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I. CEL PRACY

Od kiedy odkryto regulatoraywole RNA w prawidtowym funkcjonowaniu komorek,
czasteczki te ciesg sig bardzo duym zainteresowaniem badaczy. Ponadto, zwlaszcza w
ostatnich latach, staly i waznym obiektem bada ze wzgétdu na maliwosci
wykorzystywania RNA zaréwno, jako nadzi jak i celu dziata terapeutycznych w
zwalczaniu wielu choréb o podio genetycznym.

RNA jest casteczl, ktérej struktura determinuje prawidtowe jej fujdmmowanie.
Cecha ta oraz wyfkowo szybkie tempo w jakim przybywa informacji ol&nych nowo
odkrytych RNA sprawiaze konieczne jest szukanie nowych, precyzyjnychybkizh metod
badania ich struktury. W pracowni Chemii RNA opraemo nowatorsk metod badania
struktury drugorgzdowej RNA za pomag izoenergetycznych mikromacierzy (metoda
mapowania mikromacierzowego).

Celem niniejszej pracy byla optymalizacja metodypovaania mikromacierzowego
RNA oraz poszerzenie mlbwosci tej metody na badanie struktury i oddziatywa
wielosktadnikowych komplekséw RNA i bialek. Réwngle, badania te byty nakierowane na
uzyskanie nowych informacji o wybranych regulatoyolv RNA, szczegolnie z
wykorzystaniem do tego celu mapowania mikromac\wegm.

Jako modelowe do baflavybrano dwa regulatorowe RNA Escherichia coli a
mianowicie DsrA RNA oraz OxyS RNA. Cgteczki te zostaty wybrane ze wadlh na
optymalry do planowanych badadtugas¢ (okoto 100 nukleotydéw) oraz ich zdoktodo
oddziatywania z innymi RNA oraz biatkiem Hfg. Coandie wazne, dla obu regulatorowych
RNA istniep doniesienia literaturowe dotygze ich struktury. W przypadku optymalizaciji
nowatorskiej metody bada daje to maliwos¢ poréwnania i weryfikacji wynikow
otrzymanych przez innych badaczy, za pomatandardowych metod, z wynikami
otrzymanymi za pomacnowatorskiej metody mapowania mikromacierzowego.

W toku bada opisanych w pracy doktorskiej wykorzystywano mikaxierze
izoenergetyczne do zbadania struktury drugiozve] OxyS RNA i DsrA RNA. Analizowano
rowniez uzyteczng¢ nowej metody do badania struktury obu RNA w korkgie z biatkiem
opiekutnczym Hfq oraz w kompleksie z fragmentami docelowytRNA (rpoS mRNA oraz
fhlIA mRNA). Testowano te kompleksy trojsktadnikowe zawiersge regulatorowy RNA,
fragment mRNA oraz biatko Hfq.
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. CZ ESC LITERATUROWA

Ze wzgkdu na charakter i cel prowadzonych hadsksperymentalnych, w exi
literaturowej rozprawy doktorskiej przedstawionoadedgbne zagadnienia.

W pierwszym oméwiono idee metody mapowania mikraeraowego, uzasadnienie
potrzeby stworzenia takiej metody badania struktdmygorzdowej RNA oraz podstawy
termodynamiczne, ktorymi kierowana sv czasie tworzenia izoenergetycznej bibliotekidson
oligonukleotydowych.

Poniewa do bada wybrano dwa mate regulatorowe RNAEz coli OxyS RNA i
DsrA RNA, dlatego t& w drugiej czsci tego rozdzialu scharakteryzowano bakteryjne
niekodupce RNA (sRNA). Starano giomawia& poszczegoélne grupy przede wszystkim na
przykiadach pochodeych z E. coli Podczas omawiania grupy SRNA o0 niepeingj
komplementarnéi wiazacych biatko Hfg szczegéin uwaga zwrdcono na opisanie

biologicznej funkcji OxyS RNA oraz DsrA RNA jak rauez biatka Hfq.

1. Mapowanie mikromacierzowe - nowa metoda badars&ruktury drugorzdowej
| oddziatywa RNA

1.1. Wprowadzenie

Od ponad 20 lat zainteresowanie RNA wzrasta szdaiggintensywnie. Odkrywane
sa coraz to nowe role tej niezwykle wszechstronnejkfjonalnie oraz konformacyjnie
dynamicznej cgsteczki. Jest ona zdolna do oddziatywania z wieldsanolekutami w
zréznicowany, a jednoczaie wysoce specyficzny sposob).(Odkrycie ponad 30 lat temu
katalitycznej roli RNA zmienito m§lenie zarbwno o dotychczasowych funkcjach RNA, ijak
ewolucji systeméw biologicznyci2( 3. Zastosowanie oligorybonukleotydéw i rybozymow
do regulacji proceséw biologicznych uczynito RNAenwykle pogznym narzdziem
terapeutycznym unmiwiajacym inhibickg specyficznych funkcji docelowego RNA. Jadn
wazniejszych rol RNA, na ktarzwrécona jest szczegllna uwaga badaczy wydajbysi
posttranskrypcyjna regulacja ekspresji genéw. Odkry matych regulatorowych,
niekodupcych biatek RNA (SRNA), skupito uwagwvielu naukowcow pracagych zarowno
na organizmach prokariotycznych, jak i eukariotyamn.

Réznorodnd¢ aktywndci biologicznej czasteczek RNA jest przypisywana ich
wiasciwosciom  strukturalnym. W przeciwistwie do DNA, casteczka RNA moe
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przybier& bardzo ranorodne i ztaone struktury drugo- i trzeciogdowe. Struktury te
dodatkowo mog ulega& dynamicznym zmianom konformacyjnym po pepganiu rénych
ligandow, ladz dzicki obecnd¢ kationdw metali i poliamin biogennych, zmian temgiary
czy wartdgci pH. Do gtownych motywéw twoexych struktug drugorzdowa RNA naleza,
poza rejonami dwuniciowych helis, rejony jednome& struktury spinkowe, wybrzuszenia
jedno- lub kilku nukleotydowe, symetryczne i asyipetne wewgtrzne ptle, petle
wieloramienne. Do bardziej ztonych struktur trzecioelowych RNA, powstacych
poprzez oddziatywania drug@dowych motywow strukturalnych, zaliagzy mazna
pseudowzty, platformy typu A czy oddziatywania typuwetta-petla tworzce tzw. kissing
hairpins (4).

Na trwata¢ struktury RNA, zbudowanej z licznych motywow stiutalnych, maj
wptyw oddziatywania wodorowe, warstwowe, elektrogtane oraz hydrofobowe. W RNA
wiazania wodorowe magpowstawa nie tylko pom¢dzy parami zasad A i U oraz G i C,
tworzac tzw. klasyczne wizania Watsona-Cricka, ale tak w innych kombinacjach z
utworzeniem nieklasycznych par zasad. Te ostatnazywane 8 pojedynczymi
niesparowaniami (angmismatches i stabilizowane $ poprzez wizania wodorowe.
Najczsciej spotykanymi pojedynczymi niesparowaniamiGU, G-A, U-U, G-G i C-A. W
RNA bardzo cgsto wystpuja, dwa gsiadupce bezpérednio ze sop tego typu
niesparowania, nazywane ®ne woéwczas tandemowymi niesparowaniami (amagdem
mismatches(b).

Chac zrozumi€ funkcjonalm, réznorodnd¢ oraz mechanizmy dziatania RNA, jak
réowniez méc wptywa& na funkcje biologiczne tej ggteczki, konieczne jest poznanie jej
struktury. Aktywnd¢ biologiczna RNA bardzo ¢sto wihze st z oddziatywaniami z innymi
biomolekutami, takimi jak docelowe RNA czy bialkd. tego powodu badanie struktury
kompleksow RNA z biatkami czy innymi kwasami nukiewymi jest niezwykle istotne.
Wiedza o strukturze drugagdowej RNA jest konieczna do prowadzenia kada
nowoodkrytych czsteczek RNA i okrdenia ich funkcji biologicznych.

Istnieje kilka metod badania struktury drugmlawej RNA. Jeda z nich jest metoda
filogenetyczna, ktora opieragsna zataeniu,ze RNA majce podobne funkcje biologiczne
maja podobmn struktue drugorzdowa. Analiza filogenetyczna polega na poréwnywaniu
sekwencji homologicznych ggteczek RNA i tworzeniu wspdélnego dla nich schematu
oddziatlywa drugorzdowych. Niestety zdarzacsize struktury przewidziane na podstawie

podobigéstwa sekwencji rinia si¢ znacznie od struktur natywnych. Wynika to z fakte,w
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analizie nie bierze sipo uwag oddziatywa innych ni Watsona—Cricka oraz wielu
elementow strukturalnych wptywsggych na trwaté¢ termodynamiczan RNA (6).

Innym podejciem do badania struktury RNA jest metoda termodynana, w ktorej
w oparciu o parametry termodynamiczne przewidywjasastruktura drugoedowa RNA o
najnizszej energii swobodnej. Zakladag,size taka struktura RNA jest najtrwalsza i
najbardziej zbliona do natywnej. Metoda ta zostata wykorzystanastieorzenia takich
programéw komputerowych jak Mfold czy RNAstructusizacych do przewidywania
struktury drugorgdowej RNA na podstawie znajostoich sekwencji. Za pomacmetody
termodynamicznej przewidziemazna tylko struktug drugorzdowa RNA, a poprawngt
przewidywania fragmentéw dwuniciowych wynosi przétie 75-80%. Metoda ta jest
szczegolnie yteczna, gdy wspiera ¢sija wynikami pochodzcymi z eksperymentalnych
metod badania struktury RNA (8.

Istnieje te spore spektrum metod biochemicznych ualimoajacych badania struktury
RNA, jak rowniez ich komplekséw z biatkami. Jeglrgrupe stanowi metody mapowania
enzymatycznego, w ktorych wykorzystujez sidoing¢ do specyficznej strukturalnie lub
sekwencyjnie hydrolizy vazan fosfodiestrowych przez endonukleazy.zBuniedogodnécia
tej metody jest rozmiar enzymow, ktory meoprzyczynia sie do zaburzenia struktury,
szczegolnie trzecioedowej, badanego RNA. €% z nukleolitycznych enzyméw do
prawidtowego dziatania wymaga zastosowania spenyfich warunkow buforowych.
Wowczas udzialu okéonych kationOw, mge znacznie ograniczyprzydatné¢ takich
enzymow w badaniach natywnej struktury RNA.$"dd enzymow nie wykazagych
specyficznéci sekwencyjnej i hydrolizagcych wgzania fosfodiestrowe po dowolnych
nukleotydach w rejonach jednoniciowych wymiemnazna nukleagz S1 oraz Mung Bean,
ktére do aktywnéci enzymatycznej wymagajkationdw dwuwartéciowych. Nukleaza S1
wymaga dodatkowo kwsaegosrodowiska do hydrolizy, natomiast Mung Bean jediyaka
w pH fizjologicznym. RNaza T2 wykazuje talsam specyficznéc, jak dwie wczéniej
omoOwione, a do dziatania nie wymaga kationéw dwtesaiowych. Do nukleaz
wykazupcych specyficzn& sekwencyja w rejonach jednoniciowych nate natomiast
RNazy T1, U2 oraz A. Hydrolizajone wiazanie fosfodiestrowe odpowiednio po guanozynie,
adenozynie oraz nukleotydzie pirymidynowym. PrzymzRNaza T1 wykazuje wysak
specyficzné¢ wobec adenozyny w warunkach kmgch, natomiast w fizjologicznym pH
moze hydrolizowa tancuch RNA po guanozynie. SpecyficZdo wobec rejonéw
dwuniciowych wykazuje RNaza V1, ktora rozpoznajeveiakrotkie zawieraice 4-5 par

zasad rejony, jak rowniefragmenty helikalne wchodeych w skiad pseudaetow. RNaza
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V1 maze rownie hydrolizow& rejony jednoniciowe, jeli s3 one zaang@wane w
oddziatywania warstwoweé{11).

Kolejna grup metod badania struktury RNA stanowi mapowanie cbene, w
ktérym wykorzystuje si zdolnag¢ okreslonych zwhzkéw chemicznych do specyficznego
modyfikowania okrglonych miejsc we fragmentach jednoniciowych RNBzgs¢ z tych
odczynnikbw mae by stosowana talke do mapowania struktury RNA znajdcg) Sk
wewmntrz komorek. W przypadku badania struktury kompdeksRNA/biatko naley
pamkgtac, ze reagenty iyte do mapowania RNA ¢gto reaguy rowniez z resztami
aminokwasowymi. Specyficzne zyzki chemiczne mag modyfikowa& okreslone zasady
azotowe, jeden z nich meto-p-toluenosiarczan letyddksylo-3-(2-morfolinoetylo)-
karbodiimid (CMCT) modyfikuje G w pozycji N1 oraz W pozycji N3. Inny z reagentow
B-etoksya-ketobutyrylaldehyd (ketoksal) modyfikuje réwni€, ale w pozycjach N1 i N2.
Natomiast siarczan dimetylu (DMS) metyluje najey@ktiej atom N7 w G oraz N1 w A i N3
w C (9, 11). Ostatnio bardzo ¢sto stosowany jest bezwodnik kwasu N-metyloizotoielgo
(NMIA), ktéry reaguje z grup 2-hydroksylows rybozy, wysgpujacej w rejonie
jednoniciowym RNA. Reagent ten jest stosowany wotiee SHAPE opracowanej kilka lat
temu przez K. Weeksal?). Miejsca modyfikacji w RNA podlegaj detekcji poprzez
przeprowadzenie reakcji odwrotnej transkrypcji, wasie, ktorej odwrotna transkryptaza
przerywa syntegtancucha DNA po napotkaniu modyfikowanego nukleotydkszcze innym
reagentem jest etylonitrozomocznik (ENU) modyfiéay grupy fosforanowe, ktére w
nastpnym etapie, w warunkach alkalicznych, prowadn hydrolizy gsiadupcych wihzan
diestrowych. Kolejnym reagentem jest rodnik hydgdéay modyfikujacy piescien rybozy.
Ostatnie dwa reagentya shardzo cgsto wywane do mapowania kompleksow RNA z
biatkiem (L3). Jony otowiu § tez uzytecznym nargdziem do badania struktury RNA. W tym
przypadku, zwjzanie jonow otowiu do rejondw jednoniciwych lub ae$w wykazujcych
niska stabilng¢ termodynamicza skutkuje hydroliz sasiadupcych wiazan fosfodiestrowych
(14).

Inng techniky wykorzystujca hydrolityczne wiaciwosé jondw dwuwartéciowych
jest tzw.in-line probing Metoda polega na zaideej od struktury RNA, jego spontanicznej
hydrolizie w obecngci jonow dwuwartéciowych i opiera s ha zatageniu, ze rejony RNA o
trwate] strukturze § mniej podatne na hydroliz Metod; in-line probing z powodzeniem
stosuje si do analizy zmian strukturalnych zachaecdzch w ryboprzeicznikach po zwazaniu
odpowiedniegoliganda Inng metod dapca mazliwos$¢ okreslenie miejsc oddziatywania

RNA z biatkiem jest analiza ,minimalnego azania”, w ktérej RNA poddaje siczesciowe]
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hydrolizie, a naspnie inkubuje z odpowiednim biatkiem. Unlisvia to odnalezienie
minimalnej sekwencji w RNA niezbinej do wazania biatka. Kolejna metoda polega na
przeprowadzeniu reakcji odwrotnej transkrypcji, masie, ktérej w miejscu ostagtym przez
biatko nastpuje zatrzymanie syntezy DNAZJ).

Struktue RNA lub kompleksow tworzonych przez ¢zasteczlk z innymi molekutami
mozna te bad#& na poziomie atomowym, stogaj takie metody biofizyczne jak
krystalografia czy spektroskopia NMRLY). Rozwhazywanie struktury za pomactych
technik jest jednak procesem wijowo czasochtonnym. O tyme metody te nie nate do
najprostszych i najpowszechniejszych zjdwiadczy fakt, ze za pomog spektroskopii
NMR udaje st rozwiaza¢ tylko struktue niewielkich fragmentow csteczek RNA. Jdi
chodzi o badania krystalograficzne to w ostatninasez rozwizywane § struktury
krystaliczne coraz wkszych komplekséw rybonukleoproteinowych. Przykfadeaze by
podjednostka rybosomalna 70S w kompleksie z mRNENA (16).

Opisane metody eksperymentalne,chez watpienia dag wiele cennych informacji o
strukturze, bywaj niezwykle praco- i czasochtonne, niejednokrotrtiwaszapc tez wiele
probleméw. Obecnie, kiedy przybywa metod, zarown@mputerowych jak i
eksperymentalnych, umlbwiajacych identyfikowanie nowych RNA o nieznanej struktui
funkcji niezlzdne jest poszukiwanie nowych metod pozwahagh szybciej i doktadniej
okresla¢ struktury drugorgdowe RNA i ich kompleksow z innymi biomolekutamiakg
mozliwosé stwarza metoda mapowania mikromacierzowego, kiostata zaprojektowana i
stworzona w Pracowni Chemii RNA Instytutu Chemio@&iganicznej PAN we wspotpracy z
profesorem Douglasem H. Turnerem z Department an@stry, University of Rochester,
USA.

1.2. Idea mapowania mikromacierzowego

Mikromacierze, czyli miniaturowe ukfady sktadeg s¢ z zestawdw specyficznych
sond oligonukleotydowych asarzdziem wykorzystywanym w wielu dziedzinach biologii
medycyny. Techniki mikromacierzy DNA umaviajace prowadzenie kompleksowych
bada catych genomoéw ciegzsic coraz wiksz popularnécia. Metody te wykorzystywane
sa m.in. do badania profilu ekspresji genéw, idehddiji nowych gendéw, badania
alternatywnego sktadania mRNA czy oddziatywRNA z biatkami.

Zupetnie nowym podégiem wykorzystujicym technil mikromacierzy jest metoda

badania struktury i oddziatywia czasteczek RNA za poma@c izoenergetycznych

11



Il. CZESC LITERATUROWA

mikromacierzy RNA. Nowgcia metody, poza jej przeznaczeniem, jest rownie
wykorzystanie jako sond krotkich modyfikowanychgaolhukleotydow RNA. Ich obecké
zwicksza trwaté¢ termodynamiczp duplekséw hybrydyzacyjnych powstatych poprzez
oddziatywanie sondy zlokalizowanej na mikromacierzy jednoniciowym fragmentem
badanego RNAPewien typ mikromacierzy, wykorzystanych do badastiktury RNA,
zostat przedstawiony przez zespdt E. Southerna kmuec lat ‘90. Otrzymywali oni
mikromacierze zawieraga szereg sond, o diuga od jeden do kilkunastu lub kilkudziesiu
nukleotyddéw (7-21). Poniewa byly to mikromacierze oparte o sondy DNA, trwéto
termodynamiczna dupleksow hybrydyzacyjnych bytassbéowo niska. Bytecznd¢ tak
utworzonych mikromacierzy do bagatrukturalnych byta wic bardzo ograniczona. Zatem
idea ta, jakkolwiek interesaga, wymagata odmiennego podea do tego problemu.
Zaproponowane przez nasgrupe mapowanie mikromacierzowe oparte jest o ogohedz

o0 strukturze drugorzlowej RNA i termodynamice tworzonych podczas hygratii
dupleksow hybrydyzacyjnych.

W strukturze drugoktlowej dowolnej cgsteczki RNA mana wyr&ni¢ rejony
dwuniciowe oraz jednoniciowe d¢pe struktur spinkowych, wybrzuszenia, terminalne
niesparowane kae). Idea bada z wykorzystaniem mikromacierzy opierag sina
oddziatywaniach oligonukleotydowych sond znadygh s¢ na mikromacierzy z
dostpnymi jednoniciowymi i komplementarnymi rejonami tadanym RNA. Rejony
dwuniciowe nie mog oddziatyw& z sondami oligonukleotydowymi, poniewvasa juz
zaangaowane w oddziatywania wodorowe (Rysunek 1). Poniewadany RNA zostaje
przed hybrydyzagj wyznakowany radioaktywnie lub fluorescencyjnie, ztivea jest wkc
latwa detekcja powstatych duplekséw hybrydyzacynyokrzymane podczas hybrydyzaciji
informacje o jednoniciowych rejonach w badanym Rkstaj nastpnie wykorzystane (w
formie tzw. ogranicznikbw, angconstraing do udoktadnia przewidywanej struktury
drugorzdowej z wyciem programéw komputerowych takich jak Mfold I&NAstructure.
Wprowadzone do tych programow ograniczniki procesdowania struktury drugogdowe;
RNA powoduj, ze generowaneasjedynie struktury drugoezlowe o0 najniszej energii
swobodnej £G°37), ktére réwnoczéie s zgodne z danymi eksperymentalnymi.

Poniewa mapowanie mikromacierzowe giu okresleniu struktury drugorgdowej
RNA istotnym jest, aby podczas hybrydyzacji badand®gNA na mikromacierzy nie
nastpowato zaburzenie jego natywnej struktury. Analsteuktur drugorgdowych wielu
RNA pokazujeze fragmenty jednonicioweakrétkie, przecitnie 4-6 nukleotydowe. Natg

jednak pamita¢, ze nawet we fragmentach jednoniciowych mamy do erymaiz stabymi,
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niekanonicznymi  oddziatywaniami zasad czy ich udrma w oddziatywaniach
trzeciorzdowych @). Fakt, ze fragmenty jednoniciowe w RNAgq krétkie oraz wymaogze
oddziatywanie sondy oligonukleotydowej i jednonigggo fragmentu nie powinno zabuéza
natywnej struktury badanego RNA sprawif@@ do mapowania mikromacierzowegayio
krotkich, 5-7 nukleotydowych sond hybrydyzacyjny&rowadzi to do pewnych trudsm,
gdyz skracanie diug@i sond oligonukleotydowych zmniejsza trwatotermodynamicza
tworzonych duplekséw hybrydyzacyjnych. Nadé& wiec zastosowa takie modyfikowane
nukleotydy, ktére po wprowadzeniu do sond oligoeokydowych zwgkszatyby trwatéé
termodynamicza duplekséw hybrydyzacyjnych a jednogéze nie wplywaly na
selektywndc¢ procesu hybrydyzacji.

1.3. Mikromacierze nieizoenergetyczne

Na pierwszych etapach badania struktury RNA za mamukromacierzy ayto sond
2’-O-metylo-heptanukleotydowych  22). Mikromacierze te  zostaly nazwane
nieizoenergetycznymi, w przeciwigtwie do wprowadzonych poiej i wykorzystanych w
badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej yprdoktorskiej mikromacierzy
izoenergetycznych. xycie 2’-O-metylowanych sond zgkszyto trwatéd¢ termodynamicza
tworzonych duplekséw hybrydyzacyjnych w stosunku ssmd RNA czy DNA o 0,1-0,3
kcal/mol w przeliczeniu na kdy 2’-O-metylowy nukleotyd w sondzi€8). Ponadto, jako
dodatkowy atut 2’-O-metylowanych sond nalevymieni tatwiejsz i tanszy ich chemicza
syntez oraz zwgkszorm stabilnégé chemiczi i enzymatycza (24, 295.

Jako casteczk modelows do tych bad& wybrano 5S rRNA zE. coli, ktérego
struktura byta zaproponowana na podstawie baddR (26), krystalograficznych27) oraz
porowna filogenetycznych28). Jednake struktura drugorriowa tej casteczki generowana
przez Mfold @) i RNAstructure 29) wykazywata tylko 27% par zasad zgodnych z stmaktu
filogenetycza. Mapowanie struktury 5S [rRNA za pomocnieizoenergetycznych
mikromacierzy dostarczylo informacji, ktore pozwpli zaproponowé struktue
drugorzdowa zawierajca 92% par zasad zgodnych ze struktiilogenetyczia (Rysunek 1).
Ponadto pokazanae za pomog mapowania mikromacierzowego ntiave jest okrglenie
struktury konformeréw A i B 5S rRNA oraz odrtienie ich od siebie2Q). Przeprowadzone
badania wykazaly zalety izytecznd¢ nowej metody, ale rowniepozwolity dostrzec jej
wady wynikajce z ré&nej trwatdgci termodynamicznej tworzonych dupleksow

hybrydyzacyjnych. Dla tej samej diugd duplekséw hybrydyzacyjnych ich trwato
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termodynamiczna zatg od sekwencji oligonukleotyddéw. Zostato to zilastrane na
pogladowe] spince RNA przedstawionej z lewej strony nfgu 2. Wiadomoze dupleksy
zawierapce pary G-C s znacznie trwalsze termodynamicznie od bogatychavy j\-U. Na
rysunku 2 pokazanae fragment gtli bogaty w adenozyny i urydyny tworzy przyktadowy
dupleks hybrydyzacyjny z 2’-O-metylowasond, o energii swobodneNG°37) rownej -2,38
kcal/mol. Natomiast fragmentth bogaty w cytydyny i guanozyny tworzy z komplem&rra
sondy znacznie stabilniejszy dupleks, o wado energii swobodnej wynoseej -5,93
kcal/mol. Sondy oligonukleotydowe mopgworzy dupleksy z obydwomagtami, jednake
dupleks bogaty w pary A-U nie jest na tyle trwadynhodynamiczniezeby jego detekcja byta
mozliwa. Utrudnia to znacznie interpretasyynikOw mapowania mikromacierzowego, gdy
o0 detekcji miejsca hybrydyzacji sondy decyduje tyko obecné¢ komplementarnego
jednoniciowego fragmentu w badanym RNA, ale réwnisekwencja duplekséw

hybrydyzacyjnych (w domie ich trwala¢ termodynamiczna).

mapowanie
mikromacierzowe

27% prawidlowych
par zasad

—w mwmwmw

| ]
)
— 9 PUymomom

(o0)

A

—

wprowadzenie
wyznacznikéw
. do programu

92% prawidlowych RNAstructure

par zasad

Rysunek 1. Prawa cg$¢ rysunku pokazuje idee mapowania mikromacierzoweggdko rejony dosipne,
jednoniciowe mog wiazat sie z sond na mikromacierzy. Mapowanie przyzyciu mikromacierzy
nieizoenergetycznych pozwolito wygenerawstruktue 5S rRNA zE .coli, wykazupca 92% zgodnych par
zasad ze struktarfilogenetyczi (22). Wiazania pomgdzy poprawnymi parami zasad oznaczono pogrubion
linia.
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Rysunek 2.Model oddziatywania sond zlokalizowanych na mikemierzy z przyktadowspinky RNA. Spinka

po lewej obrazuje oddziatywane z sondami nieizogetycznymi, natomiast spinka po prawej z sondami
izoenergetycznymi zawiergjymi LNA modyfikowane nukleotydynukleotydy o usztywnionej konformacji
rybozy, angLocked Nucleic AcigsWprowadzenie modyfikacji powoduje ziszenie i ujednolicenie trwaioi
termodynamicznej tworzonych duplekséw hybrydyzaggin Ich detekcja jest zalea jedynie od dogpnasci w
badanym RNA fragmentéw jednoniciowych, a nie odnsatcji duplekséw hybrydyzacyjnych.

