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1 Streszczenie

Nieustannie zmieniajgce si¢ srodowisko wymaga od bakterii szybkiej 1 zdecydowane;j
odpowiedzi na poziomie komoérkowym. Majac do dyspozycji jedynie zasoby jednej komorki,
bakterie wyksztatcity najrozniejsze mechanizmy kontroli ekspresji genow. Wsrdd nich szczegolne
miejsce zajmuja ryboprzelaczniki, sekwencje wystepujace w transkryptach, majace zdolnos¢
bezposredniego wigzania niskoczasteczkowych metabolitow 1 wywolywania odpowiedzi
regulatorowej. Obecnie znanych jest ponad 100 000 réznych ryboprzetacznikow, jednak tylko
niewielki utamek z nich zostal eksperymentalnie zweryfikowany i przypisany do jednej z blisko
45 znanych obecnie klas. Aktualnie stosowane metody identyfikacji nowych ryboprzetacznikow
oparte sg na bioinformatycznej analizie porownawczej zachowawczosci ewolucyjnej sekwencji
i struktury RNA. Takie podejscie, cho¢ przyniosto wiele fascynujgcych odkry¢, nie pozwala
na rozpoznanie ryboprzetacznikéw charakteryzujacych si¢ duzg zmiennoscia, krotka sekwencja
czy wystepujacych rzadko. Stad potrzeba opracowania nowej, eksperymentalnej metody
identyfikacji ryboprzetacznikow, pozbawionej tych ograniczen.

W odpowiedzi na te braki metodologiczne w niniejszej pracy doktorskiej zostata stworzona
nowatorska metoda Term-SHAPE-seq, oparta na technologii wysokoprzepustowego
sekwencjonowania. £aczy ona w sobie atuty dwoch rodzajow sekwencjonowania: Term-seq,
nastawionego na analiz¢ naturalnych koncéw 3’ transkryptow (petnej dlugosci jak i skroconych,
powstalych w wyniku dzialania ryboprzetacznika) oraz SHAPE-seq, sekwencjonowania
pozwalajgcego poznaé strukture drugorzedowa wybranej sekwencji. Term-SHAPE-seq pozwala
na identyfikacj¢ miejsca terminacji transkrypcji przy jednoczesnym wgladzie w strukture RNA
I jej ewentualne zmiany pod wplywem ligandu. Skuteczno$¢ i zasadno$¢ tej metody zostata
w pracy doktorskiej pozytywnie zweryfikowana, co pozwolito w ostateczno$ci na wylonienie
sekwencji liderowej genu yfmG, jako nowego kandydata na ryboprzetgcznik.

W kolejnym etapie pracy przygotowano trzy narzedzia pozwalajace na eksperymentalng
weryfikacje ~ wylonionego w  Term-SHAPE-seq  kandydata na  ryboprzetacznik.
Na przykladzie znanego ryboprzetagcznika klasy SAM-1 genu metE w Bacillus subtilis
zoptymalizowalem: metode terminacji transkrypcji in Vvitro z uzyciem bakteryjnej polimerazy
RNA, technike SHAPE z uzyciem nukleofilu NAI oraz wyznaczanie statej dysocjacji Kq
z wykorzystaniem radioaktywnie znakowanego SAM i filtracji membranowe;.

Wszystkie te metody okazaty si¢ skuteczne i1 adekwatne, dlatego z ich pomocag zostata
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przetestowana wytypowana sekwencja yfmG. Eksperymenty potwierdzity obecno$¢ transkryptow
pelnej dlugosci jak 1 skroconych, bedacych efektem  terminacji  transkrypcji.
Ponadto, analiza struktury drugorzedowej potwierdzita obecno$¢ spinki terminacyjne;.
Jednak dodanie mieszaniny ligandow nie spowodowato zmian ilo$ci poszczegolnych transkryptow
ani struktury drugorzedowej, co sugeruje, ze zaden z przetestowanych zwigzkow chemicznych nie
jest ligandem dla potencjalnego ryboprzetacznika, badz yfmG posiada inny, nieznany element
regulatorowy wykorzystujacy mechanizm terminacji transkrypcji.

Podczas okreslania optymalnego wspétczynnika indukcji ryboprzetacznika okazato sie,
ze ryboprzelaczniki kontrolujace ekspresje roznych gendow/operonéw charakteryzuja sie
indywidualng odpowiedzig na brak metioniny w pozywce, pomimo, ze nalezg do tej samej,
ewolucyjnie zakonserwowanej klasy SAM-1. Analiza indukcji ryboprzetacznikow w czasie zostala
powigzana z funkcja fizjologiczng w metabolizmie metioniny. Ryboprzelaczniki genow
I operondow zwigzanych z samg biosynteza metioniny lub jej bezposrednimi metabolitami
charakteryzowatly si¢ najwyzszym wspotczynnikiem indukcji oraz jego najszybszym wzrostem
(samT, metlC, metE). Natomiast najnizszy wspdtczynnik indukcji ryboprzetacznikow
(lub zupelny brak) obserwowany byl dla gendow/operonéw zwigzanych z dalszymi etapami
metabolizmu metioniny (mtnKA), metabolizmem siarki (operon cysH), wymagajacymi stalej
ekspresji (metK) lub nieznanej funkcji (yxjG).

Ostatnim etapem mojej pracy doktorskiej byto opracowanie rzetelnej metody analizy
aktywnosci transkrypcyjnej ryboprzelacznikow. Dotychczasowe metody nie pozwalaty
na bezwzgledne okreslenie stezen skroconych jak 1 pelnej dlugosci transkryptow
oraz powodowaly znaczne odchylenia w ilosci tych transkryptéw, zwigzane z r6zng odlegloscia
od konca 3' analizowanych fragmentow. Nowa metoda umozliwia przezwyci¢zenie tych
ograniczen, wykorzystujac nukleolityczne wtasciwosci RNazy H pozwalajace na przecigcie
wybranych czasteczek mRNA w miejscu wskazanym przez odpowiednio zaprojektowane
oligomery DNA oraz technik¢ ddPCR. Metoda ta pokazata, ze przeci¢cie transkryptow zachodzi
z bardzo wysoka skutecznoscia i specyficznoscia. Po jej zastosowaniu mozliwe stato si¢ wyliczenie
poprawionego wspotczynnika indukcji, wyzszego o srednio 23% od uzyskanego bez cigcia RNaza
H. Okazalo si¢ takze, ze indukcja ryboprzetacznika nie wigze si¢ z bezwzglednym wzrostem
poziomu ekspresji danego genu czy operonu, ale ze zmiang stosunku petnej dtugosci transkryptow

do formy skrdcone;.



Abstract

1 Abstract

Constantly changing environment requires bacteria to respond quickly and decisively at the
cellular level. Notwithstanding, bacteria operate with a limited set of resources restricted
to a single cell at their disposal. The natural effect of this state of things for bacteria was
a development of a variety of different mechanisms for gene expression control. Among them,
riboswitches, defined as sequences present in transcripts with their ability of direct binding
low-molecular metabolites and inducing a regulatory response, are considered to be
one of the most interesting mechanism of gene regulation. There are more than 100 000 different
riboswitches, nevertheless, only a small fraction of them have been experimentally verified
and assigned to one of nearly 45 known classes. Currently used methods for riboswitch
identification are based on computational comparative analysis of evolutionary conservation
of RNA sequences and structures. This particular approach has led to a number of vital discoveries.
However, it is not able recognize riboswitches with high variability, short sequences or rare ones.
As a consequence, a need to develop new experimental method for riboswitch identification,
with a view to overcoming these limitations, has appeared.

In response to these scientific problems, an innovative Term-SHAPE-seq method based on
high-throughput sequencing technology has been created within the scope of this thesis.
It combines the advantages of two types of sequencing: Term-seq, focused on the analysis
of natural 3’ ends of transcripts (full-length as well as terminated, resulting from the action
of the riboswitch) and SHAPE-seq, sequencing allowing for distinguish the secondary structure of
sequence of interest. Term-SHAPE-seq identifies the transcription termination sites while looking
at the RNA structure and its possible changes under the influence of the ligand.
The effectiveness and validity of this method have been positively verified, which ultimately
enabled selection of the leader sequence of the yfmG gene as a new riboswitch candidate.

In the next step, three tools have been prepared to enable the experimental verification
of the riboswitch candidate. With the use of known SAM-I class riboswitch of the metE gene
in Bacillus subtilis following assays were optimized: in vitro transcription termination
with bacterial  RNA polymerase, SHAPE technique with NAI as a nucleophile
and the determination of the Kg dissociation constant using radioactively labeled SAM
and membrane filtration. All of these methods proved to be effective and adequate, therefore, yfmG
gene was tested as a new riboswitch candidate. Performed experiments confirmed
the presence of full-length transcripts as well as shortened ones, as a result of transcription
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termination. Furthermore, the analysis of the secondary structure confirmed the presence
of a termination hairpin. However, the addition of a ligand mixture did not change the number
of individual transcripts or secondary structure, suggesting that none of chemical compound tested
in this thesis is a ligand for a potential riboswitch, or yfmG has another, yet unknown regulatory
element utilizing transcription termination mechanism.

When determining the optimal induction factor of the riboswitch for the cDNA library,
it was noticed that riboswitches controlling the expression of different genes/operons belonging
to the same evolutionary conserved SAM-I class are characterized by an individual response to the
lack of methionine in the medium. The analysis of the induction of riboswitches as a function of
time has been linked to their physiological function during methionine metabolism. Riboswitches
of genes and operons closely related to the methionine biosynthesis itself or its direct metabolites
were characterized by the highest induction ratio and its fastest growth (samT, metlC, metE).
Nevertheless, the lowest induction factor of riboswitches (or its complete lack) was observed for
genes/operons associated with further stages of methionine metabolism (mtnKA), sulfur
metabolism (cysH operon), requiring constant expression (metK) or of unknown function (yxjG).

The final stage of the thesis was the development of a reliable method for analyzing
the transcription activity of riboswitches. The existing methods did not allow for an absolute
quantification of truncated and full-length transcripts, moreover, they caused significant biases
in the number of these transcripts, related to a different distance from the 3’ end of the analyzed
fragments. The presented method makes possible to overcome these constraints, benefiting
from the nucleolytic activity of RNase H, which gives the opportunity to cleave mRNA molecules
of interest in a site-specific manner by properly designed DNA oligomers and ddPCR technique.
The demonstrated method proved that the hydrolysis of transcripts occurs with high efficiency
and specificity. As a consequence, it became possible to calculate the improved induction ratio,
higher by 23% on average than obtained without mMRNA cleavage with RNase H. It also turned out
that the induction of the riboswitch does not entail an absolute increase in the level of expression
of the given gene or operon, but with a change in proportion between full-length and terminated

transcripts.
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2 Wstep

PrzyzwyczailiSmy si¢ mysle¢ o bakteriach jako niezwykle prostych 1 prymitywnych
organizmach. Ale nawet przed najprostsza bakteria stoi niezwykle skomplikowane zadanie, jakim
jest regulacja ekspresji genéw. Zycie w tak zlozonym, zmiennym, a czesto takze wrogim
srodowisku stanowi nie lada wyzwanie dla wszystkich zywych istot. Bakterie, jako organizmy
jednokomoérkowe, muszg szybko oraz skutecznie reagowac na réznego rodzaju bodzce plynace
ze $rodowiska zewnetrznego. Co wiecej, majac do dyspozycji jedynie zasoby jednej komorki
muszg by¢ zdolne do samodzielnej syntezy wszystkich niezbednych sktadnikow.
Dlatego tez podstawowy metabolizm bakterii oraz biosynteza zwigzkow organicznych odbywa si¢
domyslnie na wysokim poziomie, a ewentualna regulacja skupia si¢ gtownie na inhibicji owych
procesow (w przeciwienstwie do organizmoéw eukariotycznych, u ktérych procesy przebiegaja
na niskim poziomie a dominujagcym zjawiskiem jest aktywacja). Wiele genéw metabolizmu
podstawowego (ang. housekeeping genes) ulega niezmiennej, konstytutywnej ekspresji,
badz podlega niewielkim wahaniom w ciagu zycia bakterii. Produkty owych gendéw petnig
kluczowg rolg dla przezycia i rozmnazania bakterii na podstawowym poziomie, a jednoczesnie
ewentualny brak ich ekspresji nie moze by¢ skompensowany poprzez pozyskanie odpowiednich
substancji ze srodowiska. Dlatego tez bez wzgledu na sytuacje, w jakiej aktualnie znajduja si¢
bakterie, ekspresja tych gend6w musi pozosta¢é na niezmiennym, czg¢sto wysokim poziomie.
Do tej grupy genow naleza miedzy innymi geny kodujace 16S rRNA, gyrA i gyrB kodujace
podjednostki gyrazy, rpoA i rpoB kodujace podjednostki polimerazy DNA, recA — rekombinaze
A, rho — czynnik terminacyjny Rho, ftsZ — biatko podziatu komoérkowego FtsZ, gapdh —
dehydrogenazg aldehydu 3-fosfoglicerynowego oraz secA — podjednostke translokazy A [1].
Niekontrolowana synteza wszelkich niezbgdnych dla przezycia zwigzkéw chemicznych bytaby
energetycznie zbyt kosztowna i w konsekwencji nadmiernie wyczerpujaca. Dlatego tez
w pierwszej kolejnosci bakterie wykorzystuja zasoby srodowiskowe, a produkty genéw niezbedne

do ich pozyskania i nastepnie efektywnego spozytkowania podlegaja $cistej kontroli.
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2.1 Mechanizmy kontroli ekspresji genow u bakterii

2.1.1 Promotor konstytutywny

U organizméw prokariotycznych enzymem odpowiedzialnym na transkrypcje genow jest
polimeraza RNA (RNAP). W przeciwienstwie do organizméw eukariotycznych, u ktorych,
jak dotad odkryto pig¢ roznych polimeraz RNA [2,3], prokarioty posiadaja tylko jeden enzym
pelniagcy takg funkcje. Bakteryjna RNAP sklada sie z 5 podjednostek [4,5],
bedacych odpowiednikami analogicznych podjednostek polimerazy RNA II — gtéwnego enzymu
transkrypcyjnego, odpowiedzialnego za synteze prekursorow mRNA, snoRNA i miRNA [6,7]:

1. a — podjednostka obecna w dwoch kopiach, odpowiedzialna jednocze$nie za zlozenie
polimerazy oraz oddziatywania niespecyficzne z promotorem,

2. P —kodowana przez gen rpoB, odpowiedzialna cze¢$ciowo za aktywno$¢ polimerazowa,

3. P’'—najwicksza podjednostka RNAP, kodowana przez gen rpoC, odpowiedzialna czgéciowo za
aktywno$¢ polimerazows,

4. o —najmniejsza podjednostka, odpowiedzialna za sktadanie i stabilnos¢ RNAP,

5. ¢ — czynnik inicjacji transkrypcji, zapewnia specyficznos¢ wzgledem konkretnych
promotorow, oddysocjowuje w momencie rozpoczecia elongacji.

Polimeraza RNA wiaze si¢ ze S$ciSle okre$long sekwencja DNA zwang promotorem
(Rysunek 1) [8]. Pierwszym elementem, zaczynajac od konca 5’ jest element UP — region bogaty
w nukleotydy A i T, rozciagajacy si¢ ok. 40 do 60 nukleotydéw (nt) powyzej kodonu start.
Sekwencja ta jest rozpoznawana przez podjednostke oo RNAP [9]. Kolejnym elementem jest blok
-35, 0 sekwencji konsensusowej 5'-TTGACA-3' dla bakterii Escherichia coli, cho¢ dla r6znych
bakterii oraz roznych gendéw sekwencja moze si¢ nieco rozni¢. Blok -35 oddziatuje specyficznie
z czynnikiem o RNAP. Pomigdzy blokiem -35 a blokiem -10 znajduje si¢ spacer [10].
Nie posiada on sekwencji konsensusowej jednak jego dlugos¢ jest ewolucyjnie zakonserwowana
I wynosi 17+1 nt. W przypadku niektérych promotorow obecny moze by¢ wydtuzony blok -10
(Ext., ang. extended -10) [11]. Jego sekwencja konsensusowa 5-TGTG-3' jest zlokalizowana
w pozycji -17 do -14 i jego gtéwng funkcja jest wzmacnianie transkrypcji w przypadku stabego
dopasowania sekwencji promotora w bloku -35 Ilub w przypadku jego braku.
Tylko niewielka cze$¢ promotorow E. coli posiada wydtuzony blok -10, jednak w przypadku
Bacillus subtilis wystepuje on znacznie czes$ciej [12]. Kolejnym, a zarazem najwazniejszym

elementem promotora bakteryjnego jest blok -10 [10]. Jego sekwencja konsensusowa
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to 5-TATAAT-3'. Oddzialuje ona specyficznie 2z czynnikiem o  polimerazy.
Ostatnim elementem promotora, poprzedzajacym miejsce startu transkrypcji +1 jest dyksryminator
(Dis., ang. discriminator) [13]. Element ten, dtugosci 6-8 nt, nie jest silnie zakonserwowany i jest
on zaangazowany w regulacj¢ czasu trwania otwartego kompleksu polimerazy (im krotszy

dyskryminator, tym dtuzszy czas trwania otwartego kompleksu) [14].

s B 7"\"‘. \ B |
— |Element UP -35 —*— EXt DIS —
./ g ' DNA
Rysunek 1. Budowa promotora bakteryjnego wraz z podjednostkami bakteryjnej polimerazy RNA. Ext. — wydluzony
blok -10, Dis. — dyskryminator.

Powyzsze elementy stanowigce promotor konstytutywny zlokalizowane sa przed
wigkszo$cig gendw metabolizmu podstawowego oraz gendéw o konstytutywnym poziomie
ekspresji, ktore przez wigkszo$¢ czasu ulegaja jedynie niewielkim  wahaniom.
Jest on specyficznie rozpoznawany przez podjednostke RNPA ¢’° bedaca podstawowym
czynnikiem inicjujacym transkrypcje [5]. Promotory o powyzszej sekwencji naleza
do najsilniejszych wsrod bakterii, jednak sita konkretnego promotora zalezy od stopnia
podobienstwa sekwencyjnego do sekwencji konsensusowej obu blokow -35 i -10, oraz obecnosci
pozostatych elementéw (perfekcyjne dopasowanie warunkuje najwieksza sit¢ promotora) [10].
Po zwigzaniu sekwencji promotora nastgpuje rozplecenie nici DNA w regionie -10, bogatym
w nukleotydy A i T, a nastgpnie po syntezie kilku pierwszych nukleotydow nowej
nici RNA, oddysocjowuje podjednostka o, tworzac transkrypcyjny kompleks elongacyjny
(TEC, ang. transcription elongation complex).
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2.1.2 Promotory specyficzne i podjednostki ¢

Sposrod wszystkich elementow sktadowych bakteryjnej polimerazy RNA, najistotniejsza
role W rozpoznawaniu miejsc promotorowych petni podjednostka 6’°. Aby jednak kontrolowaé
ekspresje konkretnych gendéw juz na etapie wyboru promotora, bakterie w toku ewolucji
wyksztalcity réznego rodzaju specyficzne promotory oraz adekwatne podjednostki o.
Oprocz kanonicznej podjednostki 6’ rozpoznajacej wigkszo$¢ typowych promotorow, u bakterii

wystepuja takze alternatywne podjednostki o (Tabela 1) [15]:

Tabela 1. Podjednostki ¢ i anty-¢ wystepujacych u bakterii E. coli.

Czynnike Gen Anty-o Kontrolowany proces
6" RpoD Rsd i HscC Metabolizm podstawowy, wzrost i rozwdj
ot? Fecl FecR Transport zelaza
% RpoE RseA Skrajny szok cieplny, stres zewnatrzkomorkowy, sporulacja
28 RpoF FigM Synteza wici, chemotaksja
o2 RpoH Dnak Szok cieplny
o8 RpoS RssB Stresy, gtéd, faza stacjonarna
o RpoN EBPs Brak azotu

Kazda z podjednostek ¢ z duza wydajnoscig rozpoznaje sekwencje specyficznych
promotoréw, wystepujacych w genach petniacych w komodrce wyspecjalizowane funkcje,
np. zwigzane z réznymi Stanami fizjologicznymi. Dzigki ekspresji takich gendw mozliwe jest
przetrwanie w niekorzystnych warunkach s$rodowiskowych lub optymalne wykorzystanie
zasobow, gdy nadarza si¢ odpowiednia okazja. W ten sposob transkrypcji ulegaja geny kodujace
biatka szoku cieplnego, chaperony, roznego rodzaju transportery, czy tez specyficzne enzymy.
O tym jak istotng rolg pelnig podjednostki o dla przezycia bakterii $wiadczy fakt, ze E. coli
z uszkodzonym genem rpoE (kodujacym podjednostke o%*) nie sa w stanie przezyé
W temperaturze powyzej 42°C [16].

Warto jednak pamigta¢, ze nadekspresja tego typu genow bylaby niewskazana,
gdyz koszt biologiczny biosyntezy biatek przez nie kodowanych bytby nieproporcjonalnie wysoki
w stosunku do pozytku w optymalnych warunkach. Dlatego oprocz systemu roéznych podjednostek
o, komorki bakteryjne wyksztalcity takze czynniki anty-c (Tabela 1) [17].
Ich mechanizm dziatania polega na bezposrednim zwigzaniu danej podjednostki o,
co w konsekwencji uniemozliwia jej interakcje z kompleksem polimerazy i inhibicj¢ transkrypcji

pozwalajac na jeszcze $cislejszg kontrole wyboru promotora.
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2.1.3 Promotory indukowane i operony

Obok promotoréw konstytutywnych, b¢dgcych aktywnych niemal przez caty czas, istniejg
takze promotory indukowane. Kontrolujg one ekspresj¢ tych gendéw, ktorych produkty biatkowe sg
potrzebne tylko w konkretnych warunkach lub etapach rozwoju bakterii. Ich aktywacja badz
inhibicja zalezy od dodatkowych bialek zwanych czynnikami transkrypcyjnymi, ktore moga
spehia¢ funkcje aktywatoréw lub represoréw transkrypcji. Czynniki transkrypcyjne bardzo cze¢sto
sg biatkami allosterycznymi, co oznacza, ze do pelienia swojej funkcji wymagajg
zwigzania  odpowiednio  koaktywatora  (induktora) lub  korepresora  (inhibitora).
Koaktywatory 1 korepresory to najczeSciej niewielkie czasteczki, ktore po zwigzaniu
do aktywatora lub represora zmieniaja ich konformacje i moduluja ich funkcje.
Tego typu kontrola ekspresji genow jest charakterystyczna dla operondw, czyli zespotu wspolnie
transkrybowanych, regulowanych i funkcjonalnie powigzanych genow (Rysunek 2 A) [18].
Geny tworzace operon posiadajag wspolny promotor, z ktérego powstaje jeden transkrypt.
Operony przypominaja w swojej strukturze zwykle geny. Istotng rdéznica jest
wystepowanie sekwencji  operatora, ktore Stanowi miejsce przylaczenia represora.
Operator najczesciej zlokalizowany jest pomiedzy promotorem (do ktorego bezposrednio
przylega) a miejscem startu transkrypcji. Przylaczenie represora do operatora stanowi fizyczng
przeszkode dla polimerazy, ktéra w ten sposob nie moze zwigza¢ sekwencji promotora
i przeprowadzi¢ transkrypcji (Rysunek 2 B). Sam represor jest kodowany przez gen regulatora,

ktory jest zlokalizowany poza operonem i nie podlega jego kontroli.
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Rysunek 2. Budowa i mechanizm dzialania operonow bakteryjnych na przykladzie operonu lacZYA. A) Dzialanie operonu
z nieaktywnym represorem. B) Dzialanie operonu z aktywnym operonem. RNAP — Polimeraza RNA. Prom. — promotor,
Reg. — gen regulatorowy, Oper. — operator, Term. — terminator. Rep. — represor, Alac — allolaktoza (korepresor).

Regulacja ekspresji gendw moze by¢ zar6wno negatywna (wyciszenie genu po zwigzaniu
represora) jak i pozytywna (aktywacja genu po zwigzaniu aktywatora). Ponadto regulacja moze
mie¢ charakter indukcyjny (gen jest aktywowany po zwigzaniu represora/aktywatora przez

induktor) lub represyjny (gen jest wyciszany po zwigzaniu represora/aktywatora przez inhibitor).
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Regulacja negatywna indukcyjna

Przyktadem jest operon laktozowy, w ktorego sktad wchodza trzy geny kodujace biatka
transportujace 1 metabolizujace laktozg [8]. W warunkach normalnych represor pozostaje
zwigzany operatorem, uniemozliwiajac transkrypcje (Rysunek 2 A). Jezeli natomiast laktoza
staje sie dostepna dla komorki, wzrasta jej stezenie, a wraz z nig jej produkt — allolaktoza, ktora
jest induktorem. Po zwigzaniu induktora, represor oddysocjowuje od operatora,
co aktywuje ekspresje genéw operonu (Rysunek 2 B).

Regulacja negatywna represyjna

Przyktadem jest operon tryptofanowy, skladajacy si¢ z pigciu gendéw zaangazowanych
W biosyntezg tryptofanu [19]. W tym przypadku operon jest aktywny w sytuacji niedoboru
tryptofanu w komorce, poniewaz represor pozostaje niezwigzany. Jezeli natomiast st¢zenie
tryptofanu jest wystarczajace, to wigze si¢ on do represora (funkcjonuje jako inhibitor)
| W tym stanie wigze operator, wyciszajac transkrypcj¢ operonu.

Regulacja pozytywna indukcyjna

Tego typu regulacja wystepuje w operonie laktozowym. Biatkowy aktywator katabolizmu CAP
(ang.  catabolite  activator  protein)  pelni  funkcje  aktywatora  operonu
(niezaleznie od represora) [20]. W stanie niezwigzanym pozostaje nicaktywny, natomiast ulega
aktywacji po zwigzaniu cyklicznego AMP (cAMP), petnigcego funkcje induktora. Stezenie
komorkowe cAMP wzrasta wraz ze spadkiem st¢zenia glukozy, co jest sygnatem
do aktywacji operonu laktozowego. Biatko CAP po zwigzaniu cAMP rozpoznaje miejsce
wigzania CAP (ang. CAP-binding site) zlokalizowane powyzej sekwencji promotora,
co pozwala na interakcje z RNAP, utatwiajac jest przytaczenie do promotora.

Regulacja negatywna represyjna

Tego typu system kontroli ekspresji operonéw nie zostat jak dotad odkryty w naturze, natomiast
zostal sztucznie stworzony. W warunkach naturalnych represor TetR wigze operator tetO (TetA
zapewniajacy odporno$¢ na dziatanie tetracykliny) hamujac jego transkrypcje [21].
Jezeli w srodowisku pojawi si¢ tetracyklina, wigze si¢ ona z TetR (tetracyklina peini funkcje
induktora), a ekspresja genu zostaje przywrdocona. Przedstawia on wigc regulacje indukowang
pozytywna. By stworzy¢ pozytywny system represyjny, Gossen i Bujard potaczyli represor
TetR z domeng aktywujgca transkrypcje(ang. transcriptional activation domain) VP16,
otrzymujgc transaktywator tetracyklinowy (tTA, ang. tetracycline-controlled transactivator)

[22]. W stanie wolnym tTA funkcjonuje jako aktywator transkrypcji, pozostajac zwigzanym
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si¢ z operatorem tetO, natomiast po interakcji z tetracykling oddysocjowuje, wyciszajac
ekspresje docelowych gendw.
Oprocz elementow regulatorowych zlokalizowanych w bezposrednim sgsiedztwie
promotoréw, bakteric wyksztalcity takze dystalne elementy, przypominajgce eukariotyczne
enhancery, aktywujace ekspresj¢ docelowych gendow poprzez zwigzanie aktywatora [23].

Warto jednak pamigtaé, ze enhancery naleza do rzadkosci w krolestwie bakterii.

2.1.4 Male bakteryjne RNA (sRNA)

Mate bakteryjne RNA (sRNA, ang. small RNA) nalezg do grupy matych nieckodujacych
RNA (snRNA, ang. small noncoding RNA). Charakteryzuja si¢ dlugoscia od 50-500 nt
oraz wysokim stopniem ustrukturyzowania ($rednio, co ok. 100 nt) [24]. Petnig one kluczowa rolg
w kontroli ekspresji takich genéw jak geny odpowiedzi na stres, wirulencji, czy quorum sensing
[25]. Swoje funkcje regulatorowe moga pelnié poprzez oddzialywanie na zasadzie
komplementarnosci (antysensu). Pod pewnymi wzgledami sRNA stanowig funkcjonalny
ekwiwalent eukariotycznych krotkich interferujacych RNA (siRNA, ang. small interfering RNA) i
mikroRNA (miRNA). Ze wzgledu na relacje miedzy miejscem syntezy a sekwencja docelowa
mozna mowi¢c o SRNA kodowanych cis, gdy czasteczka sRNA jest kodowana
na komplementarnej nici wzgledem swojego celu (w obrgbie tego samego genu) oraz trans,
gdy czasteczka docelowa dla sRNA jest kodowana w odlegtej lokalizacji.
W konsekwencji, sRNA dziatajace w uktadzie cis sa perfekcyjnie (lub prawie perfekcyjnie)
komplementarne do swojej czasteczki docelowej, natomiast trans sRNA sa w ré6znym stopniu
komplementarne, co sprawia, ze do swojego prawidtowego dziatania i specyficznego rozpoznania
docelowego RNA wymagane jest wsparcie ze strony biatka opiekunczego Hfq
(ang. host factor for Q beta) [26]. Biatko to zapewnia ochrong przed degradacja oraz stabilizuje
struktur¢ SRNA, wspomagajac interakcje z docelowym RNA [27]. sSRNA dziatajagce w uktadzie
trans czesto przybierajg charakterystyczng strukture [24]. Pierwsze kilkanascie nukleotydéw od
konca 5’ stanowi region seed, odpowiedzialny za hybrydyzacje do czasteczki docelowe;j.
Nastepnie w poblizu spinki terminacyjnej znajduje si¢ miejsce wigzania biatka Hfq.
Na koncu 3’ czasteczki sRNA znajduje si¢ spinka terminacyjna z traktem poli-U.
Funkcja tej struktury jest zapobieganie degradacji oraz inicjacja oddzialywan z czasteczka
docelowa poprzez oddzialywania petli apikalnej typu kissing loop. Ponadto trakt poli-U stanowi

miejsce zaczepu dla biatka Hfq.
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Funkcje regulatorowe SRNA w komorce bakterii sg realizowane za posrednictwem bardzo
szerokiego repertuaru réznych mechanizmoéow. Zasadniczo sSRNA dziatajg na zasadzie antysensu
wigzac si¢ bezposrednio (lub z pomoca biatka Hfq) z docelowa czasteczka RNA lub tez poprzez
sekwestracje roznych bialek. Réznego rodzaju interakcje z sSRNA moga zarowno wyciszac,
jak i aktywowac ekspresje genéw lub moduluja funkcje.

Niektore czasteczki sRNA biorg udzial w regulacji transkrypcji poprzez kontrole jej
terminacji. W tym wypadku zwigzanie czasteczki sRNA stymuluje formowanie spinki
terminacyjnej (Rysunek 3 A) [28]. Wiekszo$¢ sSRNA wigze si¢ w okolicach regionu niculegajgcego
translacji 5 (5'UTR, ang. 5’ untranslated region) transkryptow bakteryjnych,
ze szczeg6lnym uwzglednieniem miejsca wigzania rybosomu (RBS, ang. ribosome-binding site),
u bakterii zwanej sekwencjag Shine-Dalgarno (SD), co wyklucza zwigzanie rybosomu
i w konsekwencji obniza poziom biosyntezy biatek (Rysunek 3 B) [29]. Jednak SRNA moga mie¢
takze pozytywny wplyw na translacje. RBS moze by¢ wyjsciowo zamknigty w strukturze
dwuniciowej, a przez to niedostgpny dla aparatu translacyjnego komoérki (Rysunek 3 C) [30].
Dopiero po zwigzaniu docelowej sekwencji przez sRNA, RBS zostaje uwolniony.
Nie tylko koniec 5' transkryptu jest celem dziatania SRNA. Sekwencja docelowa moze by¢ takze
zlokalizowana w obrebie otwartej ramki odczytu (ORF, ang. open reading frame).
W takiej sytuacji translacja zachodzi bez zakldcen, bez wzgledu na to czy zostanie dotaczony
docelowy SRNA czy tez nie. Natomiast oddziatywanie z sRNA indukuje degradacjgc mRNA
zapomoca RNazy E, petnigcej w tej sytuacji funkcj¢ rekrutujacg i aktywujaca (Rysunek 3 D) [31].
Obnizona stabilno$¢ transkryptu ma swoje przetozenie na zredukowany poziom translacji.
Z drugiej strony sSRNA moze stabilizowac¢ 1 chroni¢ mRNA przed degradacja ze strony RNazy E
[32]. sSRNA moze takze kontrolowaé¢ Rho-zalezng terminacj¢ transkrypcji poprzez konkurencje
0 wigzanie RBS z rybosomem. Zahamowanie translacji powoduje odseparowanie rybosomow
od polimerazy RNA (polarnos¢ transkrypcyjna), odstania wczesniej zakryte miejsce rut,
co z kolei rekrutuje czynnik Rho, powodujacy przedwczesng terminacje transkrypcji [33].

Oprécz mozliwosci wigzania kwaséw nukleinowych na zasadzie antysensu, SRNA moga
takze oddzialywa¢ z biatkami dzigki sekwencjom rozpoznajacym biatka (Rysunek 3 E).
Typowym przyktadem takiego sSRNA jest CsrB z E. coli [34]. Wiaze si¢ on z biatkiem CsrA, ktore
w komorce pelni funkcje¢ inhibitora translacji (oddzialuje z RBS) oraz stymuluje degradacje

roznych mRNA. W takim uktadzie CsrB petni funkcje bezposredniego kompetytora CsrA.
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Niekiedy zamiast dezaktywowaé biatko, SRNA moze modulowa¢ jego dziatanie.
Na przyklad sRNA 6S wigze 6'>-RNAP, odpowiedzialng za transkrypcje gendéw metabolizmu
podstawowego [35]. 6S swoja strukturg nasladuje czasteczke DNA podczas transkrypcji,
dlatego tez petni funkcje¢ inhibitora polimerazy. Jak si¢ jednak okazuje, tylko pewna czg¢sé

promotorow ulega wyciszeniu, podczas gdy reszta zdaje si¢ by¢ niewrazliwa na efekt tego SRNA.
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Rysunek 3. Mechanizmy dzialania bakteryjnych sRNA. A) Terminacja transkrypcji. B) Blokowanie translacji.
C) Aktywacja translacji. D) Indukcja cigcia przez RNaze E. E) Inhibicja/modulacja funkcji bialka. RNAP — polimeraza
RNA, SD - sekwencja Shine-Dalgarno.

2.1.5 Wewnetrzna terminacja transkrypcji (Rho-niezalezna)

Geny bakteryjne rozciggaja si¢ pomiedzy promotorem a  terminatorem,
ktére to wyznaczaja miejsce poczatku i1 konca procesu transkrypcji. Wyzej wymienione
mechanizmy kontroli ekspresji gendéw dotycza pierwszego etapu transkrypcji — inicjacji.
Cho¢ regulacja ekspresji na tym etapie niesie istotne korzysci w postaci niewielkich naktadéw
energetycznych, to niemniej istotnym etapem regulacji u prokariotow jest terminacja transkrypcji.
W normalnych okoliczno$ciach, polimeraza RNA po przylaczeniu si¢ do sekwencji promotora

rozpoczyna syntez¢ mRNA na matrycy DNA (elongacja transkrypcji) tak dhugo,
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az nie napotka sygnalu terminacji transkrypcji  (terminatora) (Rysunek 4 A).
Terminator to specyficzna struktura drugorzedowa, jaka przyjmuje nowo zsyntetyzowana
czasteczka MRNA — struktura spinki do wloséw (ang. hairpin). Spinka ta jest zazwyczaj
zbudowana z okoto 7-20 par zasad (bp) bogatych w pary GC, tworzacych trzon spinki oraz petli
apikalnej dlugosci ok. 4-8 nt [36]. Tuz za sekwencjg spinki znajduje si¢ trakt poli-U dtugosci ok.
7-9 nukleotydow, gtownie urydynowych. Podczas transkrypcji polimeraza RNA obejmuje 12-14
nukleotydow, w konsekwencji mniej wigcej -15 nukleotyd jest pierwszym opuszczajacym
polimeraz¢ [37]. Natychmiast po syntezie spinki terminacyjnej polimeraza RNA zaczyna
oddziatywa¢ z RNAP, co powoduje jej chwilowe zatrzymanie [38]. Zatrzymanie kompleksu
polimerazy RNA zbiega si¢ w czasie z transkrypcja traktu poli-U. Zatrzymanie RNAP w miegjscu
niestabilnego heterodupleksu poli-U (RNA) z poli-A (DNA) stymuluje rozplecenie obu nici,
destabilizacje kompleksu polimerazy i w konsekwencji terminacj¢ transkrypcji.

Istniejg trzy hipotezy tlumaczace role spinki terminacyjnej w procesie terminacji
transkrypcji. Pierwszy model $cinajacy (ang. shearing model) zaktada, ze formujaca si¢ spinka
terminatora ,,wycigga” ni¢ RNA z kompleksu TEC, zrywajac ($cinajac) W ten sposdb wigzania
heterodupleksu RNA:DNA (Rysunek 4 B) [39]. Wedlug drugiego modelu hipertranslokacji
(ang. hypertranslocation model) spinka terminacyjna wywiera presj¢ na RNAP, powodujac
przesuni¢cie kompleksu wzdtuz nici DNA, jednak bez dotaczenia kolejnych nukleotydow
do mRNA (Rysunek 4 B) [40]. W trzecim modelu allosterycznym (ang. allosteric model)
terminator oddziatuje z kanalem wyjscia RNA, powodujac rearanzacje W strukturze kompleksu
TEC i oddysocjowanie poszczegolnych podjednostek kompleksu (Rysunek 4 C) [41].

Terminator moze oddziatywaé bezposrednio z kompleksem polimerazy (z podjednostka B’
na RNAP), co dodatkowo ostabia stabilno$¢ kompleksu [42] jak i po$rednio, poprzez biatko NUSA,
ktore oddziatuje zarowno ze spinka terminacyjng jak i podjednostka o oraz B lub B’ polimerazy
[43]. Obecnos¢ biatka NusA w istotny sposdb wzmacnia terminacj¢ transkrypcji poprzez dtuzsze
zatrzymanie  polimerazy RNA [44]. Jednak w obecnosci innych  czynnikow,
jak NusG, NusB, NusE czy tez bialeck N lub Q faga A, pelni funkcj¢ antyterminacyjng
zarowno w przypadku Rho-zaleznej jak 1 wewngetrznej terminacji transkrypcji [45].
Miejsce terminacji transkrypcji (TTS, ang. transcription termination site) przypada najczesciej po
6, 7 lub 8 czgsteczce uracylu liczac od zakonczenia trzonu terminatora [38,39].
Im bardziej homogenny jest trakt poli-U (im wigcej U w sekwencji), tym silniejszy

sygnatl terminacji transkrypcji.
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2.1.6 Rho-zalezna terminacja transkrypcji

Terminacja transkrypcji zalezna od biatka Rho jest drugim obok terminacji wewnetrznej
mechanizmem kontroli terminacji transkrypcji [46]. Szacuje si¢, ze okoto 20-30% zdarzen
terminacji transrypcji zachodzi z udziatlem czynnika Rho [47]. Jest to biatko zbudowane z sze$ciu
identycznych podjednostek (monomerow) tworzacych symetryczny pierscien (heksamer),
Z ktoérych kazda podjednostka posiada domene wigzacg RNA (PBS, ang. primary binding site) oraz
domen¢ ATPazowg (ang. ATP-hydrolysis domain) [48]. Czynnik Rho pelni funkcje helikazy RNA.
W postaci heksameru rozpoznaje miejsce rut (ang. Rho utilization site), sekwencje dtugosci 60-90
nt, bogata w pirymidyny. Domeny PBS preferencyjnie wigza dinukleotydy YC, gdzie Y oznacza
pirymidyne [49], przedzielone spacerem, dtugosci 12-14 nt [50,51].Ponadto sekwencja rut musi
by¢ wolna od struktur drugorzedowych, a takze nie moze by¢ aktywna translacyjnie [52].
W przeciwienstwie do sekwencji wewnetrznego terminatora, ktorego lokalizacje relatywnie fatwo
zidentyfikowac¢ oraz komputerowo przewidzie¢, w sekwencjach genomowych nieokreslona natura
sekwencji rut sprawia, ze komputerowe przewidywane tych miejsc w genomach stanowi wyzwanie
[53]. Po rozpoznaniu sekwencji rut i nawiniegciu RNA na heksamer biatka Rho nastgpuje
translokacja kompleksu wzdluz nici RNA w kierunku konca 3’ i rozplatanie nici RNA,
przy wykorzystaniu energii pochodzacej z hydrolizy ATP. Terminacja transkrypcji nastgpuje
w momencie, gdy biatko Rho ,,dogania” aktywny transkrypcyjnie kompleks polimerazy. Dzieje si¢
to w chwili, gdy RNAP, z rdznych przyczyn, ulega zatrzymaniu. W takiej sytuacji mozliwe jest,
ze w miar¢ przesuwania si¢ wzdhuz nici RNA czynnik Rho napotyka kompleks RNAP.

Proponowane sg trzy modele, analogiczne do tych wspomnianych powyzej, opisujace
bezposredni mechanizm terminacji transkrypcji z udzialem biatka Rho. Pierwszy z nich
(model $cinajacy) zaktada, ze czynnik Rho powoduje zerwanie wigzan pomigdzy DNA i RNA
poprzez wyciagniecie czasteczki mRNA z TEC (Rysunek 4 D) [45]. Wedlug drugiego modelu
(model hipertranslokacji) czynnik Rho przesuwa si¢ z wystarczajacag sila by spowodowac
translokacj¢ RNAP bez wbudowania kolejnych nukleotydow, co destabilizuje kompleks
(Rysunek 4 D) [54]. Trzeci model postuluje allosterycznie indukowane zmiany konformacyjne w
kompleksie polimeraz, powodujace naruszenie miejsca aktywnego i dysocjacje kompleksu
(Rysunek 4 E) [55]. Oprocz funkcji jednostkowej kontroli ekspresji genow, czynnik Rho petni
takze istotne calogenomowe funkcje. Zapewnia integralnos¢ replikowanego genomu poprzez
zapobieganie kolizji widetek replikacyjnych z RNAP oraz poprzez usuwanie petli R (ang. R-loops)
— trojniciowych kompleksow DNA:RNA, przez rehybrydyzacje nowopowstatej czasteczki RNA
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do DNA powodujacych dwuniciowe pgknigcia nici DNA [56]. Zapobiega dalszej transkrypcji
w sytuacji nieprawidlowej translacji (np. w przypadku mutacji nonsensowej) [57]
oraz nadmiernej transkrypcji antysensowej [58]. Efekt terminacyjny, zaréwno in vivo i in vitro, jest
wzmacniany przez biatko NusG, ktore oddzialuje zarowno z czynnikiem Rho jak i RNAP [59],
stymulujac terminacj¢ transkrypcji 0 ok. 20% [58]. Jednak w przypadku braku czynnika Rho, NusG
oddzialuje zar6wno z nicig kodujaca DNA — wspomagajac ponowne przylaczanie DNA (ang.
reannealing) [59] oraz chronigc przed ponownym przytaczeniem podjednostki o [60]
jak i z podjednostkg 30S rybosomu — promujgc parowanie transkrypcji z translacja
za posrednictwem biatka NusE — S10 [61]. W konsekwencji skutkuje dziataniem

antyterminacyjnym zaré6wno w przypadku Rho-zaleznej jak i wewngtrznej terminacji.

2.1.7 Atenuacja

Atenuatorem nazywamy, w szerokim sensie, element regulatorowy mRNA dziatajacy
w uktadzie cis, zlokalizowany w 5'UTR, przyjmujacy dwie alternatywne struktury — terminatora
lub antyterminatora. Terminator ten musi by¢ Rho-niezalezny (wewngtrzna terminacja
transkrypcji), a zmiana struktury terminator/antyterminator nastepuje pod wpltywem roéznych
czynnikow zarowno fizycznych lub chemicznych, stanowigcych molekularne sygnaty
odzwierciedlajace stan komorki. Atenuacja jest mozliwa dzigki szczegodlnej wilasnosci RNA
do tworzenia réznorodnych struktur drugo- i trzeciorzgdowych, co z kolei pozwala
na specyficzne wigzanie docelowych czasteczek. Rozpoznanie takich molekularnych sygnatow
bezposrednio przez sekwencj¢ atenuatora powoduje rearanzacje jej struktury, promujgc utworzenie
terminatora badz antyterminatora i umozliwiajac w ten sposob transdukcje istotnych dla przezycia
bakterii sygnatow. System atenuacji jest z jednej strony bardzo wydajny, z drugiej za$ strony
niezwykle oszczedny, a przez to korzystny dla bakterii, gdyz do swego dziatania nie wymaga
zadnych dodatkowych czynnikow biatkowych.

U bakterii nalezacych do typu Firmicutes (np. B. subtilis) ateunacja stanowi ponad 90%
wszystkich przypadkéw terminacji transkrypcji, podczas gdy u Proteobakteria (np. E. coli) system
ateunacji jest rownie czesto wykorzystywany co terminacja zalezna od czynnika Rho [62]. Uwaza
sig, ze $rednio 1,6% genow bakteryjnych jest kontrolowanych przez mechanizm atenuacji, jednak
procent ten waha si¢ od 0,6% dla Actinobacteria do 2,6% dla Firmicutes.
U najintensywniej badanych bakterii, jak E. coli czy B. subtilis wykazano, ze atenuacja kontroluje

odpowiednio 2,1% genow 1 3,3% operondéw oraz 3,2% genow 1 5% operondéw [62]. Znacznie
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wyzsze wartoSci niz $rednia  sugerujag prawdopodobne niedoszacowanie wynikajace
z braku informacji. Najpewniej u niektorych gatunkow bakterii nawet 10% gendéw i operondw

moze by¢ kontrolowana za posrednictwem atenuacji.

