
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Po zakonczeniu reakcji w przypadku amplifikacji fragmentu na matrycy
genomowego DNA mieszanine reakcyjng poddano rozdziatowi w zelu agarozowym
wedtug metody opisanej w podrozdziale 7.2.4. Nastepnie fragment zelu
zawierajacy DNA o wtasciwej dtugosci poddano izolacji zestawem do ekstrakcji
DNA z zelu agarozowego. Oczyszczony fragment DNA postuzyt jako insert do
klonowania do wektora pGEM zgodnie z metodg opisang w podrozdziale 7.2.5. W
przypadku amplifikacji fragmentu DNA na matrycy plazmidu mieszanina reakcyjna
postuzyta jako matryca do transkrypcji in vitro wedtug metody opisanej w
podrozdziale 7.3.1.

c) Mutageneza punktowa sekwencji DNA znajdujacej sie w wektorze

Skiadnik Stezenie Etap Temperatura/ Liczba
koncowe Czas cykli

Matryca DNA 2 ng/ul Denaturacja | 95°C/ 3 min 1
wstepna

Bufor 1x Denaturacja | 95°C/ 30 s 18

Mieszanina dNTP | 0,2 mM Przytaczanie | 58°C/ 1 min 18
starteréw

Starter F 0,2 uM Elongacja 720°C/ 12 min 18

Starter R 0,2 uM Koncowa 72°C/ 10 min 1
elongacja

Polimeraza Pfu 0,05U/ul

Turbo Cx

Woda Do 50 pl

Po zakonczeniu reakcji przeprowadzono trawienie restrykcyjne

matrycowego, metylowanego DNA za pomoca enzymu Dpnl (inkubacja przez
godzine w 37°C, inaktywacja przez 20 min w 80°C). Mieszanina reakcyjna po
trawieniu restrykcyjnym postuzyta do transformacji komérek kompetentnych

DH5a zgodnie z procedura opisang w podrozdziale 7.1.3.

7.2.4 Elektroforeza w zZelu agarozowym

W celu przeprowadzenia elektroforezy DNA w Zelu agarozowym,
przygotowano roztwor 0,5-2% agarozy (w/v) w buforze 1xTBE, do ktérego po
schtodzeniu do temperatury okoto 45°C dodano 2 pl barwnika Midori Green, ktéry
umozliwit p6Zniejsza wizualizacje DNA w Zelu. Do préb nanoszonych na zel

dodano 6x stezony bufor obcigzajacy, co pozwolito na monitorowanie migracji
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DNA podczas elektroforezy. Elektroforeze prowadzono przy statlym napieciu 100V
przez okoto 30 min, a nastepnie zel poddano wizualizacji pod lampg UV lub za

pomoca urzgdzenia G:BOX.

7.2.5 Klonowanie do wektora pGEM

Fragmenty DNA amplifikowane za pomocg polimerazy Taq zostaty poddane
oczyszczeniu na zelu agarozowym i ekstrakcji przy uzyciu gotowego zestawu do
ekstrakcji DNA z zeli agarozowych (Gene]ET gel extraction and DNA cleanup Micro
kit). Oczyszczone fragmenty DNA postuzyly jako insert do reakcji ligacji.
Przygotowano 10 ul mieszaniny ligacyjnej zawierajacej 50 ng plazmidu pGEM, 1 U
ligazy DNA faga T4, bufor 1x do ligazy oraz 1 pl insertu. Reakcje ligacji prowadzono
przez noc w 4°C, a nastepnie ligaze poddano inaktywacji w 65°C przez 5 min.
Uzyskany wektor poddano transformacji do komoérek kompetentnych DH5a
zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 7.1.3. Warunki hodowli umozliwity

selekcje wektoréw posiadajacych insert.
7.3 Metody pracy z RNA

7.3.1 Transkrypcja in vitro
W celu przeprowadzania reakcji transkrypcji in vitro przygotowano

mieszanine reakcyjng o objetosci 100 pl zawierajaca:

Skladnik Stezenie koncowe
Bufor do transkrypcji 10x stezony 1x

ATP 4 mM
CTP 4 mM
GTP 4 mM
UTP 4 mM
DTT 25 mM
MgCl» 18 mM
Guanozyna 2 mM
Polimeraza RNA z faga T7 4,5 ug
Woda Do 100 pl

Matrycowe DNA (5 pl) poddano denaturacji przez 5 min w temperaturze
90°C, nastepnie pozostawiono w temperaturze pokojowej na 10 min. Kolejno
dodano pozostate sktadniki reakcji (90 pl) i inkubowano przez 3 godziny w

temperaturze 37°C z wytrzgsaniem (300 rpm). Nastepnie do mieszaniny
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reakcyjnej dodano 33,3 ul 100 mM EDTA, 13 pl 3 M NaOAc pH 5,4 oraz 300 pl 96%
etanolu i precypitowano przez godzine w temperaturze -80°C. Kolejno poddano
wirowaniu (14000 rpm przez 40 min w 4°C), usunieto supernatant i wysuszono

osad w wiréwce z pompga prozniowa.

7.3.2 Oczyszczanie RNA na Zelu denaturujgcym

Osad zawierajacy RNA rozpuszczono w 30 pl 8 M mocznika (dla RNA
uzyskanych w skutek transkrypcji in vitro) lub w 100 pl 8 M mocznika (dla RNA
uzyskanych w wyniku syntezy chemicznej). Nastepnie RNA poddano denaturacji
przez 2 min w 90°C i oczyszczono przez rozdziat w 10% denaturujacym zelu
poliakrylamidowym przy mocy 15 W. Po =zakonczeniu elektroforezy, zel
analizowano przez monitorowanie absorpcji §wiatta UV przy dtugosci fali 260 nm
przez RNA (ang. UV shadowing) i wycieto fragmenty Zelu odpowiadajgce RNA o
okreslonej dtugosci. Nastepnie RNA poddano elucji w buforze do elucji RNA przez
noc w temperaturze 4°C z wytrzasaniem (300 rpm). Kolejno préby po elucji kréotko
wirowano i przeniesiono supernatant do $wiezych probéwek typu Eppendorf,

nastepne poddano precypitacji wedtug procedury opisanej w podrozdziale 7.2.1.

7.3.3 Synteza chemiczna oligorybonukleotydow

Krétkie oligorybonukleotydy odpowiadajace miejscom oddziatywania sRNA
z mRNA zostaty zsyntetyzowane w Zaktadzie Chemii i Biologii Strukturalnej
Kwaséw Nukleinowych Instytutu Chemii Bioorganicznej w Poznaniu dzieki
uprzejmosci prof. Ryszarda Kierzka. Synteza chemiczna oligorybonukleotydow
zostata wykonana przy uzyciu automatycznego syntetyzera DNA/RNA MerMade
12 (BioAutomatization) przy zastosowaniu standardowej metody fosforamidowe;j
(Kierzek i wsp., 1986). Oligonukleotydy RNA zostaty usuniete z nos$nika statego
CPG i odblokowane przez traktowanie mieszaning 32% amoniak/etanol w
stosunku objetosciowym 3:1 v/v w 55°C przez noc (Stawinski i wsp., 1988). NoSnik
staty (CPG) zostat nastepnie odsaczony, RNA poddano elucji woda, po czym proby
wysuszono przy uzyciu wir6wki z pompa prdézniowa. Nastepnie do osadow
zawierajagcych RNA dodano 30 pl dimetyloformamidu (DMF) oraz 270 pl
trihydrofluorku trietyloaminy (EtsN-3HF) i inkubowano w 55°C przez 3 godziny.
Kolejno do mieszaniny reakcyjnej dodano 4 ml n-butanolu w celu precypitacji i

wysuszono. Nastepnie proby poddano odsalaniu z uzyciem Kkolumienek z
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odwrécong faza ,Sep-pak” C-18 (Waters). Kolumienki uprzednio przygotowano
przez przemycie kolejno 10 ml metanolu, 10 ml acetonitrylu i 10 ml 10 mM
roztworu octanu amonu. Na tak przygotowang kolumienke naniesiono
oligorybonukleotyd rozpuszczony w 10 ml 10 mM octanu amonu.
Matoczasteczkowe zanieczyszczenia wymywano z kolumienki, przemywajac ja 10
ml 10 mM octanu amonu. Elucje oligorybonukleotydéw prowadzono za pomoca 5
ml roztworu acetonitryl:woda 3:7 v/v. Zebrang frakcje odparowano do sucha w
wiréwce z pompa prozniowa. Oligorybonukleotydy o ditugoSci powyzej 20
nukleotydéw zostaly oczyszczone na 10% zelu denaturujacym wediug metody
opisanej w podrozdziale 7.3.2, z tg r6znica, ze osad zawierajacy oligorybonukletyd
zostat rozpuszczony w 100 pl mocznika. Nastepnie proby po elucji, precypitacji i
wysuszeniu zostaly ponownie poddane odsalaniu z uzyciem Kkolumienek z
odwrécong fazg ,Sep-pak” C-18 (Waters). Oligorybonukleotydy o dtugosci ponizej
20 nukleotydéw zostaly rozpuszczone w wodzie i oczyszczone za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej przez naniesienie na ptytki Si500F (Baker) i
rozdziat przy uzyciu mieszaniny n-propanol:amoniak:woda w stosunku 55:35:10
v/v jako eluentu (Chou i wsp., 1989). Najmniej mobilny produkt zostat poddany
wizualizacji pod $wiattem ultrafioletowym, wyciety i eluowany za pomoca wody.
Nastepnie proby zostaly ponownie poddane odsalaniu z uzyciem kolumienek z

odwrocong faza ,Sep-pak” C-18 (Waters).

7.3.4 Znakowanie radioaktywne RNA na 5' koncu

W celu wyznakowania czasteczek RNA na 5' koncu przygotowano
mieszanine reakcyjng o objetos$ci 20 pl zawierajacg RNA (konicowe stezenie 1000
nM), 1x stezony bufor A do kinazy polinukleotydowej faga T4 (PNK)
(Thermoscientific), 1 U PNK oraz 25 pCi 32P-y-ATP. Reakcje prowadzono przez
godzine w temperaturze 37°C, nastepnie do reakcji dodano 30 pl wody i
prowadzono ekstrakcje uktadem fenol/chloroform/alkohol izoamylowy.
Nastepnie faza wodna zawierajgca 32P-RNA zostata przeniesiona do nowej
probowki, do ktérej dodano 20 pl 8 M mocznika i 32P-RNA zostaly poddane

oczyszczaniu wedtug procedury opisanej w rozdziale 7.3.2.
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7.3.5 Wyznaczanie parametrow termodynamicznych Kkroétkich
dupleksow RNA

Stezenia poszczeg6lnych oligorybonukleotydéw obliczono na podstawie
absorbancji mierzonej w temperaturze 80°C przy dtugosci fali 260 nm oraz
wspotczynnikow ekstynkcji. Pojedyncze nici RNA zostaty poddane asocjacji w
stosunku molowym 1:1. Eksperymenty topnienia zostaty wykonane przy dtugosci
fali 26 nm za pomoca spektrofotometru Beckman DU 640 wyposazonego w
kontroler temperatury o wysokiej wydajnos$ci. Zmiany w absorbancji dla
oligorybonukleotydéw w buforze do topnient ze 100 mM NacCl (rozdziat 6.8.3) byty
rejestrowane, jako funkcja temperatury w zakresie od 4 do 85°C stosujac szybkos$¢
wzrostu temperatury wynoszacg 1°C/min. Eksperyment zostat powtérzony dla 9
réznych stezen dupleksu RNA, aby uzyska¢ 50-krotny zakres stezen dla kazdej
badanej préby. Do analizy krzywych topnienia oraz wyznaczenia parametrow
termodynamicznych zastosowano program MeltWin 3.5 zaktadajagc model
dwustanowy (McDowell i Turner, 1996). Parametry termodynamiczne dupleksow
RNA zostaty uzyskane przez analize wykresu zaleznoS$ci odwrotno$ci temperatury
topnienia od logarytmu C;/4, ktéra pozwolita na wyznaczenie zmian entalpii oraz
entropii (Borer i wsp., 1974). T'lu=(2,3 R/AH®)logC:/4+(AS°/AH°). C: to catkowite
stezenie oligorybonukleotydu. Zmiana energii swobodnej Gibbsa w 37°C zostata

obliczona, jako: AG°37=AH°-(310,15 K)ASe.

7.3.6  Wyznaczanie  stalej rownowagi reakcji  dysocjacji
kompleksow RNA

W celu wyznaczenia statej rownowagi reakcji dysocjacji komplekséw RNA
zastosowano metode réznicowej migracji kompleksow w polu elektrycznym.
Reakcje prowadzono w 1x buforze do wigzania, ktorego sktad znajduje sie w
podrozdziale 6.8.3 (Lease i Woodson, 2004) w temperaturze pokojowej. Czasteczki
RNA przed dodaniem do reakcji zostaly poddane renaturacji poprzez podgrzanie
do 90°C przez 2 min, a nastepnie schtadzanie przez 10 min w temperaturze
pokojowej. 0,1 nM 32P-RNA byty inkubowane przez noc z rozcienczeniami
nieznakowanego RNA (stezenia oznaczone na poszczegdlnych rycinach) w
objetosci 30 pul w temperaturze pokojowej. Nastepnie z kazdej reakcji naktadano

po 5 pul na 8% natywny zel poliakrylamidowy (29:1) przygotowany z roztworu
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opisanego w podrozdziale 6.8.1. Elektroforeze prowadzono w 4°C przez godzine
przy mocy 4W w buforze 0,5x TBE. Nastepnie Zele wysuszono i poddano
ekspozycji z ekranem fosforowym przez noc. Kolejno ekrany fosforowe poddano
analizie przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm). Frakcja zwigzana dla
poszczegblnych kompleksow byta obliczona za pomocg oprogramowania
MultiGauge, jako proporcja intensywnosci znakowanego RNA w danym
kompleksie do sumy intensywnos$ci wszystkich komplekséw i niezwigzanego
znakowanego RNA w danej $Sciezce. Nastepnie przy uzyciu programu GraphPad
Prism wygenerowano wykresy zaleznoSci frakcji zwigzanej od stezenia
nieznakowanego RNA i dopasowano punkty réwnaniem Michaelisa-Menten.
Pozwolito to na wyznaczenie wartos$ci statej réwnowagi reakcji dysocjacji (Ka), na
podstawie danych uzyskanych z minimum trzech niezaleznych powtdrzen danego

eksperymentu.

7.3.7 Wyznaczanie wartosci ICso z reakcji kompetycji w rownowadze
32P-RNA w stezeniu 0,1 nM =znajdujace sie w buforze do testéw
kompetycyjnych (podrozdziat 6.8.3) bez chlorku magnezu poddano denaturacji
przez 2 min w 90°C, a nastepnie pozostawiono na 10 min w temperaturze
pokojowe;j. Po tym czasie dodano chlorek magnezu do koncowego stezenia 2,5 mM.
Kolejno przygotowano szereg jedenastu rozcienczen kompetytoréw, ktére
przeniesiono w objetosci po 10 ul na dotek na ptytce. Nastepnie do kazdego dotka z
kompetytorem dodano po 10 ul 32P-RNA, a na koncu 10 pl biatka Hfq. Ostatecznie
stezenia sktadnikéw w reakcji wynosity: 0,04 nM 32P-RNA, 4 nM Hfq i zakres
stezen kompetytorow (wedtug opisu na poszczegdlnych wykresach). Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 35 min. Nastepnie 25 pl reakcji
filtrowano i przemywano 100 pl buforu do testow kompetycyjnych. Membrany
wysuszono, a nastepnie eksponowano przez noc z ekranem fosforowym. Ekran
skanowano, a frakcje zwigzanego i wolnego RNA kwantyfikowano z
wykorzystaniem programu MultiGauge (Fuji). W programie GraphPad Prism
generowano wykresy zaleznoSci logarytmu stezenia kompetytora do frakcji
zwigzanej 32P-RNA do Hfq. Punkty dopasowywano wedlug réwnania
zaktadajacego jedno miejsce wigzania - sigmoidalny przebieg krzywej z warto$cia

wspotczynnika Hilla=1
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A-B
+ l+10X—|Og IC5q

B

A - plateau minimalne w jednostkach osi Y
B - plateau maksymalne w jednostkach osi Y

Srednig warto$¢ ICso obliczono z co najmniej trzech niezaleznych eksperymentéw.

7.3.8 Wyznaczanie obserwowanej szybkosci asocjacji i statej szybkosci
asocjacji kompleksow

Aby wyznaczy¢ warto$¢ obserwowanej szybkosci asocjacji dla kompleksow
RNA lub dla kompleks6w sRNA z mRNA i biatkiem Hfqg, zastosowano metode
réznicowej migracji kompleksé6w w polu elektrycznym. Reakcje prowadzono w 1x
buforze do wigzania, ktérego sktad znajduje sie w podrozdziale 6.8.3 (Lease i
Woodson, 2004) w 25°C. Czasteczki RNA przed dodaniem do reakcji zostaty
poddane denaturacji w 90°C przez 2 min, a nastepnie faldowaniu przez 10 min w
temperaturze pokojowej. Reakcje prowadzono w objetosci koncowej 120 pl i
zapoczatkowano je przez jednoczesne dodanie do 32P-RNA nieznakowanego RNA
lub nieznakowanego RNA i biatka Hfq. Koficowe stezenia sktadnikéw reakcji sg
oznaczone na rycinach odnoszacych sie do poszczegélnych eksperymentéw. Przez
caly czas trwania eksperymentu oraz godzine po zakonczeniu reakcji prowadzono
elektroforeze w 4°C przy mocy 4 W w buforze TBE. W poszczegdlnych punktach
czasowych naktadano po 5 pl reakcji na natywny zel poliakrylamidowy. Reakcje
kontrolne przygotowano w objetosci 40 pl na 30 min przed rozpoczeciem
wtasciwej reakcji i naktadano na zel bezposrednio przed rozpoczeciem wtasciwej
reakcji oraz po jej zakonczeniu. Po zakonczeniu elektroforezy zele poddano
suszeniu i ekspozycji przez noc w kasecie z ekranem fosforowym. Nastepnie
ekrany analizowano przy uzyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm). Frakcja zwigzana
dla poszczeg6lnych komplekséw byta obliczona za pomoca oprogramowania
MultiGauge, jako proporcja sumy intensywnosci znakowanego RNA w kompleksie
z nieznakowanym RNA oraz w kompleksie sRNA z mRNA i Hfq do sumy
intensywnosci wszystkich komplekséw i wolnego znakowanego RNA w danej
Sciezce. Nastepnie przy uzyciu programu GraphPad Prism wygenerowano wykresy
zaleznosci frakcji zwigzanej od czasu i dopasowano punkty wedlug réwnania
wyktadniczego jednofazowego. Pozwolito to na wyznaczenie obserwowanej

szybkosci asocjacji (kops), na podstawie danych uzyskanych z minimum trzech
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niezaleznych powtoérzen danego eksperymentu. Warto$ci statej szybkos$ci asocjacji
(kon) kompleks6w RNA-RNA wyznaczono przez pomiar wartos$ci Kops W CO najmniej
4 stezeniach nieznakowanego RNA. Nastepnie wygenerowano wykres zalezno$ci
wartosci kops od stezenia nieznakowanego RNA, dane dopasowano do modelu
regresji liniowej a wartosci kon obliczono z nachylenia krzywej regresji. Wartos¢

statej szybkosci dysocjacji (kog) obliczono ze wzoru (ko= kon x Kqd).

7.3.9 Wyznaczanie struktury RNA - hydroliza enzymatyczna

Wszystkie opisane ponizej reakcje hydrolizy enzymatycznej zawieralty 5'-
32p-RNA. Przed dodaniem do reakc;ji, czasteczki RNA zostaty poddane denaturacji
w wodzie przez minute w 90°C a nastepnie inkubacji przez 10 min w temperaturze
pokojowej. Do kazdej reakcji hydrolizy lub reakcji kontrolnej dodano na koncu 10
ul buforu STOP i schtodzono w temperaturze -20°C przed natozeniem na zel.
Produkty hydrolizy rozdzielano w denaturujgcym zelu poliakrylamidowym (sktad
opisano w podrozdziale 6.8.1. Nastepnie Zel mrozono w temperaturze -20°C by
zapobiec dyfuzji RNA w Zelu i eksponowano na ekran fosforowy przez noc. Ekran
skanowano przy uzyciu skanera (Fuji), a intensywno$¢ prazkow analizowano
programem MultiGauge (Fuji).
Przygotowanie kontroli w wodzie

Kontrole zawierajagca 1 pl 200 nM 32P-RNA w 9 pl wody poddano
denaturacji w 90°C przez minute, a nastepnie inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 10 minut.
Przygotowanie ,drabinki” alkalicznej

2 ul 200 nM 32P-RNA inkubowano w 10 pl formamidu w 100°C przez
60 min.
Hydroliza rybonukleaza T1

Warunki denaturujace: 1 pl 32P-RNA 200 nM inkubowano z dodatkiem 8 pl
buforu do trawienia RNazg T1 w warunkach denaturujgcych i 1 pl enzymu w 55°C
przez 10 min.

Warunki natywne: 1 pl 32P-RNA 200 nM inkubowano z 1 pl enzymu przez
10 min w temperaturze pokojowej w buforze do trawienia RNazg T1 w warunkach

natywnych.
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Hydroliza rybonukleaza T2

1 pl 32P-RNA 200 nM inkubowano z 0,1 pg RNA drozdzowego i 1 pl enzymu
przez 15 min w temperaturze pokojowej w buforze do trawienia RNazg T2.
Hydroliza nukleaza S1

1 pl 32P-RNA 200 nM inkubowano z 1 pl enzymu przez 10 min w
temperaturze pokojowej w buforze do trawienia nukleazg S1.

Analiza dostepnosci mRNA dla oddzialywania z SRNA - ,RNA footprinting”

W celu sprawdzenia zmian w dostepnosci mRNA ompC dla trawienia
enzymatycznego rybonukleazg T1 w obecnos$ci SRNA RybB przygotowano reakcje
zawierajace 32P-RNA ompC lub 32P-RNA ompC z RybB (stezenia RybB dla
poszczegblnych eksperymentéw zostaty oznaczone na wykresie i rycinie). Reakcje
inkubowano w buforze do trawienia RNazg T1 w warunkach natywnych przez 30
min w temperaturze pokojowej, po czym przeprowadzono hydrolize
enzymatyczng RNazg T1 w objetosci koncowej 10 pl w warunkach natywnych
wedtug metody opisanej w tym podrozdziale. Ponadto, zgodnie z wcze$niej
opisanymi procedurami przygotowano reakcje kontrolne zawierajgce: 32P-RNA
ompC po hydrolizie RNazg T1 w warunkach denaturujgcych, drabinke alkaliczng

oraz kontrole w wodzie.