1.4. Mikromacierze izoenergetyczne

Z powodu ranej trwalgci termodynamicznej dupleksow hybrydyzacyjnych
koniecznym stato si zaprojektowanie nowego typu mikromacierzy, a mvaoeE
mikromacierzy izoenergetycznych. Zbudowane ene sond, ktére twosz dupleksy
hybrydyzacyjne o zhionej (teoretycznie réwnej) wadd energii swobodnej (a e
izoenergetyczne), niezaleie od sekwencji. Dla ogjniccia takich efektéw nafato uzyc
modyfikowane nukleotydy, ktére zekszylyby trwatlé¢ termodynamiczip dupleksow
hybrydyzacyjnych. Choistnieje wiele maliwosci modyfikowania nukleotyddéw tylko e¢
z modyfikacji zwtksza trwalé¢ termodynamiczqp zawierajcych je duplekséw. Do
stworzenia izoenergetycznych sond zostaty wykoanystnukleotydy LNA (angLocked
Nucleic Acid}, 2’-O-metylo-2,6-diaminopurynorybozyd oraz LNAe2,
diaminopurynorybozyd. Ich strukimprzedstawiono na rysunku 3. Nukleotydy typu LNA
powstajg dzigki wprowadzeniu mostka metylenowego peday atomami O2' i C4’
pierscienia rybozy, co powoduje ich usztywnienie w kanfacji C3’-enda Jak daid LNA
sa najsilniej stabilizujcymi modyfikacjami, jakie zostaly opisane w litanate G0-35. W
przypadku 2’-O-metylo-2,6-diaminopurynorybozydiytego zamiast adenozyny, zkszor
trwatos¢ dupleksu uzyskuje @i dzicki obecndci dodatkowego wizania wodorowego
utworzonego podczas oddziatywania z komplemeatarpdym (36, 37 (Rysunek 3). Latwo
maozna wywnioskowa, iz zastosowanie LNA-2,6-diaminopurynorybozydedbie prowadzi
do dodatkowej stabilizacji, wynikgej zarébwno z obeckol dodatkowego wizania
wodorowego, jak i mostka metylenowego prowgego do powstania nukleotydu typu LNA.
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Rysunek 3.(A) (a) Struktura rybozy w RNA oraz w modyfikowanych nukigdach, b) struktura 2'-O-metylo-
2,6-diaminopurynorybozydu oraz LNA-2,6-diaminopunyybozydu (B) pokazano wizania wodorowe typu
W-C pomkdzy adenozym i urydym oraz wizania wodorowe porgilzy 2,6-diaminopurynorybozydem (D) a
urydyr .

Badania modelowe wykazalye aby byta mgliwa detekcja duplekséw hybrydyzacyjnych,
wartcsé ich energii swobodnejAG®7) musi by rowna lub korzystniejsza ni-6 kcal/mol.
Wprowadzenie w ok&onych pozycjach sond oligonukleotydowych gy wymienionych
modyfikacji, zwkkszyto na tyle trwalet dupleksowze pozwolito na skrocenie diuga sond
do pentanukleotydow. Jest to niezwykle istotne, zgdwle wszystkich maliwych
pentanukleotyddéw stanowil024 oligonukleotydy. Jest to realna do zsyntesygta liczba
oligonukleotyddéw, umgiwiajaca utworzenie biblioteki izoenergetycznych sond, w
przeciwigistwie do 4096 czy 16384 sond w przypadku gdyby zwigr ja odpowiednio
heksanukleotydy czy heptanukleotydy. Dla niektorngdnd, zwitaszcza tych bogatych w
reszty urydyny, na keu 3’ dodano LNA guanozyn(G"), ktéra poprzez niekanoniczne
oddziatywania wzmacnia dodatkowo trw&toduplekséw bez zaburzenia selektywrio
pentanukleotydowego fragmentu son@®8)( Na omawianym ju wczeniej rysunku 2, z
prawej strony pokazana jest modelowa spinka, deekttybrydyzua sondy izoenergetyczne
z wprowadzonymi w ok&one pozycje modyfikacjami.Jak pokazano, trwasé
termodynamicznaNG°3;) takich dupleksOw jest znacznie korzystniejsza wi przypadku
sond nieizoenergetycznych, a dodatkowo bardzoeahiesiblizona, réwna odpowiednio -8,2 i
-8,0 kcal/mol. W konsekwencji o detekcji takieggbiksu hybrydyzacyjnego decyduje tylko
obecnd¢ jednoniciowego i komplementarnego rejonu w bada®MA a nie jego sekwencja,

jak to byto w przypadku sond nieizoenergetycznywiprowadzenie LNA nukleotydow do
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sond spowodowatoziwartas¢ energii swobodnej dupleksow hybrydyzacyjnych rgviub
korzystniejsz niz -6 kcal/mol uzyskato dla 855 z 1024 aiwych izoenergetycznych sond
oligonukleotydowych. Zostaty one chemicznie zsy#etvane w naszej pracowni i stanqwi
bibliotekg, ktora mae by wykorzystana do mikromacierzowego badania stryktur
drugorzdowej dowolnego RNA. Statystyka bibliotek nieizosyetycznych i
izoenergetycznych zostata przedstawiona na rysuhkiPokazuje onaze w przypadku
biblioteki nieizoenergetycznej mlbwe bytaby otrzymanie tylko 28 (2,7%) pentamerotwyc
sond, ktore tworzylyby na tyle trwate dupleksy hydyzacyjne, aby mna byto je wykry.

W przypadku biblioteki izoenergetycznej takich sgest 855, co stanowi 83.4%. W tabeli 1
pokazano fragment zsyntetyzowanej w naszej pracohibilioteki wraz z zyskiem
energetycznym uzyskanym dki wprowadzonym modyfikacjom. Natomiast wykres na
rysunku 5 obrazuje poréwnanie energie swobodnyelzoenergetycznej i izoenergetycznej
biblioteki pentanukleotydow. W przypadku biblioteidoenergetycznej energie swobodne

dupleksow g korzystniejsze i niemaé wyréwnane.

Biblioteka nieizoenergetyczna Biblioteka izoenergetyczna

. > 8 keal/mol ] . > 8 keal/mol [ |

=AG’; 6 -8keal/mol (| -AG%, 6 - 8keal/mol (|

< 6 keal/mol < 6 keal/mol /=

996 (97.3%) T 411 (40,1%)
0,
0 (0%) 169 (16.6%)
28 (2,7%)
444 (43,3%)
$rednia warto$¢ AG’y; - 2,46 keal/mol $rednia wartos¢ AG®;;, - 7,29 keal/mol

Rysunek 4.Rozktad trwatéci termodynamicznej duplekséw tworzonych przez ggpehtamerowe natece do
biblioteki nieizoenergetycznej oraz izoenergety¢zilé przypadku biblioteki nieizoenergetycznej tylRo7%
stanowi, sondy mogce tworzy dupleksy o trwaléci wystarczajcej do detekcji. W bibliotece izoenergetycznej
ilos¢ ta wzrasta do 83,4%
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Tabela 1. Fragment izoenergetycznej biblioteki nukleotydawppdano zysk energetyczny uzyskany po
wprowadzeniu modyfikacji oraz zaznaczono modyfiknaaeszty 2’-O-metylowane (czarne), LNA (czerwone)
i dodatkovs LNA G (niebieskie).

AGY® "
sonda sekwencja AG®,, doda:l:::;ﬁlf:c j? nZ modyfikow:nego mod);::c;v:ana
dupleksu
149 AGCCA -4.34 0.8,1.4,1.0,1.4 -8.9 AGCCDG
150 AGCCC -5.94 08,14 -8.1 AGCCC
151 AGCCG -5.04 0.8,1.6,1.4 -8.8 AGCCGG
152 AGCCU -4.31 0.8,1.6,1.4 -8.1 AGCCUG
153 AGCGA -3.68 1.0,1.9,1.9 -8.5 DGCGDG
154 AGCGC -5.20 2.0,1.0 -8.2 AGCGC
155 AGCGG -5.04 2.0,1.2 -8.2 AGCGG
156 AGCGU -3.57 1.0,1.6,0.8, 1.4 -8.4 DGCGUG
157 AGCUA -2.38 1.0,1.5,19,1.4 -8.2 DGCUDG
158 AGCUC -3.85 0.5,1.5,1.2,1.4 -8.4 DGCUCG
159 AGCUG -3.61 0.5,1.5,1.4,1.4 -8.4 DGCUGG
722 GUCAC -3.31 1.2,1.0,1.8,1.4 -8.7 GUCDCG
723 GUCAG -3.15 12,1.0,1.8,1.4 -8.6 GUCDGG
724 GUCAU -1.72 04,1.2,1.0,1.2,14 -6.9 GUCDUG
725 GUCCA -3.88 21,1.0,1.4 -8.4 GUCCDG
726 Guccc -5.48 21,19 -8.6 GUCCC
727 GUCCG -4.58 04,21,1.2 -8.3 GUCCG
728 GUCCU -3.85 21,1.2,1.4 -8.6 GUCCUG
729 GUCGA -3.22 21,1.8,1.4 -8.5 GUCGDG
730 GUCGC -4.74 0.4,21,1.0 -8.2 GUCGC
731 GUCGG -4.58 04,21,1.2 -8.3 GUCGG
732 GUCGU -3.1 04,21,1.2,1.4 -8.2 GUCGUG
O bibloteka

niemodyfikowana

-AG ( kcal/mol)

M bibloteka
modyfikowana

e - — ! - = = —

AGCCC
AGCCG
AGCCU
AGCGA
AGCGC
AGCGG
AGCGU
AGCUA
AGCUC
AGCUG
GUCAC
GUCAG
GUCAU
GUCCA
Guccc
GUCCG
Guccu
GUCGA
GUCGC
GUCGG
GUCGU

Rysunek 5. Rdznice w energii swobodnej przyktadowych dupleksévbriygyzacyjnych utworzonych przez
nieizoenergetyczne (niebieskie stupki) i izoenegrgete (fioletowe stupki) sondy oligonukleotydowe.

1.5. Podstawy termodynamiczne projektowania macieszizoenergetycznych

Wprowadzenie modyfikowanej reszty nukleotydowej dlgpleksu wptywa na jego
trwatos¢ termodynamiczsq Efekt ten jest bardzo ztony i zaley od wielu nie dajcych s¢
doktadnie przewidzie czynnikbw. Z tego powodu zaprojektowanie i przyyednie
izoenergetycznej biblioteki pentamerowych sond pegrone byto szczegotowymi
badaniami termodynamicznymi odpowiednich modelowydhpleksow. W pierwszej
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kolejnaci zbadano wpltyw modyfikowanych reszt nukleotydotvycna trwatdé
termodynamicza duplekséw 2'-O-MeRNA/RNA (zapis 2'-O-MeRNA/RNA oanza, ze
jedm  nic dupleksu stanowi 2'-O-metylowane oligorybonukleotydy a drg
oligorybonukleotydy) w zaleaosci od ich potaenia i gsiedztwa w dupleksie. Badania te
wykazaty, ze najwkksz stabilizacg dupleksu uzyskuje @i wprowadzajc reszty
nukleotydébw LNA oraz 2-O-metylo-2,6-diaminopuryybiozyd (B") czy LNA-2,6-
diaminopurynorybozyd () w pozycp srodkows dupleksu 2-OMeRNA/RNA. Zmiana
energii swobodnej AG%;) wynosita wtedy od -0,4 do -2,5 kcal/mol, w zaleici od
charakteru modyfikowanego nukleotydu oraz par zasadim ssiadupcych. Srednio
wprowadzenie pojedynczego nukleotydu LNA &kgzato trwalé¢ termodynamicza
dupleksu o 1,5 kcal/mol. Najmniejsstabilizacg, wynosaca od 0,3 do 0,6 kcal/moérednio
0,5 kcal/mol, uzyskuje siwprowadzajc modyfikowany nukleotyd w pozygj5’-koncowa
dupleksu. Natomiast wprowadzenie modyfikowanegoleutkdu w pozyg 3’-koncowa
wywotuje efekt bardzo zatey od rodzaju wprowadzonej modyfikacji. W przypadidy jest
to A5, C- lub G- érednio uzyskuje sizwickszenie trwaléci termodynamicznej dupleksu o
okoto 1,2 kcal/mol. Wprowadzenie w to paoémie U lub D" stabilizuje ju tylko o
odpowiednio 0,1 i 0,4 kcal/mol. Wptyw poszczegoélnymodyfikowanych nukleotydow na
trwatos¢ termodynamicza dupleksow zestawiono w tabeli 39, 40. Kolejnym krokiem
bylo porownanie zgodro przewidywanych i okrdonych eksperymentalnie wagto energii
swobodnej dupleksow zawiesaych wkcej niz jeden nukleotyd LNA. Stwierdzonoe
zgodnd¢ ta wynosi powyej 95%, a efekty termodynamiczne spowodowane wplaemiem
modyfikowanego nukleotyduasaddytywne. Eksperymenty te prowadzone byly naepu
grupie modelowych dupleksow 2-OMeRNA/RNA. Badanoptyw na trwaldé¢
termodynamicza duplekséw nukleotydéw typu LNA oraz“Dumieszczonych w edych
pozycjach dupleksu3@, 40. Zbadano take, jaki wptyw na wielké¢ efektu stabilizujcego
maja nukleotydy gsiadupce bezpérednio z nukleotydem LNA. Tak obszerne badania
modelowych duplekséw unibiwity obliczenie wszystkich parametrow termodynaamych
modelu najbliszego gsiedztwa, co w rezultacie pozwala z ponad 95% dividia obliczy¢
trwatos¢ termodynamiczg dowolnego dupleksu 2’-O-MeRNA/RNA, zawiegaggo dowolny
nukleotyd typu LNA lub [¥. Bardzo istotne w prawidlowej interpretacji wyniko
pochodacych z hybrydyzacji do izoenergetycznych mikromerye jest odranienie
duplekséw w petni komplementarnych od takich, kizaevieraj niesparowania. W tym celu
zbadano réwnie wptyw pojedynczych niesparowautworzonych z udziatem nukleotydow
LNA i nukleotydu D" na trwalé¢ termodynamicza duplekséw 2'-O-MeRNA/RNA.
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Badania wykazaly,ze niesparowania destabilizauidupleksy o 1,6 do 7,0 kcal/mol, w
zaleznosci od typu niesparowania i jego peenia w dupleksie. Najwkszy destabilizag
trwalosci obserwuje s, gdy niesparowanie znajdujeesw czsci srodkowej dupleksu
(Tabela 3), w pozycjach terminalnych efekt desiadji jest niewielki 89, 40. Jak
wczesniej wspomniano w przypadku szeregu sond zdecydowsy ha wprowadzenie
dodatkowej reszty & na ich kaicu 3'. Decyz¢ ta poprzedzity réwnie badania, ktére
doprowadzity do wnioskow, zi wickszy i bardziej wyrownany wplyw na trwaido
termodynamicza dupleksbw ma umieszczenie takiej reszty nacko3’ niz na kacu 5.
Zwickszenie trwaléci wynosi wéwczas -3,4 kcal/mol, gdy “Goddziatuje z C oraz
-1,5 kcal/mol dla & parupcego st z A, G lub U. Ponadto, obecsio 3'-termalnej G
zwicksza selektywn@& parowania z komplementarnym oligonukleotydem Obgecnw
pozycji 3'-terminalnej & maze w okrglonych sytuacjach prowadzio niejednoznacznych
wynikéw dlatego té wymaga ostrgnej analizy, zwlaszcza gdy parujes stytydym, a
rownoczénie inne niesparowanie znajdujez sv pozycji wewrtrznej dupleksu. Chec w
przyszigci uzysk& uniwersalny poziom zwkszenia stabilngi termodynamicznej dupleksu
hybrydyzacyjnego w paniejszych badaniach z powodzenieayto interkalacyjnego pseud-
nukleotydu (IPN angintercalating Pseudo-Nucleotijiev pozycji 3'-terminalnej sondy. W
tym przypadku uzyskano réwne, wynase 2,3 kcal/mol zwkszenie stabilngi
termodynamicznej dupleksu hybrydyzacyjnego, niezede od natury nukleotydu w
przeciwlegtym tacuchu @8).

Tabela 2. Wplyw na trwatd¢ termodynamiczm duplekséw 2’-OMeRNA/RNA zawieragych modyfikowane
nukleotydy typu LNA, w zalenosci od rodzaju modyfikaciji i jej pot@nia w dupleksie.

rodzaj - _ AAG°?,7 (kcal/mo!) - _

modyfikacii modyfikacja w pozycji modyfikacja w_cr;éu modyfikacja w pozycji
5’-kohcowej srodkowej 3’-koncowej

DY 0,5 0,4-1,1 0,4

D" 1,0 2,0-2,5 1,4

ut 0,5 1,0-1,4 0,1

ct 0,4 1,4-2,4 1,0

G 0,3 0,8-2,1 1,3

At 0,6 1,0-1,4 1,4
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Tabela 3. Wplyw niesparowa z udzialem modyfikowanych nukleotydéw typu LNA wgpsujacych w
srodkowej czsci dupleksu 2’-OMeRNA/RNA.

— > L L L L L M
w 2'-OMeRNA A C G U D D
Y WRNA AAG®3; (kcalimol)
A 3,07 6,67 5,62-5,77 0 4,36-5,91 2,67-4,18
C 3,20-3.40 7.10 0 2.84-404 299308 157205
G 2,25-4,21 0 4,97 2,20 4,07-5,74 3,54-4,14
U 0 482713 | 304323 4,89 0 0

W oparciu o uzyskane, z licznych eksperymentow ¢elynamicznych, dane

pozwadgp  obliczy dupleksu

sformutowano  réwnanie trwatas¢  dowolnego
LNA-2-OMeRNA/RNA:
AAG®3; (LNA modyfikowany oligonukleotyd/RNA) = AG;- (2’-OMeRNA/RNA) -
0,53 - 1,28nauL - 1,34npL- 1,58Nn6LcL - 1,23 waucucuo - 0,14nw -
1,50Mudd.3'GLmismatch
gdzie: AG’s; (2-OMeRNA/RNA) oznacza zmianenergii swobodnej w 3T dla dupleksu
nie zawierajcego nukleotydoéw LNA; &, oznacza liczb5’-terminalnych nukleotydow LNA
(O lub 1); mayuL, NpL oraz hReuc. 0znaczaj liczbe wewretrznych nukleotydow LNA
G-C; sucueuoL | hawe 0znaczaj liczbe
3’- terminalnych LNA nukleotyddéw (0O lub 1), ktérelpowiednio nie g lub s3 nukleotydami
U NaddscLmismach 0znacza licze (0 lub 1) dodatkowych 3'- terminalnych “Gw
niespaowaniach G-A, G-G i G-4J).

Natomiast zmiag energii swobodnej dla duplekséw 2’-OMeRNA/RNA alzk s¢

odpowiednio w parach A-U, D-U i

wedtug réwnania:

AG%; (2-OMeRNA/RNA) = AG it + ZNjAG%(NN) + Mierm-auAG erm-au
gdzie:AG’%it 0znacza zmiapenergii swobodnej inicjaciinAG%(NN) oznacza sumenergii
swobodnych parametrow najidzego ssiedztwa wysipujacych w danym dupleksie
uwzgkdniajac ich ilos¢ (n) i rodzaj AG®(NN)); Merm-au 0Znacza liczb terminalnych par A-
U; AG%em-au 0Znaczazmiare energii swobodnej dla terminalnej pary A-B9)(. Parametry
termodynamiczne modelu najdzego ssiedztwa dla dupleksow 2’-OMeRNA/RNA podano

w tabeli 4.
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Tabela 4. Parametry termodynamiczne modelu nagdego ssiedztwa dla duplekséw 2'-OMeRNA/RNA
w 0,1 M NaCl, pH 742).

parametry AG°37(kcal/mol)| AH%(kcal/mol)]  AS°(eu) wystepowanié’

m(5'-AA)/r(3'-UU) -0.60+0.11 -9.16+2.24 -27.6+7.20 18
m(5'-AU)/r(3-UA) -0.83+0.12 -6.39+2.44 -17.9+7.80 17
m(5'-UU)/r(3'-AA) -0.94+0.10 -5.67+2.09 -15.3+6.70 19
m(5'-AD)/r(3-UU) -0.97+0.30 -7.45+6.07 -20.9+19.4 2

m(5'-UA)/r(3-AU) -1.13+0.14 -5.26+2.83 -13.3+9.00 27
m(5'-DA)/r(3-UU) -1.28+0.27 -11.25+5.46 -32.1+17.4 4

m(5'-UD)/r(3'-AU) -1.55+0.31 -3.05+6.19 -4.8+19.8 5

m(5'-AC)/r(3-UG) -1.59+0.15 -6.14+3.02 -14.7+9.70 85
m(5'-DU)/r(3'-UA) -1.72+0.41 -10.73+8.22 -29.1+26.3 1

m(5'-AG)/4(3’-UC) -1.75+0.14 -12.46+2.79 -34.5+8.90 17
m(5'-DC)/r(3'-UG) -1.84+0.25 -8.95+4.99 -22.9+15.9 7

m(5'-CA)/r(3-GU) -1.87+0.14 -4.82+2.90 -9.5+9.30 74
m(5'-UC)/r(3'-AG) -1.88+0.15 -9.61+3.04 -24.9+9.70 21
m(5'-UG)/r(3-AC) -1.94+0.15 -12.68+3.06 -34.6+9.80 19
m(5'-CD)/r(3'-GU) -1.99+0.25 -4.03+5.03 -6.6+16.1 4

m(5'-GA)/r(3'-CU) -2.08+0.16 -5.37+3.31] -10.6+10.6 15
m(5'-CU)/r(3'-GA) -2.16+0.14 -9.69+2.92 -24.3+9.30 41
m(5'-GU)/r(3-CA) -2.18+0.15 -7.15+2.94 -16.0+9.40 16
m(5'-DG)/r(3-UC) -2.29+0.42 -17.84+8.27 -50.1+26.4 1

m(5'-CG)/r(3-GC) -2.35+.015 -9.79+2.97 -24.0+9.50 25
m(5'-GD)/r(3'-CU) -2.42+0.32 -7.98+6.52 -17.9+20.8 2

m(5'-CC)/r(3'-GG) -2.81+0.0¢ -9.80+1.82 -22.5+5.80 45
m(5'-GG)/r(3'-CC) -2.85+0.16 -10.29+3.21] -24.0+10.3 19
m(5'-GC)/r(3-CG) -2.98+0.17 -10.01+3.40 -22.7+10.9 24
Inicjacja 3.31+0.51 -12.57+10.36 -51.2+33.1 84
Terminalna AU 0.27+0.0f 3.01+1.49 8.8+4.80 120

Owystepowanie oznacza ile razy dany parametr wpetvat w puli oligonukleotydéw poddanych obliczeniom

Pewry niedogodnécia mikromacierzy zbudowanych z krétkich sond jestzlimms¢
wystapienia tej samej sekwencji w badanym RNA@a] niz jeden raz. Jednak niatpliwa,
korzystry cechy izoenergetycznych krétkich, bo pentamerowych smsdl ich zwekszona
selektywnag¢. Mianowicie, obecn& pojedynczego niesparowania w krétkim dupleksie
hybrydyzacyjnym wprowadza wzglnie wiksze zmiany w jego trwadoi termodynamicznej
niz przypadku, gdy dupleks utworzony jest przez gtagna oligonukleotydows. Ponadto
cata pentanukleotydowa biblioteka jest na tyle mate umaliwia przygotowanie
mikromacierzy uniwersalnych, czyli zawiegeych wszystkie sondy, ktére ngshie mog

by¢ wykorzystane do badania struktury dowolnego RNA.

Mikromacierze  przygotowywane as na aminosilanizowanych  ptytkach
mikroskopowych pokrytych 2% agarpzsrupy aldehydowe reagur modyfikowan ptytka,
co zwkksza przyczeprié agarozy do szkia. Dgti agarozie uzyskuje sitrojwymiarowa
powierzchn¢ mikromacierzy. Agaroza aktywowana jest nadjodarsadu, co umdiwia

kowalencyjne zwizanie sondy, ktéra na kou 5’ posiada C6-aminoheksylowacknik @3).
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1.6. Zastosowanie izoenergetycznych mikromacierzy od badania struktury

drugorzedowej RNA

Badania z wykorzystaniem izoenergetycznych mikraerag poprzedzono pracami,
w wyniku, ktorych uzyskano dragsyntezy chemicznej a ngghie oczyszczono cgtliczaca
855 sond bibliotek izoenergetyczn Dzigki temu maliwe jest wykorzystanie
izoenergetycznych mikromacierzy do zbadania strykdowolnego RNA.

Réwnolegle z badaniami prowadzonymi w ramach réaegj pracy, izoenergetyczne
mikromacierze zbudowane z sond pochmgzh z pentaoligonukleotydowej biblioteki
zostaly uyte do zbadania struktury R2 5’RNA Bombyx mori(R2Bm 5'RNA). Ten 323
nukleotydowy, niedawno odkryty, regulatorowy RNA tywga na zmiagn funkcji biatka R2
podczas retrotranspozycji. Ustalane,R2Bm 5’'RNA decyduje o wzaniu DNA przez biatko
R2 ponkej miejsca insercji retrotranspozonu i odpowiedmgtutowuje biatko R2 do ¢tia
jednej z nici DNA. W procesie retrotranspozycji, idwczasteczki biatka R2 rozpozrgj
odpowiednio miejsce powgj i poniej insercji transpozonu w genomie. Biatko R2 gzaine
powyzej miejsca insercji wize koniec 3° R2 RNA i nacina dolna¢nDNA. Uwolniony
koniec 3’-hydroksylowy DNA sy, jako starter w syntezie nici (-) DNA R2. Natostia
biatko R2 zwizane poniej miejsca insercji waize koniec 5° R2 RNA, trawi gémni¢c DNA,

a domena polimerazowa przeprowadza syntezi (+) DNA retrotranspozonu. Dla R2
3’'RNA ustalono struktur drugorzdows oraz stwierdzonaze jest ona konserwatywnasgd
spokrewnionych organizmow44). Mimo okrelenia wanej funkcji biologicznej R2Bm
5'RNA jego struktura nie byla znan&f). Przeprowadzone eksperymenty wykazaly,
mapowanie mikromacierzowe daje rezultaty o wysokiEgodndci z mapowaniem
chemicznym i pozwolity zaproponowatruktug drugorzdowa tego RNA 41). W dalszych
badaniach na podstawie mapowania mikromacierzowswga mapowania chemicznego i
poréwnania sekwencji zaproponowano struktury dregiowe dla czterech kolejnych R2
5'RNA pochodacych z blisko spokrewnionych organizmé®amia cynthia, Coscinoera
hercules, Callosamia promethearaz Saturnia pyri. Ponadto porOéwna¢ pierwszo- i
drugorzdowe struktury wszystkich ¢iu R2 5’'RNA zaobserwowano konserwatywne
strukturalnie rejony. Zaobserwowan® jesli w rejonie konserwatywnym wygbuje mutacja
to jest ona kompensowana mugaej przeciwlegtej nici tak, aby zachowane byto paaove
zasad i struktura konserwatywnego elemeaA@).