2.1.7.1 Atenuacja operoné6w aminokwasowych

Biosynteza poszczeg6lnych aminokwasdéw czesto jest kontrolowana w $cisle okreslony
sposob poprzez mechanizm atenuacji. Sensorem jest sekwencja mRNA bogata w kodony
konkretnego aminokwasu (ktérego mRNA koduje enzymy zaangazowane w biosyntezg tego
aminokwasu). Jako ze u organizméw prokariotycznych translacja zachodzi kotranskrypcyjnie,
w normalnych okoliczno$ciach (gdy aminokwasow jest pod dostatkiem), przemieszczajacy si¢
wzdhuz nici MRNA rybosom podaza w niewielkiej odlegtosci od RNAP, co uniemozliwia
uformowanie si¢ spinki antyterminacyjnej i w konsekwencji prowadzi do powstania drugiej spinki
(spinki terminacyjnej) i przedwczesnej terminacji transkrypcji. Jezeli w cytoplazmie komorki
brakuje danego aminokwasu, brakuje takze aminoacylo-tRNA, a w zwiazku z tym aktywny
translacyjnie ~ rybosom nie moze wydajnie  wilacza¢  kolejnych  aminokwasow
do tancucha polipeptydowego, €O go istotnie spowalnia i zwigksza odlegtos¢ od TEC.
Pozwala to na uformowanie si¢ w pierwszej kolejnosci spinki antyterminacyjnej, ktora wyklucza
powstanie terminatora, a transkrypcja wraz z translacjag mogg przebiegac¢ bez zaktocen.

Klasycznym przykladem atenuatora, a zarazem atenuatorem Sensu stricto, jest element
kontrolujacy wystepujacy w operonie tryptofanowym [63]. Elementem regulatorowym jest tutaj
transkrypt liderowy (ang. lider transcript) trpL dtugosci ok. 130 bp, poprzedzajacy wihasciwy
operon tryptofanowy. Koduje on krotki polipeptyd 0 dlugosci 14 aminokwasow,
z ktorych najwazniejsze sg dwa tryptofany wystepujace jeden za drugim. Tryptofan uchodzi
za do$¢ rzadki aminokwas o czgstoSci wystepowania $rednio 1 na 100 aminokwasow.
W przypadku braku tryptofanu (a wiasciwie Trp-tRNAT™P), rybosom ulega zatrzymaniu
na obu kodonach, oddalajgc si¢ przy tym od RNAP, co daje dostateczny czas i mozliwosé¢

uksztaltowania si¢ spinki antyterminacyjnej.
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2.1.7.2 Termsensory RNA

Zmiany temperatury wymagaja zdecydowanej odpowiedzi ze strony komorki, gdyz caty
metabolizm jest $cisle zalezny od temperatury otoczenia. Dostosowanie bakterii do konkretnej
temperatury mozliwe jest dzigki szerokiemu wachlarzowi biatek wspierajacych przezycie bakterii.
Zasadniczo geny, ktorych ekspresja zalezna jest od temperatury nalezg do trzech grup: szoku
cieplnego, zimna i wirulencji. W szlaku transdukcji sygnatu w odpowiedzi na zmiang temperatury
moga bra¢ bezposrednio udziat lipidy, biatka, DNA i RNA [64]. Jednak najwigkszy udziat
przypada biatkom, ktore pod wptywem podwyzszonej temperatury ulegajg rozpleceniu bgdz
innego rodzaju zmianom strukturalnym. W wiekszosci przypadkéw zmiany temperatury nie sg
wykrywane w sposob bezposredni, lecz poprzez konsekwencje zmian dokonanych w wyniku
dziatania nieoptymalnej temperatury [65]. W zwiazku z tym, odpowiedZ na bodziec temperaturowy
jest opozniony, a efekt regulatorowy odlozony w czasie. Natomiast szybka i bezposrednia
odpowiedzig charakteryzuja si¢ sekwencje zwane termometrami RNA lub termosensorami
(RNATs, ang. RNA thermometers). Sekwencje te w odpowiedzi na zmiang temperatury ulegaja
rearanzacjom strukturalnym w taki sposob, ze w nizszej/wyzszej temperaturze, seskwencja RBS lub
SD staje si¢ mniej lub bardziej dostepna dla aparatu translacyjnego komorki, co istotnie modyfikuje
poziom biosyntezy danego biatka.RNATS charakteryzuja si¢ bardzo duza precyzja dzialania
I potrafig wykry¢ i odpowiedzie¢ na r6znice temperatur rowng 1°C [66].

Opisuje si¢ dwa rodzaje (modele) termosensorow. Pierwszy z nich to model zamka
btyskawicznego (ang. zipper model), gdzie poszczegdlne pary zasad tworzace strukturg
dwuniciowa ulegaja  stopniowemu rozpleceniu wraz ze wzrostem temperatury.
Przyktadem takiego termometru RNA, a =zarazem najczestszym, jest element ROSE
(ang. repression of heat shock gene expression) [67]. Element ten sktada si¢ $rednio z 60 — 70
nukleotyddéw tworzacych kilka struktur spinki, z czego ostatnia spinka od konca 3’, obejmujaca
sekwencje SD, jest stabilna tylko w niskiej temperaturze. Niestabilno$¢ ta wynika z obecnosci kilku
niekanonicznych par zasad. Sekwencja SD jest catkowicie zamknigta w strukturze dwuniciowej
w temperaturze 30°C, czesciowo otwarta w 37°C umozliwiajac czgsSciowa translacie,
by ostatecznie, w temperaturze 42°C, ulec catkowitemu rozpleceniu, zapewniajac petny dostep
rybosomu do sekwencji SD [68].

Innym rodzajem RNAT dzialajgcym zgodnie z modelem zamka btyskawicznego
kontrolujgcym niektore geny wirulencji oraz geny Szoku cieplnego jest termometr FourU
(4U, ang. fourU element). Element taki wystepuje w 5'UTR genu IcrF kodujacego czynnik
wirulencji u Yersinia pestis [69]. Ekspresja genu IcrF zachodzi w temperaturze 37°C,
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ale nie zachodzi w nizszych temperaturach. Wzrost temperatury do 37°C jest dla bakterii sygnatem,
ze znajduje si¢ we wnetrzu organizmu ssaka, co stanowi doskonala okazje
do rozpoczgcia infekcji. Termometr FourU charakteryzuje si¢ prosta budowa dwoch spinek
do wloséw dhugosci odpowiednio 57 i 46 nt (w przypadku Y. pestis). W drugiej spince znajduje si¢
wysoce zakonserwowany trakt czterech urydyn komplementarnych z sekwencja 5-AGGA-3’,
stanowigcg fragment sekwencji SD. To wasnie ten element jest wrazliwy termicznie
i ulega rozpleceniu w podwyzszonej temperaturze.

Drugi model RNAT to model przetgcznika (ang. RNA switch), gdzie dwie odrebne
i ekskluzywne  struktury  drugorzgdowe  wystgpuja w  roznych  temperaturach.
Tego typu mechanizm kontroluje ekspresje genu cspA (ang. cold shock protein A) w E. coli.
Transkrypt tego genu w temperaturze 37°C jest bardzo niestabilny (okres pottrwania to zaledwie
20 sekund), a SD jest zamknigta w strukturze dwuniciowej [70]. Natomiast po obnizeniu
temperatury o 10°C nastgpuje reorganizacja struktury mRNA, co skutkuje znacznie wydluzonym

czasem pottrwania (30 minut). Ponadto SD staje si¢ cze$ciowo otwarta i dostepna dla rybosomu.

2.1.7.3 pH-metry RNA

Ciekawym elementem regulatorowym, reagujacym na zmiany pH sa pH-metry RNA (PRE,
ang. pH-responsive RNA element). Taki element zostat odkryty w 2009 roku u bakterii E. coli
w sekwencji liderowej genu alx [71]. Prawdopodobng funkcjg tego genu jest regulacja potencjatu
oksydoredukcyjnego $rodowiska komorki bakterii. W przeciwienstwie do termometréw RNA,
wzrost pH nie powoduje bezposredniej zmiany struktury RNA, ktory to decydowalby o dalszej
ekspresji informacji genetycznej. W warunkach optymalnych, czyli gdy pH srodowiska
komorkowego jest bliskie neutralnego, transkrypcja przebiega w normalnym tempie, przez
co element liderowy tworzy strukturg, w ktorej sekwencja SD jest zamknigta 1 przybiera forme
dwuniciows, co hamuje translacje. W warunkach podwyzszonego pH do ponad 8,0 w trakcie
transkrypcji RNAP zatrzymuje si¢ w kilku miejscach, co pozwala na uformowanie si¢
alternatywnej, aktywnej formy transkryptu, z dostepng strukturg SD. Intrygujacg kwestig jest
mechanizm hamowania transkrypcji w warunkach zasadowego pH. Prawdopodobna przyczyna jest
zwigkszona niestabilno$¢ dupleksu RNA:DNA, zmienione oddzialywania z biatkami

regulatorowymi oraz zmiana procesywnos$ci samej polimerazy RNA.
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2.1.7.4 Elementy T-box

Unikatows klase¢ regulatorowych RNA stanowig elementy T-box. Sa to cis-regulatorowe
sekwencje, wystepujace u bakterii  Gram-dodatnich, ktore dzigki strukturze wigza
nieaminoacylowany tRNA. Obecno$¢ takich czgsteczek w komorce jest sygnatem niedoboru
aminokwasow, dlatego oddziatywanie T-box:tRNA powoduje aktywacje gendéw prowadzacych
do uzupehienia zapaséw aminokwaséw. Naleza do nich geny biosyntezy aminokwasow,
transportery, aminoacylo-tRNA sytetazy (aaRS) oraz inne geny regulatorowe [72].

Rozpoznanie wlasciwego tRNA przez T-box mozliwe jest dzigki kilku specyficznym
interakcjom, do jakich dochodzi mi¢dzy tRNA a T-box’em. Generalnie elementy T-box
zbudowane s3 ztrzech struktur spinek do wlosow potaczonych petla centralng
oraz pseudoweztem [73]. W petli wewngtrznej spinki | zlokalizowana jest przypominajaca kodon
sekwencja specyfikatora (ang. specifier sequence), ktora oddziatuje z antykodonem tRNA.
Sekwencja ta koresponduje z aminokwasem kodowanym ponizej elementu T-box i jest
odpowiedzialna za specyficznos¢ wzgledem danego tRNA. Kolejnym istotnym elementem jest
sekwencja antyterminatora petnigca bardzo istotng funkcj¢ dla kontroli ekspresji genu.
Zawiera ona sekwencje konsensusowa 5'-UGGN-3', oddziatujaca na zasadzie komplementarno$ci
z ramieniem akceptorowym NCCA. W ten sposob sprawdzana jest obecno$¢ aminokwasu
osadzonego na czasteczce tRNA i obecno$¢ nawet najmniejszego aminokwasu, jakim jest glicyna
wyklucza mozliwos¢ oddziatywania z antyterminatorem. Natomiast zwigzanie aminoacylo-tRNA
przez T-box powoduje zmiane struktury w taki sposob, ze antyterminator wyklucza mozliwo$é¢
powstania spinki terminacyjnej, uruchamiajac ekspresj¢ genow znajdujacych sie ponizej.
Do niedawna uwazano, ze dwa wyzej wymienione miejsca oddziatywan s3 jedynymi
wystepujacymi w elementach T-box. Jak si¢ jednak okazato, sekwencja liderowa T-box tworzy
dodatkowe oddziatywania z czgsteczka tRNA, niespecyficzne wzgledem konkretnego tRNA [74].
Petla apikalna wraz z wybrzuszeniem (ang. bulge) spinki I oddziatujg z ramieniem D i T czasteczki
tRNA. Oddziatywanie to zdaje si¢ by¢ istotne dla poprawnego przebiegu antyterminacji, cho¢ jego
rola wcigz pozostaje zagadka. Zdecydowana wigkszos¢ elementéw T-box nalezy do
ryboprzetacznikéw transkrypcyjnych, a jedynie drobna ich cze$¢ stanowi ryboprzetaczniki
translacyjne [75]. T-box sa najbardziej charakterystyczne dla typu Firmicutes
(np. B. subtilis). Moga one kontrolowa¢ ekspresje ponad 1% gendéw i reprezentujg wszystkie 20

aminokwasow kanonicznych [72].
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2.2 Ryboprzelaczniki

Powyzsze rozdziaty pokazaty, ze zdolno$¢ do reagowania na zmieniajace si¢ warunki zycia
poprzez regulacje ekspresji gendéw jest fundamentalna dla przetrwania wszystkich zywych
organizmoéw, z bakteriami na czele. Jednocze$nie zréznicowanie owych mechanizmow
regulatorowych pozwalajg w precyzyjny i dynamiczny sposob reagowac na wszelkie negatywne
zmiany w ich $rodowisku naturalnym, stanowigce zagrozenie dla zycia bakterii
lub maksymalizowa¢ wykorzystanie dostgpnych zasobow w sprzyjajacych okolicznosciach.
A wszystko to poprzez wyciszenie badz aktywacje ekspresji poszczegdlnych genow i biosynteze
wyspecjalizowanych biatek. Olbrzymia liczebno$¢ oraz roznorodno$é¢ gatunkow bakterii stanowi
dowodd doskonatych zdolnosci adaptacyjnych pozwalajacych dopasowac si¢ do niemal wszelkich
warunkow zycia. Do realizacji swoich biologicznych celow bakterie wykorzystuja peten repertuar
wyrafinowanych mechanizmow kontroli ekspresji genéw. Cecha charakterystyczng tych systemow
jest jednak fakt, ze do swojego dziatania wymagaja na ktorym$ etapie obecnosci biatek.
Wyjatkowym mechanizmem w tej materii sg ryboprzetaczniki (ang. riboswitches),
ktore ze wzgledu na swoje unikatowe wlasnosci, zastuguja na szczegdlng uwage.

Ryboprzetaczniki  sa to silnie  ustrukturyzowane domeny mRNA, zdolne
do bezposredniego wigzania niskoczasteczkowych metabolitow, co w konsekwencji prowadzi
do rearanzacji struktury drugorzegdowej RNA i zmiany poziomu ekspresji danego genu
w uktadzie cis. Tak scharakteryzowane ryboprzetaczniki sg zgodne z definicjg zaproponowang
przez Ronalda Breaker’a w 2002 roku [76], ktora klasyfikuje je jako rodzaj atenuacji.
Jest to zarazem najwezsza definicja ryboprzetacznika, uwzgledniajaca wylacznie oddzialtywanie
RNA z niskoczasteczkowymi metabolitami (do 900 Da, graniczna warto$¢ dyfuzji przez btony
biologiczne). Czesto rozszerza si¢ 6w opis 0 elementy T-box wigzgce tRNA, ktérych masa
najczesciej waha si¢ migdzy 25 kDa a 30 kDa, wigc nie mogg by¢ zaliczone
do niskoczasteczkowych metabolitow. Najszersza definicja, cho¢ relatywnie rzadko uzywana,
obejmuje wszystkie mechanizmy regulacji ekspresji oparte o zmiang struktury RNA
pod wptywem dowolnych bodzcow fizjologicznych (oprocz wyzej wymienionych czasteczek
uwzglednia si¢ takze czynniki fizyczne jak temperatura w przypadku termometrow RNA,
czy tez pH w przypadku sensorow pH) [77]. Takie ujgcie ryboprzetacznikow przypomina opis
atenuacji, z wyjatkiem klasycznych atenuatoréw aminokwasowych. Na potrzeby niniejszej pracy,
zasadniczo uzywana bedzie klasyczna (najwezsza) definicja ryboprzetacznika, czyli struktura

RNA, ktora wigze tylko niskoczasteczkowe metabolity, stanowigca rodzaj atenuacji.
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2.2.1 Historia odkrycia ryboprzelacznikéw

Za poczatek badan nad kontrolg ekspresji gendw u organizméw prokariotycznych mozna
uzna¢ rok 1960, kiedy to pojawita si¢ pierwsza praca opisujaca dziatanie operonu laktozowego
kontrolowanego represorem [18]. O doniostosci odkrycia $wiadczy fakt, ze w 1965 roku zostata za
to odkrycie przyznana Nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii lub medycyny. Od tego momentu
odkryto wiele kolejnych gendéw czy operondéw kontrolowanych za posrednictwem bialek.
Z czasem okazato si¢, ze nie tylko biatka potrafig petni¢ funkcje regulatorowe w komorce,
ale takze inne czasteczki.

W 1974 roku wykazano istnienie struktury drugorzgdowej w czasteczce RNA bakteriofaga
R18 [78]. Co wigcej, pokazano, ze ten fragment RNA jest specyficznie rozpoznawany i wigzany
przez wirusowe biatko ptaszcza, jednak nie za posrednictwem sekwencji (jak wezesniej sadzono)
a struktury drugorzgdowej RNA. Byt to pierwszy bezposredni dowod istnienia specyficznej
struktury RNA rozpoznawanej przez konkretne biatko 1 petniagcej funkcje biologiczna
podczas translacji.

Badania Charlesa Yanofsky’ego prowadzone w latach 70 i na poczatku lat 80 XX wieku
nad czasteczkg mRNA operonu tryptofanowego u E.coli doprowadzity do przetomowego odkrycia
zjawiska ateunacji u bakterii [63,79,80]. W tym wypadku sygnal terminacji transkrypcji byt
zapisany w strukturze regiondw niekodujacych 5'UTR, cho¢ do pelnej egzekucji owego sygnatu
niezbedny jest udziat rybosomu (polarno$é transkrypcyjna).

Kolejne badania rozszerzyly jeszcze bardziej wiedz¢ na temat wlasciwosci RNA.
Jak si¢ wkrotce okazato, RNA nie tylko peini funkcje przekazujaca informacj¢ genetyczng
z DNA na biatka. W 1982 roku Thomas Cech odkryt, ze RNA moze posiada¢ takze funkcje
katalityczne [81]. Jego badania nad orzeskiem Tetrahymena thermophila doprowadzity
do odkrycia samowycinajacych si¢ w obecnosci GTP intronéw grupy I — pierwszego poznanego
rybozymu. Rok poézniej Sidney Altman badajac bakteri¢ E. coli zidentyfikowat wiasciwosci
katalityczne RNAzy P — enzymu (endorybonukleazy) odpowiedzialnego za generowanie
konca 5’ tRNA [82]. Cho¢ zbudowana jest ona zarowno z tancucha RNA jak i polipeptydu
(oba elementy sa niezbgdne dla zachowania funkcji enzymu), to wykazano, ze wlasciwosci
katalityczne pochodza wylacznie od czasteczki RNA (biatko pelni jedyne funkcje strukturalng).
Byt to pierwszy odkryty rybozym, zdolny do wielokrotnego obrotu; jednoczeénie jeden z dwoch
dotad poznanych (drugim takim rybozymem okazat si¢ by¢ rybosom). Kilka lat p6zniej odkryto

inng wlasciwos¢ kwasdéw nukleinowych, jaka jest specyficzne wigzanie docelowych czasteczek.
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W roku 1990 Jack Szostak wraz ze wspotpracownikami przy uzyciu selekcji in vitro
(SELEX, ang. systematic evolution of ligands by exponential enrichment) zdotat wygenerowac i
zsyntetyzowac pierwszg czasteczke oligonukleotydu DNA (dhugosci 100 nt) wigzaca specyficznie
i z wysokim powinowactwem barwniki organiczne [83]. W tym samym roku Laboratorium
Larry’ego Gold’a, przy uzyciu technologii SELEX zsyntezowalo oligonukleotydy RNA
oddziatujace z wirusowa polimerazg DNA T4 [84]. Dwa lata p6zniej firma Gilead Sciences
wygenerowata oligonukleotyd DNA wigzacy naturalnie wystepujaca czasteczke — trombing [85].
Czasteczki te zostaly nazwane aptamerami, czyli oligonukleotydami posiadajacymi zdolno$¢
do specyficznego wigzania niskoczasteczkowych ligandow. Z czasem definicj¢ aptameru
rozszerzono na syntetyczne oligonukleotydy XNA (ang. xeno nucleic acid) oraz oligopeptydy.
Jednak w tamtym czasie nie byly znane zadne naturalnie wystepujace aptamery.

Badania prowadzone od lat 70 nad witaminami u bakterii wykazaty, ze szlaki biosyntezy
witamin moga by¢ regulowane przez stezenie ich produktow koncowych lub ich pochodnych
[86,87]. Wzrost st¢zenia witamin w komorce powodowat zahamowanie transportu do komorki oraz
wyciszenie ekspresji niektorych gendéw zwigzanych z biosynteza czy metabolizmem owych
witamin. Jednak pomimo lat badan, dla szlaku biosyntezy trzech witamin u niektorych bakterii
tj. tiaminy (witamina B1) [88], ryboflawiny (witamina B2) [89] i kobalaminy (witamina B12) [90]
nie udalo si¢ zidentyfikowa¢ zadnych biatek regulatorowych. Jednakze regiony niekodujace z
konca 5" owych transkryptow okazaly si¢ by¢ silnie ustrukturyzowane, zakonserwowane
ewolucyjnie, a mutacje wprowadzone w tym regionie powodowaty zniesienie regulacji ze strony
witamin, powodujac znacza nadekspresje genow /operonow.

Co wigcej], na przetomie XX 1 XXI wieku pojawily si¢ pierwsze doniesienia sugerujace, ze
regiony niekodujace niektorych transkryptow zwigzanych z biosyntezg witamin moga
bezposrednio wykrywac pochodne witamin [88,91]. Doktadniejsze badania metoda probkowania
strukturalnego wykazaly ponadto, ze wigzanie owych ligandow przez RNA powoduje zmiany
strukturalne w rejonie nieckodujgcym i wyciszenie ekspresji genow [92]. Pomimo udanego
eksperymentu w warunkach in vivo, wraz z suplementacja adenozylokobalaming (aktywna forma
kobalaminy, AdoCbl), badaczom nie udato si¢ uzyska¢ pozytywnych rezultatow w warunkach
in vitro, a co za tym idzie wykaza¢ bezposredniego oddziatywania AdoCbl z mRNA.
Brak wigzania kobalaminy do sekwencji liderowej mRNA w warunkach in vitro oraz brak zmian
struktury btednie zasugerowaly istnienie hipotetycznego komorkowego czynnika posredniczacego
w oddziatywaniach, ktory mogt zosta¢ pominiety w eksperymencie in vitro. Wynik taki znalazt

uzasadnienie w pracy Nou i Kadner’a, ktorzy takze pracowali nad kontrolg ekspresji genow
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metabolizmu  kobalaminy [93]. Okazalo si¢, ze obecno$¢ kobalaminy wplywa
na wigzanie rybosomu do mRNA, ale tylko jezeli rybosomy podczas izolacji byty przeptukiwane
buforem o niskim stgzeniu soli. Przeptukiwanie rybosoméw wysokim stezeniem soli sprawiato, ze
tracity one zdolno$¢ wigzania RBS, jednak odzyskiwaly ja po ponownym
potaczeniu rybosoméw z materiatem odzyskanym podczas ptukania. Sugerowalo to istnienie
czynnika  wiagzacego rybosom (ang. ribosome-associated factor), ktory podczas
przygotowywania rybosomow byt wyplukiwany wraz buforem o wysokim st¢zeniu soli.
Owego hipotetycznego czynnika nigdy nie udato si¢ zidentyfikowac.

Pierwsze eksperymentalne potwierdzenie bezposredniego oddziatywania
niskoczgsteczkowych metabolitow z RNA, a zarazem odkrycie pierwszych naturalnie
wystepujacych aptamerdéw zostato dokonane w 2002 roku przez dwa zespoty: Ronald’a Breaker’a
i Evgeny Nudler’a. Zdotali oni wykazac¢, ze AdoCbl [76], mononukleotyd flavinowy (FMN) [94]
i pirofosforan tiaminy (TPP) [95] sa bezposrednio wigzane przez sekwencje liderowe
odpowiednich RNA i kontroluja ekspresj¢ operondw witamin, odpowiednio B12, B2, B1. Breaker
jako pierwszy uzyt terminu ,,ryboprzetgcznik” na okreslenie nowoodkrytych sekwencji. Wykazat,
ze po suplementacji odpowiednimi witaminami nie tylko wyciszeniu ulega ekspresja danych
operonow, ale takze, ze towarzyszy temu zmiana struktury w regionie S5'UTR.
Co wigcej, identyczne wyniki uzyskano w eksperymentach in vitro, co pozwolito wykluczy¢
obecnos¢ innych niz RNA czynnikow biorgeych udziat w zmianie struktury i regulacji ekspres;ji
genow. Badaczom nie umkngt uwadze rowniez fakt, ze ryboprzelaczniki, jako elementy
regulatorowe wymagajace do swojego dziatania jedynie produktow koncowych szlakow
metabolicznych, stanowig najprostszy mozliwy uklad samoregulacyjny, a co za tym idzie
prawdopodobnie najstarszy mechanizm kontroli ekspresji genoéw. Dwa lata pdzZniej,
w roku 2004 istnienie oraz architektura ryboprzetacznikow zostaly dodatkowo
potwierdzone przez rozwigzanie pierwszych struktur krystalicznych, zaréwno w stanie wolnym,
jak 1 zwigzanym [96,97]. Do dzi§ odkrytych i eksperymentalnie potwierdzonych jest
okoto réznych 45 klas ryboprzetacznikow (Tabela 2) [98].
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2.2.2 Ryboprzelaczniki a hipoteza Swiata RNA

Biolodzy od pokolen probujg rozwigza¢ jedna z najwiekszych tajemnic §wiata organizmoéw
zywych, jakim jest powstanie zycia. Niezwykle istotnym problemem w tej kwestii jest pewien
paradoks  dotyczacy ewolucji  chemicznej. Otdéz  wspolczesnie  przyjmuje  sig,
ze nosnikiem informacji genetycznej jest DNA, ktéry koduje wszystkie biatka
niezb¢dne do replikacji DNA. Paradoks polega na tym, ze zadna 2z czgsteczek
nie potrafi si¢ replikowa¢ samoczynnie — obie czgsteczki sg niezbedne do samopowielenia, zatem
nierozstrzygalnym zdaje si¢ by¢ problem dotyczacy pierwszenstwa pochodzenia ktorejs
z nich. Uwaza si¢, ze rozwigzaniem tego paradoksu jest RNA, ktory mogiby by¢ pierwotng
czasteczka wzgledem DNA czy biatek, posiadajaca zaréwno zdolnosci kodowania informacji
genetycznej jak i zdolnosci enzymatyczne. Sposrod wielu argumentow przemawiajacych
za stuszno$cig tej hipotezy jednym z najmocniejszych dowodow jest istnienie ryboprzetagcznikow.

Ryboprzetaczniki pozwalaja na wydajng a jednoczesnie najprostszg mozliwa kontrole
ekspresji gendw, wykorzystujac do tego celu jedynie wlasng strukture i metabolit, bedacy
produktem ekspresji kontrolowanego przez siebie genu. Ponadto ryboprzetaczniki, a zwlaszcza
ryboprzetacznik TPP, sa rozpowszechnione 1 ewolucyjnie zakonserwowane wsrod wszystkich
domen zycia, co wskazuje na ich starozytne pochodzenie. Co niezwykle istotne, znaczng czgs$¢
ligandow stanowig czasteczki bedace rybonukleotydami lub ich pochodnymi i tego typu
ryboprzetaczniki sg najbardziej rozpowszechnionymi klasami z najwigksza liczbg reprezentantow.
Z  powyzszych  wzgledow  przyjelo  si¢  sadzié, Ze  ryboprzelaczniki = wraz

z rybosomem i innymi rybozymami moga stanowi¢ swoisty molekularny relikt $wiata RNA [99].
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2.2.3 Roznorodnos$¢ i wystepowanie ryboprzelacznikow

Ryboprzetaczniki dzielimy na klasy ze wzgledu na strukture oraz wigzany przez nie ligand
(Tabela 2). Dlatego tez niektore ryboprzetaczniki oddziatujagce z tym samym ligandem moga
naleze¢ do roznych klas, jak to ma miejsce w przypadku ryboprzetacznika
S-adenozylometioninowego (SAM). Do tej pory poznano sze$¢ roznych klas ryboprzetacznika
SAM oraz SAM-SAH (S-adenozylohomocysteina) [100]. Z drugiej za$ strony istnieja
ryboprzelaczniki o identycznej strukturze roznigce si¢ zaledwie jednym nukleotydem
w sekwencji aptameru, co wystarczy by calkowicie zmieni¢ specyficzno$¢ wzgledem ligandu.
Takim przyktadem moze by¢ ryboprzetacznik guaninowy, ktory oddziatuje z trzema nukleotydami
aptameru: U22, U51, C74, natomiast substytucja C74>U74 powoduje przetaczenie specyficznosci
z guaning na adening [101]. Pozostate alteracje w powyzszej trojce nukleotydéw, obecne w
niektorych wariantach ryboprzetacznika guaninowego, prawdopodobnie réwniez zmieniajg
specyficznos¢ w kierunku jeszcze niepoznanych jak dotad ligandow. Metabolity, ktore sg
rozpoznawane przez poszczeg6olne ryboprzetaczniki nalezg do wielu grup zwiazkoéw chemicznych,
takich jak koenzymy (w tym witaminy i ich pochodne), nukleotydy i ich pochodne, czasteczki
sygnatowe, jony, czy tez aminokwasy.

Klasy ryboprzetacznikow roznig si¢ istotnie zarowno frekwencja jak 1 wystepowaniem
filogenetycznym. Najczestszym i najpowszechniejszym ryboprzetacznikiem, obecnym w niemal
wszystkich liniach bakterii jest ryboprzetacznik TPP (ligandem jest piroforsforan tiaminy).
Bioinformatyczna analiza wykazata obecno$¢ w metagenomach bakteryjnych niemal 16 700
réznych reprezentantow ryboprzetacznika TPP [98]. Bywaja tez klasy ryboprzetacznikow
niezwykle rzadkie, jak choéby ryboprzetacznik 2'-deoksyguanozynowy | (2'-dG-l),
obecny jedynie w czterech kopiach, wylacznie u bakterii Mesoplasma florum [102]. Zréznicowane
jest  takze  wykorzystywanie  ryboprzetacznikbw  przez  rdézne  grupy  bakterii.
Typ Firmicutes wykorzystuje je bardzo powszechnie, z 13 500 reprezentantami nalezacymi
do niemal wszystkich znanych klas ryboprzetagcznikéw, natomiast w genomach takich bakterii jak
Chlamydiae ryboprzetaczniki, jako element regulatorowy wystepuja niezwykle rzadko — zaledwie
8 reprezentantéw nalezacych do dwoch klas.

Znaczng czes¢ ligandow ryboprzetacznikéw stanowia czasteczki bedace pochodng RNA.
Ta obserwacja potwierdza starozytne pochodzenia ryboprzetgcznikow, jako reliktu
z czasow ,Swiata RNA”. Ryboprzelaczniki w przewazajacej wigkszoSci wystepuja

u bakterii, jednak niektore klasy sa takze charakterystyczne dla innych domen zycia.
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U Archea licznie wystepuje ryboprzetagcznik TPP oraz mniej licznie — fluorkowy (F).
Do 2013 roku uwazano, ze na tym zamyka si¢ lista ryboprzetgcznikéw u archeondow [103], jednak
okazato sie, ze sporadycznie mozemy znalez¢ ryboprzelaczniki wiazace takie ligandy jak:
mononukleotyd flawinowy (FMN), jon magnezowy-1 (Mg?*-1) i guanidynowy-I11. Ryboprzetacznik
TPP jest takze jedynym znanym ryboprzetgcznikiem wystepujgcym U eukariotow, zwlaszcza
w krolestwie roslin i grzybow. 72 takie sekwencje zidentyfikowano u grzyboéw (np. Neurospora
crassa, Aspergillus oryzae), 23 u ro$lin wyzszych (np. Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Pinus
taeda), cztery u alg (np. Chlamydomonas reinhardtii) i siedem u Protista Perkinsus marinus.
Uwaza sig¢, ze ryboprzelaczniki nie wystepuja w krolestwie zwierzat. Jedynym jak dotad znanym
wyjatkiem to pojedyncza kopia ryboprzetagcznika TPP u stutbi Hydra magnipapillata.
Ponadto pojedyncze kopie ryboprzetacznika wigzacego cykliczne czgsteczki c-di-GMP-1 [104]
oraz aminokwas glutaming wykryto w genomach wirusowych [98]. Uwaza sig¢, ze okoto 4% genow
I operondéw bakteryjnych moze by¢ kontrolowanych za posrednictwem ryboprzetacznikow [105].

Jak dotad nie sa znane zadne ryboprzelaczniki wystepujace U czlowieka, chociaz
zidentyfikowano sekwencje RNA zdolne do binarnej zmiany swojej struktury pod wptywem
bodzcow zewnetrznych. Przykladem takie regulatorowego RNA jest sekwencja zlokalizowana
w 3'UTR transkryptu czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego A (VEGF, ang. vascular
endothelial growth factor) w komorkach szpiku, ktory reaguje na stres hipoksji oraz interferon y
za posrednictwem biatek odpowiednio hnRNP (ang. heterogenous nuclear ribonucleoprotein L)
oraz kompleks GAIT (ang. IFN-y-activated inhibitor of translation) [106]. W normalnych
warunkach biatko hnRNP L ulega degradacji, co umozliwia kompleksowi GAIT przylaczenie si¢
do struktury RNA i blokowanie translacji. Natomiast w warunkach hipoksji biatko hnRNP L
pozostaje na wysokim poziomie i samo wigze si¢ do 3'UTR, wykluczajac oddziatywanie
z kompleksem GAIT. I chociaz zmiana struktury pod wplywem zwiazkéw chemicznych jest
analogiczna jak w przypadku ryboprzetagcznikoéw (podobnie jak efekt regulatorowy),
to jednak zachodzi on w sposob niezalezny od st¢zenia metabolitu bedacego rezultatem ekspres;ji

kontrolowanego mRNA, a w odpowiedzi na sygnaly pochodzgace z zewnatrz posredniczg biatka.
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Tabela 2. Lista znanych klas ryboprzelacznikéw.
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Grupa

Koenzymy

Czasteczki
sygnatowe

Aminokwasy

Nukleotydy
i pochodne

Jony

Inne
metabolity

Klasa
TPP
AboCbl
AqCbl
SAM-I|
SAM-IV
SAM-I/IV
SAM-II
SAM-V
SAM-III
SAM-VI

SAM/SAH

SAH
FMN
FMN Var
THF-I
THF-11
Moco
Wco

ZTP

c-di-GMP-I
c-di-GMP-II
c-AMP-GMP
c-di-AMP
pPGPp
Glutaminowy
Glicynowy
Lizynowy
Guaninowy
Adeninowy
2'-dG-I
2'-dG-II
PreQa-I
PreQi-II
PreQa-111
PRPP

(d)ADP/(d)CDP

Mg?*-I
Mg?*-I1
Ni%*/Co?*
=
Mn2+
glms
Azaaromatyczny
Guanidynowy-I
Guanidynowy-11
Guanidynowy-I11

Ligand
Pirofosforan Tiaminy (TPP, B1)
Adenozylokobalamina (AdoCbl, B12)
Akwakobalamina (AqCbl)
S-adenozylometionina (SAM)
S-adenozylometionina (SAM)
S-adenozylometionina (SAM)
S-adenozylometionina (SAM)
S-adenozylometionina (SAM)
S-adenozylometionina (SAM)
S-adenozylometionina (SAM)
S-adenozylometionina (SAM),
S—adenozylohomocysteina(SAH)
S-adenozylohomocysteina (SAH)
Mononukleotyd flawinowy (FMN, B2)
Analog mononukleotydu flawinowego (FMN, B2)
Tetrahydrofolian (THF)
Tetrahydrofolian (THF)
Kofaktor molibdenowy (Moco)
Kofaktor wolframowy (Wco, Tuco)
Rybonukleotyd aminoimidazolokarboksyamidu
(ZTP, AICAR)
5'-3'-cykliczny di-GMP (c-di-GMP)
5'-3'-cykliczny di-GMP (c-di-GMP)
5'-3'-cykliczny AMP-GMP (c-AMP-GMP)
5'-3'-cykliczny di-AMP (c-di-AMP)
Tetrafosforan Guanozyny (ppGpp)
Glutamina (GIn, Q)
Glicyna (Gly, G)
Lizyna (Lys, K)

Guanina (G)

Adenina (A)
2'-deoksyguanozyna (2'-dG)
2'-deoksyguanozyna (2'-dG)

Prekweozynai (PreQz)
Prekweozyna: (PreQ1)
Prekweozynai (PreQ1)
Pirofosforan fosforybozylu (PRPP)
di-fosforany nukleozydow:
ADP, dADP, CDP, dCDP
Kation magnezu (Mg?*)
Kation magnezu (Mg?*)
Kation niklu (Ni%*),
Kation kobaltu (Co?*)
Anion fluoru (F)

Kation manganu (Mn2+)
Glukozamino-6-fosforan (GIcN-6-P)
Zwiazki azaaromatyczne
Guanidyna
Guanidyna
Guanidyna
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16 690
14 336

582
6 749
732
1184
6 095
982
936
17

139

926
5544
2
1433
86
1021
715

2229

6414
1147
107
3098
105
1567
7516
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99
4
12
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257

46

971
101
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2.2.4 Mechanizm dzialania ryboprzelacznikéw

Wiekszo$¢ ryboprzelgcznikow dziala na zasadzie sprzezen zwrotnych ujemnych,
tj. w wyniku ekspresji danego mRNA powstaje metabolit (badZ jest aktywnie importowany
do wnetrza komorki), ktory to po osiagnigciu stezenia granicznego zaczyna oddzialywaé
z domeng aptamerows, co prowadzi do wyciszenia ekspresji tego mRNA (Rysunek 5).
W konsekwencji prowadzi to do stabilizacji stezenia tego metabolitu w komorce na optymalnym
poziomie. Tego typu szlak regulatorowy jest charakterystyczny dla gendéw odpowiedzialnych
za import, biosynteze lub metabolizm niezbednych czasteczek. Natomiast pozytywna regulacja
Z udziatem ryboprzelacznikow wystepuja rzadziej i charakteryzuja geny zaangazowane

w degradacje¢ lub eksport nadmiernych lub toksycznych zwigzkéw chemicznych.

Metabolizm

Rysunek 5. Sprzezenia zwrotne ujeme z udzialem ryboprzelacznikéw. M — metabolit (ligand).

Ryboprzelaczniki wykorzystuja szerokie spektrum mechanizmoéw kontroli ekspresji genow
dziatajacych na roznych etapach. | tak, interakcja ligand-ryboprzetacznik moze zarowno wyciszaé
jak 1 aktywowac¢  ekspresj¢ genu bedacego pod kontrola  ryboprzetacznika.
Regulacja moze si¢ odbywac¢ na etapach transkrypcji, translacji, degradacji mMRNA, splicingu oraz
jako sRNA [142]. Wyraznie obserwowana jest preferencja poszczegodlnych grup organizmow
do konkretnych mechanizméw kontroli ekspresji za posrednictwem ryboprzetacznikdéw,

co odzwierciedla ewolucyjnie niezalezne losy ryboprzetacznikow. Przewazajagcym mechanizmem
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dziatania ryboprzetgcznikow u bakterii Gram-dodatnich jest terminacja transkrypcji, u bakterii
Gram-ujemnych — kontrola translacji, organizmy eukariotyczne za$ stosuja niemal wylacznie

kontrolg splicingu [143].

2.2.4.1 Ryboprzelaczniki prokariotyczne

Najbardziej  rozpowszechnionym  mechanizmem  regulacji  ekspresji  gendéw
przez ryboprzelaczniki u  prokariotow jest przedwczesna terminacja  transkrypcji.
Ryboprzetagcznik po zwigzaniu ligandu (forma holo) przyjmuje alternatywng strukture spinki
terminacyjnej, po ktorej nastepuje trakt poli-U. W konsekwencji, transkrypcja zostaje
przedwczesnie zahamowana 1 zamiast pelnej dlugosci funkcjonalnego transkryptu
powstaje produkt skrocony (Rysunek 6). Obok klasycznej, wewngtrznej terminacji
transkrypcji  ryboprzetaczniki  niekiedy wykorzystuja takze Rho-zalezng terminacje.
Za przyktad moze postuzy¢ gen ribB u E. coli kontrolowany przez ryboprzelacznik FMN.
Zwigzanie ligandu powoduje uwolnienie miejsca wigzania biatka Rho, ktore przemieszczajac si¢

wzdhuz nici RNA napotyka RNAP uwalniajac nieckompletny transkrypt [144].

2

UUUUUU=—P Transkrypcja ON

v

S
x
v

Forma apo
Antyterminator
Ly —Pp\ (L) .
Terminator
UUUUUU% Transkrypcja OFF
Forma holo YPd

Rysunek 6. Mechanizm dzialania ryboprzelacznikéw transkrypcyjnych. L — ligand.
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Innym czestym mechanizmem kontroli ekspresji genow zaleznym od ryboprzetacznikow
jest kontrola translacji. W tym wypadku po przytaczeniu ligandu sekwencja SD ulega uwolnieniu
badz sekwestracji w strukturze dwuniciowej, przez co staje si¢ dostgpna/niedostgpna dla aparatu
translacyjnego komorki (Rysunek 7). Przykladem moze by¢ pierwszy odkryty ryboprzetgcznik
AdoCbl zlokalizowany w sekwencji liderowej mRNA btuB u E.coli kodujacej biatko transportera
witaminy B12. Zwigzanie AdoCbl przed domeng aptamerowa powoduje wyciszenie ekspresji tego
genu, czynigc sekwencje SD niedostepng dla rybosoméw [76]. Zdarza si¢, ze ten sam
ryboprzelacznik, kontrolujgcy ten sam gen u jednej bakterii kontroluje jego ekspresje przez

terminacje transkrypcji (B. subtilis) a u innego translacje oraz stabilnos¢ mRNA (E.coli) [145].

Translacja ON

Translacja OFF

Rysunek 7. Mechanizm dzialania ryboprzelacznikéw translacyjnych. L — ligand, 70S - rybosom bakteryjny,
SD - sekwencja Shine-Dalgarno.
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Zupehie inny mechanizm kontroli ekspresji jest wykorzystywany przez ryboprzetacznik
wigzacy glukozamino-6-fosforan (GIcN-6-P) zlokalizowany w genie glmS u B. subtilis kodujacego
aminotransferaz¢ GIcN-6-P  [137]. Funkcjonuje on jednoczesnie, jako ryboprzetacznik
oraz rybozym, przeprowadzajacy autokatalityczne cigcie wiasnej czasteczki wykorzystujac ligand
GIcN-6P jako katalizator. Taki przeciety produkt ulega nastepnie szybkiej degradacji przez RNaze
J. Inne katalityczne ryboprzetaczniki po zwigzaniu danego metabolitu przeprowadzaja reakcje
alternatywnego wycinania intronow w pre-mRNA, przez co z transkryptu zostaje usunicta
sekwencja RBS [145].

Ryboprzetaczniki mogg takze kontrolowac splicing. U bakterii Clostridium difficile
samowycinajacy si¢ intron grupy I jest sprzezony z ryboprzelacznikiem wigzacym czasteczke
sygnatowa cykliczny diguanozynomonofosforan (c-di-GMP) [120]. W formie apo zachodzi
wycigcie intronu z uzyciem dystalnego miejsca splicingowego, czego rezultatem jest skrocony
transkrypt z niekompletnym miejscem SD. Natomiast w formie holo, preferowane jest
proksymalne miejsce splicingowe potaczone z jednoczesnym samowycieciem si¢ krotkiego
intronu w taki sposob, ze dwie czeSci rozdzielonego wczesniej intronu zostaja potaczone,
co umozliwia powstanie miejsca SD i zajscie prawidlowej translacji.

Cho¢ zdecydowana wigkszos$¢ ryboprzetacznikow dziata w ukladzie cis, w wyjatkowych
przypadkach moga regulowac ekspresje genéw w ukladzie trans. U bakterii Listeria
monocytogenes dwa geny metabolizmu siarki: sreA i sreB sa kontrolowane ryboprzetacznikiem
SAM, gdzie w obecnosci ligandu transkrypt ulega przedwczesnej terminacji [146].
Jak si¢ okazato, te skrocone transkrypty sa w duzej mierze komplementarne do sekwencji mMRNA
genu prfA i moga funkcjonowaé w sposéb analogiczny do sRNA (poprzez interakcje
sens-antysens). Takie bezposrednie oddzialtywanie prowadzi do wyciszenia ekspresji prfA,
ktory to petni zroznicowane funkcje zwigzane z wirulencja bakterii. Takie powigzanie stezenia
SAM w komorce z wirulencjg ma istotne znaczenie dla L. monocytogenes, jako bakterii patogennej.
Podwyzszone stezenie SAM jest sygnalem, ze bakteria znalazta si¢ w srodowisku obfitujacym w
sktadniki odzywcze ergo w organizmie cztowieka, co stanowi dogodne warunki i moze aktywowac

ekspresje genow wirulencji.
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2.2.4.2 Ryboprzelaczniki eukariotyczne

Na szczegdlna uwage zasluguje jedna klasa ryboprzetacznikow —  TPP,
ktorej wystepowanie nie ogranicza si¢ jedynie do domeny Prokaryota. Wystepuje ona takze
u eukariotow, takich jak rosliny czy grzyby, a nawet zwierzat nizszych. Jak dotad jednak zadne
badania nie potwierdzity obecnosci ryboprzelgcznikow w genomach zwierzat wyzszych,
w tym ludzi [147]. Grupa eukariotycznych ryboprzetacznikoéw TPP posiada kilka unikatowych
cech. W przeciwienstwie do bakteryjnych ryboprzetacznikéw, te eukariotyczne nie wystepuja
tylko w 5'UTR, ale takze w intronach ORF (u grzybow i zieleni¢) lub w 3'UTR (ro$liny wyzsze).
Ponadto zamiast kontroli transkrypcji lub translacji, swoje funkcje regulatorowe w komorce petnig
poprzez alternatywny splicing.

U grzybow, m. in. Neurospora crassa, transkrypt genu NMT1 posiada kilka r6znych ramek
odczytu [148]. W warunkach niskiego st¢zenia TPP wycigciu ulega niefunkcjonalna uORF (ang.
upstream ORF), dlatego tez moze doj$¢ do prawidlowej ekspresji kompletnej ORF tego genu
(alternatywne miejsca splicingowe pozostaja ukryte). Natomiast w sytuacji, kiedy TPP jest w
komoérce obecny, zmiana struktury ryboprzetacznika odblokowuje alternatywne miejsca
splicingowe, ktore sa preferencyjnie wybierane przez splicesom, czego skutkiem jest transkrypcja
wylacznie niefunkcjonalne uORF.

U roslin nizszych, takich jak zielenice Chlamydomonas reinhardtii, ryboprzetacznik TPP
kontrolujacy ekspresje genu THIC znajduje jest w intronie zlokalizowanym w ORF [149].
W $rodowisku niskiego stezenia TPP wycigeciu ulega caly intron wraz z sekwencja
ryboprzetacznika. Po zwigzaniu TPP przez ryboprzetacznik ujawniajg si¢ dwa alternatywne
miejsca splicingowe, co skutkuje retencjg fragmentu intronu wraz z przedwczesnym kodonem stop,
skutkujgcym biosyntezg niekompletnego i niefunkcjonalnego bialka.