7.3.10 Translacja in vitro

RNA stosowane do reakcji przygotowano przez transkrypcje in vitro wedtug
procedury opisanej w podrozdziale 7.3.1, a nastepnie mRNA w fuzji z mRNA biatka
GFP poddano ekstrakcji uktadem fenol/chloroform/alkohol izoamylowy. Faze
wodng oczyszczono na kolumienkach P-6, w ktérych uprzednio wymieniono faze
ruchomg na wode miliQ, wedtug protokotu producenta. Nastepnie RNA poddano
precypitacji wedtug metody opisanej w podrozdziale 7.2.1. sSRNA uzywane do
repres;ji translacji byty po transkrypcji in vitro oczyszczane na zelu denaturujgcym
wedtug procedury opisanej w podrozdziale 7.3.2.

Reakcje translacji in vitro byly prowadzone w ekstrakcie S30
przygotowanym z hodowli komérek BL21 posiadajacych delecje genu hfg wedtug
protokotu (Zaher i Green, 2014) przez mgr Marcina Osucha. Reakcje translacji
mRNA w fuzji z mRNA biatka GFP w obecnos$ci sRNA lub Hfq lub sRNA [ Hfq

prowadzono w objetosci 50 pl. Ostateczne stezenia w reakcji wynosity: 500 nM
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mRNA ompC:gfp, 500 nM sRNA RybB i 200 nM biatka Hfq. RNA byty poddane
renaturacji przed dodaniem do reakcji poprzez denaturacje w 90°C przez 30 s, a
nastepnie inkubacje w temperaturze pokojowej przez 10 min. Nastepnie na czarnej
ptytce do fluorescencji przygotowano reakcje zawierajgce mRNA, mRNA i Hfq,
mRNA i sRNA lub mRNA, sRNA i Hfq, do ktérych dodano ekstrakt S30, koktajl S30
oraz mieszanine aminokwasow (sktad roztworéw opisano w podrozdziale 6.8.5).
Nastepnie ptytke inkubowano w 30°C w czytniku mikroptytek TECAN z
oprogramowaniem i-control przez 2 godziny, przy czym czytnik wykonywat
pomiar fluorescencji co 5 min. Warto$¢ fluorescencji zostata znormalizowana
przez zalozenie, ze wartos$¢ fluorescencji dla pomiaru reakcji kontrolnej nie
zawierajacej mRNA, sRNA i Hfq odpowiada relatywnej wartos$ci 0,0, a wartos¢
fluorescencji dla reakcji kontrolnej zawierajacej tylko mRNA odpowiada wartoSci
relatywnej 1,0. Wydajno$¢ represji obliczono ze stosunku relatywnej wartosci
fluorescencji w ostatnim punkcie czasowym dla reakcji zawierajacej tylko mRNA
do relatywnej wartosci fluorescencji w ostatnim punkcie czasowym dla danej

reakcji zawierajgcej mRNA i sRNA lub mRNA, sRNA i Hfq.
7.4 Metody pracy z biatkami

7.4.1 Liza komorek

Osad zawierajacy komorki bakteryjne uzyskane w wyniku hodowli na duza
skale wedtug procedury opisanej w podrozdziale 7.1.1, zawieszono w buforze PA
(polimeraza RNA z faga T7) lub w buforze do zawieszania (Hfq) z dodatkiem
inhibitoréw proteaz (rozpuszczonych uprzednio w danym buforze). Nastepnie
komoérki poddano lizie przy uzyciu sonikatora 6-krotnie po 30 sekund przy mocy
70%. Pomiedzy kazdym cyklem sonikacji lizat mieszano i schtadzano na lodzie
przez minute. Kolejno lizat przeniesiono do naczyn wiréwkowych i wirowano przy
26000 rpm przez 30 min w 4°C (rotor Ja30-50, wiré6wka Beckman Coulter Avanti J-
30I). Nastepnie oddzielono supernatant (ekstrakt bakteryjny) od osadu,
zamrozono w cieklym azocie i przechowywano w -80°C. Zaréwno ekstrakt jak i

osad po lizie analizowano na Zelu SDS-PAGE.
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7.4.2 Elektroforeza SDS-PAGE

Roztwory zelu zageszczajacego i rozdzielajagcego oraz inne bufory
stosowane w technice SDS-PAGE zostaly przygotowane wedtug protokotu
opisanego w podrozdziale 6.8.2. Zel rozdzielajacy znajdowat sie w dolnej warstwie,
a zageszczajagcy w gornej. Po polimerazacji zelu, do préb zawierajacych
analizowane biatka dodano bufor Laemmli do préb 2x stezony, a nastepnie
poddano denaturacji przez 5 min w 100°C. Nastepnie po krotkim wirowaniu na Zel
natozono proby oraz marker wielkosSci i prowadzono elektroforeze w buforze
elektrodowym przy poczatkowym napieciu 100 V, ktére pdzniej zwiekszono do
120 V. Po zakonczonej elektroforezie Zel umieszczono w roztworze do barwienia
na okoto 30 min. Nastepnie Zel przeniesiono do odbarwiacza i inkubowano do

czasu uwidocznienia prazkéw odpowiadajgcych biatkom znajdujagcym sie w Zelu.

7.4.3 Izolacja biatek Z zastosowaniem chromatografii
metalopowinowactwa

Po potwierdzeniu obecnosci biatka poddawanego nadekspresji w ekstrakcie
po lizie komérek (rozdzial 7.4.1), do ekstraktu dodano bufor PB do uzyskania
koncowego stezenia 10 mM imidazolu (dla polimerazy RNA z faga T7) lub bufor
HB do uzyskania koncowego stezenia 35 mM imidazolu (dla Hfq). Nastepnie
kolumne His-TRAP crude FF 5 ml (GE Healthcare) przygotowang wedtug
protokotu producenta zréwnowazono buforem PA z dodatkiem buforu PB do
uzyskania koncowego stezenia 10 mM imidazolu (dla polimerazy RNA z faga T7)
lub zré6wnowazono buforem HA (dla Hfq). Kolejno ekstrakt po lizie natozono
recznie na kolumne His-TRAP i pod}aczono j3 do systemu do chromatografii AKTA
Explorer lub AKTA Pure z oprogramowaniem Unicorn na przeptywie 0,2 ml/min
buforu, ktory stuzyt do rownowazenia kolumny. Nastepnie kolumne ptukano 10
objetosciami buforu, przy przeptywie 1 ml/min i zbierano frakcje o objetosci 2 ml.
Kolejno prowadzono elucje biatek zwigzanych do kolumny przez zastosowanie 20
objetosci kolumny gradientu liniowego z buforu PA do PB (dla polimerazy RNA z
faga T7) lub z HA do HB (dla Hfq) przy przeptywie 1 ml/min. Zbierano frakcje o
objetosci 1 ml i analizowano obecno$¢ oczyszczanego biatka przez SDS-PAGE

(podrozdziat 7.4.2).
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W przypadku oczyszczania biatka Hfq po trawieniu nukleazami préby
zawierajace docelowe biatko rozcieniczono buforem HA do uzyskania 35 mM
koncowego stezenia imidazolu. Kolejno biatko natozono na kolumne His-TRAP
crude FF 1 ml (GE Healthcare) i prowadzono ptukanie i elucje w ten sam sposéb

jak dla kolumny o objetoSci 5 ml.

7.4.4 1zolacja bialek z zastosowaniem filtracji zelowej

Przed filtracja zelowa biatko poddano zageszczaniu stosujac probowki
wiréwkowe z filtrem Amicon o punkcie odciecia 60000 MW (dla polimerazy RNA z
faga T7) lub 10000 MW (dla Hfq). Nastepnie kolumne Superdex 200 przeptukano
1,5 objetosci wody oraz zrownowazono 1,5 objetosci buforu P do sjczenia (dla
polimerazy) lub buforu H do sgczenia (dla Hfq) przy przeptywie 1 ml/min. Kolejno
na kolumne naniesiono zageszczone biatko z zastosowaniem petli (ang. superloop)
przy przeptywie buforu do sgczenia 0,2 ml/min, po czym zwiekszono przeptyw na
0,5 ml/min i prowadzono elucje przez 1,2 objetoSci kolumny. Po wyptynieciu
objetosci rozpuszczalnika zalegajgcego miedzy ziarnami Zelu (Vo) rozpoczeto
zbieranie frakcji o objetosci 0,5 ml. Nastepnie analizowano obecno$¢ biatka w

poszczegblnych frakcjach przy pomocy metody SDS-PAGE (podrozdziat 7.4.2).

7.4.5 Trawienie nukleazami

Po wstepnym oczyszczeniu biatka Hfq na kolumnie His-TRAP crude FF 5 ml,
zageszczono frakcje zawierajace biatko, stosujac proboéwki wiréwkowe z filtrem
Amicon o punkcie odciecia 10000 MW. Nastepnie dodano do roztworu inhibitory
proteaz oraz RNaze E (30 ug/ml biatka) i DNaze I (5U/ml biatka), po czym
inkubowano przez godzine w 37°C z wytrzgsaniem przy 300 rpm. Kolejno biatko
rozcienczono buforem HA do uzyskania 35 mM koncowego stezenia imidazolu i
oczyszczano na kolumnie His-TRAP crude FF 1 ml wedtug procedury opisanej w

podrozdziale 7.4.3.

7.4.6 Dializa

Po izolacji polimerazy RNA z faga T7 przez saczenie molekularne, frakcje
zawierajace oczyszczone biatko zostaly potaczone i przeniesione do membrany do
dializy biatek Spectra Por 6-8000 MWCO (Spectrum Laboratories, Inc). Nastepnie

membrana zawierajgca biatko zostata umieszczona w cylindrze zawierajacym 500
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ml buforu do dializy 1 na mieszadle magnetycznym w chtodni (4°C) na 40 min. Po
tym czasie membrane z biatkiem przeniesiono na 40 min do 500 ml buforu do
dializy 2, nastepnie do buforu do dializy 3, itd. Ostatni bufor do dializy 5 byt uzyty
w objetosci 600 ml i dializa byta prowadzona przez 1,5 godz. Stosowanie
skokowego gradientu podczas dializy pozwala na bardziej wydajng wymiane
buforu i zapobiega precypitacji biatka przez nagtg zmiane ci$nienia osmotycznego.
Po zakonczeniu dializy, czysto$¢ biatka zostata ponownie zanalizowana za pomoca
metody SDS-PAGE (podrozdziat 7.4.2), po czym sprawdzono stezenie biatka

wedtug metody opisanej w podrozdziale 7.4.7

7.4.7 Oznaczanie stezenia biatek

Pomiar absorbancji przy dtugosci fali 280 nM wykonano w kuwecie
kwarcowej. Na podstawie sekwencji biatka obliczono tez wspétczynnik ekstynkcji.
Nastepnie z r6wnania Lamberta Beera obliczono stezenie biatka:
A=kxcxl,
gdzie: A - absorbancja przy dtugosci fali 280 nM, k - wspotczynnik ekstynkcji, ¢ -
stezenie substancji, | - grubo$¢ warstwy absorbujace;j.

Uzyskany wynik przeliczono na mase molarna.

7.4.8 Skrocona procedura izolacji polimerazy RNA z faga T7 /biatka Hfq
Skrécony opis procedur oczyszczania polimerazy RNA z faga T7 oraz
zmutowanych wariantow biatka Hfq przedstawiono na ponizszych schematach

blokowych. Szczegétowe opisy kazdej z zastosowanych metod znajdujg sie

powyzej.
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Procedura oczyszczania zmutowanych wariantéw biatka Hfq:

Hodowla nocna

! ! Inokulacja 1:100

Hodowla na duza skale

! ! Dodanie inhibitorow proteaz

Liza komoérek

@ Supernatant

Izolacja na kolumnie His-TRAP 5ml

! ! Zageszczanie

Saczenie zelowe na kolumnie Superdex 200

0

Dializa

Procedura oczyszczania polimerazy RNA z faga T7:

Hodowla nocna

@ Inokulacja 1:100

Hodowla na duza skale

@ Dodanie inhibitoréw proteaz

Liza komorek

@ Supernatant

Izolacja na kolumnie His-TRAP 5ml

! ! Zageszczanie, dodanie inhibitoréw proteaz

Trawienie nukleazami

! ! Rozcienczanie

Izolacja na kolumnie His-TRAP 1ml

& Zageszczanie

Saczenie zelowe na kolumnie Superdex 200

{

Oznaczanie stezenia
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8. WYNIKI

8.1 Znaczenie sekwencji mRNA s3gsiadujacej z miejscem wigzania
regulatorowego sRNA RybB dla ich oddzialywania oraz represji

translacji in vitro

8.1.1 Badane czasteczki RNA

sRNA reguluja translacje mRNA przez tworzenie w petni lub cze$ciowo
komplementarnych kompleksow RNA-RNA, w czym uczestniczy biatko Hfq.
Obecny stan wiedzy nie pozwala jednoznacznie okresli¢, czy bardziej istotna dla
regulacji translacji mRNA przez komplementarne sRNA jest stabilnos¢
termodynamiczna powstatego kompleksu sRNA-mRNA, czy tez kinetyka asocjacji
SsRNA do mRNA. Procesy oddziatywania sRNA z mRNA w komorce zachodza
szybko, efekt nadekspresji SRNA na translacje mRNA jest widoczny po okoto 1-2
minutach, podczas gdy «czas potrzebny do uzyskania réwnowagi
termodynamicznej jest znacznie dtuzszy. Dlatego w ramach niniejszego projektu
zdecydowano sie zbadac¢ zalezno$¢ pomiedzy stabilnoScig termodynamiczng oraz
kinetyka powstawania kompleksu sRNA-mRNA, a regulacjg translacji mRNA,
stosujac, jako model oddziatywanie sRNA RybB z S. enterica z piecioma
fragmentami mRNA. Wybor ten zostat uzasadniony faktem, iz mRNA, ktdrych
ekspresja jest kontrolowana przez RybB posiadajg konserwatywna puryne w
pozycji 3' od sekwencji tworzacej komplementarny kompleks z sRNA RybB
zakonczony parg zasad C-G (Papenfort i wsp., 2010).

Badania stabilnos$ci termodynamicznej modelowych, krétkich dupleksow
RNA wskazujg, ze niesparowane reszty purynowe znajdujace sie w pozycji 3' za
parg zasad C-G stabilizujg dupleks bardziej niz reszty pirymidynowe (Freier i wsp.,
1986). Aby sprawdzi¢, czy podobna relacja dotyczy oddzialywan czasteczki
regulatorowego sRNA RybB z czasteczka mRNA, przygotowano naturalne i
zmutowane wersje mRNA posiadajagce rézne reszty nukleotydowe w pozycji 3'
wzgledem miejsca wigzania RybB. sRNA RybB ulega ekspresji przy udziale
czynnika of podczas stresu zwigzanego z btona, opisanego w podrozdziale 4.1.2, i
oddziatuje z regulowanymi mRNA za pomocg ewolucyjnie zachowanej domeny na

koncu 5'. mRNA wybrane jako model na potrzeby niniejszego projektu koduja
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poryny btonowe u S. enterica i posiadajg w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania
RybB konserwatywng adenozyne (mRNA ompA, ompC, ompS i tsx) lub guanozyne
(mRNA ompW). Regulowane mRNA réznig sie dtugos$cia i struktura czasteczki oraz

dtugoscia i lokalizacja regionu odpowiedzialnego za komplementarne parowanie z

sRNA RybB.

A B c
AAGCAGUGGCAUAAA 3' ompC(;?)) -15 CAGUGGCGGGAC 3’ omgWgG) -12 CAGUGGCAUACA 3° tsxgg 12
UUCGUCACCG 5'RybB GUCACCG GUCACCG

AAGCAGUGGCCUAAA 3' ompC(C(:)) -15
UUCGUCACCG 5'R

AAGCAGUGGCGUAAA 3* ompC(G) -15
UUCGUCACCG 5 RybB

CAGUGGCAGGAC 3' omgWgA) -12
GUCACCG

CAGUGGCCGGAC 3’ omgW(]C) -12
GUCACCG

CAGUGGCCUACA 3' tsxgg 12
GUCACCG

CAGUGGCGUACA 3’ tsx(g) -12
GUCACCG

AAGCAGUGGCUUAAA 253 ompC{L(? -15

CAGUGGCUGGAC 3 ‘om, WgU) -12
UUCGUCACCG g

CAGUGGCUUACA 3'tsx(U)-12
GUCACCG GUCACCG 5'RybB-7

Rycina 12 Oligorybonukleotydy odpowiadajace miejscom oddzialywania sRNA z mRNA.
Badane dupleksy zawierajg sekwencje komplementarng wraz z 5 niesparowanymi nukleotydami
mRNA w pozycji 3' do regionu komplementarnego do RybB. Oddziatywanie (A) RybB-10 z ompC-
15, (B) RybB-7 z ompW-12, (C) RybB-7 z tsx-12. Dtugos¢ oligonukleotydéw okreslono na podstawie
przewidzianych miejsc oddziatywania (Papenfort i wsp. 2010). Kolorem zaznaczono reszte
nukleotydowa w pozycji 3' do regionu komplementarnego do RybB.

W celu analizy stabilno$ci termodynamicznej Kkrétkich duplekséw RNA
odpowiadajacych miejscu oddziatywania sRNA z mRNA, we wspédipracy z prof.
Ryszardem Kierzkiem przygotowano chemicznie syntetyzowane pary
oligonukleotydéw RNA: RybB-10 z ompC-15, RybB-7 z ompW-12, RybB-7 z tsx-12
(Ryc. 12). Z kolei do okre$lenia stabilnosci termodynamicznej i szybkosci asocjacji
komplekséw sRNA-mRNA wykorzystano fragmenty mRNA S. enterica, ktore byty
wczes$niej uzywane w fuzji z mRNA biatka GFP do analizy oddziatywan z RybB in
vivo (Papenfort i wsp., 2010): 181-nt ompA, 115-nt ompC, 65-nt ompW, 104-nt
ompS i 114-nt tsx (Ryc. 13). Do zbadania efektu wprowadzenia mutacji w pozycji 3'
na dostepnos$c¢ struktury mRNA dla oddziatywania z RybB zastosowano rowniez
115-nt fragment mRNA ompC oraz jego zmutowane warianty. Te same fragmenty
w fuzji z mRNA biatka GFP postuzyty do analizy wydajnosSci represji translacji in

vitro przez sRNA RybB.
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Rycina 13 Przewidywane oddzialywanie fragmentéw mRNA z pelnej dlugosci czasteczkami
sRNA RybB. Oddziatywanie (A) RybB z ompC-115, (B) RybB z ompW-65, (C) RybB z tsx-114, (D)
RybB z ompS-104, (E) RybB z ompA-181. Kolorem zaznaczono reszte nukleotydowa w pozycji 3'
wzgledem regionu komplementarnego do RybB. Struktury przewidziano przy uzyciu programu
RNAstructure.
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8.1.2 Obecnos$¢ reszty purynowej w pozycji 3' wzgledem miejsca
wigzania sRNA RybB w roéznych czasteczkach mRNA zwieksza

stabilno$¢ termodynamiczng ich oddziatywan

Sekwencje mRNA zawierajg ewolucyjnie zachowang reszte purynowg w
pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania 5' koica sRNA (Ryc. 13). Dotychczas nie
okreslono roli ewolucyjnej selekcji reszty purynowej w tej pozycji wzgledem
innych reszt nukleotydowych. Mozliwe, Ze puryny w pozycji 3' zwiekszaja
stabilno$¢ termodynamiczng kompleksu sRNA-mRNA, gdyz badania modelowych
duplekséw RNA zakonczonych parg C-G i posiadajacych niesparowang reszte
nukleotydowg od strony 3' wskazujg, ze puryny w tej pozycji stabilizujg dupleks
bardziej niz pirymidyny (Freier i wsp., 1986). W zwigzku z powyzszym, celem
pierwszego etapu badan w projekcie byto poréwnanie, czy reszta nukleotydowa
znajdujaca sie w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania SRNA w mRNA wptywa na
stabilno$¢ termodynamiczng krotkich dupleks6w RNA odpowiadajgcych regionowi
oddzialywania sSRNA z mRNA, tak jak w przypadku modelowych duplekséw.

W celu zbadania efektu reszty nukleotydowej w pozycji 3' na parametry
termodynamiczne krotkich dupleksow RNA zastosowano metode topnienia w
Swietle UV (Freier i wsp., 1986). Wybrano te technike, poniewaz analiza krzywych
topnienia jest wykonywana w zatozeniu o model dwustanowy, ktory stosuje sie
takze w przewidywaniach stabilnosci termodynamicznej duplekséw RNA in silico
(Mathews i wsp., 2010). Co wiecej, metoda ta pozwala na analize oddziatywan
dwoch RNA w stosunku stezen 1:1. Topnienia UV wykonano dla trzech dupleksow
RNA opisanych w poprzednim podrozdziale: RybB-10 - ompC-15, RybB-7 - ompW-
12 oraz RybB-7 - tsx-12 (Ryc. 12). Oligonukleotydy odpowiadajace sekwencji
mRNA poza regionem komplementarnym zawieraly 5 niesparowanych reszt
nukleotydowych od strony 3' miejsca wigzania RybB. Pierwsza z tych
niesparowanych reszt nukleotydowych, tuz za miejscem oddzialywania z RybB
byta miejscem wprowadzania mutacji, aby sprawdzi¢, czy stabilizacja dupleksu
zalezy od rodzaju reszty nukleotydowej w tej pozycji. Topnienia wykonano w
dziewieciu stezeniach oligonukleotydéw w zakresie od 2,8 uM do 170 pM (aby
uzyskac¢ 50-krotny zakres stezen dla kazdej badanej préby), a powstate krzywe

topnienia analizowano dwoma metodami przy uzyciu programu MeltWin w celu
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okreslenia parametrow termodynamicznych. Obie metody bazowaty na modelu
dwustanowym, jednak pierwsza opierata sie na zalezno$ci temperatury topnienia
od stezenia oligomeréw, a druga na dopasowaniu krzywych topnienia (Tab. 1).