W Pracowni Chemii RNA wykazano rowmieuzytecznd¢ izoenergetycznych
mikromacierzy do wykrywania subtelnychznic w strukturze i dogpnaici dla sond rénych
tRNA. Do bada wybrano dwie pary tRNA: tRNA*®z Saccharomyces cerevisiaeaz jego
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niemodyfikowany transkrypt, jak réwrienicjatorowy tRNA"® oraz elongacyjny tRNA z
Lupinus Luteus Dla obu badanych par wykazano zmite w dostpnaici dla
izoenergetycznych sond. W przypadku tR\Amikromacierze pozwolity zaobserwoiva
wptyw modyfikacji na jego pofaldowanie w poréwnana transkryptem. W przypadku
tRNAM® rdwniez zaobserwowano istotne zrdice pomé¢dzy czsteczk inicjatorona a
elongacyjma (47, 438.

Metoda mapowania mikromacierzowego z@amie& znacznie szersze zastosowanie
niz tylko badanie struktury asteczki RNA. Wsipne badania wykazayj ze mae by
uzyteczna do badania struktury kompleksow RNA z innlgiromolekutami takimi jak biatka,
antybiotyki, r@&nego typu metabolity czy inne gsteczki RNA. Pierwsze tego typu
eksperymenty zostaty przeprowadzone w ramach s@egpracy doktorskie;.

2. Bakteryjne niekodujace RNA

2.1. Wprowadzenie

W celu adaptacji do zmienigych s¢ warunkowsrodowiska organizmy bakteryjne
potrzebujp mechanizméw zapewniglych dynamiczne zmiany ekspresji genow.
Transkrypcyjna kontrola ekspresji genow odpowiddzieh za funkcje fizjologiczne
zachodzi z udzialem biatek sfiacych DNA w odpowiedzi na wewatrz- lub
zewrgtrzkomérkowe bogce byta i dlugo byta uwana za jedymdrog; aktywacji lub represiji
bakteryjnych genéw. Jednak obecnie wiadomoze niezwykle istota drogy regulacji
ekspres;ji bakteryjnych gendw jest posttranskrypayantrola poziomu mRNA zachagta z
udziatem regulatorowych RNA49). Odkrycie tych wielofunkcyjnych @steczek okazato @i
kluczem do wyjénienia licznych regulatorowych efektow, ktére wiazdej byty
niezrozumiate.

Czasteczki RNA petnice u bakterii role regulatorowe ¢sto nazywane asmatymi
RNA (ang.small RNA (sRNA) ze wzgidu na ich wielké¢, ktéra zwykle waha sipomidzy
50 i 500 nukleotydbw, a najexiej wynosi okoto 100 nukleotydow. €#to tez nazywane $
niekodupcymi RNA (ang.noncodinc RNA(ncRNA), co jest powszechna nazuzywam dla
regulatorowych RNA z komérek eukariotyczny&)

Dotychczas najwicej wiadomo o sRNA zE. coli, jednak ze wzrostem

zainteresowania ta grapczasteczek, coraz wcej jest identyfikowanych tak u innych
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bakterii. Obecnie UE. coli oraz Salmonellaznanych jest okolo stu sRNA, jedrak
przewidywanych kandydatéw uzmdych bakterii jest okoto tysta 61, 53. R&norodnadé
sekwencyjna i strukturalna oraz relatywnie mataldae dobrze poznanych sRNA powoduje,
ze badania tej grupczasteczek s trudne. Ostatnio, w dobie metod bamych na analizie
bioinformatycznej i mikromacierzach genomowych osagbkim sekwencjonowaniu kwasow
nukleinowych, uwaga badaczy zaczyna skéigia na wyszukiwaniu potencjalnych sRNA i
sprawdzaniu ich wptywu na funkcjonowanie komaérkadBnia struktury, bez ktérych nie jest
mozliwe szczegotowe poznanie mechanizm dziatania zegzypy¢ odsuwane na dalszy plan.

SRNA zwykle kodowaneagako oddzielne jednostki transkrypcyjne i ulegakspresiji
w okreslonej fazie wzrostu, pod wptywem czynnikOw stresotvyczy w czasie wirulenciji.
Wiekszas¢ dotychczas poznanych sRNA moduluje ekspregnéw poprzez bezpmdnie
parowanie z docelowym mRNA, jedriak jest te grupa sRNA modulacych aktywnéé
biatek @9).

Pierwszymi odkrytymi sRNA byly, dzialgge w ukiadziecis, antysensowe RNA,
ktére kontroluj replikacg lub stabilné¢ bakteryjnych plazmidéw. Nieco piiej odkryto,ze
rowniez w genomieE. coli kodowane s sSRNA kxdace czlonkami tej rodziny @steczek.

Wiele z nich okazato siby¢ regulatorami ekspresji toksycznych biat&k)(

2.2. SRNA o petnej komplementarngci

2.2.1. Antysensowe RNA kodowane w plazmidach

Wigkszai¢ regulatorowych RNA jest kodowana w ukladazies, czyli nici DNA
przeciwnej do docelowego mRNA, w zwku z tym jest do niego w petni komplementarna i
dziata poprzez bezprednie parowanie siz nim. Tego typu oddziatywanie e powodowa
réznorodne konsekwencje, ktorych damwym efektem bardzo e¢gto jest zaburzenie
replikaciji.

Jednym z przyktadow jest RNA | o diugn 108 nukleotydéw, kodowane przez
plazmid ColE1l. RNA | uniemdiwia poprawne dojrzewanie startera RNA Il, niedbego w
procesie replikacji plazmidb8). Przyktadem innego mechanizmu dziatanie jest Cajest
to regulatorowe RNA, o diugoi 90 nukleotyddéw, kodowane przez plazmid R1. BJekeno
miejsce wizania rybosomu do mRNA, ktorego produktem jestkioidepA bioace udziat w

inicjacji replikacji (4). Natomiast oddziatywanie poegizy RNA | i 146 nukleotydowym
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RNA Il plazmidu pT181 oraz mRNA kodigego RepC (inicjator replikacji), stabilizuje tak
struktue repC mRNA, ktora prowadzi do terminacji jego transldép, 56.

Choci&z sRNA s zdolne do komplementarnego parowanig@ g MRNA na
stosunkowo dtugich odcinkach, jednak peilne parowvamwykle nie jest wymagane do
regulacji. Najistotniejsze jest pagkowe oddziatywanie poradzy sekwencjami
komplementarnych ¢li parujacych s¢ czasteczek z utworzeniem struktury zwarlegssing
complex” (54). Badaniain vitro wykazaty, ¥ oddziatywania te magzachodzi bez udziatu
dodatkowych czynnikéw, jedna& biatka kodowane zarowno w plazmidach, jak i w
chromosomie zostaty zidentyfikowane jako czynnikbrpujace oraz stabilizage tego typu
dupleksy 67, 5§. Tak powstate dupleksy zazwyczaj podlegdggradacji z udziatem RNazy
lll, endorybonukleazy specyficznej wobec dwunici@vyRNA (69, 60Q. W skutek czego
regulacja poprzez sRNA jest procesem nieodwracalnym

Antysensowe RNA $ syntetyzowane konstytutywnie, jedmak i to czsteczki
niestabilne, dlatego ich poziom jestisle pownzany z liczla kopii plazmidu. Kiedy liczba
kopii plazmidu zmniejsza siwtedy rownig¢ poziom sRNA si zmniejsza. To z kolei
prowadzi do zwgkszenia syntezy biatek inicagych replikacg oraz starterow, w
konsekwencji liczba kopii plazmidu znéwsroe (0).

Inng grupe SRNA kodowanych przez plazmidy stangwe, ktére powoduaj represg
ekspresji biatek toksycznych dla komorki. Najlepsgiharakteryzowanym antytoksycznym
RNA jest Sok RNA kodowany przez plazmid R1. Ten #Rddwoduje represjtranslacjinok
MRNA. Analogicznie jak w omoéwionych wcage] przypadkach, Sok RNA jestgsteczly
niestabilm, i szybko ulega degradacji. Kiedy plazmidu R1 zbiakw komorce, brak jest
rowniez Sok RNA. Z tego powodu bardziej stabilhek mMRNA zaczyna uledatranslaciji i
powstajce toksyczne biatko Hok jest akumulowane w kom{@roewvadac do jej sSmierci
(62).

2.2.2. SRNA kodowane przez bakteriofagi i transpozty

Bakteriofagi rownie kodup SRNA w ukfadziecis, dziatah one podobnie jak
plazmidowe sRNA i wplywaj na wiele procesow biologicznych takich jak pazebnie
pomiedzy cyklem lizogennym a litycznymb(@). Przykladem mize by Cl RNA faga P4
modulupce terminagj transkrypcji 62) czy OOP RNA faga lambda, ktéry oddziatujz cll
MRNA umaliwia degradagj tego mRNA przez RNa4ll (63).

Kodowane w ukfadzieis antysensowe RNA zostaly rownieidentyfikowane dla
dwoch transpozonow pochagxch z E. coli 1IS10 i IS30. Oddziatgj one ztnp mRNA,
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kodujacym transpozag tym samym blokujc translagi i w przypadku 1S10 prowade do
degradacjtnp mRNA. Skutkuje to ograniczeniem transpozycji atagci kopii transpozonow
w genomie §4-66.

2.2.3. Antysensowe RNA kodowane przez chromosom

Jednym z przyktadow sRNA kontroligiych syntez potencjalnie toksycznych biatek
jest JstR-1 RNA, ktory ma taki sam koniec 3’ coyinmlokalizowany w tym samym locus
sRNA, a mianowicie IstR-2. IstR-1 kontroluje eksgge TisB kodowanego przez
bicistronowytisAB mRNA. IstR-1 podlega ekspresji konstytutywnie, gras gdy zaréwno
IstR-2, jak itisAB mRNA s indukowane w czasie odpowiedzi SOS, uruchamiamej p
pojawieniu s¢ uszkodzé w DNA. Wysoki poziom TisB jest toksyczny dla korkjra IstR-1
ma zdolné¢ inhibicji tej toksycznéci. Wspoétzawodnicge z podjednostkrybosomaln 30S,
oddziatuje on na odcinku 21 nukleotydow z rejoneewwwtrz tisAB mRNA. Ta interakcja
umazliwia rozpoznanie kompleksu przez RNadll i przeciccie go, co skutkuje
uniemaliwieniem translacji tisAB mRNA (67). Istnieje model proponagy, ze peinegj
diugcici tisAB mRNA nie jest aktywne, dopiero endonuklolityczregeicie tej casteczki
powoduje zmiany w jej strukturze umioviajace zwhzanie IstR-1 lub podjednostki
rybosomalnej w miejscu nazywanym pg&ospwym miejscem wizania (zwizanie w tym
miejscu jest warunkiem alokacji podjednostki 30Sndasciwego miejsca inicjacji translacji).
Zostato to przedstawione schematycznie na rysunkMdilel dziatania IstR-1 zakladae
SRNA zapobiega przypadkowej syntezie TisB w czasiemalnego wzrostu komorki,
natomiast w czasie odpowiedzi SOS poziom IstR-lefmaprzy réwnoczesnym wzte
poziomutisAB mRNA. Proponuje 8i ze ograniczona ekspresja biatka TisB, zachodzo
uszkodzeniu DNA prowadzi do spowolnienia wzrospuawdopodobnie unitiwia komérce

unikniecie zniszczeniabg).
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Rysunek 6.Model regulacji aktywnéi tisAB mRNA przez IstR-1 SRNAGS).

Podobn role moze odgrywa inny SRNA nazwany RyjC. Ten sRNA réwnielega
ekspresji konstytutywnie i jest kodowane na nianbementarnej dgjiW, genu o nieznanej
funkcji, indukowanego réwnie w odpowiedzi SOS. RyjC RNA jest catkowicie
komplementarny do kaa 5’ oraz pierwszych 6 nukleotydow otwartej rarokiczytuyjiWw.
Dotychczasowe dane sugeruje wysoki poziom biatka YjiW jest toksyczny, co wgkge,ze
rowniez w tym przypadku ograniczona represja przez sRNAemoi€ kluczowe znaczenie
dla przetrwania komorkieQ).

W przypadku tego typu mechanizmow wiele jeszczeopi@o do wyjénienia, jak
chatby to, jaka jest normalna funkcja toksycznych biatek; pgatywem, jakich czynnikéw
ulegap one ekspresji, czy dziatanie sSRNA zenazostéd wylgczone oraz czy w tych
oddziatywaniach biar udziat jakiekolwiek dodatkowe czynniki biatkowe?
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2.3. SRNA o niepetnej komplementarnsci wigzace biatko Hfq

Jest to najwiksza i najlepiej scharakteryzowana grupa sRNA, dveitsktad wchodzi
okoto jedna trzecia wszystkich poznanych sRNA.wcoli. Wszystkie SRNA nalace do tej
grupy & kodowane w uktadzi¢rans, czyli w odrebnym locus w stosunku do docelowego
MRNA i dziatap poprzez nie catkowicie komplementarne parowaniddziatywania te
prowadz do zmiany stabilngi i/lub translacji mMRNA. Chéw badaniachn vitro wykazano
oddziatywanie miedzy sRNA a mRNA bez udziatu bialekgrupa czsteczek w wikszaci
przypadkow do efektywnego dziatanimavivo wymaga obecniwi biatka opiekiczego (ang.
chaperon Hfg (50). Biatko to ze wzgldu na swaqj istotrg role w regulacji ekspresji genéw z
udzialem sRNA zostato oméwione szczego6towo w dalszgci rozdziatu. Efekty wptywu
SRNA na docelowe mRNAag6znorodne. W niektorych przypadkach sRNAm®zytywnymi
regulatorami translacji. Wowczas rola sRNA polegaykle na stabilizacji mRNA lub
zwickszeniu wydajngci translacji poprzez indukgzmiany struktury mRNA. Zwykle jednak
parowanie SRNA z mRNA ma negatywny wptyw na tragjglgprowadac do jej inhibicji lub
degradacji mRNA 70). Tego typu mechanizm naa porowné do mechanizmu dziatania
microRNA w komorkach eukariotycznyctyl). Jednake tutaj wydaje s, ze RNaza E,
gtéwny sktadnik multienzymtycznego kompleksu nazgego degradosomem, jest enzymem
przede wszystkim odpowiedzialnym za degradacje mRNRNA (72, 73. Istniep jednak
doniesieniaze w przypadku niektérych sRNA oraz ich docelowycRMA to jednak RNaza
lll petni funkcje nukleolityczne 7). Dla niektdrych sRNA znany jest tylko jeden doceyow
MRNA, inne z kolei maj zdolng¢ modulowania aktywniei wielu r&znych mRNA. W tego
typu ztazonych uktadach regulacji egto te& jedno mMRNA mae by pod kontrod kilku
réznych sRNA.Jak to jest madiwe? Wydaje st¢, ze w tego typu oddziatywaniach niezwykle
istotrg role odgrywa nie tylko sktad nukleotydowy, ale rOwnistruktura parucych st ze
soly kwasow nukleinowych. Jednakna tym polu pozostato jeszcze wiele do zrobiayds;
struktura drugorgdowa obu molekut - SRNA i jego docelowego mRNA agza jest tylko w
kilku przypadkach. Znajon$é struktury bytaby niezwykle pomocna w zrozumieniu
mechanizméw regulacji zachagzch z udziatem sRNA, dla wyjaienia co jest niezluine
do odnalezienia docelowego mRNA w komorce, czyblia@o decyduje o parowaniwesibu
czasteczek.

Pierwszym odkrytym sRNA dzialgym u E. coli w ukladzie trans jest 93
nukleotydowy MicF RNA. Od 25 lat, kiedy zostat ogtyr, ompF mRNA wciaz uwazany jest
za jego jedyny docelowy mRNA. MicF blokuje trangtabiatka OmpF, ktére jest jedrz
dwéch gtéwnych poryn znajdagych s¢ w btonie komorkoweE. coli (74, 79. Synteza MicF
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RNA aktywowana jest pod wptywem wielua@rodnych czynnikévirodowiskowych takich
jak stres oksydacyjny (na drodze z udzialem Sop8iwyzszona temperatura (z udzialem
nieznanego regulatora) czy ekspozycja na czynolgyczne (np. za geednictwem MarA)
(76-79. Natomiast negatywnym modulatorem ekspresji tsRNA jest dwustopniowa
regulacja z udzialem EnvZ, kinazy btonowej, ktoestjaktywowana pod wpltywem zmian
osmotycznychirodowiska. Aktywna kinaza fosforyluje biatko regieowe OmpR, ktore z
kolei kontroluje synteg poryn na poziomie transkrypcyjnyn8(Q, 81). Prdoba ustalenia
fizjologicznej roli MicF nie jest fatwa zwgwszy na faktze ekspresja poryn jest intensywnie
regulowana na poziomie transkrypcyjnym. Sugerujez&@ w pewnych warunkach regulacja
posttranskrypcyjna z udzialem sRNA jest konieczwawkmocnienia efektu regulacji na
poziomie transkrypcyjnym5Q). Nie potwierdzono,ze obecné& Hfq jest wymagana do
prawidlowego funkcjonowania MicF RNA, jednak wykazano, ze to SRNA
koimmunoprecypituje z Hfo8Q).

Jednym z najintensywniej badanych sRNA jest 87 entiidowy DsrA RNA Z. coli.
Jest te jednym z pierwszych, dla ktérego zaobserwowaranaze oddziatywd z wiecej niz
jednym mRNA. Gen kodagy DsrA zlokalizowany jest w rejonie gazygenowym (IGR)
pomidzy yodD i yedP (83) DsrA RNA jest syntetyzowany pod wplywem niskiej
temperatury wynoszej 25C, w tej temperaturze wykazujeztenacznie wysz stabilng¢ w
poréwnaniu do 37 i £ (84). Sugeruje i ze jego niezalmnym od temperatury inhibitorem
jest biatko LeuO&5).

Jednym z jego docelowych mRNA jeehs mRNA B3). DsrA reguluje m. in.
aktywacy, tworzenia otoczki bakteryjnej poprzez repgesyntezy biatka HN-S. HN-S jest to
biatko nazywane histonopodobnym (argstone-likg¢ zasocjowanie z nukleoidem. HN-S
peini rok globalnego wyciszaczakspresji gendéw, wod ktorych znajdw sie geny
odpowiedzialne za tworzenie otoczki i produkpplisacharydow&6). Postuluje i, ze DsrA
wiaze st dwoma oddalonymi od siebie fragmentamis mRNA tak, ze tworzy s¢ koliscie
zawinkta struktura tego mRNA. Pierwszy z fragmentow zliakavany jest przy kacu 5,
niedaleko kodonu start, w miejscu agania rybosomy (RBS), przez co prawdopodobnie
zwiazanie w tym rejonie DsrA unienbiwia przytaczenie rybosomu i syntedbiatka HN-S.
Natomiast drugi fragment znajdujes orzy kacu 3’, w pobliu kodonu stop. Mechanizm
regulacji przedstawiono schematycznie na rysunku J&sinake ten model oddziatywania

wymaga jeszcze weryfikacj8{).
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Rysunek 7.Schemat proponowanego mechanizmu regulacji dogelomRNA przeZA) DsrA oraz(B) OxyS
RNA.

Poza funkcj represora translacji, DsrA RNA pelni rowaidunkcje aktywatora
ekspresji innego mMRNA. Pod pozytysvrkontroh tego matlego RNA znajduje ¢sirpoS
MRNA, ktore u enterobakterii koduje gtdbwny stresavzynnik sigma, a mianowicie sigma s.
Sigma s stanowi alternatywn podjednostk polimerazy RNA odpowiedziain za
rozpoznawanie promotoréw genow aktywowanych w ezasiesu i w stacjonarnej fazie
wzrostu 88). W jaki sposOb antysensowy RNA zenopozytywnie regulowa poziom
translacji? W przypadku nieobecidoi DsrA diugi 5’UTR rpoS mRNA, falduje st w taki
Sposob,ze tworzy struktug drugorzdowa, ktora inhibuje wizanie s¢ rybosomu do RBS.
DsrA parujpc sk z rejonem potponym okoto 100 nukleotydéw powrgj RBS powoduje
Lotwarcie” struktury tak,ze RBS staje si dostpne (Rysunek 7A). Rejon wzajemnego
parowania obu esteczek zostat zweryfikowany zaréwno przez mapoggak i mutagenez
obu DsrA RNA oraz rejonu liderowegpoSmRNA 89, 90. Cha: w warunkachin vitro oba
RNA mog sie ze soh parowa bez udziatu dodatkowych czynnikéw, to jednak dbgdwu
potwierdzono zdoln@& wiazania z Hfq oraz zaproponowano rejony hoer udziat w
oddziatywaniu. Ponadto, zaobserwowano zim@ms¢é tworzenia trojsktadnikowego
kompleksu. Badania pokazupe biatko Hfq rownie tutaj odgrywa istotna pomocnigzole,
znacznie utatwiaca oddziatywanie 89, 91). Zaobserwowano réwnieze zwihzanie DsrA do
rejonu liderowego nie tylko unibwia zwiazanie rybosomu, ale ta& tworzy nowe miejsce

ciccia dla RNazy lll. Gdy brak jest DsrA wowczas RNdliamoze przeciné transkrypt w
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rejonie dwuniciowym, ktdrego jednac¢nobejmuje rejon inicjacji translacji, a drmugtanowi
miejsce oddziatywania z DsrA RNA. Hydroliza w tymjanie najprawdopodobniej skutkuje
degradacgg mRNA. W wyniku powstania kompleksu DsrpbS pierwsze miejsce ¢tia
przestaje istnie Powstaje nowe zlokalizowane w rejonie parowanigabu casteczek.
Hydroliza powstatego kompleksu zapobiega m.in. poremu wykorzystaniu DsrA do
aktywacji nowej casteczki mRNA, a tale prowadzi do stabilizacjirpoS mRNA
podlegajacemu translacp?). Schematycznie przedstawia to rysunek 8.

DsrA RNA
DsrA RNA/Hfq
RNaza III
RNaza Il o RNaza 111
: —
NG AUG S mRNA > rpoS mRNA
RNaza 1115 posm Z
brak translacji translacja
destabilizacja, degradacja wa stabilizacja

Rysunek 8.Model posttranskrypcyjnej regulacji translaqgioS mRNAz udziatem RNazy lll, biatka Hfq oraz
DsrA sRNA 02).

Badania pokazygj ze w oddziatywania hnsmRNA i rpoSmMRNA zaangzowane §
dwa niezalene rejony DsrA RNA. W oddziatywaniu ppoS mRNA bior udziat nukleotydy
zlokalizowane w rejonie od 9 do 32, twace pierwsz spink, podczas gdy hns mRNA
oddziatup nukleotydy zlokalizowane we fragmencie od 31 do(84, 89. Ttumaczy to, w
jaki sposob jedno sRNA nie kontrolowé ekspresj dwéch rgnych mRNA a take
swiadczy o tym,ze DsrA jest dynamicznczasteczlk zmieniajca swoja struktug podczas
oddziatywania z docelowymi mRNA. Na podstawie koempéntarnéci sekwencyjnej
zaproponowano,zi DsrA mae réwnie: by¢ regulatorem ekspresji naptujacych mRNA:
argR ilvIH orazrbsD. Przy czym sposob parowania giargR orazilviH mogtbywygladat
podobnie jak w przypadkansmRNA 87, 93.

Kontrola poziomu translacfpoSmRNA, jest ciekawym przyktadem dziatania SRNA,
gdyz to mRNA znajduje sipod kontrod rowniez innych regulatorowych RNA. Dziatapne
zarowno, tak jak DsrA, czyli aktywag translagj, ale @ rowniez takie, ktére powoduy
inhibicje ekspresji mMRNA. Liczce 106 nukleotydow RprA sRNA, chogiedzni si¢ dugascia
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oraz skladem nukleotydowym, tak jak DsrA stymultf@nslacg sigma s. Ekspresja RprA
rosnie podczas stresu osmotycznego. RprA pargje 90SmMRNA w tym samym rejonie co
DsrA, w zwihzku z czym mechanizmu jego dziatania jestzisly do mechanizmu dziatania
DsrA i rowniez wymaga obecriwi Hfg. Przyhczenie RprA dorpoS mRNA skutkuje
udostpnieniem RBS i rozpogziem translacji $4-96.

Negatywnym regulatorem ekspregpS mRNA jest z kolei OxyS RNA, indukowany
poprzez czynnik transkrypcyjny OxyR w odpowiedzi saes oksydacyjny. Ten 109
nukleotydowy, stabilny oraz licznie wygujacy w komorce sRNA najprawdopodobniej
reguluje ekspresjokoto 40 gendw LE. coli oraz dziata jako czynnik przeciwmutacyjny
chronikcy DNA przed uszkodzeniem. OxyS seodziatd zaréwno jako regulator inhitagy,
jak 1 aktywupcy ekspresgj docelowych mRNA 7). Szczeg6towy mechanizm repres;ji
syntezy sigma s przez OxyS oraz ewentualne rejolagziatywania ponidzy OxyS arpoS
nie zostaly jak dat opisane w literaturze. Wiadomig in vivo wraz ze wzrostem ekspresji
OxyS maleje ilé¢ sigma s oraz w mechanizm tej regulacji zaaogane jest biatko Hfqg.
Jedna z hipotez zakiladze inhibicja ta zachodzi na skutek wspotzawodniconMaiatko Hfg.
Pojawiajcy sk OxyS wytapuje cat dostpna pu¢ Hfg, uniemdaliwiajac zwiazanie s¢ biatka
z rejonem liderowymrpoS mRNA, ktére to z kolei miatoby utatéizwiazanie rybosomu do
tego mMRNA (Rysunek 7B)98). Dowiedziono,ze do represjirpoS mRNA przez OxyS
niezledny jest fragment porgilzy 63 a 109 nukleotydem sRNA9); inne badania wskazyj
wiasnie ten rejon jako miejsce wdania Hfq 08). Postuluje ), ze represja syntezy sigma s
przez OxyS zachodzi, aby zapobiec powstaniu nadejierliczby regulatorow
transkrypcyjnych. Dla genowkatG czy gorA zaobserwowano,ze ich ekspresja jest
regulowana zaréwno przez OxyR i sigma s. OxyR gé&spwowany przez nadtlenek wodoru
w czasie logarytmicznej fazy wzrostu, kiedy to sigm jest zbdny, wtedy OxyS inhibuje
jego powstawanie. Natomiast w stacjonarnej fazieostn OxyR nie jest aktywowany przez
pojawiapcy sk nadtlenek wodoru; w wyniku czego nie powstaje @xyS. Wtedy sigma s
indukuje ekspresgjgenow takich jakatGi gorA niezkezdnych dla przetrwania przez komérk
stresu oxydacyjneg®?7).

