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Mechanizmy rozpoznawania RNA przez biatko ProQ oraz rola tego biatka w oddziatywaniach pomiedzy
niekodujgcymi RNA a regulowanymi mRNA u bakterii Escherichia coli.

Mate niekodujgce RNA (sRNA) bakterii uczestnicza w adaptacji komorek bakteryjnych do zmian w
srodowisku zewnetrznym, w utrzymywaniu homeostazy wewnatrzkomérkowej, a takze w procesach
zwigzanych z infekcjg organizmu cztowieka. Ich mechanizm dziatania polega na regulacji ekspresji gendéw
poprzez wigzanie sie z komplementarnymi sekwencjami w czasteczkach informacyjnych RNA (mRNA), co
prowadzi do zmian w stabilnosci lub translacji mRNA. Dla dziatania wielu z tych regulatorowych RNA
niezbedne jest homoheksameryczne biatko Hfg, ktdre utatwia oddziatywania sRNA z regulowanymi przez
nie mRNA. W toku ostatnich badan prowadzonych za pomocg metod opartych o wysokoprzepustowg
analize oddziatywan czasteczek RNA z biatkami stwierdzono jednak, ze wiele z niekodujgcych RNA wiaze sie
w komérkach bakteryjnych z innym biatkiem, nazwanym ProQ.

Biatko ProQ jest cztonkiem rodziny biatek posiadajgcych domene ProQ/FinO. Biatka te majg zwykle
budowe modutowsg i oprécz domeny ProQ/FinO w ich sktad wchodzg takze inne domeny zlokalizowane na
N-koncu lub C-koncu biatka, ktére mogg nadawaé im dodatkowe funkcje. Biatka z rodziny ProQ/FinO
wystepujg w licznych B- and y-proteobakteriach, do ktérych nalezg takze gatunki wazne dla zdrowia
cztowieka. Obiektem badan w niniejszym projekcie jest biatko ProQ z bakterii Escherichia coli, ktére jest
zbudowane z dwéch domen: N-koricowej domeny ProQ/FinO oraz C-koricowej domeny homologicznej do
domen typu Tudor. Biatko to oddziatuje z licznymi czasteczkami sRNA i mRNA u bakterii E. coli, jednak
nieznany jest mechanizm rozpoznawania czgsteczek RNA przez ProQ oraz przyczyny dla ktérych biatko ProQ
oraz biatko Hfg oddziatujg w wiekszosci z innymi czgsteczkami RNA. Nie wiemy takze, czy poza wigzaniem
czasteczek sRNA biatko ProQ pomaga im takie w tworzeniu oddziatywan z regulowanymi przez nie
czgsteczkami mRNA.

Celem projektu jest wyjasnienie jakie elementy struktury czgsteczek RNA oraz biatka ProQ
uczestniczg w ich wzajemnym rozpoznawaniu sie, a takze czy biatko ProQ ufatwia tworzenie stabilnych
oddziatywan pomiedzy czgsteczkami sRNA a regulowanymi mRNA. Aby to wyjasni¢ zamierzamy podjac¢ trzy
gtéwne zagadnienia. Pierwszym z nich jest poznanie struktury czgsteczek RNA wigzanych przez biatko ProQ i
okreslenie jakie elementy sekwencji oraz struktury tych czasteczek RNA powodujg, ze sg one wigzane przez
biatko ProQ, a nie przez biatko Hfg. Drugim z nich jest identyfikacja tych reszt aminokwasowych
znajdujacych sie na powierzchni biatka ProQ, ktére majg najwieksze znaczenie w rozpoznawaniu czasteczek
RNA, a takie wyjasnienie czy w rozpoznawaniu réinych czgsteczek RNA uczestniczg te same reszty
aminokwasowe ProQ, czy tez inne. Trzecim z nich jest wyjasnienie w jaki sposéb dochodzi do tworzenia
kompleksu pomiedzy czgsteczkg sRNA a regulowang przez nig czasteczkg mRNA w obecnosci biatka ProQ w
poréwnaniu do sytuacji bez biatka ProQ, po to aby zrozumie¢ jaki jest mechanizm udziatu biatka ProQ w
tworzeniu komplekséw pomiedzy czgsteczkami sRNA a regulowanymi przez nie mRNA.

W proponowanych badaniach zamierzamy zastosowa¢ metody badania stabilnosci oraz kinetyki
oddziatywan pomiedzy czasteczkami RNA oraz biatek monitorowane za pomocg techniki réznicowej
migracji komplekséw w zelu poliakrylamidowym, ktérych wyniki beda analizowane globalnie w celu
okreslenia statych szybkosci poszczegdlnych etapéw reakcji. W badaniach dotyczacych pierwszego
zagadnienia bedziemy analizowad tg metodg wptyw mutacji w czgsteczkach RNA na oddziatywanie z ProQ, a
w badaniach dotyczacych drugiego zagadnienia wptyw mutacji w ProQ na te oddziatywania. Ponadto
znaczenie mutacji w biatku ProQ dla oddziatywania z czgsteczkami RNA w komdrkach bakteryjnych zostanie
zbadane metoda koimmunoprecypitacji mutantéw biatka ProQ wraz ze zwigzanymi czgsteczkami RNA. W
badaniach dotyczacych trzeciego zagadnienia zamierzamy zbada¢ doktadny mechanizm kinetyczny
okreslajacy udziat ProQ w oddziatywaniach pomiedzy sRNA a mRNA po to aby ustali¢, ktéry z mozliwych
modeli opisujgcych role ProQ najlepiej ttumaczy dane eksperymentalne. Ponadto zbadamy wptyw mutacji
w ProQ na oddziatywania pomiedzy czgsteczkami sRNA a czgsteczkami mRNA w E. coli za pomocg metody
RIL-seq, ktdra pozwala na identyfikacje czgsteczek RNA jednoczesnie oddziatujgcych z biatkiem ProQ.