Tabela 1 Parametry termodynamiczne Kkrétkich duplekséw oligonukleotydéow RNA

odpowiadajacych miejscu oddzialywania RybB z mRNA wraz z 5-nt regionem
niesparowanym w sekwencji mRNA od strony 3' miejsca wiazania RybB.

Reszta Zaleznos$¢ Tv-1o0d logCr Srednig‘(zi;)‘]:’;iﬁwanie
mRNA n&k:)?;;yc?f 3 (lfcI:l/ (él:;/ (All(g:l? (Tg) (ﬁgi/ (f:l:lo/ (f{g:ﬂ (Tg]
mol) Kxmol) mol) mol) Kxmol) mol)
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Wartosci btedu uzyskane przez analize danych programem MeltWin podano w nawiasach.

Wyniki topnien dupleksow RNA w S$wietle UV wskazujg, ze reszta
nukleotydowa w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania SRNA zmienia stabilno$¢
krétkiego dupleksu RNA. Wartos$ci temperatury topnienia (Twm) byty wyzsze dla
duplekséw RNA posiadajacych puryne w pozycji 3' niz dla tych, ktére zawieraty w
tym miejscu pirymidyne. Wyjatkiem jest ompW(C), ktéry tworzy dimer w
natywnych zelach poliakrylamidowych, co moze wptywa¢ na wyniki topnien UV.
Analiza wartoSci zmiany energii swobodnej Gibbsa (AG) wskazata, ze dla dupleksu

zawierajacego fragment mRNA ompC, reszta adenozyny w pozycji 3' ma
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najwiekszy wptyw na stabilizacje dupleksu (dla danych analizowanych pierwsza
metoda). Z kolei dla ompW dupleksy z puryng w pozycji 3' sg stabilniejsze niz w
przypadku, gdy w tej pozycji znajdowata sie pirymidyna (z pordéwnania
wykluczono ompW(()). Stabilno$¢ dupleksu tworzonego z fragmentem mRNA tsx
byta najwyzsza dla wariantbw mRNA z puryng w pozycji 3', gdy wartosci
termodynamiczne byty okreslane pierwsza metoda. Z kolei wyniki uzyskane druga
metoda wskazuja, ze adenozyna znajdujgca sie od strony 3' za miejscem wigzania
sRNA stabilizowata dupleks RybB-tsx bardziej niz inne reszty nukleotydowe.
Uzyskane wyniki wskazujg, Ze niesparowane puryny zlokalizowane w
pozycji 3' komplementarnego dupleksu RNA odpowiadajgcego regionowi
oddzialywania sRNA z mRNA zwiekszajg stabilno$¢ termodynamiczng dupleksu
RNA bardziej niz pirymidyny w tej pozycji.
Tabela 2 Stata dysocjacji (K4) oraz obserwowana szybkos$¢ asocjacji (koss) pelnej dlugosci

sRNA RybB z fragmentami mRNA zawierajacymi rézne reszty nukleotydowe w pozycji 3'
wzgledem miejsca wigzania sSRNA przy nieobecno$ci oraz w obecnos$ci Hfq.

kobs kobs
Reszta Ka (min-1) (min)
mRNA nukleotydowa (nM) 200 nM RybB 5nM RybB
w pozycji 3' bez Hfq 1 nM Hfq
A 0,71+0,28 0,32+0,01 8,9+1,1
C 9,54+2,25 0,080,029 5,8+1,7
ompC-115 G 0,14+0,04 0,72%0,06 12417
U 2,2+0,61 0,1+£0,039 6,9+2,3
A 1,2+0,38 0,12+0,011 5,8+1,7
C 43+8,1 0,048+0,019 1,4+0,28
ompW-65 G 0,5340,2 0,2240,043 7,7+2,1
U 2,4+0,49 0,100,027 5,7+£0,80
A 0,22+0,038 0,92+0,11 13+0,98
C 3,4+0,43 0,043+0,0078 7,9+£2,7
tsx-114 G 2,55+0,72 0,068+0,0099 8,3%1,9
U 0,330,055 0,28+0,019 11+£2,9
A 0,47+0,18 0,81+0,19 11+2,4
C 4,8+0,73 0,65+0,00064 14+4.9
ompA-181 G 3,4+1,6 0,46+0,075 9,4+1,5
U 2,0+0,80 0,35+0,13 7,6x£1,4
A 1,6+0,45 0,22+0,027 6,5£1,9
ompS-104 C 0,46+0,21 0,15+0,026 5,4+1,9
G 0,44+0,12 0,28+0,025 5,9+0,65
U 3,5+£0,92 0,048+0,011 4,4+0,85

Poprzednie eksperymenty wykazaty, ze w przypadku krétkich dupleksow

odpowiadajacych miejscu oddziatywania sSRNA z mRNA, niesparowane puryny w



Strona 81 | WYNIKI

pozycji 3' od regionu komplementarnego w mRNA zwiekszajg stabilnos¢
termodynamiczng dupleksu RNA (Tab. 2). Jednak naturalne czgsteczki sRNA i
mRNA s3 znacznie dtuzsze od badanych poprzednio krétkich duplekséw RNA i
tworzg ztozone struktury drugorzedowe, co moze zmienia¢ efekt reszty
nukleotydowej w pozycji 3' na stabilno$¢ termodynamiczng kompleksu RNA-RNA.
Dlatego celem kolejnego etapu badan byto uwzglednienie roli struktury sRNA i
mRNA w analizie zmiany stabilno$ci termodynamicznej kompleksu sSRNA-mRNA
wywotanej przez reszte nukleotydowa w pozycji 3'. Aby to osiggnaé, okreslono
stabilno$¢ termodynamiczng komplekséw tworzonych przez sRNA RybB petne;j
dtugosci wraz z dtuzszymi, ustrukturyzowanymi fragmentami mRNA i ich
wariantami z naturalng lub zmutowang resztg nukleotydowa w pozycji 3'
wzgledem miejsca wigzania sRNA.

Do analiz wybrano nastepujgce fragmenty mRNA oddziatujgce z RybB: 115-
nt ompC, 65-nt ompW, 114-nt tsx, 104-nt ompS oraz 181-nt ompA (Ryc. 13). Byty
one wcze$niej uzywane w fuzji z mRNA biatka GFP w badaniach dotyczacych
negatywnej regulacji translacji mRNA wigzanych przez sRNA RybB (Papenfort i
wsp., 2010). Stabilno$¢ termodynamiczng kompleksow RNA mierzono jako
warto$¢ statej dysocjacji (Ks) metoda roéznicowej migracji w  zZelu
poliakrylamidowym (EMSA - ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay). Nastepnie
policzono  intensywno$¢ kompleksow  odpowiadajacych  niezwigzanemu
znakowanemu mRNA oraz kompleksowi znakowanego mRNA z sRNA RybB (Ryc.
14). Przedstawienie zaleznoSci frakcji zwigzanej mRNA-RybB od stezenia sRNA
RybB i dopasowanie danych do hiperoboli Michaelis-Menten pozwolito na
obliczenie wartosci K4 (Tab. 2).

Analiza oddziatywan sRNA RybB z fragmentami mRNA ujawnita, Ze rodzaj
reszty nukleotydowej w pozycji 3" wzgledem miejsca wigzania RybB wptywa takze
na stabilno$¢ termodynamiczng kompleksu RybB z mRNA (Ryc. 14, Tab. 2). Wyniki
wskazuja, ze guanozyna i adenozyna w pozycji 3" wykazuja najwiekszy efekt
stabilizacji dla mRNA ompC z wartoSciami Ks odpowiednio 0,14 nM oraz 0,71.
Oddziatywanie RybB z wariantami ompC posiadajacymi pirymidyne w pozycji 3’
byto 100-krotnie stabsze. Dla mRNA ompW, guanozyna wystepujaca naturalnie w
pozycji 3’ stabilizowata kompleks najefektywniej, z wartoscig Kq 0,53 nM. Wartos$¢

statej dysocjacji byta 2- i 4-krotnie wyzsza dla ompW z adenozyng i urydyng oraz
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80-krotnie wyzsza dla ompW z cytydyna. Z kolei adenozyna w pozycji 3' mRNA tsx
najbardziej ze wszystkich reszt nukleotydowych stabilizowata kompleks tworzony
z RybB z 4,5 nM Ky, 2 i 4-krotnie mniejszy efekt wykazywata urydyna i guanozyna,
podczas gdy kompleks z tsx posiadajagcym cytydyne w tej pozycji byt 18-krotnie
mniej stabilny. Dla mRNA ompA rowniez adenozyna najefektywniej stabilizuje
kompleks RybB-mRNA z K;0,47 nM, podczas gdy urydyna, guanozyna i cytydyna w
pozycji 3' wykazuja kolejno 4, 7 i 10-krotnie wyzsze wartoSci statej dysocjacji.
Kompleks sRNA RybB z mRNA ompS jest najskuteczniej stabilizowany przez
guanozyne oraz cytydyne w pozycji 3' z warto$ciami statej dysocjacji: 0,44 nM dla
guanozyny i 0,46 dla cytydyny. Co ciekawe, w poréwnaniu do najstabilniejszego
kompleksu z guanozyng, kompleks z naturalnym mRNA ompS zawierajagcym
adenozyne sgsiadujacg z miejscem wigzania RybB byt 4-krotnie mniej stabilny, a
kompleks z urydyng 8-krotnie mniej stabilny (Tab. 2).
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Rycina 14 Analiza stalej dysocjacji dla oddzialywan sRNA RybB ze znakowanymi
czasteczkami mRNA. Autoradiogramy przedstawiaja rozdziat w zelu reakcji wiazania w
réwnowadze dla komplekséw: (A) RybB - ompC-115, (B) RybB - ompW-65 oraz (C) RybB - tsx-114.
Dopasowanie wykreséw przedstawiajacych zalezno$¢ frakcji zwiazanej od stezenia RybB dla: (D)
RybB - ompC-115, (E) RybB - ompW-65 oraz (F) RybB - tsx-114 do modelu Michaelis-Menten
pozwolito na okreslenie wartosci statej dysocjacji (Kq) podanych w Tab. 2.
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Podsumowujac, w wiekszosci przypadkéw puryna znajdujgca sie po stronie
3" wzgledem miejsca wigzania sSRNA w mRNA powodowata zwiekszong stabilizacje
kompleksu RybB z mRNA. W przypadku czasteczki tsx, dla ktérej urydyna
wykazywata lepszy lub podobny efekt stabilizacji do puryny, mogtoby to wynika¢
ze zmiany konformacji struktury mRNA wywotanej zmiang reszty nukleotydowej
w pozycji 3'. Efekt rodzaju reszty nukleotydowej w pozycji 3" na stabilnos¢
kompleksu RNA byt bardziej wyrazny dla dtugich niz dla krétkich komplekséw
RNA.

8.1.3 Szybkos¢ wiazania sRNA RybB do rdznych czasteczek mRNA
zalezy od rodzaju reszty nukleotydowej w pozycji 3'

Oddzialywanie sRNA z mRNA w komorce bakteryjnej musi odbywac sie
bardzo szybko, poniewaz efekt nadekspresji danego sRNA na translacje
regulowanego mRNA jest widoczny po okoto 1-2 minutach. W zwigzku z tym,
wydaje sie, ze to kinetyka asocjacji sRNA do mRNA, a nie stabilno$¢
termodynamiczna kompleksu RNA powinna odgrywaé wazniejsza role w kontroli
translacji mRNA. Dlatego kolejnym celem niniejszego projektu byto sprawdzenie,
czy zachowane ewolucyjnie puryny w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania SRNA
w mRNA powoduja zwiekszong szybkos¢ asocjacji takich mRNA z sRNA RybB, niz
gdy w pozycji 3' znajduje sie pirymidyna.

Pomiar szybkosci asocjacji SRNA z mRNA wykonano technikg réznicowej
migracji w zelu poliakrylamidowym, przy uzyciu petnej dtugosci sSRNA RybB wraz
z fragmentami mRNA stosowanymi w poprzednim etapie badan. Monitorowano
powstawanie kompleksu pomiedzy 200 nM RybB a 0,1 nM znakowanym mRNA
oraz jego zmutowanymi wariantami w czasie (Ryc. 15). W eksperymentach
uzywano 200 nM stezenia RybB, poniewaz przy stezeniu 5 nM (stosowanym
podczas analizy kinetyki asocjacji w obecnosci Hfq opisanej w kolejnym
podrozdziale) reakcja przebiegata zbyt wolno, aby zaobserwowac roéznice w
asocjacji pomiedzy poszczegélnymi wariantami mRNA. Dane uzyskane podczas
obliczenia intensywno$ci wolnego znakowanego RNA oraz znajdujacego sie w
kompleksach migrujacych na zelu w czasie (Ryc. 15), zostaty dopasowane do
réwnania wyktadniczego jednofazowego (Ryc. 16), co pozwolito okres$li¢ wartos¢

obserwowanej szybkosci asocjacji (kons) (Tab. 2).



Strona 84 | WYNIKI

Wyniki uzyskane podczas analizy kinetyki asocjacji wskazujg, Ze zamiana
reszty nukleotydowej w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania sSRNA w mRNA
wywotuje zmiany w obserwowanej szybkos$ci powstawania kompleksu sRNA-
mRNA. Dla mRNA ompC z guanozyna wartoS¢ ko»s byta najwyzsza, co sugeruje
najszybsze powstawanie kompleksu sRNA-mRNA. Adenozyna w tej pozycji
powodowata 2-krotnie, a cytydyna i urydyna okoto 8-krotnie wolniejsza asocjacje.
W przypadku mRNA ompW naturalnie wystepujagca guanozyna w pozycji 3'
powodowata 2-krotnie szybsze powstawanie kompleksu niz adenozyna i urydyna,
podczas gdy kompleks z cytydyng tworzyt sie prawie 5-krotnie wolniej od
naturalnego. Dla mRNA tsx kompleks z adenozyng powstawat najszybciej, podczas
gdy kompleks z urydyng, guanozyng i cytydyna odpowiednio 3, 14 i 22-krotnie
wolniej. Powstawanie kompleksu RybB-ompA cechowato sie najwieksza
szybko$cig, gdy naturalnie wystepujgca adenozyna znajdowata sie w pozycji 3'.
Zastgpienie jej cytydyng, guanozyng lub urydyng skutkowato odpowiednio 1,5-, 2-
i 3-krotnie wolniejsza asocjacja. Z kolei szybkos¢ tworzenia kompleksu RybB-ompS
byta najwieksza, gdy puryna znajdowata sie w pozycji 3. Nieco wolniejsze
wigzanie wykazywaty kompleksy z cytydyng, a urydyna w pozycji 3' powodowata
5-krotne spowolnienie reakcji.

Podsumowujac, dla wiekszosci oddziatywan RybB z mRNA, puryna w
pozycji 3' powodowata zwiekszenie obserwowanej szybkosci asocjacji kompleksu
SRNA-mRNA. Co wiecej, pary RybB-mRNA, ktére cechowaty sie najwieksza
stabilno$cig wykazywaty réwniez najszybsza asocjacje.

Aby sprawdzi¢ zalezno$¢ miedzy kinetyka asocjacji komplekséw RNA a ich
stabilno$cia termodynamiczng, wyznaczono statg szybkos$¢ asocjacji (kon) dla
oddziatywania sRNA RybB z mRNA ompC-115. W tym celu zmierzono
obserwowang szybkos$¢ asocjacji (kobs) 32P-ompC w zakresie stezen sRNA RybB
(Ryc. 17 A, B). Wartosci statej szybkosci asocjacji (Ryc. 17 C) wskazujg, ze puryny
w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania RybB w mRNA przyspieszaja
powstawanie komplekséw ompC-RybB. Ponadto wartosci statej szybkosci
dysocjacji (kog) (Ryc. 17 E) obliczone z iloczynu wyznaczonych eksperymentalnie
wartosci kon (Ryc. 17 C) i K4 (Ryc. 17 D) dla wariantow mRNA ompC z r6znymi

resztami nukleotydowymi w pozycji 3' s3 bardzo zblizone. Wyniki te sugeruja, ze
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réznice w statej dysocjacji (K4) po wprowadzeniu mutacji w pozycji 3' mRNA ompC

wynikajg z réznic w statej szybkosci asocjacji kon, a nie dysocjacji kog.
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Rycina 15 Kinetyka asocjacji 32P-mRNA z sRNA RybB monitorowana w czasie. Eksperymenty
wykonano uzywajac 0,1 nM 32P-mRNA oraz 200 nM RybB. Wolne RNA oraz jego kompleksy
oznaczono, jako: O - 32P-ompC/32P-ompW, T - 32P-tsx, natomiast kompleksy 32P-ompC-RybB/32P-
ompW-RybB oznaczono, jako O-R, a 32P-tsx-RybB jako T-R.
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Rycina 16 Reszta nukleotydowa w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania RybB w mRNA
wplywa na Kkinetyke asocjacji kompleksu RybB-mRNA. Przedstawienie zalezno$ci frakcji
zwigzanej od czasu umozliwito wyznaczenie warto$ci obserwowanych szybkosci asocjacji (kobs)
umieszczonych w Tabeli 2. Eksperyment wykonano dla par: (A) 32P-ompC-RybB, (B) 32P-ompW-
RybB, (C) 32P-tsx-RybB, (D) 32P-ompA-RybB, (E) 32P-ompS-RybB.
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Rycina 17 Roéznice w stabilnos$ci termodynamicznej komplekséw RybB-ompC z ré6znymi
resztami nukleotydowymi w pozycji 3’ wynikaja z kinetyki asocjacji, a nie dysocjacji. (A) W
celu wyznaczenia statej szybko$ci asocjacji (k.,) zmierzono obserwowang szybko$¢ asocjacji RybB-
ompC w roznych stezeniach RybB (B) Na wykresie przedstawiono zalezno$¢ wartoSci
obserwowanej szybkosci asocjacji (koss) od stezenia RybB. Z nachylenia krzywej okreslono wartosci
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kon dla poszczeg6lnych komplekséw (C). Z wartosci kon i Ka (D) obliczono stata szybko$¢ dysocjacji
(koﬂ’).

Podsumowujgc, zachowane ewolucyjnie puryny w pozycji 3' wzgledem
miejsca wigzania SRNA w mRNA oprocz stabilnosci termodynamicznej zwiekszaja
szybko$¢ asocjacji SRNA do regulowanych mRNA, co jest wazne dla regulacji

odpowiedzi na zmieniajace sie warunki srodowiska.

8.1.4 Analiza strukturalna czasteczek mRNA potwierdza silniejsze
oddziatywanie RybB z czasteczkami posiadajacymi reszte purynowa w
pozycji 3'

Wyniki poprzednich eksperymentéw sugeruja, ze rodzaj reszty
nukleotydowej w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania SRNA w mRNA wptywa na
stabilno$¢ termodynamiczng oraz szybkos$¢ ich oddziatywania (Tab. 2). Aby
potwierdzi¢ znaczenie sgsiadujacej reszty nukleotydowej dla stabilizacji
kompleksu, sprawdzono, jak zmienia sie konformacja naturalnego mRNA ompC i
jego zmutowanych wariantéw w obecnos$ci SRNA RybB.

W celu zbadania wplywu mutacji reszty nukleotydowej w pozycji 3'
wzgledem miejsca wigzania sSRNA w mRNA na ich oddziatywanie, wykonano
analize struktury mRNA ompC i jego mutantéw zwigzanych z sRNA RybB przy
uzyciu hydrolizy enzymatycznej. Znakowane radioaktywnie mRNA ompC z
réznymi resztami nukleotydowymi w pozycji 3' inkubowano z RybB, a nastepnie
trawiono RNazg T1 w warunkach natywnych. RNaza T1 w tych warunkach
hydrolizuje jedynie jednoniciowe RNA, wiec po dodaniu RybB w rosngcych
stezeniach obserwowano zmniejszenie wydajnosci przecinania znakowanego
mRNA ompC w regionie jego oddzialywania z RybB (Ryc. 18 A-D).

W kolejnym etapie analizowano relatywng wydajno$¢ trawienia mRNA
ompC RNaza T1 po resztach guanozyny w pozycjach 32, 35, 37 i 38 wystepujacych
w regionie komplementarnym do sRNA RybB, po zwigzaniu tego sRNA w
rosnacych stezeniach (Ryc. 18 E). Oddziatywanie tych RNA ze sobg powodowato
spadek wydajnosci hydrolizy znakowanego RNA RNazg T1 w regionie
powstawania komplementarnego kompleksu. Uzyskane wyniki potwierdzaja
wcze$niej okreslony region oddziatywania SRNA RybB z mRNA ompC (Balbontin i
wsp., 2010), (Ryc. 18 A). Dane wskazuja, Ze wydajnos¢ hydrolizy mRNA ompC po
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dodaniu sRNA RybB ulega wiekszemu obnizeniu dla mRNA z 3' puryng, niz z
pirymidyna w tej pozycji. Sugeruje to, ze silne oddzialywanie sRNA RybB z
fragmentami mRNA ompC posiadajacymi puryny w pozycji 3' wzgledem miejsca
wigzania sRNA RybB jest obserwowane w nizszych stezeniach, niz z ompC

zawierajgcym pirymidyny w tej pozycji.
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Rycina 18 Czasteczki mRNA ompC posiadajace puryne w pozycji 3' silniej oddziatuja z RybB.
Autoradiogramy zeli sekwencyjnych po trawieniu RNazg T1 mRNA 32P-ompC z 3' adenozyng (A),
cytydyna (B), guanozyng (C) lub urydyng (D) w kompleksie z SRNA RybB. T1 D oznacza reakcje
kontrolng trawienia w warunkach denaturujacych, a T1 reakcje w warunkach natywnych. Numery
po lewej odpowiadaja guanozynom w sekwencji mRNA ompC. C oznacza reakcje kontrolng, a OH-
produkty degradacji pod wptywem formamidu. (E) Srednia relatywna wydajno$¢ hydrolizy mRNA
32P-ompC przez RNaze T1 po resztach guanozyny znajdujacych sie w regionie komplementarnym
do RybB w mRNA ompC z eksperymentéw A-D wykonanych w trzech powtérzeniach. Reszty
nukleotydowe, ktérych wydajnos¢ hydrolizy analizowano oznaczono na przewidzianej strukturze
mRNA pogrubiona fioletowa czcionka.
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Podsumowujac, analiza przecinania mRNA ompC RNazga T1 w obecnosci
sRNA RybB potwierdza, ze puryna w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania RybB w
mRNA stabilizuje kompleks z RybB.