Innym mRNA podlegajcym represji przez OxyS RNA je#ilA mRNA, kodujcy
biatko FhIA, ktére jest aktywatorem transkrypcji.adiania przeprowadzone zygiem
sekwencji zawierapej czé¢ 5UTRu oraz fragment sekwencji kodaogj fhIA mRNA
wykazaty, ze zarébwno we fragmencie mRNA jak i w ebie OxyS wystpuja po dwa
niezalene rejony biogce udziat w parowaniu gitych czasteczek. Parowania te zachedz

pomiedzy petlami spinek obu cisteczek tworgc tzw. kissing compleXRysunek 7B). W
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MRNA jeden z tych fragmentow znajdujee swv 5’UTR, w rejonie wizania rybosomu i
tworzy heptanukleotydowy kompleks ztla wchodaca w skfad 3’-kaicowej spinki OxyS
RNA. Natomiast drugi rejon oddalony jest od pieraga 0 41 nukleotyddw i znajdujecsiv
obrebie sekwencji koducej. Jego nonanukleotydowy fragment paruje z nuitkomi ptli
apikalnej ledacej czscia 5'-koncowej spinki OxyS RNA. Takie oddziatywanie pauizy
czterema gtlami inhibuje translagj uniemaliwiajac zwigzanie podjednostki rybosomalnej
30S do mRNA i stworzenie kompleksu inicjatorowe®9,(10Q. Tak, jak w przypadku
represjirpoS mMRNA rownie: tutaj rejon w okolicy 70-tego nukleotydu OxyS jestzlzdny
do prawidtowej inhibicji, co pozwalaadzi¢, iz w obydwu przypadkach jest to miejsce
wiazania Hfg. Zaobserwowange biatko to petni ral opiekuncza zwigkszapc trwalcs¢ oraz
utatwiapc oddziatywanie z obydwoma docelowymi mRNALOQ. Jaka zatem jest
fizjologiczna rola represji fhla mMRNA przez Oxy=S#A jest aktywatorem genow bimych
udziat w syntezie kompleksu hydrogenolazy mrowcea)o By¢ maze inhibicja syntezy
FhlA jest niezhdna do przetrwania w czasie stresu oksydacyjnegojepra kompleks
hydrogenolazy mréwczanowej, ktory jest syntetyzopvarwarunkach beztlenowych zawiera
metale jako kofaktory, ktore mogtyby oka@zsic szkodliwe w czasie stresu oksydacyjnego
(99.

Analizy z wykorzystaniem metod komputerowych, gepamych mikromacierzy a
takze badania zdolrgi oddziatywania z Hfq oraz wpltywu na poziom eksjirsigma s,
pozwolity zidentyfikowa& kolejne sSRNA mogce by potencjalnymi regulatorami translacji
rpoS mRNA (102). Nalery pamktat, iz ekspresja sigma s jest regulowana nie tylko przez
SRNA, ale i wiele biatek w odpowiedzi nazribrodne sygnaly. Ta niezwykle ztma
regulacja odbywa sizaréwno na poziomie transkrypcyjnym i translacynyak i zwhzana
jest z wptywem na stabildé oraz degrada¢jtej alternatywnej podjednostki polimerazy
RNA. Interesujce jest to, 2 jednym z modulatorow biacych udziat w tej regulacji jest
biatko HN-S, ktdre jednocZrie wptywa na represijtranslacjirpoSoraz destabilizagjbiatka
sigma s. Jedna z movosci dziatania HN-S zaktadae najprawdopodobniej oddziatuje ono
z ktorymg z licznych inhibitoréw biatka RssBRrola ufosforylowanej formy biatka RssB jest
wiazanie st z RpoS, co umdiwia ATP zaleznej protezie ClpXP degradade] podjednostki
polimerazy 103-105.

Innym intrygupcym przyktadem casteczek nalecych do tej najliczniejszej grupy
matych RNA g, kodowane jeden za drugim i niermaidentyczne, OmrA i OmrB sRNA. Ich
funkcja jest inhibicja translacji grupy spokrewnionych mRModujacych biatka zewetrznej

btony takie jak: proteaza OmpT czy kanaty blonowieACFecA oraz FepAW procesy
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regulacji z ich udzialem zaangavane jest biatko Hfqg oraz RNaza E. Ich ekspresja
indukowana jest przez dwusktadnikowy system zajydeyakinaz: EnvZ i czynnik wazacy
DNA OmpR, w czasie podwgzenia osmozy lub zadziatania innego czynnika ®tvego
wplywajacego na zewgirzna btor. Podobiéstwo pomg¢dzy blisko 80 nukleotydowym
OmrA/B uE. colijest najwysze na ich kacach. Przy czym 20 nukleotydéw nankach 5’
jest catkowicie identyczne i to wdiaie te regiony $ istotne w oddziatywaniach z mRNA.
Analizy bioimformatyczne z wykorzystaniem rejonu-Kencowego OmrA/B pozwolity
odkry¢, ze casteczki te podlegajautoregulaciji ograniczagej ich ilas¢, ktéra odbywa si
poprzez regulagjekspresjompRmRNA (106, 107.

Bardzo zagadkowe pozostaje pytanidlaczego bakterie wykorzysjuj dwa
spokrewnione sRNA do kontroli transalcji tych samyiocelowych mRNA. Bymce

ekspresja dwoch sRNA jest gwaranajezawodnej regulacji?

2.3.1. Struktura i funkcje biologiczne petnione prez biatko Hfg

Biatko Hfq zE. coli (ang.host factor required for phage £RNA replication zwane
tez HF-1 (ang.host factor } zostato zidentyfikowane pod koniec lat 60-tyakg endogenne
bakteryjne biatko, ktére wraz z rybosomalnym biefki S1 bierze udziat w replikacji RNA
bakteriofaga @. U E. coli biatko to zawiera 102 reszty aminokwasowe, a j@gsa wynosi
11,2 kDa 108-110Q. Analizy filogenetyczne pokazatye ortologi Hfg wystpuja w potowie
sekwencjonowanych gram-dodatnich oraz gram-ujemmaltterii, przy czym cg¢ z nich
koduje wecej niz jeden gerhfq (111, 112)Biatka naleace do rodziny Hfqstermostabilne,
ich aktywry forma jest homoheksamer, a wiellomonomeru waha sipomidzy 70 a 110
resztami aminokwasowymi. LE. coli bialko wystpuje w liczbie okoto 10 tyscy
heksameréw na komdagk Z tego 80-90% zidentyfikowano we frakcji cytoplaatycznej
zasocjowane z rybosomaniild). Badania wskazaj ze biatko to waze RNA wykazujc
preferencje do sekwencji poli(A) oraz fragmentowdneniciowych bogatych w reszty
adenozyny i urydyny zwykle otoczonych zika 5’ lub 3’ fragmentem heliakalnym, jedrak
nie wykazugc specyficznéci sekwencyjnejX01, 114-11% Pozostata eg¢ Hfq wyskpuje w
formie zasocjowanej z nukleoidemll(, 118. Badania komérek pozbawionych genu
kodujacegohfq pokazaty plejotropowy wptyw tego biatka na funkaojovanie komaorki. Hfg
jest regulatorem pekpcym bardzo zrznicowane funkcje w komorce, zdolnym do
oddziatywania z renymi casteczkami, a konsekwecjego niedoboru jest zmiana profilu

ekspres;ji wielu biatek1(19).
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Jak doid nie udalo s rozwigzat struktury krystalicznej biatka Hfg o wysokiej
rozdzielczdci. Opublikowano struktury pochogize z trzech organizmow bakteryjnych: z
Staphylococcus aureus (12@)E. coli (forma skrécona zawiergja reszty aminokwasowie
od 1 do 72) 121) orazPseudomonas aeruginogia?2?), a take jedym struktue kompleksu
Hfg/RNA. Jest to struktura Hf§. aureusze zwiazanym heptaoligonukleotydem AG (120).

A takze jedm struktue kompleksu Hfg (forma skrocona)/poliédz E. coli (123) Hfq
zaliczono do rodziny biatek Sm i Sm-podobnych (€8m-likg. Biatka te zidentyfikowano u
eukariotow oraz archeondéw. Biprone udziat w dojrzewania oraz degradacji mRNA.
Charakteryzy sic dwoma wysoce konserwatywnymi rejonami zwanymi SmBm2
oddzielonymi od siebie regionem o zmiennej dikaye sekwencji 124-127. Chocia biatka
Hfq nie wykazuj homologii sekwencyjnej w oblbie motywu Sm2 (majjednak inny rejon
bogaty w reszty hydrofobowe, ktéry oeby jego odpowiednikiem) zostaty zaliczone do tej
rodziny ze wzgldu na homologi w rejonie Sm1, preferencje w agianiu sekwencji bogatych
w A i U oraz podobigstwo strukturalne. Podoliistwo to polega na tworzeniu
homoheksamerycznego pielenia o wymiarach podobnych do heksametrycznych i
heptametrycznych pigrieni tworzonych przez biatka Sm i Sm-podobb@l( 111, 114

Homoheksameryczny piaien Hfg E. coli masrednie ok. 70A i grubé¢ 28A (101,
121). Zbadane struktury monomeréw Hfgq, podobnie jakikda Sm, zbudowaneasz
N-koncowej helisya, po ktérej naspuje pe¢ harmonijek. W sktad motywu Sm1 wchoalz
trzy pierwsze harmonijkp, podczas gdy motyw Sm2 twarzzwarta i pita. Tworzenie
heksameru inicjowane jest przez oddziatywania gdmy resztami aminokwasowymi
wchodzcymi w sktad harmonijki4 jednej podjednostki a resztami aminokwasowymi
wchodzcymi w sktad harmonijkB5 sasiedniej podjednostki. Helisa utozona jest od strony

zwanej dystala (121). Struktug heksameru przedstawiono na rysunku 9.
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Rysunek 9. (A) Struktura biatka Hfg Z. coli. Kolorem niebieskim zaznaczono harmonigkiwchodzace w
sklad monomeru, a #o6wym N-kaicows heliss a. (B) Schemat oddzialywa wodorowych pomidzy
aminokwasami wchodeymi w skfad gsiednich podjednostel 21).

Badania krystalograficzne kompleksu Hfq z heptamnylideotydem zS. aureus
pokazaty,ze wiaze st on do biatka od strony proksymalnej, uktagagi koliscie wokot
szczeliny piefcienia (120). Badania mutantow punktowych Hfdgz coli wykazaty,ze biatko
to posiada zdolng wiazania RNA na obydwu powierzchniach: dystalnej greaksymalnej,
nazywanej te powierzchm L4, jednake specyfika wjzania na tych powierzchniach jest
rozna. Jedno z regulatorowych RNA, a mianowicie DsSrRAR zgodnie z wcz@iejszymi
badaniami dlaS. aureus wiazane jest najprawdopodobniej do wetvanej krawedzi
pierscienia, w ktérej znajduje sisz&c¢ potencjalnych miejsc wkania nukleotydéw oraz do
reszt aminokwasowych R16 i F39 zlokalizowanych oaiprzchni proksymalnej. Poli(A)
oddziatuje z powierzchaidystalry, a w oddziatywania te zaangavane g§ m. in. reszty Y25,
130 oraz K31 90, 123, 128 Powierzchnia dystalna me by tak’e zaangzowana w
wigzania sekwencji poli(A) w DNA, jak rownie odgrywa& role w replikacji RNA
bakteriofaga @ (129. Analizy mutacyjne sugeraj ze mRNA mog oddziatyw&d z

obydwoma powierzchniami jednocémée (90). Badania z wykorzystaniem mutanta
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pozbawionego 37 C-Kmowych reszt aminokwasowych wskagjgdnak na r@l konca C Hfq
w oddziatywaniu z mRNA. Sugeryjten konformacyjnie labilny rejon jako trzeci
powierzchn¢ oddziatywania, specyficandla mRNA (30. Charakter oddziatywania Hfq z
roznymi RNA wydaje st by¢ duzo bardziej skomplikowany, gdyna przykiad dla RprA
RNA odkryto, ze w oddziatywaniu z tym sRNA bierze udziat zaréwpowierzchnia
proksymalna jak i dystalna. W zyzku z tym, w przeciwigstwie do eksperymentéw z DsrA
RNA, dodanie do kompleksu RprA/Hfg oligonukleotygali(A) nie skutkuje powstaniem
trojsktadnikowego kompleksu tylko wyparciem RprA RN kompleksu 96). Hfq poprzez
oddziatywanie z RNA bierze udziat w regulacji elegr wielu gendéw. Jednak, jaka jest
doktadna rola Hfg w oddziatywaniach pamzy sRNA i mRNA nie jest do kKma
zrozumiate. Jeden z modeli zaktada, Hfg petni ro¢ stymulatora zwikszapcego lokalne
stezenie obu RNA utatwiacego zblienie i umdaliwiajacego oddziatywania sRNA z
docelowym mRNA. Zjawisko to zaobserwowano dla kaekpu OxyShIA mRNA czy
Spot42galK mRNA (101, 114. Inne badania pokazyjze Hfg wiazac sk z mRNA powoduje
zmiarg jego struktury i wyeksponowanie nukleotydow nigdtoych do oddziatywania z
SRNA. Tak jest w przypadksodB mRNA, ktory jest celem dziatania RyhB sRNALH).
Istnieja takze badania, ktore sugesujze zwhzanie Hfg mae nieznacznie wptywana
zmiarg struktury sRNA {01). Inne obserwacje pokaaujez, ze zwihzanie Hfq do wielu
SRNA takich, jak DsrA czy RyhB zapewnia im ochgqrzed trawieniem RNaz. Ochrona
ta wynika z faktu wizania s¢ Hfg w miejscach rozpoznawanych przez RN&z tak wec
zwiazanie Hfg uniemgiwia nukleazie dosp do miejsca ecia (131).

Poza rad w regulacji translacji z udziatem sRNA Hfg petat inne role w komérce.
Jedny z nich jest modulacja degradacji niektérych mRN¥ykazano,ze Hfq wiaze sk do
ogona poli(A) oraz rejonu bogatego w U w ghe rpsO mRNA, ktére koduje biatko
rybosomalne S15. Hfq stymuluje poliadenytacpsO mRNA przez PAP |, a zarazem
paradoksalnie chroni je przed enzymami zaaoganymi w degradagjmRNA, takimi jak:
PNPaza, RNaza Il czy RNaza BE3R-135.

Hfq posiada rownie zdolnag¢ autoregulacji na poziomie translacyjnym poprzez
wiazanie s¢ do hfg mRNA. Skutkuje to inhibigj tworzenia s§ kompleksu inicjatorowego i
uniemaliwia rozpoczcie translacji 136).

Wykazano rownig oddziatywanie Hfg z rinymi tRNA i jego udziat w biogenezie tej
czasteczki. Badania wskazyj ze Hfq wihzac sk z tRNA stymuluje aktywna@
nukleotydylotransferazy dodgiej sekweng CCA do kaica 3’ tego RNA 137). Inne
badania pokazuajwiazanie Hfg w dwdch niezataych rejonach tRNA - trzoniegpi TYC
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oraz trzonie gtli D sugerujc, ze Hfq jest niezdne dla poprawnej modyfikacji tRNALBS).
Interesujce, ze rejony te wykazuj niska konserwatywn& sekwencyja pomidzy r&znymi
tRNA i nie @ jednoniciowymi fragmentami bogatymi w A i U. Potadv oddziatywaniach z
nimi bierze udziat powierzchnia proksymalna, czglisama co w przypadku oddziatywa
sRNA. Sugeruje taze w oddziatywaniach porulzy Hfg a ranymi RNA najistotniejsz role
odgrywa struktura przestrzenna obu biomolekut.

Ponadto poza oddziatywaniem z kwasami nukleinowyiiiqg moze wiazat Sie
réznymi biatkami. W niektorych przypadkach ® bezpérednie oddziatywania, natomiast w
innych Hfg wystpuje, jako sktadnik diego rybonukleoproteinowego kompleksu. W @i
z rola Hfg w dodawaniu ogona poli(A) do mRNA sugeruje, ge w tym procesie Hfg nie
tylko oddzialuje z mRNA, ale réwniez PAP | (39. Wykazano réwnig bezpdrednie
oddziatywanie Hfq z C-kicowym fragmentem RNazy E i jego ¢ok inicjowanej przez SgrS
oraz RyhB sRNA, degradacji docelowych mRNA z udaatego enzymulé0).

Interesugca jest obserwacjan vitro, pokazujca, ze Hfg mae tworzy helikalne
witdkna. Kade wtdkno zbudowane jest z 36 podjednostek Hfqzamheksamer zbudowany
z homoheksamerow Hfgl41). Tworzenie si widkien, aczkolwiek inaczej zbudowanych,
zaobserwowano wcgeiej dla pochodgcych z archeondow biatek Sm-podobnyd#2). W
przypadku Hfq tworzenie siwtdkien zaobserwowano w wgzym ni fizjologiczne pH oraz
nizszych warunkach jonowych. Funkcja tych strukturzustata jeszcze poznariat().

Inna niewyjaniona funkcja biatko Hfq jest jego aktywrié ATPazowa. Jak ded
dowiedziono, ze zwhzanie ATP do kompleksu Hfg/RNA skutkuje jego dedizdicja.
Mogtoby to sugerowarole ATP w zmianach strukturalnych RNA zachadygm w obecnéci
Hfg. Analizy mutacyjne wskazajY25 zlokalizowan na powierzchni proksymalnej biatka

jako resz¢ aminokwasow istotra w oddziatywaniu z ATP oraz hydrolizie tejasteczki

(143).

2.4. SRNA modyfikujace aktywnasé biatek

Mniejsz, lecz dé¢ dobrze scharakteryzow@nklas: regulatorowych RNA stanaw
czasteczki majce zdolné¢ modulacji aktywnéci biatek. UE. coli jak dotd znane s tylko
dwa przyktady tak dziatagych sRNA.

Pierwszym z nich jest 6S RNA, ktory inhibuje aktyéé polimerazy RNA
zawierajcej wegetatywny czynnik sigma - sigma 70 zwartyRpoD (@44). Jest to gidwny
czynnik sigma odpowiedzialny za rozpoznawaniekazcci promotorow {45. Tak jak

zostato to omowione wcgeiej, DsrA, RpoA, OxyS oraz prawdopodobnie jeszore sRNA
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poprzez parowanie z mMRN#oS odpowiedzialne sza modulowanie poziomu podjednostki
sigma s polimerazy RNA. Podjednostka ta jest ridmh do rozpoznawania promotorow
niektorych gendéw, ktére musalec transkrypcji w czasie stacjonarnej fazy wiarasaz w
warunkach stresowych. Dziatanie 6S RNA polega natsima bezpwednim oddziatywaniu

z podjednostk sigma 70, a tym samym inhibowanu plimerazy RNA ieaapcej ta wiasnie
podjednostk (146). Ten mechanizm dzialania utatwia polimerazie RNZgwierajcej
podjednostk sigma s (lub inne alternatywne podjednostki), ocazz@mwanie i inicjowanie
transkrypcji z odpowiednich promotorow. 6S RNA abgtidentyfikowany pod koniec lat 60-
tych ubiegtego wieku jako licznie wygiujace, stabilne RNA(147), a jego funkcja
pozostawata diugo nieznana. RNA podlega dojrzewanidiuzszego transkryptu, ktory
koduje 6S RNA oraz biatko YgfA o nieznanej funkdioziom 6S RNA wzrasta, kiedy
komdrka wchodzi w stacjonagnfaze wzrostu. Pocgkowo 6S RNA jest dwuniciowy z
centralnie zlokalizowanym jednoniciowym obustronnygbrzuszeniem, ktore jest istotne
dla zdolndci wiazania st z polimeraa. Na podstawie struktury 6S RNA przypomuts)
otwarty promotor proponuje gize blokuje ono funkej podjednostki sigma 70 na zasadzie
konkurowania z promotorem w DNA48), mechanizm ten schematycznie przedstawiono na
rysunku 10. Dowiedziono rownieze polimeraza RNA ma wykorzystywd 6S RNA, jako
matrye; do syntezy RNA (pRNA). Taka synteza destabilizkmmpleks 6S/polimeraza
prowadzc z kolei do uwolnienia pPRNA/6S RNA49, 150.

Drugim przyktadem cgsteczek natecych do tej rodziny sSRNAasCsrB (L51) oraz
jego analog CsrC162). Wiaza sie one z CsrA, biatkiem wizacym mRNA, uniemaliwiajac
mu oddziatywanie z substratami. CsrA jest postkeypyjnym regulatorem, ktory wie
specyficzne sekwencje zlokalizowane w rejonie 5’'UsMiich docelowych mRNA. &. coli
biatko to reguluje translagj wielu gendéw zwjzanych z metabolizmem egla oraz
powstawaniem biofilmu, twoezego zwaet tréjwymiarowa kolonig bakterii. CsrA meae
wptywat na zmiar stabilngci mRNA lub translag zarobwno w sposéb negatywny, jak i
pozytywny (53). CsrB RNA zbudowany z 360 nukleotydéw i CsrC R&Awierajcy 245
nukleotydy, cho réznia si¢ diugdscia, maja podobs podstawow struktue drugorzdowa.
Oba zbudowaneasz powtorzonych spinek zawiegalch rejony konserwatywne. Sekwencje
te g takie same jak rozpoznawane przez biatko CsrA eelbovych mRNA. Dziki temu,ze
CsrB zawieraal1l8 wspomnianych rejonéw a CsrC 9, podczas gdy R BIRNA jest ich od
jednego do zaledwie kilku, oba sRNA bardzo skuteczwytapuja’ CsrA blokujac jego
funkcje (151, 152, 155 Szczegotowa rola i mechanizm dziatania tych sRMAs do kaica

poznane. Proponowany mechanizm dziatania CsrB pra@tbno schematycznie na rysunku
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10. Wiadomo,ze CsrA moduluje eksprespwielu raznych genow, a CsrB i CsrC RNA s
antagonistami tych proceséw. Rdrodne badania pokazuje ekspresja biatka CsrA, jak i
powstawanie CsrB i CsrC RNA podlegatozonej regulacji.

A.
polimeraza RNA e
z podjednostka 6™ modulacja
p SNTINTAN l’c}ktywnoslg\l R A2 6sRNA
polimerazy
e )
NNTSNTIN e *@
polimeraza RNA R ﬂ
z podjednostka ¢ . "
B.
biatko CsrA @
e @ blokowanie

L funkcji CsrA CsrB RNA
_
-

@
o f&
docelowe mRNA

Rysunek 10.Mechanizm regulacji aktywroi biatek przez 6S oraz CsrB sRNB(].

W przypadku sRNA dziatagych poprzez parowaniegsz docelowym mRNA ich
homologi znale¢ mazna tylko u blisko spokrewnionych bakterii, natoniii®mologi 6S
RNA i CsrB/CsrC RNA zidentyfikowano u wielu z0ych zaréwno gram-dodatnich i gram-
ujemnych bakteriil44, 155.

2.5. Dwufunkcyjne RNA

Ciekawym przypadkiem opisanym u gram-pozytywnychktda sa dwufunkcyjne
RNA. Koduja one maite biatko jednocésie dziatagc jako regulatorowe RNA. Jednym z
takich RNA jest RNA Il zidentyfikowany &. aureusJest to jedno z najdtszych znanych
regulatorowych RNA, zbudowane z 514 nukleotydéwktad, ktorego wchodzi 14 spinek.
RNA Il jest dwufunkcyjra czasteczly kodupca na kacu 5’ biatko &-hemolizyre oraz
niezalenie od tej funkcji dziatajca rowniez jako niekodujce regulatorowe RNA. Pod jego

kontrok znajduje si kilka mRNA biogcych udziat w kontroli wirulencji; reguluje ekspyes
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kilku biatek powierzchniowych takich, jak biatko warzchniowe A, aktywuje ekspres;j
toksyn wydzielanych na zewtnz komorki takich jaka-hemolizyna {56). R@zne fragmenty
RNA 1l biora udziat w regulacji ronych docelowych csteczek. Dla przyktadu, koniec 3’
jest niezledny do represjspa mMRNA kodupcego biatko A {57, 158, a koniec 5’ bierze
udziat w aktywacji ekspresfila mRNA kodupcegoa-hemolizyrg (159).

Tego typu RNA petnice jednoczénie rok mRNA oraz regulatorowych RNA
dziatapcych w ukfadzietrans nie zostaly jak datd znalezione (E. coli ani tez u zadnych

innych gram-negatywnych bakterii.

Podsumowujc, nasuwa si pytaniedlaczego to wiénie RNA odgrywaj tak istotry
role jako czsteczki regulatorowe w czasie dzialania na komdrkynnika stresowego?
Bardzo sensowna wydaje; 9iy¢ hipoteza zakiladaga, ze to niski naktad energii oraz krotki
czas potrzebne do syntezy matych RNA, w poréwnanisyntez biatek, czym z nich
idealne regulatory niezdne do natychmiastowej odpowiedzi na zmieggi@jsg¢ warunki
srodowiska. Rownig mniejsza stabilnid@ RNA w poréwnaniu ze biatkami wydajegsby¢
bardziej paadana w sytuacji, gdy regulator ma dzéagazegciowo i powinien szybko ulega
degradacji. Ogromnym atutem jestzteniezwykla plastycznig@ strukturalna RNA
umazliwiajaca oddziatywanie pojedynczemu, matemu, regulatonoweRNA z r&nymi
docelowymi czsteczkami.