Z kolei u roslin wyzszych, takich jak Arabidopsis thaliana, ryboprzetacznik TPP genu
THIC jest umiejscowiony w 3'UTR [150]. W warunkach niskiego stg¢zenia TPP miejsce
splicingowe pozostaje zamknigte w strukturze dwuniciowej 1 niedostepne dla splicesomu, dlatego
tez powstaly transkrypt posiada krotki 3'UTR wraz z sygnatem poliadenylacji (poli-A),
zapewniajacy stabilnos¢ mRNA. W obecnosci TPP natomiast, miejsce splicingowe zostaje
odstonigte, co skutkuje usunigciem sygnatu poli-A. Taki transkrypt charakteryzuje si¢ zwigkszong
podatnosciag na degradacj¢ 1 zmniejszong stabilno$¢, przektadajac si¢ bezposrednio
na obnizong produkcje bialka. Badania wykazaty, ze transkrypty z dlugim 3'UTR,
dodatkowo pozbawionym ochronnych wlasciwosci ogona poli-A, sa potencjalnym celem

dla NMD (ang. nonsense-mediated decay) [151].
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2.2.4.3 Ryboprzelaczniki tandemowe

Ryboprzetaczniki moga takze funkcjonowaé w bardziej skomplikowanych podwdjnych
uktadach, jako ryboprzetaczniki tandemowe, stanowigce wyrafinowane bramki logiczne.
Funkcja takiego rozwigzania ryboprzetgcznikow jest Scislejsza kontrola ekspresji, wigkszy zakres
dynamiki (ang. dynamic range) lub zmiana/rozbudowa specyficznosci.

W uktadzie tandemowym mogg takze wystepowac cate ryboprzelaczniki (dwa aptamery
wraz z dwiema platformami ekspresyjnymi), jak to ma miejsce w przypadku ryboprzetacznikdéw
TPP kontrolujacych gen tenA u Bacillus anthracis (Rysunek 8 A) [95]. W tym wypadku dopiero
zwigzanie obu aptamerow skutkuje wylgczeniem ekspresji tenA. Z Kkolei ryboprzetacznik
glicynowy u B. subtilis (ale takze u wielu innych bakterii), kontrolujacy ekspresje operonu gevT,
sktada si¢ z dwoch domen aptamerowych, po ktérych wystepuje wspolna platforma ekspresyjna
(Rysunek 8 B) [125]. Efekt regulatorowy jest wywotywany dopiero po zwigzaniu glicyny przez
oba aptamery, a poniewaz geny wchodzace w sktad operonu sa odpowiedzialne za degradacje
glicyny, zwigzanie ligandu powoduje aktywacje operonu. Przez wiele lat postulowano
kooperatywne dziatanie tych aptamerow, jednak nowsze badania rzucaja cien na proponowany

model, czynigc debatg 0 kooperatywnosci oraz funkcji takiego uktadu weigz aktualng [152].

A
— UUUUUU UUUUUU
Domena Platforma ORF
aptamerowa ekspresyjna
B
— UUUUUU

Rysunek 8. Ryboprzelaczniki tandemowe. A) Dwa niezalezine ryboprzelaczniki poprzedzajace wspélny ORF.
B) Dwie domeny aptamerowe poprzedzajace wspélna platforme ekspresyjna. ORF — otwarta ranka odczytu.
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Nieco bardziej skomplikowany uktad mozemy zaobserwowa¢ w genie metE u Bacillus
clausiii. W sekwencji liderowej transkryptu metE znajduja si¢ dwa rézne ryboprzetaczniki SAM
i AdoCbl [153]. Aby doszto do ekspresji genu metE kodujacego kobalamino-niezalezng syntezg
metioniny zaréwno ryboprzelacznik SAM jak 1 AdoCbl musza pozosta¢ niezwigzane.
Taki uktad pozwala zwickszy¢ specyficzno§¢  kontroli  ekspresji, do  sytuacji,
w ktorej brakuje zaré6wno metioniny (konwertowanej nastgpnie do SAM) oraz kobalaminy.
W sytuacji, kiedy kobalamina jest dostepna, dla bakterii bardziej optacalna jest synteza
katalitycznie wydajniejszej, kobalamino-zaleznej syntezy metioniny, kodowanej przez zupeinie
inny gen, metH, kontrolowany jedynie przez ryboprzetacznik SAM [154]. Natomiast tandemowe
ryboprzetaczniki SAM w genie bhmT wystepujace u Candidatus Pelagibacter ubique naleza
do dwoch roznych klas: SAM-11 i SAM-V [112]. Ow uktad tandemowych umozliwia kontrolg
ekspresji genéw na dwoch poziomach: transkrypcji (SAM-I1) i translacji (SAM-V).

Niezwykle ztozona jest kontrola szlaku biosyntezy puryn de novo u Bacillus megaterium.
Geny s3 zaangazowane w ten szlak metaboliczny przez uktad dwoch aptameréw ze wspolng
platformg ekspresyjng, podobnie jak w przypadku genu gcvT u bakterii B. subtilis.
Wiaza one jednak zupeinie inne ligandy: guaning oraz 5-fosforybozylo-1-pirofosforan (PRPP)
[131]. Wraz z innymi genami kontrolowanymi przez ryboprzetacznik wigzacy tetrafosforan
guanozyny (PPGPP) tworza zlozong sie¢ regulatorowa, pozwalajaca na precyzyjng
I zniuansowang regulacje biosyntezy nukleotydow w warunkach zréznicowanej dostepnosci
substratow, przekierowujac ze szklaku biosyntezy de novo na szlak odzysku puryn
(ang. purine salvage) i odwrotnie.

Podobnie jak zwykle ryboprzetaczniki, takze elementy T-box moga wystgpowaé
tandemowo. Najczesciej tworzg uklad T-box:T-box, gdzie wspotwystepuja dwa kompletne
T-box’y, wiazace czasteczki tRNA tego samego rodzaju, a nastgpnie sekwencja ORF [155].
Czasem jednak mogg tworzy¢ pary z klasycznymi ryboprzetacznikami; caty T-box wraz z catym

ryboprzetgcznikiem poprzedzajgce wspolng sekwencje ORF [131]

2.2.5 Struktura ryboprzelacznikow

Ryboprzetaczniki mogg peli¢ swoje funkcje regulatorowe dzigki strukturze
przestrzennej, jaka przyjmuja, analogicznej do tej wystepujacej w  biatkach.
Jednak w przeciwienstwie do bialek, ktore do swojej dyspozycji maja 20 aminokwasow

o roznych chemicznych wilasnosciach i ksztaltach, czasteczki RNA sg ograniczone jedynie
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do czterech nukleotydow. Ponadto nukleotydy nie wykazujg az takiego zréznicowania,
jesli chodzi o wlasciwos$ci biochemiczne czy ksztalt czasteczek jak aminokwasy, co dodatkowo
ogranicza mozliwosci strukturalne kwaséw nukleinowych. Pomimo tych ograniczen
ryboprzelaczniki pozwalajag na kontrole ekspresji gendéw w precyzyjny i1 efektywny sposob,

nie ustepujgc w tym wzgledzie biatkom regulatorowym.

2.2.5.1 Budowa ryboprzelacznikéw

We wszystkich ryboprzetgcznikach mozemy wyrdzni¢ dwie funkcjonalnie i strukturalnie
odrebne domeny: domene aptamerowa i platforme ekspresyjng (Rysunek 9). Pierwsza z nich jest
odpowiedzialna za bezposrednie interakcje z ligandem. Ze wzglgdu na petnione przez nig funkcje
(wigzanie danego metabolitu i jednoczesnie dyskryminacje pomigdzy podobnymi czgsteczkami),
domena ta jest ewolucyjnie zakonserwowana, a zwtaszcza miejsca bezposredniego oddziatywania
z ligandem. W wyniku zwigzania ligandu zmianie konformacyjnej ulega druga, znacznie stabiej
zakonserwowana ewolucyjnie, czes$é ryboprzetacznika — platforma ekspresyjna, odpowiedzialna
za efekt regulatorowy genu, w ktérym si¢ znajduje.

Ze wzgledu na dominujaca strukture drugorzedowa domeny aptamerowej ryboprzetaczniki
dzielimy na dwa rodzaje: tacznikowe, z petla centralng (ang. junctional) (Rysunek 9 A)
oraz pseudowegztowe (ang. pseudoknoted) (Rysunek 9 B). Pierwsze z nich sg zbudowane
z centralnie potozonej petli, od ktorej promieni$cie rozchodzg si¢ dwuniciowe struktury spinek
do wloséw. Liczba spinek moze si¢ waha¢ od dwoch dla ryboprzetacznika adeninowego [127]
do szesciu dla ryboprzetacznika FMN [156] Pewne ryboprzetaczniki przyjmujg alternatywna
architekture, w ktorej petla centralna jest potozona peryferyjnie, a z helisg P1 oddziatuje przez
oddalone elementy struktury trzeciorzedowej, czego przykladem moze by¢ ryboprzetacznik
wigzacy tetrahydrofolian (THF) [157]. Ryboprzetaczniki pseudowegzlowe charakteryzujg sie
wystepowaniem dominujacej struktury pseudowezla tj. struktury, gdzie petla pierwszej spinki
RNA paruje si¢ z ramieniem spinki drugiej, natomiast petla drugiej spinki z ramieniem pierwszej.

Przyktadem takiego ryboprzetacznika jest SAM-I1 [158].
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L) ) Miejsce wigzania ligandu
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aptamerowa ekspresyjna  aptamerowal ekspresyjna

Rysunek 9 Budowa ryboprzelacznikow. A) Ryboprzelaczniki z petla centralna. B) Ryboprzelaczniki pseudowezlowe. L —
ligand.

Poszczegodlne elementy struktury drugorzedowej, takie jak spinki do wtosow, pseudowezty,
czy struktury typu kissing-loop tworza kieszen wigzaca, Scisle dopasowana
do konkretnego ligandu, co zapewnia wysoka specyficznos¢ i powinowactwo. Miejsce wigzania
ligandu najczesciej zlokalizowane jest w poblizu petli centralnej lub w $rodku pseudowezta.
Aptamery ryboprzetacznikow moga bardzo istotnie rozni¢ si¢ wielkoscig. Najmniejszy znany
ryboprzetacznik nalezy do klasy preQi-l, zbudowany jest z zaledwie jednej krotkiej spinki
tworzacej pseudowezel typu H o dlugosci 34 nt [128]. Najwigksze ryboprzetaczniki,
takie jak lizynowe [145] czy AdoCbl [159], moga mie¢ dtugos¢ ponad 200 nt.

2.2.5.2 Wiazanie ligandu

Ryboprzetaczniki charakteryzujg si¢ bardzo wysokim stopniem specyficznosci wzgledem
ligandu i1 potrafig rozréznia¢ nawet bardzo podobne chemicznie i strukturalnie metabolity.
I tak na przyktad ryboprzetaczniki SAM wigza ligand ze 100- do 1000-krotnie wigkszym
powinowactwem w poréownaniu do SAH, ktora rozni si¢ od SAM jedynie brakiem jednej grupy
metylowej [160]. Ryboprzetacznik SAH z kolei, wigze SAH z 1000-krotnie wigkszg skuteczno$cig
niz czasteczk¢ SAM [114]. Jest to bardzo istotne w tej sytuacji, bowiem w normalnych warunkach
komorkowe stezenie SAM  jest znacznie wigksze niz SAH, co w przypadku
nizszego powinowactwa mogloby skutkowa¢ deregulacja metabolizmu metioniny.
Ryboprzetaczniki wykazuja bardzo wysokie powinowactwo do swojego natywnego metabolitu.
Stata wigzania (Kqg) wigkszosci ryboprzetacznikow zazwyczaj wykazuje warto$ci rzedu nM.
Jednak w szczegdlnych przypadkach Kg ryboprzelacznikow moze przyjmowacé bardzo niskie
wartosci wynoszace zaledwie 10 pM (np. ryboprzetacznik c-di-GMP-I u Vibro cholerae) [161],
po tak wysokie warto$ci jak 200 uM (ryboprzetacznika GIcN-6-P) [137].
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Wysoki stopien specyficzno$ci jest realizowany z wykorzystaniem réznych strategii.
Najprostsza z nich jest dopasowanie ksztaltu i rozmiaru kieszeni wigzacej do konkretnego ligandu.
Ryboprzetacznik  glicynowy na przyklad formuje tak mala kieszen wiagzaca,
ze zaden inny aminokwas si¢ nie zmiesci w jej wnetrzu, z drugiej strony kieszen ryboprzetacznika
lizynowego nasladuje wydtuzony ksztalt lizyny 1 cho¢ mniejsze ligandy mieszczg si¢ w kieszeni
wiagzacej, to nie mogg zrealizowac wszystkich oddzialywan niezbgdnych do przetaczenia struktury
RNA [162]. Kieszen wigzaca moze by¢ bardzo dopasowana i ciasno otacza¢ metabolit, jak w
przypadku ryboprzetgcznika lizynowego otoczonego aptamerem w 98% [162] lub przyjmuje
polotwartg architekture, oddziatujac tylko czesciowo z ligandem, czego przykladem moze by¢
ryboprzetacznik TPP [163]

W przypadku biatek dla poprawnego wigzania ligand-kieszen wiazaca bardzo istotne sa
oddziatywania hydrofobowe, bowiem wiele aminokwaséw ma wtlasnie takie wilasnosci.
Jednak w przeciwienstwie do biatlek, RNA =zawiera wiele heteroatomow zdolnych
do oddziatywan elektrostatycznych czy wodorowych, co sprawia, ze udzial oddziatywan
hydrofobowych jest znikomy. Istotnym jest natomiast fakt, ze wigkszos¢ ligandow rowniez
zawiera heteroatomy. Dlatego tez ligandy oddzialuja z aptamerem poprzez kilka typow
oddziatywan, takich jak oddzialywania elektrostatyczne, van der Waalsa, warstwowe,
oddziatywania jon-dipol i wigzania wodorowe. Nie bez znaczenia jest fakt, ze duza cz¢s$¢ ligandow
to pochodne RNA, ktorych zasady azotowe chetnie tworza wigzania wodorowe
z innymi nukleotydami [164]. Niektore ligandy-nukleotydy wykorzystuja krawedz
Watsona-Cricka (ang. Watson-Crick edge) do tworzenia kanonicznych oddziatywan typu Watson-
Crick (ryboprzetaczniki: adeninowy, guaninowy, 2'-dG, c-di-GMP-I, PreQ:-I, FMN),
ale takze do niekanonicznych oddziatywan Hoogsteen’a z krawedzia Hoogsteen’a
(ang. Hoogsteen edge) (THF), krawedzia cukrowa (ang. sugar edge) (SAM-I, TPP, c-di-GMPII,
SAM-III) lub czasteczkami wody (c-di-GMP-I). Jako ze ryboprzetaczniki nalezace do roznych klas
wigzace ten sam ligand (jak SAM, PreQs, czy c-di-GMP) wykazuja odmienng architekture, tworzg
zupehie rézny uktad wigzan wodorowych, co sugeruje ich ewolucyjnie niezalezne pochodzenie.
Kolejng konsekwencja faktu, ze wigkszo$¢ ligandow stanowia pochodne nukleotydéw lub inne
zwigzki aromatyczne jest mozliwos$¢ tworzenia oddziatywan warstwowych w-m. O ile praktycznie
wszystkie tego typu ligandy tworzg wigzania m-m z aptamerem, to w przypadku niektorych
ryboprzelacznikow jest to istotny element dyskryminacji pomiedzy pokrewnymi czgsteczkami

(np. EMN, TPP, PreQ:-1).
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Wazng kwestig jest rozpoznawanie ujemnie badz dodatnio natadowanych czasteczek
ligandéw. Wiele ligandéw zawiera ujemnie natladowane grupy karboksylowe i fosforanowe (TPP,
FMN, c-di-GMP). Aby bylo mozliwe skuteczne oddziatywanie z RNA, tadunek ten musi by¢
zneutralizowany. Najczesciej do tego celu  wykorzystywany jest kation Mg?*,
ktory to posredniczy w oddzialywaniach ligand-aptamer, zaro6wno bezposrednio
jak i za posrednictwem czasteczek wody [164]. Jony Mg?" s3 takze istotne dla poprawnego
sfaldowania samej struktury ryboprzetacznika oraz zapewnienia stabilno$ci motywow tworzacych
kieszeh wiazaca. W niektorych przypadkach Mg?* jest niezbednym elementem
dla poprawnego uformowania si¢ aptameru i pelnienia funkcji regulatorowych.
W innych przypadkach Mg?* jedynie wspieraja poprawnie sfatdowanie ryboprzetacznika,
przesuwajac rownowage w kierunku stanu holo (przy podwyzszonym stezeniu Mg?" wystarcza
nizsze stezenia ligandu by uzyska¢ efekt regulatorowy). Innymi wykorzystywanymi przez
ryboprzetaczniki jonami moga by¢: Mn?*, Ca?, Baz*, Na*, K*. O ile w niektorych przypadkach
rézne jony moga petni¢ swoja funkcje zamiennie, t0 niektére ryboprzetaczniki wymagaja
konkretnego jonu, jak na przyktad K" dla ryboprzetgcznika lizynowego [162].
Zdarza sig, ze niektore ligandy, takie jak F~ sg catkowicie koordynowane przez trzy czasteczki
Mg?*, ktére to bezposrednio posrednicza w oddziatywaniach z aptamerem [165].
Dodatnio naladowane fragmenty ligandow stanowig bardzo istotng, charakterystyczna ceche,
specyficznie rozpoznawang przez poszczegdlne ryboprzetgczniki. Dodatnio natadowany tancuch
boczny lizyny dopasowuje si¢ do negatywnie natadowanego fragmentu kieszeni wigzace;j,
natomiast grupa metylowa potaczona z atomem siarki nadaje fadunek dodatni czasteczce SAM, co
jest podstawg dyskryminacji pomigedzy SAM 1 SAH.

Cho¢ w znakomitej wiekszosci pojedyncze aptamery wigza jedng czasteczke ligandu,
to istnieja takze istotne wyjatki od tej reguty. Dotyczy to zwlaszcza niewielkich ligandow, takich
jak jony nieorganiczne (Mg?* lub NiCo), THF czy guanidyna. Badania strukturalne wykazaty
miedzy innymi, Ze ryboprzetacznik magnezowy wigze przynajmniej osiem jonow Mg,
skoncentrowanych w trzech skupiskach, natomiast aptamer NiCo wigze cztery jony w jednej
kieszeni wigzacej [135,166]. Ryboprzetaczniki THF i guanidynowy-Il, jako ze ich ligandy sa
wigksze niz jony metali, zawieraja dwie kieszenie wigzace metabolit [157,167].

Podejrzewa sie, ze wigzanie wielu pozwala na kooperatywne dziatanie ryboprzetacznika [168].
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2.2.6 ldentyfikacja nowych ryboprzelacznikéw

Istotnym wyzwaniem w badaniach nad ryboprzetgcznikami jest identyfikacja nowych

ryboprzetacznikow, zarowno w kontekscie nowych klas jak i nowych reprezentantow klas juz

znanych. Z oczywistych powodoéw, trudniejszym wyzwaniem jest identyfikacja nowych klas

ryboprzetacznikow. W takiej sytuacji niemozliwe jest proste poréwnywanie sekwencji

w poszukiwaniu podobienstw do znanych ryboprzetacznikéw. Analiza musi by¢ zatem oparta

0 bardziej uniwersalne cechy jakimi charakteryzuje si¢ wigkszos¢ ryboprzetgcznikow

(lub nawet wszystkie). Do predykcji nowych klas ryboprzetacznikow bierze si¢ pod uwage szereg

cech, pozwalajgcych wyodrgbnié ryboprzetaczniki sposrod innych ncRNA [133]:

Lokalizacja

Pierwsza cechg istotnie upraszczajaca i skracajaca czas trwania przeszukiwania kandydatow
jest lokalizacja ryboprzetacznikéw. W przypadku organizméw prokariotycznych zdecydowana
wigkszos$¢ jest zlokalizowana regionach 5’'UTR.

Dhugos¢ S'UTR

Wigkszos¢ bakteryjnych 5'UTR ma $rednig dhugosé 150 nt. Te zawierajace ryboprzetaczniki
sg zdecydowanie dtuzsze - ich $rednia dtugos¢ wynosi 330 nt.

Motywy RNA

Domeny aptamerowe ryboprzelacznikow posiadajg stabilne struktury spinek do wlosow
(od dwoch do szesciu) lub obecnos¢ pseudoweztow. Co istotne, motywy te powinny by¢
skomponowane z wykorzystaniem wszystkich czterech nukleotydow w  mniej
wigcej roéwnej proporcji (niewskazane sg ciggi powtdrzen jednonukleotydowych).
Innym waznym elementem dla ryboprzetacznikéw transkrypcyjnych jest obecno$¢ struktury
spinki terminacyjnej. Jezeli jest ona zlokalizowana bardzo blisko miejsca wigzania ligandu
(lub czesciowo sie z nig pokrywa), to zwigzanie ligandu spowoduje aktywacj¢ ekspres;ji (ligand
destabilizuje terminator) [169], natomiast spinka terminatora oddalona od aptameru wskazuje
na negatywng kontrole ze strony metabolitu [170].

Alternatywne struktury

Sekwencje potencjalnych ryboprzetacznikow musza tworzy¢ dwie stabilne energetycznie
struktury drugorzedowe o zblizonej, cho¢ rdznej koncowej energii  swobodnej.
Ponadto muszg by¢ one rozdzielone barierg potencjatu, do przezwyciezenia, ktorej niezbedne

jest zaistnienie czynnika zewngtrznego, jak na przyklad zwigzanie ligandu czy temperatura.
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Niewskazane jest takze by sekwencje tworzyly wiecej niz dwie alternatywne struktury,
gdyz zmniejszaloby to jednoznacznos¢ sygnatow od ligandow odpowiedzi regulatorowey.

. Zakonserwowanie ewolucyjne
Ryboprzetaczniki sg sekwencjami zakonserwowanymi ewolucyjnie zaréwno strukturalnie
(motywy strukturalne tworzace architekture kieszeni wigzaca) jak 1 sekwencyjnie (miejsca
kontaktu z ligandem). To zakonserwowanie, w przeciwienstwie do biatek regulatorowych, jest
bardzo wysokie, nawet pomigdzy daleko spokrewnionymi gatunkami bakterii.

« Ortologi
Wspotwystepowanie danego motywu RNA z danym genem u réznych grup bakterii (ortologi)
oznacza duze prawdopodobienstwo pelnienia roli regulatorowej. Podobnie wielokrotne
wystepowanie danego motywy w pojedynczym genomie wskazuje na istnienie zdefiniowanego
regulonu (zespolu genéw regulowanych przez wspdlny czynnik).

Wiele istotnych przeszkod komplikuje proby przewidywania wystgpowania nowych klas
ryboprzetacznikow. Porownywanie sekwencji oraz struktury RNA (ang. alignement)
prowadzi do wykrywania wielu réznych motywow ncRNA, mogacych pehi¢ funkcje
regulatorowe inne niz za ryboprzetaczniki. Jednak nawet w sytuacji, kiedy jesteSmy w stanie
wykluczy¢ inne  mozliwosci, bioinformatyczne  przewidywania  struktury  musza
znalez¢ eksperymentalne potwierdzenie (biochemiczne, genetyczne, krystalograficzne).
Najtrudniejszym, a zarazem niezbednym etapem jest wykazanie zwigzku pomiedzy RNA
a kontrolowanym genem, tj. znalezieniem w puli potencjalnych metabolitoéw wtasciwego ligandu
oddziatujacego z aptamerem. Motywy RNA, ktore posiadaja wickszo$¢ z powyzszych cech
(czyli z duzym prawdopodobienstwem sg ryboprzetacznikami), a ktorych nie udato si¢ jeszcze
potwierdzi¢ metodami biochemicznymi, tj. nie znaleziono wlasciwego im ligandu, nazywamy
ryboprzetacznikami sierocymi (ang. orphan riboswitches) [171]. Wiele sposrod wytypowanych
kandydatow na ryboprzetaczniki w istocie okazato si¢ by¢ ryboprzetacznikami [133].
Nie mniej jednak, na potwierdzenie niektorych z nich trzeba byto czekaé blisko 15 lat [139].
Rozwo6j Dbioinformatycznych metod poszukiwania nowych Kklas i reprezentantow
ryboprzetacznikoéw  poskutkowal  stworzeniem  réznych  programéw  pozwalajacych
na automatyczne wyszukiwanie potencjalnych ryboprzetacznikow w genomach [172] bazujacych
na przewidywaniu motywow strukturalnych: HAMMER, Infernal, Riboswitch Finder, RibEX,
RiboSW, DRD, Riboswitch Scanner; na przewidywaniu struktury drugorzedowej: RNAfold,
RNAstructure, SFold/Srna, RNAalifold, IPknot; na przewidywaniu struktury trzeciorzedowe;j:
iIFoldRNA, ModeRNA, , FARNA/FARFAR, Vfold Model, RNAComposer, 3dRNA, SImMRNA.
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2.2.7 Praktyczne zastosowanie ryboprzelacznikow

Ryboprzetaczniki posiadajg szereg niezwykle przydatnych cech, ktore moga mieé
zastosowanie w roznych dziedzinach zaréwno nauki, medycyny jak i przemyshui, zwlaszcza
biotechnologii. Ich prostota budowy i dziatania pozwalaja na wzglgdnie tatwa manipulacje
zardwno specyficznoscia jak i efektem regulatorowym. Szeroki repertuar znanych klas pozwala na
dobor odpowiedniego ligandu do konkretnych celéw. Jednak wybor ten nie ogranicza sie jedynie
do naturalnie wystepujgcych aptamerow. W 2004 roku zsyntetyzowano pierwszy catkowicie
sztuczny ryboprzelacznik wiazacy teofiling [173], a dzigki technologii SELEX mozliwosci
generowania aptamerow zdaja si¢ by¢ praktycznie nieograniczone. Inng istotng zaleta
ryboprzetacznikow jest niezwykta oszczednosé, bowiem do poprawnego dziatania wymagana jest
relatywnie krotka sekwencja RNA oraz niskoczasteczkowy metabolit. Takze mozliwosci
manipulowania samymi ligandami stanowig niewyczerpane zrédto mozliwoséci wykorzystywania
ryboprzetacznikow w celach uzytecznych dla cztowieka. Wiele takich zastosowan zostato

opisanych [174-176] i prawdopodobnie jeszcze wiele znajdzie zastosowanie w przysztosci.

2.2.7.1 Cel antybiotykoterapii

Ryboprzetaczniki maja potencjat by sta¢ si¢ celem dla nowych antybiotykow.
Najistotniejszg ich cechg w kontekscie antybiotykoterapii jest fakt, iz kontrolujg one kluczowe dla
przezycia bakterii szlaki metaboliczne [177]. Jednocze$nie, moga one by¢ z tatwoscig zablokowane
przez podanie analogobw ich natywnych ligandow, ktore wiaza ryboprzetacznik
I wyciszaja ekspresje kontrolowanych genow, same natomiast nie s metabolicznie funkcjonalne.
Ponadto ligandy dla ryboprzetacznikéw sa niskoczasteczkowymi, prostymi zwigzkami, dobrze
przenikajagcymi do komorek bakteryjnych, dla ktérych wzglednie tatwo zaprojektowaé podobne
czasteczki. Inng cechg takiego podejscia jest wzgledne bezpieczenstwo, nie sg bowiem jak dotad
poznane zadne ryboprzelaczniki wystepujace u ludzi. W niektérych przypadkach bakteriom
trudniej wytworzy¢ antybiotykooporno$¢ przeciwko analogom ligandow dla ryboprzetacznikow,
poniewaz ta sama klasa ryboprzetacznika moze kontrolowa¢ wigcej niz jeden gen, przez co
pojedyncza substytucja w genomie jest niewystarczajaca dla zablokowania dziatania antybiotyku.

Wiele badan w tej dziedzinie przeprowadzono dla ryboprzelacznika wigzacego FMN.
Kontroluje on geny biosyntezy i transportu ryboflawiny. FMN stanowi grupe prostetyczng wielu
enzymoOw uczestniczacych w reakcjach redoks. Natomiast rozeoflawina (RoF), wytwarzana przez

Streptomyces davawensis jest jedynym znanym naturalnym antybiotykiem wycelowanym
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W ryboprzetgcznik [178]. Fakt ten zainspirowal naukowcéw do poszukiwania innych analogow
ryboflawiny o lepszych wtasciwosciach antybiotykowych i mniejszej toksycznosci,
nakierowanych na ryboprzetacznik FMN. Sposréd roznych kandydatow szczegdlnie obiecujacy
zdaje si¢ by¢ SFDQD [179]. Zwigzek ten zostal zaprojektowany i zsyntetyzowany, jako
alternatywa dla starszej generacji antybiotykdéw, jak metronidazol lub wankomycyna, przeciwko
infekcjom wywotanym przez Clostridium dificille. Zasadnicza wada dotychczas stosowanych
antybiotykow jest ich zbyt szerokie spektrum dziatania, co w konsekwencji prowadzi do zmian
ilosciowych i jakosciowych mikrobiomu jelit. Niska specyficzno$¢ antybiotykow przyczynia sie
do wzrostu zachorowan w wyniku infekcji innymi patogenami oraz wysokim ryzykiem nawrotu
choroby, szacowanym nawet na 25% po odbytej terapii [180,181]. Badania wskazuja,
ze wlasciwosci SFDQD takie jak K4, okres pottrwania czy sposdb wigzania si¢
do ryboprzetacznika sa bardzo podobne do FMN, co czyni ten zwigzek dobrym kandydatem
do testow in vitro i in vivo [179]. Wiasciwosci antybakteryjne SFDQD sg porownywalne
z wankomycyng, a jednoczesnie analizy wykazaty, ze efekt ten jest uzyskiwany szybciej
niz w przypadku wankomycyny (99,9% redukcji ilosci bakterii juz po 4h).
Eksperymenty na modelu mysim, zainfekowanym C. dificille, dowodza skutecznosci, takze
w warunkach fizjologicznych. Co istotne, mikroflora jelitowa po terapii SFDQD nie zostata
naruszona, ani ilosciowo ani jakosciowo, w przeciwienstwie do innych antybiotykow.

Inny zwigzek o wilasciwosciach bakteriobdjczych, ktorego celem molekularnym jest
ryboprzetacznik, Ribocil, zsyntetyzowany zostat przez firm¢ Merck & Co [182].
Ribocil wiaze si¢ do ryboprzetacznika FMN genu ribB z wysokim powinowactwem wynoszacym
6,6 nM (dla natywnego metabolitu FMN Ky wynosi 1,2 nM). Gen ribB jest zaangazowany
w biosynteze ryboflawiny, kofaktora niezbednego dla przezycia bakterii. W testach in vitro
stezenie Ribocil inhibujace wzrost E. coli (ICsp) wynosito 0,3 pM, natomiast MIC
(ang. minimum inhibitory concentration) wynosit 2 pg/ml. Wtasciwosci przeciwbakteryjne zostaty
wykazane takze dla innych patogennych bakterii, takich jak Pseudomonas aeruginosa
czy Acinetobacter baumannii. Testy na modelach zwierzgcych potwierdzity skutecznos¢ niewiele
gorsza od tej osiagnigtej przez komercyjnie stosowany antybiotyk cyprofloksacyne.
Ribocil nie jest strukturalnym analogiem FMN, dlatego tez w przeciwienstwie do chociazby
rozeoflawiny nie powoduje inhibicji innych szlakow metabolicznych zwigzanych z witaming B12.
Kolejne badania dowiodty antybiotycznych wlasciwosci zardwno Ribocilu jak i RoF wobec innych
patogenow  stanowigcych wyzwanie wspoélczesnej medycyny, takich jak odporne
na metycyling szczepy Staphylococcus aureus (MRSA, ang. methicyllin-resistant Staphylococcus
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aureus), Enterococcus faecalis czy Streptococcus pyogenes [183]. Badacze wykazali,
ze oba zwiazki niezaleznie inaktywuja dwie $ciezki metaboliczne pozwalajace na uzupetnienie

rezerwuaru ryboflawiny, import do komorki jak i biosynteza ryboflawiny de novo.

2.2.7.2 Ryboselektory

Syntetyczne uktady ryboprzetacznikow wraz z odpowiednio dobrang sekwencja kodujaca
czynnik selekcyjny pozwalajg na stworzene samopolepszajacego si¢ uktadu do produkcji roznego
rodzaju metabolitow czy bioproduktow. Tego typu ,biologiczne urzadenie” nazywamy
ryboselektorem (ang. riboselector) [184]. Ryboselektor sktada si¢ z dwoch modutdw:
ryboprzetacznika 1 genu stanowigcego czynnik selekcyjny. Ryboselektory pozwalaja
na skuteczng optymalizacje szlakow metabolicznych poprzez iaczenie wewnatrzkomorkowego
stezenia  okreSlonego metabolitu z przezyciem komodrki pod presja  selekcyjna.
Ryboselektor opracowany przez Yang i wspotpracownikow sktadal sie z represyjnego
ryboprzetacznika lizynowego genu lysC E. coli i markera selekcyjnego tetA, zapewniajacego
jednoczesnie odporno$¢ na dzitanie tetracykliny i wrazliwos¢ na toksyczny NiClz [185].
Dzieki podwdjnemu uktadowi selekcyjnemu (selekcji pozytywnej i negatywnej) powtarzanemu
Kilkukrotnie mozliwe jest wyselekcjonowanie najbardziej wydajnych produkcyjnie bakterii.
Selekcja pozytywna w obecnos$ci tetracykliny i braku metabolitu (w tym przypadku lizyny)
pozwala na przezycie tylko tym bakteriom, ktore posiadajg stosowny plazmid zawierajacy gen
odpornos$ci na antybiotyk — tetA. Z kolei negatywna selekcja w obecnosci toksycznych soli NiClz
pozwala  przetrwa¢ tylko osobnikom  produkujagcym  najwigksze ilosci  lizyny,
ktora to po zwigzaniu przez ryboprzelacznik wycisza ekspresje genu tetA. Gen ten, oprocz
odpornosci na tetracykling, warunkuje takze zwigkszong przepuszczalno$¢ dla toksycznego NiClo.
Klony bakteryjne wytwarzajace najwigksze ilosci lizyny byty zdolne do represji genu tetA, a zatem
mogly przetrwacé i replikowa¢. W tym systemie osiggnieto 75% wzrost poziomu lizyny po czterech
cyklach  procesu selekcji. Podsumowujac, ryboselektory mogg dawaé przewage

nad produkcyjnymi szczepami poprzez modulowanie ekspresji selekcyjnego genu markerowego.

2.2.7.3 Rybosensory

Biosensor jest urzadzeniem analitycznym stluzacym do wykrywania analitu, ktore taczy
sktadnik biologiczny z detektorem fizykochemicznym. Istnieje wiele roznorodnych zwigzkow
biologicznych wykorzystywanych jako elementy rozpoznania, w tym: enzymy, przeciwciala,
receptory, RNA, DNA, organelle, tkanki i cale komorki [186]. Rozpoznanie danej czasteczki
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zazwyczaj wyzwala uwolnienie sygnalu elektrochemicznego lub optycznego zebranego
I skwantyfikowanego przez detektor. Najczgsciej stosowanym typem biosensora jest
enzymatyczny, niemniej jednak wytwarzanie duzej ilo$ci enzyméw jest kosztowne i wymaga
skrupulatnego oczyszczenia [187].

W 2009 opracowano zupelnie nowy typ biosensora wykrywajacy teofiling, lek
przeciwastmatyczny, ktorego przedawkowanie moze mie¢ powazne konsekwencje zdrowotne, jak
napady padaczki czy zaburzenia rytmu serca. Biosensor ten sktadat si¢ z domeny aptamerowej
wigzacej teofiling jako czujnik potaczonej z koncem 5’ sekwencji kodujacej GFP,
biatka zdolnego do emisji sygnatu $wietlnego (ang. green fluorescence protein) [188].
Badania wykazaty, ze w obecnosci teofiliny 6w biosensor podowuje zalezne od dawki wyciszenie
ekspresji GFP, osiagajac pi¢ciokrotny spadek sygnatu przy 1 mM stezeniu teofiliny.

Inne podejécie, nie wymagajace nawet biosyntezy GFP, zaprezentowali naukowcy
z Cornell University w Nowym Jorku [189]. Domeny aptamerowe réznych ryboprzetagcznikoéw
(TPP, andeninowy, guaninowy, SAM) sprzezono z 84-nukleotydowym aptamerem Spinach.
Tego typu aptamery zostaly pierwotne stworzone celem zlokalizowania konkretnego RNA
w komorce. Aptamer Spinach strukturalnie imituje biatko GFP [190], co pozwala na réwnie
wydajnie wigzanie fluoroforow podobnych do tych natywnie wigzanych przez GFP,
takich jak DFHBI. Co bardzo wazne, tego typu fluorofory wykazuja wtasciwosci fuorescencyjne
tylko po zwigzaniu przez aptamer Spinach. W obecnosci fluoroforu czasteczka RNA wyposazona
w sekwencje Spinach moze by¢ z tatwoscig wizualizowana w mikroskopie fluorescencyjnym.
Sprzezenie aptameru dla wybranego metabolitu z sekwencja Spinach pozwala na detekcj¢ owego
metabolitu w komodrce. W stanie apo domena wigzagca DFHBI jest niepoprawanie sfatdowana,
€O nie pozwala na zwigzanie fluoroforu 1 wytworzenie sygnalu §wietlnego. Dopiero przylaczenie
odpowiedniego ligandu powoduje emisj¢ sygnatlu swietlnego. Uzyskany konstrukt charakteryzuje
si¢ zblizong specyficznoscia i powinowactwem jak naturalny ryboprzetacznik TPP
0 ECso réwnym 9 puM oraz Ky rownym 600 nM. Caly konstrukt osiagna wysoka wydajnosciag

I czutos¢, powodujac 16-krotny wzrost fluorescencji przy komoérkowym stezeniu TPP 100 uM.

2.2.7.4 Indukowalne uklady kontroli ekspresji

Uwadze naukowcOw nie uszta podstawowa wiasnos$¢ ryboprzetagcznikow, czyli zdolnosé
do indukowanej kontroli ekspresji genow. Takie uklady eksperymentalne sg szczeg6lnie
wazne podczas badania funkcji genow, kiedy to aktywacja lub wyciszenie ekspresji

zgodnie z wola eksperymentatora ulatwiaja poznanie funkcji oraz mechanizow regulacji.
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Wspotczesne, zoptymalizowane 1 wyselekcjonoawne (komputerowo jak i biochemiczne) osiggaja
poziom indukcji niemal 400-krotny u E. coli [191]. Ponadto uczeni opracowali nowe
oraz zoptymalizowali dotychczasowe synteteczne aptamery: teofilinowy, tetrametylorodaminowy,
dopaminowy, tyroksynowy, 2,4-dinitrotoluenowy, co dodatkowo zwigksza mozliwosci ich
przysztego  praktycznego  wykorzystania.  Ryboprzetaczniki  znajduja  zastosowanie
takze w uktadach eukariotycznych, pomimo, ze natywne eukariotyczne ryboprzetaczniki sg
ograniczone do TPP. Metodami inzynierii genetycznej udalo si¢ stworzy¢ indukowany uktad
kontroli ekspresji genow u drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Z wykorzystaniem aptamerow
tetracyklinowych i neomycynowych kontrolujacych skanowanie rybosomu udato si¢ osiggnac
poziom indukcji odpowiednio szescio- i siedmiokrotnym [192,193]. Podobne uktady udato si¢

stworzy¢ takze w organizmach roslinnych [194] i wirusowych [195].

2.2.7.5 Wirusy onkolityczne

W latach 50 i 60 XX wieku naukowcy zainteresowali si¢ potencjalnymi witasciwosciami
naturalnie wystepujacych onkolitycznych wiruséw oraz ich medycznym zastosowaniem.
Przy tego typu terapii problematyczne sg kwestie bezpieczenstwa zwigzane z niekontrolowang
replikacja, nadmierng ekspresjg wprowadzonych genow, czy ryzykiem wzmozonej odpowiedzi
immunologicznej. Dlatego tez podje¢to wysilek, by zaprojektowac system kontroli ekspresji genow
wirusowych i ich replikacji oparty na ryboprzetgcznikach. Badacze z zespolu Nettelbeck'a
z Niemieckiego Centrum Badan nad Rakiem w Heidelbergu zaprojektowali dwa genetycznie
zmodyfikowane onkolityczne wirusy: adenowirus (AdV) i wirus odry (MeV), ktorych geny
znajduja si¢ pod kontrolg ryboprzetacznika wigzacego teofiling [195]. Konstrukty te powstaty
przez potaczenie dwoch ryboprzelacznikow o wlasciwosciach autokatalitycznych, umieszczonych
na koncu 5 i 3 odpowiednich genéw (E1A u AdV i glikoproteiny F u MeV).
W warunkach normalnych geny ulegaja ekspresji, a replikacja i infekcyjno$¢ wirusa pozostaje bez
zmian. Natomiast po dodaniu do $rodowiska teofiliny ryboprzetacznik ulega aktywacji,
a z transkryptu zostaje wycigty odpowiedni ORF. Badania wykonane na AdV wykazaty 200-
krotnie obnizong produkcj¢ biatka E1A. Eksperyment przeprowadzony z uzyciem komorek SK-
MEL-28 (komorki czerniaka ztosliwego) wykazal duza skuteczno$¢ antynowotworowa wirusa
(przezywalnos¢ komorek wynosita 10%). Jednoczesnie, po podaniu teofiliny przezywalnosc
wzrastata do 80%, w sposob zalezny od dawki. Zmodyfikowany MeV takze wykazywat skuteczne
dziatanie in vivo w odpowiedzi na teofiling, powodujac 11- i 6-krotny spadek produkcji wirionow,

odpowiednio w Verocells i SK-MEL-28.
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3 Cel i Uzasadnienie Podjetej Tematyki Pracy

Za cel pracy obralem trzy szczegétowe zagadnienia badawcze:

1) Opracowanie nowej metody identyfikacji ryboprzelacznikéw transkrypcyjnych.
2) Opracowanie zestawu prostych i precyzyjnych testéw eksperymentalnej weryfikacji
kandydatéw na ryboprzelaczniki.

3) Opracowanie nowej metody analizy aktywnosci transkrypcyjnej ryboprzelacznikéw.

Od poczatku odkrycia ryboprzetacznikow w 2002 roku, liczba znanych ryboprzetacznikow
ustawiczniec =~ wzrastala  wraz z  postepami  w  sekwencjonowaniu  genomow
I metagenomow bakteryjnych. Na dzien dzisiejszy znanych jest ponad 100 000 reprezentantéw
ryboprzetacznikow, lecz jedynie skromny utamek tej puli zostat zweryfikowany eksperymentalnie.
Zwazywszy na istotng rolg, jaka ryboprzetaczniki pelnia w  zZyciu  bakterii
oraz liczne potencjalne zastosowania w najrozniejszych dziedzinach medycyny, nauki
czy biotechnologii (Rozdziat 2.2.7), widzimy, iz identyfikacja nowych ryboprzetacznikow jest
niezwykle wazng kwestig. Kazdy bowiem nowoodkryty ryboprzetacznik moze okazaé sig
przetomowy w rozwigzaniu danego problemu lub tez sta¢ si¢ kluczowg inspiracjg do stworzenia
nowych, niezastgpionych narz¢dzi molekularnych.

Dotychczasowo wszystkie znane motywy zidentyfikowano z uzyciem metod
bioinformatycznych, poprzez analiz¢ porownawczg zachowawczosci struktur drugorzedowych
RNA w rejonach 5'UTR powigzanych ze sobg funkcjonalnic genow [196].
Gloéwnym ograniczeniem tej metody jest brak mozliwosci detekcji ryboprzetacznikéw, ktore
wykazujg za duzg zmiennos¢, wystepuja bardzo rzadko lub sa zbyt krotkie by mogty by¢ wykryte
poprzez analize¢ poroéwnawcza [197]. Stad potrzeba opracowania nowej metody, pozbawionej
powyzszych ograniczen. Moja praca doktorska podejmie probe opracowania bezposredniej metody
identyfikacji ryboprzetacznikéw opartej na danych eksperymentalnych, w przeciwienstwie

do obecnie stosowanych metod opartych o przeszukiwania genomow in silico.
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Inspiracja do opracowania metody identyfikacji ryboprzetacznikow  opartej
na wysokowydajnym sekwencjonowaniu byly opublikowane prace dotyczace ryboprzetacznika
wigzacego SAM, w ktorej autorzy wykazali bardzo wyrazng zaleznos¢ pomiedzy dostepnoscia
ligandu oraz dtugosciag mMRNA obserwowang technika Northern-blot [198]. Wyniki te dowodza,
ze skrocona forma transkryptu spowodowana terminacjg transkrypcji przez ryboprzetacznik jest
stabilna w komorce i jako taka moze zosta¢ zaobserwowana podstawowymi technikami biologii
molekularnej. W takim przypadku uprawnione wydaje si¢ wnioskowanie, ze skrocona forma
powinna by¢ rowniez zauwazalna w eksperymentach wysokowydajnego sekwencjonowania.
Hipoteza ta zostala pozytywnie zweryfikowana poprzez analiz¢ obliczeniowg publicznie
dostepnych danych pochodzacych z eksperymentu profilowania ekspresji  genow
z wykorzystaniem RNA-Seq z Bacillus halodurans. Okazalo si¢, ze dla genow zawierajacych
ryboprzetaczniki SAM mozna zaobserwowac wyrazne réznice w akumulacji odczytow pomigdzy
rejonem 5'UTR a sekwencja kodujaca zwigzane z powstawaniem znacznych ilosci skréconej formy
transkryptu. Wynik ten upewnit nas w tym, ze jest mozliwe zaobserwowanie swoistych sygnatur
ryboprzetacznikow w danych, uzyskanych z wysokoprzepustowego sekwencjonowania.

Pierwszym celem moich badan jest opracowanie nowej metody identyfikacji
ryboprzelacznikéw transkrypcyjnych. Zamiar ten chce osiagnaé poprzez jednoczesne
zastosowanie kombinacji dwoch roznych typow sekwencjonowania RNA nowej generacji.
W pierwszej kolejnosci RNA uzyte do przygotowania biblioteki cDNA zostanie zmodyfikowany
przy uzyciu odczynnika NAI w warunkach in vivo celem przeprowadzenia sekwencjonowania typu
SHAPE-seq (Rozdziat 4.1.3) (Rysunek 15). Sekwencjonowanie tego typu nastawione jest
na poznanie struktury drugorzedowej badanych czgsteczek RNA. Odczynnik NAI acyluje
nukleotydy znajdujace si¢ w regionach jednoniciowych RNA, dlatego tez w trakcie odwrotnej
transkrypcji z wykorzystaniem specyficznego startera reverse powstaja fragmenty cDNA
o dlugosci odpowiadajacej miejscom modyfikacji liczac od konca 3'. Dzigki analizie koncow 5’
otrzymanych fragmentow zlokalizowanych w regionach 5'UTR uzyskujemy informacje na temat
struktury drugorzedowej regionow.