8.1.5 W obecnosci biatka opiekunczego Hfq szybkos¢ asocjacji sSRNA
RybB do roznych czasteczek mRNA jest podobna

Badania pozytywnej regulacji translacji mRNA rpoS przez sRNA DsrA, RprA
i ArcZ wykazaty, ze obecno$¢ biatka opiekunczego Hfq powoduje wyréwnanie
réznic w stabilnosci termodynamicznej kompleks6w sRNA-mRNA (Soper i wsp.,
2010). Co wiecej, dowiedziono, ze Hfq moze wpltywac¢ na rearanzacje struktury
mRNA sodB, co umozliwia wigzanie z SRNA RyhB (Geissmann i Touati, 2004).
Dlatego na dalszym etapie badan sprawdzono jak biatko Hfq zmienia kinetyke
oddziatywan RybB z naturalnymi i zmutowanymi fragmentami mRNA.

W celu okreSlenia roli biatka Hfq w asocjacji sRNA z naturalnymi i
zmutowanymi mRNA, zmierzono obserwowane szybkos$ci asocjacji badanych
wcze$niej komplekséw RybB-mRNA z réznymi wariantami reszt nukleotydowych
w pozycji 3° za pomocga techniki réznicowej migracji w zelu poliakrylamidowym
(Ryc. 19, Tab. 2). Eksperymenty wykonano dla 0,1 nM 32P-mRNA, 5 nM RybB oraz
1 nM Hfq (Ryc. 20). Dla okreslenia czy Hfq przyspiesza asocjacje SRNA-mRNA w
tym samym stezeniu RybB przeprowadzono takze reakcje w takich samych
warunkach, ale bez biatka Hfq (Ryc. 21).

Wyniki wskazuja, Zze w badanych warunkach Hfq przyspiesza asocjacje
sRNA RybB z regulowanymi mRNA okoto 1000-krotnie (Ryc. 21). Ponadto
obecno$¢ Hfq zmniejsza rdznice w szybkosci asocjacji kompleksow sRNA-mRNA z
réznymi wariantami reszty nukleotydowej w pozycji 3' wzgledem miejsca
oddziatywania z SRNA w mRNA (Ryc. 20, Ryc. 21). Dla mRNA ompC guanozyna
oraz adenozyna powodowaty najszybsza asocjacje kompleksu RybB-ompC, jednak
jego powstawanie dla wariantdw mRNA z cytydyna i urydyna byto tylko 2-krotnie
wolniejsze w poréwnaniu do guanozyny. Dla ompW ro6znica miedzy szybkos$cia
asocjacji naturalnego mRNA z guanozyna w pozycji 3' a mutanta z cytydyng jest 5-
krotna. Dla mRNA tsx oddziatywanie naturalnej czasteczki z adenozyna z sRNA
RybB cechuje sie tylko 1,5-krotnie szybsza kinetyka niz najwolniej powstajacy

kompleks zawierajacy cytydyne. Co wiecej, w obecnosci Hfq szybko$¢ asocjacji
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mRNA ompS oraz ompA z RybB nie wykazuje istotnych réznic w zaleznosci od

reszty nukleotydowej znajdujacej sie w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania

RybB w mRNA.
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Rycina 19 Kinetyka asocjacji 32P-mRNA z sRNA RybB w obecnosci biatka Hfq monitorowana
w czasie. Eksperymenty wykonano w stezeniach: 0,1 nM 32P-mRNA, 5 nM RybB, 1 nM Hfq. Wolne
RNA oraz jego kompleksy oznaczono jako: O - 32P-ompC/32P-ompW, T - 32P-tsx, O-R - 32P-omp(C-
RybB/32P-ompW-RybB, T-R - 32P-tsx-RybB, O-H - 32P-ompC-Hfq/32P-ompW-Hfq, T-H - 32P-tsx-Hfq, O-
R-H - 32P-ompC-RybB-Hfq/32P-ompW-RybB-Hfq, T-R-H - 32P-tsx-RybB-Hfq.
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Rycina 20 Hfq zmniejsza wplyw mutacji reszty nukleotydowej w pozycji 3' wzgledem miejsca
wiazania RybB w mRNA na Kkinetyke asocjacji kompleksu RybB z mRNA. Przedstawienie
zaleznosci frakcji zwigzanej od czasu umozliwito wyznaczenie warto$ci obserwowanych szybkosci
asocjacji (kobs) umieszczonych w Tabeli 2. Eksperyment wykonano dla par oddziatywan: (A) 32P-
ompC-RybB, (B) 32P-ompW-RybB, (C) 32P-tsx-RybB, (D) 32P-ompA-RybB, (E) 32P-ompS-RybB.
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Rycina 21 Hfq przyspiesza asocjacje sSRNA-mRNA oraz zmniejsza réznice w szybkosci
asocjacji wywolane mutacja reszty nukleotydowej w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania
sRNA w mRNA. Wykresy stupkowe przedstawiajg obserwowana szybko$¢ asocjacji réznych
wariantéw oddziatywan RybB-mRNA przy 5 nM stezeniu sSRNA RybB dla reakcji bez Hfq (A) oraz z
1 nM Hfq (B).

Uzyskane wyniki sugeruja, ze obecno$¢ Hfq przyspiesza oddziatywanie
sRNA z mRNA, gdyz wigzagc mRNA i sRNA biatko umozliwia ich odpowiednie
utozenie wzgledem siebie i powstawanie komplementarnego kompleksu. Jednak w
stosowanych warunkach eksperymentalych w obecno$ci biatka Hfgq nie

obserwowano duzych roéznic pomiedzy mRNA z réznymi resztami
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nukleotydowymi w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania RybB. Jednak nalezy sie
spodziewad, ze przy nizszych stezeniach biatka Hfq efekt selekcji bytby bardziej
widoczny. Ponadto przewidywane stezenie Hfq w komorce jest ograniczajgce dla
regulacji (Hussein i Lim, 2011), wiec jest mozliwe, Ze w przypadku zmniejszonej
dostepnosci biatka Hfq efekt sekwencji mRNA mialby wieksze znaczenie dla
kontroli ekspresji tego mRNA, co moze ttumaczy¢ zachowanie reszty adenozyny w

pozycji 3' w ewolucji.

8.1.6 Wydajnos¢ represji translacji mRNA ompC in vitro jest zalezna od
sekwencji mRNA s3asiadujacej z miejscem wigzania sRNA RybB

Wyniki poprzednich eksperymentéw pokazaly, Ze reszty purynowe w
pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania RybB w mRNA ompC stabilizujg kompleks
sRNA-mRNA oraz przyspieszaja kinetyke jego powstawania w poréwnaniu z ompC
zawierajacym w tej pozycji reszty pirymidynowe. Jednak efekt ten jest mniejszy w
obecnosci biatka Hfq. W kolejnym etapie badan postanowiono sprawdzi¢, czy
wyzZej wymienione wtasciwos$ci komplekséw RybB-ompC wptywajg na negatywna
regulacje translacji in vitro mRNA ompC przez RybB.

W celu okreSlenia zalezno$ci miedzy stabilno$cia termodynamiczng i
szybkos$cig asocjacji kompleksu RybB-ompC oraz regulacjg jego translacji przy
udziale sSRNA RybB, monitorowano represje translacji in vitro mRNA ompC w fuzji
z mRNA biatka GFP z réznymi resztami nukleotydowymi w pozycji 3' wzgledem
miejsca wigzania RybB. Reakcje prowadzono w obecnosci SRNA RybB, biatka Hfq
lub RybB i Hfq w ekstrakcie S30 wyizolowanym ze szczepu E. coli BL21 z delecja
Hfq (Ryc. 22 A-D). Nastepnie ze stosunku relatywnej fluorescencji dla reakcji z
samym mRNA do reakcji z RybB lub RybB i Hfq obliczono wydajno$¢ represji dla
kazdego z testowanych wariantéw mRNA ompC (Ryc. 22 E).

Wyniki wskazuja, Ze relatywna fluorescencja biatka zsyntetyzowanego
podczas translacji mRNA in vitro ulega zmianie w obecnos$ci RybB oraz RybB i
biatka Hfq. Represja translacji in vitro jest bardziej wydajna dla mRNA ompC
zawierajacego reszte purynowa od strony 3' miejsca wigzania RybB niz dla mRNA
z pirymidyng w tej pozycji. Ponadto biatko Hfq zwieksza efektywnos$¢ represji
translacji mRNA ompC w obecnosci sSRNA RybB, ale nie wptywa na translacje w

nieobecnosci RybB (Ryc. 22 E). Uzyskane dane sugerujg, ze do represji translacji
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mRNA ompC moze dochodzi¢ takze przy braku biatka Hfg, jednak jej wydajnos¢

jest obnizona. Ponadto samo biatko Hfq nie wywiera wptywu na translacje in vitro

testowanych mRNA w badanych stezeniach.
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Rycina 22 Zalezno$¢ miedzy sekwencja mRNA ompC, a wydajnoscia represji translacji tego
mRNA przez sRNA RybB in vitro. Wykresy przedstawiajg zalezno$¢ znormalizowanej (relatywnej)
fluorescencji w czasie dla mRNA ompC w fuzji z mRNA biatka GFP z ré6znymi resztami
nukleotydowymi w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania RybB w ompC: (A) adenozyna, (B)
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cytydyna, (C) guanozyna lub (D) urydyna. Reakcje wykonano dla 500 nM matrycowego mRNA, z
dodatkiem 500 nM RybB, 200 nM Hfq lub 500 nM RybB i 200 nM Hfq w ekstrakcie S30
przygotowanym ze szczepu E. coli BL21 Ahfq. (E) Poziom represji zostat obliczony na podstawie
relatywnych wartosci fluorescencji po 2 godzinach reakcji z dodatkiem 500 nM sRNA RybB dla
kazdego wariantu mRNA omp(C dla reakcji bez Hfq (oznaczone jasniejszym kolorem) oraz z 200 nM
Hfq (oznaczone ciemniejszym kolorem stupkdéw).

Podsumowujgc, wyniki te sugeruja, ze represja translacji przez sSRNA RybB
w ekstrakcie komoérkowym z E. coli jest najbardziej wydajna dla czasteczek mRNA
ompC z mutacjami powodujacymi podwyzszong stabilno$¢ termodynamiczng oraz
kinetyke asocjacji SRNA z mRNA. Wyniki te potwierdzajg znaczenie zachowania
ewolucyjnego sekwencji mRNA sgsiadujgcej z miejscem wigzania RybB dla

regulacji translacji.
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8.2 Poréwnanie roli biatka Hfq w oddzialywaniach czasteczek

SRNA z czgsteczkami anty-sRNA oraz mRNA

8.2.1 Wprowadzenie

Aby wyjasni¢ role sekwencji mRNA oraz anty-sRNA dla oddzialywan z
czasteczkami sRNA postanowiono takze poréwnaé, w jaki sposéb biatko Hfq
uczestniczy w oddzialywaniu sRNA z mRNA, a w jaki z czasteczkami hamujacymi
regulacje, zwanymi anty-sRNA lub ceRNA. Anty-sRNA naleza do niedawno
zidentyfikowanych, niekodujacych czasteczek RNA, ktoérych rolg jest hamowanie
dziatania czasteczek sRNA przez wigzanie do komplementarnych sekwencji. W ten
sposob uniemozliwiaja one wigzanie sie SRNA do mRNA i blokujg regulacje.
Jednym z przyktadéw jest regulacja sSRNA ChiX u E. coli i S. enterica (Overgaard i
wsp., 2009) przez anty-sRNA chbBC-IGR powstate z regionu miedzygenowego
operonu chbBCARFG (Ryc. 23 A). Mechanizm ten odpowiada za kontrole poziomu
chitocukrow, ktéry zostat doktadnie opisany w rozdziale 4.1.5. Kolejnym
przyktadem takiego typu regulacji jest wychwytywanie sRNA RybB, gdy jego
poziom ekspresji jest niski, przez anty-sRNA 3'ETS!eVZ, co ma na celu catkowite
wytaczenie dziatania tego sRNA. 3'ETS!leUZ jest generowany w wyniku hydrolizy
RNazg E dtuzszego transkryptu powstajacego z operonu glyW-cysT-leuZ
kodujacego trzy geny tRNA (Lalaouna i wsp., 2015a) (Ryc. 23 B). Mechanizm ten
zostat opisany w rozdziale 4.1.5. Innym przyktadem wigzania SRNA przez anty-
sRNA jest wychwytywanie sRNA GcvB przez AgvB (Ryc. 23 C). Anty-sRNA AgvB
jest kodowane w genomie dwdch patogennych szczepéw E. coli (Chao i wsp., 2012)
i oddziatuje z regionem GcvB odpowiedzialnym za komplementarne parowanie
zasad z regulowanymi mRNA, co powoduje kompetycje pomiedzy AgvB i mRNA o
oddziatywanie z GcvB. Dzieki temu mechanizmowi nadekspresja AgvB wywotuje
derepresje regulowanego przez GevB u E. coli i S. enterica mRNA dppA kodujacego
element peryplazmatyczny dipeptydu transportera ABC, co opisano w

podrozdziale 4.1.5.
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Rycina 23 Struktury drugorzedowe badanych czasteczek sRNA i regulujacych je anty-sRNA.
(A) Struktura sRNA ChiX (Rasmussen i wsp. 2009) i anty-sRNA chbBC-IGR (wyznaczona
eksperymentalnie z uzyciem programu RNAstructure (Ryc. 24 A)), miejsca oddziatywania z ChiX
okreslono na podstawie (Overgaard i wsp., 2009). (B) Struktura sRNA RybB (Balbontin i wsp.,
2010) i anty-sRNA 3'ETS'®“Z (wyznaczona eksperymentalnie z uzyciem programu RNAstructure
(Ryc. 24 B)) sekwencje odpowiedzialne za oddziatywanie z RybB oznaczono na podstawie Lalaouna
i wsp. (2015a). (C) Struktura sRNA GcvB (wyznaczona eksperymentalnie z uzyciem programu
RNAstructure (Ryc. 25)) z anty-sRNA AgvB (wyznaczona eksperymentalnie z uzyciem programu
RNAstructure (Ryc. 24 C)), miejsca oddziatywania okre$lono na podstawie (Tree i wsp., 2014).
Sekwencje bogate w adenozyny zaznaczono zielong czcionkg, w urydyny czerwong, a w adenozyny
i urydyny niebieska. Anty-sRNA oznaczono niebieska czcionka, sSRNA czarng czcionka, a reszty
nukleotydowe odpowiedzialne za komplementarne oddzialywanie anty-sRNA z sRNA zaznaczono
pogrubiong czarng czcionka.
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Jak dotad nie poréwnywano mechanizmu tworzenia kompleksu sRNA z
anty-sRNA i biatkiem Hfq, do tego jak Hfq wigze sRNA i komplementarne mRNA.
Badania oddziatywan sRNA =z biatkiem Hfq wykazaly, ze sRNA moga
wykorzystywac specyficzne sekwencje do wigzania réznych stron Hfq, co opisano
w podrozdziale 4.2.1. Zaangazowanie poszczeg6lnych powierzchni Hfq w
powstawanie kompleksu tréjsktadnikowego z SRNA i mRNA jest zalezne nie tylko
od danego sRNA, ale takze od tego, do ktérych stron biatka wigze sie regulowane
przez nie mRNA. Jednak jak dotad nie okre$lono, ktére powierzchnie Hfq sa
zaangazowane w wigzanie anty-sRNA. Wiadomo, ze Hfq moze bezposrednio
wptywaé na oddzialywania anty-sRNA z sRNA (podrozdziat 4.1.5). Wykazano, Ze
anty-sRNA AgvB, ktére kontroluje poziom sRNA GcvB konkuruje o strone dystalng
biatka Hfq z komplementarnym do GcvB mRNA dppA (Tree i wsp., 2014). Z kolei
inne anty-sRNA zostaty zidentyfikowane technika gtebokiego sekwencjonowania
nowej generacji, w eksperymentach majgcych na celu wykrycie RNA wigzacych sie
do Hfq. Naleza do nich anty-sRNA chbBC-1GR (Sittka i wsp., 2008) oraz anty-sRNA
3'ETS!evZ (Lalaouna i wsp., 2015a).

Celem niniejszej czeSci bylo poréwnanie sposobu wigzania biatka Hfq w
oddziatywaniach sRNA z anty-sRNA oraz z mRNA. Aby to okresli¢, wybrano sRNA,
dla ktérych znany byt mechanizm dziatania w wigzaniu mRNA. Nalezg do nich
sRNA z klasy I: RybB i GevB, ktére oddziatujg z powierzchnig boczng i proksymalng
Hfq (Malecka i wsp. 2015, Matecka-Grajek, 2017) oraz sRNA z klasy II ChiX
wigzace sie do strony dystalnej i proksymalnej (Malecka i wsp., 2015). W ramach
projektu analizowano petnej dtugosci sSRNA RybB, ChiX i GevB z E. coli (Ryc. 23 A,
B, C), a takze petnej dtugosci anty-sRNA 3'ETS!evZ oraz 86-nukleotydowy fragment
miedzygenowy transkryptu powstatego z operonu chbBCARFG E. coli i peinej
dtugosci AgvB z patogennego szczepu E. coli. (Ryc. 23 A, B, C). Pierwszym celem
postawionym w tej czeSci byto poréwnanie oddziatywania sRNA z klasy I, na
przyktadzie sSRNA RybB z E. coli, w kompleksie z biatkiem Hfq i anty-sRNA 3'ETS!euz
oraz z regulowanym przez RybB mRNA tsx. Postanowiono takze sprawdzi¢, czy
mechanizm wigzania biatka Hfq przez sRNA klasy II - ChiX jest zblizony dla
oddziatywania z anty-sRNA chbBC-1GR i z mRNA chiP. Nastepnie okre$lono sposéb
interakcji biatka Hfq z anty-sRNA AgvB i sRNA z klasy I - GevB.
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8.2.2 Analiza struktury drugorzedowej czasteczek: sRNA GcvB oraz
anty-sRNA chbBC-IGR, 3'ETS!evZ j AgvB

W pierwszym etapie analizy oddzialywan anty-sRNA z sRNA przy udziale
biatka Hfq zdecydowano sie na wyznaczenie struktur drugorzedowych czasteczek
anty-sRNA chbBC-1GR, 3'ETS!levZ, AgvB, a takze sRNA GcvB, ktorego struktura dla
sRNA z E. coli nie byta do tej pory okre$lona eksperymentalnie. Celem tych badan
byto poréwnanie struktur anty-sRNA ze strukturami sRNA oraz ustalenie
kontekstu strukturalnego miejsc oddziatywania pomiedzy sRNA a anty-sRNA.

W celu wyznaczenia struktur drugorzedowych RNA zastosowano metode
hydrolizy nukleazami specyficznymi dla danej struktury. Aby okresli¢ regiony o
strukturze jednoniciowej poréwnano degradacje RNA przez RNaze T2 oraz
nukleaze S1, podczas gdy regiony dwuniciowe okreslono na podstawie réznic w
regionach trawionych RNazg T1 w warunkach natywnych i denaturujgcych.
Nastepnie aby wyznaczy¢ struktury drugorzedowe badanych RNA, wprowadzono
do programu RNAstructure wiezy strukturalne okres$lone przez wzoér trawien
(Reuter i Mathews, 2010).

Analiza struktury drugorzedowej anty-sRNA chbBC-IGR, ktore jest
regulatorem sRNA ChiX, wykazata, Ze RNA to jest w wiekszos$ci jednoniciowe oraz
posiada niewielka spinke od strony 3' (Fig. 25 A). Niski poziom parowania zasad w
obrebie sekwencji anty-sRNA wynika z niewielkiej ilosci reszt cytydyn i guanozyn,
ktore tworzg najbardziej stabilne wigzania z komplementarnymi resztami
nukleotydowymi. Anty-sRNA chbBC-IGR powstaje z regionu miedzygenowego
operonu chbBCARFG, ktory nie zawiera sekwencji kodujacej, dlatego jest mato
ustrukturyzowany, a w sekwencji dominujg reszty nukleotydowe adenozyn i
urydyn. Region zawierajacy reszty adenozyn i urydyn po stronie 5' czasteczki RNA
jest wiec dostepny dla potencjalnego oddziatywania z Hfq. Co wiecej, w mRNA
chiP, ktore ulega regulacji przy udziale sSRNA ChiX, rowniez znajduja sie sekwencje
reszt nukleotydowych adenozyn i urydyn (Ryc. 32 A), (Schu i wsp., 2015). Moze to
$Swiadczy¢ o podobnym mechanizmie oddziatywania w kompleksie z Hfq sRNA

ChiX z anty-sRNA oraz z mRNA.
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Rycina 24 Struktury drugorzedowe anty-sRNA. Hydroliza enzymatyczna (A) anty-sRNA 32P-
chbBC-1GR, (B) 32P-3'ETS!evZ, (C) 32P-AgvB. Numery po lewej odpowiadaja pozycjom guanozyn w
sekwencji RNA, C oznacza reakcje kontrolng, a OH- produkty degradacji pod wptywem formamidu.
Nad autoradiogramem znajduja sie oznaczenia nukleaz i ich stezen zastosowanych do hydrolizy. T1
D oznacza reakcje kontrolng trawienia w warunkach denaturujacych, a T1 N reakcje w warunkach
natywnych. Pozycje chronione przed trawieniem RNaza T1 w warunkach natywnych postuzyty jako
wiezy strukturalne do wyznaczenia reszt nukleotydowych znajdujacych sie w regionach
dwuniciowych (oznaczone zielonymi kétkami), podczas gdy regiony trawione zaréwno RNaza T2
jakinukleaza S1 stanowity wiezy strukturalne dla sekwencji jednoniciowych (czerwone kotka).
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Wyniki uzyskane przez hydrolize enzymatyczng anty-sRNA 3'ETS!euZ ktére
jest regulatorem RybB, wskazujg, Zze badane RNA tworzy dwie stabilne struktury
spinki na 5' koncu (Ryc. 24 B). Pierwsza spinka jest dtuga, obejmuje prawie 70
nukleotydéw, podczas gdy druga zawiera jedynie dwie pary zasad. Z kolei
srodkowy region 3'ETSeuZ jest mato ustrukturyzowany. Z powodu niskiej
rozdzielczo$ci najdtuzszych produktow degradacji, struktura dla ostatnich 35 reszt
nukleotydowych znajdujacych sie od strony 3' zostata okreSlona na podstawie
przewidywania przy uzyciu programu RNAstructure. Przewidywanie wskazuje na
powstawanie spinki na koncu 3' zakonczonej jednoniciowa sekwencja oligo(U), co
przypomina struktury wystepujace na koncu 3' sRNA, odpowiedzialne za wigzanie
strony proksymalnej biatka Hfq. Ponadto sekwencje zlokalizowane w obrebie
motywu (ARN)s (Ryc. 23 B) stanowigcego potencjalne miejsce oddzialywania ze
strong dystalng Hfq s3 jednoniciowe, co $wiadczy o dostepnosci tych regionéw dla
biatka. Co wiecej, sekwencja obejmujaca reszty nukleotydowe od 107 do 127, ktéra
jest komplementarna do sRNA RybB znajduje sie w obrebie mato stabilnej spinki,
zawierajacej jedynie dwie pary G-C, co sugeruje, ze region ten jest dostepny dla
oddziatywania z sRNA. Poréwnanie sekwencji anty-sRNA 3'ETS'®vZ do mRNA tsx
regulowanego przez sRNA RybB wykazato, ze tsx réwniez zawiera sekwencje
bogate w adenozyny znajdujace sie w obrebie struktur jednoniciowych (Ryc. 32 B,
Groszewska A, nieopublikowane dane). Moze to S$wiadczy¢ o podobnym
mechanizmie oddziatywania w kompleksie z Hfq SRNA RybB z anty-sRNA 3'ETSleuz
oraz Z mRNA tsx.