Nie naley oczywgcie zapominé, ze poza omowionymi tutaj SRNA bakterie koguj
jeszcze wiele innych RNA pelgych regulatorowe funkcje. Ogromrgrupe stanows te,
ktére @ czescia 5 lub 3’ rejondw nieulegapych translacji w mRNA. Dziataj one w
uktadziecis, na casteczk w obrbie, ktorej st znajdup poprzez zmianie swojej struktury.
Gdy zmiana struktury nagiuje pod wpltywem temperatury nazywameose termosensorami
(160, a gdy zmiana nagiuje poprzez zwizanie niskocasteczkowego efektora, wéwczas
nazywane $ ryboprzehcznikami (ang. riboswitche¥ (161). Wsréd innych wanych
regulatorow znajddgj si¢ takze strukturalne oraz enzymatyczne RNA takie, jak oggs
konserwatywne RNA RNazy P, ktory to enzym zaapgany jest w dojrzewanie tRNA i
rRNA (162). Innym jest 4,55 RNA zaangawany w mechanizm sekrecji biatlek6Q).
Niezwykle wanym sRNA, kedacym ,kontrolerem jakéci” w czasie translacji jest tmRNA.
Umozliwia on dokaczenie wadliwej transkrypcji w procesie trans-ttags, czego efektem
jest naznaczenie niefunkcjonalnego biatka speayjice jedenastoaminokwasowym
fragmentem, ktory kieruje je do degradacji przeztgazy 164, 169. Poniewa w niniejszym
opracowaniu skupiono gina potranskrypcyjnych regulatorowych RNA, ktorehywaja na
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inhibicje lub aktywacg docelowych RNA oraz biatek, poprzez beggadnie parowanie siz
nimi, wszystkie pozostate regulatorowe RNA, €haezwykle istotne dla prawidtowego
funkcjonowania komorki bakteryjnej, ze wzdu na zupetnie inny charakter regulacji oraz

mechanizmy dziatanie nie zostaty tutaj opisane.
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1. Wykorzystanie metody izoenergetycznych mikroraaayi (mapowania
mikromacierzowego) do badania struktury drugedowej DsrA RNA i jego

oddziatywa z innymi biomolekutami.

1.1. Wprowadzenie

DsrA RNA zE. coli jest jednym z intensywniej badanych, pod wdgim zaréwno
struktury jak i funkcji, matych bakteryjnych (88s& nukleotydowych) niekodagych RNA.
Do tej pory zaproponowano w literaturze trzyniace seé miedzy sola modele struktury
drugorzdowej tej casteczki (Rysunek 11). Czyni to z DsrA RNA szczegdhiobry model
do bada mapowania mikromacierzowego, gdgtwarza maliwos¢ uzyskania nowych
informacji dotycacych struktury tej cgsteczki i jednoczesnego poréwnania ich z wynikami
uzyskanymi przez innych badaczy.

Pierwszy model struktury DsrA RNA zostat zapropoaoyw wykcznie na podstawie
analiz bioinformatycznych opartych o &awosci termodynamiczne pofaldowania RNA
(83). Drugi natomiast na podstawie mapowania enzymaaggo z wykorzystaniem
rybonukleaz T1, S1 i V18{). Trzeci z modeli struktury drugagdowej DsrA RNA
zaproponowano analizig, poza wynikami trawienia rybonukleazami S1 i Ywniez ciecia
z wykorzystaniem RNazy H oraz DNAzymowe6g). We wszystkich trzech modelach na
struktue DsrA RNA sktadaj sie trzy rejony strukturalne (I-111), z ktérych pieresg i trzeci to
stabilne struktury typu spinki do wtoséw, nazywawe dalszej cgsci rejonem 1 i Il
Dyskusyjny pozostaje rejamodkowy, zlokalizowany pomdzy 23 a 60 reszinukleotydovd,
zwany dalej rejonem Il. Z jego sekwencji nukleotyep wnioskowd mazna,ze rejon ten jest
termodynamicznie najmniej stabilny. 8ymaze ten fragment DsrA RNA jest na tyle
termodynamicznie labilnyze wystpuje w postaci rinych konformerow w zaimosci od
warunkéw prowadzonej analizy jego struktury, co by tlumaczy¢ réznice w
proponowanych modelach jego pofaldowania. Struktgpinkowe rejonu | 1 Il 8
termodynamicznie bardzo stabilne. Program RNAstinect4.6 podaje warfoi energii
swobodnej £G°37) réwne -7,0 i -18,6 kcal/mol odpowiednio dla spihk 1ll. Dla spinki Il

proponowanej przez Sledejski waitoenergii swobodnej generowana przez RNAstructure
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4.6 wynosi -5,2 kcal/mol. Natomiast spinka Il prapwana przez Lease i Belfort miataby
destabilizujcy wptyw na struktug, gdyz wartas¢ jej energii swobodnej jest dodatnia i réwna
2,8 kcal/mol. Zaproponowana przez Rolle struktynials Il ma stabilng¢ termodynamiczam
rowng -2,3 kcal/mol. Wartéci energii swobodnej dla catej gsteczki DsrA RNA obliczone
przez program RNAstructure 4.6 wynes33,5, -25,8 oraz -30,5 kcal/mol odpowiednio dla
struktur proponowanych przez Sledejski, Lease idebraz Rolle (Rysunek 11).
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Rysunek 11.Struktura DsrA RNA zaproponowana przdz Sledejski (1995),2) Lease i Belfort (2000) i3)
Rolle (2006).

1.2 Analiza struktur DsrA RNA wygenerowanych przez program komputerowy,

stuzacych do przewidywania struktury drugorzedowej RNA

Przed rozpocxiem bada struktury DsrA RNA sprawdzono, jakie struktury
drugorzdowe generuje dla niej program RNAstructure 4.6zagiy do przewidywania
struktur drugorgdowych RNA na podstawie parametrow termodynamicany@).
Wygenerowano madiwe sposoby pofatdowania DsrA RNA (struktury subaopalne) w
przedziale 20% rnicy najnizszej energii swobodnej oraz dlevindow sizé réwnego 1, co
oznaczaze suboptymalne struktury mogic roznic od siebie przesuggiami nukleotydéw
zaledwie o jedna resgzt Otrzymano osiem struktur DsrA RNA w @bie, ktorych - jak
maozna bylo to przewidzie- réznice dotyczyty rejondrodkowego (rejon 1l) zlokalizowanego
pomiedzy dwoma stabilnymi spinkami | i lll. Tylko w prpgdku struktury o najaszej
wartasci energii swobodnej (Rysunek 12A), ktéra jednéoie jest zgodna ze struktur
proponowan przez Sledejski, prawdopodohsgtwo wystpienia okrélonych par zasad w
tym rejonie jest stosunkowo wysokie i wynosi peday 80 a 95%. W pozostatych
proponowanych  strukturach (Rysunek 12B-H) prawdopesistwo wystpienia
poszczegblnych par zasad w tym rejonie wynosi mmigj 50%, co potwierdzatoby

przypuszczenieze ewentualne powstgje struktury w tym rejonie as mato stabilne.
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Jednoczénie zadna z wygenerowanych struktur nie jest zgodna @raktz dwdch
zaproponowanych na podstawie danych eksperymewtalyzyktad ten pokazuje, analizy

in silico, chat przydatne, bywaj niewystarczajce do zaproponowania struktury i niedhe
jest wsparcie ich metodami eksperymentalnymi. Padgf struktury DsrA RNA jest o tyle
intrygujacy, ze ch@ czasteczka ta jest niezwykle intensywnie badana, zaoguod wzgidem
struktury jak i funkcji i stosunkowo d@o juz o niej wiadomo, dane eksperymentalne
dotyczce jej struktury drugortlowej, pochodze z ré&nych grup badawczychas

niejednoznaczne.
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Rysunek 12 Struktury DsrA RNA wygenerowane przez program FSthskture 4.6 wraz z wartciami energii
swobodnej. Kolorami zaznaczono prawdopodti@o tworzenia i par zasad i tak odpowiednio: czerwonym
<99%;100%>, pomargzowym <95%;99%)z06ozielonym <90%:95%), oliwkowozielonym <80%;90%asno
zielonym <70%;80%), jasno niebieskim <60%;70%)ngtawym <50%;60%), cdwym <0%;50%).

1.3. Otrzymywanie DsrA RNA

Czsteczk DsrA RNA wykorzystywan do bada struktury drugorzdowej
otrzymywano metag transkrypcjiin vitro. W celu otrzymania matryc DNA nieginych do
transkrypcji zaprojektowano i zsyntetyzowano 2 atigery DNA - DsrAl i DsrA2 - zgodnie
z procedurami opisanymi w rozdziale Materialy i bby. Oligonukleotydy byty tak
zaprojektowane, aby otrzymane matrycowe DNA zawem@d kaca 5 promotor dla
polimerazy T7 oraz dodatkowe dwie reszty guanozymow celu zwikszenia wydajnsi

transkrypcji. Oligomery byly komplementarne do seelma odcinku 23 nukleotydow w
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rejonie kaicow 3'. Rownomolowe iléci oligomeréw poddawano hybrydyzacji a rpstie
reakcji PCR, w ktérej nagbowato ,wypetnianie” brakuicych fragmentow nici. Otrzymane
DNA oczyszczano i poddawano reakcji transkryptjvitro, po uprzednim sprawdzeniu jego
sktadu nukleotydowego poprzez sekwencjonowanie. SRad&/ RNA oczyszczano metpd
elektroforezy w warunkach denatugcych. Przed przyspieniem do eksperymentéw DsrA
RNA znakowano na keu 5’ izotopent?P.

Przed przyspieniem do mapowania mikromacierzowego przetestowamrunki
denaturacji i renaturacji DsrA RNA w idych buforach, aby uzyskahomogenny
strukturalnie preparat. Bylo to szczegdlnie istobierac pod uwag mazliwos¢ istnienia
roznych konformerow (zwtaszcza w rejonie Il) oraz tencii DsrA RNA do dimeryzacji
(89). Profil migracji casteczek analizowano na niedenatacych zelach

poliakrylamidowych (Rysunek 13).

L - - - - -
I 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Rysunek 13.Rozdziat DsrA RNA w 10 mM Tris-HCI pH 7,5 w #dych stzeniach NaCl i MgGl Sciezki 1-3:
czasteczka nie poddana denaturacji i renaturacjezki 4-10: przed rozdziatem przeprowadzono denataracj
renaturagi 3 minuty 95C, 20 minut 28C. Stosowano w nagiujace bufory:1 - 1 M NaCl, 0,2 mM MgCd
(bufor 11), 2-.0,2 M NaCl, 4 mM Mgd (bufor II), 3i 4 - 1 M NaCl, 4 mM MgC} (bufor I),5 - 1 mM
NaEDTA, 6 - 1 M NaCl, 0,2 mM Mgd] (bufor 1lI), 7 - 0,2 M NaCl, 4 mM Mgd (bufor II), 8- 1 M NacCl, 4
mM MgCl, (bufor 1)9-0,2 M NacCl, 0,2 mM MgGl (bufor IV) 10— 1 M NaCl, 0,5 mM NgEDTA (bufor VIII).
Analize prowadzono na 6%elu poliakrylamidowym w warunkach niedenatuayjch w 4C.

Zaobserwowanoze warunki buforowe nie powodugzmian w migracji monomeru
DsrA RNA. W dowolnie wybranym buforze do hybrydygag obrazie elektroforetycznym
obserwuje si prazki RNA zlokalizowane na tej samej wysagka W celu obnienia ilasci
dimeréw w mieszaninie porej 10% konieczne jest przeprowadzenie faldowanigtezzki
przed kadym eksperymentem, poprzez jej denaturacje i reagguw wybranym buforze
hybrydyzacyjnym (Rysunek 13ciezki 4-10). W przypadku nie poddawaniaasieczki
denaturacji i renaturacji zmniejszenie procentuativ mana uzyské uzywajac buforu nie
zawierajcego jonow magnezu (bufor VII lub 1X). Catkowite kyczenie form
dimerycznych mgliwe jest w przypadku zycia buforu zawieragcego tylko Tris-HCI oraz
1 mM EDTA (Rysunek 13,sciezka 5), jednake w takich warunkach buforowych

przeprowadzenie eksperymentu hybrydyzacji na mika@erzy nie jest mdiwe.
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1.4. Przygotowanie mikromacierzy dedykowanych badan struktury DsrA RNA

Chac przygotowa mikromacierze konieczne do badania struktury DRRANA
niezkedne byto ustalenie sekwencji pentanukleotydow kemmgntarnych do DsrA RNA, z
przesurgciem o jedn reszt nukleotydowt (,krok po kroku”). W tym celu skorzystano z
funkcji OligoWalk dostpnej w programie RNAstructure, ktory wyselekcjonbwit
oligonukleotydéw komplementarnych do DsrA RNA. Whblmtece sond, jak dysponuje
nasza pracownia znajdujeg 855 z 1024 mdiwych pentanukleotydéw. Ik dostpnych
sond wynika z faktu, zi dla detekcji dupleksu hybrydyzacyjnego jego trwéto
termodynamiczna (energia swobodma3°s;) musi by korzystniejsza i -6 kcal/mol (E.
Kierzek, dane nieopublikowane). Pomimo zastosowamaodyfikowanych reszt
nukleotydowych typu LNA oraz dodatkowej reszty LNBAna kaicu 3’, dla 169 pentameréw
bogatych w reszty adenozyny i urydyny nie udatousyska trwatasci termodynamicznej
korzystniejszej i -6 kcal/mol. W zwazku z tym sondy te nie zostaty zsyntetyzowane ispie
dostpne w bibliotece. Cisteczka DsrA RNA zawiera fragmenty bogate w resydyny,
dlatego te z 86 wskazanych przealigoWalk dostpnych w bibliotece w postaci sond byto
tylko 66 oligonukleotyddéw. Z tych 66 deginych, dwie sondy (numer 14 i 37, Tabela 5)anaj
po dwa komplementarne miejsca wasieczce. Dla fragmentu gsteczki DsrA RNA
szczegOlnie bogatego w reszty urydyny, zlokalizozggn pom¢dzy 28 a 36 reszt
nukleotydows nie bytobyzadnej komplementarnej sondy. Fragment ten niefareunaley
do rejonu Il, lgdacego obiektem sporu oraz zaampaanego w oddziatywania z innymi
molekutami. Bioac pod uwag powyzsze fakty zdecydowano ¢sina synteg osmiu
dtuzszych, heptamerowych sond, z ktorychséz@okrywa” wiasnie ten fragment DsrA RNA
a dwie g komplementarnych do rejonéw, gdzie brakowato dwdégsiadupcych sond.
Niewielkie wydtwzenie sond do heptameréw pozwolito uzyskeartai¢ energii swobodnej
dupleksu okoto -10 kcal/mol, a zatem wystargegjdo jego detekcji podczas hybrydyzacji.
Sekwencje wszystkich sondzywanych do badania struktury asteczki DsrA RNA
zestawiono w tabeli 5. Jako miejsceazdnia st sondy oznaczono regzhukleotydow w
DsrA RNA, na ktég przypada srodek penta- lub heptameru. W przypadku sond
heksamerowych, ktore na hau 3’ zawieray dodatkowe LNA-G jako miejsce wdania
sondy rownie przyjeto srodek fragmentu na ktory przypada komplementarngtgeer.
Chac pozostd w zgodzie z numeragj wyskpujaca w literaturze numeragj reszt
nukleotydowych w DsrA RNA rozpog¢io od pierwszego A, co oznacza dwa dodatkowe
G niezlgdne do transkrypcji pomigio w numeracji. W tabeli 5 przedstawiono wacio

energii swobodnej duplekséw niemodyfikowanych RNKWAR przewidywane za pomac
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funkcji ,fold RNA bimoleculdr w programie RNAstructure 4.6, a tak wartdci energii
swobodnej duplekséw modyfikowana sonda-RNA obliezoma podstawie parametrow
najblizszego ssiedztwa ustalonych w Pracowni Chemii RNA. Oblidaemprowadzono

wedtug wzoru podanego w rozdziale 11.1.5 ¢&zLiteraturowa).

Tabela 5.Zestawienie izoenergetycznych sormgtych do bada mikromacierzowych cgsteczki DsrA.

pozycja w nazwa sekwencja sekwencja . p;rﬂlj;ls;thZ pziigllcrjrﬂ)?)n;ade (kcg:;zr;lagl)dgllgr\:\?i;;ia
DsrA sondy penta- lub modyfikowanej dodatkowym | komplementarnego| modyfikowana sonda-
heptameru sondy 3G wiazania RNA-RNA | RNA, 100 mM NaCl
1 758 | GUUCC GUUCCG niespar. G -4,] -7,5
2 958 | UGUUC UGUUCG G -3,0 -7,9
3 GUGUU brak -2,8
4 956 | UGUGU UGUGUG A -3,5 -7,8
5 239| AUGUG DUGUGG A -2,9 -9,3
6 572| GAUGU GDUGUG C -3,2 -11,0
7 911| UGAUG UGDUGG A -3,1 -9,0
8 484 | CUGAU CUGDUG C 3.1 -10,7
9 889 | UCUGA UCUGDG A -3,9 -9,4
10 223| AUCUG DUCUGG U -3,1 -9,2
11 AAUCU brak -1,4
12 14 | AAAUC DDDUCG A -0,7 -7,9
13 GAAAU brak -0,7
14 641| GGAAA GGDDDG A -2,9 -9,6
15 161| AGGAA DGGDDG U -3,6 -10,2
16 297| CAGGA CDGGAG U -5,3 -10,1
17 331| CCAGG CCDGG -6,7 -9,2
18 83| ACCAG DCCDGG C 51 -12,6
19 277| CACCA CDCCAG C 5,1 -11,1
20 70| ACACC DCDCC -5,2 -8,3
21 786 | UACAC UDCDCG G -3,2 -7,8
22 UUACA brak -1,4
23 754 | GUUAC GUUDCG U -2,5 -7,7
24 24-7| UCGUUAC UCGUUAC -6,8 -10,6
25 ucGuu brak -2,8
26 988| UUCGU UUCGUG A -2,8 -7,3
27 247| AUUCG DUUCGG A -2,2 -8,1
28 28-7| AAAUUCG AADUUCG -4,0 -9,3
29 29-7| AAAAUUC DDDDUUC -2,5 -9,7
30 AAAAU brak 1,3
31 31-7| AAAAAAU DDDDDDU -0,5 -9,7
32 AAAAA brak 1,5
33 UAAAA brak 11
34 34-7| CUUAAAA CuuDDDD -2,4 -9,8
35 35-7| ACUUAAA DCUUDDD -3,2 -10,4
36 36-7| CACUUAA CDCUUDA -4,9 -10,1
37 CACUU brak -2,7
38 584| GCACU GCDCUG A -5,2 -8,4
39 146 | AGCAC AGCDCG A -5,2 9,4
40 37 | AAGCA DDGCDG G -3,4 -10,3
41 522 | GAAGC GDAGCG U -4,7 -9,5
42 131| AGAAG DGDDGG G -2,9 -9,6
43 33| AAGAA DDGDDG C -1,2 -11,4
44 265| CAAGA CDDGDG U -2,9 -9,5
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45 579 | GCAAG GCDDGG U -4,4 -9,9
46 145| AGCAA DGCDDG C -3,4 -11,9
47 37 | AAGCA DDGCDG U -3,4 -10,3
48 778 UAAGC UDDGCG U -3,1 -9,3
49 49-7 | CUUAAGC CUUAAGC -6,6 -10,4
50 CUUAA brak -0,6

51 637 | GCUUA GCUUDG U -3,1 -8,9
52 928| UGCUU UGCUUG U -3,4 -7,9
53 1000| UUGCU UUGCUG A -3,4 -7,9
54 506 | CUUGC CUUGCG A -4,4 -9,3
55 ACUUG -2,7

56 32| AACUU DDCUUG C -1,0 -9,7
57 8| AAACU DDDCUG A -1,0 -6,9
58 514 | GAAAC GDDDCG A -2,3 -8,1
59 897 | UGAAA UGDDDG G -1,2 -8,4
60 225| AUGAA DUGDDG U -1,4 -9,1
61 569 | GAUGA GDUGDG U -3,4 -9,3
62 655| GGAUG GGDUGG U -4,8 -9,7
63 676 | GGGAU GGGDUG C -55 -11,3
64 425| CGGGA CGGGA -6,8 -9,7
65 875| UCGGG UCGGG -6,8 -9,7
66 731| GUCGG GUCGG -6,2 -9,3
67 695| GGUCG GGUCGG C -6,2 -13,2
68 686 | GGGUC GGGUC 7,1 -9,3
69 684 | GGGGU GGGGU -7,5 -10,3
70 683 | GGGGG GGGGG 9,1 -9,3
71 171 | AGGGG AGGGG -7,4 -9,9
72 555 GAGGG GAGGG -7,0 -9,0
73 907 | UGAGG UGDGGG C -5,3 -12,9
74 483 | CUGAG CUGDGG C -4,6 -12,2
75 377| CCUGA CCUGDG C -5,3 -12,7
76 351 | CCCUG CCCUG -6,7 -9,2
77 88| ACCCU ACCCUG C -5,8 -12,1
78 534| GACCC GACCC 7,1 -8,8
79 390| CGACC CGDCC -6,2 -9,2
80 354 | CCGAC CCGDC -6,2 -9,0
81 345| CCCGA CCCGA -6,8 -9,3
82 855 | UCCCG UCCCG -6,8 -9,6
83 214| AUCCC AUCCCG C -5,5 -11,2
84 54| AAUCC DDUCCG G -3,1 -9,0
85 14 | AAAUC DDDUCG G -0,7 -7,9
86 AAAAU brak 1,3

Czerwonym kolorem oznaczono reszty nukleotydoweu tyfNA, czarnym 2’-O-metylowane a niebieskim
dodatkowq reszt LNA G. Litera D oznaczono 2,6-diaminopurynorybozyd.
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1.5. Mapowanie mikromacierzowe DsrA RNA

1.5.1. Analiza struktury drugorzedowej DsrA RNA za pomo@ izoenergetycznych

mikromacierzy

Wyniki elektroforezy w warunkach niedenatwmyjch pozwalaly przypuszcéaze
obrazy hybrydyzacji DsrA RNA do sond na mikromazyepowinny by zblizone do siebie
we wszystkich warunkach buforowych. Zdecydowang mizeprowadzi hybrydyzacje w
réznych warunkach buforowych, co jednog¢zie miato na celu sprawdzenie, jaka jest
generalna zasadazywania buforow w eksperymentach hybrydyzacji. Bufebznity si¢
migdzy soly stezeniami chlorku magnezu, ktére wynosito od 0 przgzi®t do 30 mM oraz
chlorku sodu ktérego stenie wynosito 0,2 lub 1 M. Hybrydyzacje prowadzawvavniez w
dwoch ra@nych temperaturach, w 4 i 22. Stosowano fte rozne czasy ptukania
mikromacierzy po hybrydyzacji wynogze od 1 do 5 minut. Na rysunku 14 przedstawiono

kilka przyktadowych wynikow hybrydyzacji.

A
15 4043 i .
i .
“ a2 74
0 mM MgCh (EDTA) 0,2 mM Mggl 4 mM Mgl 30 mM MggClI
1 M NaCl MLNaCl 1IN&CI 0,2 mM NaCl
(bufor VIII) bfor 111) biffor 1) (bufdll)

*
c#

] s I 'r:
0 mM MgCh (EDTA) 0,2 mM Mggl 4 mM MggCl
0,2 M NaCl O/NaCl 0,2 Malll
(bufor IX) byfor IV) Ulor I1)
B
: g ' : s : 2
: o } & : B i 3 ! . :
L]

0 mM MgCh (EDTA) 0,2 mM Mggl 4 mM Mggl 30 mM MgCl
1 M NacCl MLNaCl 1INaClI 0,2 mM®Gla
(bufor VIII) bfor 1) buffor 1) uffor VII)

Rysunek 14 Wybrane wyniki hybrydyzacji DsrA RNA w #diych buforach w temperaturz8)(4°C oraz B)
22°C, czas plukania 1 minuta. Macierz drukowana bytsastpujacym uktadzie: 1 kolumna, 2 sondy wedzie,
kazda sonda po 8 powtonze
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Eksperymenty te potwierdzitly zatenia postawione po przeprowadzeniu
elektroforezy w warunkach natywnych. W ich wynikuoina stwierdat, ze warunki
buforowe nie powoduajwyraznych zmian strukturalnych w ggteczce. Zaobserwowane
temperatura prowadzenia hybrydyzacji nie wptywa waor otrzymanych sygnatow.
Najintensywniejszeassygnaty otrzymane podczas hybrydyzacji przeprowadgw buforze
[, czyli posiadajcym najwiksz sile jonowa (zawiera 1 M NaCl i 4 mM MgG). W
zaleenosci od wytego buforu intensywrso wszystkich sygnatéw hybrydyzacyjnych zmienia
sie w sposob proporcjonalny. Stwierdzonge dla niszych stzen jonow caly obraz
hybrydyzacyjny jest mniej intensywny. z## jednak rozpatruje si osobno kady
eksperyment i porownuje ze gsomtensywndci sygnatow pochodge z jednej macierzy,
wyniki hybrydyzacji przeprowadzonych waidych buforach nie eia sic w sposaéb istotny
miedzy soh. Jakkolwiek, w przypadkuzycia buforow o sizeniu jonOw poniej pewnej
wartasci obserwuje si tylko te dupleksy hybrydyzacyjne, ktére w warunkawyzszych
stezen jondw wystpowaty w postaci najintensywniejszych sygnatow. Niezna jednak do
konca generalizow@otrzymanych wynikéw. Generalna na pewno jest @g@ im wyzsza
sita jonowa uytego buforu tym trwalsze dupleksy hybrydyzacyjdednake naley tez
pamktac, ze nie zawsze warunki buforowe nieda miaty wptywu na struktur czasteczki a
zatem take na profil hybrydyzacji. Na przyktadzie 5S rRNAEz coli pokazano,ze w
zaleznosci od warunkow buforowych zmieniagsstruktura drugorgdowa casteczki a zatem i
profil hybrydyzacji 2).