Jednocze$nie zastosowane zostanie sekwencjonowanie typu Term-seq, ktére pozwala
na precyzyjne ustalenie pozycji naturalnych koncow 3’ transkryptow. W przeciwienstwie
do standardowej procedury przygotowania biblioteki cDNA, pierwszym etapem jest ligacja
specyficznych adapteréw do 3’ koncow wszystkich transkryptow w mieszaninie, poprzedzajagcym
fragmentacj¢ mRNA. Takie podejs$cie pozwala na ustalenie naturalnych koncoéw 3’ transkryptow

(a nie powstalych sztucznie, np. w trakcie fragmentacji RNA), zarowno petnej dlugosci jak i tych
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powstatych w wyniku dziatania ryboprzetgcznikoéw transkrypcyjnych (lub innych mechanizmow
wykorzystujacych zjawisko przedwczesnej terminacji transkrypcji).

Przygladajac si¢ ilosci odczytow mapujacych do regionu 5'UTR w stosunku do tych
mapujacych do ORF otrzymujemy informacje dotyczacag aktywnosci transkrypcyjnej
potencjalnych ryboprzetagcznikow (Rysunek 15). Efekt ten mozne by¢é wzmocniony poprzez
przygotowanie biblioteki z hodowli bakterii prowadzonej w dwoch warunkach: w obecnos$ci
odpowiedniego metabolitu oraz bez. Dzigki temu mozliwe jest obserwowanie zmian w poziomie
transkryptow petnej dtugosci jak i skroconych transkryptow (i ich wzajemnego stosunku).

Tak przygotowane sekwencjonowanie nowatorskg metoda Term-SHAPE-seq pozwoli na
wytypowanie nowych sekwencji mogacych by¢ kandydatami na ryboprzelaczniki. Ponadto
umozliwi szybkie i proste scharakteryzowanie wszystkich najwazniejszych aspektow
ryboprzetagcznikéw w  transkryptomicznej skali, takich jak miejsce terminacja transkrypcji
(Term-seq), struktura drugorz¢dowa (SHAPE-seq) czy zmiany aktywnosci transkrypcyjnej
pod wptywem danego ligandu (ligand—/ligand+).

Aby rzetelnie oceni¢ potencjal nowej metody, zostanie ona przetestowana na modelu,
za jaki postuza mi transkrypcyjne ryboprzetaczniki SAM-1 bakterii Bacillus subtilis.
W genomie tej bakterii wystepuje 11 takich ryboprzetacznikéw kontrolujacych geny/operony
zwigzane z metabolizmem metioniny. Ze wzgledu na duza powszechno$¢ ryboprzetaczniki te beda
dobrym modelem badawczym. Aby zapewni¢ najlepszej mozliwej jakosci analizy wynikow
sekwencjonowania planowane jest uzycie szczepu B. subtilis str. 168, zsekwencjonowanej
w 2009 roku oraz bgdacej obecnie najlepiej adnotowanym genomem bakterii Gram-dodatniej.

Drugim krokiem, po wstepnej identyfikacji i charakterystyce potencjalnych
kandydatéw na ryboprzelaczniki, bedzie ich eksperymentalna weryfikacja oraz
identyfikacja wlasciwych ligandéw. W tym celu planowane jest opracowanie kilku prostych,
szybkich, a jednoczesnie czulych i precyzyjnych testow, ktore pozwola jednoznacznie
rozstrzygna¢ czy wytypowana sekwencja w istocie jest ryboprzelacznikiem, czy tez moze
innym elementem regulatorowym opierajagcym si¢ na mechanizmie przedwczesnej
terminacji transkrypcji.

Pierwszy z testow — terminacji transkrypcji in vitro, pozwoli odpowiedzie¢ na pytanie, czy
pod wplywem ligandu nastgpuje iloSciowa zmiana transkryptow petnej dlugosci
jak i skroconych (Rozdziat 4.2.1) (Rysunek 22). Nastepnie zweryfikowana zostanie struktura
drugorzgdowa =z wykorzystaniem techniki SHAPE (Rozdziat 4.2.2) (Rysunek 27).

Pozwoli to na skonfrontowanie i poréwnanie wynikoéw z tymi uzyskanymi w trakcie
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sekwencjonowania metodg Term-SHAPE-seq. Ponadto mozliwe bedzie takze zbadanie rearanzacji
strukturalnych wywotanych zwigzaniem ligandu. Ostatni test obejmuje wyznaczenie stalej
dysocjacji Kq (Rozdziat 4.2.3) (Rysunek 30). Jako ze ryboprzetaczniki uchodzg za sekwencje
wigzace ligand z wysokg specyficznoscig 1 powinowactwem, parametr ten jest wart okreslenia i
porodwnania go z tymi wyznaczonymi dla znanych ryboprzetacznikéw. Wyznaczone Kq mieszczace
si¢ w typowym dla ryboprzetacznikoéw zakresie (1 nM do 1 uM) pozwoli dodatkowo uwiarygodnié
wyniki weryfikacji ryboprzetacznikéw (Rozdziat 2.2.5.2).

Powyzsze metody weryfikacji w pierwszej kolejnosci zostang przetestowane na znanym
ryboprzetaczniku  SAM-I, kontrolujacym ekspresj¢ genu metE w bakterii B. subtilis.
Pomimo mocnych przestanek sugerujacych, ze lider genu metE posiada ryboprzetacznik,
sekwencja ta nie zostala dobrze scharakteryzowana strukturalnie 1 funkcjonalnie.
Pozytywne przejscie wszystkich procedur weryfikacyjnych przez zaproponowanag sekwencje
modelowa potwierdzi ich skuteczno$¢ i adekwatno$¢. Dzigki temu mozemy mie¢ pewnos$c,
ze ewentualna negatywna weryfikacja potencjalnych kandydatéw na ryboprzetaczniki nie bedzie
konsekwencja brakow czy bledow metodologicznych.

Trzecim celem badawczym niniejszej pracy doktorskiej jest stworzenie metody
pozwalajacej na  wiarygodna analiz¢ ilosSciowa aktywnosci transkrypcyjnej
ryboprzelacznikow. BodZzcem do opracowania nowej metody byly braki metodologiczne
prowadzace do pomijania, niosgcych bardzo wazne informacje, skrdéconych transkryptow,
bedacych produktem przedwczesnej terminacji transkrypcji. Zdecydowana wigkszo$¢ badaczy
ryboprzetagcznikow podczas eksperymentow skupia si¢ jedynie na ilosci pelnej dlugosci
transkryptow 1 jej zmiany w zaleznoSci od st¢zenia analizowanego niskoczasteczkowego
metabolitu, ignorujac jednoczesnie ilos¢ skroconych transkryptow. Takie podejscie rodzi jednak
pewien istotny problem. Ot6z obserwowany potencjalny wzrost/spadek poziomu transkrypcji,
moze nie wynika¢ z indukcji ryboprzetacznika a z innych mechanizmoéw stojacych za zimnag
ekspresja genu, takich jak cho¢by aktywacja bialek regulatorowych, wptywajacych na catkowity
poziom ekspresji genu. Dlatego tez zaistniata potrzeba opracowania nowej metody,
ktoéra umozliwitaby precyzyjng oceng ilosciowa obu typdéw transkryptow.

Jednak, aby tego typu analiza ilosci transkryptow byla w ogdle mozliwa, wszystkie
czasteczki mRNA muszg zosta¢ przepisane na c¢DNA w odpowiedni sposob.
Proces odwrotnej transkrypcji prowadzi do znacznych znieksztatcen ilosci odczytow (pokrycia)
wzdhuz transkryptu. Wykorzystanie starterow specyficznych dla danego genu badz startero6w poli-

T skutkuje wzgledna nadreprezentacja konca 3’ transkryptu, kosztem niedoszacowania konca 5'.
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Przyczyng tego zjawiska jest wigksza wydajno$¢ przepisywania na cDNA fragmentu
w poblizu uzytego startera, czyli z konca 3'. Ponadto uzycie startera poli-T do analizy bakteryjnych
mRNA jest nieadekwatne, bowiem zaledwie od kilku do kilkunastu procent transkryptow
bakteryjnych jest poliadenylowanych [199]. Dlatego tez niezbedne jest uzycie heksametrow
0 losowej sekwencji (Ns, ang. random hexamers). Jednak takze i w tym wypadku mamy
do czynienia z odchyleniem od oczekiwanej ilosci odczytow wzdluz transkryptu.
Tym razem natomiast nadreprezentowany jest 5’ koniec transkryptu wzgledem 3’ konca
(Rysunek 37) [200]. Przyczyng tego zjawiska jest fakt, ze cho¢ owe heksamery hybrydyzujg niemal
jednorodnie wzdluz transkryptu, to z powodu kierunku reakcji od konca 3’ do 5
(wzglgdem transkryptu) to istnieje spore prawdopodobienstwo, ze fragmenty w poblizu konca 3’
nie zawsze zostang przepisane na cDNA, natomiast koniec 5" ma niemal statystyczng pewno$¢
przepisania dla kazdego transkryptu (Rysunek 38). W ostatecznosci wszystko to przektada si¢
na zmniejszg liczbe odczytow z konca 3’ przy jednoczesnej wzglednej nadreprezentacji konca 5’
analizowanego transkryptu. Im wigksza odlegto$¢ pomiedzy badanymi fragmentami tym wicksze
obserwowane odchylenia.

Biorac pod uwage fakt, ze ryboprzelaczniki sa niemal zawsze zlokalizowane w 5'UTR
powyzszy efekt bedzie istotnie wptywal na ich analize ilosciowa. Tyczy si¢ to zwlaszcza
transkryptow petnej dtugosci, ktorych dlugosé jest znaczna (np. wielogenowe operony) i mogtaby
si¢ przyczyni¢ do sztucznego zawyzania ilosci odczytow pochodzacych od starterow,
komplementarnych do sekwencji ryboprzetacznika.

Dlatego aby wyeliminowac¢ efekt wzglednej nadreprezentacji konica 5" w stosunku do 3’ dla
pelnej  dhugosci  czasteczek, postanowitem wprowadzi¢ dodatkowy etap posredni
w przygotowywaniu cDNA. Etap ten obejmuje zastosowanie sekwencyjnie specyficznego ciecia
(hydrolizy) transkryptow w poblizu miejsca naturalnej terminacji transkrypcji, z wykorzystaniem
RNazy H. W tym celu zostang zaprojektowane in silico oligomery DNA, komplementarne
do sekwencji RNA ponizej terminatora, tak by cigcie enzymatyczne imitowato
terminacje spowodowang dziataniem ryboprzetacznika (Rozdziat 4.4.2) (Rysunek 39).
Dzigki temu etapowi uzyskujemy pule stanowigcych sume wszystkich transkryptéw odrgbna od
transkryptow petnej dlugosci.

Do analizy ilosciowej transkryptow zostanie wykorzystana technika ddPCR, pozwalajaca
na oznaczenie ich absolutnych stezen w przeciwienstwie do standardowo stosowanej techniki RT-
gPCR. W tym celu zostang zaprojektowane trzy pary starterow. Pierwsza para (Startery 1) bedzie

komplementarna do sekwencji aptameru ryboprzetacznika w 5S'UTR, w regionie powyzej miejsca
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przewidywanej terminacji; druga para starterow (Startery 2) obejmie miejsce terminacji
transkrypcji, trzecia para (Startery 3) zostanie zaprojektowana tak, aby wigzac si¢ do sekwencji
ORF (Rysunek 39). W ten sposob sygnal od Starterow 1 bedzie korespondowaé z sumg
transkryptow wszystkich transkryptow; Startery 2 stanowi kontrole procesu enzymatycznego
cigcia/terminacji transkrypcji; natomiast Startery 3 da nam informacj¢, na temat stezenia
transkryptow pelnej dlugosci. Dzigki temu réznica pomigdzy sygnatem od Starterow 1 1 Starterow
3 daje nam informacj¢ na temat st¢zenia skroconych transkryptow, bedacych rezultatem
aktywnosci ryboprzetacznikow. Ponadto Startery 1 i 3 pary zostatly zaprojektowane tak, by byly w
podobnej odlegtosci od konca 3'; w przypadku Starterow 1 od miejsca terminacji
transkrypcji/cigcia RNAza H, w przypadku Starterow 3 od naturalnego konca transkryptu.
Dzigki temu mozliwe jest wyeliminowanie wplywu odlegtosci od konca 3’ na ilosci odczytow.

W ramach realizacji projektu pracy doktorskiej planowane jest nie tylko opracowanie
nowej metody analizy transkrypcyjnej ryboprzetacznikow, ale takze wykorzystanie jej
do rozwigzania realnego problemu badawczego. Dysponujac tak opracowang metoda
przeanalizowane zostang ryboprzetaczniki SAM w bakterii B. subtilis w kontekscie ich odpowiedzi
na stres braku metioniny w S$rodowisku. Planowana analiza obejmie oznaczenie st¢zen
transkryptow FL jak 1 T oraz oznaczenie wspdiczynnika indukcji zdefiniowanego,
jako stosunek transkryptow FL do T w formie apo do formy holo. Wyniki eksperymentu zostang
poréwnane z tymi otrzymanymi bez etapu cigcia RNazg H, oraz co pozwoli na rzetelng oceng

skuteczno$ci 1 przydatnosci opracowanej metody.
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4 Wyniki 1 Dyskusja

4.1 Sekwencjonowanie metodg Term-SHAPE-Seq

Opracowanie nowej metody sekwencjonowania, ktéora z jednej strony pozwala
na identyfikacje zdarzen terminacji transkrypcji bedacej rezultatem dzialania ryboprzetacznikow
transkrypcyjnych, a z drugiej na identyfikacj¢ struktury drugorzedowej badanych regiondw,
stanowi istotne metodyczne wyzwanie tej pracy. Zastosowanie sekwencjonowania koncow 3’
transkryptow (Term-seq) w kombinacji z sekwencjonowaniem zmodyfikowanych nukleofilem
czasteczek RNA (SHAPE-seq) w technologii NGS (ang. new generation sequencing) wymagato
zarazem nowatorskiego podejs$cia do przygotowania bibliotek cDNA, jak i duzej skrupulatnosci w
jej wykonaniu. A poniewaz bardzo istotnym elementem sekwencjonowania transkryptomu jest
takze analiza iloSciowa poszczegdlnych czasteczek RNA, szczegdlng uwage poswigcono
eliminacji wszelkich Zrédet odchylen ilosci odczytow. Sprostanie wszystkim tym oczekiwaniom
wymagalo, aby kazdy etap poprzedzajacy sekwencjonowanie byt bardzo dobrze opracowany
1 sprawdzany, poczawszy od przygotowania warunkow hodowli bakterii, poprzez optymalizacje
indukcji ryboprzetacznikow, modyfikacje i izolacje RNA in vivo, na przygotowaniu bibliotek
konczac. Skuteczno$¢ opracowywanej metody byla monitorowana z wykorzystaniem
ryboprzetagcznikow SAM w B. subtilis, jako modelu badawczego. Ryboprzetgcznik ten kontroluje
11 jednostek transkrypcyjnych (gendw lub operondw) stanowigcych istotng czgs¢ metabolizmu
metioniny, a takze innych powigzanych szlakéw metabolicznych (lacznie 26 réznych genow).
Powszechnos¢ i roznorodnos¢ gendow pod kontrola ryboprzetacznika SAM czynig z niego idealny

model do testowania i optymalizacji niniejszej metody identyfikacji nowych ryboprzetacznikdw.
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4.1.1 Krzywa wzrostu bakterii

Techniki sekwencjonowania RNA wymagaja wysokiej jakosci 1 czystosci RNA.
Z tego powodu preferowana jest izolacja RNA z bakterii w fazie logarytmicznego wzrostu, kiedy
to w pozywce jest niewiele zanieczyszczen czy martwych komorek. Ponadto wigkszos¢ gendw pod
kontrola ryboprzetacznikow jest najbardziej aktywna transkrypcyjnie w tej fazie,
dlatego tez pierwszym etapem bylo wykreslenie krzywej wzrostu oraz wyznaczenie gestosci
optycznej mierzonej przy dtugosci fali 600 nm (OD, ang. optical density) dla tej fazy wzrostu.

W tym celu, w pierwszej kolejnosci bakterie Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168
pobrane ze kultury pierwotnej posiano na podlozu staltym (plytka agarowa) i pozostawiono
do wyroénigcia w temperaturze 37°C. Nastgpnie pobrano pojedyncza koloni¢ bakterii
1 namnozono w zdefiniowanej pozywce ptynnej z dodatkiem metioniny o stezeniu 50 pg/ml,
w warunkach tlenowych. Po catonocnej hodowli zmierzono ODeoo, bakterie rozdzielono
do dwoch falkondw, zwirowano i zawieszono w $wiezej pozywce: jednej z dodatkiem metioniny
(Met+), drugiej bez metioniny (Met-). Tak przygotowane dwie hodowle bakterii rozcienczano
odpowiednim medium hodowlanym do ODgoo=~0,2, po czym rozpoczeto hodowle w warunkach
tlenowych. Co godzing pobierano probke wielkosci 2 ml, z kazdej z nich. Hodowle prowadzono
do momentu uzyskania fazy stacjonarnej wzrostu lub fazy zaniku. Wyniki dla obu hodowli
B. subtilis przedstawiono na wykresie (Rysunek 10). Krzywe wzrostu oraz czas generacji zostaly
obliczone z wykorzystaniem programu GraphPad Prism 8. Analizujac i porownujac krzywe
wzrostu zaobserwowano, ze czas generacji (Tg) jest krotszy w przypadku hodowli
suplementowanej metioning (Tg+) w porownaniu z hodowla eliminacyjng (Tg) 1 wynosi
1,9 h (2,2 h dla hodowli Met- ). Roznice te nie sa jednak duze, eliminacja metioniny z pozywki
powoduje ~14% spadek tempa podziatu komoérek B. subtilis. Wynik ten jest zgodny z tym
opisywanym w literaturze naukowej [201]. Faza logarytmicznego wzrostu rozpoczyna si¢
ok. 2 h od momentu rozpoczecia hodowli (przy ODeoo=2,5), konczac si¢ pomiedzy 7 a 8 h,

w zalezno$ci od warunkow hodowli (przy ODesoo=1).
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Rysunek 10 . Krzywa wzrostu bakterii B. subtilis. ,,Met—" - hodowla bez metioniny, ,,Met+” - hodowla z metioning.
Ty — czas generacji.

4.1.2 Okreslenie wspélczynnika indukcji ryboprzelacznikéw

Pierwszym etapem byla hodowla bakterii w zréznicowanych przedziatach czasowych
(0,5— 16 h) celem okreslenia czasu hodowli, przy ktorym wspotczynnik indukcji ryboprzetacznika,
czyli stosunek formy apo do formy holo (IR, ang. induction ratio) byl jak najwickszy.
W pierwszej kolejnosci bakterie otrzymane z kultury pierwotnej zostaly posiane na podtoze state
(ptytka agarowa) w celu wyodrebnienia pojedynczej kolonii. Pobrang koloni¢ przeniesiono
do zdefiniowanej pozywki plynnej i hodowano w warunkach tlenowych az do uzyskania
ODeg00=0,8 — 1, odpowiadajagcemu koncéwce fazy wykladniczego wzrostu. Pozywka byla
suplementowana metioning o ste¢zeniu koncowym 50 pg/ml, celem indukcji ryboprzetagcznikow
SAM. Takie stezenie metioniny pozwala z jednej strony na wysycenie miejsc wigzacych ligand
w aptamerach SAM, z drugiej za§ strony nie wplywa hamujagco na rozwdj bakterii.
Metionina, aktywnie pobierana przez B. subtilis, jest szybko konwertowana do SAM, stanowigcego
wiasciwy ligand dla ryboprzelacznikow kontrolujacych ekspresje genow metabolizmu metioniny.
Bezposrednia aplikacja SAM bytaby nieskuteczna w kontekscie aktywacji ryboprzetacznikow,
gdyz z powodu braku transportera SAM w btonach komdrkowych B. subtilis, nie jest mozliwe jej
aktywne pobieranie ze §rodowiska [202,203]. Po osiagnigciu odpowiedniego wzrostu,

zastosowano hodowle eliminacyjng. W tym celu bakterie zwirowano, zdekantowano supernatant,
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a osad bakterii zawieszono w $wiezej pozywce pozbawionej metioniny. Jako kontrola, postuzyta
hodowla zawieszona w $wiezej pozywce suplementowanej metioning. Po zmianie pozywki
pobierano probki hodowli w nastepujacych punktach czasowych: 0 h, 0,5h, 1 h,2h,4 h,6h, 8h,
16 h; zaréwno z hodowli wlasciwej (Met—) jak 1 kontrolnej (Met+). Nastepnie z kazdej hodowli
bakterii wyizolowano catkowite RNA, wedlug procedury opisanej w Rozdziale 6.6.2.
Analiza ilo$ciowa i jako$ciowa zostata przeprowadzona przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop
oraz z wykorzystaniem elektroforezy w 8% zelu poliakryloamidowym. Stosunek absorbancji
mierzonej przy dlugosci fali 260 nm do absorbancji mierzonej przy dtugosci fali 280 nm (Azs0/280)
i stosunek absorbancji mierzonej przy dtugosci fali 260 nm do absorbancji mierzonej przy dtugosci
fali 230 nm (A2e0230) wynosity ok. 2,0 — 2.2 co wskazuje na wysoka czysto$¢ probek.
Kazda z probek RNA [1 pg] przepisano na cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji
z wykorzystaniem zestawu SuperScript 1V, wedlug procedury opisanej w Rozdziale 6.6.9.

Chcac wstegpnie ustali¢c zmiany ilosci okreslonych transkryptow RNA w roznych
warunkach dost¢pnosci metioniny, na matrycy ¢cDNA utworzonej z RNA (Met— lub Met+)
przeprowadzono reakcje PCR z wykorzystaniem starterow wedlug schematu (Rysunek 11).
W pierwszej kolejnosci zaprojektowalem zestawy starterow dla kazdego z badanych genow
(Tabela 9). Startery forward F1 i reverse R1 sg zaprojektowane w taki sposob, ze amplifikuja
zarowno transkrypty skrocone w wyniku dziatania ryboprzetacznika (T, ang. truncated)
jak 1 fragmenty pochodzace z pelnej dilugosci transkryptow (FL, ang. full-length).
Stad, obserwowany w zZelu sygnal R1 stanowi sume¢ obu typoéw transkryptow.
Startery forward F1 reverse R2 amplifikuja wytacznie sygnat pochodzacy z transkryptow peinej
dhugosci. Na tej podstawie mozna obserwowaé zmiany w wystgpowaniu transkryptow pelnej

dhugosci 1 przedwcezes$nie terminowanych w zréznicowanych warunkach dostepnosci ligandu.
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RNAP
Ryboprzetacznik ‘ gDNA
Transkrypcja in vitro
L+/ \ L-
N N
L —r\ L
b 4 v
Transkrypt T Transkrypt FL
5'UTR S'UTR ORF i 3'UTR
‘ RT ‘ RT
o a Rl F o - R g R2
cDNA
§ Pcr § Pcr
Produkty PCR FL
Produkty PCR T

Rysunek 11. Schemat zaprojektowanych starterow do reakcji RT-gPCR. Czerwony X — miejsce terminacji transkrypcji,
RNAP - polimeraza RNA, L - ligand, F — starter forward, R — starter reverse, FL — fragmenty pelnej dlugosci,
T — fragmenty skrocone.

W pierwszym etapie przeprowadzitem reakcje PCR z uzyciem DreamTaq PCR Master Mix
(2X) dla dwoch wybranych genow kontrolowanych przez ryboprzetacznik SAM.
Produkty zwizualizowano w 2% zelu agarozowym (Rysunek 12). Krétsze produkty pary starteréw
metE qPCR F i R1 oraz metIC qPCR F i R1 (oznaczone na rysunku jako R1), korespondujace z
sekwencja skréconego transkryptu (bedacego wynikiem terminacji transkrypcji) nie wykazuja
istotnych zmian pomigdzy warunkami Met— 1 Met+. Jednakowy sygnat w obu warunkach hodowli
bakterii (Met— i Met+) wskazuje, iz catkowity poziom transkrypcji genéw pod kontrola
ryboprzetagcznikow jest wzglednie staly. Zmienia si¢ natomiast stosunek transkryptow pelnej

dtugosci do skroconych w wyniku dziatania ryboprzetacznika (FL/T). Dlatego tez widzimy

65



Wyniki i Dyskusja
wyrazne zmiany sygnalu dla pary starterow metlC qgPCR F i R2 oraz metE gPCR F i R2
(zwanych R2), dajacych sygnal jedynie w przypadku wystgpowania transkryptéw petnej dugosci
(koresponduje z iloscig transkryptéw petnej dtugosci). Stad wniosek, ze eliminacja metioniny z

pozywki powoduje wyrazny spadek ekspresji petnej dlugosci transkryptow w stosunku do kontroli.

metE metIC
I - + - + I | - + - + IMet
500 nt & p—— R2
300 nt i
v g
100 Nt W= . — = R1

Rysunek 12. Produkty PCR dla genéw metE i metIC. M — marker wielko$ci, R1 — produkty starteréw zaprojektowanych do
sekwencji ryboprzelacznika, R1 — produkty starteréw zaprojektowanych do sekwencji ORF. ,,-” — hodowla z metionina,
»+” —hodowla bez metioniny.

Poniewaz PCR jest metoda potilosciows, celem wlasciwego oznaczenia stezen
poszczegblnych transkryptéw oraz okres$lenia wspdlczynnika indukceji ryboprzelacznikow IR,
przeprowadzono reakcj¢ ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym poprzedzonym reakcja
odwrotnej transkrypcji (RT-gPCR, ang. reverse transcription quantitative polymerase chain
reaction). Eksperyment zostal przeprowadzony dla wszystkich 11 znanych gendéw/operondéw
kontrolowanych przez ryboprzetagcznik SAM (Rysunek 36). Wartosci Ct udato si¢ okresli¢ dla
dziewieciu genow operondow (Tabela 3). W dwoch przypadkach (gen yxjH i operon yoaDCB) nie

udato si¢ oznaczy¢ stezenia tg metoda, prawdopodobnie z powodu zbyt matej ilo$¢ transkryptow.
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Tabela 3 Wartosci C: poszczegolnych rodzajow transkryptéw dla poszczegolnych genéw/operonéw w o$miu punktach czasowych (0 h, 0,5h, 1 h,2h,4 h, 6 h, 8 h, 16 h). FL —
transkrypty pelnej dlugosci, T — skrécone transkrypty, ND — nie oznaczono, SD — odchylenie standardowe, ,,Met—" — hodowla bez metioniny, ,,Met+” — hodowla z metioning.

0h 0,5h 1h 2h
Gen Met | FL+T [Ci+SD FL+T [C+SD FL+T [C+SD FL+T [C+SD
i FL [Ci+SD _ FL [Ci+SD ] FL [Ci+SD _ FL [Ci+SD
(normalizator) (normalizator) (normalizator) (normalizator)
amT - 30,92+0,24 31,06+0,15 29,63+0,17 29,91+0,2 31,4+0,18 31,86+0,07 23,64+0,09 31,45+0,16
+ 31,240,2 32,1240,3 31,9340,2 34,2+0,22 31,82+0,08 32,19+0,22 26,04+0,07 34,87+0,13
- - 33,62+0,26 33,99+0,02 30,71+0,19 29.4+0,23 28,58+0,23 26,46+0,11 36,11+0,25 30,87+0,18
+ 34,47+0,14 32,75+0,01 31,39+0,1 33,33+0,06 31,84+0,01 32,88+0,07 29,74+0,25 33,69+0,36
etE - 28,54+0,12 33,25+0,48 24,51+0,25 31,59+0,03 23,9140,63 31,19+0,17 23.21+0,23 34,43+0,02
- 29,83+0,16 32,63+0,07 26,9+0,19 34,87+0,54 26,12+0,09 33,43+0,02 24,8+0,02 38,38+0,11
mtnKA - 28,53+0,02 33,3520,14 24,27+0,15 32,13+0,06 25,55+0,28 32,88:0,11 20,74+0,04 34,17:0,2
+ 30,27+0,1 32,78+0,07 27,73+0,27 34,19+0,32 25,93+0,22 33,88+0,16 20,95+0,01 35,15+0,1
AWXBD - 29,39+0,12 30,02+0,16 26,11+0,23 29,13+0,24 25,04+0,35 30,21+0,17 26,91:0,09 28,8+0,18
+ 29,69-+0,09 30,39+0,17 30,69:0,07 31,9+0,08 29,4+0,1 31,32+0,04 29,34+0,04 31,36+0,07
cysH operon | 28,56+0,01 31,59+0,24 27,4140,17 30,39+0,13 28,04+0,17 32,39+0,14 19,28+0,02 26,52+0,25
+ 30,31+0,26 31,98+0,1 30,75+0,03 32,940,27 28,58+0,2 31,92+0,08 19,97+0,07 27,0240,1
- ND ND ND ND ND ND ND ND
yoaDCB
+ ND ND ND ND ND ND ND ND
etk - 28,58+0,24 37,88+0,27 26,360,2 36,47+0,06 28,36+0,46 37,9+0,53 21,02+0,27 32,81+0,24
+ 28,89-+0,08 36,92+0,02 29,95+0,35 38,53+0,43 28,7+0,03 37,84+0,02 22,15+0,03 34,16+0,29
metNPQ - 34,1+0,41 32,12+0,34 31,88:0,11 30,84:0,29 33,66+0,52 31,65:0,13 3079:0.18 30,710,11
+ 33,66+0,12 32,06+0,2 34.24+0,09 33,22+0,78 34,53+0,22 32,61+0,04 32,48+0,2 32,85+0,26
- - ND ND ND ND ND ND ND ND
+ ND ND ND ND ND ND ND ND
PG - 32,330,11 31,62+0,19 29,93+0,1 29.92+0,14 32,140,3 31,38+0,06 20,76+0,14 25,81+0,28
+ 32,71+0,19 31,75+0,11 33,76+0,02 33,06+0,22 33,26+0,27 32,55+0,3 22,86+0,19 27,97+0,14
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cd.
4h 6h 8h 16 h
Gen Met | FL+T [Ci+SD FL+T [C+SD FL+T [Ci+SD FL+T [Ci+SD
_ FL [Ci+SD _ FL [Ci+SD _ FL [Ci+SD _ FL [Ci+SD
(normalizator) (normalizator) (normalizator) (normalizator)

samT - 27,81+0,13 32,64+0,25 29,92+0,05 30,59+0,1 28,89-+0,12 28,46+0,13 29,87+0,16 32,87+0,06
+ 26,88+0,03 32,65+0,16 29,26+0,22 28,57+0,17 30,17+0,21 29,330,2 30,95+0,18 36,88+0,17
metlC - 34,790 26,96+0,18 29,95+0,05 32+0,08 31,64+0,15 30,03+0,06 29,83+0,25 30,84+0,19
+ 30,01+0,03 34,92+0,22 31,64+0,25 29,99+0,15 32,99+0,01 31,3240,28 27,69+0,25 28,54+0,28
etE - 22,03+0,09 31,8+0,23 24,87+0,08 31,52+0,14 26,94+0,12 29+0,13 26,24+0,03 30,34+0,06
+ 18,86+0,12 32,39+0,69 27,25:0,1 29,29+0,06 28,260,09v 29,7140,1 24,98+0,03 28,93+0,07
KA - 25,87+0,18 32,02+0,16 28,67+0,16 31,57+0,22 27,22+0,14 29,65+0,12 29.91+0,08 28,46+0,15
+ 26,9+0,06 32,84+0,04 27,38+0,09 29,9+0,32 28,75+0,05 30,51+0,24 27,760,2 26,48+0,12
WXBD - 30,87+0,12 35,08+0,17 28,6+0,24 29,07+0,04 26,59+0,13 27,14+0,05 29,86+0,17 28,6+0,12
+ 32,54+0,11 35,95+0,01 26,67+0,22 27.45+0,05 27,9240,1 28,22+0,03 27,9+0,11 26,85+0,16
operon cysH - 24,87+0,21 31,12+0,07 28,89+0,17 30,74+0,25 27,08+0,07 28,38+0,01 27,62+0,11 29,37+0,12
+ 27,63+0,13 34,79+0,25 26,59+0,15 28,29+0,09 28,11+0,06 29,06+0,05 26,04+0,09 27,87+0,17

- ND ND ND ND ND ND ND ND

yoaDCB

+ ND ND ND ND ND ND ND ND
—_— - 25,3+0,49 32,96+0,06 28,24+0,08 36,29+0,09 26,06+0,12 34,3+0,1 28,28+0,01 31,79+0,07
+ 25,63+0,11 34,47+0,15 25,86+0,03 33,36+0,02 27,06+0,08 34,6+0,09 26,86+0,17 30,84+0,15
metNPO - 34,71+0,25 34,06+0,22 32,66+0,1 30,81+0,1 30,36+0,1 28,73+0,07 36,81+0,2 29,98+0,02
+ 34,84+0,27 34,78+0,24 30,99-0,02 28,64+0,1 31,79+0,17 29,8+0,04 35,69+0,17 29,25+0,26

yxiH - ND ND ND ND ND ND ND ND

+ ND ND ND ND ND ND ND ND
PG - 28,23+0,03 30,83+0,06 31,4620,24 30,65+0,19 29,79+0,17 28,41+0,31 28.9+0,06 29,33+0,05
+ 31,85+0,17 33,67+0,02 29,74+0,15 28,29+0,14 30,84+0,19 29,38+0,09 27,9240,1 29,23+0,15
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Wspotczynnik IR wyraza stosunek stezen transkryptow FL do sumy transkryptow FL i T

w warunkach Met—do Met +. Zostat obliczony zgodnie z rownaniem:

RZMet— FLMet—
IR = RlMet— — FLMet— + TMet—
RZMet+ FLMet+

R]-Met+ FLMet+ + TMet+

Réwnanie 1. Wspolczynnik Indukeji IR.

Wyniki przedstawiajace warto$ci wspotczynnika indukcji przedstawiono na wykresie
(Rysunek 13). Wida¢ wyraznie, ze wspolczynnik indukcji dla réznych gendéw metabolizmu
metioniny zmienia si¢ w czasie oraz posiada indywidualny przebieg. Obserwacja ta jest
o tyle interesujaca, ze wszystkie geny sa kontrolowane przez ryboprzelacznik nalezacy
do tej samej klasy, SAM-I, co sugerowatoby raczej podobny (przynajmniej do pewnego stopnia)
sposob odpowiedzi ryboprzetacznika na podanie ligandu. Z tego tez wzgledu dane uzyskane
z tego poczatkowego eksperymentu zostaly w dalszej czgéci pracy poddane glebszej 1 bardziej
wnikliwej analizie opisanej w Rozdziale 4.3.
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Rysunek 13. Zmiany wspélczynnika indukcji IR genow/operonéw kontrolowanych ryboprzelacznikiem SAM w o$miu
punktach czasowych (0 h,0,5h, 1 h,2h,4 h, 6 h, 8 h, 16 h).
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Na potrzeby sekwencjonowania metoda Term-Seq, wyciagnigto nastepujace
prawidtowosci dotyczace globalnego wspoétczynnika indukcji dla ryboprzelacznikow SAM.
Po wu$rednieniu wspolczynnikéw indukcji dla wszystkich punktow czasowych, najnizszy
charakteryzowat punkty czasowe: 0 h, 6 h, 7 h, 8 h, 16 h (Rysunek 14). Dla tych punktow
czasowych IR wabhat si¢ pomiedzy 0,6 — 0,8. IR dla punktéw czasowych 0,5 h, 1 h, 4 h oraz 16 h
przyjmowat $rednie warto$ci z zakresu miedzy 1,9 a 3,3. Najwicksza $rednia indukcja
ryboprzetacznikdw SAM nastapita po 2 h od eliminacji metioniny z pozywki, gdzie Srednia wartos§¢
dla wszystkich ryboprzetacznikow SAM wynosita IR=5,8 1 te warunki czasowe zostaty

wykorzystane podczas przygotowywania bibliotek cDNA do sekwencjonowania Term-Seq.
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Rysunek 14. Srednie wartosci wspolczynnika indukeji IR genéw/operonéw kontrolowanych ryboprzelacznikiem SAM
w o$Smiu punktach czasowych (0 h, 0,5h,1h,2h,4h,6 h,8 h, 16 h)

4.1.3 Przygotowanie bibliotek cDNA do sekwencjonowania Term-SHAPE-Seq

Dysponujac  zoptymalizowanymi  warunkami  wzrostu  bakterii oraz indukcji
ryboprzelacznikow, przygotowano wiasciwg hodowle bakterii, stanowigcg punkt wyjscia dla
biblioteki do sekwencjonowania, w analogiczny sposob jak powyzej. Bardzo istotnym celem
eksperymentu jest poznanie natywnej struktury drugorzedowej, jaka przyjmuja czasteczki mRNA
w komorce bakterii (struktury in vivo). W tym celu zdecydowatem si¢ na uzycie techniki acylacji
grup 2’-hydroksylowych analizowanej za pomocg reakcji odwrotnej transkrypcji
(SHAPE, ang. selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer extension) w procesie

przygotowania biblioteki cDNA, zgodnie z procedura opisang w Rozdziale 6.6.17 (Rysunek 15).
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Rysunek 15. Przygotowanie biblioteki cDNA oraz sekwencjonowanie wraz z analizg. Czerwone tréjkaty — NAI, zielone
strzalki — miejsca modyfikacji, fioletowe strzalki — miejsce terminacji transkrypcji, RT — Starter RT.
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Pierwszym etapem jest chemiczna modyfikacja (acylacja) czasteczek RNA przy uzyciu
odczynnika (nukleofilu), zdolnego do penetracji Sciany i blony komorkowej i ostatecznie
modyfikacji mRNA. Z tego powodu wszystkie probki hodowli zwirowano, po czym do osadu
bakterii dodano odczynnik modyfikujacy — imidazolid kwasu 2-metylonikotynowego (NAI),
rozpuszczony w DMSO lub tylko DMSO, jako kontrola. Odczynnik ten zostal zsyntetyzowany w
naszym laboratorium, zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 6.6.13. Podanie tego nukleofilu
acyluje grupy 2'- OH reszt rybozy w regionach jednoniciowych RNA, nawet w $rodowisku
komorki. Modyfikacje prowadzono przez 15 min. Z tak przygotowanych bakterii wyizolowano
calkowity RNA. Nastepnie jako$¢ oraz ilos§¢ RNA zostaly okreslone z wykorzystaniem
spektrofotometru  NanoDrop oraz w 0,5% zZelu agarozowym (Rysunek 16).
Parametry Axeor280 1 A2e0/230 miescity sie w przedziale 2,0-2,2, co wskazuje na odpowiednig czystos¢
probki RNA po modyfikacji NAI. Wyraznie widoczne prazki w Zelu agarozowym odpowiadajace
rRNA, przy jednoczesnym braku smugi ponizej wskazujg na integralno§¢ RNA.

Met- Met+
I - + II - + INAI

23S s s

18S M

Rysunek 16. Rozdzial elektroforetyczny calkowitego RNA z komorki B. subtilis. ,,Met—" - hodowla bez metioniny,
»Met+” - hodowla z metionina.

Nastepnie, celem wzbogacenia biblioteki o czasteczki mRNA usunigto rRNA
z wykorzystaniem zestawu Ribo-Zero rRNA Removal Kit, zgodnie z procedurg opisang
w Rozdziale 6.6.17. Nastepnie do RNA zostatl dotagczony 3’ Linker (Tabela 13), zawierajacy
sekwencj¢ komplementarng dla Startera RT niezbednego dla przeprowadzenia odwrotnej
transkrypcji. Kolejna selekcja fragmentow pozwolita na wyizolowanie tylko tych czgsteczek RNA,
do ktérych zostata dotgczona czasteczka 3’ Linkera. W nastepnej reakcji czasteczki RNA

z kazdej z bibliotek zostaly przepisane na cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji
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z wykorzystaniem  zestawu  SuperScript Il oraz startera RT (Tabela 13).
Tak przygotowane czasteczki rowniez zostaty poddane selekcji pod katem rozmiaréow na 12% zelu
PAA, celem  wyeliminowania nieprzepisanych na c¢cDNA  fragmentow RNA
oraz niewykorzystanych starteréow RT. Otrzymane biblioteki c¢cDNA zostaly poddane
cyrkularyzacji przy uzyciu cyrkularnej ligazy w celu uniknigcia odchylen ilosci odczytow
spowodowanych rozng wydajnoscia przytaczania adapterow [204]. W ostatnim etapie
do wszystkich bibliotek zostaty dotgczone adaptery Illumina (Tabela 13). Startery te zostaty
zaprojektowane w sposob dywergentny, tj. s3 zwrocone ,,0d siebie”, dzieki czemu amplifikacja
fragmentu DNA moze zaj$¢ jedynie w czasteczkach cyrkularnych. Tak przygotowane biblioteki
zostaly oczyszczone z wykorzystaniem zestawu kolumienkowego MinElute PCR Purification Kit
firmy Qiagen a nast¢pnie poddanie analizie jako$ciowej i1 iloSciowej przy uzyciu analizatora
kapilarnego Agilent 2100 Bioanalyzer System (Rysunek 17). Eksperyment wykazat skuteczne

namnozenie fragmentdéw DNA o oczekiwanej dtugosci amplikonu od 150 do 300 nt.
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Rysunek 17. Analiza czterech bibliotek cDNA z wykorzystaniem analizatora kapilarnego Agilent 2100 Bioanalyzer.
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4.1.4 Sekwencjonowanie

Wszystkie cztery przygotowane biblioteki zostaty rozcienczone do stezenia 0,3 fmol/pl
i zsekwencjonowane z wykorzystaniem systemu MiSeq firmy Illumina. Sekwencjonowanie
zostalo wykonane w Pracowni Technologii Wysokoprzepustowych na Wydziale Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Odczyty ~ zmapowano do  sekwencji
referencyjnego genomu B. subtilis, GenBank: AL009126.3. Analiza wynikéw sekwencjonowania
wykazata skuteczno$¢ zaproponowanej metody w identyfikacji zdarzen terminacji transkrypcji
w transkryptomie B. subtilis. Zaobserwowalem bowiem charakterystyczne sygnatury
w odczytach mogace $wiadczy¢é o tym, iz ekspresja danego genu moze by¢ kontrolowana
z wykorzystaniem mechanizmu przedwczesnej terminacji transkrypcji  (Rysunek 15).
Charakterystyczna byta miedzy innymi zwigkszona akumulacja odczytow mapujacych do 5S'UTR
niektorych genéw, co do ktorych podejrzewa si¢ ze zrddet literaturowych, ze sg kontrolowane
wlasnie w ten sposob. Ponadto odczyty te sa zakonczone niemal doktadnie w tej samej pozycji
z konca 3, co $wiadczy o precyzyjnym i nieprzypadkowym mechanizmie ich powstawania.

Tego typu sygnatury mozemy znalez¢ migdzy innymi w sekwencji liderowej L20 powyzej
operonu infC-rpml-rplT, kodujacego odpowiednio: translacyjny czynnik inicjacyjny
IF-3, biatko rybosomalne L35 oraz biatko rybosomalne L.20. Uwaza sig, ze lider L20 kontroluje
ekspresje tego operonu za posrednictwem mechanizmu atenuacji transkrypcji, wykorzystujacym
biatko L20 jako czynnik wywotujacy zmiang struktury RNA [205].

Opracowana metoda Term-SHAPE-Seq pozwala takze na zidentyfikowanie znanych
ryboprzelacznikow transkrypcyjnych. Analogiczne do powyzszych sygnatury terminacji
transkrypcji zostaty takze zaobserwowane cho¢by w 5’'UTR operonu metNPQ kodujacego zalezny
od ATP transporter  metioniny (permeaz¢  metioninowa), ktorego  ekspresja
jest  kontrolowana za  posrednictwem  ryboprzelagcznika  transkrypcyjnego  SAM.
Zgrupowanie transkryptow réwno zakonczonych tuz za sekwencja terminatora dowodzi, ze jest
mozliwe przy udziale sekwencjonowania RNA zidentyfikowanie ryboprzelacznikow.

Jednocze$nie poprzez analiz¢ koncow 5" odczytow zlokalizowanych w 5" UTR mozliwe
jest okreslenie struktury drugorzedowej wybranych czasteczek mRNA, jako ze wygenerowane
fragmenty 5’ odczytow odzwierciedlaja miejsca modyfikacji jednoniciowych regionow RNA przez
NAI. Poréwnanie reaktywnos$ci pomigdzy probkami NAI- i NAI+umozliwito okreslenie struktury
drugorzgdowej RNA na etapie sekwencjonowania. Struktury wygenerowano z uzyciem programu

RNAstructure 5.6, a nastepnie zwizualizowano w programie VARNA 3.9.3.
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Dobrym przyktadem poprawnie okreSlonej struktury za pomocg metody
Term-SHAPE-seq jest czasteczka tRNA treoninowego. Nukleotydy o zwickszonej reaktywnosci
cisle korespondujg z jednoniciowymi rejonami w strukturze tRNA (Rysunek 18).
Jest to szczegolnie widoczne w petli antykodonowej czasteczki tRNA, gdzie zdecydowana
wiekszos$¢ nukleotydow wykazuje maksymalng reaktywno$¢. Ponadto nukleotydy zaangazowane

w oddziatywania Watsona-Cricka charakteryzuja si¢ zerowa badz minimalng reaktywnoscia.

0 0.4 0.8 8.47

Iy ™
G I

Rysunek 18. Struktura drugorzedowa tRNA™" wygenerowana na podstawie danych z Term-SHAPE-seq.
Kolory nukleotydéw — reaktywnos¢ zgodnie ze skala.

Metoda ta jest takze skuteczna przy okres$laniu struktury diuzszych czasteczek RNA.
Przyktadem dobrze okreslonej struktury jest 5S rRNA o dlugosci blisko 120 nt (Rysunek 19).
Rowniez 1 w tym przypadku widzimy, Zze wzrost reaktywno$ci nukleotydow koresponduje

z regionami jednoniciowymi, przy minimalnej reaktywnos$ci regionéw dwuniciowych.
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Rysunek 19. Struktura drugorzedowa 5S rRNA wygenerowana na podstawie danych z Term-SHAPE-seg.
Kolory nukleotydoéw — reaktywnos¢ zgodnie ze skala.