Analiza struktury anty-sRNA AgvB, ktére jest regulatorem sRNA GcvB,
wskazuje, ze zaréwno 5 Kkoniec czasteczki jak i jej region centralny sa
jednoniciowe (Ryc. 24 C). Sekwencja pomiedzy 6 a 23 resztg nukleotydowg jest
komplementarna do GevB. Ponadto na 3" konicu AgvB znajduje sie struktura spinki
terminatorowej z oligo(U) po 3’ stronie, ktéra moze by¢ miejscem rozpoznawania
Hfq (Sauer i Weichenrieder, 2011).

Hydroliza enzymatyczna sRNA GcvB pozwolita ustali¢, ze na koncu 5 tego
sRNA tworzy sie stabilna struktura spinki (Ryc. 25). Srodkowa cze$¢ czasteczki jest
réwniez mocno ustrukturyzowana i zawiera cztery spinki. Pierwsza z nich
charakteryzuje sie niska stabilno$cig, poniewaz posiada tylko jedna pare zasad G-C

w piecionukleotydowym regionie dwuniciowym. Spinka ta cze$Sciowo naktada sie
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na miejsce komplementarnego oddziatywania z anty-sRNA AgvB. Ponadto, w
centralnej czeSci GevB znajdujg sie liczne sekwencje zawierajgce reszty urydyn,
ktére mogtyby by¢ miejscami wigzania biatka Hfq, gdyz w wiekszos$ci ulokowane
sa w sekwencjach jednoniciowych. Z powodu niskiej rozdzielczoSci najkrotszych
produktéw degradacji, niemozliwa byta analiza uktadu trawien dla ostatnich 46
reszt nukleotydowych z 3" konca czasteczki GevB, jednak wedtug przewidywania z
zastosowaniem programu RNAstructure, tworzy sie tam spinka terminatorowa z
oligo(U) od strony 3’, ktora jest znanym miejscem wigzania biatka Hfq (Sauer i
Weichenrieder, 2011).

32P-GevB sRNA

I - - 1 el | G U
: i3 114/ UG40
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Rycina 25 Struktura drugorzedowa sRNA GcvB. Hydroliza enzymatyczna sRNA 32P-GcvB.
Numery po lewej odpowiadaja pozycjom guanozyn w sekwencji RNA, C oznacza reakcje kontrolna,
a OH- produkty degradacji pod wptywem formamidu. Nad autoradiogramem znajdujg sie
oznaczenia nukleaz i ich stezen zastosowanych do hydrolizy. T1 D oznacza reakcje kontrolng
trawienia w warunkach denaturujacych, a T1 N reakcje w warunkach natywnych. Pozycje
chronione przed trawieniem RNazg T1 w warunkach natywnych postuzyty jako wiezy strukturalne
do wyznaczenia reszt nukleotydowych znajdujacych sie w regionach dwuniciowych (oznaczone
zielonymi kétkami), podczas gdy regiony trawione zaréwno RNaza T2 jak i nukleazg S1 stanowity
wiezy strukturalne dla sekwencji jednoniciowych (czerwone kétka).

Podsumowujac, w czasteczkach anty-sRNA chbBC-IGR, 3'ETS'evZ i AgvB
sekwencje komplementarne do sRNA znajdujg sie w regionach o niestabilnej

strukturze, potencjalnie dostepnej do wigzania. Ponadto, chbBC-IGR podobnie jak
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chiP posiada region zawierajgcy adenozyny i urydyny, a 3'ETS!e'Z poréwnywalnie
do tsx region bogaty w adenozyny. Sugeruje to, Ze moga one oddziatywac¢ z Hfq w

sposéb typowy, odpowiedni dla klasy II'i I.

8.2.3 Czasteczki anty-sRNA inaczej oddzialuja z miejscami wigzania
RNA na powierzchni Hfq niz czasteczki sSRNA

Celem kolejnego etapu badan w projekcie byto okresSlenie sposobu
oddzialywania anty-sRNA z biatkiem Hfg, aby poréwnac¢ je z mechanizmem
wigzania Hfq do sRNA i mRNA. Analizowane czasteczki RNA posiadaja sekwencje
charakterystyczne dla miejsc wigzania Hfq (Ryc. 23 A-C), a eksperymentalnie
wyznaczone struktury drugorzedowe RNA wskazujg, Ze regiony te znajduja sie w
sekwencjach nietworzacych struktur drugorzedowych (Ryc. 24 A-C, Ryc. 25).

Aby okresli¢ udziat poszczegdlnych miejsc wigzania RNA na powierzchni
biatka Hfq w wigzaniu analizowanych anty-sRNA, wykonano reakcje kompetycji
wobec oligorybonukleotydéw wigzacych sie specyficznie do strony proksymalnej
(U1g) i dystalnej (Az7), co pozwolito na wyznaczenie wartosci ICsp. Warto$¢ ta
odpowiada stezeniu kompetytorowego RNA dla ktérego potowa RNA pozostaje
zwigzana z biatkiem. Reakcja kompetycji w rownowadze polegata na zwigzaniu do
Hfq znakowanego oligorybonukleotydu Az7 specyficznie oddziatujagcego ze strong
dystalng Hfq lub Uisg, ktory wigze sie do powierzchni proksymalnej Hfq. Nastepnie
do Hfq zwigzanego z danym oligorybonukleotydem dodawano badane sRNA lub
anty-sRNA w rosnacych stezeniach i obserwowano jego zdolno$¢ do wymuszania
dysocjacji znakowanego RNA od biatka Hfq.

Analiza zdolno$ci kompetycji anty-sRNA chbBC-IGR o wigzanie do biatka
Hfq ze znakowanymi radioaktywnie oligorybonukleotydami Az7 i U1s wykazata, ze
chbBC-IGR nie konkuruje z oligorybonukleotydem U1g o strone proksymalng biatka
Hfq (Tab. 3). Anty-sRNA posiada jedynie niewielka zdolno$¢ konkurencji z Az7 o
wigzanie do strony dystalnej Hfq, jednak warto$¢ ICso jest duzo wyzsza, niz dla
sRNA ChiX zaleznego od strony dystalnej (Malecka i wsp., 2015), (Tab. 3). Jest to
spojne ze znajdujaca sie w chbBC-IGR sekwencja zawierajaca reszty adenozyn
(Ryc. 23 A), ktéra jest znanym miejscem rozpoznawania biatka Hfq (Updegrove i
wsp., 2008, Zhang i wsp., 2013, Ellis i wsp., 2015, Malecka i wsp., 2015, Schu i wsp.,
2015, Wang i wsp., 2015). Dane sugerujg, ze chbBC-IGR oddziatuje z trzecia, boczna
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strong Hfq, gdyz posiada sekwencje zawierajacy reszty adenozyn i urydyn, ktére
stuza do rozpoznawania tej powierzchni biatka (Ishikawa i wsp., 2012, Murina i
wsp., 2013, Panja i wsp., 2013, Dimastrogiovanni i wsp., 2014, Malecka i wsp.,
2015, Schu i wsp., 2015). mRNA chiP, ktore ulega regulacji przy udziale sSRNA ChiX,
réwniez zawiera sekwencje bogate w reszty nukleotydowe adenozyn i urydyn
(Schu i wsp., 2015). Moze to Swiadczy¢ o podobnym mechanizmie oddziatywania
w kompleksie z Hfq SRNA ChiX z anty-sRNA oraz z mRNA.

Z kolei eksperyment ICs5p wykonany dla 3'ETS!evZ wykazatl, ze anty-sRNA
efektywnie konkuruje ze znakowanym radioaktywnie oligorybonukleotydem Az7 o
wigzanie do strony dystalnej biatka Hfq z wartos$cig ICso 2,7 nM (Tab. 3). Jest to
spojne z posiadang przez 3'ETS!euZ sekwencjg zawierajaca motywy ARN (Ryc. 23
B), ktéra jest znanym miejscem wigzania strony dystalnej Hfq (Robinson i wsp.,
2014). 3'ETS!*Z w mniejszym stopniu wypierato takze znakowany radioaktywnie
oligorybonukleotyd Uig ze strony proksymalnej Hfq z ICso 40 nM (Tab. 3), co
sugeruje niewielkie powinowactwo do tej powierzchni Hfq. Wyniki wskazujg, ze
glébwnym miejscem wigzania 3'ETS!evZ jest strona dystalna, co przypomina
wigzanie mRNA regulowanych przez sRNA z klasy .

Tabela 3 Srednie wartosci ICs dla kompetycji analizowanych RNA o dostep do bialka Hfq z
32P-A37 i 32P-Uys.

IC50 (nM)
32P-A27 32P'U18
chbBC-1GR 44 +7,2 >3000
ChiX 1,840,222 3,2+1,22
3'ETSleuz 2,7+0,48 40+9
RybB >10002 1,6 £ 0,292
AgvB 3,2+1,5b 9,9 +2,8b
GevB >100p 26 = 3,5p

awyniki z (Malecka i wsp., 2015), ® wyniki z (Matecka-Grajek, 2017)

Analiza zdolnosci kompetycji anty-sRNA AgvB o wigzanie do biatka Hfq ze
znakowanymi radioaktywnie oligorybonukleotydami Az7 i U1s wykazata, ze AgvB
wydajnie konkuruje ze znakowanym oligorybonukleotydem A;7; o wigzanie do
powierzchni dystalnej z ICso 3,2 nM. Jest to spdjne z faktem, ze w obrebie AgvB

znajduje sie sekwencja bogata w reszty adenozyn, ktora jest dobrze
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scharakteryzowanym miejscem rozpoznawania strony dystalnej Hfq (Updegrove i
wsp., 2008, Zhang i wsp., 2013, Ellis i wsp., 2015, Malecka i wsp., 2015, Schu i wsp.,
2015, Wang i wsp., 2015). Co wiecej, AgvB réwniez wydajnie wypierato
znakowany radioaktywnie oligorybonukleotyd Uis ze strony proksymalnej Hfq z
IC50 9,9 nM (Tab. 3). Moze to by¢ zwigzane z wystepowaniem na 3' konicu AgvB
sekwencji oligo(U) (Ryc. 23 C), ktéra jest rozpoznawana przez strone proksymalng
biatka Hfq (Sauer i Weichenrieder, 2011). Oddziatywanie AgvB ze stronami
dystalng i proksymalng biatka Hfq jest podobne do wigzania sRNA z klasy II przez
Hfq (Schu i wsp., 2015).

Eksperyment ICsp wykonany dla SRNA GcvB wykazat, ze GevB nie konkuruje
z A27 o strone dystalng Hfq oraz wykazuje niewielkg zdolno$¢ wypierania Uig ze
strony proksymalnej z ICso 26 nM (Tab. 3). Wigzanie strony proksymalnej jest
mozliwe, przez sekwencje oligo(U) znajdujaca sie na koncu 3' GcvB. Uzyskane
wyniki sugerujg udziat trzeciej, bocznej powierzchni Hfq w oddziatywaniu z GcvB.
Jest to spdjne z faktem wystepowania licznych reszt urydyn w obrebie sekwencji
tego sRNA, ktére sg znanym miejscem oddziatywania ze strong bocznag Hfq
(Ishikawa i wsp., 2012, Murina i wsp., 2013, Panja i wsp., 2013, Dimastrogiovanni i
wsp., 2014, Malecka i wsp.,, 2015, Schu i wsp., 2015). Podsumowujac,
oddziatywanie GcvB z Hfq jest podobne do wigzania Hfq przez sRNA z Kklasy I,
jednak powinowactwo do strony proksymalnej jest nizsze, niz dla typowych sRNA
z tej klasy. Sugeruje to, Ze GcvB moze tez zachowywac sie jak mRNA oddziatujace z
sRNA z klasy I, wigzac powierzchnie boczng Hfq (Schu i wsp., 2015).

Podsumowujac, uzyskane wyniki sugeruja, Ze sposoéb wigzania anty-sRNA
przez Hfq przypomina oddzialywanie Hfq z mRNA i sRNA. Wigzanie chbBC-1GR do
strony bocznej Hfq jest podobne do oddziatywania z czasteczkami mRNA
regulowanymi przez sRNA z klasy II. Z kolei wigzanie 3'ETS'®Z do strony dystalnej
biatka Hfq, przypomina mechanizm oddzialywania z Hfqg mRNA regulowanych
przez sRNA z klasy 1. 3'ETS!evZ wigze sie takze ze strong proksymalng Hfq, jednak z
mniejszym powinowactwem niz ze strong dystalng. Analiza oddzialywania AgvB i
GevB z Dbiatkiem Hfq wskazuje, Ze anty-sRNA AgvB wykazuje wysokie
powinowactwo do powierzchni dystalnej i proksymalnej, podobnie jak sRNA z
klasy II. Z kolei sSRNA GcvB zachowuje sie w sposdb zblizony do sRNA z klasy |

oddziatujac ze strong boczng oraz proksymalng biatka Hfq. Jednak wigzanie strony



Strona 105 | WYNIKI

proksymalnej jest mniej wydajne niz dla typowych sRNA z klasy I, przez co
oddziatywanie GcvB z Hfq moze by¢ podobne do wigzania przez Hfg mRNA
regulowanych przez sRNA z klasy II.

8.2.4 Bialko opiekuncze Hfq uczestniczy w oddzialywaniach sRNA
z czasteczkami anty-sRNA w sposob podobny jak w oddzialywaniach
sRNA Klasy I i Klasy Il z regulowanymi przez nie czasteczkami mRNA

Kolejny etap badan wykonanych na potrzeby niniejszej pracy miat na celu
okreslenie w jaki sposéb biatko Hfq uczestniczy w oddziatywaniu anty-sRNA z
SRNA oraz poréwnanie go do mechanizmu dziatania Hfq w asocjacji sRNA do
regulowanych mRNA. W poprzedniej czesci projektu okre$lono zaangazZowanie
poszczegblnych stron biatka Hfq w oddziatywania z badanymi RNA, jednak nie jest
jasne, ktora z powierzchni Hfq jest niezbedna dla asocjacji anty-sRNA z sRNA oraz
czy mechanizm ten jest zblizony do tworzenia kompleksu sRNA-mRNA w
obecnosci Hfq.

Poczatkowo zdecydowano sie sprawdzi¢ znaczenie sekwencji
komplementarnej pomiedzy anty-sRNA a sRNA w powstawaniu kompleksu
trojsktadnikowego z biatkiem Hfq. Aby potwierdzi¢, czy w kompleksie
tréjsktadnikowym anty-sRNA jest bezposrednio zwigzane z sRNA, a nie tylko za
posrednictwem biatka Hfg, wykonano wigzanie 1 nM znakowanych radioaktywnie
czasteczek sRNA z 10 nM anty-sRNA w obecnosci 3 nM biatka Hfq. Ponadto
przeprowadzono reakcje kontrolne pozwalajace na okreSlenie wzoru migracji
poszczegb6lnych komplekséw na Zelu poliakrylamidowym. Uzyto RNA o naturalnej
sekwencji, ktorych wigzanie do Hfq oraz strukture analizowano w poprzednich
podrozdziatach (Tab. 3, Ryc. 24 A, B, C, Ryc. 25) oraz ich wersje zmutowane,
ktorych efekt na regulacje in vivo byt badany we wcze$niejszych pracach
(Overgaard i wsp., 2009, Tree i wsp., 2014, Lalaouna i wsp., 2015a). Nastepnie
kompleksy analizowano z uzyciem techniki analizy réznicowej migracji w Zelu

poliakrylamidowym (Ryc. 26).
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Rycina 26 Powstawanie kompleksu tréjskladnikowego anty-sRNA z sRNA i Hfq zalezy od
komplementarnosci pomiedzy sRNA a anty-sRNA. Mutacje punktowe wprowadzone w miejscu
oddziatywania anty-sRNA z sRNA zostaly wybrane na podstawie wczesniejszych badan in vivo dla
(A) chbBC-1GR-ChiX (Overgaard i wsp., 2009), (B) 3'ETS!euz-RybB (Lalaouna i wsp., 2015a) oraz (C)
AgvB-GcvB (Tree i wsp., 2014) Wolne 32P-ChiX oznaczono jako *C, chbBC-IGR jako c, 2P -RybB jako
*R, 3'ETS!evZ jako L, 32P-GcvB jako *G, AgvB jako A oraz Hfq jako H. Kombinacje tych liter odnosza sie
do komplekséw tworzonych przez RNA oraz Hfq.

Wyniki eksperymentu wskazuja, ze w przypadku oddziatywania chbBC-IGR
z ChiX i Hfq wprowadzenie mutacji do jednej z czasteczek skutkowato
zmniejszeniem wydajnos$ci tworzenia kompleksu anty-sRNA z sRNA w
nieobecnos$ci biatka Hfq. Natomiast kompleks tréjsktadnikowy zawierajacy oba

RNA i Hfq powstawat jedynie wtedy, gdy oddziatujace czasteczki byty
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komplementarne (Ryc. 26 A). Z kolei kompleks 3'ETS!euZz RybB, powstaje tylko gdy
zachowana jest komplementarno$¢ w miejscu oddziatywania. Jednakze kompleks
tréjsktadnikowy zawierajgcy oba RNA i Hfq tworzyt sie takze w sytuacji, kiedy
jedno z RNA posiadato mutacje zaburzajace komplementarnos$¢, ale frakcja
zwigzana byta nizsza, niz w przypadku komplementarnej sekwencji (Ryc. 26 B).
Analiza oddziatywania dla pary anty-sRNA AgvB z sRNA GcvB wykazata, ze w
nieobecnosci Hfq kompleks AgvB z GcvB powstawat jedynie w przypadku
zachowania naturalnych sekwencji obu RNA. Z kolei kompleks trojsktadnikowy
AgvB-GcvB-Hfq tworzyt sie, gdy komplementarno$¢ obu RNA byta zachowana,
przy czym proces ten byt wydajniejszy (wyzsza frakcja zwigzana) dla naturalnych
RNA niz dla ich zmutowanych wersji (Ryc. 26 C).

Tabela 4 Poréwnanie obserwowanej szybkosci asocjacji dla tworzenia kompleks6w sRNA z

mRNA lub anty-sRNA w obecno$ci 3 nM Hfq oraz jego mutantéw.
kobs (min_l)

Brak Hfg Hfq WT Hfq K56A Hfq Y25D Hfq R16A
32p-ChiX/ -
hBECIGR 00004200003 272062 025:0026 0050012 0,010,001

32p-chbBC-IGR
¢ - Nl 0025+00084 1,8+0062 . m. n. m. n.m.

32p-ChiX/chiP | 0,089 + 0,0016* 0,57 +0,059 0,430,091 0,043 +0,0085 0,022 = 0,0066

32P-chiP/ChiX (0,011 + 0,00079* 49+1,2 n. m. n. m. n. m.
32P-RybB
ybB/ 0,028 £ 0,01 2,7+0,73 0,25+ 0,05 0,095+0,033 0,17 +0,0047
3'ETSleuZ
32P_3'ETSleuZ
/ 0,0019 +0,00067 48+1,6 n. m. n. m. n. m.
RybB
0,00099 +
32p-RybB/tsx ~0 0,25+ 0,081 0.00049 0,0025+0,001 0,120,014
32P-tsx/RybB | ~0 1,1+0,11 n. m. n. m. n. m.

32P-chB/Ang| 0,01 +0,0031* 2,2%0,24 0,16 = 0,044 0,39+0,064 0,028+ 0,0055

32P-Ang/chB| 0,02 +0,0027* 0,95 * 0,35 n. m. n. m. n.m.

* dane byly dopasowywane do réwnania wyktadniczego jednofazowego zakltadajac wartosé
koncowa frakcji zwigzanej réwna 0,7
n. m. — nie mierzono
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Rycina 27 Miejsca wigzania RNA na stronach bocznej i dystalnej biatka Hfq uczestnicza w
oddziatlywaniu ChiX z chbBC-IGR. (A) Autoradiogramy przedstawiajgce Zele natywne uzyte do
monitorowania asocjacji 1 nM 32P- ChiX z 10 nM chbBC-IGR w nieobecnos$ci Hfq lub w obecnosci
naturalnego Hfq oraz jego mutantéw. Wolne 32P-ChiX oznaczono jako *C, chbBC-IGR jako c oraz Hfq
jako H. Kombinacje tych liter odnosza sie do kompleksé6w tworzonych przez RNA oraz Hfq.
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(B) Oddziatywanie 32P- ChiX z chbBC-IGR byto najbardziej ostabione dla wariantéw biatka Hfq z
mutacjami R16A i Y25D znajdujacymi sie odpowiednio na powierzchni bocznej oraz dystalne;j. (C)
Autoradiogramy przedstawiajgce Zele natywne zastosowane do monitorowania asocjacji 1 nM 32P-
chbBC-1GR z 10 nM ChiX przy nieobecnosci Hfq lub w obecno$ci naturalnego Hfq. 32P- chbBC-IGR
oznaczono jako *c, ChiX jako C oraz Hfq jako H. Kombinacje tych liter odnosza sie do kompleksow
tworzonych przez RNA oraz Hfq. (D) Hfq przyspiesza asocjacje 32P- chbBC-1GR z ChiX.