Na podstawie eksperymentéw przeprowadzonych dlastezzki DsrA RNA
stwierdzono jednakz;e aby maliwa byta detekcja dupleksu hybrydyzacyjnego nigirie jest
zachowanie pewnych warunkéw jonowych tznzgjezachowa si wysokie s¢zenie chlorku
sodu rowne 1 M, mama cailkowicie pomig jony magnezu w buforze. Zdi jednak
zmniejszy st skzenie chlorku sodu do 200 mM woéwczas agleachowa co najmniej 4
mM stzenie jondw magnezu. Z tego powodu po przeprowadzgybrydyzacji w buforze IV
lub IX uzyskuje st sredniej lub stabej intensywia dupleksy hybrydyzacyjne i to tylko z
tymi z sondami, dla ktérych w innych buforach digghete dag najintensywniejsze sygnaty
(Rysunek 14). 3 chodzi o czasy przemywania mikromacierzy po lydyzacji
zdecydowano siw dalszych eksperymentach pozogtezy 1 minucie, gdiydtuzsze ptukanie
nie zmieniato obrazu hybrydyzacji, a jedynie powwdtn stopniowe odmywanie RNA od
sond pocawszy od tych, z ktérymi byto ono zg#ane najstabiej.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow mikromamergch dla DsrA RNA,

otrzymane na podstawie wielu powtaizev réznych warunkach hybrydyzacyjnych,
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usredniono i zestawiono w tabeli 6 oraz zaznaczonorysanku 15. Potwierdzity one
wczeniejsze doniesienia literaturowe dotyce obecngci i struktury spinki rejonu |1 111 83,
87, 166. Nie zaobserwowano tworzeniag siuplekséw hybrydyzacyjnych w aflrie trzonow
spinek 1 i lll. Zaobserwowano silne yzianie w pozycji 13 i 14 czyli wapli spinki pierwszej,
jak rowniez w pozycji 74 pokazupe] dostpnas¢ rowniez petli spinki Ill. Co do tych
stabilnych elementéw strukturalnych #ma stwierdai, ze metoda mapowania
mikromacierzowego dostarczyta wynikdw zgodnych fozsniami tej metody. W rejonach
dwuniciowych trzonow spinek brak hybrydyzacji z dami, natomiast w rejonach
jednoniciowych ptli obserwuje si tworzenie duplekséw hybrydyzacyjnych. W ethie
jednoniciowym ptli obserwuje si czgsto wiazanie sondy do tylko jednej €zi petli. Jest to
Zwigzane ze struktar petli oraz jej sekwengj i zostato réwnie zaobserwowane na
modelowych strukturach spinkowych RNAG{7). Miejsca hybrydyzacji w okbie rejonu
srodkowego (rejon spinki IlI) nie przyniosty wynikiktéry pozwolitby na jednoznaczne
rozstrzygnécie sporu dotycrego poprawngei ktores ze struktur proponowanych w
literaturze 83, 87, 16§ Zaobserwowano silne wdanie s¢ sond w pozycjach 31, 36, 42, 43
orazsredniej intensywngri w pozycjach 40 lub 47 DsrA RNA. W przypadku pogylO i 47
pojawia s¢ problem wynikajcy z tegoze wiaze Sk z nimi ta sama sonda (sonda 37), dlatego
trudno jest jednoznacznie rozstrzggndo ktérej z nich, czy me do obydwu, wize sk
komplementarna sonda. zé poprawn struktug DsrA RNA miataby by najbardziej
korzystna termodynamicznie, czyli zaproponowanaprdledejski wéwczas hybrydyzacja
sond w pozycjach 42 i 43 pokazywalyby dpstas¢ petli apikalnej spinki Il. Jakkolwiek,
struktura Sledejski nie tlumaczy dgshas¢ do hybrydyzacji pozycji 36, ktéra w
proponowanej strukturze 15-1 (Rysunek 15, struktyazlokalizowana jest w rejonie
dwuniciowym. Wazanie w pozycji 31 DsrA RNA mma wyjani¢ tym, ze wystpuje ono na
przeciwko wybrzuszenia jednostronnego, ale wowcpagostaje pytaniedlaczego nie
obserwuje & dostpnasci dla sondy w miejscu wybrzuszenia czyli w pozy8ji? Proba
dopasowania wynikbw mapowania mikromacierzowego dwodelu DsrA RNA
zaproponowanego przez Lease i Belfort (Rysunek )15é@vniez nie da si catkiem
wyttumaczy. W modelu tym proponuje gswystpowanie rejonu jednoniciowego pagdzy
reszf nukleotydow 23 a 34, zatem rejon ten powinien¢bglostpny do hybrydyzacji.
Niestety na catym tym odcinku obserwuje Bybrydyzact tylko w pozycji 31 DsrA RNA,
zatem rodzi s watpliwos¢ czy rzeczywdcie odcinek ten na calej diugo nie jest
zaangaowany w jakiegé typu oddziatywania. Zastanawdap pozostaje rowniepozycja 36,

umieszczona w tym modelu w rejonie dwuniciowym. Mbstruktury drugorgdowej DsrA
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RNA zaproponowany przez Rolle (Rysunek 15-3niéic od modelu Lease i Belfort tylko
apikalnym fragmentem spinki Il. W modelu tym pozy/d2 i 43 pozostajw pctli apikalnej
spinki Il, a pozycja 31 wyspuje na przeciwko jednostronnego wybrzuszenia. ¢post dla
sond pozycja 36 proponowana jest tutaj w rejonigngmiciowym. Jednale zaréwno
nukleotydy w pozycji 40 jak i 47 zaangavane § w oddziatywania typu Watson-Crick z
komplementarpreszt nukleotydow.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mapowania mikraeraowego rozwzano trzy
kolejne maliwosci pofaldowania s DsrA RNA. Pierwsz z nich obrazuje struktura 15-4.
Uzyskano 3§ jako struktu¢ o najnizszej wartéci energii swobodnej(-31,4 kcal/mol)
wprowadzajc do programu RNAstructure 4.6 dane wuzyskane z wapa
mikromacierzowego. Do programu wprowadzono je jakmiki mapowania chemicznego,
gdyz nie posiada on opcji mapowania mikromacierzowege. wzgkdu na nowatorski
charakter badania struktury RNA mejodnapowania mikromacierzowegaaden z
programoéw komputerowych stgcych do przewidywania struktury drugedowej RNA w
oparciu o cechy termodynamiczne RNA nie pozwalgwséb bezpoedni na wprowadzenie
do niego tzw. ogranicie(ang. constrainty uzyskanych podczas hybrydyzacji. Uzyskana
struktura jest 4 samy struktug, ktéra jest generowana jako druga w przypadku, gigdy
wprowadza s zadnych danych eksperymentalnych (Rysunek 12B). &awna spinki | i lll
przewidywane take dla struktur 15-1, 15-2 i 15-3. Struktura 15-dt j& zasadzie zgodna z
wynikami mapowania mikromacierzowego. Jedyne zestria w stosunku do niej dotycz
braku wgkszej ilcéci wiazan sond w rejonie jednoniciowy, poauizy 23 i 38 resat
nukleotydow. Poniewa fragment ten jest bogaty w A i U, dlatega tesyntetyzowano
specjalnie dedykowane disze sondy heptanukleotydowe. Mimo tegaaasnia sond nie
obserwowano. Najprostszym wytlumaczeniem takiegawigka bytoby uwikianie si
pewnych fragmentow tego rejonu w oddziatywaniakadfie. Struktura DsrA RNA pokazana
na rysunku 15-4 tworzenia ¢siich jednak nie przewiduje. Z punktu widzenie
termodynamicznego proponowana struktura wydajebgt najbardziej korzystna. Waso
energii swobodnej spinki Il wynosi -4,5 kcal/mohtem jest bardziej faworyzowanazmw
przypadku dwodch struktur zaproponowanych woim§ na podstawie danych
eksperymentalnych (2,8 kcal/mol i -2,3 kcal/mol odpednio przez Lease i Belfort oraz
przez Rolle). Najbardziej zgodna z wynikami mapomanikromacierzowego wydajeesy¢
struktura DsrA RNA oznaczona, jako 5 na rysunkuSituktura ta zawiera te same spinki | i
[, ktérych tworzenie proponowane jest przez wskigswczeniejsze modele tej gateczki

(Rysunek 15, struktury 1-3). Natomiast, rejon lludbwany jest z trzech fragmentow
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helikalnych oznaczonych lla, llb i llc. Wakoenergiiswobodnej tej struktury przewidziana
przez RNAstructure 4.6 wynosi -24,6 kcal/mol. Cali@e odmienna jest tutaj budowa
fragmentusrodkowego (pomidzy 23 i 58 reszt nukleotydow). Tworz ja helisa lla oraz
dwie struktury spinkowe oznaczone jako llb i ll@riodynamicznie nieago bardzo trwate
fragmenty jednak ich trwaté moze by zdecydowanie zwkszona poprzez wspoétosiowe
oddziatywania warstwowe (angoaxial stackinyj pomidzy helisami | i lla oraz lla i llb.
Badania modelowe przeprowadzone przez g@rdurnera wykazaty,ze wspoétosiowe
oddziatywania warstwowe, w zaleosci od sekwencji i orientacji asiadupcych i
oddziatupcych par zasad, wzmacrgagtabilizacg (energg swoboda) RNA o 1-2 kcal/mol
dla kazdego z oddziatywa wspotosiowych 168). Dodatkowo, fragmenty helikalne lla-c
tworza rodzaj tréjramiennej ¢ili (ang. multibranch loop. Badania modelowych RNA
wykazaty,ze tego typu motywy strukturalne zakiszap stabilng¢ termodynamicza (169).
RNAstructure obliczac energé swobodia do proponowanego pofatdowania RNA nie
uwzgkdnia tego typu oddziatywia Rozwaano take maliwos¢ pofatdowania DsrA RNA,
jak pokazuje to struktura 15-6 na rysunku 15. Widtrrze tej spinki 1'i 11l § identyczne, jak
na wszystkich dotychczas proponowanych modelacimi@uhy jest rejorsrodkowy, gdzie
oprécz spinki Ilb, tworzy si spinka lld. Ponadto, sugeruje; ssddziatywanie trzech reszt
nukleotydowych z kica 5’ (AAC) z fragmentem 56-58 (UUG) z powstanieratkiej helisy
lle. Rowniez w tym przypadku istni@j podstawy strukturalne i termodynamiczne do
wspotosiowych oddziatywawarstwowych spinki | i helisy lle (kymoze take spinki Ill)
oraz spinek Ilb i Ild. D& ,luzny” strukturalnie rejon (fragment 23-25 oraz 50-583%t
szczegolnie bogaty w reszty adenozynyd bnoze mogtby spetniarole platformy AA, ktora

w obecndgci kationdw metali mogtaby dodatkowy stabilizaivstruktue DsrA RNA (170).
Istnienie podobnych oddziatywaz udziatem fragmentow bogatych w reszty adenozyny
obserwuje i w strukturze krystalicznej intronu grupy [Tatrahymena thermophil&V tym
przypadku fragment GAAA oddziahg z konserwatyws wewrgtrzna petla poprzez
migdzyczsteczkowe oddziatywania warstwoveezy dwie diugie helisy rybozymd 72).
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Tabela 6 Usrednione wyniki hybrydyzacji DsrtA RNA

przewidziane dG

przewidziane dG

przewidziane dG

przewidziane dG

. . sekwencja | _nuKleotyd | T coimol) dia | (kcalimol) dia wazania | usrednione | alternatywne|  (kcal/imol) dia (kcal/mol) dla
pozycja | nazwa | sekwencja pentd- ) . | parupcy sk z : ) P L alternatywnego miejscd
modyfikowanej komplementar modyfikowana wyniki miejsce alternatywnego . . "
w DsrA sondy lub heptameru dodatkowym . . " . . L . 4 wiazania modyfikowana|
sondy 3G nego wizania sonda-RNA, hybrydyzacji wiazania miejsca wizania sonda-RNA
RNA-RNA 100 mM NaCl RNA-RNA A
100 mM NaCl
14 641| GGAAA GGDDDG A 2,9 9,6 s 42/43 -1.4 -4,0
15 161| AGGAA DGGDDG u 3,6 -10,2 s 4243 4.4 9.8
31 31-7| AAAAAAU DDDDDDU -0,5 9,7 s
36 36-7| CACUUAA CDCUUDA -4,9 -10,1 s
40 37| AAGCA DDGCDG G 3,4 -10,3 m
42 131| AGAAG DGDDGG G 2,9 9,6 s 13/14 -1,1 -3.3
43 33| AAGAA DDGDDG C -1,2 -11,4 s 13114 0,6 -3.9
47 37| AAGCA DDGCDG U 3,4 -10,3 m
60 225| AUGAA DUGDDG U -1,4 9,1 w
74 483| CUGAG CUGDGG C -4,6 -12,2 m 41/42 2,4 -4.8

Jako s, m i w zaznaczono sygnaly hybrydyzacji odpdmio o wysokiej,sredniej i stabej intensywroi. Jezeli w alternatywnym miejscu wzania wpisano dwi
nastpujace po sobie pozycje oddzielone &Rikiem oznacza to dwarodkowe nukleotydy, w przypadku gdy sonda zmowiazat Sig parzysy liczba reszt

nukleotydowych.

D

57



. WYNIKI | DYSKUSJA

U ©CG
40C%” 11 &C
Gy \
Ug GCUU U u
U CU. UAso CU. r\%/ g ,\
U, 250 7(0: A U, G 7%: A U xso 70 8
U'B  UA u'm - CE Ul UA
| U G Al CG Al UG ¢6 .,
10G c AU 10G UA A 19 C é
AU/ ﬁA &t AU 1 G AU 8
80 AOCG 80
CG oUA CG CG G CG CG oUA CG
uG UG CG U U ‘ CG u UG CG
e 4 S A L S
5 AACAUAACGUGA UUUU 3 5" AACAUAACGAAUL ICAUUW 3 5 AACAUAACGUGCOZAUUUU 3
AG°,, =-33,5 kcal/mol AG®,, =-25,8 kcal/mol AG®,, = -30,5 kcal/mol
I
4. 5. 6.

UA» ~Ug um clm c'm
ulm od S 1‘}?@' g A §A
A_ B GC CG U e
10GC I UA CG CG 1T A 111 AU

AU A AU 111 1 G GCso GCso
C[:JG #GU CGgeo Xuzo 8@
: CG
é?cfo 30 sy &8 PaAC] eocg UAEA[ UACA—CAA U
5 AACAUAACGAAUUBUUUABGUGCAUAUUUU 3 AU*UCXGUUU@ U _CU GU%U GUUUCAUUUU3Z’
60 Ila AU ] 27T lle
CG—,
Y4 A AAC
AG°,, = -31,4kcal/mol ] I
0 l 1Ib %IG e . A “AAG
UAUU "g\?%«/ 30& UG‘GG LCJ-}U88UU
. C AU
oN I VG Uy B Ul

AG°®,, = -24,6kcal/mol

Rysunek 15. Proponowane struktury DsrA RNA z zaznaczonymi stiemi hybrydyzacji (czerwone
prostolaty). Kolorem pomaréczowym zaznaczono dwa mliove miejsca hybrydyzacji dla sondy 37. Struktury
DsrA RNA zaproponowane prze?)(Sledejski (1995),2) Lease i Belfort (2000) i3) Rolle (2006). Struktura
(4) wygenerowana przez program RNAstructure 4.6 porowpdzeniu danych 2z mapowania
mikromacierzowego i cechujeeshajnizsza energa swoboda (struktura optymalna). Strukturyp)(i (6) sa
strukturami  suboptymalnymi wygenerowane przez RNAstre na podstawie otrzymanych wynikow
hybrydyzacji oraz pewnych manualnych reaeaji.

1.5.2. Mikromacierzowe mapowanie modelowego fragmé&n odpowiadajacego rejonowi

Il DsrA RNA

Kontrowersyjny rejonsrodkowy (rejon II) wydaje si by¢ elementem o niskiej
stabilngci termodynamicznej, zatem interegzg byto sprawdzenie jak przedstawia @iofil
mapowania mikromacierzowego tylko tego rejonu, léaczenia z obu stron stabilnymi
strukturami spinkowymi | i lll. W tym celu zsyntetgwano chemicznie 38 nukleotydowy
fragment RNA, odpowiadagy rejonowi Il (reszty nukleotydowe od 23 do 60xrZymane
RNA wyznakowano na kmu 5 izotopem 3P i przeprowadzono hybrydyzacje do
mikromacierzy zaprojektowanej dla calej asteczki DsrA RNA. Hybrydyzacje
przeprowadzano w buforach z 4 mM MgCiL M lub 200 mM NaCl (bufory I i Il) oraz w
buforze z 1 M NaCl i 0,5 mM N&DTA (bufor VII). Modelowe RNA rozpuszczono w
buforze do hybrydyzacji i poddawano denaturacgmaturacji, identycznie jak w przypadku

DsrA RNA petnej dlugéci, po czym przeprowadzano hybrydyzacje. Eksperyynda
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poprzedzono rozdziatem elektroforetycznym WC4w warunkach niedenatuagych we
wszystkich trzech aywanych buforach. Zaobserwowarie, rejon Il DsrA RNA migrowat w
postaci pojedynczego homogennegazka.

Na podstawie uzyskanych wynikéw hybrydyzacji 7ma stwierdzt, ze izolowany
rejon Il DsrA RNA jest bardziej dogtny do hybrydyzacji @i wowczas, gdy wyspuje on w
czasteczce o petnej diuga (Rysunek 16). W profilu hybrydyzacji, poza mmi
dostpnymi w czsteczce petnej dtugoi, pojawiap sig dodatkowe miejsca éredniej lub
stabej intensywnixi w pozycjach 24, 28, 44, 46 i 59 oraz kilka dé&datych miejsc o bardzo
stabej intensywngei. Ponadto pojawia sihybrydyzacja do sond 641 i 161 dedykowanych
odpowiednio pozycjom 14 i 15. Badanasteczka rozpoczynaesod reszty nukleotydowej
23, a zatem obserwowane sygnaty mupachodzt z hybrydyzacji sondy nie catkowicie
komplementarnej. Sonda 641 (pozycja 14), z namiwartdcia energii swobodnej, nie w
peini komplementarnie, me hybrydyzowa do pozycji 58/59 (Tabela 7). Tego typu
oddziatywanie bytoby zgodne z obserwadj pozycja ta w badanym fragmencie réwnjest
dostpna dla sondy komplementarnej. Analogiczna sytugesh w przypadku sondy 161
(pozycja 15), gdzie najmz wartaé¢ energii swobodnej dupleksu hybrydyzacyjnego
uzyskuje st dla pozycji 42/43, przy czym w modelowym RNA rejam jest nawet bardziej
dostpny dla komplementarnych sondznna to miejsce w DsrA RNA o peilnej diuga
Pojawienie si dodatkowych sygnatdw pozycjach 24 i 59 zapewneikaym tegoze znajdug
sig one na kacach badanej @steczki a zatem w rejonach podatnych na otwieraie.
czasteczce petnej diugoi obie pozycje znajdowatyesiuz obok stabilnych helis, co zapewne
czynito je niedosfpnymi dla sond.

Wyniki hybrydyzacji wydzielonego fragmentérodkowego DsrA RNA w rinym
stopniu korelyy z strukturami oznaczonymi jako 4-6 na rysunku J18li rozpatrywa&
struktue 4 to dodatkowe miejsca wdah moga wynikat z jednoniciowego charakteru
(pozycje 24 i 28) analizowanego fragmentu (Rysub@&ld). Ponadto wizanie st sondy do
pozycji 59 to zapewne efekt bardzo stabego ustrakhowania 3’-terminalnego rejonu
spinki Il. Pojawienie s wiazan sond do pozycji 44 i 46, a zatem do fragmentukb#lego
nastpuje od strony 5 co jest zgodne z améniem s sond do modelowych spinek
zawierajcych tréjnukleotydowe 5- i 3’-niesparowane rikie (L67). Jereli spojrzy s¢ na
lokalizacje zmapowanych reszt nukleotydowych w Idtitee 5 (Rysunek 16-5)
zaproponowanej po mapowaniu mikromacierzowym DsrApeadnej diugéci widas, ze
pojawienie s sygnatu dla pozycji 24 i 59 mogtoby wynika faktu otwierania sihelisy lla,

ktéra w modelowym fragmencie stata serminalra, dodatkowo zakiaczora dwiema parami
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A-U, a zatem podatnna rozplatanie. Wzanie pozostatych sond ma miejsce w pozycji

terminalnej helisy llb (pozycja 28) i oraz fragmenednoniciowym spinki lic (pozycje 44 i
46). Hybrydyzacje w tych pozycjach wskagzuma zwekszenie dogpnasci petli llb i llc, co
moze sugerowd ze w strukturze DsrA RNA o peinej diugo petle te uwiklane § w
oddziatywania wyszego rzdu (Rysunek 16). Praktycznie identyczne wmjanie mana
uzy¢ dla wyttumaczenia wiania st sond do wydzielonego fragmenitodkowego, gdyby
byt on czscia struktury 6 (Rysunek 15-6).
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Rysunek 16.(A) Przyktadowy wynik hybrydyzacji modelowego rejoriuDsrA RNA (a) w buforze 1 i(b) w
buforze VIII. Macierz drukowana w uktadzie: 4 koloy 4 sondy w rzdzie, kada sonda po 5 powtdnze(B)
Proponowane struktury modelowego rejonu Il DsrA RN&lorem czerwonym i pomatfiezowym zaznaczono
miejsca hybrydyzacji, ktére byly degine réwnie w DsrA RNA o peinej dlugéei, kolorem niebieskim
dodatkowe miejsca, ktdre nie byly dgste w casteczce petnej diugoi.

60



. WYNIKI | DYSKUSJA

Tabela 7.Usrednione wyniki hybrydyzacji modelowego fragmentipowiadagcego rejonowi Il DsrA RNA

przewidziane dG

przewidziane dG

nukleotyd | przewidziane dQ keal/moh i usrednione usrednione usrednione przewidziane dG keal/mol i
ozveia | nazwa sekwencja sekwencja parupcy (kcal/mol) dla ( ca mo} a wyniki wyniki wyniki alternatywne | (kcal/mol) dla (Itca To) a
pozyc) penta- lub | modyfikowanej sig z komplementar- wiazania hybrydyzacji | hybrydyzacji | hybrydyzacji miejsce alternatywnego alernatywnego
w DsrA | sond dyfik
y heptameru sondy dodatko- nego wizania modyfikowana w buforze w buforze w buforze wigzania miejsca wizania miejsca wazania
wym3G | RNA-RNA sonda-RNA, | Vit I RNA-RNA sonda-RNA,
100 mM NaCl 100 mM NaCl
42/43 -1,4 -4,0
14 641| GGAAA GGDDDG A -2,9 -9,6 m m w 58 -0,4 -6,2
31/32 -0,2 -2,9
42/43 -4,4 -9,8
15 161 AGGAA DGGDDG U -3,6 -10,2 S s m 58 01 4.6
24 24-71 UCGUUAC | UCGUUAC -6,8 -10,6 m m w
28 28-7| AAAUUCG AADUUCG -4.0 -9,3 w m w
31 31-7| AAAAAAU DDDDDDU -0,5 -9,7 S s m
34 34-7| CUUAAAA | CUUDDDD -2,4 -9,8 w w w
35 35-7| ACUUAAA DCUUDDD -3,2 -10,4 w w w
36 36-7| CACUUAA | CDCUUDA -4,9 -10,1 m m m
40 37| AAGCA DDGCDG G -3,4 -10,3 m m m
41 522| GAAGC GDAGCG U -4,7 -9,5 w w
42 131| AGAAG DGDDGG G -2,9 -9,6 m m m
43 33| AAGAA DDGDDG C -1,2 -11,4 S S S
44 265| CAAGA CDDGDG U -2,9 -9,5 m m m 59 -0,3 -1,5
46 145| AGCAA DGCDDG C -3,4 -11,9 m w m
47 37| AAGCA DDGCDG U -3,4 -10,3 m m m
48 778| UAAGC UDDGCG U -3,1 -9,3 w
58 514| GAAAC GDDDCG A -2,3 -8,1 w w
59 897| UGAAA UGDDDG G -1,2 -8,4 m m w
83 214 AUCCC AUCCCG C -5,5 -11,2 w w

Jako s, m i w zaznaczono sygnaly hybrydyzacji odpedmio o wysokiejsredniej i stabej intensywroi. Kolorem zakréono najbardziej prawdopodobne ewentus
alternatywne miejsca wiania. Jeeli w alternatywnym miejscu wzania wpisano dwie nagiujace po sobie pozycje oddzielone &kikiem oznacza to dwérodkowe
nukleotydy, w przypadku gdy sonda mowiaza¢ si¢ parzys4 liczba reszt nukleotydowych.

iine

61



. WYNIKI | DYSKUSJA

1.5.3. Mikromacierzowe mapowanie DsrA RNA z przygczonym modyfikowanym
oligonukleotydem

W celu dodatkowej weryfikacji struktury ggteczki DsrA zaprojektowano
oligonukleotyd d1 o sekwencji 5T@ODCUUGCUUDDGC, komplementarny do ggteczki
DsrA RNA na odcinku od 46 do 60 nukleotydu. Zwanie tego oligonukleotydu powinno
spowodowa zmiany w profilu hybrydyzacji, ktére Bymoze dostarczytyby informacji
przemawiaicych za ktor&z proponowanych struktur. Odcinek 46-60 jest bpgateszty A i
U, zatem, aby zapewhisilniejsze wazanie oligonukleotydu d1 do DsrA RNA zostat on
zbudowany z 2’-O-metylowanych reszt nukleotydowydszty adenozyny zagiono w nim
resztami 2’-O-metylo-2,6-diaminopurynorybozydu a nadto w trzech pozycjach
umieszczono nukleotydy typu LNA (zaznaczone koloremerwonym). Daziki tym
modyfikacjom uzyskano trwadé termodynamiczy (energé swoboda) tworzonego
dupleksu réwa -27,9 kcal/mol, obliczonwedtug wzoru umieszczonego w rozdziale 11.1.5.
(Czes¢ Literaturowa) 41).

Hybrydyzacg prowadzono w buforze z 1 M NaCl i 0,5 mM J&®TA (bufor VII).
Stosowano 50-krotny molowy nadmiar oligonukleotysu stosunku do DsrA RNA.
Stosowano dwa rodzaje procedur poprzegzah hybrydyzag. W pierwszej, RNA w
buforze hybrydyzacyjnym poddawano denaturacji ateracji, po czym dodawano oligomer
i inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej. Wigiej, w buforze hybrydyzacyjnym
rozpuszczano RNA wraz z oligomerem igcatieszanin poddawano denaturacji i renaturaciji.
W obydwu podeciach uzyskiwano identyczny profil sygnatéw na roikiacierzy Swiadczy
to o zdolnéci wiazania s¢ oligonukleotydu z DsrA RNA niezataie od sposobu
przygotowania RNA. Kzdorazowo przeprowadzano hybrydyzadjontrolm traktowarn
identycznie jak eksperyment wtawy, przy czym do mieszaniny reakcyjnej dodawayikat
DsrA RNA.

W zwiazku z zagreeniem b¢dnej interpretacji wynikéw hybrydyzacji, zgdanym z
mozliwoscia wigzania st, wyskpujacego w nadmiarze, oligonukleotydu d1 do sond na
mikromacierzy przeprowadzono dodatkowy eksperynkemtrolny. W eksperymencie tym
oligonukleotyd d1 wyznakowano izotopeffi® na kacu 5' i poddano hybrydyzacji do
mikromacierzy dedykowanej ggteczce DsrA RNA. Taki eksperyment pozwolit wyklyez
btedna informacg o braku sygnatu podczas hybrydyzacjizelepo hybrydyzacji DsrA RNA
ze zwhzanym d1 (zwanym dalej kompleksem DsrA RNA/d1l) obsge skt brak sygnatu
moze to by spowodowane tynze przyhczenie oligonukleotydu zastonito j@kfragment
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czasteczki lub spowodowato jej reataatj strukturalm, ewentualnieze wolne czsteczki
oligonukleotydu d1 zwizaly sk z sond na mikromacierzy i przez to nie jest ona dpst
dla kompleksu DsrA RNA/d1. Ta ostatnia siwos¢ wydaje s¢ by¢ mato prawdopodobna,
gdyz oligonukleotyd d1 w mieszaninie hybrydyzacyjnej sigpuje w st¢zeniu 0,3 uM.
Zwazywszy jednak na faktze dokladne sfenie sond nie jest znane nie rglez gory
odrzucé takiej maliwos¢ podczas analizy wynikow hybrydyzacji.

