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Wszystkie procesy biologiczne zaczynajac od bakterii walczacych z wirusami po rozwoj serca u cztowieka sa
kontrolowane przez zmiany w ekspresji materialu genetycznego i dynamicznych oddziatywan miedzy
czasteczkami biatek i RNA. Wiemy juz duzo na temat tego jak te biatka wygladaja strukturalnie, jakie elementy
RNA rozpoznaja oraz jaki wptywa na komorke maja takie oddziatywania lub ich brak. W ostatnich latach coraz
wigcej nacisku ktadzie si¢ na poznawanie mechanizméw molekularnych rzadzacych procesami biologicznymi.
Dzigki takim badaniom mozemy zrozumie¢, jak mechanizmy ewoluujg, ale réwniez mozemy lepiej nimi
manipulowaé np. W rozwoju szczepionek.

Celem tego projektu jest badanie mechanizméw molekularnych rzadzacych komunikacja migdzy poszczeg6lnymi
procesami takimi jak wyciszaniem RNA, degradacja RNA i translacja u bakterii. Po-transkrypcyjna regulacja
genow odpowiada za reakcj¢ bakterii na stres np. przestawienie metabolizmu na dostepne sktadniki odzywcze czy
dostosowanie si¢ do warunkéw gospodarza w przypadku patogennych szczepow. Ta regulacja jest umozliwiana
przez mate RNA (SRNA) oddziatujace z informacyjnym RNA (mRNA) na zasadzie komplementarnosci. W
parowaniu miedzy sRNA i mRNA uczestniczy biatko opiekuncze Hfq. Zwigzanie mRNA przez sRNA czesto
prowadzi do degradacji obu czasteczek, a wigc obniza ekspresje docelowego mRNA. Z kolei za degradacj¢
wigkszosci RNA bakteryjnych, takze tych sparowanych przez Hfq, odpowiada kompleks biatkowy zwany
degradosomem zawierajaCy enzym katalizujacy cigcie RNA: rybonuklaze E (RNaze¢ E). Co ciekawe, SRNA
wystepuja w komorkach w kompleksach z Hfq, ale rowniez Hfq i degradosomem. Nie wiadomo jakie roznice
funkcjonalne dzielg te kompleksy. W sktad degradosomu czgsto wchodzi tez helikaza RhIB rozplatajgca
ustrukturyzowane RNA, wiec stawiamy hipotezg, ze obecno$¢ degradosomu umozliwia dostep SRNA do
wczesniej niedostepnych miejsc w docelowych mRNA. Ponadto nie wiadomo czy utworzenie stabilnego
kompleksu degradujacego mRNA zalezy od kolejnosci dotaczania poszczegdlnych komponentow.

Wezeéniejsze badania wykazaty, ze wiekszo$¢, lecz nie wszystkie SRNA jest degradowana tgcznie z docelowym
MRNA, co doprowadzitoby rowniez do wyciszenia regulatora. Nie jest jednak wiadomo jakie czynniki decyduja
0 degradacji SRNA lub czy Hfq jest obecne w tym procesie. Jesli tak, jest mozliwe, ze krotkie fragmenty pozostate
po degradacji RNA pozostaja zwigzane do Hfq wptywajac na dalsze losy docelowych mRNA. Planujemy
odtworzy¢ katalitycznie aktywny degradosom posiadajacy rowniez zdolnos¢ do oddziatywania z biatkami. Z
wykorzystaniem fluorescencyjnie znakowanych komponentow, bedziemy w stanie $ledzi¢ sktadanie kompleksow
réwnolegle z katalizg RNA.

Dodatkowym skomplikowaniem w koordynacji tych proceséw jest to, ze RNA podlega ciaglej translacji.
Wiadomo, ze sSRNA czesto celujg w obszar wigzania rybosomu na mRNA, jednak nie jest jasne, czy dochodzi do
bezposredniej konkurencji miedzy rybosomem a kompleksem SsRNA-Hfg. Ponadto, degradosomy
przeprowadzajace cigcie w regionach kodujacych mRNA musza bezposrednio koordynowa¢ prace z rybosomami.
Chcemy zwizualizowac jak dynamiczne sg te procesy.

Badania przeprowadzone w ramach tego projektu dadza wglad w komunikacje migdzy kluczowymi procesami
komoérkowymi zaangazowanymi w ekspresj¢ informacji genetycznej. Poznamy dynamike tych mechanizmoéw w
skali milisekund, a wiec w realnej rozdzielczo$ci czasowej w jakiej procesy te zachodzg w komoérce. Poprzez
monitorowanie pojedynczych czasteczek otrzymamy takze wglad w heterogennos¢ tych proceséw. Te wszystkie
informacje beda cenne w zaprojektowaniu sztucznych regulatoréw ekspresji gendw i symulowaniu ich efektow.