Kolejnym celem projektu byto poréwnanie mechanizmu oddziatywania z
RNA biatka Hfq podczas asocjacji SRNA z anty-sRNA oraz z mRNA. Aby okresli¢
role poszczegdlnych powierzchni biatka Hfq w wigzaniu sRNA z anty-sRNA oraz z
mRNA wykonano pomiar kinetyki asocjacji bez Hfq, w obecnosci naturalnego Hfq
oraz jego wariantow z mutacjami w miejscach wigzania RNA technika réznicowej
migracji w zelu poliakrylamidowym. Mutacje aminokwasow biatka Hfq zostaly
wybrane na podstawie pracy, w ktérej analizowano ich wplyw na stabilno$¢ i
regulacje translacji przez sRNA (Zhang i wsp., 2013). Wariant Hfq
uniemozliwiajacy oddziatywanie ze strong proksymalng posiadat mutacje K564, ze
strong boczng R16A, a z powierzchnig dystalng Y25D. Do pomiaru kinetyki
asocjacji wykorzystano 1 nM znakowane sRNA, 10 nM anty-sRNA lub mRNA oraz 3
nM Hfq. Dodatkowo wykonano eksperymenty kontrolne, aby sprawdzi¢, czy
proces zachodzi tak samo, gdy druga z czasteczek RNA (anty-sRNA lub mRNA) jest
wyznakowana. W tym celu zmierzono obserwowang szybkos$¢ asocjacji dwoch
RNA bez Hfq oraz w obecnosci 3 nM Hfq.

Najpierw analizowano oddziatywania sRNA ChiX z anty-sRNA chbBC-IGR
oraz z mRNA chiP. mRNA chiP posiada sekwencje zawierajgce reszty adenozyn i
urydyn, ktére potencjalnie moga by¢ wigzane przez strone boczng biatka Hfq.
Znajduja sie one w regionach jednoniciowych badanego fragmentu mRNA
(Groszewska A, nieopublikowane dane). W obecnosci 3 nM naturalnego Hfq
szybkos$¢ asocjacji znakowanego sRNA ChiX z anty-sRNA chbBC-IGR wykazywata
ponad 6000-krotne przyspieszenie, z kolei dla eksperymentu ze znakowanym
chbBC-IGR byta zwiekszona 72-razy (Tab. 4, Ryc. 27 A, B). W przypadku
oddziatywania sRNA ChiX z regulowanym przez niego mRNA chiP, szybko$¢
asocjacji dla znakowanego ChiX ulegta 6-krotnemu przyspieszeniu z udziatem
biatka Hfq oraz ponad 400-krotnemu przyspieszeniu, gdy znakowane byto mRNA
chiP (Tab. 4, Ryc. 28 A, B). Réznice w efekcie biatka Hfq na asocjacje badanych RNA
w zaleznoSci od znakowanego RNA moga wynika¢ z powinowactwa

poszczegblnych znakowanych czasteczek RNA do Hfq. ChiX wigze sie do Hfq z
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warto$cia Kqs 0,2 nM (Malecka i wsp. 2015), podczas gdy chbBC-IGR stabiej
oddziatuje z Hfq z K4 0,92 nM (Matecka-Grajek, 2017). Sugeruje to, Ze w obecnosci
3 nM naturalnego Hfq szybko$¢ asocjacji znakowanego sRNA ChiX z anty-sRNA
chbBC-IGR wykazywata wieksze przyspieszenie niz dla znakowanego chbBC-IGR,
gdyz ChiX wydajniej oddziatuje z biatkiem Hfq niZz chbBC-IGR. Prawdopodobnie
analogiczna sytuacja dotyczy asocjacji ChiX do mRNA chiP, jednak aby to
potwierdzi¢ nalezatoby dokona¢ pomiaru wartos$ci Kq dla wigzania chiP przez Hfq.
Kolejno poréwnywano udzial miejsc wigzania RNA na powierzchni biatka
Hfq w asocjacji znakowanego sRNA ChiX z anty-sRNA chbBC-IGR oraz mRNA chiP.
Wykazano, Ze dla oddzialywania ChiX z anty-sRNA najwiekszy wptyw na zdolno$¢
asocjacji miaty mutacje dwoéch stron: bocznej oraz dystalnej. Wartos¢
obserwowanej szybkos$ci asocjacji z wariantem Hfq R16A byta ponad 250-krotnie
nizsza wobec ko»s W obecnosci naturalnego Hfq, a dla Hfq Y25D ponad 50-krotnie
nizsza (Tab. 4, Ryc. 27 A). Najmniejszy efekt na asocjacje ChiX z chbBC-IGR
wykazywata mutacja strony proksymalnej Hfq z 10-krotnie nizszg wartoscig kops W
poréwnaniu do reakcji w obecnosci naturalnego Hfq. Analiza szybkos$ci asocjacji
sRNA ChiX z mRNA chiP wykazata podobny mechanizm oddzialywania z biatkiem
Hfq, co w przypadku wigzania anty-sRNA przez ChiX. Réwniez mutacje stron
bocznej i dystalnej powodowaty najwiekszy efekt na spowolnienie asocjacji SRNA z
mRNA. Warto$¢ obserwowanej szybkoSci asocjacji z wariantem Hfq R16A byta
ponad 25-krotnie nizsza od kops w obecno$ci naturalnego Hfq, a dla Hfq Y25D
ponad 13-krotnie nizsza (Tab. 4, Ryc. 28 A). Najmniejszy wptyw na szybkos$¢
asocjacji ChiX z chiP wykazywata mutacja strony proksymalnej Hfq z 1,3-krotnie
nizszg wartoscig kops w porownaniu do kos W obecnosci naturalnego Hfq.
Podsumowujac, mechanizm oddziatywania SRNA ChiX z anty-sRNA chbBC-IGR jest

podobny do uzywanego podczas asocjacji z mRNA chiP.
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Rycina 28 Miejsca wigzania RNA na stronach bocznej i dystalnej biatka Hfq uczestnicza w
oddzialywaniu ChiX z mRNA chiP. (A) Autoradiogramy przedstawiajace Zele natywne uzyte do
monitorowania asocjacji 1 nM 32P- ChiX z 10 nM chiP przy nieobecno$ci Hfq lub w obecnosci
naturalnego Hfq oraz jego mutantéw. Wolne 32P-ChiX oznaczono jako *C, chiP jako c oraz Hfq jako
H. Kombinacje tych liter odnosza sie do komplekséw tworzonych przez RNA oraz Hfq.
(B) Oddziatywanie 32P- ChiX z chiP bylo najbardziej ostabione dla wariantéw biatka Hfq z
mutacjami R16A i Y25D znajdujacymi sie odpowiednio na powierzchni bocznej oraz dystalnej.
(C) Autoradiogramy przedstawiajace zele natywne zastosowane do monitorowania asocjacji 1 nM
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32P- chiP z 10 nM ChiX przy nieobecnos$ci Hfq lub w obecnoSci naturalnego Hfq. 32P- chiP oznaczono
jako *c, ChiX jako C oraz Hfq jako H. Kombinacje tych liter odnosza sie do komplekséw tworzonych
przez RNA oraz Hfq. (D) Hfq przyspiesza asocjacje 32P- chiP z ChiX.

Nastepnie poréwnano sposob wigzania RNA przez biatko Hfgq w
oddzialywaniach sRNA RybB z anty-sRNA 3'ETS!eZ oraz z mRNA tsx. mRNA tsx
posiada sekwencje zawierajgce liczne reszty adenozyn, ktére potencjalnie moga
oddziatywa¢ ze strong dystalng biatka Hfq. Znajdujg sie one w regionach
jednoniciowych badanego fragmentu mRNA (Groszewska A, nieopublikowane
dane). Poczatkowo sprawdzono udziat biatka Hfq w asocjacji RybB zaréwno z
anty-sRNA jak i z mRNA, w sytuacji, gdy jedno lub drugie RNA byto znakowane
radioaktywnie. Pomiar obserwowanej szybkos$ci asocjacji znakowanego RybB z
3'ETS!evZ wykazat, ze 3 nM Hfq zwieksza wartos¢ ko»s prawie 100-krotnie, podczas
gdy asocjacja dla znakowanego 3'ETS!eUZ jest przyspieszona ponad 2500-krotnie
(Tab. 4, Ryc. 29 A, B). Réznice w efekcie wptywu biatka Hfg na asocjacje badanych
RNA w zaleznosci od znakowanego RNA moga wynika¢ z odmiennej zdolnoS$ci
wigzania Hfq przez badane czasteczki RNA. RybB oddziatuje z Hfq z wartoscia K4
0,34 nM (Malecka i wsp., 2015), podczas gdy Kq dla 3'ETS'®vZ wynosi 0,24 nM
(Matecka-Grajek, 2017). Sugeruje to, Ze w obecnosci 3 nM naturalnego Hfq
szybko$¢ asocjacji znakowanego anty-sRNA 3'ETSlevZ z sSRNA RybB wykazywata
wieksze przyspieszenie niz dla znakowanego RybB, gdyz 3'ETS!evZ silniej
oddziatuje z biatkiem Hfq niz RybB. Z kolei w przypadku oddziatywania RybB z tsx
nieobecno$¢ Hfq uniemozliwia asocjacje obu RNA. Natomiast warto$¢ kops W
obecnosci 3 nM Hfq wynosita 0,25 min-! dla znakowanego RybB i 1,1 min-! dla
znakowanego tsx (Tab. 4, Ryc. 30 A, B). R6znice w szybkos$ci asocjacji w zaleznosci
od znakowanego RNA moga réwniez wynikac¢ z r6znic w wigzaniu badanych RNA
przez Hfq, jednak aby to potwierdzi¢ nalezatoby sprawdzi¢ powinowactwo mRNA

tsx do Hfq.
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Rycina 29 Miejsce wigzania RNA na stronie dystalnej biatka Hfq wuczestniczy w
oddzialywaniu sRNA RybB z anty-sRNA 3'ETS'evZ, (A) Autoradiogramy przedstawiajace zele
natywne uzyte do monitorowania asocjacji 1 nM 32P-RybB z 10 nM 3'ETS!®'Z przy nieobecnosci Hfq
lub w obecnosci naturalnego Hfq oraz jego mutantéw. Wolne 32P- RybB oznaczono jako *R, 3'ETS!euZ
jako L oraz Hfq jako H. Kombinacje tych liter odnosza sie do komplekséw tworzonych przez RNA
oraz Hfq. (B) Oddziatywanie 32P-RybB z 3'ETS'*"Z byto najbardziej ostabione dla Hfq z mutacjg Y25D
znajdujaca sie na powierzchni dystalnej. (C) Autoradiogramy przedstawiajace zele natywne
zastosowane do monitorowania asocjacji 1 nM 32P-3'ETS!evZ z 10 nM RybB przy nieobecnosci Hfq
lub w obecnosci naturalnego Hfq. 32P-3'ETS!evZ oznaczono jako *L, RybB jako R oraz Hfq jako H.
Kombinacje tych liter odnosza sie do komplekséw tworzonych przez RNA oraz Hfgq. (D) Hfq
przyspiesza asocjacje 32P-3'ETS!evZ z RybB.

W kolejnym etapie badano udzial poszczegdlnych stron biatka Hfq w
asocjacji znakowanego sRNA RybB z anty-sRNA 3'ETSleZ oraz z mRNA tsx.
Wykazano, ze dla powstawania kompleksu RybB z anty-sRNA najwiekszy wptyw
miata mutacja powierzchni dystalnej. Wartos¢ obserwowanej szybkosci asocjacji z
wariantem biatka Hfgq z mutacjg strony dystalnej byta prawie 30-krotnie nizsza od
kobs w obecno$ci naturalnego Hfq. Mniejszy efekt na oddziatywanie RybB z anty-
sRNA wykazywaty mutacje stron: bocznej i proksymalnej z odpowiednio 16-1i 11-
krotnie nizsza wartoscia kops W poréwnaniu do asocjacji w obecnos$ci naturalnego
biatka Hfq (Tab. 4, Ryc. 29 A). Analiza szybkosci asocjacji SRNA RybB z mRNA tsx
wskazuje na zbliZzony mechanizm oddziatywania z biatkiem Hfg, do
obserwowanego w przypadku powstawania kompleksu z anty-sRNA. Oproécz
strony dystalnej, ktéra byta niezbedna dla wydajnego oddziatywania RybB z anty-
sRNA, takze strona proksymalna miata znaczenie dla wigzania z mRNA tsx.
WartoSci kops dla asocjacji w obecnos$ci wariantéw biatka z mutacjg powierzchni
dystalnej i proksymalnej byty odpowiednio 100- i 250-krotnie nizsze w
poroéwnaniu z kops zmierzong dla oddzialywania z naturalnym Hfq. Z kolei mutacja
strony bocznej Hfq obnizyta warto$¢ kops 2-krotnie w poréwnaniu do naturalnego
Hfq (Tab. 4, Ryc. 29 A). Reasumujac, mechanizm dziatania biatka Hfq w tworzeniu
kompleksu z sSRNA RybB i anty-sRNA 3'ETS!eZjest zblizony do uzywanego podczas

asocjacji z mRNA tsx.
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Rycina 30 Miejsce wigzania RNA na stronach dystalnej i proksymalnej biatka Hfq uczestnicza
w oddzialywaniu sRNA RybB z mRNA tsx. (A) Autoradiogramy przedstawiajace Zele natywne
uzyte do monitorowania asocjacji 1 nM 32P-RybB z 10 nM tsx przy nieobecnosci Hfq lub w
obecnos$ci naturalnego Hfq oraz jego mutantéw. Wolne 32P- RybB oznaczono jako *R, tsx jako t oraz
Hfq jako H. Kombinacje tych liter odnosza sie do komplekséw tworzonych przez RNA oraz Hfq.
(B) Oddziatywanie 32P-RybB z tsx byto najbardziej ostabione dla wariantéw biatka Hfq z mutacjami
powierzchni dystalnej (Y25D) i proksymalnej (K56A). (C) Autoradiogramy przedstawiajace zZele
natywne zastosowane do monitorowania asocjacji 1 nM 32P-tsx z 10 nM RybB przy nieobecnosci
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Hfq lub w obecnos$ci naturalnego Hfq. 32P-tsx oznaczono jako *t, RybB jako R oraz Hfq jako H.
Kombinacje tych liter odnosza sie do kompleksow tworzonych przez RNA oraz Hfq. (D) Hfq
przyspiesza asocjacje 32P-tsx z RybB.

Nastepnym celem w projekcie byto okreslenie roli biatka Hfq w
oddziatywaniu anty-sRNA AgvB z sRNA GcvB. Najpierw sprawdzono jak obecnos$¢
Hfq wptywa na szybkos$¢ asocjacji AgvB z GevB. Wykazano, ze 3 nM Hfq zwieksza
warto$¢ kops dla asocjacji znakowanego radioaktywnie GcvB z AgvB ponad 200-
krotnie, podczas gdy warto$¢ kops dla wigzania znakowanego AgvB z GcvB wzrosta
prawie 50-krotnie w obecnosci Hfq (Tab. 4, Ryc. 31 A, B). Réznice w efekcie
wptywu biatka Hfq na asocjacje badanych RNA w zalezno$ci od znakowanego RNA
moga wynika¢ z odmiennej zdolno$ci wigzania Hfq przez badane czasteczki RNA.
GcevB oddziatuje z Hfq z wartos$cia Kq 0,31 nM, podczas gdy Kqsdla AgvB wynosi 0,44
nM (Matecka-Grajek, 2017). Sugeruje to, ze w obecnosci 3 nM naturalnego Hfq
szybko$¢ asocjacji znakowanego sRNA GcvB z anty-sRNA AgvB wykazywata
wieksze przyspieszenie niz dla znakowanego AgvB, gdyz GcvB silniej oddziatuje z
biatkiem Hfq niz AgvB.

Zmiany szybko$ci asocjacji znakowanego GcvB z AgvB w obecno$ci
zmutowanych wariantow biatka Hfq sugeruja, Zze mutacja strony bocznej ma
najwiekszy wptyw na spowolnienie oddziatywania sRNA z anty-sRNA, z wartos$cia
kobs prawie 80-krotnie niZszg niZ w obecno$ci naturalnego Hfgq. Mniejszy efekt
obserwowano dla stron proksymalnej i dystalnej z odpowiednio 14- i 6-krotnie
nizsza wartosciag koss (Tab. 4, Ryc. 31 B). Podsumowujac, dla oddziatywania AgvB z
GcevB najwieksze znaczenie dla wydajnej asocjacji wykazata powierzchnia boczna
biatka Hfq, ktora posiada powinowactwo zaréwno do anty-sRNA AgvB jak i SRNA
GevB. Jak wykazaly eksperymenty z udziatem sRNA ChiX, strona boczna Hfq jest
niezbedna dla oddzialywania tego sRNA z klasy Il zaro6wno z mRNA, jak i z anty-
sRNA. Sugeruje to, ze oddziatywanie AgvB z GcvB jest bardziej zblizone do
wigzania sRNA z klasy II (AgvB) z regulowanym mRNA, ktérego role odgrywa w
tym przypadku sRNA GcvB.
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Rycina 31 Miejsce wigzania RNA na stronie bocznej biatka Hfq uczestniczy w oddzialywaniu
SRNA GcvB z anty-sRNA AgvB. (A) Autoradiogramy przedstawiajace Zzele natywne uzyte do
monitorowania asocjacji 1 nM 32P-GevB z 10 nM AgvB przy nieobecnosci Hfg lub w obecnosci
naturalnego Hfq oraz jego mutantéw. Wolne 32P-GcvB oznaczono jako *G, AgvB jako A oraz Hfq jako
H. Kombinacje tych liter odnosza sie do komplekséw tworzonych przez RNA oraz Hfq.
(B) Oddziatywanie 32P-GcvB z AgvB byto najbardziej ostabione dla wariantu biatka Hfq z mutacja
R16A znajdujaca sie na powierzchni bocznej. (C) Autoradiogramy przedstawiajace Zele natywne
zastosowane do monitorowania asocjacji 1 nM 32P-AgvB z 10 nM GcvB przy nieobecnos$ci Hfq lub w
obecnosci naturalnego Hfq. Wolne 32P-AgvB oznaczono jako *A, GevB jako G oraz Hfq jako H.
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Kombinacje tych liter odnosza sie do komplekséw tworzonych przez RNA oraz Hfq. (D) Hfq
przyspiesza asocjacje 32P-AgvB z GcvB.

Podsumowujac, w oddziatywaniu sRNA ChiX z anty-sRNA chbBC-1GR biatko
Hfq wigze oba RNA w podobny sposéb, jak podczas asocjacji ChiX z mRNA chiP,
gdyz w obu przypadkach strony boczna i proksymalna wykazywaty najwiekszy
wptyw na oddzialywania. Podobienstwo chbBC-IGR do mRNA chiP w sposobie
wigzania z Hfq i ChiX moze wynika¢ z tego, Ze oba RNA posiadajg sekwencje bogate
w reszty adenozyn i urydyn (Ryc. 32 A), ktére stuzg do rozpoznawania bocznej
powierzchni biatka Hfq. Z kolei mechanizm oddziatywania Hfq z sSRNA RybB i anty-
sRNA 3'ETS!evZ jest zblizony do stosowanego podczas asocjacji RybB z mRNA tsx.
Moze to wynika¢ z podobienstwa sekwencji 3'ETSevZ i tsx, gdyz posiadajg one
regiony bogate w reszty adenozyn, zgodne z sekwencja motywu ARN, ktére stuza
do oddzialywania z miejscem wigzania RNA na powierzchni dystalnej biatka Hfq
(Ryc. 32 B). Dla wigzania anty-sRNA AgvB z sRNA GcvB najwieksze znaczenie
wykazata strona boczna Hfq, stad sposéb oddziatywania Hfq z AgvB i GcvB jest
podobny do mechanizmu dziatania Hfq w wigzaniu sRNA z klasy II do
komplementarnych mRNA. AgvB posiada sekwencje bogate w reszty adenozyn,
ktore oddziatujg ze strong dystalng Hfq tak jak sRNA z klasy II, z kolei GcvB
zawiera znajdujgce sie wewnatrz czasteczki sekwencje bogate w urydyny, ktdre sg
rozpoznawane przez strone boczng Hfq, tak jak sekwencje znajdujgce sie w mRNA

regulowanych przez sRNA z klasy IL.
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9. DYSKUSJA
9.1 Znaczenie sekwencji mRNA w oddziatywaniach z sSRNA

9.1.1 Rola sekwencji mRNA w stabilizowaniu kompleksu sRNA-mRNA

Analiza efektu wywotanego zmiang reszty nukleotydowej w pozycji 3'
wzgledem miejsca wigzania SRNA w sekwencji mRNA na stabilno$¢
termodynamiczng krotkich dupleksow RNA wykazata, ze dla wiekszosci badanych
oddziatywan reszta nukleotydowa wystepujaca naturalnie w tej pozycji
najbardziej stabilizowata dupleks (Tab. 1). W przypadku duplekséw RybB-ompC
oraz RybB-tsx byta to adenozyna, a dla RybB-ompW guanozyna (w analizach
pominieto ompW(C), poniewaz tworzy ono dimer, co uniemozliwia poprawng
interpretacje danych). Jednak rdéznice w stabilno$ci poszczegélnych krotkich
duplekséw odpowiadajacych miejscu oddziatywania RybB z regulowanymi mRNA
byty niewielkie, czesto w zakresie btedu. Prawdopodobnie jest to zwigzane z tym,
ze dodanie 5 niesparowanych nukleotydéw od strony 3' dupleksu ostabito efekt
niesparowanej reszty nukleotydowej wystepujacej zaraz po regionie
komplementarnym. Wcze$niejsze badania modelowych dupleksow RNA, ktore
wykazaty Ze niesparowana puryna w pozycji 3' stabilizuje dupleks RNA-RNA, byty
wykonane dla dupleksow z tylko jedng niesparowang reszta nukleotydowg (Freier
i wsp., 1986). Wyniki tych analiz wskazujg, ze reszty adenozyn i guanozyn w
pozycji 3' powoduja zwiekszong wartos¢ AG°37 dupleksu o -1,7 kcal/mol, podczas
gdy reszty urydyn o -1,2 kcal/mol, a cytydyn o -0,8 kcal/mol. Analizy kinetyki
wigzania krotkich duplekséw RNA badanych w tej pracy wskazuja, ze roznia sie
one warto$cia obserwowanej szybkoSci asocjacji i réznice w tej warto$ci sa
skorelowane z odmienng stabilno$cia termodynamiczng  dupleksow
(nieopublikowane dane). Dlatego, aby wyeliminowa¢ efekt pozostatych
niesparowanych reszt nukleotydowych na powstawanie komplementarnego
dupleksu nalezatoby przetestowac krétkie oligonukleotydy RNA odpowiadajace
fragmentom mRNA posiadajgcym wyltacznie jednga niesparowang reszte
nukleotydow3 od strony 3'.