Majac do dyspozycji metod¢ o potwierdzonej skutecznosci, zdolnej do jednoczesnej
detekcji zdarzen terminacji transkrypcji oraz okreslania struktury drugorzedowej postanowitem ja
wykorzysta¢ do identyfikacji nowych ryboprzetacznikow. W Kkolejnym etapie zostaly
przeanalizowane dane pod katem wystepowania sekwencji wskazujacych na zajscie przedwczesnej
terminacji  transkrypcji, mogacych by¢ rezultatem  aktywno$ci  ryboprzetacznikow
transkrypcyjnych, posréd gend6w o niezidentyfikowanym  mechanizmie regulacji.
W ten sposob udato si¢ wyloni¢ dwie sekwencje regulatorowe mogace by¢ nowymi

ryboprzetacznikami, badz innymi regulatorami wykorzystujacymi terminacje transkrypcji.
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Pierwszym kandydatem na ryboprzetacznik jest sekwencja liderowa srlX, BSU 39890
zlokalizowana w 5’'UTR operonu asnH (yxbB, yxbA, yxnB, asnH, yxaM). Tak jak w pozostatych
przypadkach rowniez i tu zostato zidentyfikowane istotne nagromadzenie odczytow mapujacych
do regionu 5’ UTR. Odczyty te maja ten sam koniec 3’, co sugeruje, iz zostaly one wygenerowane
w wyniku przedwczesnej terminacji transkrypcji. Na podstawie sekwencji zostat wygenerowany

model struktury drugorzedowej tego regionu (Rysunek 20).
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Rysunek 20. Struktura drugorzedowa srIX wygenerowana na podstawie danych z Term-SHAPE-seq.
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Drugim wytypowanym dzigki metodzie kandydatem na ryboprzelacznik jest locus
BSU07480 — sekwencja liderowa genu yfmG, ktorego funkcja jest nieznana. Tak jak poprzedni
kandydat, posiada on wszystkie cechy wskazujace na to, iz ekspresja tego genu jest
kontrolowana z wykorzystaniem mechanizmu przedwczesnej terminacji transkrypcji.
Ponadto analiza strukturalna regionu wykazata, ze posiada on stabilng struktur¢ drugorzgdowa
z kilkoma petlami i strukturami spinki do wloséw (Rysunek 21). Widzimy takze wzrost
reaktywnos$ci nukleotydow wystepujacych w obszarach jednoniciowych oraz brak reaktywnych
nukleotydow w regionach dwuniciowych. Dodatkowo, obecna jest spinka terminacyjna,

tuz za ktora, wystepuje trakt poli-U.

Terminator

Rysunek 21. Struktura drugorzedowa sekwencji liderowej yfmG wygenerowana na podstawie danych z Term-SHAPE-seq.
Kolory nukleotydéw — reaktywnos$¢ zgodnie ze skala.
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4.1.5 Dyskusja wynikéw przedstawionych w rozdziale 4.1

W powyzszym rozdziale przedstawiono wyniki wskazujace na opracowanie skutecznej
metody identyfikacji nowych elementéw regulatorowych wykorzystujacych mechanizm
przedwczesnej terminacji transkrypcji, w tym ryboprzetacznikow. Dzigki temu, iz metoda opiera
si¢ na technologii NGS, mozliwe jest identyfikowanie nowych ryboprzetacznikow z duza
przepustowosciag. Pomimo ze w niniejszej pracy zostal zsekwencjonowany pojedynczy genom
bakterii B. subtilis, to metoda ta nie wykazuje zadnych przeciwskazan by analizowa¢ rowniez
metagenomy bakteryjne. A poniewaz detekcja ta nie bazuje na porownywaniu sekwencji, pozwala
ona na identyfikacj¢ ryboprzelacznikéw sekwencyjnie odrebnych czy tez ewolucyjnie nowych,
ktorych  zidentyfikowanie poprzez analiz¢ poréwnawczg stanowi duze Wwyzwanie.
Ponadto mozliwe jest takze wykrywanie krotkich sekwencji ryboprzelacznikow
lub wystepujacych rzadko, co takze jest problematyczne przy korzystaniu jedynie z tradycyjnego
podejscia (sekwencjonowanie porOwnawcze).

Oczywiscie podejscie typu Term-seq bylo z powodzeniem wykorzystywane
do identyfikacji nowych sekwencji regulatorowych wystepujacych w genomach bakterii [206].
Jednak moim innowacyjnym wkladem w rozwqj tej technologii jest sprzezenie dwoch odrebnych
typow sekwencjonowania: Term-seq oraz SHAPE-seq tak, by zmaksymalizowa¢ ilo$¢ istotnych
informacji, jakie mozna uzyska¢ w jednym eksperymencie. Jest to o tyle wazne, ze za swoj cel
badawczy wybralem identyfikacje szczegdlnych typow elementow regulatorowych, jakimi sa
ryboprzetaczniki. A ich charakterystyczng cecha jest struktura drugorzedowa, ktora ulega
rearanzacjom pod wplywem dzialania ligandow. Dlatego tez uzyskanie chocby czgsciowych
informacji na temat struktury badanego regionu pozwala znaczaco wzmocnic¢, ostabi¢ lub nawet
wykluczy¢ hipoteze¢ dotyczacg istnienia potencjalnego ryboprzelacznika.

Suplementacja hodowli bakterii konkretnym zwigzkiem chemicznym (w mojej pracy byta
to metionina) pozwala na wyodrebnienie tych elementéw regulatorowych (ryboprzetacznikow),
ktore sg zwigzane z odpowiedzig na dang czasteczke. Jednak jak sie okazato, dodatek metioniny
do pozywki jedynie wzmocnit sygnaty z ryboprzelacznikow SAM, utatwiajac ich identyfikacjg.
Natomiast wyrazny byt takze wzrost ilo$ci odczytow od innych elementéw regulatorowych,
kompletnie niezaleznych od stezenia SAM, takich jak chocby lider L20. Dzieje si¢ tak dlatego,
ze tego typu regulatory bardzo rzadko dziataja z zero-jedynkowsa doktadno$cia, co znaczy,
ze bez wzgledu na warunki obserwujemy jednoczesnie skrocone jak i petnej dtugosci transkrypty,

a poszczegdlne czynniki zmieniaja jedynie ich wzajemng proporcje. W kontekscie
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ryboprzetagcznikow oznacza to, iz metoda ta jest bardziej rekomendowana w celu wyszukiwania
nowych reprezentantow znanych klas, badz nowych klas wiazacych znany ligand (zastosowany
podczas hodowli bakterii), jednak nie wyklucza ona detekcji nieznanych klas ryboprzetacznikow.

W efekcie zastosowania mojej autorskiej metody Term-SHAPE-seq, zostaly
zidentyfikowane dwie sekwencje regulatorowe moggce by¢ potencjalnie nowymi
ryboprzetacznikami. Pierwsza z nich to sekwencja sSrIX, powyzej operonu asnH.
Sekwencja ta byla opisywana w literaturze naukowej, jako element regulatorowy o nieznanej
funkcji [207]. Charakterystyczng cechg tego zagadkowego elementu jest jego nietypowo duzy
rozmiar (blisko 400 nt), sktadajacy si¢ z trzech tandemowo powtdrzonych sekwencji.
Jedynym genem tego operonu o znanej i potwierdzonej funkcji jest asnH kodujacy syntaze
asparaginowa (UniProt P42113). Natomiast biatko kodowane przez pierwszy gen
w operonie — yxbB, wykazuje podobienstwo do metylotransferaz, zawierajaca domeng wigzaca
SAM (UniProt P46326). Stad wniosek, ze produkt biatkowy tego genu moze pehni¢ funkcje
SAM-zaleznej metylotransferazy. Mogloby to wskazywac, ze potencjalnym elementem
regulatorowym tego operonu jest ryboprzetacznik SAM. Jednak biorac pod uwage nietypowy
rozmiar, sekwencj¢ 1 struktur¢ 5" UTR oraz brak spinki terminacyjnej zdaje si¢ by¢ mato
prawdopodobne by region srIX petnit funkcje¢ ryboprzetacznika. Zatem zasadnicze pytanie
dotyczace funkcji, jakg moze petni¢ owa sekwencja pozostaje nadal otwarte.

Druga sekwencja mogaca potencjalnie pelni¢ funkcje ryboprzetacznika jest lider genu
yfmG kodujacego biatko nieznanej funkcji. Analiza poréwnawcza wykazuje obecno§¢ domeny
FGE-sulfatazy (ang. formylglycine-generating enzyme), wystepujacej w  enzymach
zaangazowanych konwersj¢ cysteiny do formyloglicyny (UniProtKB 034722). Na tej podstawie
trudno jednak wydedukowac potencjalny ligand dla ryboprzetacznika, jako ze zaden dotad znany
ryboprzetacznik nie byt funkcjonalnie powigzany z tym szlakiem metabolicznym (Rysunek 36).
Co istotne, region ten posiada stabilng strukture drugorzgdowa. Struktura ta sktada sie z kilku
fragmentow jednoniciowych zdolnych do tworzenia réznych oddzialywan, a co za tym idzie,
mozliwe jest uformowanie kieszeni wigzacej ligand oraz zmiany strukturalne decydujace
o aktywnosci transkrypcyjnej. Ponadto udalo si¢ zidentyfikowac potencjalng spinke terminacyjng
wraz z traktem poli-U, ok. 40 nt powyzej kodonu start. Zwazywszy na te cechy, lider yfmG zdaje
si¢ by¢ dobrym kandydatem na ryboprzetlgcznik. Dlatego tez moja uwaga badawcza zostanie
poswiecona wlasnie tej sekwencji, czynigc go podmiotem dalszych badan majacych na celu
zweryfikowanie hipotezy o jego potencjalnej funkcji, jako ryboprzetacznik (lub ewentualnie jako

inny element regulatorowy bazujacy na terminacji transkrypcji).
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Pomimo istotnych obserwacji wynikajacych z opracowania i zastosowania nowatorskiej
metody Term-SHAPE-Seq warto zaznaczy¢, ze w mojej pracy zastosowalem sekwencjonowanie
0 wzglednie nizszej przepustowosci, majacej zweryfikowaé adekwatno$¢ opracowanego
1 zastosowanego podejscia. Przed wykorzystaniem Term-SHAPE-Seq na szeroka skale
(z uzyciem glebszego sekwencjonowania), wskazana jest poprawa wydajnosci przygotowywania
bibliotek. Jak si¢ bowiem okazato, bardzo istotnym problemem uniemozliwiajacym wytypowanie
wiegkszej ilosci kandydatow bylo niskie pokrycie genomu odczytami. Najbardziej prawdopodobng
tego przyczyng, majac poparcie w doniesieniach literaturowych, byla niska wydajnos$c
cyrkularyzacji ¢cDNA badz ligacji. Z tych wzgledow dalsze wysitki badawcze w Zespole
Transkryptomiki Funkcjonalnej, gdzie przygotowywatem swoja rozprawe doktorska, koncentruja
si¢ na poprawieniu wydajnosci reakcji, jako ze opracowana przeze mnie metoda Term-SHAPE-
seq, co do zasady, dziata i jest bardzo obiecujaca. W niedalekiej przysztosci planowane jest
wykorzystanie tej metody do glebszego sekwencjonowania z uzyciem, jako modelu badawczego
bakterii Staphylococcus aureus opornej na metycyling (MRSA). Bakteria ta stanowi
istotne wyzwanie wspotczesnej medycyny (jak i caly problem antybiotykoodpornosci),
dlatego tez zakladam, Ze moja metoda znajdzie takze bardziej praktyczne zastosowanie i pozwoli

na poglebienie wiedzy z zakresu medycyny.
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4.2 Metody walidacji potencjalnych ryboprzelacznikow

Przedstawiona metoda Term-SHAPE-Seq dostarcza informacje na temat aktywnosci
transkrypcyjnej ryboprzelacznikéw oraz struktury drugorzedowej. Jednak informacje te nie daja
stuprocentowej pewnosci, ze mamy dotyczenia z ryboprzetacznikiem. Jak pokazaty wczedniejsze
wyniki, metoda ta zdolna jest do wykrywania wszystkich elementow regulatorowych opartych
na przedwczesnej terminacji transkrypcji. Dlatego tez kolejnym, acz niezbednym krokiem jest
eksperymentalna weryfikacja kandydatow przy uzyciu dodatkowych metod biochemicznych.
W tym celu opracowatem trzy eksperymentalne procedury pozwalajace jednoznacznie
rozstrzygna¢ czy mamy do czynienia z ryboprzetacznikiem: (Rozdziat 4.2.1, Rozdziatl 4.2.2,
Rozdziat 4.2.3) Wszystkie one zostaty opracowane i zoptymalizowane w taki sposob, by byty jak
najprostsze i najszybsze do wykonania. Jest to o tyle istotne, ze tego analizy wysokoprzepustowe
moga dostarczy¢ bardzo wiele potencjalnych kandydatéw, a kazdy kandydat moze wymagad
przetestowania wielu potencjalnych ligandow. Z tego powodu mozliwos$¢ przystosowania
zastosowanych metod walidacji do wysokiej przepustowos$ci jest jak najbardziej wskazana.
Jednoczes$nie, zaproponowane przeze mnie metody cechuje duza wiarygodno$¢ 1 precyzja,

co pozwala na rzetelng identyfikacje potencjalnych ryboprzetacznikow.

4.2.1 Terminacja transkrypcji in vitro

Unikatowag cechg ryboprzetagcznikéw jest zdolno$¢ do wywotywania terminacji
transkrypcji w warunkach in vitro, jedynie przy udziale odpowiedniego ligandu.
Tego typu reakcja jest na tyle charakterystyczna, ze jej pozytywny wynik stanowi bardzo mocny
dowod na to, ze analizowana sekwencja w istocie funkcjonuje jako ryboprzetacznik.
Dlatego opracowatem eksperyment pozwalajacy w latwy 1 szybki sposob rozstrzygnac,
czy mamy do czynienia z ryboprzetacznikiem. Jedynym ograniczeniem metody jest fakt,
iz do wywotania odpowiedzi ryboprzetacznika niezbedna jest znajomo$§¢ wihasciwego ligandu.
Polega ona na przeprowadzeniu szeregu reakcji transkrypcji w warunkach in vitro
we  wzrastajgcym  gradiencie  stezenia  ligandu dla  badanego  ryboprzetacznika.
Wraz ze wzrostem stezenia struktura spinki terminacyjnej zaczyna dominowac i powstaje coraz

wigcej transkryptow skroconych kosztem transkryptow petnej dtugosci (Rysunek 22).
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Rysunek 22. Terminacji transkrypcji in vitro. Pomarafnczowy X — miejsce terminacji transkrypcji, RNAP — polimeraza
RNA, L - ligand. FL — transkrypty pelnej dlugosci, T — transkrypty skrécone.

Do przetestowania mozliwosci metody wykorzystalem znany ryboprzelacznik SAM
(SAM-I) kontrolujacy ekspresje genu metE u bakterii B. subtilis, jednak niescharakteryzowany jak
dotad pod katem wlasciwosci terminacyjnych czy struktury. Celem syntezy czasteczki RNA
zawierajacej ryboprzetacznik, w pierwszej kolejnosci wygenerowatem odpowiednig matrycg DNA
w reakcji PCR przy wuzyciu startera forward zwierajacego sekwencje promotora
dla polimerazy T7 (Tabela 11) oraz genomowego DNA (gDNA) zgodnie z procedurag opisang
w Rozdziale 6.6.10. gDNA stuzace jako matryca dla reakcji PCR zostalo wyizolowane z bakterii
B. subtilis zgodnie z procedura opisang w Rozdziale 6.6.1 (Rysunek 23 A).
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Rysunek 23. A) Genomowy DNA. B) Matryca PCR metE do transkrypcji in vitro z wykorzystaniem wirusowej polimerazy
T7. M — marker wielkosci

Wykorzystujac przygotowane matryce PCR (Rysunek 23 B) przeprowadzilem szereg
reakcji transkrypcji in vitro w obecnosci wzrastajgcego stgzenia SAM, zgodnie z procedurg opisang
w Rozdziale 6.6.7 (Rysunek 24). Po przeprowadzeniu rozdzialu -elektroforetycznego
zsyntetyzowanych produktow RNA widoczny byt wyrazny prazek korespondujacy
z transkryptami FL we wszystkich warunkach. Jednak jak si¢ okazato, obecno$¢ nawet
najwyzszego stezenia SAM (1 mM) nie wywotala terminacji transkrypcji. Przy wyzszym stezeniu
SAM (10 mM), cata reakcja transkrypcji in vitro ulegta zahamowaniu — nie powstawaty zadne
transkrypty. Potencjalng przyczyna bylo uzycie wirusowej polimerazy z faga T7 zamiast

polimerazy pochodzenia bakteryjnego, ktora bardziej odzwierciedlataby warunki komorkowe.

84



Wyniki i Dyskusja

0,1 1000 SAM [uM]
M - ,____-_
300 nt  —— e ———— — o -FL
200 Nt s IT

Rysunek 24. Terminacja transkrypcji in vitro metE z uzyciem wirusowej polimerazy T7. Elektroforeza przedstawiajaca
produkty terminacji transkrypcji w gradiencie stezei SAM. M — marker wielkosci, FL — transkrypty pelnej dlugosci, T —
transkrypty skrocone.

Dlatego tez w kolejnym eksperymencie postanowitem wykorzysta¢ nieco niestandardowy
wariant transkrypcji in vitro z uzyciem bakteryjnej polimerazy z E. coli. (E. coli RNA Polymerase,
Holoenzyme. W skfad tego enzymu wchodzg wszystkie podjednostki polimerazy oraz
podjednostka 6'°. Podjednostka ta rozpoznaje najsilniejsze promotory genéw metabolizmu
podstawowego, co rowniez zapewnia wysoka wydajnos$¢ transkrypcji. Celem uzycia bakteryjnej
polimerazy przygotowano nowa matryce PCR, zawierajaca sekwencje promotora dla RNAP ¢'°
z E. coli gapAP1. Produkty reakcji zostaty zwizualizowane na 8% zelu PAA (Rysunek 25).

metE
M E. coli
500 nt (-
- .
400 nt ———

Rysunek 25. Matryca PCR metE do transkrypcji in vitro z wykorzystaniem bakteryjnej polimerazy E. coli.
M — marker wielko$ci.

W wyniku reakcji otrzymano zaroéwno transkrypty FL jak i T (Rysunek 26 A).
Ponadto, wraz ze wzrostem stezenia SAM zmniejszala si¢ 1lo$¢ pelnej dtugosci transkryptow FL,
a wzrastala ilo§¢ skroconych transkryptow T w sposob zalezny od stezenia. O ile dla najnizszych

stezen SAM nie obserwowatem wlasciwie w ogole skroconych transkryptow o tyle przy 1 mM

stezeniu stanowity one 65% puli wszystkich transkryptow (Rysunek 26 B).
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Rysunek 26. Terminacja transkrypcji in vitro metE z wykorzystaniem bakteryjnej polimerazy E. coli. (A) Elektroforeza
przedstawiajaca produkty terminacji transkrypcji w gradiencie stezefi SAM. M — marker wielkosci, FL — transkrypty pelnej
dlugosé, T — transkrypty skrocone. (B) Udzial procentowy poszczegélnych transkryptéw w gradiencie stezenia SAM.

4.2.2 Okreslanie struktury drugorzedowej metoda SHAPE in vitro
Ryboprzetaczniki moga pelni¢ swoja regulatorowsa funkcje dzigki specyficznej strukturze,
jaka przyjmuja w komorce, ktéra ulega istotnej rearanzacji po zwigzaniu swoistego ligandu.
Struktura ryboprzelacznika jest takze podstawg ich taksonomii i przynaleznosci do konkretnej
klasy. Wiele technik identyfikacji ryboprzetacznikow jest oparta o analizy poréwnawcze struktur
regionu 5'UTR transkryptow bakteryjnych. Wszystkie te fakty $wiadcza o kluczowe;j roli struktury
sekwencji  liderowej  transkryptu ~ w  procesie identyfikacji  ryboprzetacznikow.
Stad potrzeba opracowania techniki pozwalajacej na wiarygodne okreslenie struktury
drugorzedowej, a takze zdolnej do dyskryminacji pomigdzy formami apo 1 holo ryboprzetgcznika.
Istotne, aby nowo opracowana metoda byla zdolna 1 adekwatna takze
do walidacji wynikéw (struktur) uzyskanych podczas sekwencjonowania metoda Term-SHAPE-

seq. Stad wybor techniki SHAPE z wykorzystaniem odczynnika NAI. Metoda ta polega
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na chemicznej modyfikacji reszt hydroksylowych nukleotydow RNA w sekwencjach
jednoniciowych (Rysunek 27). Przedtem RNA jest inkubowane we wzrastajacym gradiencie
stezenia ligandu, co skutkuje zmiang struktury drugorzedowej (pewne miejsca z jednoniciowych
stajg si¢ dwuniciowe i odwrotnie). Tak przygotowane RNA jest poddawane reakcji wydtuzania
startera, w trakcie ktorej, odwrotna transkryptaza jest blokowana po napotkaniu zmodyfikowanego
nukleotydu, tworzac krotsze fragmenty cDNA o dlugosci od startera do miejsca modyfikacji.
Po rozdziale -elektroforetycznym fragmentow cDNA mozliwe jest przesledzenie zmian

w poszczegdlnych rejonach RNA, jakie zaszty pod wplywem ligandu.
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Rysunek 27. Mapowanie struktury drugorzedowej metoda SHAPE in vitro z wykorzystaniem odczynnika NAL.
Czerwone tréojkaty — NAI, [32P] — radioaktywny izotop fosforu.
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Reakcje SHAPE przeprowadzono dla ryboprzetagcznika SAM-I kontrolujacego ekspresje

genu metE u bakterii B. subtilis. Procedur¢ rozpoczeto od syntezy matrycy PCR do transkrypcji
(Rysunek 28 A) a nastepnie przeprowadzono samg reakcje transkrypcji in vitro (Rysunek 28 B)

w sposob analogiczny jak to opisano w rozdziale 4.2.1.

A B
metE metE
M T7 M T7 trans.
300 nt A -
- 200 Nt — | ‘|
200 nt S -~ 100 nt =

Rysunek 28. A) Matryca PCR metE do transkrypcji in vitro z wykorzystaniem wirusowej polimerazy T7.
B) Produkt transkrypcji in vitro z wykorzystaniem wirusowej polimerazy T7. M — marker wielkosci, tran. — transkrypt.

Otrzymany RNA zawierajacy sekwencje¢ ryboprzetacznika byt inkubowany w 37°C przez
24 h w gradiencie stezenia SAM: 0,1 mM, 1 mM, 10 mM lub 100 mM. Tak przygotowane probki
zostaly poddane modyfikacji z uzyciem odczynnika NAI zgodnie z procedurg opisang
w Rozdziale 6.6.14. Miejsca modyfikacji identyfikowatem za pomoca reakcji odwrotnej
transkrypcji (RT, ang. reverse transcription) z wykorzystaniem enzymu odwrotnej transkryptazy
SuperScript IV, przy pomocy startera DNA znakowanego na koncu 5’ izotopem [y-32P]ATP.
Fragmenty cDNA byly rozdzielane elektroforetycznie w warunkach denaturujacych w 8% zelu
poliakryloamidowym. Model struktury drugorzgedowej zostal wygenerowany przez program
RNAstructure 5.6, a nastepnie zwizualizowany w programie VARNA 3.93, z uwzglednieniem
danych mapowania struktury, otrzymanych za pomoca metody SHAPE.

Analizujac otrzymany autoradiogram, widzimy istotny wzrost reaktywnosci — czarne
prazki, korespondujace z obszarami jednoniciowymi, zmodyfikowanymi przez NAI poréwnujac
probke bez reakeji (NR, ang. no reaction) ze $ciezka zmodyfikowang (-) (Rysunek 29 A). Swiadczy
to o skutecznej modyfikacji  transkryptu  przy uzyciu NAIL  Co istotne,
wraz ze wzrostem stezenia SAM zmienia si¢ profil reaktywno$ci poszczegdlnych obszarow.
Niektore z regionéw jednoniciowych takie jak 3 lub 4 (spadek reaktywno$ci) zaczynaja si¢
angazowa¢ w oddziatywania z innymi fragmentami jednoniciowymi, badz samym ligandem.
Struktura innych obszarow RNA, takich jak 1, 2 i 5 ulega rozpleceniu pod wpltywem dziatania
SAM (wzrost reaktywnosci). Widoczny jest takze pseudowezet (P), ktorego reaktywnos¢ maleje

wraz ze wzrostem stezenia SAM. Oba typy rearanzacji strukturalnych manifestujg si¢ przez
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odpowiednio zwigkszenie reaktywnos$ci (wzrost intensywnosci prazkow w stosunku do kontroli)
1 spadek reaktywnos$ci (zmniejszenie intensywnosci prazkoéw).

Na podstawie wzoru modyfikacji (SAM-) oraz sekwencji okre§lona zostata struktura
drugorz¢dowa ryboprzetagcznika (Rysunek 29 B). Struktura ta przyjmuje ksztalt trojlistnej
koniczyny sktadajacej si¢ z dwuniciowego trzonu i trzech struktur spinki do wlosow.
Jest on bardzo charakterystyczny dla ryboprzetacznikow klasy SAM-1. W $rodkowej, najdtuzsze;j
spince mozemy wyrdzni¢ kolejng strukture trgjlistnej koniczyny zbudowanej z trzech kroétszych
spinek. Wraz ze wzrastajagcym stezeniem SAM obserwujemy spadek reaktywnosci jednoniciowych
petli, co sugeruje, ze pod wpltywem ligandu zaczynaja one oddzialywac ze soba badz z czasteczka
SAM. Mozliwe jest takze zidentyfikowanie pseudowezta pomigdzy petla spinki 1 a jednoniciowym
obszarem petli centralnej pomiedzy petla 2 a 3.
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Rysunek 29. A) Mapowanie struktury drugorzedowej metoda SHAPE dla ryboprzelacznika SAM-I metE.
B) Struktura drugorzedowa ryboprzelacznika SAM-1 metE wygenerowana na podstawie danych z mapowania metoda
SHAPE. P — pseudowezel, niebieskie regiony 3, 4 — spadek reaktywnos$ci ze wzrostem stezenia SAM, czerwone regiony 1, 2,
5- spadek reaktywnosci ze wzrostem stezenia SAM, kolory nukleotydow — reaktywnosc¢ zgodnie ze skala.
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4.2.3 Wyznaczanie Kq metodg filtracji membranowej

Zdecydowana wigkszo$¢ ryboprzelacznikow wykazuje wysokie powinowactwo
do swojego natywnego ligandu. Najczestszg i1 najbardziej adekwatng miarg oddziatywan
ryboprzetacznik:ligand jest stata dysocjacji Kq. Warto$¢ t¢ mozna interpretowaé jako st¢zenie
molowe wolnego ligandu, przy ktéorym potowa czasteczek ryboprzelacznika jest zwigzana
(w stanie holo). Im warto$¢ K4 nizsza, tym silniejsze powinowactwo ligandu do ryboprzetacznika,
a co za tym idzie takze specyficznos¢ i stopien dyskryminacji. Dla wiekszo$ci ryboprzetgcznikéw
Kq nie przekracza 1 uM, co $wiadczy o wysokim powinowactwie do wigzanej czasteczki.

Metode wyznaczania krzywej wigzania ryboprzetacznik:ligand, stuzacej do okreslenia K,
opartem na procedurze sgczenia membranowego (Rysunek 30). W tym przypadku uktad sgczacy
sktadat si¢ z pompy, saczka oraz membrany majacej zdolno$¢ wigzania kwaséw nukleinowych.
Do tego celu postuzyta membrana Amersham Hybond-N+. Jest ona dodatnio natadowana, dzigki
czemu moze skutecznie wigzaé czasteczki RNA na swojej powierzchni. Na szereg takich membran
naktadamy mieszaniny ryboprzetacznika (o statym stgzeniu) z radioaktywnie znakowanym
ligandem (rosnacy gradient st¢zenia). Nastgpnie membrany te, po zwigzaniu ryboprzetacznika, sg
przeptukiwania w celu usuni¢cia niezwigzanych z aptamerem ligandow. Analizujac szereg takich
membran mozemy wykresli¢ krzywa wigzania ryboprzetacznik:ligand, a nastepnie obliczy¢ staltg

dysocjacji Kg
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Rysunek 30. Procedura wyznaczania K4 metoda filtracji membranowej. RNAP — polimeraza RNA, L* — radioaktywnie
wyznakowany ligand, niebieska kropla — bufor przeplukujacy membrang. ,,—” i ,,+” — ladunki elektrostatyczne.
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Metode opracowano z wykorzystaniem ryboprzetgcznika SAM genu metE z bakterii

B. subtilis jako modelu badawczego. Dlatego tez w pierwszej kolejnosci sprawdzitem
powinowactwo radioaktywnie znakowanego trytem metabolitu — [metyl->*H]SAM do membrany
bez obecnosci RNA. Okazalo sie, ze po natozeniu na membrane odczyt licznika scyntylacyjnego
wynosit 2 000 cpm, natomiast po optukaniu odczyt wynosit 50 cpm. Swiadczy to o minimalnym
powinowactwie czystego SAM do membrany, co sugeruje, ze odczyt z licznika bedzie
korespondowat z  wlasciwa iloScia  zwigzanego ryboprzelacznika przez SAM.
Odpowiednie czasteczki ryboprzetacznika zostaly wygenerowane przy uzyciu transkrypcji
in vitro z wykorzystaniem polimerazy T7, na matrycy PCR (czasteczki ryboprzetacznika
wygenerowane w identyczny sposéob jak w rozdziale 4.2.2.). Nastepnie kazda reakcja zawierajaca
ryboprzetacznik (2,5 nM) byta inkubowana ze wzrastajacym stezeniem [metyl-3H]SAM, od 28 do
1800 nM, wraz z szeregiem kontrolnych reakcji bez ryboprzetacznika, zgodnie z procedura
opisang w Rozdziale 6.6.15. Po inkubacji kazda reakcj¢ naniesiono na osobng membrang
unieruchomiong na saczku, po czym przeptukiwano buforem. Wszystkie membrany zanurzono
w plynie scyntylacyjnym i wykonano pomiar radioaktywno$ci na liczniku scyntylacyjnym.
Wyniki  znormalizowanych pomiarow przedstawiono na wykresie (Rysunek 31)

Krzywa wigzania i stata dysocjacji zostaly wyznaczone z uzyciem programu GraphPad Prism 8.
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Rysunek 31. Krzywa wiazania ryboprzelacznik:ligand metE. Bmax — maksymalne wiazanie, Kd — stala dysocjacji.
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4.2.4 Eksperymentalna weryfikacja kandydata na ryboprzelacznik

wylonionego podczas sekwencjonowania Term-SHAPE-Seq

Wszystkie opisane w tym rozdziale procedury eksperymentalne wykazaty skutecznosé
w walidacji znanego ryboprzetacznika. Ponadto, pozwolity na adekwatny oraz wnikliwy opis jego
wilasnosci funkcjonalnych jak 1 strukturalnych. Dlatego tez dysponujgc odpowiednio
opracowanymi i zoptymalizowanymi procedurami postanowitem eksperymentalnie zweryfikowac
lider genu yfmG pod katem obecnos$ci ryboprzetacznika.

W pierwszej kolejnosci zostal wykonany eksperyment terminacji transkrypcji in vitro.
Eksperyment ten jest o tyle istotny, ze pozwala sprawdzi¢, czy konkretny ligand jest w stanie
wywola¢ przedwczesng terminacj¢ transkrypcji w odpowiedzi na niego. W tym celu zostala
przygotowana matryca PCR z wykorzystaniem starteréw zawierajacych sekwencj¢ promotora
E. coli, analogicznie jak opisano w Rozdziale 4.2.1 (Rysunek 32 A).

Na tak przygotowanej matrycy PCR zostala przeprowadzona reakcji transkrypcji in vitro
z wykorzystaniem RNAP E.coli. Jako ze ligand jest nieznany, zostata wykorzystana mieszanina,
w ktorej sktad wchodzity wszystkie aminokwasy bedace ligandem znanych ryboprzetacznikow, tj.
lizyna, glicyna, glutamina oraz cysteina i SAM. Kazdy z ligandow byt w stgzeniu 1 mM.
Po wizualizacji na 8% zelu PAA widzimy transkrypty pelnej dtugosci jak i produkty przedwczesne;j
terminacji transkrypcji (Rysunek 32 B). Brak jest natomiast r6znic pomig¢dzy $ciezkami - | + oraz
ilosciowych transkryptow FL jak i T. Swiadczy to tym, ze zaden ze zwiazkéw chemicznych
w mieszaninie ligandow nie jest wlasciwym ligandem dla sekwencji liderowej yfmG, badz zawiera

ona inny element regulatorowy oparty na terminacji transkrypcji.
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Rysunek 32. A) Matryca PCR yfmG do transkrypcji in vitro z wykorzystaniem bakteryjnej polimerazy E. coli.
B) Terminacja transkrypcji in vitro yfmG z wykorzystaniem bakteryjnej polimerazy E. coli. M — marker wielko$ci,
»- — kontrola bez ligandéw, ,,+” — préba z ligandami.

Drugim etapem weryfikacji sekwencji liderowej yfmG bylo potwierdzenie struktury
wygenerowanej podczas sekwencjonowania z wykorzystaniem bardziej precyzyjnej metody jaka
jest SHAPE w warunkach in vitro. Zwazywszy na nowatorski charakter metody
Term-SHAPE-seq warto sprawdzi¢ czy wyniki pokryja si¢ z tym otrzymanymi z wykorzystaniem
standardowego protokotu reakcji SHAPE.

W pierwszej kolejnosci zostata wygenerowana matryca PCR z wykorzystaniem starterow
zawierajacych sekwencje promotora T7 oraz gDNA, analogicznie jak to opisano w Rozdziale 4.2.2
(Rysunek 33 A). Nastepnie tak przygotowana matryca PCR postuzyta do przeprowadzenia reakcji
transkrypcji in vitro z wykorzystaniem RNAP T7 analogicznie, jak to opisano w Rozdziale 4.2.2
(Rysunek 33 B).

A B
yfmG yfmG

M T7 M T7 trans.
200 il 200 Nt e

100 nt
100 nt

Rysunek 33. A) Matryca PCR yfmG do transkrypcji in vitro z wykorzystaniem wirusowej polimerazy T7.
B) Produkt transkrypcji in vitro z wykorzystaniem wirusowej polimerazy T7. M — marker wielkosci, trans. — transkrypt.
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Na podstawie wuzyskanych informacji dotyczacych reaktywnosci poszczegolnych
nukleotydoéw (Rysunek 34 A) udato si¢ wygenerowacé strukturg tego regionu za pomocg programu
RNAstructure 5.6, a nastgpnie zwizualizowanych w programie VARNA 3.9.3 (Rysunek 34 B).
Okazato sig¢, ze struktura otrzymana metodg SHAPE jest identyczna z tg otrzymang metoda Term-
SHAPE-seq (Rysunek 21). Roéwniez i tutaj widzimy kilka petli i struktur spinki do wtoséw wraz
ze spinkg terminaCyjng. Mozemy zaobserwowaé wyrazny wzrost reaktywno$ci nukleotydow
wystepujacych w obszarach jednoniciowych z niewielka reaktywnoscig nukleotydow w regionach
dwuniciowych. Jedyna roznica pomiedzy metodami dotyczyla sity i ilosci modyfikowanych
nukleotydéw na korzysé¢ techniki SHAPE in vitro. Dodanie mieszaniny ligandéw nie wptyneto na
zmiang struktury drugorzg¢dowej badanej sekwencji, CO potwierdza przypuszczenia wysunigte w
trakcie eksperymentu terminacji transkrypcji in vitro, dotyczace braku zwigzku analizowanej

sekwencji z jakimkolwiek z ligandow w mieszaninie.
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Rysunek 34. A) Mapowanie struktury drugorzedowej metoda SHAPE dla ryboprzelacznika SAM-1 yfmG. B) Struktura
drugorzedowa ryboprzelagcznika SAM-I yfmG wygenerowana na podstawie danych z mapowania metoda SHAPE. Kolory
nukleotydéw — reaktywnos$¢ zgodnie ze skala.
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4.2.5 Dyskusja wynikow przedstawionych w rozdziale 4.2

Wszystkie trzy przedstawione metody zostaty opracowane z myslg o szybkiej i doktadnej
weryfikacji kandydatow na ryboprzelaczniki. Ich prawidtowe i skuteczne dziatanie wykazalem dla
sekwencji znanego ryboprzelacznika jakim jest sekwencja liderowa genu metE. Zaprezentowane
w mojej pracy procedury eksperymentalne mozna z powodzeniem zastosowaé do roznych
sekwencji, co do ktorych mamy uzasadnione podejrzenia, ze moglyby one pehic¢ funkcje
ryboprzetacznika badz innej sekwencji  regulatorowej opierajacej swe dziatanie
o mechanizm przedwczesnej terminacji transkrypcji. Kazdy z eksperymentow potwierdzit i opisat
inny, acz kluczowy aspekt ryboprzetacznikdéw transkrypcyjnych.

Terminacja transkrypcji in vitro wykazata funkcjonalno$¢ ryboprzetacznika poprzez
bezposrednia terminacje transkrypcji w odpowiedzi na podanie ligandu - SAM.
A poniewaz reakcja byla przeprowadzona w warunkach in vitro, efektu terminacyjnego
nie mozna przypisa¢ innym czynnikom, jakie potencjalnie mogtyby znajdowa¢ si¢ w komorce.
Jednak zjawisko to stato si¢ obserwowalne dopiero po zastosowaniu bakteryjnej polimerazy
z E. coli. Polimeraza RNA pochodzaca z faga T7 charakteryzuje si¢ bardzo wysoka wydajnos$cia,
a przede wszystkim procesywnoscig, dla ktorej wewngtrzne terminatory nie stanowig istotnej
przeszkody podczas transkrypcji. Polimeraza ta jest niewrazliwa na przetaczajgca si¢ strukture
ryboprzetacznika, generujac jedynie peinej dlugo$ci transkrypty z niewielka, niezalezng
od stezenia SAM frakcja krotkich transkryptéw. Ponadto zastosowanie gradientu stezeh SAM
pokazuje, ze efekt terminacyjny ryboprzetgcznika jest zalezny od stezenia SAM.

Zastosowana technika SHAPE pozwolita okresli¢ strukture badanego ryboprzelacznika.
Wykorzystany w tej reakcji odczynnik NAI pozwolil na uzyskanie wynikow o wysokiej
wiarygodno$ci 1 jakos$ci, jako ze udowodniono wyzszo§¢ NAI w poréwnaniu z innymi
stosowanymi odczynnikami w kontekscie sity sygnatu i braku tta [208].

Zbadany przeze mnie ryboprzetacznik posiada petle centralng, od ktorej odchodzg trzy
struktury spinki do wlosow oraz do$¢ dlugi, dwuniciowy trzon. Ten ksztalt, przypominajacy
trojlistng koniczyng jest bardzo charakterystyczny dla ryboprzelacznikow klasy SAM-I.
Natomiast unikatowg cecha tego ryboprzetacznika jest budowa drugiej spinki. Jest ona bowiem
bardzo duza i rozbudowana, tworzy kolejng strukture tréjlistnej koniczny zbudowanej z trzech
mniejszych spinek, zaangazowanych w roézne oddzialywania w stanie zwigzanym.

Ponadto w formie holo, p¢tla pierwszej spinki tworzy pseudowgzel z fragmentem petli centralnej
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pomiedzy druga a trzecig spinkg, stanowigcy kolejng istotng ceche charakteryzujaca
ryboprzetaczniki klasy SAM-I [108]. W zaproponowanym modelu wida¢ wyrazne podobienstwa
strukturalne, dotyczace zardwno rozktadu struktur spinek do wlosow jak i obecnosci pseudowezta.
Dodatkowo, wynik eksperymentu SHAPE potwierdzit zmiany struktury drugorzgdowej dokonane
pod wptywem ligandu — SAM, w sposéb zalezny od stezenia. Jest to jeden z najistotniejszych
argumentow, $wiadczacy o tym, iz badana sekwencja jest w istocie ryboprzetacznikiem wigzacym
dany ligand.

Zgodnie z moja najlepsza wiedza, jest to pierwsza struktura ryboprzetagcznika SAM metE
w B. subtilis. Okreslono co prawda pokrewng strukture ryboprzetacznika SAM genu metE, jednak
w innej bakterii — Bacillus clausii [153]. Ryboprzetacznik SAM metE w tej bakterii istotnie rozni
si¢ 0d tego z B. subtilis, jako ze wystepuje w uktadzie tandemowym z ryboprzetgcznikiem AdoCbl
oraz posiada wyraznie inna spinke drugg. Ponadto zostal on uzyskany technika probkowania
strukturalnego z uzyciem odczynnika DMS.

Jako Ze naturalne ryboprzelaczniki charakteryzuja si¢ duzym powinowactwem
oraz specyficzno$cig wobec swoich ligandow, wyznaczanie statej wigzania ligandu to kolejny
eksperyment pozwalajacy na zweryfikowanie potencjalnego kandydata na ryboprzelacznik.
Moja metoda z wykorzystaniem sgczenia oraz membrany Amersham Hybond-N+ okazata si¢
skuteczna w wyznaczaniu Kgq dla ryboprzetacznika SAM genu metE. Dla tego ryboprzetacznika Kg
zostato oszacowane na 700 nM. Warto$¢ ta miesci si¢ w typowym zakresie dla innych znanych
ryboprzetacznikow, co czyni ten wynik wiarygodnym i prawdopodobnym (Rozdziat 2.2.5.2).
Jednak uzyskana przez zespot Tomsic’a et al. wartos¢ Kq dla tego ryboprzetacznika wynosita 20
uM [198]. Warto mie¢ na uwadze fakt, ze stata Ky zostala otrzymana z wykorzystaniem innej
membrany (Nanosept 3K), nieposiadajgcej fadunku elektrostatycznego na swojej powierzchni,
co zmniejsza powinowactwo RNA do membrany i moze thumaczy¢ uzyskane roznice.
W niektorych okolicznosciach moja metoda z wykorzystaniem membrany Amersham Hybond-N+
moze wykazywaé pewne ograniczenia zwigzane 2z elektrostatycznymi wlasciwosciami.
Jako ze jest ona naladowana dodatnio, moze niespecyficznie absorbowa¢ ujemnie natadowane
ligandy, prowadzac niekiedy do nieprecyzyjnych pomiarow.

Ostatecznym sprawdzianem skuteczno$ci 1 sensownosci powyzszych metod bylo ich
zastosowanie do walidacji sekwencji liderowej yfmG, wylonionej podczas sekwencjonowania
metoda Term-SHAPE-seq. Inng bowiem kwestig jest testowanie procedur dla znanej
sekwencji, kiedy wyniki eksperymentow mozna do pewnego stopnia przewidzie€.
Znacznie wigksze wyzwanie stanowi natomiast weryfikacja sekwencji 0 nieznanej funkcji,
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zwlaszcza w sytuacji, kiedy potencjalny ligand jest nieznany i trudny do przewidzenia
(ze wzglegdu na nieznang funkcj¢ genu kontrolowanego przez badang sekwencjg).
Mimo tych trudnos$ci udato si¢ uzyskaé wiele cennych informacji na temat sekwencji yfmG.

Terminacja transkrypcji in vitro wykazata, ze rownolegle generowane sa dwa typy
transkryptow o réznej dtugosci. Dluzsza czasteczka RNA odpowiada transkryptowi peinej
dhugosci. Krotsza natomiast ma dlugosé ok. 180 nt, co koresponduje z odlegtoscia od miejsca startu
transkrypcji do traktu poli-U, tuz za 3’ koncem domniemanej spinki terminacyjnej (Rysunek 32).
Wskazywatoby to na produkt terminacji transkrypcji. Jednak brak réznic we wzajemnej ilosci
poszczegolnych transkryptow pomigdzy $ciezkami - i + §wiadczy o tym, iz terminacja transkrypcji
nie zostata wywotana zadnym z ligandow zawartych w mieszaninie. Nie dyskwalifikuje to jednak
sekwencji liderowej yfmG jako ryboprzetacznika, najczgéciej bowiem obecne sg rownolegle oba
typy transkryptow bez wzgledu na obecno$¢ wlasciwego ligandu badz jego brak. W przysztosci
planowane jest przetestowanie naszego kandydata pod katem szerszego wachlarza réznych
ligandéw, celem wylonienia wlasciwego.

Struktura otrzymana dzigki metodzie SHAPE jest identyczna z tg wygenerowang
na podstawie danych z sekwencjonowania. Eksperymentalnie potwierdzilem obecno$¢ kilku
struktur spinek do wlosow oraz duzej petli centralnej. Nukleotydy petli apikalnych tych struktur
oraz petli centralnej charakteryzuja si¢ podwyzszong reaktywno$cig. Wzdr reaktywnosci
czesciowo pokrywa si¢ z tym pochodzacych z Term-SHAPE-seq.

Pomimo przeprowadzenia powyzszych eksperymentéw (terminacji transkrypcji in vitro,
oraz SHAPE) nie wudato sie zidentyfikowa¢ wlasciwego ligandu dla potencjalnego
ryboprzetacznika yfmG. Dlatego tez proba wyznaczenia statej dysocjacji ryboprzetacznik:ligand
stala si¢ bezzasadna, w zwigzku z tym eksperyment ten nie zostat wykonany.

Pomimo kilku eksperymentalnych prob, nie udato si¢ jednoznacznie wykazac,
ze lider genu yfimG w istocie zawiera sekwencje ryboprzetacznika. Dlatego tez niezbedne bedzie
przeprowadzenie dalszych testow, aby ostatecznie rozstrzygna¢ czy ta czasteczka jest
ryboprzetacznikiem. Jednak nawet jesli kandydat na ryboprzelacznik nie okaze si¢ prawdziwy,
wcigz istnieje duze prawdopodobienstwo, ze odkryliSmy inny, niezidentyfikowany wcze$niej
element regulatorowy, kontrolujacy ekspresje genu z wykorzystaniem mechanizmu terminacji

transkrypcji, co juz samo w sobie stanowi istotne odkrycie.
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4.3 Zmienno$¢ wspolczynnika indukcji ryboprzelacznika SAM

Obserwacje poczynione podczas optymalizacji hodowli bakterii pod katem najwigkszego
wspotczynnika indukcji IR, opisane w Rozdziale 4.1.2 sktonity mnie do bardziej wnikliwej analizy
danych uzyskanych podczas eksperymentu RT-qPCR. Jak si¢ bowiem okazato, ryboprzetaczniki
SAM kontrolujgce istotng cz¢$¢ gendéw metabolizmu metioniny u B. subtilis, nalezace do tej samej
klasy SAM-1 i charakteryzujace si¢ zblizong sekwencja i struktura, wykazuja indywidualng
charakterystyke odpowiedzi na obecno$¢ ligandu. Réznice te dotycza zard6wno czasu, W jakim

pojawia si¢ odpowiedz ryboprzelacznika jak i sity odpowiedzi.

4.3.1 Analiza wspétczynnika indukcji ryboprzelacznika SAM

W pierwszym etapie zostaly dokladnie przeanalizowane wyniki analizy wspoétczynnika
indukcji IR w réznych punktach czasowych, uzyskane metoda RT-qPCR w Rozdziale 4.1.2.
Okazato si¢ bowiem, ze ekspresja kazdego z genow charakteryzuje si¢ indywidualng dynamika,
pomimo obecnosci tego samego ryboprzetacznika SAM (Rysunek 35). Jedna mimo swoistego

charakteru widoczne sg takze pewne bardziej ogdlne prawidlowosci.