Po hybrydyzacji kompleksu DsrA RNA/d1 dodatkowo tgdpee dla sond okazatyesi
pozycje 24 i 38. Nie obserwujegsiviazania w pozycjach 36 i 40 lub 47. Brakawénia w
pozycji 40 lub 47 najprawdopodobniej wynika z zagjoia pozycji 47 przyczonym
oligonukleotydem d1. Ponadto, brakamania w pozycji 36 i ewentualnie 40 smowynika z
rearamacji struktury casteczki po zwjzaniu d1 lub mgna ttumaczy go wysyceniem sond
oligonukleotydem d1 w stanie wolnym, a tym samymn siosgpnas¢ ich dla kompleksu DsrA
RNA/d1l. Da¢ zaskakujca okazata si dostpnas¢ pozycji 6 i 7 w trzonie spinki | oraz
pozycji 63 i 67 w trzonie spinki Ill. Dla sondy a#cej sk z pozycy 63 istnieje maliwos¢
alternatywnego, nie w petni komplementarnegazania w miejscu 6/7 (Tabela 8). Dla
pozostatych sond wykluczono miwosé niespecyficznych oddziatywia zatem wydaje sj
ze zastonjcie rejonu 46-60 w jakisposdb wptywa na ¢gciowe otwarcie stabilnych trzonéw
spinek | i lll. Bardziej dogpna staje si rowniez petla spinki Il (dodatkowe wizanie w
pozycji 73). Rozpatrag struktue 5 dostpne dla sond okazaty ¢sipozycje 24 i 38 co
potwierdzatoby ich wczmiejsze wysipowanie w rejonach dwunicowych lla i llc DsrA
RNA. W kompleksie DsrA RNA/d1 pewne fragmentydhce poprzednio w helisach lla i lic
DsrA RNA staly st jednonicowe, a zatem dephe do hybrydyzacji z komplementarnymi
sondami. Analogicznie w przypadku struktury 6 pag@ve s¢ pozycji 24 i 38 wynikatoby z
ich wczéniejszego uwiktania w oddziatywania z rejonem, ktéostat zastorty przez d1.
Niemniej jednak najwiksze trudnéci w wyttumaczeniu, we wszystkich trzech przypadkac
(struktury 4-6), budzi zanik wrania st sond do pozycji 36, jak rOwniepojawienie si
nieoczekiwanych miejsc wzania we fragmentach dwuniciowych spinek | i lll.oMa
bytoby przypuszcza ze zwizanie oligonukleotydu dl skutkuje w pierwszej kotsgi
rozpleceniem spinki Il a dalej reatatjy strukturalma pozostatej cgci DsrA RNA, by
moze facznie nawet z spinkami | i lll. Analiza pofatdowanse DsrA RNA, do ktérego
zwigzat sk oligonukleotyd d1 za pomacfunkcji ,fold RNA bimoleculdr programu
RNAstructure, pokazuje mbwos¢ rearamaciji struktury pozostatych fragmentéw DsrA

RNA, tacznie z spinkami | i 1ll. Program RNAstructure poopje 20 struktur
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suboptymalnych, ktérych energia swobodnaniaic od struktury optymalnejAG®s; = -50,4
kcal/mol) maksymalnie o 4 kcal/mol
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Rysunek 17 (A) Wynik hybrydyzaciji:(a) DsrA RNA (b) kompleksu DsrA RNA/dXc) oligonukleotydu d1.
Macierz drukowana w uktadzie: 4 kolumny, 4 sondyzedzie, kada sonda po 5 powténze(B) Proponowane
struktury DsrA RNA z zaznaczonymi miejscami hybrydgji dla kompleksu DsrA RNA/d1. Granatpwnia
przedstawiono schematycznie oligonukleotyd d1. Keio czerwonym zaznaczono miejsca hybrydyzacji
dostpne jednoczaie w reakcji kontrolnej (DsrA RNA) oraz w reakgiprzyhczonym d1 (DsrA RNA/d1),
kolorem niebieskim dodatkowe miejsca hybrydyzadjserwowane tylko dla kompleksu (DsrA RNA/d1), a
kolorem zottym miejsca, ktore byly dogine w reakcji kontrolnej (DsrA RNA), a niedgghe w reakcji z
kompleksem (DsrA RNA/d1).
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Tabela 8.Usrednione wyniki hybrydyzacji kompleksu DsrA RNA/d1.

przewidziane

przewidziane

przewidziane
dG (kcal/mol)

w penta- lub | modyfikowanej z komplementarnegp ) dla miejsce | alternatywnegd L
DsrA sondy heptameru sondy dodatkowym wigzania modyfikowana  dia DsrA kompleksu dia d1 wiazania miejsca miejsca
3G RNA-RNA sonda-RNA, (kontrola) DsrA/dL (kontrola) Wiazania wigzania
100 mM NacCl RNA-RNA sonda-RNA,
100 mM NaCl
958 | UGUUC UGUUCG G -3,0 -7,9 w
572 | GAUGU GDUGUG Cc -3,2 -11,0 m
911 | UGAUG UGDUGG A -3,1 -9,0 m
12 14| AAAUC DDDUCG A -0,7 -7,9 w
14 641 | GGAAA GGDDDG A -2,9 -9,6 S S
15 161| AGGAA DGGDDG U -3,6 -10,2 S S
24 24-7| UCGUUAC | UCGUUAC -6,8 -10,6 s 67 0,8 0.8
26 988 | UUCGU UUCGUG A -2,8 -7,3 S
31 31-7| AAAAAAU | DDDDDDU -0,5 -9,7 s S
36 36-7| CACUUAA | CDCUUDA -4,9 -10,1 m m
38 584 | GCACU GCDCUG A -5,2 -8,4 m
40 37| AAGCA DDGCDG G -3,4 -10,3 m s
42 131| AGAAG DGDDGG G -2,9 -9,6 S S
43 33| AAGAA DDGDDG C -1,2 -11,4 S S w
46 145] AGCAA DGCDDG C -3,4 -11,9 m
47 37| AAGCA DDGCDG U -3,4 -10,3 m S
48 778 | UAAGC UDDGCG u -3,1 -9,3 m
49 49-7| CUUAAGC | CUUAAGC -6,6 -10,4 m
51 637 | GCUUA GCUUDG U -3,1 -8,9 w
60 225| AUGAA DUGDDG U -1,4 -9,1 w w
63 676 | GGGAU GGGDUG C -5,5 -11,3 m 67/?% _%; %S
64 425| CGGGA CGGGA -6,8 -9,7 w
67 695 GGUCG GGUCGG C -6,2 -13,2 m
73 907 | UGAGG UGDGGG C -5,3 -12,9 m
74 483| CUGAG CUGDGG C -4,6 -12,2 m m

Jako s, mi w zaznaczono sygnaty hybrydyzacji odpedmio o wysokiejsredniej i stabej intensywisoi.
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1.5.4. Mikromacierzowe mapowanie modelowej spinkill DsrA RNA

W zwiazku z nieoczekiwanym wynikiem eksperymentu hybrytyz kompleksu
DsrA RNA/d1, w wyniku ktérego obserwowanoeéziowa dostpnas¢ do hybrydyzacji
stabilnego trzonu spinki Ill postanowiono przeprdaié hybrydyzaci do mikromacierzy
dedykowanej DsrA RNA samej spinki Ill tejgsteczki. Ponadto byt to ciekawy eksperyment
pozwalajcy sprawdzi jak zachowa siizolowany stabilny motyw strukturalny w czasie
hybrydyzacji do mikromacierzy. W tym celu zsynteiyeano chemicznie fragment RNA
budupcy ta spinke; reszty nukleotydowe od 61 do 85. Otrzymane RNAzmwakowano na
koncu 5’ izotopem*?P i przeprowadzono hybrydyzacje do mikromacierzyraigktowane;
dla DsrA RNA. Eksperymenty przeprowadzano w buforacd mM MgCh i 1 M lub 200
mM NaCl (bufor I i Il). RNA rozpuszczono w buforzéo hybrydyzacji i poddawano
denaturacji i renaturacji identycznie jak w przykadsrA RNA o petnej diugi, po czym
przeprowadzano hybrydyzacje.
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Rysunek 18.(A) Obraz hybrydyzacji spinki 11l do mikromacierzy dédwanej DsrA RNA o petnej diugoi.
Macierz drukowana w ukltadzie: 4 kolumny, 4 sondyzsdzie, kada sonda po 8 powtonze(B) Struktura
spinki Il DsrA RNA. Kolorem czerwonym zaznaczondejsce hybrydyzacji wyspujace w tym motywie w
czasteczce DsrA RNA o peinej diugm, kolorem niebieskim zaznaczono dodatkowe miegkrst:pne w czasie
hybrydyzacji tego motywu strukturalnego, jasnoreskim te dla, ktérych wysgpuje prawdopodobiestwo
wiagzania s¢ w alternatywnym miejscu.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentow otrzymaitrme ssygnaty dla pozycji
63-67, 74 1 75 natomiast dla pozycji 62, 72 i 7&wpinano sygnaty éredniej intensywnsi
(Tabela 9). Wynik ten pokazujee w izolowanej spince bardziej dgsha do hybrydyzacji
stata st petla, ktora w czsteczce o peilnej diugo z pewndcia zaangaowana jest w

oddziatywania wyszego rzdu. Trudno wyttumaczalne jest, dlaczego 5h&owy fragment
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trzonu spinki okazat siby¢ dostpny do hybrydyzaciji. Dla niektérych pozycji w tyrajonie
mozna znale¢ alternatywne miejsca wzania w obgbie tli, aczkolwiek o dé¢ niskiej,
wartasci energii swobodnej. Dla sond komplementarnychpdaycji 62, 63, 66 i 67 nie
znaleziono alternatywnych miejscamania. Co ciekawe, jest to ten sam rejon, ktorly sta
dostpny do hybrydyzacji w asteczce petnej diugoi, gdy hybrydyzowanoaj wraz z
przylaczonym oligonukleotydem d1. Otrzymany wynik, jesisd trudny do wyjdnienia.
Wskazuje onze rejon 46-60 wptywa w jakisposob stabilizago na trzon spinki 11l. Wynik
ten byt o tyle zaskakagy, ze metod topnien UV, potwierdzonoze badany fragment tworzy
stabilm struktue spinkowa (rozdziat 111.1.6.1). Interesage jest,ze Rolle i wsp. obserwowali
na casteczce petnej diugoi hydrolizg indukowar rodnikiem hydroksylowym wkmie na
odcinku pomgdzy 60 a 70 resztnukleotydow (166). W czasie bada modelowych
motywow strukturalnych za pom@enikromacierzy zaobserwowanze niesparowane koe
5" utatwiaja wigzanie s¢ sond do kaca 5’ casteczki, efektu takiego nie zaobserwowano dla
konca 3’ (L67). Podczas prob wyaienia otrzymanego profilu hybrydyzacji brano réemni
pod uwag mazliwosé istnienia rownowagi pormadzy struktug spinki a forma dupleksu
zawierajcego dwustronne wybrzuszenia. Jednak w oparciu ounka prowadzenia
hybrydyzacji, taka sytuacja wydajeg dby¢ mato prawdopodobna, dlategaz teie podgto
dalszych rozwzan w tym kierunku.

Ciekawgy obserwag jest fakt, ze zanotowano sygnaty pochade od sond
komplementarnych do pozycji 14, 15, 16 i 42 w D&NA, a zatem nie komplementarnych
do badanego motywu strukturalnego. Wobec porggo ich pojawienie gwynika z faktu
nie catkowicie komplementarnego oddziatywania z dvgan RNA. Policzono wartai
energii swobodnej dla takich prawdopodobnych a#tgrmnych oddziatywa i okazaly s¢
one midci¢ w granicach okoto -4 kcal/mol (Tabela 9). Na padsé bada modelowych na
czasteczce 5S rRNA Z. coli, zaobserwowanoze dla energii swobodnej -8 kcal/mol
uzyskuje s mocne wiazanie sondy do RNA, zatem -6 kcal/mol uznano, jakartas¢
granicza dla sond tworgzcych bibliotek. Nalezy jednak pamitaé, ze badania te
przeprowadzano na wkszej casteczce RNA, posiadgjej okré&lona struktue
trzeciorzdowa. Wydaje st, ze dla mniejszych e@steczek RNA wjzania sond
oligonukleotydowych o rkszej wartéci energii swobodnej duplekséw hybrydyzacyjnyah s

bardziej maliwe do zaobserwowania.
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Tabela 9.Usrednione wyniki hybrydyzacji modelowej spinki [lISDA RNA .

przewidziane
rzewidziane przewidziane | dG (kcal/mol)
nukleotyd | przewidziane dG gG (kcal/imol) dG (kcal/mol) dla
pozycja nazwa sekwencja| sekwencja | parupcy Sk (kcal/mol) dla dla wiazania wyniki alternatywng dla alternatywnegd
w sond penta- lub | modyfikowanej z komplementarneg D hod yfiﬁowana hybrydyzacji miejsce | alternatywnegg miejsca
DsrA y heptameru sondy dodatkowym wiagzania sonda-RNA spinki I wigzania miejsca wiazania

3G RNA-RNA 100 mM Naél wigzania modyfikowana

RNA-RNA sonda-RNA,

100 mM NaCl

14 641 GGAAA GGDDDG 63 -2,7 -3,7

63 -2,9 -3,7

15 161| AGGAA DGGDDG 75 24 34

63 -2,9 4.4

16 297| CAGGA CDGGAG m 72 2.4 3.6

42 131| AGAAG DGDDGG S 72 -2,3 -3,6

62 655| GGAUG GGDUGG -3,7 -4,8 m 65 -3,1 -4,0

69,70,71 -5,2 -4,0

63 676 | GGGAU GGGDUG -5,5 -7,8 S 72 -2,9 -2,6

73 -2,7 -1,8

69,70,71 -5,4 -4,1

72 -2,9 -2,8

64 425| CGGGA CGGGA -6,8 -9,7 s 73 2.7 2.3

63 -2,2 -3,1

69,70,71 -4,2 -4,1

65 875| UCGGG UCGGG -6,8 -9,7 s 72 -1,7 -2,8

73 -1,5 -2,3
66 731| GUCGG GUCGG -6,2 -9,3 s
67 695 GGUCG GGUCGG C -6,2 -13,2 S
68 686 GGGUC GGGUC -7,1 -9,3 w

64 -4,3 -4,1

72 555| GAGGG GAGGG -7.0 -9,0 m 63 15 31

64 -4,3 -4,5

73 907 | UGAGG UGDGGG c -5,3 -12,9 m 63 17 15
74 483 | CUGAG CUGDGG C -4,6 -12,2 S
75 377| CCUGA CCUGDG C -5,3 -12,7 S

Jako s, m i w zaznaczono sygnaty hybrydyzacji odpdmio o wysokiejsredniej i stabej intensywioi. Kolorem zakrélono najbardziej

prawdopodobne komplementarne oraz ewentualne ati@vne miejsca wizania.
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1.6. Mapowanie chemiczne struktury drugoredowej DsrA RNA.

1.6.1. Projektowanie i testowanie modyfikowanego attera DNA/LNA

Czasteczka DsrA RNA okazatagsiie by prostym modelem do bad@latrukturalnych.
Pomimo przeprowadzonych licznych sseadczé opisanych wczaiej w literaturze, jak i
tych za pomog izoenergetycznych mikromacierzy przedstawionych tey rozprawie
doktorskiej wiele elementéw, zwlaszcza dowmzh rejonu srodkowego DsrA RNA
pozostato niejasnych. Postanowiono przeprowadadatkowe eksperymenty meg na celu
dalsze zweryfikowanie struktury drugedowej DsrA RNA. Zdecydowano gsivykorzystd,
niewywana wczeniej do badania struktury tej gteczki metoe chemicznego mapowania
RNA. Do modyfikacji chemicznych zastosowano ketbkeadyfikujacy G, 1-cykloheksylo-
3-(2-morfolinoetylo)karbodiimid (CMCT) modyfikagy rowniez G ale te U oraz bezwodnik
kwasu N-metyloizotidowego (NMIA) modyfikagy grupy 2’-hydroksylowe w rejonach nie
zaangaowanych w oddziatywania. W celu wizualizacji protiik mapowania niezfolne jest
przeprowadzenie reakcji wydtania startera (angprimer extension z zastosowaniem
odwrotnej transkryptazy. Zwykle projektuje; sitartery DNA komplementarne dodea 3’
badanej casteczki RNA. Czsteczka DsrA RNA, zgodnie z wynikami wszystkich
opublikowanych prac, zawiera narku 3’ bardzo stabilstruktug spinkows (spinka Il1). W
zwiazku z tym uycie startera DNA projektowanego na ten rejon powemlo, ze w czasie
hybrydyzacji, poprzedzonej denatutgacjdochodzito do odtworzenia bardzie] korzystnej
termodynamicznie spinki RNA (spinki Ill), zamiastwvdrzenia si dupleksu starter
DNA/RNA. Z tego powodu nie otrzymywarmadnych produktow reakcji wydtania startera.
Jedn, z mazliwosci byto przesurdcie miejsca hybrydyzacji w rejon poprzedgsj spinke Il1.
Taki zabieg spowodowaltby jednak utratzczegolnie istotnych danych eksperymentalnych,
mozliwe bytoby wéwczas odczytanie wynikdbw mapowania keyanalnie do 40 reszty
nukleotydowej. Konieczne bytlo szukanie innego rezania. Zdecydowano Sina
innowacyjne podégie i zaprojektowano starter o zkszonej trwatéci termodynamicznej
(172. Efekt ten osignigto przez dodanie w kilku pozycjach nukleotydu tygJyA. LNA to
typ modyfikacji nukleotydu, ktéry z wszystkich dotyczas poznanych, zglkisza najbardziej
znacaco trwata¢ termodynamiczs dupleksow z DNA i RNA 30-33, 35, 39, 42, 173
Projekt wydawat si 0 tyle obiecujcy, ze istniaty juz doniesienia literaturowe o zastosowaniu
starterow zawieragych nukleotydy typu LNA do reakcji PCR. Zastosoieariakich
starteréow powodowato zekszeniem czuli oraz wydajnéci reakcji PCR 174, 179. Inne
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doniesienia wskazywaty,zi tréjfosforany nukleotydéw typu LNA as bardzo dobrymi
substratami zaréwno dla polimeraz DNA i RNA76). Pokazano réwnig ze DNA-LNA
modyfikowany oligonukleotyd jest w stanie hybrydywg do stabilnej struktury spinkowej
DNA tworzac trwaty heterodupleksl{7). Zaprojektowano starter o tej samej sekwencji co
starter DNA (DsrA-3), ale zawierggy pig¢ reszt nukleotydowych typu LNA (DsrA-LNA)
(5’AAAT cCcGAcCcTgAGG). Starter projektowano w ten sposob, aby uzyshardziej
korzystry wartas¢ energii swobodnej dla tworzonego przez niego digulez badanym RNA,
niz wynosi ona dla spinki tworzonej przez to RNA. Ravéz nie okrdlono dotychczas
kompletnych parametrow termodynamicznych dla dugglek DNA-LNA/RNA oparto si
pomocniczo na parametrach termodynamicznych uzyskiamla duplekséw LNA-2'-O-
MeRNA/RNA (39) oraz dotyczcych duplekséw DNA-LNA/DNA 82) oraz na pozostatych
dostpnych danych literaturowycl 3. Po zaprojektowaniu startera w pierwszej kolggno

sprawdzono jego zdol&é asocjacji z badanym RNA oraz wyznaczonoastigsocjacji (k).
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Rysunek 19 (A) Analiza tworzenia gi kompleksu DsrA RNA/starter DNA-LNA. Rozdziat prodzono w 8%
zelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych WG4 (B) Zaleznosé frakeji zwiazanej w stosunku do
stezenia startera, ktora posita do oznaczenia statej dysocjaciji.

W eksperymencie przedstawionym na rysunku 19, D&WA inkubowano z
rosracymi stzeniami starterem DNA lub DNA-LNA, po czym przepraygano rozdziat
elektroforetyczny w warunkach niedenatgayjch, w temperaturze®@. Eksperyment ten
pokazuje wyrana przewag modyfikowanego startera nad starterem DNA. W paziqol
startera DNA nawet w jego dziesiokrotnym molowym nadmiarze nie obserwuje si
kompleksu DsrA RNA/starter. Natomiast modyfikowastarter (DNA-LNA) whze sk
wydajnie do RNA, przy czym jego stata dysocjacjinegi 234 nM. Obserwujeize nawet
mniejszy nk 1:1 stosunek molowy jest wystarcagj dla formowania dupleksu.

Ze wzgkdu na bardzo obieagy wynik przeprowadzono jeszcze dodatkowo
eksperymenty topnienia UV. W tym cel wykorzystasgrgetyzowany chemicznie fragment
czasteczki DsrA RNA od nukleotydu 61 do 8&dacej modelem spinki Ill. Przeprowadzono
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eksperymenty topnienia UV zaréwno fragmentu RNA zoeldie jak i w obecn&i startera
DNA-LNA. Chcac uzysk& wartasci temperatury topnienia mtbwe do zarejestrowania, w
czasie topnie zastosowano bufor o bardzo niskimzsniu chlorku sodu (5 mM). Tak jak
mozna st bylo spodziewa spinka Il okazata gi bardzo stabilna termodynamicznie, a
wartas¢ jej temperatury topnienia wynosita 84C6 Natomiast zgodnie z przewidywaniami
kompleks powstaty poradlzy RNA kgdacym modelem spinki [ll a modyfikowanym
starterem (DNA-LNA) okazat sina tyle stabilnyze niemaliwa byta jego detekcja, nawet w
5 mM chlorku sodu; wartg jego temperatury topnienia przekraczatd®0Dla poréwnania
obliczona temperatura topnienia dla nie obserwogandupleksu RNA/starter DNA

wynositaby zaledwie 447€ (178) (http://eu.idtdna.com/analyzer).

1.6.2. Mapowanie chemiczne DsrA RNA

Po tak korzystnych wgbnych wynikach z udzialem modyfikowanego startera
przeprowadzono reakgcjwydtuzania startera z wykorzystaniem startera DNA-LNA zora
odwrotnej transkryptazy Superscript Ill na matry@grA RNA. Niewiadom pozostawato
czy enzym ten dmlzie w stanie rozpozhatak modyfikowany starter i efektywnie
przeprowadza jego wydhizanie. Okazato gj ze wyta odwrotna transkryptaza jest w stanie
przeprowadd reakcg wydtuzania modyfikowanego startera DNA-LNA zhybrydyzowgoe
z RNA & do otrzymania produktu peinej diugo z bardzo dolar wydajngcia. Nalery
nadmient, ze uzyskanie takiego wyniku nie byto atisve z uzyciem standardowego startera
DNA. Wykorzystanie tego typu podeja mae by niezwykle przydatne w wielu
eksperymentach, gdzie konieczne jest hybrydyzowasligonukleotydow z stabilnymi
termodynamicznie motywami strukturalnymi RNA. Otmzgny wynik pozwolit na
przeprowadzenie eksperymentu mapowania chemicznego.

Uzycie modyfikowanego startera uaiiovito wizualizacjg wynikdw eksperymentu
mapowania chemicznego DsrA RNA (Rysunek 20). W dehszej analizy 5’ k@cowego
fragmentu cazsteczki przeprowadzano rownieeakcg wydtuzania startera z dodatkowym
starterem zaprojektowanym seodkowy fragment DsrA RNA (Dsr#-3). Ze wzgédu na
mniej ustrukturalizowany charakter tego rejomywano z powodzeniem niemodyfikowany
starter DNA. Wyniki otrzymane z tego startera bylyodne z wynikami otrzymanymi z
uzyciem modyfikowanego startera (nie pokazano).

Uzyskano modyfikacje w pozycji 12, czyli weth spinki I. Mapowanie chemiczne

potwierdzito réwnie obecné¢ trzonu tej spinki, w olabie, ktdérego nie obserwowano
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modyfikacji. Kolejne modyfikacje odnotowano w rejerll w pozycjach 23-27, 28, 35-39,
41, 46, 48 oraz 52. Modyfikacje te poza rejonem223eraz pozyg 52 % zgodne z
mapowaniem macierzowym.

Po wprowadzeniu do programu RNAstrukture jako wygzn&kow jednoczénie
danych z mapowania chemicznego oraz z mapowanieomécierzowego program generuje
struktue o0 najnizszej wartéci energii swobodnej (-30,5 kcal/mol) identygzre struktusg
proponowan tylko w przypadku wprowadzenia danych z mapowaok@emicznego.
Jednoczénie struktura ta jest zgodna ze struktproponowan przez Rolle (Rysunek 21.3).
Aczkolwiek, jak jui zostalo to wspomniane wczeej, jezeli do programu wprowadzi Si
tylko dane z mapowania macierzowego wowczas gerara\est struktura o was energii

swobodnej -31,4 kcal/mol, a zatem o 1,1 kcal/mokistniejsza (Rysunek 21-4)
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Rysunek 20.Mapowanie chemiczne DsrA RNA. U, C, G i A oznacgakcje sekwencjonowania; Un — reakcj
kontrolm bez dodania czynnika modyfikigego, natomiast N, C oraz K odpowiednio reakcje heomdci
malepcych stzen NMIA, CMCT oraz ketoksalu.
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Rysunek 21 Proponowane struktury DsrA RNA. Kolorem czerwonganaczono miejsca hybrydyzacji do
mikromacierzy, kolorem pomatezowym zaznaczono dwa tiwve miejsca hybrydyzacji sondy 37. Miejsca
modyfikacji chemicznych oznaczono ngsijaco: kwadratem zaznaczono pozycje zmodyfikowane zprze
CMCT, kétkiem przez NMIA a tréjigem przez ketoksal. Struktury DsrA RNA zaproponogvgnzez {)
Sledejski (1995),2) Lease i Belfort (2000) i3) Rolle (2006). Strukturad] wygenerowana przez program
RNAstructure, cechuje ginajnizsza energa swobodn (struktura optymalna). Strukturp)(i (6) sa strukturami
suboptymalnymi wygenerowane przez RNAstructure adsfawie otrzymanych wynikéw hybrydyzacji oraz
pewnych manualnych rearaatji.