Stabilno$¢ termodynamiczna komplekséw tworzonych przez naturalng
czasteczke SRNA RybB z fragmentami mRNA nie mogta by¢ analizowana technikg

topnienia w $wietle UV, poniewaz zawierajg one zrdéznicowane struktury
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drugorzedowe o roéznych temperaturach topnienia, co powoduje, Ze wykres
zaleznosci Tm od absorbancji nie jest dwufazowy jak w przypadku kroétkich RNA i
utrudnia interpretacje wynikéw. Aby sprawdzi¢ poprawnos¢ stosowania metody
réznicowej migracji w Zelu poliakrylamidowym do badan stabilnoSci
termodynamicznej, wykonano eksperyment Ky dla krotkich dupleksow RNA w
stezeniu soli oraz temperaturze uzywanej w technice topnienia UV
(nieopublikowane dane). Wartos$ci AG°3; uzyskane po przeliczeniu z Ky byty
zblizone do uzyskanych metodg topnienia UV. Dlatego do badan stabilnosci
termodynamicznej dtugich komplekséw RNA-RNA stosowano technike EMSA.
Analiza oddziatywan fragmentéw mRNA z naturalnym sRNA RybB Salmonelli
wykazata, Ze w wiekszoSci przypadkéw reszty purynowe w pozycji 3' wzgledem
miejsca wigzania sRNA w sekwencji mRNA powoduja wiekszg stabilizacje
badanych komplekséw niz reszty pirymidynowe w tej pozycji (Tab. 2, Ryc. 14). W
pracy dotyczacej badania oddziatywan sRNA Spot42 z naturalnymi oraz
syntetycznymi komplementarnymi mRNA wykazano, Zze 9 na 12 mRNA
regulowanych przez Spot42 posiadato reszte adenozyny w pozycji 3' wzgledem
miejsca wigzania Spot42 w mRNA (Beisel i wsp., 2012). Co wiecej, ewolucyjnie
konserwatywna reszta adenozyny wystepuje takze od strony 3' kompleksu
mikroRNA z mRNA, co wskazuje na role tej reszty nukleotydowej w stabilizacji
oddziatywan RNA-RNA u eukariontéw (Lewis i wsp., 2005)

Dla niektérych dtugich fragmentow mRNA efekt mutacji reszty
nukleotydowej w pozycji 3' na stabilno$¢ termodynamiczng byt odmienny od
spodziewanego, np. kompleks RybB z tsx posiadajacym reszte urydyny byt bardziej
stabilny niz z resztg guanozyny. Moze to by¢ zwigzane z rearanzacjg struktury
mRNA po wprowadzeniu mutacji. Miejsca wigzania sSRNA w mRNA znajdujg sie
zazwyczaj w regionach jednoniciowych, dostepnych dla oddziatywania z sRNA
(Peer i Margalit, 2011, Richter i Backofen, 2012), przez co wprowadzenie mutacji
w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania SRNA w mRNA moze powodowa¢ zmiany
struktury tych regionéw. Eksperyment typu ,footprint” dla oddziatywania RybB z
mRNA ompC wykazal, Ze obecno$¢ puryn w pozycji 3' mRNA ompC powodowata
silniejsze wigzanie takiego kompleksu (Ryc. 21).

Analiza translacji mRNA ompC:gfp in vitro w ekstrakcie S30 wykazata, ze

warianty mRNA, ktore tworzyty bardziej stabilny kompleks z RybB,
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charakteryzowaty sie takze wydajniejsza represja translacji w obecnosci tego
SRNA. Wcze$niejsze badania oddziatywan sRNA z mRNA sugeruja, ze stabilnos¢
termodynamiczna kompleksu sSRNA-mRNA jest skorelowana z wydajnoscig
represji translacji. Jednym z przyktadéw jest negatywna regulacja poziomu mRNA
sodB przez sRNA RyhB (Geissmann i Touati, 2004). Analiza wtasciwosci
kompleksow RNA-RNA posiadajacych komplementarne mutacje w miejscu
oddziatywania wykazata, ze charakteryzuja sie one rdézng stabilnoscia
termodynamiczng, ktora jest liniowo skorelowana z wydajnoScia represji translacji
(Hao i wsp., 2011). Z kolei badanie regulacji pozytywnej mRNA rpoS przez sRNA
DsrA, ArcZ i RprA wskazuje, Ze energia wigzania dla kompleksu sRNA-rpoS przy
nieobecnosci Hfq moze stuzy¢ do przewidywania wpltywu danego sRNA na
regulacje translacji mRNA (Soper i wsp., 2010). Wyniki innych eksperymentow
sugeruja, ze dla wydajnej regulacji translacji niezbedne jest uzyskanie minimalnej
energii odziatywania sSRNA z mRNA. Takie wnioski wysnuto na podstawie analizy
biblioteki mutantéw antysensownego, zaleznego od RNA systemu kontroli
translacji (RNA-IN/OUT), w ktéorym sRNA jest kodowane cis. W eksperymentach
tych wykazano, ze dla wydajnej regulacji translacji niezbedna jest energia
tworzenia kompleksu RNA-RNA o wartosci nizszej od -46 kcal/mol. (Mutalik i
wsp., 2012). Co wiecej, analiza biblioteki sztucznych sRNA, ktére zostaty
zaprojektowane tak, aby oddzialywa¢ z mRNA trzech biatek fluorescencyjnych
wykazala, ze minimalna energia wigzania SRNA z mRNA wynoszaca -30 do -40
kcal/mol prowadzi do wydajnej represji translacji (Hoynes-O'Connor i Moon,
2016). Do podobnych wnioskéw doszta grupa dr Lee, ktora testowata zaleznos$¢
miedzy wydajnos$cia hamowania translacji mRNA biatka fluoryzujgcego DSRed2
(Na i wsp., 2013). Z kolei analiza oddziatywan sRNA Spot42 z E. coli z
regulowanymi przez niego mRNA wykazata, Ze nie ma bezpos$redniej zaleznoSci
pomiedzy stabilno$cia termodynamiczng tworzonego kompleksu RNA-RNA a
wydajnoscia regulacji translacji. Jedynie wydtuzenie regionu oddzialywania sRNA
z mRNA lub dodanie dodatkowych miejsc wigzania Hfq skutkowato zwiekszeniem
efektu sRNA na regulowane mRNA (Beisel i wsp., 2012). Ciekawym przyktadem
jest oddziatywanie sRNA SgrS z mRNA sopD. Kompleks RNA-RNA tworzony
pomiedzy nimi rézni sie jednym wigzaniem wodorowym od kompleksu SgrS z

mRNA sopDZ2, ktore nie ulega regulacji pod wptywem SgrS. Zmutowane miejsca
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oddzialywania o zwiekszonej stabilnoSci termodynamicznej nie wykazywaty
zwiekszonej wydajnoSci regulacji. Jedynie lokalizacja pary zasad G-U w
okreslonym miejscu kompleksu SRNA-mRNA powodowata, Ze dane mRNA ulegato
represji zaleznej od SgrS (Papenfort i wsp., 2012).

Podsumowujac, dane literaturowe wskazuja, Ze nie jest do konca jasne, w
jaki sposob stabilno$¢ termodynamiczna kompleksu sRNA-mRNA wplywa na
regulacje translacji mRNA. Dane uzyskane w ramach niniejszej pracy pozwalaja
okresli¢, ze dla oddzialywan sRNA RybB z regulowanymi przez niego mRNA,
stabilno$¢ termodynamiczna kompleksu sRNA-mRNA wynika z kinetyki jego
asocjacji. Analiza wydajnosci represji translacji mRNA ompC przy udziale sRNA
RybB wskazuje, ze najbardziej stabilne kompleksy RybB-ompC posiadajace puryne
w pozycji 3' od miejsca wigzania RybB cechowaty sie efektywniejszga represja

translacji.

9.1.2 Znaczenie sekwencji mRNA w przyspieszaniu asocjacji SRNA do
mRNA

Analiza obserwowanej szybkosSci asocjacji RybB z mRNA z r6znymi resztami
nukleotydowymi w pozycji 3' wykazala, ze kompleksy RybB-mRNA odznaczajace
sie wiekszg stabilnoScia termodynamiczng charakteryzowaty sie takze
przyspieszong asocjacjg (Tab. 2, Ryc. 16). Aby ustali¢ zalezno$¢ miedzy
termodynamikg a kinetykg oddzialywan sRNA z mRNA, wyznaczono statg
szybko$¢ asocjacji (kon) kompleksu RybB-ompC (Ryc. 17). W badaniach
zastosowano naturalnie wystepujacy fragment mRNA ompC oraz jego warianty z
mutacjg reszty nukleotydowej w pozycji 3" wzgledem miejsca wigzania RybB.
Wyznaczona warto$¢ k., byta najwyzsza dla ompC z resztami guanozyny oraz
adenozyny, ktére w eksperymencie Ky charakteryzowaly sie najwyzsza
stabilno$cig. Na podstawie wartosci kon i Kq obliczono warto$¢ statej szybkosci
dysocjacji (kof), ktora byta zblizona dla wszystkich wariantow ompC. Wyniki te
sugeruja, Ze réznice w stabilnosci termodynamicznej komplekséw RybB-mRNA
wynikajg z rdéznic w Kkinetyce ich asocjacji, a nie dysocjacji. Podsumowujac,
zachowane ewolucyjnie reszty purynowe w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania
sRNA w mRNA powoduja zwiekszong szybkos$¢ asocjacji z regulowanymi mRNA w

poréwnaniu do reszt pirymidynowych w tej pozycji. Jest to szczegdlnie wazne dla
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komorki bakteryjnej, w ktorej powstawanie kompleksu sRNA z mRNA umozliwia
niemalze natychmiastowg regulacje poziomu mRNA w odpowiedzi na gwattownie
zmieniajace sie warunki srodowiska.

Istniejg przyktady badan, w ktorych sprawdzano wptyw szybko$ci asocjacji
sRNA z mRNA na regulacje translacji. Analiza pozytywnej regulacji translacji
mRNA rpoS przez sRNA in vitro (Soper i wsp., 2010) wykazata, Zze szybkos$¢
asocjacji komplekséw sRNA-rpoS podczas nieobecnos$ci Hfq byta zblizona, podczas
gdy oddzialywanie DsrA-rpoS charakteryzowato sie wyzszg stabilnoScig
termodynamiczng od pozostatych. Jednak analiza interakcji sSRNA-rpoS nie moze
by¢ bezposrednio poréwnywana do wynikéw uzyskanych w niniejszej pracy,
poniewaz mechanizm oddziatywania sRNA z rpoS jest odmienny - powodujg one
rearanzacje struktury mRNA, co prowadzi do regulacji pozytywnej. Poza tym
badano oddziatywania naturalnych sRNA i mRNA, a niniejsza praca dotyczy
analizy wptywu mutacji w sekwencji mRNA na oddzialywanie z sRNA. Innym
przyktadem jest analiza biblioteki mutantéw antysensownego, zaleznego od RNA
systemu kontroli translacji (RNA-IN/OUT), w ktéorym sRNA jest kodowane cis.
Wykazata ona, ze wydajno$¢ represji translacji zalezy od zainicjowania
oddziatywania w 5-nukleotydowym regionie komplementarnym, co prowadzi do
parowania pozostatych zasad kompleksu RNA-RNA (Mutalik i wsp., 2012). Z kolei
badania in vivo dotyczace interakcji sSRNA SgrS z regulowanymi mRNA wykazaty,
ze oddzialtywania o réznym znaczeniu dla komdrki charakteryzujg sie odmienng
szybkos$cia asocjacji. Zesp6t dr Ha udowodnit, Ze sRNA SgrS oddziatuje z mRNA
ptsG szybciej i z wiekszg stabilno$cig termodynamiczng, niz z mRNA manXYZ (Fei i
wsp., 2015). Wyniki te sg zgodne z obserwacja, ze oddziatywanie SgrS z ptsG ma
dla komorki wiekszy priorytet niz z manXYZ, poniewaz regulacja poziomu ptsG jest
absolutnie niezbedna w wiekszoSci warunkoéw stresowych dla niezahamowanego
wzrostu bakterii (Sun i Vanderpool, 2013). Przyktad oddziatywania SgrS z mRNA
potwierdza, ze roznice w stabilnos$ci poszczeg6lnych kompleksow sRNA-mRNA sa

skorelowane z ich szybko$cig asocjacji.

9.1.3 Udzial biatka Hfq w tworzeniu kompleksu sRNA z mRNA
Wyznaczenie obserwowanych szybkosci asocjacji SRNA RybB z badanymi

czasteczkami mRNA w obecnos$ci Hfq pozwolito okresli¢, ze biatko Hfq przyspiesza
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asocjacje RybB z regulowanymi mRNA oraz powoduje zmniejszenie réznic w
wartos$ciach kops dla poszczegdlnych par oddziatywan w poréwnaniu do sytuacji w
nieobecnosci Hfq (Tab. 3, Ryc. 19-21). Jednak znaczenie biatka Hfq w zmniejszaniu
réznic w wydajnosci represji translacji naturalnego i zmutowanych wariantow
mRNA ompC:gfp in vitro nie byto az tak istotne, co moze wynika¢ z faktu
zastosowania innych stezen czasteczek RNA w obu metodach. Translacja wymaga
uzycia 5000-krotnie wyZszego stezenia czasteczek mRNA w poréwnaniu do
eksperymentow ze znakowanym mRNA, co wynika z réznicy w sposobie detekcji.
Ponadto dla eksperymentéw translacji in vitro niemozliwe byto zastosowanie
takiego samego stosunku stezeniowego RybB do ompC jak w analizach ze
znakowanym mRNA, poniewaz powodowatoby to catkowite zahamowanie
translacji, przez co nie mozna by byto okresli¢ wydajnos$ci represji.

Wczesniejsze badania dowodza, ze Hfq przyspiesza powstawanie
kompleksé6w sRNA-mRNA (Wroblewska i Olejniczak, 2016), co jest spojne z
wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy. W badanych warunkach Hfq
powodowato zwiekszenie wartosci kops nawet 1000-krotnie. Co wiecej, réznice w
szybkos$ci asocjacji sRNA RybB do czasteczek mRNA z réznymi resztami
nukleotydowymi w pozycji 3° wzgledem miejsca wigzania SRNA byty zmniejszone
w obecnosci Hfq. Moze to by¢ zwigzane z rearanzacja struktury mRNA przez Hfq,
przez co jest ona dostepna dla oddziatywania z sRNA. Jak wykazano dla mRNA
ompD, Hfq oddziatujac z mRNA zmienia jego strukture w sposéb, ktéry umozliwia
wydajng asocjacje sSRNA RybB z sekwencja kodujaca w mRNA ompD (Wroblewska i
Olejniczak, 2016). Do podobnej sytuacji dochodzi w przypadku negatywnej
regulacjii mRNA sodB przez sRNA RyhB (Geissmann i Touati, 2004). Hfq
oddziatujac z sodB powoduje otwarcie struktury spinki, w ktorej znajduje sie
region odpowiedzialny za komplementarne parowanie z RyhB, co umozliwia
regulacje translacji. Inne badania wskazujg, ze Hfq moze powodowac¢ zwiekszenie
stabilno$ci termodynamicznej kompleksow sRNA-rpoS (Soper i wsp., 2010). To z
kolei prowadzi do wyréwnania poziomu aktywacji translacji przez sRNA o nizszej
stabilno$ci kompleksu sRNA-rpoS w obecnosci biatka Hfq. Mechanizm tego
oddziatywania jest najprawdopodobniej takze zwigzany ze zmiang struktury
mRNA przez biatko Hfq. Analizy z uzyciem technik SAXS oraz SHAPE wykazaty, ze

strona boczna Hfq E. coli wigze motyw Us, a strona dystalna motyw (A-A-N)n, w
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mRNA rpoS. Skutkuje to zmiang konformacji trzeciorzedowej mRNA do bardziej
kompaktowej, w ktérej region komplementarny do sRNA jest pozycjonowany w
poblizu strony proksymalnej, do ktérej wiaze sie sSRNA (Peng i wsp., 2014). Co
wiecej, analiza struktury krystalicznej sSRNA RydC w kompleksie z biatkiem Hfq
wykazata, ze strona boczna biatka Hfq jest zaangazowana w powstawanie
kompleksu RydC z regulowanym przez niego mRNA cfa (Dimastrogiovanni i wsp.,
2014). Wyniki te potwierdzaja model, w ktorym rolg Hfq jest umiejscowienie
czasteczek RNA wzgledem siebie w taki sposéb, aby sprzyja¢ tworzeniu sie
komplementarnego oddziatywania.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w niniejszej pracy sugeruja, ze biatko Hfq
moze powodowac stabilizacje struktury czasteczek mRNA co zmniejsza réznice w
kinetyce ich asocjacji do sRNA RybB. Z kolei eksperymenty w nieobecnosci Hfq
wykazaty role reszty nukleotydowej w pozycji 3' wzgledem miejsca wigzania SRNA
w mRNA dla stabilizacji oddziatywan sRNA RybB z regulowanymi mRNA oraz w
zwiekszaniu szybkosci asocjacji RybB do czasteczek mRNA. Co wiecej, obecno$¢
reszt purynowych w pozycji 3' mRNA ompC w fuzji z mRNA gfp powodowata
wydajniejszg represje translacji tych mRNA w obecnos$ci RybB. Uzyskane dane
moga sugerowac, zZe zachowana konserwatywnie adenozyna w sasiedztwie miejsca
wigzania RybB w sekwencji mRNA wspomaga oddzialywanie RybB z czasteczkami
mRNA podczas braku dostepnos$ci biatka Hfq w komérce bakteryjnej. Pozwala to
na szybkie przystosowywanie metabolizmu komoérki w odpowiedzi na gwattownie

zmieniajgce sie warunki srodowiska.
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9.2 Wystepowanie podobnych motywow sekwencji
w czasteczkach anty-sRNA i mRNA jest wazne dla zaleznych od

Hfq oddzialywan z regulatorowymi sRNA

9.2.1 Znaczenie struktury anty-sRNA i sRNA dla ich oddziatlywan

Struktura sRNA kodowanych trans jest bardzo réznorodna, ale posiada
wspdllne cechy (Ryc. 4). sRNA tworzg zazwyczaj kilka spinek rozdzielonych
regionami jednoniciowymi. W sRNA klasy I regiony te czesto zawierajg sekwencje
bogate w reszty adenozyn i urydyn, ktére sg zaangazowane w oddzialywanie ze
strong boczng biatka Hfq (Zhang i wsp., 2002). Z kolei sRNA z klasy II posiadaja
wewnatrz czasteczek sekwencje bogate w reszty adenozyn stuzace do
rozpoznawania strony dystalnej Hfq (Updegrove i wsp., 2008, Zhang i wsp., 2013,
Ellis i wsp., 2015, Malecka i wsp., 2015, Schu i wsp., 2015, Wang i wsp., 2015). Na
koncu 3’ znajduje sie charakterystyczna, niezalezna od Rho spinka terminatorowa
oraz jednoniciowy region bogaty w reszty urydyn od strony 3, ktory oddziatuje ze
strong proksymalng Hfq (Otaka i wsp., 2011, Ishikawa i wsp., 2012, Holmqvist i
wsp., 2016). Wiekszo$¢ sRNA posiada region konserwatywny, odpowiedzialny za
komplementarne parowanie z regulowanymi mRNA (Balbontin i wsp., 2010,
Papenfort i wsp., 2010). sRNA réznig sie dtugoScig oraz sekwencja regionow
jednoniciowych, a takze ilo$cig spinek.

Struktury dwdch sRNA, ktérych oddzialywania z anty-sRNA byty badane w
niniejszej pracy zostaly wczes$niej okreSlone eksperymentalnie. sSRNA RybB
posiada dtugi region jednoniciowy zawierajacy sekwencje komplementarng do
regulowanych mRNA na koncu 5' oraz spinke terminowg na konicu 3', po ktérej
nastepuje sekwencja oligo(U) odpowiedzialna za oddziatywanie z Hfq (Balbontin i
wsp., 2010). Miejsce wigzania anty-sRNA 3'ETSeZ znajduje sie w obrebie
dostepnej dla wigzania sekwencji jednoniciowej stuzacej rowniez do
rozpoznawania komplementarnych mRNA przez RybB (Lalaouna i wsp., 2015a). Z
kolei sRNA ChiX tworzy dwie struktury spinki, jedna znajduje sie w regionie od
strony 5', a druga na koncu 3' (Rasmussen i wsp. 2009). Za druga spinka
ulokowana jest jednoniciowa sekwencja oligo(U) odpowiedzialna za
oddziatywanie z Hfgq. Region komplementarny do anty-sRNA chbBC-IGR znajduje

sie w dostepnej dla wigzania sekwencji jednoniciowej, ktoéra stuzy takze do
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oddziatywania z mRNA chiP. Struktura drugorzedowa sRNA GcvB zostata
wyznaczona w niniejszej pracy (Ryc. 25). GevB tworzy 5 spinek, z ktorych
znajdujaca sie na koncu 3' przypomina niezalezne od Rho spinki terminatorowe
wystepujace w strukturach innych sRNA. Za spinka nastepuje sekwencja bogata w
reszty urydyn na koncu 3', ktéra jest najprawdopodobniej odpowiedzialna za
oddziatywanie ze strona proksymalng Hfq. Sekwencja komplementarna do anty-
sRNA AgvB jest ulokowana cze$ciowo w regionie jednoniciowym, a takze obejmuje
druga spinke, ktéra wykazuje niska stabilno$¢ termodynamiczng, poniewaz
zawiera tylko jedng pare zasad G-C, co sugeruje, ze moze ona ulega¢ rozpleceniu
przez oddziatywanie z anty-sRNA. AgvB oddziatuje z sekwencjg sRNA GcvB, ktora
stuzy do komplementarnego wigzania mRNA regulowanych przez to sRNA.