201
samT
154 metlC
° metE
mtnKA
X 104 mtnWXBD
- operon cysH

-8 metK
-+ metNPQ

5 /i\ yXjG

Rysunek 35. Dynamika zmian wspélczynnika indukeji genéw/operonéw kontrolowancyh ryboprzelacznikiem SAM
w o$miu punktach czasowych (0 h, 0,5 h, 1 h,2 h,4 h, 6 h, 8 h, 16 h).
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Wtasciwie do momentu 2 h od eliminacji metioniny nie zaobserwowano istotnego wzrostu

IR dla wigkszosci analizowanych genow/operonow (Tabela 4). Wyjatkiem sa gen samT oraz
operon metlC, ktorych IR po pot godzinie wzrést odpowiednio 4- i 10-krotnie.
Geny te sg odpowiedzialne za synteze homocysteiny z cysteiny (metlC) oraz metioniny
z homocysteiny (samT) (Rysunek 36). Zdecydowana wigkszo$¢ badanych gendw/operonow
wykazywata zwigkszony poziom indukcji po 2 h od momentu eliminacji metioniny z pozywki.
Najwyzszy, prawie 16-krotny wzrost IR zaobserwowano dla genu metE. Gen ten odgrywa
zasadniczg funkcje w produkcji metioniny, poniewaz koduje on gtoéwng syntaz¢ metioninowa.
Ekspresja operonu metlC oraz samT byta rowniez silnie indukowana w tym punkcie czasowym,
osiggajac ok. 10-krotny wzrost IR. Kolejne analizowane operony: mtnWXBD, metNPQ
charakteryzowaty si¢ wzrostem wspotczynnika indukcji IR w punkcie czasowym 2 h, odpowiednio
6- i 4,5-krotnym. Enzymy kodowane przez t¢ grupe gendw sg zaangazowane
w dalsze etapy metabolizmu metioniny, takie jak szlak odzysku metioniny czy import metioniny
do komorki (Rysunek 36). W przeciwienstwie do nich, operon mtnKA i cysH
(sktadajacy si¢ z genoéw: cysH-cysP-sat-cysC-sumT-sirB-sirC) oraz gen metK, nie wykazaty
znaczacych wahan poziomu ekspresji (wzrost wspotczynnika indukcji wahal si¢ pomiedzy
1,5-2,5 dla tych genow). Natomiast dla genu yxjG nie zaobserwowano zadnego wzrostu IR
w zadnym punkcie czasowym. Co zaskakujace, operon CysH oraz gen yxjG charakteryzuja si¢
najwyzszym poziomem ekspresji petnej dhugosci transkryptow po 2 h o wartosciach Ci=~27, ~28.
Natomiast poziom transkrypcji genéw o najwyzszym  wspotczynniku  indukcji
tj. samT, metlC, metE, jest relatywnie niski — ich Ci; waha si¢ pomigdzy 31,5 a 34,5.
Efekt indukcji ryboprzetacznikow zaczyna spada¢ w punkcie czasowym 4 h dla wszystkich
testowanych genow, by osiggna¢ wartosci bliskie 1 po 6 i 8 godzinach. W punkcie czasowym 16h

nie byto aktywacji wigkszoS$ci z testowanych transkryptéw, z wyjatkiem genu samT.
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Tabela 4. Wspélczynnik indukcji genéw/operonéw kontrolowanych przez ryboprzelacznik SAM. IR — wspélczynnik indukcji, SE — blad standardowy.
Oh

05h 1h 2h
Gen
IR +SE —SE IR +SE —SE IR +SE —SE IR +SE —SE
samT 1,73 0,36 0,29 3,94 0,70 0,58 1,26 0,15 0,12 10,70 0,90 0,90
metlC 0,24 0,03 0,03 9,73 1,17 0,97 9,71 0,69 0,67 9,13 0,69 0,66
metE 0,27 0,04 0,04 1,61 0,39 0,30 1,00 0,26 0,19 15,50 0,60 0,80
mtnkKA 0,21 0,01 0,01 0,36 0,06 0,04 1,53 0,29 0,25 1,96 0,10 0,10
mtnWXBD 1,12 0,12 0,10 0,30 0,04 0,03 0,10 0,02 0,02 5,90 0,45 0,46
operon cysH 0,39 0,06 0,06 0,57 0,09 0,07 0,65 0,08 0,07 141 0,15 0,14
metK 0,41 0,07 0,06 0,35 0,07 0,06 0,76 0,16 0,12 2,54 0,39 0,44
metNPQ 1,31 0,35 0,29 0,95 0,54 0,28 1,01 0,29 0,19 4,35 0,58 0,61
yxjG 0,85 0,11 0,09 0,61 0,08 0,08 1,04 0,25 0,18 1,06 0,20 0,19
cd.
4h 6h 8h 16 h
Gen
IR +SE —SE IR +SE —SE IR +SE —SE IR +SE —SE
samT 1,92 0,26 0,24 0,38 0,05 0,04 0,77 0,11 0,10 7,60 1,05 0,92
metlC 7,53 0,95 0,86 0,08 0,01 0,01 0,91 0,14 0,12 0,89 0,19 0,15
metE 12,80 4,60 3,22 0,04 0,00 0,00 0,76 0,15 0,13 0,91 0,04 0,04
mtnkKA 0,87 0,09 0,09 0,72 0,11 0,09 0,61 0,06 0,06 1,12 0,15 0,13
mtnWXBD 0,57 0,07 0,06 1,23 0,17 0,16 0,84 0,05 0,05 1,16 0,13 0,13
cysH operon 1,89 0,33 0,27 0,91 0,11 0,11 0,79 0,03 0,03 1,06 0,10 0,10
metK 2,17 0,55 0,39 0,66 0,03 0,03 0,82 0,07 0,07 1,39 0,15 0,13
metNPQ 1,51 0,35 0,29 0,71 0,05 0,05 0,79 0,07 0,07 1,30 0,24 0,20
yxjG 0,58 0,05 0,04 0,67 0,10 0,09 0,81 0,11 0,09 1,84 0,16 0,13
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4.3.2 Dyskusja wynikow przedstawionych w rozdziale 4.3

Pierwszg istotng obserwacja jaka plynie z analizy zmian wspotczynnika indukcji w czasie
jest fakt, ze dla roznych genow, cho¢ sg kontrolowane z wykorzystaniem tego samego mechanizmu
jakim jest ryboprzetacznik SAM-I, profil ekspresji jest zupeklie inny. Kazdy z genoéw
charakteryzuje si¢ swoista dynamika zmian poziomu ekspresji i wspotczynnika indukcji w czasie,
co tyczy si¢ zarowno sily indukeji jak 1 momentu, w ktérym owa indukcja nastepuje. Biorac pod
uwage te dwie cechy, wszystkie analizowane operony/geny mozemy przypisa¢ do czterech grup.
Podziat ten odzwierciedla fizjologiczne funkcje, jakie petnig poszczegdlne geny w metabolizmie
metioniny, siarki 1 powigzanych szlakow metabolicznych.

Pierwsza grupe stanowia geny wcezesnej odpowiedzi, ktorych ekspresja jest indukowana
juz po 0,5 h od eliminacji metioniny z pozywki. Naleza do niej gen samT oraz operon metlC. Geny
te zajmujg centralne miejsce w metabolizmie metioniny, jako ze koduja enzymy odpowiedzialne
za synteze metioniny lub jej bezposrednich substratow. Aktywacja tych gendw na wczesnym etapie
glodu metioninowego jest mechanizmem adaptacyjnym pozwalajagcym na szybkie uzupetnienie
brakow tego niezbednego aminokwasu, chronigc przed niebezpiecznymi dla przezycia bakterii
konsekwencjami.

Kolejna grupa to geny/operony silnej odpowiedzi na brak metioniny w S$rodowisku.
Do tej grupy nalezg wyzej wymienione metlC i samT oraz metE. Wszystkie osiggaja blisko
10-krotny wzrost wspotczynnika indukcji IR po eliminacji metioniny z pozywki.
Enzymy przez nie kodowane pelnig centralng role w szlaku metabolizmu metioniny, gdyz sa
odpowiedzialne za syntez¢ homocysteiny i metioniny (Rysunek 36). Stanowig one swoisty punkt
kontrolny, decydujacy o uruchomieniu petnej mocy produkcyjnej bakterii szlaku biosyntezy
1 metabolizmu metioniny i siarki (a takze wielu innych procesow mniej lub bardziej powigzanych
z tym szlakiem metabolicznym). Dlatego tez ich kontrola jest $cisle zalezna od st¢zenia metioniny
w komorce, gdyz w przypadku braku takiego mechanizmu ekspresja niepotrzebnych genow

prowadzitaby do niepotrzebnych acz istotnych strat energetycznych.
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Rysunek 36. Szlak metabolizmu i biosyntezy metioniny. Kolorami zaznaczono geny/operony kontrolowane przez
ryboprzelacznik SAM oraz kandydata yfmG. Brazowa, przerywana strzalka - transport przez blony.
APS - adenozyno-5-fosfosiarczan, PAPS - 3-fosfoadenozyno-5-fosfosiarczan, THF —  tetrahydrofolian,

MTHF — metyloTHF, SAM - S-adenozylometionina, dSAM — dekarboksylowany SAM, SAH — S-adenozylohomocysteina,
SRH - S-rybulozohomocysteina, MTA — 5-metyloadenozyna, MTR - 5-metylotioryboza, MTR-1-P — MTR-1-fosforan,

MTRu-1-P - 5-metylotiorybulozo-1-fosforan, DK-MTP-1-P - 2,3-diketo-5-metylotiopentan-1-fosforan,
HK-MTPentyl-1-P — 2-hydroksy-3-keto-5-metylotiopentenyl-1-fosforan. DHK-MTPen-1-P — 1,2-dihydroksy-3-keto-5-
metylotiopenten-1-fosforan, KMTB - 2-keto-4-metylotiomaslan, UPG-I11 — uroporfirynogen-111.

104



Wyniki i Dyskusja

Dwa Kkolejne geny/operony: mtnWXBD, metNPQ stanowig grupe umiarkowanej
odpowiedzi na brak metioniny. Ich produkty biatkowe sa zaangazowane w dalsze etapy cyklu
metioninowego oraz transport metioniny ze srodowiska. Ze wzgledu na fakt, ze geny te nie pelnia
az tak istotnej dla przetrwania bakterii roli, ich kontrola nie musi by¢ tak S$cisle zalezna
od st¢zenia metioniny, jak w przypadku dwoch pierwszych grup.

Ostatnig grupe stanowig geny stabej odpowiedzi. Wsrod nich znajdziemy takie geny,
ktorych ekspresja wzrasta jedynie w niewielkim stopniu wraz ze wzrostem deficytu metioniny
w komorce. Sg to geny niezwigzane bezposrednio z biosyntezg metioniny takie jak cho¢by operon
cysH, gdzie pierwsze cztery kodowane biatka odpowiedzialne sa za transport siarczandéw
i ich redukcje do siarczkow, a pozostale trzy za transformacje¢ uroporfirynogenu-I11 do sirohemu,
stanowigcego grupe prostetyczng reduktazy siarczynowej. Pomimo, iz bazowy poziom ekspresji
tego operonu jest najwyzszy sposrdd analizowanych gendéw (operondw) to jego ekspresja
w bardzo niewielkim stopniu zalezy od SAM. Przyczyna moze by¢ fakt, ze jako operon jest
on bardziej zwigzany z biosyntezg cysteiny niz metioniny i jest kontrolowany w wigkszym stopniu
stezeniem cysteiny i O-acetyloseryny niz metioniny poprzez biatko represora CymR [209,210].
By¢ moze mamy tutaj do czynienia z sytuacjg, gdzie pierwotny element regulatorowy —
ryboprzetacznik jest stopniowo wypierany (funkcjonalnie) przez nowszy i bardziej wydajny
system oparty o wyspecjalizowane biatko regulatorowe. Ryboprzelacznik funkcjonowatby
w takich okolicznosciach jako swoisty relikt, pozbawiony presji selekcyjnej, stopniowo tracacy
regulatorowe wlasciwosci. Kolejne geny tej grupy to mtnK i mtnA biorace udziat w szlaku odzysku
metioniny. Nie s3 to kluczowe dla przetrwania bakterii geny, wiec ich ekspresja
nie musi by¢ tak $cisle kontrolowana przez stezenie SAM. Natomiast metK kodujacy syntaz¢ SAM
jest o tyle istotny, ze konwertuje metioning do bardzo waznego dla wielu enzyméw kofaktora,
jakim jest SAM, stanowigcego takze ligand dla ryboprzetacznika. Niewielka indukcja ekspresji
tego genu pod wptywem braku metioniny prawdopodobnie jest zwigzana z kluczowa funkcja, jaka
pelni ten gen. Ekspresja tego genu jest niezbedna dla bakterii bez wzgledu na podaz metioniny w
srodowisku komorkowym — SAM jak i jego synteza sa niezbedne nawet, gdy poziom samej
metioniny jest wysoki. Podobne obserwacje zostaly takze poczynione przez innych badaczy [198].
Gen yxjG natomiast zdaje si¢ by¢ zupelnie niewrazliwy na zmiany st¢zenia metioniny w komorce.
Funkcja tego genu nie zostata eksperymentalnie potwierdzona, cho¢ najprawdopodobniej koduje
jedng z syntetaz metioniny. Staly poziom ekspresji we wszystkich punktach czasowych i
warunkach wskazuje na niefunkcjonalny charakter tego ryboprzetacznika. By¢ moze ekspresja

tego genu jest kontrolowana przez inne niz ryboprzetacznik mechanizmy.

105



Wyniki i Dyskusja

4.4 Metoda analizy aktywnosci transkrypcyjnej ryboprzelacznikow
Majac do dyspozycji nowa metode identyfikacji potencjalnych ryboprzetacznikow
(Term-SHAPE-seq) oraz zoptymalizowane metody ich eksperymentalnej walidacji
(terminacja transkrypcji in vitro, SHAPE z uzyciem NAI oraz wyznaczanie Kq poprzez filtracje
membranowg), ostatnim etapem bylo opracowanie nowej metody analizy aktywnos$ci
transkrypcyjnej ryboprzetacznikow. Dotychczasowe podejscie, bazujgce na odwrotnej transkrypcji
z wykorzystaniem heksametrow o losowej sekwencji (Ng, ang. random hexamers)
i technice RT-qPCR, posiada kilka istotnych wad. Okazuje si¢ bowiem, ze ilo$¢ odczytow wzdhuz
transkryptu moze by¢ r6zna. Obserwowana jest wzglgdna nadreprezentacja odczytéw blisko konca
5" oraz niedoszacowanie odczytow z konca 3’ [200]. Jest to szczegélnie widoczne w wynikach

sekwencjonowania, ale dotyczy to takze innych technik opartych na RT (Rysunek 37).

e UTP read_1
== DLAF read_1
—— dUTP read_2
- DLAF read_2

Coverage per gene

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Percentile of gene length

Rysunek 37. Rozklad wzglednej ilo$ci odczytow wzdluz transkryptu. Na podstawie Agarwal et al. 2015 [200].

Przyczyna tego zjawiska jest sposob przepisywania RNA na cDNA przez odwrotna
transkryptaze, to jest w kierunku od 3’ do 5’ (Rysunek 38). W konsekwencji koniec 5’ jest lepiej
pokryty, gdyz w wyniku reakcji RT bedzie on niemal zawsze przepisany na cDNA, natomiast
koniec 3’ w wielu przypadkach nie zostanie w ogole przepisany. Rdznice w ilo$ci odczytéw sg tym
wigksze, im dluzszy transkrypt, a co za tym idzie wigksza odlegto$¢ od 3’ konca czasteczki.
Poniewaz ryboprzetaczniki zwykle zlokalizowane sa w 5'UTR, zjawisko to istotnie wplywa

na oznaczanie stezenia transkryptow FL jak i T.
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Rysunek 38. Zalezno$¢ ilosci odczytéw od odleglosci od konca 3’ transkryptu. Przerywane strzalki — kierunek reakcji
odwrotnej transkrypcji, Ne — heksamer o losowej sekwencji.

Drugim ograniczeniem dotychczas stosowanych metod jest niemozno$¢ okreslenia stezenia
losci transkryptow w jednostkach absolutnych (np. ilo$¢ kopii RNA/ul), a co za tym idzie, ilosci
skroconych  transkryptow z  wykorzystaniem standardowego podejscia RT-gPCR.
Dlatego tez niniejsza metoda zostata opracowana z mys$la o eliminacji tych ograniczen.
Wprowadzenie do procedury dodatkowego etapu hydrolitycznego cigcia transkryptow z uzyciem
RNazy H oraz oligomeru DNA pozwala na eliminacje wptywu odlegtosci od konca 3' transkryptu
na ilos¢ odczytow (Rysunek 39). Natomiast w celu okreslenia bezwzglednej (absolutnej) ilosci
kwasow nukleinowych w probece zamiast standardowego RT-qPCR wykorzystatem inng technike,
jaka jest emulsyjny PCR (ddPCR, ang. droplet digital PCR). Ponadto ddPCR charakteryzuje si¢
wigkszg precyzja i czutoscig niz RT-qPCR.

Dla kazdego analizowanego genu (transkryptu), ktorego ekspresja jest kontrolowana przez
ryboprzetagcznik oraz genu kontrolnego gyrA, zostaly zaprojektowane trzy pary starterow
(Rysunek 39). Pierwsza para starterow (Startery 1: F1, R1) jest komplementarna do sekwencji
aptameru ryboprzetacznika w 5'UTR, w regionie powyzej miejsca przewidywanej terminacji;
druga para starterow (Startery 2: F2, R2) flankuje miejsce terminacji transkrypcji, trzecia para
(Startery 3: F3, R3) zostala zaprojektowana tak, aby wigza¢ si¢ do sekwencji OREF.
W ten sposob sygnat od Starteréw 1 koresponduje z suma transkryptow FL i1 T; Startery 2 stanowig
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weryfikacje reakcji ciecia RNazg H; Startery 3 natomiast daja informacj¢ tylko na temat
transkryptow FL. Dzigki temu réznica pomiedzy sygnalem z pierwszej pary starterow i z trzeciej
pary daje nam informacj¢ na temat ilosci transkryptow T bedacych rezultatem aktywnosci
ryboprzelacznikow. Ponadto, Startery 1 i Startery 3 znajdujg si¢ w takiej samej odlegtosci od konca
3’ transkryptow w celu wyeliminowania wptywu odlegtosci od konca 3’ na ilo$¢ odczytow (Startery

1 od konca transkrypcji i/lub cigcia RNaza H, Startery 3 od naturalnego konca transkryptu).

aza

Ryboprzetacznik LLﬁLIOIigomer DNA mRNA
I | |
5'UTR ORFi3'UTR
‘, RT
F1 a  a RI F2 o ) = R2 F3 a R3

7/ '
cDNA 3
I | I |

Odlegtos¢ od konca 3' ‘ PCR Odlegtosc od konca 3'

F2 o P RO
. - Produkty PCR FL

Kontrola ciecia

Produkty PCRT

Rysunek 39. Analizy aktywnosci transkrypcyjnej ryboprzelacznikéw z wykorzystaniem RNazy H. F — starter forward, R —
starter reverse, FL — fragmenty pelnej dlugosci, T — fragmenty skrocone.

4.4.1 Reakcja ciecia transkryptow in vitro z wykorzystaniem RNazy H
Pierwszym etapem byto wykazanie, ze mozliwe jest wydajne cigcie czasteczek RNA
w miejscu sekwencyjnie zdefiniowanym za posrednictwem komplementarnego oligomeru DNA.
Oligomery zostaly zaprojektowane tak, aby byly selektywnie komplementarne do sekwencji
docelowego RNA w poblizu miejsca przedwczesnej terminacji transkrypcji na skutek dziatania
ryboprzetacznikow (tj. za spinkg terminacyjng i traktem poli-U). Aby moc w sposob bezposredni
zaobserwowaé efekt dziatania RNazyH, reakcja cigcia zostata przeprowadzona dla otrzymanej
w wyniku reakcji in vitro czasteczki RNA, stanowigcej fragment naturalnego transkryptu,

obejmujgcego catg sekwencje ryboprzetacznika wraz z poczatkowym odcinkiem OREF.
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Natomiast ocena wydajnosci samego procesu odbyla si¢ na podstawie analizy produktow
rozdzielonych elektroforetycznie w 8% zelu PAA.

W celu zsyntetyzowania matrycy PCR uzyto starteru forward zawierajacego sekwencje dla

polimerazy RNA T7 na koncu 5’ (Tabela 11). Nast¢pnie z tak zaprojektowanymi starterami

przeprowadzono reakcje PCR wykorzystujac catkowite gDNA, wyizolowane z bakterii B. subtilis

jako matryce (Rysunek 40), zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 6.6.1.

gyrA
M T7

400 Nt w———

Rysunek 40. Matryca PCR metE do transkrypcji in vitro z wykorzystaniem wirusowej polimerazy T7.
M — marker wielkoSci.

300 nt ———

Na tak zsyntetyzowanej i oczyszczonej matrycy przeprowadzono transkrypcje in vitro
w analogiczny sposob jak w Rozdziale 4.2.1. Kazdy produkt transkrypcji in vitro zostat poddany
reakcji cigcia przy uzyciu RNazy H oraz odpowiednio zaprojektowanego Oligomeru DNA (Tabela
12) zgodnie z procedurg przedstawiong w Rozdziale 6.6.16. Do analizy wykorzystano transkrypt
genu kodujacego podjednostke A gyrazy — gyrA, jako kontrole (ekspresja tego genu nie jest
kontrolowana przez ryboprzelacznik) oraz kontrolowany przez ryboprzetacznik gen metE.
Pierwszym etapem bylo zbadanie wptywu dhugosci Oligomeru DNA na efektywnos¢ cigcia. Do
tego celu przetestowano trzy warianty Oligomeru o dlugosci odpowiednio: 15, 20 oraz 25
nukleotydow, o st¢zeniu koncowym 10 uM. Wyniki reakcji zostaty zwizualizowane poprzez
rozdziat elektroforetyczny w 8% zelu PAA. W $ciezce kontrolnej (-) widaé¢ prazek odpowiadajacy
czasteczce RNA petnej dtugosci oraz produkty cigcia RNazg H w kolejnych $ciezkach (Rysunek
41). Analiza nie wykazala istotnych réznic w przebiegu reakcji. Jedynie widoczne rdznice
dotyczyty wielkosci powstatych produktow cigcia. Dlatego tez do dalszych analiz wykorzystano

nukleotydy o dtugosci ok. 20 nt.
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Rysunek 41. Ciecie RNazg H transkryptu in vitro gyrA z wykorzystaniem Oligomeréw DNA o dlugo$ci 15, 20 i 25 nt.
M — marker wielkosci, FL — transkrypt pelnej dtugosci, T1 i T2 — produkty ciecia RNazg H. ,,—” — kontrola.

Nastgpnym etapem byto sprawdzenie specyficznosci i czuto$ci reakcji ciecia RNazg H
transkryptow in vitro, ale przede wszystkim czystosci probek RNA, uzytych w reakcji.
W tym celu przeprowadzono eksperyment w analogiczny sposob jak powyzej, porownujac wyniki
reakcji z czystym transkryptem, niepoddanym zadnej reakcji (w takim samym stezeniu, 100 ng/ul)
(Rysunek 42). Jak si¢ okazato, nawet w reakcji, do ktorej nie dodano Oligomeru DNA (Rysunek
42, Sciezka -) mozemy zaobserwowaé istotny spadek iloci transkryptu w poréwnaniu do samego
transkryptu (Rysunek 42, Sciezka NR). Wskazuje to na obecno$é resztek DNA mogacych
wywotywac niespecyficzne Cigcie transkryptow: pozostatosci gDNA, starterow, czy matrycy PCR
do transkrypcji in vitro. Dlatego tez do dalszych etapow probki RNA oczyszczano trzykrotnie, za

kazdym razem z uzyciem DNAzy.

M NR - +  Oligomer DNA
300 nt - ——— — FL
200 nt =
T,
100 nt T,

Rysunek 42. Ciecie RNaza H transkryptu in vitro genu metE z dodatkowa reakcja bez Oligomeru DNA.
M — marker wielko$ci, NR — bez reakcji (tylko RNA), - kontrola, + reakcja.
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W kolejnym eksperymencie zoptymalizowano st¢zenie Oligomeru DNA, a co z tym idzie,
rowniez stosunck molowy Oligomer DNA:RNA, tak by reakcja przebiegata z blisko 100%
wydajnosciag. Wyniki wskazuja, ze wydajne cigcie z petng wydajnoscia nastgpuje przy stezeniu
Oligomeru DNA wynoszagcym 100 nM (Rysunek 43). Dalszy wzrost stezenia powodowat
stopniowy zanik produktu Ti i pojawienie si¢ jeszcze krotszego produktu, To.
Dla stezenia Oligomeru DNA réownego 100 nM stosunek molowy RNA:DNA wynosit 10,
natomiast dla 10uM — 0,1. Dlatego mozna wysung¢ wniosek, ze optymalny stosunek RNA:DNA
(wydajne i specyficzne cigcie) bedzie oscylowaé wokot 1, co odpowiada stezeniu 1 uM Oligomeru
DNA (Rysunek 43).

0,1 10000 Oligomer [nM]
M NR - —
300 Nt 5= e i e e ~ FL
‘ — T,
200 nt =
‘ . . )

100 nt e

Rysunek 43. Ciecie RNaza H transkryptu in vitro metE w rosnacym gradiencie stezenia Oligomeréw DNA. M — marker
wielkosci, NR — bez reakcji (RNA), ,,-” — kontrola, FL — transkrypt pelnej dlugosci, T1 i T2 — produkty ci¢cia RNazg H.

4.4.2 Reakcja ciecia transkryptow ex vivo z wykorzystaniem RNazy H

Powyzszy eksperyment dowiodt, ze zaprojektowane Oligomery DNA sa w stanie wydajnie
1 precyzyjnie wskazywa¢ miejsce cigcia czasteczki RNA  przez RNaze H.
Jednak cigcie Syntetycznych transkryptow w warunkach in vitro nie jest celem opracowywanej
metody. Majac potwierdzone skuteczne dziatanie RNazy H pod katem przeciecia transkryptéw
w dedykowanej sekwencji, postanowitem sprawdzi¢ takie podejscie dla naturalnych transkryptow
w puli catkowitego RNA komorki (w dalszej czgsci pracy zwane transkryptami ex vivo).

RNA zostato wyizolowane z hodowli bakteryjnej eliminacyjnej, w punkcie czasowym 2h.
Na tak wyizolowanym i oczyszczonym RNA przeprowadzono reakcj¢ ciecia RNaza H,
z dodatkiem odpowiedniego Oligomeru DNA (Tabela 12). Do reakcji uzyto 100 ng catkowitego
RNA. W tym wypadku jednak, celem wizualizacji niezbgdne jest przepisanie RNA na cDNA

1 pozniejsza amplifikacja przy uzyciu reakcji PCR oraz zaprojektowanych do tego celu starterow
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(Tabela 10), gdyz niemozliwe jest bezposrednic $ledzenie pojedynczego transkryptu
w mieszaninie wszystkich mRNA, co bylo mozliwe w przypadku transkryptow in vitro.
Produkty reakcji zwizualizowano w 2% zelu agarozowym.

W pierwszym eksperymencie przeprowadzono analiz¢ dla kontrolnego genu gyrA stosujac
szeroki gradient stezen Oligomeru DNA, celem odnalezienia efektywnego zakresu.
W pierwszej kolejnosci zostaly przetestowane stezenia od 0,1 do 5 uM (Rysunek 44).
Widzimy, ze ilo$¢ produktu PCR Starteréw 2 (flankujacych miejsce cigcia) jest istotnie
zredukowana juz przy stezeniu 0,1 uM, co sugeruje wydajne cigcie RNA przez RNaz¢ H. Kontrole
reakcji stanowila proba nie zawierajaca Oligomeru DNA (Rysunek 44, Sciezka 0,1), Startery 2),
w ktorej obserwowano intensywny sygnal pochodzacy od jednego, peinej dtugosci produktu
amplifikacji. W przypadku Starterow 1, produkt reakcji jest wyraznie widoczny przy kazdym
stezeniu Oligomerow DNA, z wyjatkiem stezenia 5 uM, dla ktorego obserwujemy zanik
wlasciwego produktu PCR. Na jego miejscu pojawia si¢ smuga, prawdopodobnie bedaca skutkiem
zbyt wysokiego stezenia Oligomeru, ktore powoduje zaburzenia reakcji na etapie syntezy cDNA
badz reakcji PCR. Natomiast Startery 3 wykazuja stopniowy, proporcjonalny spadek produktu
PCR wraz ze wzrostem st¢zenia Oligomeru DNA, poczynajac od  stezenia
0,5 uM az do catkowitego zaniku przy 5 uM. Poniewaz w niektorych reakcjach pojawity sie
niespecyficzne produkty PCR (Rysunek 44, Sciezki 0,1 — 5, Startery 2), ilo$¢ starteréw uzytych

do reakcji PCR zostata zredukowana.

Startery 1 Startery 2 Startery 3
Ml- 01051 5| |- 01051 5/ |- 0105 1 5|Oligomer DNA
300 nt we= . [uM]
200nt.—'---- L

100 nt

Rysunek 44. Produkty PCR gyrA po cieciu RNaza H transkryptéw ex vivo w rosnacym gradiencie stezenia Oligomerow
DNA od 0,1 do 5 pM. M — marker wielkos$ci.

Nastepnie przetestowatem stgzenia Oligomeru DNA w zakresie od 10 nM
do 500 nM (Rysunek 45 A). Produkt Starteréw 2 maleje proporcjonalnie do wzrastajgcego stezenia
Oligomeru DNA, przy wyraznym, niemal calkowitym zaniku przy st¢zeniach 250 nM

I 500 nM (Rysunek 45 B). Natomiast produkty PCR Starterow 1 i 3 nie zanikaly wraz

ze wzrastajacym stezeniem Oligomeru DNA, z wyjatkiem najwyzszego stezenia dla Starterow 3,
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gdzie obserwujemy spadek intensywnos$ci prazka. Swiadczy to o tym, ze hydrolityczne ciecie
zachodzi w zdefiniowanym miejscu (wynik amplifikacji Starterow 2), a nie jest konsekwencja

degradacji catego transkryptu (wynik amplifikacji Starterow 11 3).

A Startery 1 Startery 2 Startery 3
Oligomer DNAl - 10 50 100 500|| - 10 50 100500l - 10 50 100 500l M
[hM] .3 X “ 300 nt
- —— g —— .,- g y +200 nt
100 nt
B Startery 1 Startery 2 Startery 3
Oligomer DNA| - 50 100 2501] - 50 100 250l - 50 100 250 | ™
[NM] 300 nt
- - - — 200 nt
100 nt

Rysunek 45. Produkty PCR gyrA po cieciu RNazg H transkryptow ex vivo w rosngcym gradiencie stezenia Oligomerow
DNA. (A) Od 10 do 500 nM. (B) Od 50 do 250 nM. M — marker wielko$ci.

Na podstawie wszystkich wynikow mozna oszacowa¢, Ze najefektywniejsze stezenie
Oligomeru DNA, ktére z jednej strony zapewnia specyficzne cigcie transkryptu ex Vvivo,
a z drugiej strony nie powoduje niespecyficznych reakcji czy tez innych zaburzen, zawiera si¢
w przedziale 100 — 250 nM. Z tej przyczyny do analizy cigcia transkryptow zawierajacych
ryboprzetaczniki operowatem stezeniami w zakresie od 100 do 250 nM Oligomeru DNA.

W zoptymalizowanym przedziale st¢zenia Oligomeru DNA eksperyment przeprowadzono
dla nastepujacych transkryptow genow: samT, metlC, metE, mtnKA. W zelu agarozowym widzimy
zanikajacy sygnal amplifikacji Starterow 2, co $wiadczy 0 skutecznym przecigciu transkryptow
ex vivo (Rysunek 46, Rysunek 47, Rysunek 48, Rysunek 49). Efekt ten jest widoczny dla czterech
analizowanych gendéw zawierajacych ryboprzetacznik SAM. Produkty PCR Starterow 1 i 3,
z pewnymi wyjatkami, nie ulegaja istotnemu zmniejszeniu przy wzroscie stezenia Oligomeru
DNA. Najoptymalniejsze stezenie Oligomeru DNA to, w zaleznosci od genu/operonu, 50 lub 100
nM na 100 ng catkowitego RNA. Sg to warunki, dla ktérych jednocze$nie widoczna jest istotna

redukcja sygnatu amplifikacji Starterow 2 oraz brak zaniku sygnatu Starterow 1 1 3.
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Startery 1 Startery 2 Startery 3
Ml - 50100250 |- 50100250 M |- 50 100 250l0ligomer DNA
300 nt === : 300 nt [nM]
200 nt s - 200 Nt s————
-— . e- =
100 nt . 100 nt

Rysunek 46. Produkty PCR samT po ci¢ciu RNaza H transkryptow ex vivo, w rosnacym gradiencie stezenia Oligomerow
DNA od 50 do 250 nM. M — marker wielkosci.

Startery 1 Startery 2 Startery 3
| - 50 100 2501 M M :I - 50100 250| I - 50100 250|OIigomer DNA
e 300 nt - ! [nM]
S D00 Nt s | - e
I
I
100 nt |
I

Rysunek 47. Produkty PCR metIC po ci¢ciu RNazg H transkryptow ex Vvivo, w rosnacym gradiencie stezenia Oligomerow
DNA od 50 do 250 nM. M — marker wielkosci.

Startery 1 Startery 2 Startery 3
M |- 50 1oo| - 50 1oo| M | - 50 100|OligomerDNA
300 Nt s 300 Nt s [nM]
200 nt e : o 200 nt s
- a» o= -— oun amn
100 nt 100 nt

Rysunek 48. Produkty PCR metE po ci¢eciu RNazg H transkryptow ex vivo, dla dwaéch stezen Oligomeru DNA 50 i 100 nM.
M — marker wielkoSci.

Startery 1 Startery 2 Startery 3
M |- 50 100ll- 50 1001l - 50 100 | Oligomer DNA
300 nt \ [nM]
200 nt —

100 nt

Rysunek 49. Produkty PCR mtnKA po cieciu RNaza H transkryptow ex vivo, dla dwoch stezen Oligomeru DNA 50 i 100nM.
M — marker wielkosci.
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Natomiast dla pozostatych siedmiu genéw/operonow, ktorych ekspresja jest kontrolowana

przez ryboprzetacznik SAM, nie udato si¢ zaprojektowaé Oligomeréw DNA, ktore bylby zdolne

do wywotania cigcia przez RNAz¢ H (Rysunek 50). W przypadku tych genow/operonow

nie obserwujemy spadku ilosci produktu PCR dla Starteréw 2 (S2) wraz ze wzrostem stezenia

Oligomeru DNA. Z powodu braku widocznych efektow dziatania RNazy H zostalty one
wykluczone z dalszych eksperymentow i analiz.

S2 mntWXBD S2 operon cysH S2 yoaDCB
M | - 50 100 250| | - 50 100 250| | - 50 100 250|Oligomer DNA
300 nt [nM]
200 nt T

100 nt
S2 metK S2 metNPQ

M I - 50 100 250| I - 50 100 250|OIigomer DNA
300 nt [nM]
200t T oo
100 nt

S2 yxjH S2 yxjG

M | - 50 100 250“ - 50 100 250|OIigomer DNA

300 nt . [(nM]

i
200 nt - w——

100 nt

Rysunek 50. Produkty PCR: mtnWXBD, operonu cysH, yodDCB, metK, metNPQ, yxjH, yxjG po cieciu RNaza H transkryptow
ex vivo w rosnacym gradiencie stezenia Oligomerow DNA od 50 do 250 nM. M — marker wielkosci, S2 — Startery 2.
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4.4.3 Analiza wydajnoSci i specyficznosci ciecia RNazg H z uzyciem ddPCR

Ze wzgledu na fakt, ze analiza produktow PCR jest badaniem potilosciowym,
zdecydowatem o wiaczeniu dodatkowej analizy ilosciowego PCR, celem oceny wydajnosci
1 specyficznosci cigcia transkryptow ex vivo. Wykorzystatem technike ddPCR, ktora jest bardzo
czula i precyzyjna, co jest istotne w analizach jako$ciowych.

Probki cDNA zostaty przygotowane w taki sam sposob jak w Rozdziale 4.4.2 z uzyciem
takich samych stezen Oligomeru DNA. W kolejnym etapie zamiast standardowej reakcji PCR
przeprowadzono reakcje ddPCR wedtug procedury opisanej w Rozdziale 6.6.11. W ten sposob
przeanalizowano transkrypty pieciu genoéw, tych samych co w Rozdziale 4.4.2 :gyrA, samT, metIC,
metE, mtnKA. W technice ddPCR pojedyncza reakcja PCR jest rozdzielona na blisko 20 000
niezaleznych kropel zawieszonych w oleju, gdzie kazda z nich zawiera wszystkie sktadniki
mieszaniny reakcyjnej (bufor reakcyjny, startery, polimeraz¢ oraz barwnik EvaGreen).
Dla niskich stgzen transkryptu (a wtasciwie cDNA), przyjmuje sig, ze statystycznie do kazdej takiej
kropli trafia doktadnie jedna czgsteczka cDNA. Dla wyzszych stezen natomiast, zatozenie to
nie jest spetnione (do jednej kropli moga trafi¢ dwie, trzy lub wigcej kopii cDNA), dlatego tez
wprowadza si¢ korekte Poisson’a dla prawidlowego oznaczenia stezenia. Podczas analizy
wynikow ddPCR mozemy zobaczy¢ reprezentacj¢ dwoch populacji kropel: pozytywnych
(dodatnich), w kolorze niebieskim lub zielonym, w ktorych zaszta reakcja PCR, oraz negatywnych
(ujemnych), koloru szarego, w ktorych brak jest produktow PCR (Rysunek 51).
Krople pozytywne dzigki obecnosci barwnika fluorescencyjnego EvaGreen (emitujacego sygnat
swietlny po zwigzaniu dwuniciowych czgsteczek DNA), jezeli w ich wnetrzu znajduje si¢ matryca
cDNA dla reakcji PCR. Im wyzsze wejSciowe stgzenie danego transkryptu, tym wiecej kopii cDNA
i tym wieksza liczba kropel pozytywnych w stosunku do negatywnych.

Po przeprowadzeniu reakcji widzimy, ze sygnat Starterow 2 wyraznie maleje po dodaniu
nawet najmniejszej testowanej ilosci Oligomeru DNA (50 nM). Nie jest natomiast obserwowany
istotny spadek ilosci dodatnich kropel dla Starteréw 1 1 3. Wydajno$¢ ciecia zostala wyrazona
w procentach, jako stosunek stezenia transkryptu, (w kopiach RNA na pl [k/ul]) w badanej probie
do kontroli (Rysunek 51, Rysunek 52, Rysunek 53, Rysunek 54, Rysunek 55, Tabela 5).
Srednia wydajno$¢ ciecia okre§lona przy uzyciu Starterow 2 wynosita kolejno 91%, 96% i 95%
dla ste¢zen Oligomeru DNA odpowiednio 50, 100 i 250 nM. Jednocze$nie zmienno$¢ wydajnosci

cigcia jest do$¢ niska i wynosi 8 % dla poszczegolnych transkryptow.
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Startery 1 Startery 2 Startery 3

- 50 100 250“ - 50 100 ‘250" - 50 100 250|O|igomer DNA

Poz i

Neg.

Ciecie [% 18 26 19 83 97 97 0 10 12
Rysunek 51. Produkty ddPCR gyrA po cieciu RNazg H transkryptéw ex vivo, w rosngcym gradiencie stezenia Oligomerow
DNA od 50 do 250 nM. Poz. — krople pozytywne (zielone), Neg. — krople negatywne (szare).
Startery 1 Startery 2 Startery 3
50 100 250l - 50 100 250l - 50 100 250

Oligomer DNA

B

Ciecie [%] 0 6 10 90 95 94 3 5 5

Rysunek 52. Produkty ddPCR samT po ci¢ciu RNaza H transkryptow ex vivo, w rosnacym gradiencie stezenia Oligomerow
DNA od 50 do 250 nM. Poz. — krople pozytywne (niebieskie), Neg. — krople negatywne (szare).

Startery 1 Startery 2 Startery 3

50 100 250l - 50 100 250l - 50 100 250l0ligomer DNA

Neg s bo— | s el 2
Ciecie [%] 0 14 8 95 95 94 0 18 24

Rysunek 53. Produkty ddPCR metIC po cigciu RNaza H transkryptow ex vivo, w rosnacym gradiencie stezenia Oligomerow
DNA od 50 do 250 nM. Poz. — krople pozytywne (niebieskie), Neg. — krople negatywne (szare).

") B |

Startery 1 Startery 2 Startery 3

- 50 100 250" - 50 100 250“ - 50 100 250|O|igomerDNA
o S T o 3] S | | [M]

Poz.

NP
Neg

Ciecie [%] 0 0 O 93 96 96 5 10 8
Rysunek 54. Produkty ddPCR metE po cieciu RNazg H transkryptéw ex vivo, w rosnacym gradiencie stezenia Oligomerow

DNA od 50 do 250 nM. Poz. — krople pozytywne (niebieskie), Neg. — krople negatywne (szare), NP. — niespecyficzny produkt
reakcji.
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Startery 1 Startery 2 Startery 3

I - 50 100 250“ - 50 100 250" - 50 100 250|Oligomer DNA

e e

Neg st , i ; ——
Ciecie [%] 22 22 19 94 97 96 0 2 24

Rysunek 55. Produkty ddPCR mtnKA po cieciu RNaza H transkryptow ex vivo, w rosnacym gradiencie stezenia Oligomerow
DNA od 50 do 250 nM. Poz. — krople pozytywne (niebieskie), Neg. — krople negatywne (szare).

Srednia wydajno$é ciecia obliczona dla przy uzyciu Starteréw 1 wynosita odpowiednio 8%,
14%, 11% dla stgezen Oligomeru DNA rownych odpowiednio: 50, 100 i 250 nM.
Dla Starterow 3 wydajnos¢ cigcia wynosita 2%, 9% i 15%. Wyniki pochodzace z obu par starteréw
wskazuja na niewielki udzial niespecyficznych interakcji, prowadzacych do przeciecia
transkryptow w innych niz sekwencyjnie zdefiniowanym miejscu i jednocze$nie potwierdzity
wysoka wydajnos¢ i specyficznosé cigcia transkryptéw ex vivo przez RNaze H. Dla transkryptow
genu metE widzimy dodatkowy, niespecyficzny produkt PCR dla Starterow 2 (Rysunek 54).
Jednak obecnos¢ tego produktu nie wptywa na oznaczanie skutecznosci ciecia, gdyz jego ilos¢ nie
zmienia si¢ ze wzrostem stezenia Oligomeru DNA. Aby unikng¢ dwuznacznosci przysztych

wynikow, do dalszych eksperymentow zaprojektowano nowy starter 0znaczony ,,*” (Tabela 10)
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Tabela 5. Stezenia transkryptow poszczegolnych genéw/operonéw oraz efektywnosé cigcia RNaza H w rosnacym gradiencie stezenia Oligomeréw DNA od 50 do 250 nM.

NA — nie dotyczy.

Startery 1 Startery 2 Startery 3
Gen - 50 nM 100 nM 250 nM - 50 nM 100 nM 250 nM - 50 nM 100 nM 250 nM
gyrA [k/ul] 497 407 369 403 598 104 17,5 16,6 1019 1033 914 901
Ciecie [%] NA 18 26 19 NA 83 97 97 NA 0 10 12
samT [k/ul] 3048 3305 2875 2757 132 13,2 6,7 7,41 442 429 420 418
Ciecie [%] NA 0 6 10 NA 90 95 94 NA 3 5 5
metIC [k/ul] 1073 1238 921 992 112 5,46 6,05 6,46 1482 1516 1220 1125
Ciecie [%] NA 0 14 8 NA 95 95 94 NA 0 18 24
metE [k/ul] 856 1094 959 1054 82,3 6,17 34 3,08 4433 4219 3983 4072
Ciecie [%] NA 0 0 0 NA 93 96 96 NA 5 10 8
mtnKA [k/pl] 5282 4135 4135 4292 151 8,41 5,26 6,66 7269 7659 7154 5506
Ciecie [%] NA 22 22 19 NA 94 97 96 NA 0 2 24
Srednie ciecie [%] NA 8 14 11 NA 91 96 95 NA 2 9 15
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Zoptymalizowang i sprawdzong metod¢ ddPCR zastosowalem do przebadania zmian
wspotczynnika indukcji ryboprzetacznikow SAM w B. subtilis w czasie. Hodowla bakterii oraz
probki RNA zostaly przygotowane w analogiczny sposoéb jak w Rozdziale 4.1.1.
Korzystajac z informacji uzyskanych w trakcie eksperymentu opisanego w Rozdziale 4.1.2,
zdecydowatem si¢ na wykorzystanie czterech punktow czasowych (0 h, 1 h, 2 h, 3 h),
w ktorych zachodzg najistotniejsze zmiany wspotczynnika indukcji dla testowanych transkryptow
kontrolowanych ryboprzelacznikami SAM. Dodatkowym etapem byta procedura cigcia
transkryptow w puli calkowitego RNA przy uzyciu RNazy H, w analogiczny sposob jak
w Rozdziale 4.4.2. Do reakcji cigcia zostaty uzyte Oligomery DNA o stezeniu i dlugosci
zoptymalizowane] w Rozdziatach 4.4.1 1 4.4.3 (dlugo$¢ ok 20 nt, stezenic 100 nM).
Tak przygotowane probki RNA zostaly przepisane w reakcji odwrotnej transkrypcji na cDNA.
Reakcj¢ ddPCR przeprowadzono dla transkryptow genow: gyrA, samT, metlC, metE, mtnKA.

Na rysunkach (Rysunek 56, Rysunek 57, Rysunek 58, Rysunek 59, Rysunek 60)
przedstawiajacych dane z eksperymentu ddPCR widaé istotny spadek sygnatu Starteréow 2 dla
wszystkich analizowanych transkryptéw, w probach Oligomer DNA+ w poréwnaniu z probami
Oligomer DNA-. Jednoczesnie efekt ten nie jest widocznych dla Starterow 1 i 3, po przecigciu
transkryptow przez RNaze¢ H, w przewidywany sposob. Porownujac z kolei r6zne warunki hodowli
bakterii mozemy zaobserwowa¢ wzrost ilosci pozytywnych kropel w probach Met—
w stosunku do Met+ dla Starterow 3. Jest to skutek aktywacji ekspresji genow pod kontrolg
ryboprzetacznika SAM 1 jest szczeg6lnie silnie widoczny w punkcie czasowym 2 h dla
genoéw/operonéw metlC, metE i mtnKA oraz w punkcie czasowym 3 h dla genow metlC i metE.
Efekt ten jest obserwowalny w podobnym stopniu w proébach Oligomer DNA—- jak i Oligomer
DNA+. Operon mtnKA nie wykazuje zbyt duzych réznic pomigdzy obydwoma warunkami
z wyjatkiem niewielkiego spadku sygnatu w 1 h. Zmiany sygnatlu kropel pozytywnych nie s3
widoczne w kontrolnym genie gyrA w zadnym punkcie czasowym, gdyz jego ekspresja ma

charakter konstytutywny i nie podlega istotnym wahaniom pod wplywem zmian st¢zenia SAM.
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Oligomer DNA- Oligomer DNA+
| . Met- Met+ " . Met- Met+ I

Czas[h] 0 1 2 3

Czasy O 1 2 3 0 1 2 3 012 3 01 2 3

Czasfh] 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Rysunek 56. Aktywno$¢ transkrypceyjna gyrA w czterech punktach czasowych (0 h, 1 h, 2 h, 3 h). ,,Met—" — hodowla bez
metioniny, ,,Met+” — hodowla z metioning (kontrola).