W niniejszej pracy analizowano takze struktury drugorzedowe anty-sRNA.
Wykazano, ze zaréwno 3'ETSevZjak i AgvB tworzg struktury charakterystyczne dla
sRNA. Struktura drugorzedowa 3'ETS!evZ zawiera dwie spinki: jedng w regionie
znajdujacym sie od strony 5', a druga na koncu 3', po ktérej nastepuje sekwencja
oligo(U). Jednak sekwencja bogata w reszty urydyn czeSciowo jest ulokowana w
trzonie spinki, przez co prawdopodobnie nie jest dostepna dla oddzialywania z
Hfq. Region komplementarny do RybB znajduje sie w wiekszosci w sekwencji
jednoniciowej, co prawdopodobnie umozliwia wydajne oddziatywanie z
regulowanym sRNA. Z kolei anty-sRNA AgvB posiada dtugi region jednoniciowy od
strony 5' oraz spinke terminatorowg na koncu 3' zakoniczong jednoniciowa
sekwencja oligo(U), przez co przypomina swoja strukturg inne sRNA np. ChiX.
Ponadto region odpowiedzialny za komplementarne oddzialywanie z GcvB
znajduje sie w sekwencji jednoniciowej, co pozwala na wydajne powstawanie
kompleksu AgvB z GcvB. Podobienstwo struktur anty-sRNA AgvB oraz 3'ETS!evZ do
sRNA prawdopodobnie jest zwigzane z biogenezg tych RNA, ktdra jest zblizona do
mechanizméw powstawania sRNA. 3'ETSlUZ powstaje w wyniku hydrolizy
dtuzszego transkryptu prekursora tRNA RNazga E (Lalaouna i wsp. 2015a).
Mechanizm ten przypomina powstawanie sRNA z regionu 3'UTR np. sRNA CpxQ,
ktory jest generowany przez trawienie RNAzg E sekwencji 3'UTR mRNA cpxP
(Chao i Vogel, 2016). Z kolei AgvB ulega ekspresji z niezaleznego genu agvb
kodowanego w patogennym szczepie E. coli. Wiekszo$¢ trans-kodowanych sRNA

takze powstaje z niezaleznych genéw, ktérych transkrypcja jest S$cisle
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kontrolowana. Analiza struktury anty-sRNA chbBC-1GR wykazata, ze czgsteczka ta
nie tworzy stabilnych struktur drugorzedowych z powodu niskiej zawartosci reszt
guanozyn i cytydyn. Wynika to z pochodzenia sekwencji tego anty-sRNA, poniewaz
znajduje sie ona w regionie miedzygenowym operonu chhBCARFG i nie wystepuje
jako niezalezny fragment RNA w komorce. Na koncu 3' chbBC-IGR tworzy
niewielka strukture spinki o niskiej stabilno$ci, ktoéra nie przypomina spinki
terminatorowej i nie jest zakonczona sekwencja bogata w reszty urydyn. Region
komplementarnego oddziatywania z sRNA ChiX znajduje sie w centralnej czesci
czasteczki, co umozliwia wydajne powstawanie kompleksu z ChiX.

Podsumowujac, sekwencje odpowiedzialne za oddzialywanie anty-sRNA z
sRNA znajduja sie w tych czasteczkach w regionach jednoniciowych, dostepnych
dla wigzania. Co wiecej, badane anty-sRNA wigza sie z sekwencjami w sRNA
wykorzystywanymi do oddziatywania z regulowanymi mRNA, przez co czasteczki
anty-sRNA i mRNA konkuruja o wigzanie z sRNA. Moze to wskazywac¢ na podobny
mechanizm oddziatywania sRNA z anty-sRNA i z mRNA.

9.2.2 Podobne motywy w sekwencjach anty-sRNA i mRNA

Biatko opiekuncze Hfq posiada trzy powierzchnie specyficznie wigzace
okreslone sekwencje RNA, co opisano w podrozdziale 4.2.1. Co wiecej wykazano,
ze miejsca wigzania RNA na réznych stronach biatka Hfq mogg bra¢ udziat w
wigzaniu poszczeg6lnych par SRNA-mRNA, co stanowi podstawe do podziatu sSRNA
na dwie klasy (Schu i wsp., 2015), co zostato opisane w podrozdziale 4.2.1.

W niniejszej pracy opisano podobienstwo zaleznego od biatka Hfq
oddziatywania sRNA klasy II ChiX z chbBC-1GR oraz z mRNA chiP. Podobienstwo to
moze wynika¢ z wystepowania zar6wno w anty-sRNA, jak i w mRNA sekwencji
bogatych w reszty adenozyn i urydyn (Ryc. 32 A), ktore stuzg do rozpoznawania
powierzchni bocznej biatka Hfq (Ishikawa i wsp., 2012, Murina i wsp., 2013, Panja i
wsp., 2013, Dimastrogiovanni i wsp., 2014, Malecka i wsp., 2015, Schu i wsp.,
2015). Sekwencje zawierajace regiony bogate w adenozyny i urydyny wystepuja
takze w czasteczkach mRNA eptB i ygdQ regulowanych przez sRNA z klasy Il MgrR.
Wprowadzenie mutacji do tych sekwencji w czasteczkach mRNA powodowato
pogorszenie asocjacji z SRNA MgrR (Mazur J., nieopublikowane dane), co podkresla

ich znaczenie dla oddziatywania. Co wiecej, sekwencje stuzace do
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komplementarnego oddziatywania sSRNA ChiX z regulowanym mRNA chiP s3 takze
rozpoznawane przez anty-sRNA chbBC-IGR, co wskazuje na podobny mechanizm

oddziatywania sRNA z anty-sRNA oraz z mRNA.
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Rycina 32 Struktury drugorzedowe badanych czasteczek mRNA i anty-sRNA oddziatujacych
z tymi samymi sRNA. (A) Struktura mRNA chiP (Groszewska A., nieopublikowane dane) i anty-
sRNA chbBC-IGR (wyznaczona eksperymentalnie z uzyciem programu RNAstructure (Ryc. 24 A)),
ktére oddziatujag komplementarnie z sRNA klasy II ChiX (B) Struktura mRNA tsx (Groszewska A.,
nieopublikowane dane) i anty-sRNA 3'ETS!®Z (wyznaczona eksperymentalnie z uzyciem programu
RNAstructure (Ryc. 24 B)), ktére oddziatuja komplementarnie z sSRNA klasy I RybB. Sekwencje
bogate w adenozyny zaznaczono zielong czcionka, w urydyny czerwong, a w adenozyny i urydyny
niebieska. Anty-sRNA oznaczono niebieska czcionka, mRNA czarng czcionka, a reszty nukleotydowe
odpowiedzialne za komplementarne oddzialywanie z sRNA zaznaczono pogrubiong czarng
czcionka.

Analiza zaleznych od Hfq oddziatywan sRNA z klasy I RybB z anty-sRNA
3'ETS'®vZ oraz z mRNA tsx réwniez wykazywata podobienstwo. W tym przypadku
sekwencje odpowiedzialne za rozpoznawanie biatka Hfq zar6wno w anty-sRNA jak
i w mRNA posiadaly regiony bogate w reszty adenozyn, ktére specyficznie

oddziatuja z biatkiem Hfq (Ryc. 32 B), (Updegrove i wsp., 2008, Zhang i wsp., 2013,
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Ellis i wsp., 2015, Malecka i wsp., 2015, Schu i wsp., 2015, Wang i wsp., 2015).
Badane w niniejszej pracy mRNA regulowane przez sRNA RybB u Salmonelli
réwniez zawierajg sekwencje bogate w reszty adenozyn stuzgce potencjalnie do
oddziatywania ze miejscem wigzania RNA na powierzchni dystalnej Hfq (Ryc. 13).
Co wiecej, wykazano, ze mRNA ompD regulowane przez sRNA RybB u Salmonelli
takze posiadaja regiony bogate w reszty adenozyn. Wprowadzenie mutacji w tych
sekwencjach powodowato ostabienie oddziatywania RybB z ompD w obecnoSci
biatka Hfq (Wroblewska i Olejniczak, 2016). Ponadto sekwencje stuzace do
oddziatywania sSRNA RybB z regulowanym mRNA tsx sg rozpoznawane przez anty-
sRNA 3'ETS!evZ, co podkresla podobienstwo w sposobie oddziatywania sSRNA RybB
z anty-sRNA oraz z mRNA.

9.2.3 Rola biatka Hfq w oddzialywaniu sRNA z anty-sRNA oraz z mRNA

Wczesniejsze badania wykazaty, Ze miejsca wigzania RNA na rézych
powierzchniach biatka Hfq moga bra¢ udziat w wigzaniu poszczegdlnych par
SRNA-mRNA, co stanowi podstawe do podziatu sRNA na dwie klasy (Schu i wsp.,
2015) i zostalo opisane w podrozdziale 4.2.1. ChiX zostato przyporzagdkowane do
niekanonicznej klasy II sRNA, gdyz oddzialuje z powierzchnig proksymalng i
dystalng biatka Hfq. W niniejszej pracy analizowano zdolnos$¢ anty-sRNA chbBC-
IGR do kompetycji o wigzanie do miejsc oddziatywania z RNA na powierzchni Hfq z
oligorybonukleotydami. Dane wskazuja, Ze chbBC-IGR ma niewielka zdolno$¢ do
wypierania A7 ze strony dystalnej Hfq i nie konkuruje z Uis o oddziatywanie z
powierzchnig proksymalng (Tab. 3). Jest to spdjne z analiza powinowactwa chbBC-
IGR do biatka Hfq ze zmutowanym aminokwasem po stronie bocznej, ktore
charakteryzowato sie wyzszg wartoscig Kg, niz w przypadku naturalnego biatka. Z
kolei wydtuzenie sekwencji oligo(U) chbBC-IGR na koncu 3°, umozliwito
oddziatywanie ze strong proksymalng i zniwelowalo negatywny efekt mutacji
strony bocznej na wigzanie anty-sRNA przez Hfq (Matecka-Grajek, 2017). chbBC-
IGR zachowuje sie wiec jak mRNA regulowane przez sRNA z klasy II, gdyz
wykazuje oddziatywanie z miejscem wigzania RNA na stronie bocznej Hfq. Analiza
wigzania anty-sRNA chbBC-IGR z sRNA ChiX wykazata, Zze do asocjacji tych RNA
przy udziale Hfq niezbedne sg powierzchnie boczna i proksymalna biatka (Tab. 4,

Ryc. 27 A). Mechanizm oddziatywania Hfq z ChiX i anty-sRNA jest wiec podobny do
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wigzania mRNA chiP przez ChiX, gdyz dla asocjacji tych RNA réwniez strony
boczna i proksymalna wykazywaty najwiekszy wplyw na oddziatywanie (Tab. 4,
Ryc. 28 A). Dla innego sRNA z klasy II - MgrR asocjacja z regulowanymi mRNA in
vitro byla takze najbardziej zaburzona dla wariantu Hfq z mutacjg strony bocznej
(Mazur ]., nieopublikowane dane). Podsumowujgc, wigzanie chbBC-IGR do ChiX
jest klasycznym przyktadem oddziatywania sRNA klasy II z komplementarnym
RNA.

sRNA RybB nalezy do klasy I (Schu i wsp., 2015), gdyz oddziatuje ze strong
proksymalng i boczng Hfq (Sauer i Weichenrieder, 2011). Z kolei mRNA
regulowane przez takie sSRNA wigza sie do strony dystalnej za pomoca motywow
bogatych w adenozyny. Analiza zdolnosci do kompetycji anty-sRNA 3'ETSleuZ
regulujgcego RybB wobec oligorybonukleotydéw specyficznie wigzacych sie z Hfq
wykazata, ze 3'ETS!evZ silnie oddziatuje z miejscem wigzania RNA na stronie
dystalnej Hfq oraz w mniejszym stopniu na stronie proksymalnej. Jest to spdjne z
analizg statej dysocjacji dla 3'ETS®vZ ze zmutowanymi wariantami biatka Hfq,
ktéra dla naturalnie wystepujacej czasteczki nie wykazata ostabienia
oddziatywania w przypadku Zadnej z mutacji aminokwaséw na powierzchni Hfq.
Moze by¢ to zwigzane z rekompensowaniem niedostepnosci jednej ze stron Hfq
oddziatywaniem z druga powierzchnig. Powinowactwo do strony proksymalnej
Hfq, zostalo potwierdzone przez analize wigzania zmutowanego 3'ETS!euZ z
usunieta sekwencjg oligo(U). Takie RNA charakteryzowato sie stabszym
wigzaniem do wersji Hfq z mutacjg strony dystalnej, co podkresla oddzialtywanie
tej powierzchni biatka z 3'ETS!euZ (Matecka-Grajek, 2017). Analiza wigzania RybB z
3'ETS'®vZ w obecnos$ci zmutowanych wariantéw biatka Hfq wykazata, Zze mutacja
strony dystalnej Hfq najbardziej pogarszata asocjacje anty-sRNA z sRNA (Tab. 4).
Natomiast badanie oddziatywania sRNA RybB z mRNA tsx wskazato, ze nie tylko
strona dystalna, ale takze proksymalna byty niezbedne dla asocjacji RybB z tsx.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze mechanizm oddziatywania z Hfq sRNA klasy I RybB z
anty-sRNA 3'ETS!evZ oraz z mRNA tsx jest zblizony. Analiza efektéw mutacji biatka
Hfq na asocjacje RybB z Salmonelli z fragmentem mRNA ompD in vitro rOwniez
wykazata, ze szybko$¢ wigzania komplementarnych RNA byta zaburzona w
obecnos$ci Hfq z mutacjg powierzchni dystalnej (Wroblewska i Olejniczak, 2016).
Co wiecej, takze strona proksymalna biatka Hfq byta niezbedna dla wydajnej
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asocjacji RybB z ompD, tak jak w przypadku oddziatywania RybB z E. coli z mRNA
tsx badanego w niniejszej pracy. Z kolei analizy in vivo kontroli translacji przy
udziale sRNA z klasy | RyhB wskazaty, ze regulacja mRNA sodB byta zaburzona dla
szczepu z mutacjg powierzchni bocznej biatka Hfq (Schu i wsp., 2015).
Podsumowujac, oddziatywanie RybB z 3'ETS'®vZ w obecno$ci biatka Hfq jest
zblizone do sposobu asocjacji sRNA z klasy I, do ktérych nalezy RybB z
komplementarnymi mRNA, poniewaz jest silnie zalezne od miejsca wigzania RNA
na powierzchni dystalnej Hfq.

Anty-sRNA AgvB zachowuje sie jak sRNA z klasy II, poniewaz oddziatuje z
powierzchnig dystalng i proksymalng biatka Hfqg, co zostato wykazane podczas
analizy zdolnos$ci AgvB do kompetycji z oligorybonukleotydami Az7 i U1g 0 wigzanie
do Hfq (Tab. 3). Potwierdza to takze fakt, ze AgvB konkuruje o strone dystalng
biatka Hfq z mRNA dppA, ktérego poziom jest regulowany przez GcvB (Tree i wsp.,
2014). Z kolei sRNA GcvB wigze sie z Hfq w podobny sposéb, co sRNA z Klasy I,
czyli ze strong boczng i proksymalng biatka. Jednak zdolno$¢ do kompetycji z
oligorybonukleotydem specyficznym dla strony proksymalnej jest mniejsza niz dla
typowego sRNA z klasy | RybB (Tab. 3). Oddziatywanie GcvB ze strong boczng Hfq
jest spdéjne z wynikami statej dysocjacji GecvB dla wigzania ze zmutowanymi
wariantami biatka Hfq. sSRNA GcvB wykazywat 30-krotnie mniejsze powinowactwo
do Hfq z mutacjg powierzchni bocznej niz do naturalnego biatka. (Matecka-Grajek,
2017). Analiza szybkos$ci asocjacji AgvB z GcvB wskazata, Ze dostepnos$¢ strony
bocznej Hfqg ma najwieksze znaczenie dla powstawania kompleksu anty-sRNA z
sRNA. Sytuacja ta jest wiec zblizona do sposobu dziatania biatka Hfq w asocjacji
sRNA z klasy Il z regulowanymi przez nie mRNA. W tym przypadku role sRNA z
klasy II peini AgvB, a role mRNA petni sRNA GcvB.

Podsumowujgac, zalezne od Hfq oddzialywania czasteczek sRNA z klasy [ i Il
z anty-sRNA s3 zblizone do ich wigzania z regulowanymi mRNA. Wynika to z
podobienstwa sekwencji anty-sRNA do mRNA, gdyz oddziatuja one z tymi samymi
regionami w czasteczkach sRNA. Co wiecej, anty-sRNA i mRNA wigzace sie do
danej czasteczki SRNA wykorzystujg te same miejsca wigzania RNA na powierzchni
biatka Hfg. Co ciekawe, poréwnanie szybkosci asocjacji anty-sRNA z sRNA do

oddziatywania sRNA z mRNA wskazuje, ze anty-sRNA wigzg sie w obecnoSci
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naturalnego biatka Hfq do sRNA szybciej niZ SRNA do mRNA. Najprawdopodobniej

wynika to z roli anty-sRNA w hamowaniu aktywnos$ci SRNA.
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Rola sekwencji mRNA w oddzialywaniach z sRNA RybB

e Dowiedziono, Ze obecno$¢ reszty purynowej w pozycji 3' wzgledem miejsca
wigzania sSRNA w mRNA stabilizuje zaréwno krétkie dupleksy RNA
odpowiadajace miejscom oddziatywania sRNA RybB z mRNA ompC, tsx
i ompW, jak i kompleksy tworzone przez naturalng czgsteczke SRNA RybB z
fragmentami mRNA ompC, tsx, ompW, ompS i ompA. Zostato to
potwierdzone przez analize struktury mRNA ompC zwigzanego z RybB.

e Ustalono, ze rodzaj reszty nukleotydowej w pozycji 3' wzgledem miejsca
wigzania sSRNA w mRNA wplywa na szybko$¢ asocjacji SRNA RybB do
mRNA.

e Okreslono, ze obecno$¢ biatka Hfq zmniejsza znaczenie sekwencji mRNA
sgsiadujacej z miejscem wigzania sRNA dla ich oddziatywan.

e Wskazano, ze warianty mRNA ompC posiadajace reszte purynowa w pozycji
3" wzgledem miejsca wigzania sSRNA RybB ulegajg bardziej wydajnej
represji translacji zaleznej od RybB.

Wyniki niniejszej pracy stanowig wklad w poznanie powigzan miedzy sekwencja
i strukturg mRNA, a sposobem oddzialywania sRNA bakterii z regulowanymi
mRNA. Zaproponowano, ze ewolucyjna preferencja reszt purynowych w sekwencji
mRNA w miejscu oddziatywania z sSRNA umozliwia wydajng interakcje obu RNA, co

prowadzi do efektywnej represji translacji mRNA.

Udzial Dbialka opiekunczego Hfq w oddzialywaniach pomiedzy
regulatorowymi sRNA a czasteczkami anty-sRNA oraz czgsteczkami mRNA
e Ustalono, ze struktury anty-sRNA AgvB oraz 3'ETS!eVZ przypominajg te
tworzone przez sRNA, poniewaz zawierajg spinke terminatorowg na koncu
3', za ktora nastepuje sekwencja oligo(U), podczas gdy struktura anty-sRNA
chbBC-1GR nie zawiera stabilnych struktur drugorzedowych.
e Wskazano, zZe  sekwencje odpowiedzialne za  oddziatywanie
z komplementarnymi RNA w strukturach anty-sRNA AgvB, 3'ETS'euZ
i chbBC-1GR oraz sRNA GcvB sa zlokalizowane w dostepnych dla wigzania

regionach jednoniciowych.
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e Wykazano, ze sekwencje odpowiedzialne za wigzanie Hfq w czasteczkach
anty-sRNA i mRNA komplementarnych do tej samej czasteczki sRNA
zawierajg podobne motywy, co moze wyjasnia¢ podobienstwo w ich
oddziatywaniach z Hfq.

e Dowiedziono, ze zaro6wno oddziatywania sRNA klasy II ChiX z anty-sRNA
chbBC-IGR, jak i z mRNA chiP wymagaja dostepnosci stron bocznej
i dystalnej Hfq, co wskazuje na podobny mechanizm udziatu Hfq
w tworzeniu kompleksu ChiX z anty-sRNA i z mRNA.

e Ustalono, ze oddzialywanie sRNA klasy I RybB z anty-sRNA 3'ETSleuZ
w podobny sposob zalezg od interakcji z biatkiem Hfq jak oddziatywanie
tego sRNA z mRNA tsx, poniewaz w obu przypadkach niezbedna jest
dostepnos¢ strony dystalnej Hfq.

e Wskazano, Ze sposob oddziatywania anty-sRNA AgvB z sRNA GcvB
w kompleksie z Hfq jest podobny do wigzania sRNA klasy II z regulowanym
mRNA, w ktérym role sSRNA peini AgvB, a GevB zachowuje sie jak mRNA.

e Anty-sRNA 3'ETS!evZ oraz chbBC-IGR szybciej wigzg sie z SRNA niz sRNA
z mRNA w obecnosci biatka Hfg, co jest spdjne z ich rola biologiczna
w zmniejszaniu poziomu sRNA.

Uzyskane wyniki pozwolity na scharakteryzowanie sposobu oddzialywania
anty-sRNA z regulowanymi sRNA w kompleksie z biatkiem Hfq. Ustalono, ze
anty-sRNA wigzac sie z czasteczkami sRNA i biatkiem opiekunczym Hfq imituje
oddziatywania pomiedzy czasteczkami mRNA a sRNA.
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