Oligomer DNA- Oligomer DNA+
I Met- Met+ " Met- Met+ I
Startery 1™ il i = SRRSOl |
Czas[h]O 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 23

Startery 2 | _ ‘ _
Czas[h]0:1v2 3 01 2 3 01 2 3 0 1 2 3

Startery3 T
Czas[) 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Rysunek 57. Aktywno$¢ transkrypeyjna samT w czterech punktach czasowych (0 h, 1 h, 2 h, 3 h). ,,Met—" — hodowla bez
metioniny, ,,Met+” — hodowla z metioning (kontrola).

Oligomer DNA- Oligomer DNA+

| . Met- ~ Met+ " Met- Met+ I
Startery " . S W — | LT B
Crasf[O 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Startery2ﬂl N | ; |
Czaslh] 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Startery3. |7 Eata e i
Czas[h] 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Rysunek 58. Aktywno$¢ transkrypeyjna metlC w czterech punktach czasowych (0 h, 1 h, 2 h, 3 h). ,,Met-" — hodowla bez

metioniny, ,,Met+” — hodowla z metioning (kontrola).
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Oligomer DNA- Oligomer DNA+
et- Met+ " Met- - - Met+ I

Startery 1 i _ = EEe:
Czashj 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Startery 2 _
Czasfn] 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Startery 3 | L ] el
Czasfh] 0 1 2 3 0 41 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Rysunek 59. Aktywno$¢ transkrypcyjna metE w czterech punktach czasowych (0 h, 1 h, 2 h, 3 h). ,,Met—" — hodowla bez
metioniny, ,,Met+” — hodowla z metioning (kontrola).

Oligomer DNA- Oligomer DNA+
Met- Met+ " Met- Met+ I

Startery 1 | | '
Czas[] O 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Startery2"“\E ! _ o | } !
Czash)] 0 1 2 3 0 1 23 0 1 2 3 0 1 2 3

Startery 3 = _ Y e _ _
Czaslh)0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Rysunek 60. Aktywnos$¢ transkrypcyjna mtnKA w czterech punktach czasowych (0 h, 1 h, 2 h, 3 h). ,,Met— — hodowla bez

metioniny, ,,Met+” — hodowla z metioning (kontrola).
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4.4.4 Analiza aktywnoSci transkrypcyjnej ryboprzelacznikow SAM
Istotng korzyscig ptynaca z wykorzystania techniki ddPCR jest mozliwos$¢ okreslenia
stezenia analizowanych transkryptow wyrazonych w jednostkach bezwzglednych k/ul.
Pozwala to na tatwe okreslenie dokladnego stezenia skroconych transkryptow (T), bedacych
efektem dziatania ryboprzetacznikow, jako réznicy pomigdzy stezeniem produktu uzyskanego dla
Starterow 1 (S1) i Starterow 3 (S3). Dzigki temu mozliwe jest obliczenie wiasciwego
wspoétczynnika indukcji, okreslanego w dalszej czesci pracy jako IR*, wyrazonego, jako stosunek
transkryptow FL do T w warunkach Met— do Met +:

S3Met— FLMet—

IR* = S1yet— — S3met- — Tyet—
S3met+ FLyet+

SlMet+ - 53M8t+ TMet+

Réwnanie 2. Wspolezynnik Indukeji IR*.

Ponadto wprowadzenie procedury cigcia RNazg H na etapie przygotowania RNA
pozwolito na zastosowanie dodatkowej korekty, eliminujace; wpltyw odlegtosci od 3' konca
na okreslenie stgzen poszczegdlnych transkryptéw. W pierwszej kolejnosci zostaly poréwnane
I zestawione wspotczynniki IR* z zastosowaniem korekty (proby Oligomer DNA+) i bez niej
(proby Oligomer DNA-) (Tabela 6). Dla wszystkich genéw kontrolowanych przez
ryboprzetaczniki wprowadzenie Oligomeru DNA i cigcia RNazgH spowodowato podwyzszenie
IR* w stosunku do kontroli, $rednio o 23% (w zaleznosci od genu i punktu czasowego nawet
do 60%). Najwyzsze roznice dotycza tych genow/operonow i punktow czasowych, w ktorych

wspotczynnik indukcji jest najwyzszy.
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Tabela 6. Poréwnanie wspolczynnikow indukcji IR* poszczegélnych genow/operonéow w czterech punktach czasowych
(0 h, 1 h, 2 h, 3 h) w probach Oligomer DNA— i Oligomer DNA+.

Gen Oligomer DNA 0h 1lh 2h 3h
QyrA IR* - 0,83 1,33 1,21 0,84
+ 0,94 1,11 1,14 1,04

Réznica %] 14 -17 -6 25
camT IR* - 0,96 3,69 14,93 9,24
+ 1,14 4,67 17,44 9,75

Roznica [%] 18 26 17 5
metlC IR* - 1,07 1,02 17,38 1,07
+ 1,21 1,43 25,91 1,25

Réznica [%] 13 40 49 17
meiE IR* - 1,08 5,72 37,21 18,79
+ 1,21 7,60 44,66 30,02

Réznica [%] 11 33 20 60
AR - 1,08 5,72 37,21 18,79
+ 1,21 7,60 44,66 30,02

Réznica [%o] -6 17 21 27

Wszystkie analizowane geny/operony, ktorych ekspresja jest kontrolowana przez
ryboprzetaczniki wykazuja stopniowy wzrost IR*, poczynajac od wartosci 1 dla punktu czasowego
0 h, ze szczytem w 2 h i ostatecznym spadkiem po 3 h (Rysunek 61 A).
Nieco inng charakterystyke posiada operon mtnKA, ktory osigga najwyzszy IR* w 1 h, po czym
obserwujemy stopniowy spadek (Rysunek 61 F). Ekspresja transkryptu genu gyrA nie wykazuje
istotnej indukcji w Zadnym punkcie czasowym (Rysunek 61 B). Najwyzszy wzrost IR*
charakteryzuje transkrypt genu metE w punkcie czasowym 2 h i wynosi on ~45 (Rysunek 61 E),
nastepnie operon metlC o IR*~26 (Rysunek 61 D) i samT o IR*~17 (Rysunek 61 C).
Operon mtnKA jedynie w niewielkim stopniu reaguje na zmiany st¢zenia metioniny, 0siagajac

najwyzszy IR*~2,5 po 1 h godzinie inkubacji (Rysunek 61 F).

124



Wyniki i Dyskusja

A 50- B 1.4 13 gyrA
- gyrA*
1.2
1.2
. . 11 1.1
1l0 Olg
0.8 0.8
08 T | 1 I
0 1 2 3
Czas [h]
C 20- D 30— e met/C
4- 25 R.'.' metIC*
20 /17.4\
* * R
x10 % 15 £

—_— 10 / \\\\‘\
; A\
1 .2________/ 2y 1_1\#3
3

0 |1 1 I
1 2 3 0 1 2
Czas [h] Czas [h]
E 50- 447 metE F 2.5 24 —— mitnKA
-El metE* -¥- mtnKA*

40 72 2.0
N J Do / AN

20 / 188 1.o-a9/ \’\
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Rysunek 61. Porownanie wspétczynnikéw indukcji IR* dla poszczegolnych genow/operonéw: (A) gyrA, (B) samT, (C) metlC,

(D) metE, oraz (E) mtnKA; uzyskanych z wykerzystaniem ci¢gcia RNaza H oraz bez (nazwa genu/operonu*) w czterech
punktach czasowych (0 h, 1 h, 2 h, 3 h).
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Analiza stgzen poszczegoOlnych transkryptéw, wyrazona w k/ul, potwierdzita poprzednie
obserwacje dotyczace stezen frakcji transkryptow (FL i T). Otéz widzimy, ze w przewazajacej
wiekszosci przypadkow laczna ilo$¢ transkryptow (FL+T) jest dos¢ poréwnywalna, z drobnymi
wyjatkami, jak gen metE w 2 h (Tabela 7). Natomiast znaczgce roznice dotycza wzajemnych
stosunkow transkryptow FL do T z przesuni¢ciem rownowagi w stron¢ FL dla prob Met—
oraz przesuni¢ciem w stron¢ T w probach Met+. Najwigcksze zmiany w skladzie ilosciowym
obserwowane sg w punkcie czasowym 2 h. W punkcie czasowym 0 h z kolei mozemy
zaobserwowac generalnie najnizszy taczny poziom ekspresji, z wyjatkiem transkryptu genu samT.
Warto takze podkresli¢ fakt, iz skrocone transkrypty generowane sa w bardzo duzych ilo$ciach,
nawet w probach suplementowanych metioning. UsSredniajac, we wszystkich probach Met—
stosunek T:FL wynosi blisko 2:1, natomiast w probach Met + sigga nawet 6:1.
Wyjatek stanowig geny/operony o najwyzszym wspOlczynniku indukcji IR*, dla ktorych
charakterystyczna jest przewaga transkryptéw FL wzgledem T, jednak nawet w takich

okolicznosciach stosunek FL:T wynosi 1:2 w probach Met-—.
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Tabela 7. Stezenia transkryptéw poszczegolnych genow/operonow w czterech punktach czasowych (0 h, 1 h, 2 h, 3 h). Stezenia wyrazone w kopiach RNA na ul [k/pl].

Gen Met Oh 1h 2h 3h

FL+T T FL FL+T T FL FL+T T FL FL+T T FL

samT - 6120 6 075 45 7480 6 653 827 1531 550 981 1998 966 1032
+ 5490 5454 36 5 360 5221 139 2102 1907 195 1610 1451 159

metIC - 4940 4659 281 31350 28 595 2755 8490 3010 5480 14190 12 584 1606
+ 4270 4 067 203 16 190 15171 1019 9550 8923 627 10 140 9201 939

metE - 5870 5686 184 25770 18 920 6 850 32390 11 360 21030 12 220 3560 8 660

+ 6 330 6 165 165 23750 22 670 1080 13 140 12 617 523 14 140 13 080 1060

mtnKA - 2780 670 2110 15700 5550 10 150 7390 4640 2750 15840 12 490 3350

+ 2 700 610 2090 17 240 9 690 7 550 10 740 7320 3420 5530 3610 1920
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4.45 Porownanie wspolczynnika indukcji IR uzyskanych technikami

RT-gPCR i ddPCR

Ostatnim etapem mojej pracy doktorskiej bylo przeanalizowanie aktywnos$ci
transkrypcyjnej ryboprzetacznikbw na podstawie wynikéw uzyskanych metoda ddPCR
(proby DD) i pordwnanie ich z wynikami uzyskanymi metodg RT-qPCR (proby RT), opisanymi
w Rozdziale 4.3.1. Dzi¢ki zastosowaniu techniki ddPCR mozliwa stata si¢ wiarygodna ocena
stezenia poszczegdlnych transkryptow FL 1 T w roznych punktach czasowych. Poréwnanie ich
z uzyskanymi wczesniej wynikami za posrednictwem techniki RT-qPCR pozwoli na ostateczng
oceng przydatnosci i adekwatno$ci nowoopracowanej metody.

W celu poréwnania uzyskanych obiema metodami wynikow w pierwszej kolejnosci musza
zosta¢ ujednolicone wspoétczynniki indukcji zastosowane w kazdym z eksperymentow
(IR vs IR*). Wspotczynnik indukcji IR* nie moze by¢ wyliczony z wykorzystaniem wartosci Ct
uzyskanych w eksperymencie RT-qPCR. Z tego wzgledu wyliczony zostat wspotczynnik indukcji
IR z danych uzyskanych metoda ddPCR (Tabela 8). Brakujace punkty czasowe dla obu
eksperymentow (0,5 h dla ddPCR oraz 3 h dla RT-qPCR) zostaty interpolowane przy uzyciu
programu GraphPaD Prism 8.

Tabela 8. Poréwnanie wspolczynnikow indukcji IR poszczegélnych genéw/operonéw w pieciu punktach czasowych
(0 h,0,5h,1h, 2 h, 3 h) uzyskanych technikami ddPCR i RT-qPCR.

Gen Technika 0Oh 0,5h 1h 2h 3h
ddPCR 1,13 2,7 4,26 6,91 5,23
samT IR

RT-gPCR 1,73 3,94 1,26 10,7 6,31

ddPCR
metlC IR 1,2 1,3 1,4 9,83 1,22
RT-gPCR 0,24 9,73 9,71 9,13 8,33

ddPCR
i 1,2 3,53 5,85 16,31 9,45
RT-gPCR 0,27 1,61 1 15,5 14,15

ddPCR
KA IR 0,98 1,23 1,48 1,17 0,61
RT-gPCR 0,21 0,36 1,53 1,96 1,41

Porownujac wyniki uzyskane obiema technikami dla genu samT mozemy zobaczy¢
podobny trend wzrostowy wspotczynnika IR az do 2 h, ze spadkiem w 3 h (Rysunek 62 A).
Wyjatkiem jest punkt czasowy 1 h, w ktérym obserwujemy spadek IR w probie RT,
a ktorego nie obserwujemy w przypadku proby DD. Ponadto proby DD charakteryzujg si¢ nizszym
IR we wszystkich punktach czasowych z wyjatkiem 1 h. Dla operonu metlC charakterystyczna

byta szybka indukcja w odpowiedzi na brak metioniny (IR si¢gajacy 9), obliczona na podstawie
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wynikow pochodzgcych z metody RT-qPCR (Rysunek 62 B). Efektu tego nie obserwujemy dla
wynikow uzyskanych metoda ddPCR. Zamiast tego widoczny jest pojedynczy szczyt
wspotczynnika indukeji IR po 2 h. Osigga on niemal taka sama warto$¢ jak dla préb RT. Dynamika
zmian IR dla genu metE jest bardzo podobna dla obu technik, osiggajac najwyzsza warto$¢ IR (16)
w punkcie czasowym 2 h (Rysunek 62 C). W przypadku operonu mtnKA obie techniki zgodnie
wskazaty na brak indukcji tego operonu pod wplywem braku metioniny,

we wszystkich punktach czasowych (Rysunek 62 D).

A 154— samT DD B 154—— metiC DD
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Rysunek 62. Porownanie wspotczynnikow indukeji IR dla poszczegolnych genéw/operonéw: (A) samT, (B) metlC, (C) metE

oraz (D) mtnKA. DD wyniki uzyskane technika ddPCR (DD). RT wyniki uzyskane technika RT-gPCR w pieciu punktach
czasowych (0 h,1 h, 2 h,3h).
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4.4.6 Dyskusja wynikow przedstawionych w rozdziale 4.4

Korzystajac z unikatowych wtasciwosci RNazy H oraz techniki ddPCR opracowatem nowa
metode analizy ilosciowej aktywno$ci transkrypcyjnej ryboprzetgcznikéw. Pozwolita ona
na wyeliminowanie dotychczasowych ograniczen metodologicznych, z jakimi musieli zmagac¢ si¢
badacze. Do tej pory bowiem ignorowano w badaniach nad aktywno$cig ryboprzetacznikoéw
skrocone transkrypty, bedace wynikiem przedwczesnej terminacji transkrypcji, a skupiano si¢
jedynie na pelnej dlugosci transkryptach [198]. W mojej metodzie zastosowanie techniki ddPCR
z jednej strony umozliwia okreslenie st¢zenia transkryptow zarowno pelnej diugosci
jak i skréconych. Z drugiej zas strony wykorzystanie RNazy H do przecigcia w zdefiniowanej przez
Oligomer DNA pozycji wyeliminowato wplyw odlegtosci od jego konca 3' na ilo§¢ odczytow.
Wszystko to pozwolilo na przeanalizowanie dziatania ryboprzetacznikéw transkrypcyjnych,
w sposob jak dotad nieosiggalny.

Punktem wyj$cia do opracowania tej metody byto bezposrednie sprawdzenie wlasciwosci
nukleolitycznych RNazy H. Jak si¢ okazato, RNaza H jest zdolna do przecigcia wtasciwie dowolnej
czasteczki RNA z blisko 100% wydajnoscig. Eksperyment ten pokazal, iz reakcja cigcia jest bardzo
wrazliwa nawet na najmniejsze ilosci DNA w mieszaninie (Rysunek 43, Sciezka 100 pM).
Co wigcej, cigcie transkryptow obserwowano rowniez w probach, do ktorych Oligomer DNA nie
byt dodawany (Rysunek 42, Sciezka -). Najprawdopodobniej cigcie zostalo wywolywane
obecnoscig pozostatosci DNA po reakcjach PCR (gDNA, startery, matryca PCR), nawet pomimo
usuniecia ich w wigkszosci z zastosowaniem DNazy.

Wigkszym wyzwaniem okazato si¢ by¢ przystosowanie metody do cigcia transkryptow
ex vivo, kiedy to czgsteczka mRNA znajduje si¢ w mieszaninie catkowitego RNA komorki.
W takich warunkach wzrasta ryzyko niepozadanych i niespecyficznych interakcji pomiedzy
poszczeg6lnymi skladnikami mieszaniny reakcyjnej, takimi jak resztki gDNA czy bialek,
Oligomerow DNA, a przede wszystkim olbrzymia ilo$¢ innych niz docelowa czasteczek RNA.
Warto zwréci¢ uwage na fakt, iz mRNA stanowi zaledwie ~5% calkowitego RNA komorki
bakteryjnej, nie wspominajac juz o konkretnym rodzaju transkryptu [211]. Konsekwencja tego byt
fakt, iz tylko dla pieciu transkryptow udato si¢ zaprojektowa¢ w pelni dziatajace i specyficzne
Oligomery DNA. Dla pozostalych siedmiu natomiast, zaprojektowane Oligomery DNA
nie wywotywaty zadnej reakcji w obecno$ci RNazy H (Rysunek 50). Jedng z przyczyn moze by¢
niedostepnos¢ komplementarnej sekwencji RNA, czgsto przyjmujacej bardzo stabilne dwuniciowe

struktury. Inng — niespecyficzne oddziatywania Oligomeru DNA z roznymi RNA wystepujacymi
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w wyzszych stezeniach. Moze to prowadzi¢ do nadmiernego wychwytywania Oligomeru DNA,
co zmniejsza ich efektywne stezenie w mieszaninie reakcyjnej. Niemniej jednak, pokazane
przyktady dowodza, ze rowniez w warunkach ex vivo mozliwe jest specyficzne cigcie wybranego
transkryptu przy uzyciu RNazy H z niemal pelng wydajnoscia.

Analiza iloSciowa potwierdzita te obserwacje. Zastosowanie techniki ddPCR dato
mozliwo$¢ dokladniejszego okreslenia wydajnosci cigcia transkryptéw przez RNaze H. Warto$ci
te, wyrazone w procentach, §wiadcza o wysokiej skutecznos$ci cigcia RNazg H, siegajacej blisko
100%. Analiza specyficznos$ci cigcia (Startery 1 1 3) wykazala zdecydowanie nizsze wartosci
wydajnosci cigcia. Niektore proby charakteryzuja si¢ cigciem siggajacym nawet 26%, co mogloby
wskazywa¢ jednak na pewng niespecyficznos¢ metody. Jednak pomigdzy wysokimi wartoSciami
ciecia dla Starterow 1 lub 3 a stezeniem Oligomeru DNA nie obserwujemy liniowej zaleznosci,
tzn. najwyzsze wartos$ci cigcia RNazg H nie przypadaja dla najwyzszego st¢zenia Oligomeru DNA.
Wskazuje to na to, iz przyczyng pojedynczych wysokich warto$ci cigcia jest raczej kwestia
zmienno$ci eksperymentalnej i btedow niz faktycznie niespecyficznej reakcji.

Prawdziwym wyzwaniem dla opracowanej metody jest zastosowanie jej do rozwigzania
niezaleznego problemu badawczego. W tym wypadku zostata podjeta proba okreslenia stezen
transkryptow skroconych jak i1 pelnej dlugosci, a takze obliczenia poprawionego wspdtczynnika
indukcji IR*. Ponadto wspotczynnik IR* zostat okreslony zaréwno dla préb poddanych cieciu
RNazg H (Oligomer DNA+) oraz dla prob kontrolnych (Oligomer DNA-), co pozwolito
na przesledzenie wptywu metody na otrzymany wynik. Okazat si¢ by¢ on istotny, a wartos¢ IR*
wzrosta érednio o 23% w wyniku trawienia RNaza H. Sredni wzrost IR* jest zgodny
z zalozeniami teoretycznymi. Przecigcie transkryptow redukuje nadreprezentacje odczytéw
z konca 5', co prowadzi do zmniejszenia ilo$ci odczytow ze Starterow 1 (Rownanie 2). Dodatkowo
efekt ten jest tym silniejszy, im wigkszg cze¢$¢ transkryptow stanowig czasteczki FL, co sprawia,
ze licznik rownania ro$nie bardziej (dla prob Met—) niz mianownik (Met+).

Wyniki otrzymane z wykorzystaniem nowoopracowanej metody moglem poréwnac z tym
uzyskanymi technikag RT-qPCR. Pozornie wyniki te zdaja si¢ by¢ nie w petni spojne, z wyjatkiem
transkryptu genu metE, gdzie obie krzywe maja rownolegly przebieg. Moze to wynika¢ z faktu,
iz ddPCR jest technika bardziej czulg i1 precyzyjna, o wyzszej istotnosci statystycznej, zwlaszcza
przy nizszych stezeniach oznaczanych transkryptow [212]. Jednak najwazniejsze aspekty dla
pozostatych transkryptow pozostajg zgodne (Rysunek 62). Dla genu samT roznica dotyczy przede
wszystkim zmian w indukcji w punkcie czasowym 1 h, gdzie dla prob RT widoczny jest istotny

spadek indukcji, podczas gdy dla prob DD wzrost. Jednak w przypadku préb RT obnizony
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wspoétczynnik indukcji  znajduje si¢ pomiedzy dwoma szczytami (w 05 h i 2 h),
co jest do$¢ niecodziennym zjawiskiem i bardziej prawdopodobnym wynikiem zdaje si¢ by¢ ten
uzyskany przy uzyciu metody ddPCR (czyli stopniowy wzrost IR). metlC z kolei osigga taka sama
wartos¢ IR po 2 godzinach inkubacji; réznica dotyczy faktu, iz dla prob DD jest
to pojedynczych szczyt, natomiast dla préb DD indukcja jest bardziej rozciggnigta w czasie.
Dla operonu mtnKA przebieg indukcji w czasie, cho¢ nieco rozbiezny, niesie ten sam sens
biologiczny, jakim jest bardzo niewielki stopien odpowiedzi na brak/obecnos¢ SAM w pozywce.
Ponadto nowa metoda pozwolita potwierdzi¢ inng obserwacj¢ dotyczacg generalnego poziomu
transkrypcji badanych gendéw. Otz catkowita ilo$¢ transkryptow nie podlega duzym wahaniom
pomigdzy probami Met— i Met+; istotnie natomiast zmienia si¢ stosunek frakcji FL i T.
Zwazywszy na wszystkie korzysSci, jakie niesie ze sobg zastosowanie niniejszej metody
analizy transkrypcyjnej ryboprzetacznikéw, wartym uwagi pomysiem byloby rozszerzenie jej
uzycia na kolejne transkrypty. Jednak warto pamigta¢, iz metoda ta nie musi by¢ ograniczona
do analizy jedynie ryboprzetacznikow transkrypcyjnych. Metoda ta sprawdzi si¢ rownie dobrze
do analizy dowolnych elementoéw regulatorowych opartych o mechanizm terminacji transkrypcji.
W przysztosci planowane jest zaprojektowanie nowych Oligomerow DNA, wycelowanych
w pozostate transkrypty posiadajace ryboprzetacznik SAM, poprzedzonych doktadnym
modelowaniem struktury mRNA. Dodatkowym elementem moggcym zwickszyé zakres
1 skuteczno$¢ metody jest zmodyfikowanie protokotu dla bardziej wymagajacych transkryptow np.
przez zastosowanie etapu denaturacji poprzedzajacym reakcje cigcia celem zwigkszenia

dostepnosci regiondéw dwuniciowych dla Oligomerow DNA.
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5 Podsumowanie

W odpowiedzi na istniejgcg potrzebe odkrywania i poznawania nowych reprezentantow
i klas ryboprzelacznikow transkrypcyjnych, stworzylem autorska metode ich identyfikacji.
Owa metoda oparta jest na sprzezeniu dwoch rodzajow sekwencjonowania RNA nowej generacji:
Term-seq i SHAPE-seq, co pozwala na okreslenie odpowiednio miejsca przedwczesnej
terminacji transkrypcji oraz struktury drugorzedowej potencjalnego ryboprzetacznika.
Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze zaproponowane podejscie w istocie pozwala
na identyfikacje zdarzen przedwczesnej terminacji transkrypcji zachodzacych podczas zycia
bakterii, co zostalo wykazane na przyktadzie znanych sekwencji regulatorowych dziatajacych
w oparciu o ten mechanizm. Udato si¢ takze okresli¢ strukture drugorzedowa w warunkach in vivo
niektorych czasteczek RNA, zgodna z ta zaproponowang w literaturze. Dzigki temu udato si¢
wytoni¢ jedng sekwencje kandydata na ryboprzetacznik — lider genu yfmG, ktora zostala
dodatkowo przetestowana eksperymentalnie. Ponadto w trakcie przygotowywania biblioteki
okreslona zostata krzywa wzrostu B. subtilis, hodowanej w warunkach optymalnych oraz przy
braku metioniny w pozywce, co pozwolilo na okreslenie czasu generacji wynoszacego
odpowiednio Tg 1,9 i 2,2 h. Okreslono takze czas hodowli bakterii, w ktorym globalny poziom
indukcji ryboprzetacznikéw byt najwigkszy i wynosit 2 h od momentu eliminacji metioniny.
Analiza odpowiedzi transkrypcyjnej gendow/operonéw pod kontrola ryboprzetgcznika SAM
na brak metioniny ukazata jej ztozony charakter, co postuzyto za pretekst do dalszych analiz.

Celem przetestowania wytypowanego w trakcie nowoopracowanego sekwencjonowania
Term-SHAPE-seq kandydata, zostaly opracowane 1 zoptymalizowane trzy procedury
eksperymentalne. Aby sprawdzi¢ czy metody te sa adekwatne do tego celu zostaly one
przetestowane na znanym, acz niescharakteryzowanym w pelni ryboprzetagczniku SAM
kontrolujgcym ekspresje genu metE w B. subtilis. Pierwszg z nich byt eksperyment terminacji
transkrypcji z wykorzystaniem bakteryjnej polimerazy RNA pochodzacej z E. coli. Dzigki niemu
udato si¢ wykaza¢, ze w uktadzie izolowanym, jaki zapewniaja warunki in vitro, dodanie ligandu
powoduje przedwczesng terminacje transkrypcji. Istotny poziom terminacji transkrypcji mozna
zaobserwowac juz przy 10 nM st¢zeniu SAM, osiggajac maksymalny poziom (ok. 65% wszystkich
transkryptow) przy stezeniu 1000 nM. Kolejnym opracowanym eksperymentem byta technika
SHAPE 1z wykorzystaniem odczynnika NAI (tego samego, ktorego uzyto podczas
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przygotowywana biblioteki). Pozwolita ona na okreslenie po raz pierwszy struktury drugorzedowe;j
tego ryboprzetacznika oraz przesledzenie zmian strukturalnych, jakie zachodza pod wplywem
ligandu. Ryboprzetacznik SAM metE wykazuje struktur¢ o ksztalcie trojlistnej koniczyny
(trzy struktury spinek z dwuniciowym trzonem odchodzgcym od wspélnej petli centralnej),
charakterystyczng dla innych przedstawicieli tej klasy. Unikatowg cechg natomiast jest
rozbudowana druga spinka, tworzaca dodatkowa strukture o ksztalcie koniczyny.
Ostatnig opracowang metodg bylo wyznaczanie stalej dysocjacji Kq z wykorzystaniem filtracji
membranowej. Efektem tego eksperymentu bylo wykreSlenie krzywej wigzania
ryboprzetacznik:ligand oraz wyznaczenie Kq o wartosci 700 nM. W kolejnym etapie zastosowatem
opracowane metody w celu zweryfikowania sekwencji liderowej yfmG wytypowanej podczas
sekwencjonowania. Terminacja transkrypcji in vitro z wykorzystaniem polimerazy RNA E. coli
wykazata obecno$¢ pelnej dlugosci transkryptu jak i jego skroconej formy, prawdopodobnie
bedacej efektem przedwczesnej terminacji transkrypcji. Jednak stosunek ilosciowy obu form
nie zmienit si¢ pod wplywem mieszaniny ligandoéw, stad brak pewnosci, co do natury tej
regulatorowej sekwencji. Wykorzystanie techniki SHAPE z uzyciem odczynnika NAI pozwolito
na okreslenie struktury drugorzgdowe;j regionu liderowego yfmG. Obecnos$¢ mieszaniny ligandow
nie zmienita struktury drugorzgedowej, co potwierdzito poprzednig obserwacje¢, ze zaden ze tych
zwigzkow chemicznych nie stanowi ligandu dla tego potencjalnego ryboprzetacznika.
Na tym etapie nie jest mozliwe jednoznaczne ustalenie czy lider genu yfmG jest w istocie
ryboprzetacznikiem. Jednak nawet w razie negatywnej weryfikacji tej hipotezy, lider yfmG
najprawdopodobniej zawiera inny, jak dotad nieznany element regulatorowy kontrolujacy
terminacje transkrypcji, co juz stanowi warto$ciowe odkrycie.

Dane uzyskane technikg RT-qPCR podczas wyznaczania wspolczynnika indukcji dla
biblioteki cDNA zostaly poddane bardziej wnikliwej analizie, z uwzglednieniem fizjologicznej
roli, jaka pelnig poszczegdlne geny. Bo cho¢ ryboprzelaczniki SAM wystepujace w genomie
B. subtilis, naleza do tej samej, ewolucyjnie zakonserwowanej klasy SAM-I, to kazdy gen/operon
jest kontrolowany w indywidualny sposob, co tyczy si¢ momentu najsilniejszej odpowiedzi
na brak metioniny jak 1 sity tej odpowiedzi. Okazato si¢, ze wspoOlczynnik indukceji
ryboprzetacznika, w zaleznosci od metabolicznej roli genu, moze wzrasta¢ bardzo szybko
(samT, metlC), pdzniej, ale za to bardzo intensywnie (metE), badz prawie w ogodle nie reagowac

na zmiany stezenia metioniny w $rodowisku (mtnKA, operon cysH, metK, yxjG).
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Dysponujac juz sprawdzonymi metodami identyfikacji 1 weryfikacji ryboprzetacznikoéw
postanowitem opracowa¢ nowg metode analizy ich aktywnosci transkrypcyjnej.
Zastosowanie hydrolitycznego cigcia transkryptow z udziatem RNazy H oraz nacelowanych
Oligomerow DNA pozwolita na wyeliminowanie wptywu odlegtosci analizowanego fragmentu
od konca 3’ na oznaczanie stezen, co ma istotne znaczenic zwlaszcza przy analizie krotkich
transkryptow powstatych w wyniku dziatania ryboprzetacznikow. Natomiast do samego
oznaczania stezen transkryptéw zastosowano technik¢ ddPCR, ktéra umozliwia ich okreslenie
w jednostkach absolutnych. Eksperymenty wykazaty, ze zaprojektowane Oligomery DNA
skutecznie wigzg docelowa czasteczke mRNA 1 indukujg cigcie RNazg H. Reakcje te udato si¢
zoptymalizowaé zarowno dla czasteczek stworzonych w reakcji transkrypcji in vitro jak i tych
naturalnych, wyizolowanych z komorki. Cigcie to ponadto charakteryzowato si¢ niemal pelng
wydajno$cig oraz specyficzno$cig, Analiza ilosciowa z uzyciem ddPCR pozwolita na okreslenie
wydajnosci cigcia na poziomie ~95%. Tak opracowana metoda zostala wykorzystana
do okreslenia poprawionego wspélczynnika indukcji i poréwnania go z uzyskanym
bez zastosowania hydrolitycznego cigcia (kontrola). Okazal si¢ on wyzszy $rednio o 23% niz
w przypadku kontroli, przy czym im wyzszy wspotczynnik indukcji tym wigksza réznica migdzy
nimi, si¢gajagca nawet 60%. Ostatecznie, uzyskane rezultaty skonfrontowano z tymi uzyskanymi
technika RT-qPCR. Wyniki te, cho¢ réznig si¢ w szczegOlach, pozostaja zgodne
w najistotniejszych kwestiach takich jak najwyzsza wartos¢ wspotczynnika indukcji (metE, metlC)
oraz moment, kiedy ona nastgpuje (2 h) czy tez w ogéle brak indukcji (mtnKA).

Generalnie, opracowane i zoptymalizowane przeze mnie metody pozwalaja na pokonanie
dotychczasowych ograniczen, z jakimi muszg si¢ boryka¢ wszyscy badacze ryboprzetacznikéw
transkrypcyjnych. Jednak jest to istotna kwestia takze dla tych, ktorzy badajg zjawisko terminacji
transkrypcji w najrozniejszych jej aspektach. Mam nadziej¢ wykorzysta¢ atuty tych metod
w dalszych badaniach nad ryboprzetacznikami, tym razem w bardzo istotnej z klinicznego punku
widzenia bakterii, jakg jest Staphylococcus asreus oporny na metycyling (MRSA).
Pozwoli to glebsze zrozumienie mechanizmdw regulatorowych sterujacych zyciem tej bakterii jak

1 chorobami przez nig wywolywanymi, co przyczyni si¢ do postgpu medycyny.
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6 Materialy i Metody

6.1 Aparatura

Zestaw do elektroforezy ptytowej — S2 — Life Technologies

Zestaw do elektroforezy pionowej — Vertical electrophoresis unit — Sigma-Aldrich
Zestaw do elektroforezy poziomej — Mini-Sub Cell GT Cell — Biorad

Zestaw do elektroforezy poziomej — Wide Mini-Sub Cell GT Cell — Biorad
Zasilacz — PowerPac HC 300W — Biorad

Zasilacz — E833 — Consort

Zasilacz — EV233 — Consort

Kuchenka mikrofalowa — Amica

Zestaw do wizualizacji zeli — GelDoc-It Imaging System — UVP

Zestaw do wizualizacji zeli — G:Box Chemi XR5 - Syngene

Waga analityczna — AS 220.R2 - RADWAG

Waga analityczna — RADWAG PS 1000.R1 - RADWAG

Mieszadto magnetyczne — heat-stir UC152 — Stuart

Wiréwka — Centrifuge 5810 R — Eppendorf

Wiréwka — Centrifuge 5424 R — Eppendorf

Wiréwka — MFuge C1012 — Benchmak Scientific

Wytrzasarka o ruchu drgajacym — Vortex PV-1 — Grant-bio Instruments
Wiytrzgsarka o ruchu drgajacym — MS 3 Vortexer for Agilent 2100 Bioanalyzer- IKA
Licznik scyntylacyjny — Microplate Counter 2450 — Perkin Elmer

Skaner radioaktywnosci — FLA-5100 — Fuji Film

Suszarka do zeli — Gel Dryer 583 — Bio-Rad

Cieplarka do hodowli bakterii — Mini Incubator — Labnet

Wiytrzgsarka do hodowli bakterii — Excella E24 Incubator Shaker — New Brunswick Scientific
Komora laminarna Steril-Bio BAN Compact — Angelantoni Lifescience

Komora laminarna — Bio Ban 48 — Steril

Autoklaw stotowy — Classic 2100 — LaboBaza

Inkubator do hodowli komorkowych — Memmert
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« Analizator kapilarny Bioanalyzer 2100 — Agilent

. Spektrofotometr UV/VIS — NanoDrop One — Thermo Fisher Scientific
. Pompa prozniowa — KNF Neuberger type N035.3 AN.19

« Miernik pH — pH 1100 L phenomenal — VWR

« Termomikser — Thermo Mixer-Heat/Cool — Novazym Polska

. Aparat filtracyjny — Merck

. Termocykler — Tprofesional Basic Gradient — Biometra

« Termocykler — T-professional — Biometra

« Termocykler — T100 Thermal Cycler — Biorad

« Czytnik kropel — QX200 Droplet Reader — Bio-Rad

« Generator kropel — QX200 Droplet Generator — Bio-Rad

« Zgrzewarka do ptytek 96-dotkowych — PX1 PCR Plate Seale — Bio-Rad
« Termocykler do RT-qPCR — Agilent Mx3000P — Agilent

6.2 Materialy

« Uszczelki — DG8 Gaskets for QX200/QX100 Droplet Generator — Bio-Rad
« Kartridze — DG8 Cartridges for QX200/QX10 Droplet Generator — Bio-Rad
« Olej do czytnika — ddPCR Droplet Reader Oil — Bio-Rad Laboratories

« Olej do generowania kropel — QX200 Droplet Generation Qil for EvaGreen — Bio-Rad
« Plytki 96-dotkowe — ddPCR 96-Well Plates — Bio-Rad

. Folia do ptytek — PCR Plate Heat Seal, foil, pierceable — Bio-Rad

« Wieczka do probowek — Optical Cap 8x — Agilent Technologies

« Probowki — Tube Strip 8x — Agilent Technologies

. Stacja ze strzykawka — Chip Priming Station — Agilent Technologies

« Membrana Amersham Hybond-N+ firmy — GE Healthcare Life Sciences

. Ekrany do radioaktywnosci — GE Healthcare Life Sciences
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6.3 Odczynniki

6.3.1 Enzymy

RNaza H — Ribonuclease H [5 U/ul] — Thermo Fisher Scientific

DNaza — TURBO DNase [2 U/ul] — Thermo Fisher Scientific

Odczynnik do PCR — DreamTaq PCR Master Mix (2X) — Thermo Fisher Scientific
Polimeraza RNA — E. coli RNA Polymerase, Holoenzyme [1 U/ul] — New England Biolabs
Inhibitor RNaz — RiboLock RNase Inhibitor [40 U/ul] — A&A Biotechnology

Kinaza polinukleotydowa — T4 Polynucleotide Kinase [10 U/ul] — Thermo Fisher Scientific
Lizozym — 15000 U/mg — Merck

RNaza A - RNase A, DNase and protease-free (10 mg/mL) — Thermo Fisher Scientific

T4 RNA Ligaza — T4 RNA Ligase 2, truncated K227Q — New England Biolabs

Cyrkularna ligaza — CircLigase ssSDNA Ligase — Illumina

Odczynnik do ddPCR — QX200 ddPCR™ EvaGreen Supermix — Bio-Rad

6.3.2 Zestawy

Transkrypcja in vitro T7 — MEGAscript T7 Transcription Kit — Thermo Fisher Scientific
Odwrotna transkrypcja — SuperScript IV Reverse Transcriptase — Thermo Fisher Scientific
Odwrotna transkrypcja — SuperScript 11 Reverse Transcriptase — Thermo Fisher Scientific
Oczyszczanie DNA — GeneJET PCR Purification Kit — Thermo Fisher Scientific

Izolacji i oczyszczania RNA — GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit — EURX
Analiza ilosci i jakosci DNA — Agilent High Sensitivity DNA Kit — Agilent Technologies
Usuwanie rRNA — Ribo-Zero rRNA Removal Kits (Gram-Positive Bacteria) — Illumina
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6.3.3 Bufory i roztwory

Bufor elektroforetyczny 1x TBE: 100 mM Tris, 100 mM kwas borowy, 1 mM EDTA, pH 8,3

Roztwor do izolacji genomowego DNA: 50 mM glukoza, 2,5 mM Tris-HCI pH 8,0, 10mM
EDTA pH 8,0
Roztwory obcigzajagce do RNA lub DNA 6x stezone:10 mM Tris-HCI pH 7,6, 60% glicerol,

0,02% (w/v) btekit bromofenolowy, 0,02% (w/v) ksylencjanol, 60 mM EDTA, 7 M mocznik
Bufor SHAPE: 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 10 mM MgClz, 5 mM DTT, 100 uM spermidyna
Bufor do ekstrakcji z zelu: 300 mM NaOAc, 1 mM EDTA

6.3.4 Inne odczynniki

Woda — Nuclease-Free Water (not DEPC-Treated) — Thermo Fisher Scientific
Koprecypitant — GlycoBlue Coprecipitant (15 mg/mL) — Thermo Fisher Scientific
Barwnik fluorescencyjny — 1x SYBR Safe DNA Gel Stain — Thermo Fisher Scientific
Zestaw rybonukleotydow — NTP Set, 100 mM — Thermo Fisher Scientific

Zestaw deoksyrybonukleotydow — dNTP Set, 100 mM — Thermo Fisher Scientific
Zestaw dideoksyrybonukleotydow — ddNTP Set, 5 mM — Sigma-Aldrich

Alkohol etylowy 96% — Chempur

[-merkaptoetanol — Chempur

Izopropanol — POCH

Fenol, pH 4,5 — Bioshop

Fenol, pH 6-7 — Bioshop

Chloroform — Chempur

DMSO - Sigma-Aldrich

Akrylamid:bisakrylamid 29:1, gotowa mieszanka — Bioshop

Agaroza — Bioshop

Agar — Bioshop

Ksylencjanol — Bioshop

Bromofenol — Bioshop

Pepton — Bioshop

Wyciag migsny — Bioshop

Ekstrakt drozdzowy — Bioshop

Hydrolizat kazeiny — Bioshop
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Dimetylosulfotlenek— Sigma-Aldrich
Kwas borowy — Bioshop

TRIS — Bioshop

Mocznik — Bioshop

EDTA, 0,5 M, pH 8,0 — Bioshop
Glukoza — Bioshop
Wodorofosforan dipotasu — Poch
Diwodorofosforan potasu — Poch
Siarczan magnezu VI — Bioshop
Cytrynian zelaza — Bioshop
Chlorek cynku— Bioshop
Chlorek magnezu — Bioshop
Chlorek zelaza — Bioshop
Cytrynian sodu — Bioshop
Chlorek miedzi — Bioshop
Chlorek kobaltu — Bioshop
Molibdenian sodu — Bioshop
Chlorek wapnia — POCH
Chlorek manganu — Bioshop
Chlorek potasu — Bioshop

Chlorek manganu — Bioshop

Cytrynian zelazowo-amonowy — Sigma-Aldrich

Octan sodu — Bioshop

Kwas octowy — Chempur
Dodecylosiarczan sodu — Bioshop
Nadsiarczan amonu - Sigma-Aldrich
Wodorotlenek sodu — Chempur

N,N,N’,N'-Tetrametyloetylenodiamina — Bioshop

L-Glutamina — Bioshop
L-Tryptofan — Sigma-Aldrich
L-Glicyna — Sigma-Aldrich
L-Lizyna - Sigma-Aldrich

S-adenozylometionina — Sigma-Aldrich
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[metyl-*H]SAM — Hartmann Analytic
[y-**P]JATP — Hartmann Analytic

« Plyn scyntylacyjny — Perkin Elmer
« Kwas metylonikotynowy — Sigma-Aldrich
1,1’-karbonyloimidazol — Sigma-Aldrich

6.3.5 Standardy do oznaczania wielkos$ci kwaséw nukleinowych

Do okreslania wielkosci kwaséw nukleinowych wykorzystano marker wielkosci RNA
RiboRuler Low Range RNA Ladder, ready-to-use firmy Thermo Fisher Scientific oraz GeneRuler
GeneRuler 100 bp DNA Ladder, ready-to-use (Rysunek 63).

RiboRuler™ Low Range RNA Ladder | | GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
bases ng/2l bases 0'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
ready-to-use
1000 bpngl0Spg % bp
— 800
_ 600 56
= 000 140 o 56 — 3000
g 140 56 - 2000
& 140 — 400 123 - 130
§ 140 54 g‘%)
3 140 — 200 -5 54 — 00
140 -1 54 700
3 g 54 600
i 140 g 'gf. 500
k-4 i s 60 <
2 — 200 2 400
2 o 60
@
g % 60 — 300
& g 2
2l of 401831 Aan, Z £ 200
&cm length gel, = = 2 G
2 — 100 o £
z g
£ £ — 100
& =
2 plof #5M1831/lane, £
20 cm kength gel, 0.5 patane, 20 cm length gel,
1XTEE, 8 Wem 1XTAE, 8 Vfem,3 h

Rysunek 63. Markery wielkosci RNA — RiboRuler Low Range RNA Ladder, ready-to-use Thermo Fisher Scientific oraz
DNA — GeneRuler 100 bp DNA Ladder, ready-to-use. Ze strony producenta.
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6.4 Hodowla bakterii Bacillus subtilis

Bakterie
Jako organizm modelowy postuzyly bakterie nalezace do szczepu Bacillus subtilis
subspecies  subtilis  strain 168, ktory jest auksotrofem wzgledem tryptofanu.

Pelna genomowa sekwencja zostata pobrana z bazy GeneBank, numer dostepu AL009126.3:

Genom CG% | Bialka Geny rRNA tRNA Inne RNA | Pseudogeny | Operony | Gen/operon
4,22 Mb 435 4237 4,536 30 86 95 88 300 3

Pozywki

Bulion odzywczy (11)

« 4g—pepton

« 0,4 g-—wyciag migsny

« 5,6 g— hydrolizat kazeiny
o 1,7 g — ekstrakt drozdzowy
« 3,59 chlorek sodu

Pozywka sporulacyjna stala — medium SP (ang. sporulation medium) (1 1)
« 8 ml—bulion odzywczy

« 1 mM - siarczan magnezu

« 13,4 mM — chlorek potasu

« 209/l —agar

Wysterylizowac, po czym doda¢ bezposrednio przed wylaniem:

« 0,5mM — chlorek wapnia

« 10 uM — chlorek manganu

o 13,4 uM — cytrynian zelazowo-amonowy
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Pozywka zdefiniowana do hodowli bakterii B. subtilis (1 I)
. 8 mM — wodorofosforan dipotasu

« 4,4 mM — diwodorofosforan potasu
« 27 mM - glukoza

« 0,3mM - cytrynian sodu

« 15 mM - L-glutamina

« 0,244 mM — L-tryptofan

« 33,g uM — cytrynian zelaza

« 2 mM —siarczan magnezu

« 0,61 mM — chlorek magnezu

« 49,5 uM — chlorek wapnia

o 49,9 uM — chlorek zelaza

« 5,05 uM - chlorek manganu

« 12,4 uM — chlorek cynku

o 2,52 uM — chlorek miedzi

« 2,5 uM —chlorek kobaltu

« 2,28 uM — molibdenian sodu
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6.5 Startery i Oligomery DNA

Wszystkie startery zostaty zaprojektowane przy uzyciu programu Primer-BLAST,
dostepnego na stronie NCBI. Temperatura topnienia wszystkich starterow byta zblizona i wynosita
~60°C. Startery do reakcji PCR charakteryzowaly si¢ dtugoscia od 19 nt do 26 nt, wickszos¢
0 dhugo$¢ 20-21 nt. Oligomery DNA uzyte podczas eksperymentow zostaly zsyntetyzowane

w firmie Sigma-Aldrich lub w firmie Genomed.

Tabela 9. Startery do reakcji RT-qPCR
Gen Starter Sekwencja 5'-3’

samT gPCR F CAGCCATGACCAAGGTGCTA

samT samT gPCR R1 AGACTTTGTCAGTGATTTTGTCTCTTC
samT gqPCR R2 ATAATGTTGGCTCCCGCTTCA
metIC gPCR F TCAGCAACCGGCTTGTTTTG
metIC metIC qgPCR R1 GAAGGGGTTTAACGCTTCTTCTT
metIC qPCR R2 TAGCGATCGCGTCCTCAAC
metE gPCR F TTGGCCTTTTGACCCCAACA
metE metE gPCR R1 ATGGAATTAGCACCGTGCCTT
metE qPCR R2 GCACAACATCAATCTGCTGGTC
mtnKA gPCR F GAGAGTTGGGCGAGGGATTT
mtnKA mtnKA gPCR R1 CACCGTGCCTTAAGAGACCA
mtnKA gPCR R2 TTTGCATACGGAACCGCCT
mtnWXBD qPCR F CAAGAGCAGGCAGAGGGAC
mtnWXBD mtnWXBD gPCR R1 AGGTTTCGTTTCTCGTCCGAA
mtnWXBD gPCR R2 GCAGCAGTTCCCTCTCTCTC
cysH gPCR F TATACAAGAGCGGCTGAGGGA
cysH operon cysH gPCR R1 TCCGGCGGAAAGAAAGACAG
cysH gPCR R2 CTCAATTCCGAAACTGCAGGC
metK gPCR F CCCTATGAAGCCCAGCAACC
metK metK gPCR R1 TGGTCTTTGTCCTTTCACTCT
metK qPCR R2 GAACCAAACCTGTTGTCACAGATG
metNPQ gPCR F TGGAGGGAAGTGCCCTATGA
metNPQ metNPQ gPCR R1 GCACACTTGAGCAGAAAGGC
metNPQ gPCR R2 TCTCAAGGCCGTTCAGCAG
yxjH gPCR F AAGAGAGGTGGAGGGACTGG
yxjH yxjH gPCR R1 AACGATCAAATCTCCGCCTCA
yxjH qPCR R2 GTTCCGCTGTCATCTCACCA
yxjG qPCR F AAGAGAGGTGGAGGGACTGG
yXjG yxjG qPCR R1 AGGAAGAGCTTGCGTGACAA
yxjG gPCR R2 AAGCTGCTCAGCGGTCATT
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Tabela 10. Startery do reakcji ddPCR.
Gen Starter

gyrA ddPCR F1
gyrA ddPCR R1
gyrA ddPCR F2
gyrA ddPCR R2
gyrA ddPCR F3
gyrA ddPCR R3
samT ddPCR F1
samT ddPCR R1
samT ddPCR F2
samT ddPCR R2
samT ddPCR F3
samT ddPCR R3
metIC ddPCR F1
metIC ddPCR R1
metIC ddPCR F2
metIC ddPCR R2
metIC ddPCR F3
metIC ddPCR R3
metE ddPCR F1
metE ddPCR R1
metE ddPCR F2
metE metE ddPCR R2
metE ddPCR R2*
metE ddPCR F3
metE ddPCR R3
mtnKA ddPCR F1
mtnKA ddPCR R1
mtnKA ddPCR F2

gyrA

samT

metIC

mtnKA
mtnKA ddPCR R2
mtnKA ddPCR F3
mtnKA ddPCR R3
mtnWXBD ddPCR F2
mtnWXBD

mtnWXBD ddPCR R2

cysH ddPCR F2
operon cysH

cysH ddPCR R2
yoaDBC ddPCR F2
yoaDBC
yoaDBC ddPCR R2
metK ddPCR F2
metK
metK ddPCR R2
metNPQ metNPQ ddPCR F2
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Sekwencja 5'-3'
ATGAGTGAACAAAACACACCAC
GCTTGTCACTTGTCATGCCT
GCATGACAAGTGACAAGCCT
TCTGTATAACGCATGGCCGC
CCGAGAACAACGGCCAACTA
GCAACATGCTCTTCTTCTGCC
ACACGAAAATTTCATATCCGTTCT
TGTCTCTTCTTATCTTCCAAGCTGT
AAGCTCGAACAGCTTGGAAGA
TAGGAGTAGAGGAGCGTCCC
GCCCATGCCGGTGAAGATAA
ATGATGTGAGCTCAGCGGTT
CGATATTTCTTATCGTGAGAGGTGG
CGCTTCTTCTTATCTTCCAAGCA
TCAGCAACCGGCTTGTTTTG
CTTCATCGCTACGGTTCCCA
GGATATTCCTGAAGAGATCCGCA
GCTCCCTCTTTGACCTGACA
CTCTTATCGAGAGTTGGGCGAG
ACGTAAAACACTGCCTCTCTCA
AGGGATTGGCCTTTTGACCC
CATTCCCGGTTCAGTCCGAT
AAACACTCTCTTTCACCCGC
AATCGGACTGAACCGGGAAT
TCAACTGGATCCCGAAACGG
TTATCGAGAGTTGGGCGAGG
ACATCTATGTCCGCCTCTCTT
TTCCATTGTGAAATGGGGCG
CCACAGCGGAGCTTTCATTT
AGAAGCAATCGGATTTGCGG
GTTTTGAATTCCGAACGTTTTTCG
CAGCTAGCGGCTGAGAGATAA
AGTCCAGGAGCCTACTGTCA
TGTAAGGTGCTACTTCCAGCA

TGTAATCGTTGGTTCTTCCCA

AGGTTTATACCGGCGTCTGC
TCCTCCCGATATGCCCTACC
AGCGATAAGAGTGAAAGGCACA
TGCCCCTCCGTAACAGATTC
CACGAAGCGTTCAGCTTTGA
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metNPQ ddPCR R2 CGAGACGTTTTGGACAGCAT

ilE yxjH ddPCR F2 CTTGCAGATGAGGCGGAGAT
yxjH ddPCR R2 AAGGTTGAGATTGTCACGCAAG
e yxjG ddPCR F2 AGTGATTTTTGTTCTGCGGGTG

yxjG ddPCR R2

CGTTCCGTTCCGGTAAAGGA

Tabela 11. Startery do transkrypcji in vitro. Niebieski kolor —sekwencja promotora, podkres§lony i pogrubiony nukleotyd —
pierwszy transkrybowany nukleotyd .

Gen Starter Sekwencja 5'-3'
samT samT T7 F TAATACGACTCACTATAGGGAGAACACGAAAATTTCATATCCGTTCT
metIC metIC T7 F TAATACGACTCACTATAGGGAGACGATATTTCTTATCGTGAGAGGTGG
metE metE T7 F TAATACGACTCACTATAGGGAGACTCTTATCGAGAGTTGGGCGAG
_ TCGCAATGATTGACACGATTCCGCTTGACGCTGCGTAAGGTTTTTGTAATTTT
metE metE E.coli F
ACAGGCACTCTTATCGAGAGTTGGGCG
mtnK mtnKA T7 F TAATACGACTCACTATAGGGAGATTATCGAGAGTTGGGCGAGG
mtnWXBD | mtnWXBD T7 F TAATACGACTCACTATAGGGAGATCTATATTTTCTTATCAAGAGCAGGCA
yfmG yfmG T7 F TAATACGACTCACTATAGGGAGAGACTATTCTATCAATATTCAGGGAACC
_ TCGCAATGATTGACACGATTCCGCTTGACGCTGCGTAAGGTTTTTGTAATTTT
yfmG yfmG E.coli F
ACAGGCAGTTTATTTAAGTTCTCTGAC
yfgmG YfmG R1 TGTTAGCCCGGTTCTTTATACT
yfgmG yfmG R2 TCGTAATTTGACTCTATTAATGCAA

Tabela 12. Oligomery DNA do reakcji ciecia RNaza H

Gen Starter Sekwencja 5'-3’
gyrA Oligomer DNA 15 nt GCTGAATCACCGTGC
gyrA gyrA Oligomer DNA 20 nt ATACCGCTGAATCACCGTGC
gyrA Oligomer DNA 25 nt TTCATATACCGCTGAATCACCGTGC
samT samT Oligomer DNA GCCTCCTTTATTCACATCAGCAAG
metIC metIC Oligomer DNA TTATTTTGAAAAGGGAAGGT
metE metE Oligomer DNA GGCTGCTAAGAGGTTTTCTCAC
mtnKA mtnKA Oligomer DNA TTATGTAATTAATTAATATGTGGCCG
mtnWXBD mtnWXBD Oligomer DNA GAGCTCCTTTCATTTTCATCCATATC

operon cysH

cysH Oligomer DNA

CGCGGCTGCTGATATACAGATAG

yoaDBC yoaDBC Oligomer DNA GCAAAACATCCTTTTCATCGTATTTTTC
metK metK Oligomer DNA GAACTCGCTCCCTCTTATACAATGTAC

metNPQ metNPQ Oligomer DNA GAACTCGCTCCCTCTTATACAATGTAC
yxjH yxjH Oligomer DNA CGCCTCTTTTCTGAAATATTAAGC
yxjG yxjG Oligomer DNA GTCCATTCCTTCTTTCCATTCAAATAT
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Tabela 13. Startery i oligomery do sekwencjonowania Term-SHAPE-seq
Nazwa Sekwencja 5'-3’
3’ Linker 5TApp/CTGTAGGCACCATCAAT/3'ddC
5'Ap/GATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTAGATCTCGGTGGTCGC/iSpl8/TTCGAACG

Starter RT TGTGCTCTTCCGATCTATTGATGGTGCCTACAG
F seq AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC
R1 seq CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCTGCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCG
R2 seq CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCGTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCG
R3 seq CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGACGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCG
R4 seq CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTACGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCG

6.6 Protokoly

6.6.1 lzolacja genomowego DNA (gDNA)

Do izolacji gDNA pobrano 2 ml hodowli bakterii B. subtilis 0 ODew od 0,8 do 1
do probowek Eppendorfa. Bakterie zwirowano w temperaturze pokojowej przez 5 min
z predkoscig 5000 rcf, po czym zdekantowano supernatant. Bezposrednio przed izolacja
do zimnego roztworu do izolacji DNA dodano lizozym w stezeniu koncowym 2 mg/ml
oraz RNaz¢ A 100 mg/ml, po czym do osadu bakterii dodano 500 pul tak przygotowanego roztworu.
Zawieszone bakterie inkubowano 10 min na lodzie. Nastgpnie dodano 50 pl 10% SDS
i inkubowano w temperaturze 37°C przez 5-10 min, az zawiesina byla Kklarowna.
Do kazdej probki dodano 550 ul fenolu (pH 6,0) (proporcja 1:1), po czy wymieszano przez
obracanie. Nastgpnie kazdg probke zwirowano w temperaturze 4°C z predkoscig 12 000 rcf przez
15 min, po czym przeniesiono fazg wodng (gorna) do nowej probowki. Do roztworu dodano
550 pl chloroformu, probki ponownie zwirowano, a oczyszczong faz¢ wodnag przeniesiono
do nowej probowki. DNA stragcano przez dodanie 0,1 objetosci 3M NaOAc, 2,5 objetosci EtOH
oraz 1 pl GlycoBlue Coprecipitant [15 mg/ml]. Po dodaniu powyzszych odczynnikow DNA
umieszczano na 15 min w temperaturze -80°C, nastgpnie probki zwirowano przez 5 min.
w temperaturze w 4°C z maksymalna predkosciag. Po wirowaniu usuni¢to supernatant osad

osuszono w temperaturze pokojowej przez 15 min i zawieszono w 50 ul sterylnej wody.
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6.6.2 lzolacja catkowitego RNA

Do izolacji catkowitego RNA wykorzystano zestaw GeneMATRIX Universal RNA
Purification Kit firmy EURX. Procedurg przeprowadzono zgodnie z protokotem zatgczonym przez
producenta. Do izolacji RNA uzyto osadu bakterii uzyskanego po zwirowaniu 2 ml hodowli
0 ODg00=0,8 — 1 w temperaturze pokojowej, przez 5 min. z pr¢dkoscig 5 000 rcf Oczyszczony RNA

zawieszono w 40 ul buforu do elucji dotgczonym przez producenta.

6.6.3 Ekstrakcja kwaséw nukleinowych z zelu poliakryloamidowego

Po elektroforezie, zel poliakryloamidowy umieszczono na transiluminatorze, po czym przy
uzyciu  skalpela wycieto prazki odpowiadajace pozadanym  fragmentom RNA.
Wycigte pasma zelu rozdrobniono, umieszczono w probowce Eppendrofa i inkubowano

w buforze do ekstrakcji z zelu przez noc w temperaturze pokojowej z wytrzasaniem 1000 rpm.

6.6.4 Stracanie kwaséow nukleinowych

RNA stracano dodajac do probki: 0,1 objetosci 3M octanu sodu, 1 pl GlycoBlue
Coprecipitant oraz 2,5 objetosci 96% etanolu. Probki stragcano przez 30 min W temperaturze
-80°C lub przez noc w temperaturze -20°C. Po stracaniu probki wirowano w temperaturze 4°C przy
14 000 rcf przez 30 min. Supernatant usuni¢to, a 0sad suszono i rozpuszczano w sterylnej wodzie

wolnej od RNaz.

6.6.5 Elektroforeza kwaséw nukleinowych

Zel poliakryloamidowy (PAA) w warunkach denaturujacych

Metodg t¢ wykorzystywano do analizy catkowitego RNA, transkryptow oraz fragmentow
cDNA otrzymanych w reakcji odwrotnej transkrypcji z radioaktywnie znakowanymi starterami.
Do rozdzialu czasteczek RNA stosowano zel poliakryloamidowy o usieciowaniu 29:1
(stosunek wagowy akryloamidu do bisakryloamidu) z 7 M mocznikiem oraz bufor
elektroforetyczny 1x TBE. Procentowos$¢ zelu wynosita 8 - 12% w zaleznosci od dtugosci
rozdzielanych fragmentéw. Probki RNA obcigzano buforem obcigzajagcym 6x stgzonym,
a jako marker wielko$ci uzyto RiboRuler Low Range RNA Ladder, ready-to-use.
Elektroforeze¢ poprzedzata preelektroforeza prowadzona przy nat¢zeniu pradu 30 mA, przez 20

min. Podczas witasciwego rozdziatu elektroforetycznego stosowano natezenie pradu 30 mA.
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Wielko$¢ szyb do elektroforezy to 16,5 x 14,5 cm lub 16,5 x 22 cm, w zaleznosci od pozadanego
rozdzialu RNA. Do wizualizacji zelu wykorzystywano systemy do dokumentacji zeli G:Box, badz
(w przypadku cDNA) wykorzystywano: autoradiografie po znakowaniu radioizotopowym, ekrany
odwzorowujace po rozdziale elektroforetycznym produktow reakcji odwrotnej transkrypcji

z radioaktywnie znakowanym starterem DNA.

Zel agarozowy

Elektroforeze¢ DNA 1 RNA na zelu agarozowym stosowano do analizy fragmentow
otrzymanych metoda PCR, gDNA lub catkowitego rRNA. W zaleznos$ci od dlugosci rozdzielanych
fragmentow stosowano 0,5 - 2% (w/v) zel agarozowy z barwnikiem fluorescencyjnym 1x SYBR
Safe DNA Gel Stain, a jako bufor elektroforetyczny stosowano 1x TBE. Probki DNA obcigzano
roztworem do obcigzania probek DNA, w stosunku 5:1. Elektroforez¢ prowadzono w temperaturze
pokojowej przy statym napigciu 80—120 V w zaleznos$ci od dtugosci zelu. Do wizualizacji zelu

wykorzystano DNA systemy do dokumentacji zeli G:Box firmy SynGene.

6.6.6 Analiza jako$ciowa i iloSciowa kwasow nukleinowych

Pomiar z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop One

Stezenie kwasow nukleinowych w probce oznaczono na podstawie pomiarow absorbancji
przy dhugosci fali 260 nm z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop One Microvolume UV-
Vis Spectrophotometer. Czysto§¢ kwasdéw nukleinowych okre§lono na podstawie stosunku
absorbancji mierzonej przy dtugosci fali 260 nm do absorbancji mierzonej przy dlugosci fali 280
nm (A260/280) i stosunku absorbancji mierzonej przy dilugosci fali 260 nm
do absorbancji mierzonej przy dhugosci fali 230 nm (A260/230). Za odpowiednio czyste byly
uwazane probki, ktorych A260/280 1 A260/230 wynosity ok. 2,0-2,2.

Pomiar z wykorzystaniem analizatora kapilarnego Agilent 2100 Bioanalyzer

Podczas przygotowywania biblioteki do sekwencjonowania analiz¢ jako$ciowa
i ilosciowg kwasow nukleinowych wykonano przy uzyciu analizatora kapilarnego Agilent 2100
Bioanalyzer z wykorzystaniem zestawu Agilent High Sensitivity DNA Kit. Procedurg

przeprowadzono zgodnie z protokotem zatgczonym przez producenta.
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6.6.7 Transkrypcja in vitro w wykorzystaniem polimerazy T7

Pierwszym etapem bylto przygotowanie matrycy DNA, zawierajacej sekwencje promotora dla
polimerazy T7, caly ryboprzelacznik oraz fragment poczatkowej sekwencji ORF.
W tym celu przeprowadzono reakcje PCR z odpowiednio zaprojektowanymi starterami.
Starter forward zawieral dodatkowa sekwencje promotora dla wirusowej polimerazy T7
(Tabela 11). Komponenty reakcji PCR: 10,5 pl H20, 1ul mieszaniny starterow forward i reverse
(Tabela 10, Tabela 11) [4 uM kazdy], 1ul gDNA [100 ng/ul], 12,5 ul DreamTaq PCR Master Mix
(2x). Program reakcji: 95°C — 3 min, (95°C — 30 sek, 60°C — 30 sek , 72°C — 1 min) x 25, 72°C —
5 min, 10°C — oo. Produkty zostaly nastgpnie oczyszczone przy uzyciu zestawu GeneJET PCR
Purification Kit. Oczyszczona matryca DNA zostata zawieszona w 50 pl buforu do elucji.
Tak przygotowany DNA zostal wykorzystany jako matryca do transkrypcji in vitro
z wykorzystaniem zestawu MEGAscript T7 Transcription Kit .Do reakcji uzyto 8 ul matrycy DNA
z sekwencja promotora dla polimerazy T7. Reakcje przeprowadzono zgodnie z protokolem
zalagczonym przez producenta. Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C przez 4 h.
Po reakcji transkrypcji in vitro z kazdej probki usunieto pozostatosci DNA dodajac 1 ul DNazy 1
[2 U/ul]. Tak uzyskane transkrypty oczyszczono przy uzyciu zestawu GeneMATRIX Universal
RNA Purification zgodnie z protokotem zalaczonym przez producenta. Oczyszczony RNA

zawieszono w 40ul buforu do elucji.

6.6.8 Transkrypcja in vitro z wykorzystaniem polimerazy E. coli

Pierwszym etapem bylo przygotowanie matrycy DNA, zawierajacej sekwencje promotora E. coli,
caty ryboprzetacznik oraz fragment poczatkowej sekwencji ORF. W tym celu przeprowadzono
reakcje PCR z odpowiednio zaprojektowanymi starterami. Starter forward zostal zawierat
dodatkowa sekwencj¢ promotora dla bakteryjnej polimerazy E. coli z genu gapAP1 (Tabela 11).
Komponenty reakcji PCR (25 ul): 10,5 pl H20, 1ul mieszanina starterow forward i reverse [4 uM
kazdy] (Tabela 10, Tabela 11), 1 ul gDNA [1 pg/ul], 12,5 ul DreamTaq PCR Master Mix (2x).
Program reakcji: 95°C — 3 min, (95°C — 30 sek, 60°C —3 0 sek, 72°C — 1 min) x 40, 72°C — 5 min,
10°C — 0. Produkty zostaly nastgpnie oczyszczone przy uzyciu zestawu GeneJET PCR Purification
Kit. Oczyszczona matryca DNA zostata zawieszona w 50 ul buforu do elucji dotagczonym przez
producenta. Tak przygotowany DNA zostal wykorzystany, jako matryca do transkrypcji in vitro
z wykorzystaniem polimerazy RNA z bakterii E. coli — \E. coli RNA Polymerase, Holoenzyme.
Komponenty reakcji transkrypcji in vitro: 5 pul matrycy DNA, 2ul bufor reakcyjny (5x), 1 ul SAM
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[r6zne stezenia], 0,5 ul NTPs [10 mM], 0,5ul Inhibitor RNaz [40 U/ul], 1 ul polimeraza RNA E.
coli. Probki inkubowano w 37°C przez noc. Po reakcji transkrypcji in vitro z kazdej probki usunigto
pozostatosci DNA dodajac 1 pul DNazy I [2 U/ul] oraz inkubujac w 37°C przez 15 min. Na koncu
dodano 1 ul EDTA [50 mM].

6.6.9 Odwrotna transkrypcja (RT)

Odwrotna transkrypcja byta przeprowadzona z wykorzystaniem zestawu do transkrypcji
SuperScript IV Reverse Transcriptase. Reakcje prowadzono zgodnie z protokotem zatgczonym
przez producenta. Do przepisania czasteczki RNA na cDNA wykorzystano heksamery o losowej
sekwencji. W zaleznos$ci od eksperymentu uzyto od 100 ng do 1pg RNA jako matrycy. Mieszaning

inkubowano 23°C przez 10 min, 55°C przez 10 min oraz 80°C przez 10 min.

6.6.10Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Reakcja PCR byla przeprowadzona z uzyciem odczynnika DreamTagq PCR Master Mix
(2x). W pierwszym etapie przygotowano mieszanin¢ reakcyjna: 10,5 pl H20, startery forward
i reverse (Tabela 9, Tabela 10) [4 uM kazdy], gDNA lub ¢cDNA [100 ng lub 1 ng], 12,5 ul
DreamTaq PCR Master Mix (2x). Program reakcji: 95°C — 3 min, (95°C — 30 sek, 60°C — 30 sek,
72°C —1 min) x 35, 72°C — 5 min, 10°C — o. Produkty zostaty nastepnie oczyszczone przy uzyciu
zestawu GeneJET PCR Purification Kit. Oczyszczony produkt amplifikacji zostat zawieszony

w 50 ul buforu do elucji.

6.6.11Emulsyjny PCR w czasie rzeczywistym (ddPCR)

Do przeprowadzenia reakcji emulsyjnego PCR w czasie rzeczywistym uzyto Systemu QX200
Droplet Digital PCR (ddPCR) System oraz wszystkich akcesoriow i odczynnikoéw firmy Bio-Rad
Laboratories. Pierwszym etapem bylo przygotowanie mieszaniny reakcyjnej: 4 ul H20, 1 pl
mieszaniny starterow forward i reverse (Tabela 10) [4 uM kazdy], 5 ul cDNA [20 ng/ul], 10 pl 2x
QX200 ddPCR EvaGreen Supermix. Tak przygotowang mieszaning przeniesiono na kartridz,
wraz z olejem do generowania kropel, po czym przykryto uszczelka. Gotowy kartridz umieszczono
w generatorze kropel. Nastepnie przygotowang emulsje kropel zawierajacych sktadniki mieszaniny
PCR przeniesiono na ptytke 96-dotkowa, ktorg w dalszej kolejnosci zasklepiono specjalng folig

aluminiowg. Ptytka zostala umieszczona w termocyklerze a reakcja PCR zostata przeprowadzona
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zgodnie z programem: 95°C — 5 min, (95°C — 30 sek, 55°C — 30 sek, 72°C — 45 sek) x 40, 72°C —
2 min, 4°C — 5 min, 90°C — 5 min, 10°C — o0. Dla kazdego etapu dodatkowo zostat ustawiony skok
temperatury 2°C/sek. Po reakcji PCR ptytke przeniesiono do czytnika kropel w celu pomiaru

stezenia RNA w badanych probkach.

6.6.121losciowy PCR w czasie rzeczywistym — RT-qPCR

Do przeprowadzenia PCR w czasie rzeczywistym uzyto systemu Agilent Mx3000P.
Pierwszym etapem bylo przygotowanie mieszaniny reakcyjnej: 14 pl H20, 1 ul mieszanina
starterow forward i reverse (Tabela 9) [4 uM kazdy], 1 ul cDNA [100 ng/ul], 4 ul HOT FIREPol
EvaGreen qPCR Mix (5x). Reakcja RT-gPCR zostata przeprowadzona zgodnie z programem:
95°C-12 min., (95°C-15 sek., 60°C-20 sek., 72°C-20 sek) x 40. Pomiar fluoresencji byt
dokonywany w fazie 72°C kazdego cyklu. Swoisto§¢ amplifikowanych celéw oceniano
za pomocg analizy krzywej topnienia od 55°C do 95°C w przyrostach co 0,5°C, mierzac
fluorescencje w kazdej temperaturze po ostatnim cyklu. Wszystkie pary starterow badano
pod wzgledem wydajnosci amplifikacji z seryjnym rozcienczeniem 4x logio losowej probki cDNA
w trzech powtorzeniach. Wszystkie badane startery spetniajg kryteria wydajnosci 90-110 %
i R?>0,985. Wyniki wyrazono, jako wzgledng ilo$¢ zgodnie z réwnaniem RQ=242CHSE
Poziom transkryptow FL (Startery 2) zostal znormalizowano wzgledem sumy transkryptow

FLiTT (Startery 1) (Tabela 9).

6.6.13Synteza imidazolidu kwasu 2-metylonikotynowego (NAI)

137 mg [1 mmol] kwas metylonikotyniwego rozpuszczono w 0,5 ml bezwodnego DMSO.
Nastepnie w 0,5 ml DMSO rozpuszczono 162 mg [I mmol] 1,1’-karbonyloimidazolu.
Do roztworu kwasu metylonikotynowego kropelkami dodawano 1,1'-karbonyloimidazol przez
5 min. Tak otrzymany roztwdr mieszano przez 15 min w otwartym naczyniu, W temperaturze
pokojowej przez godzing. W ten sposob uzyskano NAI [1 M], uzywany do pdzniejszych analiz.

Reakcja przebiegta zgodnie z rGwnaniem:

i Ji§ i
AN OH DMSO
N = \~/ NG = -
kwas 2-metylonikotynowy 1,1'-karbonyloimidazol NAI
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6.6.14Mapowanie struktury drugorzedowej metoda SHAPE

Znakowanie starteréw na koncu 5’ izotopem 3°P

Mieszanina reakcyjna zawierata: 100 pmoli startera reverse ddPCR R1 lub R2
(Tabela 10), 2 ul [y-32P]ATP o aktywnosci 4 000 — 5 000 Ci/mmol, 1ul T4 PNK (10x) oraz 1 pl
T4 kinazy polinukleotydowej [10 U/ul]. Przed reakcja przeprowadzono denaturacje¢ RNA
w temperaturze 100°C przez 2 min, a nastgpnic probke schtadzano w lodzie przez 10 min.
Po dodaniu enzymu reakcje prowadzono przez 30 min w temperaturze 37°C. Znakowane startery
oczyszczano w 8% zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych, wizualizowano przez
autoradiografi, wycinano z zelu, eluowano, stragcano, wirowano 1  suUszono.

Poziom radioaktywnosci starteréw zmierzono za pomocg licznika scyntylacyjnego.

Mapowanie struktury drugorzedowej RNA z wykorzystaniem techniki SHAPE

Przed reakcja modyfikacji, probki zawierajace 30 pmoli mRNA zawieszonego w buforze
SHAPE inkubowano wraz z ligandem lub mieszaning ligandow przez 24 h w temperaturze
pokojowej. Nastepnie do kazdej mieszaniny reakcyjnej dodawany byt NAI, rozpuszczony
w bezwodnym DMSO, o stezeniu koncowym 100 mM. Roéwnoczesnie przygotowane byly takze
dwie reakcje kontrolne zawierajace te samg ilos§¢ mRNA oraz bufor o takim samym sktadzie,
lecz nie zawierajace ligandu. Do pierwszej reakcji kontrolnej dodany byt NAI o stezeniu
koncowym 100 mM, natomiast do drugiej dodany zostal bezwodny DMSO
(NR, ang. no reaction). Reakcje modyfikacji prowadzono przez 15 min w temperaturze 37°C,
po czym zatrzymano dodajagc DTT o stezeniu koncowym 10 mM. Nastepnie mRNA stracano,
wirowano, suszono i rozpuszczano w H>O. W kolejnym etapie, wykonywano reakcje odwrotnej
transkrypcji z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy SuperScript IV 1 radioaktywnie
znakowanego startera DNA. Produkty reakcji analizowano w 8% zelu poliakryloamidowym
w warunkach denaturujgcych. Zel przeniesiono nastepnie na bibute Whatman 3 mm firmy
Sigma-Aldrich, po czym wysuszono na suszarce do zeli poliakryloamidowych i umieszczono

w kasecie wraz z ekranem do naswietlania. Ekran sczytano w skanerze radioaktywnosci

6.6.15Wyznaczanie Kq metod3 filtracji membranowej
W celu okreslenie stalej dysocjacji Kg w pierwszej kolejnosci wyznaczono krzywa wigzania

ryboprzetacznik:ligand wykorzystujac  technikg filtracji membranowej. Fragmenty RNA
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obejmujace sekwencje¢ ryboprzetacznika zostal zsyntetyzowany z wykorzystaniem transkrypcji
in vitro T7 przeprowadzonej zgodnie z procedura opisang w Rozdziale 6.6.7.
Tak przygotowane ryboprzetaczniki inkubowano wraz z innymi komponentami w 65 °C przez
5 min, a nastgpniec 45°C przez 30 min. Sktad mieszaniny reakcyjnej: 2,5 nM RNA
(ryboprzetacznik), 2l bufor do transkrypcji in vitro T7 (5x), od 28 do 1800 nM [metyl-*HSAM,
dopeti¢ H20 do 10 pl. Nastgpnie probe naniesiono na §rodek membrany Amersham Hybond-N+
po czy przeplukano dwukrotnie 200 ul buforu transkrypcji in vitro T7 (1x). Zestaw do saczenia
sktadat si¢ z pompy, kolbki stozkowej oraz saczka. Kazdg probke umieszczono w probowce
Eppendorfa, zalano 1 ml plynu scyntylacyjnego firmy Perki Elmer, po czym zmierzono

radioaktywno$¢ w liczniku scyntylacyjnym.

6.6.16 Endonukleolityczne ciecie RNaza H

Reakcje te przeprowadzono z wykorzystaniem RNazy H zgodnie z protokolem
dostarczonym przez producenta. Dla transkryptow in vitro uzyte stezenie RNA wynosito 100 ng/ul
oraz od 100 pM do 10 uM. Dla transkryptéw ex vivo Stezenie catkowitego RNA wynosito 10 ng/ul
oraz od 10 nM do 5 pM. Proby inkubowano w 37°C przez 20 min, a nastgpnie w 65°C 10 min.

6.6.17Przygotowanie biblioteki do sekwencjonowania Term-SHAPE-Seq

Modyfikacja RNA przy uzyciu NAI in vivo

Do przygotowania RNA uzyto po 2 ml z hodowli bakteryjnej Met + i Met — 0 ODeoo 0,8 w
2 ml proboéwce Eppendorfa. Hodowle zwirowano przez 5 minut przy 6 000 rcf, usunigto
supernatant, a pozostaly osad zawieszono w 900 ul PBS. Nastepnie do jednej z probéwek dodano
100 pl T M NAI rozpuszczonego w DMSO lub tylko 100 ul DMSO, jako kontrola.
Tak przygotowane hodowle bakterii inkubowano w temperaturze pokojowej 15 min.
W taki sposob uzyskano cztery hodowle, stanowigce wyjsciowe RNA dla czterech bibliotek:

(i) Met+ NAI+, (i) Met+ NAI-, (iii) Met- NAI+, (iv) Met- NAI-.
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Izolacja RNA
Wszystkie przygotowane hodowle poddano nastepnie izolacji RNA przy uzyciu zestawu
GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit zgodnie z protokotem zataczonym przez

producenta. Oczyszczone RNA zawieszono w 40 pl buforu do elucji.

Eliminacja rRNA

Do przygotowania biblioteki wykorzystano po 5 pg catkowitego RNA z kazdej z czterech
przygotowanych hodowli. Nastepnie do usunigcia rRNA z puli catkowitego RNA wykorzystano
zestaw Ribo-Zero rRNA Removal Kits. Procedur¢ przeprowadzono zgodnie z protokotem

zatgczonym przez producenta.

Ligacja 3’ linkera

Kolejnym etapem przygotowania bibliotek bylo przylaczenie 3’ Linkera (Tabela 13),
zawierajacego sekwencje komplementarng do startera uzywanego do odwrotnej transkrypcji.
Ligacja 3’ linkera byta mozliwa dzigki temu, iz pierwszy nukleotyd z konca 5’ jest
rybonukleotydem, w zwigzku z tym czasteczki RNA oraz 3’ Linker mogg stanowi¢ substrat reakcji
ligacji przeprowadzonej przez ligazg RNA. Do kazdej probki dodano: 0,5 pl 3’ Linekra,
2 ul T4 RNA ligazy 2, 1 pl 0,1 M DTT, 6 pl 50% PEG 6000 oraz 2 pl buforu do ligazy (10x).
Inkubacje prowadzono w temperaturze 25°C przez 1,5 h. W celu usunigcia niezligowanych
czasteczek 3' Linkera przeprowadzono selekcje¢ fragmentow. W tym celu otrzymane probki RNA
zostaly poddane rozdziatowi elektroforetycznemu na 12% zelu PAA, zgodnie z procedurg opisang

w Rozdziale 6.6.5, a nastepnie ekstrakcji zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 6.6.3.

Odwrotna transkrypcja

Do odwrotnej transkrypcji  wykorzystano SuperScript 11 Reverse Transcriptase.
Reakcje przeprowadzono zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta. Do reakcji uzyto
300 ng RNA. Starter RT (Tabela 13) zwiera sekwencj¢ komplementarng do 3’ Linkera,
co pozwolito na wprowadzenie za jego posrednictwem sekwencji dla starterow forward F seq
(Tabela 13) oraz sekwencji dla starterow reverse: (R1 seq, R2 seq, R3 seq lub R4 seq (Tabela 13)
niezbednych do pozniejszej reakcji PCR. W celu usuni¢cia niewykorzystanych starterow
przeprowadzono selekcje fragmentéw zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 6.6.5.

Elucje DNA przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w Rozdziale 6.6.3
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Cyrkularyzacja
Otrzymane fragmenty cDNA poddano reakcji cyrkularyzacji z wykorzystaniem cyrkularnej
ligazy CircLigase sSDNA Ligase. Zastosowanie takiego niestandardowego podejscia podyktowane
bylo faktem, iz w przypadku linearnych czasteczek cDNA, w zalezno$ci od ostatnich nukleotydow
z konca 5’ jak i 3', adaptery niezbedne do sekwencjonowania sg przytgczane z r6zng wydajno$cig
[204]. Ma to bezposrednie przetozenie na wydajnos¢ amplifikacji poszczegolnych fragmentow
DNA, co z kolei skutkuje zafalszowang iloscig odczytow. Procedure przeprowadzono zgodnie
z protokolem zalagczonym przez producenta. Do reakcji uzyto 9 ul cDNA. W celu przetestowania
wydajnosci reakcji cyrkularyzacji, produkty sprawdzono na 12% zelu PAA zgodnie z procedura

opisang w Rozdziale 6.6.5.

Dolaczanie adapterow

Ostatnim etapem przygotowania biblioteki byto przylaczenie sekwencji adapterow
do sekwencjonowania z wykorzystaniem sekwenatora genomowego MiSeq Illumina.
W tym celu cyrkularne produkty reakcji poddano reakcji PCR uzywajac specjalnie
zaprojektowanych starterow: F seq, R1 seq, R2 seq, R3 seq lub R4 seq (Tabela 13),
komplementarnych do sekwencji Startera RT, zawierajacych sekwencje adaptera oraz tag
indywidualny dla kazdej biblioteki (starter reverse) (). Komponenty reakcji: 18 pl H20, 25 ul
Fusion buffer (2x), 1 u startera forward [100 uM], 1 ul startera reverse [100 uM], 5 ul cyrkularnego
cDNA. Program reakcji: 98°C — 30 sek, (98°C — 10 sek, 65°C — 30 sek, 72°C — 30 sek ) x 10, 72°C
— 5 min, 10°C — c. Po reakcji wszystkie biblioteki oczyszczono przy uzyciu zestawu MinElute

PCR Purification Kit, zgodnie z protokotem zalagczonym przez producenta.
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7 Wykaz Skrotow

[metyl-*H]SAM — SAM znakowany radioizotopem wodoru *H w grupie metylowej
[y-*P]ATP — ATP znakowane radioizotopem fosforu 32P w pozycji y

2'-dG — G'-deoksyguanozyna

3'UTR —region nieulegajacy translacji 3’ (ang. 3’ untranslated region)
5'UTR — region nieulegajacy translacji 5' (ang. 5’ untranslated region)

70S — rybosom bakteryjny

A —adenozyna

Aoeoi230 — Stosunek absorbancji mierzonej przy dtugosci fali 260 nm i 230 nm
Axeor280 — Stosunek absorbancji mierzonej przy dtugosci fali 260 nm i 280 nm
aaRS — aminoacylo-tRNA sytetaza

AdoCbl — adenozylokobalamina

ADP — adenozynodifosforan

AdV —adenowirus

Alac. —allolaktoza

AMP — adenozynomonofosforan

APS — adenozyno-5-fosfosiarczan

APS — nadsiarczan amonu

AqCbl — akwakobalamina

bp — para zasad (ang. base pair)

C - cytydyna

CAF — Amonu Zelaza cytrynian

CAMP — cykliczny adenozynomonofosforan

c-AMP-GMP — 5'-3'-cykliczny AMP-GMP

c-di-AMP — 5'-3'-cykliczny di-AMP

c-di-GMP — 5'-3'-cykliczny di-GMP

cDNA — komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

CDP — cytydynodifosforan

cpm — zliczenia na minut¢ (ang. counts per minutes)

C:— cykl progowy (ang. treshold cycle)

Da — dalton

ddPCR — emulsyjny PCR w czasie rzeczywistym (ang. droplet digital PCR)
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DHK-MTPen-1-P — 1,2-dihydroksy-3-keto-5-metylotiopenten-1-fosforan
Dis. — dyskryminator (ang. discriminator)
DK-MTP-1-P — 2,3-diketo-5-metylotiopentan-1-fosforan
DMSO - dimetylosulfotlenek
DNA — kwas deoksyrybonukleinowy
dNTP — trifosforan dowolnego deoksyrybonukleotydu
dSAM — dekarboksylowana S-adenozylometionina
DTT — ditiotreitol
ECso — potowa maksymalnego efektywnego stezenia (ang. half-maximal effective concentration)
Ext. — wydtuzony blok -10 (ang. extended -10)
F — starter forward
FL — transkrypty petnej dtugosci (ang. full-length)
FMN — mononukleotyd Flawinowy
G —glicyna
G — guanozyna
GDP — guanozynodifosforan
GFP — biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence protein)
GIcN-6-P — glukozamino-6-fosforan GIcN-6-P
GlIn — glutamina
Gly —glicyna
GMP - guanozynomonofosforan
GTP — guanozynotrifosforan
HK-MTPentyl-1-P — 2-hydroksy-3-keto-5-metylotiopentenyl-1-fosforan
ICso — potowa maksymalnego stezenia hamujacego (ang. half-maximal inhibitory concentration)
IF-3 — czynnik inicjacyjny-3 (ang. initation factor-3)
IR — wspotczynnik indukcji (ang. induction ratio)
K —lizyna
k/ul — ilos¢ kopii RNA na 1 pl
k/ul —ilos¢ kopii RNA na 1 pl roztworu
Kaq — krzywa dysocjacji
KMTB — 2-keto-4-metylotiomaslan
L — ligand
Lys — lizyna
M — marker wielkosSci
MeV — wirus odry

MIC — minimalne stezenie hamujgce (ang. minimum inhibitory concentration)
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Min — minuta
MiRNA — mikroRNA
Moco — kofaktor molibdenowy
mMRNA — RNA matrycowy (ang. messenger RNA)
MRSA — gronkowiec ztocisty oporny na metycyline (ang. methicyllin-resistant Staphylococcus aureus)
MTA — 5-metyloadenozyna
MTHF — metylotetrahydrofolian
MTR — 5-metylotioryboza
MTR-1-P — metylotiorybozo-1-fosforan
MTRu-1-P — 5-metylotiorybulozo-1-fosforan
Ns — heksamery o losowej sekwencji (ang. random hexamers)
NA — nie dotyczy (ang. not applicable)
NAI — imidazolid kwasu 2-metylonikotynowego
ND - nie oznaczono (ang. not determined)
Neg. — krople negatywne
NGS — sekwencjonowanie nowej generacji (ang. new generation sequencing)
NP — niespecyficzny produkt reakcji
NR — probka bez reakcji (ang. no reaction)
nt —nukleotyd
ODsoo — gesto$¢ optyczna mierzona przy dtugosci fali 600 nm (ang. optical density)
OH — grupa hydroksylowa
Oper. — operator
ORF — otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)
P — pseudowgzet
PAA — zel poliakryloamidowy
PAPS — 3-fosfoadenozyno-5-fosfosiarczan
PBS — domen¢ wiazaca RNA (ang. primary binding site)
PCR — tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
PEG - glikol polietylenowy
Poz. — krople pozytywne
ppGpp — tetrafosforan guanozyny
PRE — pH-metr (ang. pH-responsive RNA element)
PreQ: — prekweozyna;
Prom. — promotor

PRPP — pirofosforan fosforybozylu
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Q — glutamina

R — starter reverse

R? — wspotczynnika determinacji R?

RBS — miejsce wigzania rybosomu (ang. ribosome-binding site)

rcf — wzgledna sita odsrodkowa (ang. relative centrifugal force)

Reg. — gen regulatorowy

Rep. — repressor

RNA — kwas rybonukleinowy

RNAP — polimeraza RNA

RNAT — termometr RNA (ang. RNA thermometers)

Rof — rozeoflawina

rpm — obroty na minut¢ (ang. rotations per minute)

RQ — wzgledny poziom ekspresji (ang. relative quantity)

rRNA — rybosomalny RNA (ang. ribosomal RNA)

RT — odwrotna transkrypca (ang. reverse transcription)

RT-gPCR — ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym poprzedzony reakcja odwrotnej transkrypcji (ang.
reverse transcription quantitative polymerase chain reaction)

S —startery

SAH — S—adenozylohomocysteina

SAM - S-adenozylometionina

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SD — sekwencja Shine-Dalgarno

SDS — dodecylotiosiarczan sodu

SELEX — systematyczna ewolucja ligandow w technologii wzbogacenia wyktadniczego (ang. systematic
evolution of ligands by exponential enrichment)

SHAPE - acylacja grup 2'-hydroksylowych analizowana za pomocg reakcji odwrotnej transkrypcji (ang.
selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer extension)

snoRNA — male jaderkowe RNA (ang. small nucleolar RNA

SnRNA — mate niekodujace RNA, ang. small noncoding RNA)

SRH — S-rybulozohomocysteina

SRNA — mate bakteryjne RNA (ang. small RNA)

T — skrocone transkrypty (ang. truncated)

T — tymidyna

TBE — Triss, kwas borowy, EDTA.

TEC — transkrypcyjny kompleks elongacyjny (ang. transcription elongation complex)
TEMED — N,N,N’,N'-Tetrametyloetylenodiamina
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Term. — terminator

Ty — Cczas generacji

THF — tetrahydrofolian

TPP — pirofosforan tiaminy

Trans. — transkrypt

tRNA — transferowy RNA (ang. transfer RNA)

Trp — tryptofan

TTS — miejsce terminacji transkrypcji (ang. transcription termination site)
Tuco — kofaktor wolframowy

U —urydyna

UPG-III — uroporfirynogen-IiI

VEGF — czynnika wzrostu $§rodbtonka naczyniowego A (ang. vascular endothelial growth factor)
w/v — stosunek wagowo-objetosciowy

Weco — kofaktor wolframowy

Y — pirymidyna

ZTP — Rybonukleotyd aminoimidazolokarboksyamidu
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Rysunki

Rysunek 1. Budowa promotora bakteryjnego wraz z podjednostkami bakteryjnej polimerazy RNA. Ext. —
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Rysunek 2. Budowa i mechanizm dziatania operonow bakteryjnych na przyktadzie operonu lacZYA. A)
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Model allosteryczny Rho-zaleznej terminacji transkrypcji. Granatowe T — Kolejne nukleotyd, rézowe ramki
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Rysunek 12. Produkty PCR dla genéw metE i metlC. M — marker wielkosci, R1 — produkty starterow
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Rysunek 13. Zmiany wspotczynnika indukcji IR gendéw/operonéw kontrolowancyh ryboprzetgcznikiem
SAM w oé$miu punktach czasowych (0 h, 0,5h, 1 h,2h,4h, 6 h,8h, 16 h)....cccceeriiiiiiiiiie, 69
Rysunek 14. Srednie wartosci wspolczynnika indukcji IR gendw/operonéw kontrolowanych
ryboprzelacznikiem SAM w o$miu punktach czasowych (0 h, 0,5h, 1 h,2h,4h,6h, 8 h, 16 h) ............ 70
Rysunek 15. Przygotowanie biblioteki cDNA oraz sekwencjonowanie wraz z analizg. Czerwone trojkaty —

NAL, zielone strzatki — miesca modyfikacji, fioletowe strzatki — miejsce terminacji transkrypcji, RT — Starter

Rysunek 16. Rodziat elektroforetyczny catkowitego RNA z komoérki B. subtilis. ,,Met—" - hodowla bez
metioniny, ,,Met+” - hodOW]a Z METIONING. .......ueiuiiiiiiieiie it 72
Rysunek 17. Analiza czterech bibliotek cDNA z wykorzystaniem analizatora kapilarnego Agilent 2100
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Rysunek 18. Struktura drugorzedowa tRNA™ wygenerowana na podstawie danych z Term-SHAPE-seq.
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