Na podstawie zarbwno mapowania mikromacierzowegahemicznego catej
czasteczki DsrA RNA oraz jej fragmentow trudno jessaloitnie jednoznacznie rozstrzygn
0 jej strukturze drugoezlowej. Istnienie spinek | i Ill w formie pokazanef wszystkich
proponowanych modelach jest bezsporne. Jakkolwaglatia fragmentow sugesujze ich
stabilng¢ strukturalna jest wzmocniona przez trudne do ni®fiania oddziatywania
wyzszego rzdu. Spornym pozostaje fragmestodkowy (pomedzy 23 i 60 resat
nukleotydow). Jest to fragment, ktory fatdigj sk moze tworzy jeden lub wécej motywow
strukturalnych (helisy i spinki) cechugych s¢ makh stabilndcia termodynamicza Ich
struktura mae uleg& zmianie w warunkach stosowanych do analizy stmyitiuugorzdowej
tego fragmentu. Obeckdenzymu, kationdw metali dwuwastmowych, sond mikromacierzy
maoze zmienig pofatdowanie tego fragmentu. Najepametaé, ze wigzanie s¢ biatka Hfq z
DsrA RNA proponowane jest gtdwnie w @bie rejonusrodkowego. Ponadto, regulatorowa

funkcji DsrA RNA w realizuje s poprzez oddziatywanie tego rejonu z docelowymi mRN
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Mozna domniemywd ze nietrwald¢ termodynamiczna i strukturalna rejosrodkowego
DsrA RNA jest wkomponowana w jego funkcje regulate.

Pozostaje jednak problem, jaka jest faktyczna #irak drugorzdowa rejonu
srodkowego (pomidzy 23 i 60 resat nukleotydows). Analiza wynikbw mapowania
mikromacierzowego i chemicznego DsrA RNA oraz jagolowanych fragmentéw nie
pozwala jednoznacznie praegic o0 strukturze RNA. Z istniecych struktur i
wygenerowanych przez RNAstructure na podstawie ppareadzonych eksperymentéw
(Rysunek 21) najwksz zgodnd¢ wykazuje struktura 21-4. Obserwowaneazeinia sond
mikromacierzowych oraz mapowania chemicznegamagjsce w rejonach jednoniciowych
lub terminalnych fragmentach rejonéw dwuniciowychp@anadto rejonach dwuniciowych
zawierajcych szereg niekanonicznych par zasad. Jest tktstaubardziej ,klasyczna”, ale
majca silne umocowanie w tym co proponuje program RiNAsure i wykonane
eksperymenty. Ponadto, bardzo godne uwagi, zwlasz¢ermodynamicznego spojrzenia na
ich struktue, s struktury 21-5 i 21-6. One réwniebardzo dobrze wynikajz mapowania
mikromacierzowego oraz wkszaci wynikdbw mapowania chemicznego. Pewne rozfici
mapowania chemicznego mpgynikac z faktu,ze w strukturach 21-5 i 21-6 rejégrodkowy
buduje szereg w miarkrétkich spinek, helis a reguty mapowania taki&wraulowanych
motywOw mog odbiegé od generalnych obserwacji dotycych izolowanych motywéw
strukturalnych. Stabilrig termodynamiczna takiego fragmentu z@oby w znacacym
stopniu  wzmocniona przez oddziatywaniasiadupcych z sobh helis i fragmentow
dwuniciowych spinek. Wzmocnienie to t® zachodzi z udzialem wspotosiowych
oddziatywa warstwowych, oddziatywlaw ramach ptli wieloramiennych czy platform typu
AA lub oddziatywa trzeciorzdowych hcznie z powstaniem pseudemtow.

Przedstawione badania strukturalne DsrA RNA, naebsejsze z dotychczas
przeprowadzonych, nie zdefiniowaly ostatecznejkstmy drugorzdowej tego RNA, ale

pokazaty ztgonas¢ i niestabilng¢ rejonusrodkowego DsrA RNA.

1.7. Badanie struktury i oddziatywair DsrA RNA w kompleksie z biatkiem Hfq

1.7.1. Ekspresja i oczyszczanie biatka Hfq

Ekspresj biatka Hfg przeprowadzano w komorkach kompetertingc coli BL21
DES pLysS. Do komérek bakteryjnych mejosizoku termicznego wprowadzano plazmid
pET28-Hfg-EC. Plazmid ten zawierat sekwenkpdupca biatko Hfq wydtazona od kaaca 3’
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o0 sekwengj kodupca sze&c¢ reszt histydynowych. Przed przysieniem do eksperymentow
sprawdzono poprawidé skiadu nukleotydowego insertu poprzez sekwencjamosv W
czasie ekspresji | oczyszczania stosowano progedypisam przez Mikulecky i
wspotpracownikow 90) z pewnymi modyfikacjami. Szczegoly procedury zewaw
rozdziale Materialy i Metody. Hfg jest biatkiem wakupcym wysokie powinowactwo do
kwasow nukleinowych, nie wykazig przy tym specyfiki sekwencyjnej, dlatega istotnym
etapem oczyszczania byta inkubacja z nukleazanstoWano rane stzenia, czasy oraz
temperatury inkubacji z DNazl i RNaz A, jak rownie z Benzonag Warunki, ktore
pozwolity uzyské& preparat o najmniejszej zawaito kwaséw nukleinowych opisano w
rozdziale Materiaty i Metody.

Dzicki obecndci széciohistydynowego fragmentu nadau N biatka, maliwe byto
jego oczyszczanie metpdchromatografii powinowactwa. Zastosowano chromatidg na
kolumnie niklowej. Biatko wyptukiwano z kolumny pratzeniach imidazolu pomdzy 150
a 350 mM. Po rozdziale elektroforetycznym uzyskanggeparatu nazelu z SDS
otrzymywano dwa peki, jeden na wysok&i odpowiadajcej wielkasci monomeru,
natomiast drugi na wysoko odpowiadajcej heksamerowi. Zwgwszy na denaturagy
charakter elektroforezy, byta to @o niespotykana obserwacja, aczkolwiek istniej
doniesienia o podobnych obserwacjach dafggeh Hfg (01). Chac upewné sig, ze
uzyskano wigciwy i czysty preparat obydwa giki poddano analizie za pompc
spektrometrii mas MALDI-TOF. Dla obu otrzymano pavdzenie,ze jest to bakteryjne
biatko Hfg. Stzenie biatka oraz pozostdt kwasOw nukleinowych oceniano stogul
metodt Warburg-ChristianX79).

M [kDa] 1 2 3
148 wms et
98

5 M 6
— Hfq,

»:tw,&
g

R
13 i

22

— Hfq,

Rysunek 22 Etapy ekspresji i oczyszczania biatka Hfg. M-markaasy, 1- biatk&. coli przed indukcja IPTG,
2 - bialkaE. coli po indukcji IPTG, 3- biatka lizatu bakteryjnego ponikacji, 4 — frakcja wymyta z kolumny
buforem do lizy, 5 - frakcja wymyta z kolumny btéon przemywajacym, 6 — pmizone frakcja zawierajace
biatko Hfg wymyte buforem elucyjnym w przedzialezsh imidazolu 150-350 mM. Anali prowadzono w
15%zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS.
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1.7.2. Badanie tworzenia kompleksow DsrA RNA/Hfq

Najliczniejsza grupe bakteryjnych sRNA, stanowie, ktore do efektywnego dziatania
w warunkachn vivo wymagaj obecndci biatka Hfg. Jednym z tych sRNA jest DsrA RNA.
Jakkolwiek rola Hfq w regulacji ekspresji genéw dziatem matych niekodagych RNA
(ncRNA) nie jest do kéca poznana, wykazano zdoddodo tworzenia si kompleksow
pomidzy wickszacia wyzej wspomnianych ncRNA a biatkiem Hfg, w tym réwhie
pomiedzy DsrA a Hfq {16).

W celu sprawdzenia aktywbd biologicznej otrzymanego biatka Hfq i jego zdmdai
do tworzenia komplekséw z badanym RNA, DsrA RNA ngkzowane radioizotopowo i
inkubowano w danym buforze hybrydyzacyjnym w obd&chaosracych stzen biatka.
Inkubacj; prowadzono wedtug procedury opisanej w rozdziadgeviaty i Metody. Nagpnie

przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny w warwhkaiedenaturggych.

] rosnace stezenie

T 3 55 6 [akM]
II k]
| Ve o4 N b4
DsrA RNA u el
Rysunek 23 Tworzenie si kompleksu | i Il pomgdzy DsrA RNA a biatkiem Hfg, w obechka rosmcego

stezenia biatka. Analig prowadzono w 6%elu poliakrylamidowym.

Eksperymentalnie potwierdzono zdodboHfgq do whzania st z DsrA RNA i
tworzenia dwéch rodzajow komplekséw wywanych buforach hybrydyzacyjnych. Wraz ze
wzrostem sfzenia biatka obserwujecshajpierw powstawanie kompleksu | a rastie Il. W
literaturze istnigj rozniace st nieco od siebie doniesienia na temat stechiomeimplekséw
DsrA RNA/Hfg wynikapce najprawdopodobniej z z0ych procedury oczyszczania biatka
oraz r@nic w warunkach prowadzenie reakcji. Postuluge & w skiad kompleksu | wchodzi
jedna casteczk DsrA RNA oraz jeden lub dwa heksamery Hf§9,( 90, 12§
Przeprowadzone badania pozwolity na ustalenjgest przy ktérych w aywanym buforze

hybrydyzacyjnym z 1 M NaCl i 0,5 mM MaDTA (bufor VII), uzyskuje si pazadane
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kompleksy DsrA RNA/Hfq. Stwierdzonae przy st¢zeniu monomeru 3IM uzyskuje st

kompleks I, natomiast przyegeniu monomeru @M kompleks Il.

1.7.3. Mapowanie mikromacierzowe kompleksow DsrA RA/Hfq

Celem niniejszej pracy byto przetestowanie oraz arghie meliwosci zastosowania
izoenergetycznych mikromacierzy do badania strykttrugorzdowej czasteczek RNA.
Interesujce bylo sprawdzenie czy metoda ta mogtaby tsyteczna do badania struktury
czasteczki RNA lkdacej w kompleksie z biatkiem i czy daje atiovos¢ uzyskania informacji
0 miejscu wiazania biatka do RNA. Zeli przyjmie s¢ zalaenie, ze zwhzanie biatka
powoduje zmia@ strukturalm w czsteczce RNA, ktérych konsekweacjest zmiana w
dostpnasci do hybrydyzacji, wowczas bytoby to obserwowalpedczas hybrydyzacji na
mikromacierzy. W drugim przypadku, w ktorym zwanie biatka nie powoduje zmian w
strukturze badanego RNA, jedrak biatko whze st w rejonie jednoniciowym, Ktory
wczesniej byt dos¢pny do hybrydyzacji, rowniemozna byloby to zaobserwowgpodczas
hybrydyzacji do mikromacierzy.

Kompleks DsrA RNA/Hfq nadaje i do testowania nowej metody badania
oddziatywania RNA i biatka, gdyistniep wczeniejsze prace eksperymentalne, w ktorych
zajmowano s badaniem natury wiaie tego kompleksug@, 90, 116, 128

Bakteryjne biatka Hfqg, ze wzgdu na due podobiéstwo strukturalne i sekwencyjne,
zaliczane s do rodziny biatek Sm i Sm-podobnych. Biatka Smrakeeryzuy sie budows
pierscieniona ztozona z széciu lub siedmiu podjednostek oraz dwoma konserwayym
motywami Sm1 i Sm2, w obibie, ktérych znajduj si¢ reszty aminokwasowe biuge udziat
w oddziatywaniach z RNA. Porowryg razne bakteryjne homologi biatka Hfg z
eukariotycznymi biatkami Sm obserwuje svysokie podobigstwo w obebie motywu Sm1.
Jakkolwiek wréd biatek Hfg nie obserwuje esimotywu Sm2, posiadajone inny region
zawierajcy konserwatywne hydrofobowe reszt aminokwasowegrykt maze by
odpowiednikiem tego motywulQl, 111, 114 Dla bialek Sm istnieje konserwatywna
sekwencja w olbie, ktdrej waza sic one z RNA (PuAYeGPu) jest ona otoczona z obu
stron strukturami typu spinkiL6). Dla Hfq wykazanoze poli(U) jest w stanie konkurowa
miejsce wazania z takimi SRNA jak DsrA RNA czy OxyS RNAQ1, 119, przy czym
dotychczasowe badania nie pozwalap wyznaczenie konsensusowej sekwencji. Wskazuj
natomiast,ze w przypadku sRNA jest to sekwencja bogata w yeézi U, natomiast w
przypadku tRNA nie zaobserwowano takiej zat#ci (138. Uwaza Sk, ze Hfq nie waze sk
Z RNA wysolk specyficznécia sekwencyja i ze najprawdopodobniej istatmole odgrywag
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tutaj uwarunkowania strukturalne. Gzedoniesi@ literaturowych dla OxyS RNA i DsrA
RNA wskazuje,ze Hfg wiaze st w rejonach jednoniciowych otoczonych strukturami
spinkowymi, czyli w sposob przypominay oddziatywania bialek Sm z ich docelowymi
RNA. Jednake rejon jednoniciowy nie jest jedynym miejscem adiymvania (01, 116.
Rolle i wspotpracownicy sugerupatomiastze w przypadku DsrA RNA oddziatywanie ma
miejsce gtdwnie w rejonie proponowanym przez njako dwuniciowy (66).

Czasteczk DsrA RNA wyznakowaa radioizotopowo inkubowano w buforze
hybrydyzacyjnym VII z biatkiem Hfg o odpowiednimeséniu (ustalonym na podstawie
elektroforezy w warunkach natywnych) w celu uzysaasatkowitego zwjzania DsrA RNA
z Hfg, wedlug procedury opisanej w rozdziale Matgri i Metody. Nasipnie
przeprowadzano hybrydyzacj na mikromacierzy. Kalorazowo przeprowadzano
hybrydyzacg kontrolma, w ktorej probk traktowano identycznie jak prébbadaa z
wyjatkiem dodawania Hfg. Taka proba kontrolna byla zzvednénikiem, do ktérego
porownywano wynik otrzymany dla kompleksu DsrA RIN#g.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentow dla komkgdey DsrA RNA/Hfq
otrzymano profil hybrydyzacji, w ktérym obserwowan® do 7-krotne obtenie
intensywndci niektorych sygnatow w stosunku do reakcji kohtep (Tabela 10, Rysunek
24). Nie zaobserwowano catkowitego zaniku sygnat@mi dodatkowych miejsc
hybrydyzacji. Jest to zgodne z wéajszymi doniesieniami wskakigymi, ze zwihzanie
Hfg nie powoduje zmian w strukturze drugaitawej DsrA RNA (16). Zaobserwowano
obnizenie intensywngci w pozycji 14 i 15 czyli w olabie petli spinki I. Jest to zgodne z
wynikami Lease i Woodson, ktorzy w obeéoioHfg obserwowali obrienie intensywngci
ciccia RNaza T2 w obebie tej gtli (89). Kolejne obntenie intensywn&ci sygnatu wysipito
w pozycji 31, czyli w rejonie uznanym przez dwazaiezne zespoty za gtdwne miejsce
oddziatywania DsrA RNA z Hfq89, 116. Stabsz intensywnd¢ obserwowano rowniew
pozycjach 42 i 43 oraz 40 lub 47. Brescia i wspaidprvnicy obserwowali w obecém Hfq
zwigkszory intensywndci ciecia RNaa V1 w pozycjach 42-45, co ttumaczym, ze
Zwigzanie biatka powoduje sterycznie wzmocnienie dwiomiego charakteru tego rejonu
(116). Jest to zgodne z obserwacjami na mikromacierzkighe wskazywatyze bez Hfq
rejon ten mial malo stabin struktue i byt dostpny dla sond oligonukleotydowych,
natomiast zwgzanie biatka Hfg na tyle wzmocnito jego strukfure stat s on niedospny.
Rolle i wspotpracownicy w rejonie 43-52 w obeétioHfq obserwowali ochran przed

hydroliza indukowar jonami otowiu (66).
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Tabela 10.Usrednione wyniki hybrydyzacji dla kompleksu DsrA RN#Hq .

przewidziane dG przewidziane dG
nukleotyd przewidziane dG (kcal/mol) dla przewidziane dG (kcal/mol) dla
. sekwencja sekwencja . . (kcal/mol) dla . . wyniki wyniki (kcal/mol) dla alternatywnego
pozycja| nazwa ' | parupcy sk z wiazania - . | alternatywne - =
penta- lub | modyfikowanej komplementarnegp ) hybrydyzacji | hybrydyzacji | .~ ... | alternatywnego| miejsca wizania
w DsrA| sondy h dodatkowym : . modyfikowana miejsce wazania| . - . d .
eptameru sondy 3G wigzania sonda-RNA dla DsrA dla DsrA/Hfq miejsca wizania| modyfikowana
RNA-RNA 100 mM Naél RNA-RNA sonda-RNA, 100
mM NaCl
14 641| GGAAA GGDDDG A 2,9 9,6 s w (7x) 42/43 -1.4 -4,0
15 161| AGGAA DGGDDG u -3,6 -10,2 s w (7x) 42/43 4.4 9.8
31 31-7| AAAAAAU DDDDDDU -0,5 -9,7 S m (4x)
36 36-7| CACUUAA | CDCUUDA -4,9 -10,1 s s
40 37| AAGCA DDGCDG G -3,4 -10,3 m m (3x)
42 131| AGAAG DGDDGG G 2,9 9,6 s m (3x) 13/14 -1,1 -3.3
43 33| AAGAA DDGDDG C -1,2 -11,4 s m (4x) 13/14 -0.6 -3.9
47 37 | AAGCA DDGCDG U -3,4 -10,3 m m (3X)
60 225| AUGAA DUGDDG u -1,4 -9,1 w w
74 483| CUGAG CUGDGG C -4,6 -12,2 m m 41/42 24 -4.8

Jakos, miw

zaznaczono sygnaty hybrydyzacji odedmio o wysokiejsredniej i stabej intensywrdoi. W nawiasach podano ilokrotnie ngstwata zmiana
intensywndci sygnatu, w poréwnaniu do intensywigotego samego sygnatu w reakcji kontrolnej (beg)Hf T
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Rysunek 24. (A) Przyktadowy wynik hybrydyzacji(a) DsrA RNA, (b) kompleks DsrA/Hfq. Macierz
drukowana w uktadzie: 4 kolumny, 4 sondy wdzie, kada sonda po 8 powtdnze(B) Wykres prezentagy
usrednione intensywnigi sygnatow dla poszczegolnych sorf@) Proponowane struktury DsrA RNA z
zaznaczonymi wynikami mapowania w kompleksie z Hfplorem czerwonym zaznaczono miejsca
hybrydyzaciji, dla ktérych intensywié sygnatu nie zmienita siw poréwnaniu z reakgjkontrolrg (sam DsrA
RNA). Koloremzottym zaznaczono miejsca o oboinej intensywnéci sygnatu w obecriai Hfg.

Przeprowadzone eksperymenty potwierdzity viorgsze doniesieniaz iw wiazaniu
Hfq bierze udziat nie tylko proponowana jako jedicmwa sekwencja bogata w reszty
urydyny, zlokalizowana w okolicy 30-tego nukleotydale rownie inne rejony casteczki

tworzace drugo- i trzeciorgowe elementy strukturaln89, 114.

80



. WYNIKI | DYSKUSJA

Analizujac miejsca o ostabionej intensywétosygnatu wazania s¢ sond w obecrizi
biatka Hfq, wswietle rozpatrywanych struktur DsrA RNA (struktu24B-4, 24B-5 i 24B-6)
wydaje s¢, ze najlepiej do dokowania biatka przygotowana jdstksura 24B-4. W tym
przypadku rejon srodkowy DsrA RNA nie wymagazadnych rearaiacji struktury
drugorzdowej. Natomiast zwzanie st Hfq do struktur alternatywnych, tzn. 24B-5 i 24B-6
mogtoby whzat sie z da¢ rozlegtymi zmianami strukturalnymi rejongrodkowego.
Jakkolwiek jest to rejon o niskiej stabikwd termodynamicznej budagych go motywow,
zatem wspomniane zmiany strukturalne nie wymagaditiggo naktadu energetycznego.

Opisane powsej hybrydyzacje na mikromacierzach izoenergetycarnkamplekséw
RNA/biatko &1 pierwszymi tego typu eksperymentami. Nieagsicto wyniku, w Ktorym
obserwuje si catkowity zanik hybrydyzacji. Nakato sk zastanowd czy przyczyna tego tkwi
w charakterze oddziatywiaDsrA RNA/Hfq. Podoba zaleznos¢ obserwowali take Brescia
(116) oraz Lease i Woodson89), ktorzy podczas trawienia nukleazami rowmnieie
obserwowali catkowitej ochrony pewnych rejonéw DsfRNA prze biatko. Innym
wyttumaczeniem mie by mazliwos¢ oddysocjowania podczas hybrydyzacji pewnej puli
biatka od DsrA RNA i wowczas uwolnione DsrA RNAamatoby s¢ z komplementarnymi
sondami. Maliwe jest te, ze Hfq zwihzane w kompleksie z DsrA RNA ma zdodtodo
tworzenia trojsktadnikowego kompleksu z ser{tivorzac kompleks DsrA RNA/Hfg/sonda)
poprzez oddziatywanie z gqiinna powierzchm niz powierzchnia zaangawana w
oddziatywanie z DsrA. Tworzenie ¢sitrojsktadnikowych kompleksow obserwowano
wczesniej, w przypadku dodania poli(A) do kompleksu DAfifq (116). Nalezatoby réwnie
rozwazy¢ zagraenie bkdnego odczytania wyniku hybrydyzacji wynikeg z faktu,ze Hfq
bedace w mieszaninie hybrydyzacyjnej w pewnejestz w stanie wolnym mogtoby
oddziatywa& z sondami oligonukleotydowymi, a tym samym uniehwa ¢ im hybrydyzacg
kompleksu DsrA RNA/Hfg. W efekcie obignie intensywngci sygnatu dla danej pozycji,
odczytane jako miejsce waania Hfg do DsrA RNA, w rzeczywista wynikataby z
zastongcia tej sondy przez wolne Hfg lub DsrA RNA lubzteprzez kompleks
trojsktadnikowy za p&rednictwem Hfq, a nie z zastaeia w DsrA RNA przez Hfg miejsca
komplementarnego do tej sondy. €heytuacja taka wydaje ¢siteoretycznie mdiwa, nie
istnieja dane eksperymentalne maee o tym, aby tak krotkie i w dodatku modyfikowane
oligonukleotydy mogty b§ wiazane przez Hfq.

Podgto prole czsciowe] odpowiedzi na te przedstawione pawjy watpliwosci.
Postanowiono sprawdzczy Hfq w ogole jest zdolne do aziania modyfikowanych heksa- i

heptameréw. Zsyntetyzowano kilka oligonukleotyddgpowiadagcych wybranym sondom,
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ale nie posiadagych C6-aminoheksylowegadznika na kacu 5’ (Tabela 11). W grupie tej
znalazty s¢ oligonukleotydy, dla ktérych obserwowano atemie intensywn&ci sygnatu w
czasie hybrydyzacji kompleksu DsrA RNA/Hfq do mikracierzy. Ponadto, wybrano do
bada oligonukleotyd 35-7, dla ktdrego nie obserwowargzania st z DsrA RNA. Jest to
oligonukleotyd bogaty w reszty 2,6-diaminopurynagpdowe (analog adenozyny) i U, czyli
reszty nukleotydowe, ktore uwe st za preferencyjnie wzane przez Hfq. Do bafda
wybrano take oligonukleotyd 483 komplementarny do miejsca 74DarA RNA, w
przypadku, ktérego w czasie hybrydyzacji DsrA RNzoDsrA RNA/Hfg nie obserwowano
roznic w intensywnéci sygnatu hybrydyzacyjnego. Zsyntetyzowane odpdwnild sond
wyznakowano radioizotopowo na i@ 5. Nasgpnie przeprowadzono inkubacr Hfq w
buforze hybrydyzacyjnym 1, po czym przeprowadzomedriat elektroforetyczny w
warunkach niedenaturgych.

Dla sondy 35-7 nie zaobserwowano awdania z Hfqg, dla pozostatych sond
zaobserwowano bardzo stabe oddziatywania widoczpestaci ,smuacych se” prazkéw i
to w przypadku zastosowania 100-krotnego molowegdmmaru heksameru biatka w

stosunku do oligonukleotydu (Rysunek 25).

Tabela 11. Zestawienie modyfikowanych oligonukleotydéw, ktoneybrano do sprawdzenia zdofdodo
oddziatywania z Hfq.

pozycjaw | nazwa | sekencia penta- Lp mggzy?fn%%ﬁ;dy Ocdziatywane z Hig
15 161] AGGAA DGGDDG stabe
31 31-7| AAAAAAU DDDDDDU stabe
35 35-7| ACUUAAA DCuUuUDDD brak
40 37| AAGCA DDGCDG stabe
42 131| AGAAG DGDDGG stabe
43 33| AAGAA DDGDDG stabe
74 483 | CUGAG CUGDGG bardzo stabe

Mozna stwierda, ze Hfq wykazuje bardzo stabe powinowactwo do moayliknych
heksa- i heptameréw. Ponadto, agl@amkttaé, ze na mikromacierzy istnieje zdecydowanie
mniej korzystna sytuacja, to znaczg stzenie biatka jest nawet do 100-krotniezsie od
stezenia poszczegollnych sond, a zatereliewiaze st ono z sondami to nie jest w stanie
zablokowa ich w takim stopniu, aby mogto to w sposoéb istotmyemaliwi ¢ zwigzanie s¢
DsrA RNA czy kompleksu DsrA RNA/Hfq. Réwniesygnat pochodgy od ewentualnego
trojsktadnikowego kompleksu za#anego z sorndpoprzez biatko musiatby Byna poziomie

niewykrywalnym lub bardzo stabym.
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33 31-7 35-7 483 161 131 3%
I 1 10 1 I 11 1 1 1
Hfq -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+
oligonukleotyd + + + + + + + + + + + +

Rysunek 25. Analiza zdolnéci tworzenia si kompleksu modyfikowany oligonukleotyd/Hfq. Rozdzia
prowadzono w 16%elu poliakrylamidowym w warunkach niedenatuaayjch, w £C.

Na podstawie badasiedmiu ragnych oligonukleotydéw trudno jest stwierdzila
czego do niektérych modyfikowanych oligonukleotydbifig wiaze sk stabo a z niektérymi
nie oddziatluje w ogéle. Trudno na podstawie przeteasnej grupy wnioskowao jaki
preferencjach sekwencyjnych Hfq, szczegohsieiwaa sk iz Hfq raczej nie wykazuje takich
preferencji. Oligonukleotydy do ktérych wykazywadoo stabe powinowactwo bogate byty
w reszty 2,6-diaminopurynorybozydu (D), z wiiem 483, ktory jednoczaeie oddziatywat
najstabiej. Jednaile oligonukleotyd 35-7, do ktérego Hfq nieawato s¢ réwniez posiada 3
reszty D. Oligonukkeotyd 35-7 posiada w pozycjigiej LNA-C, a oligonukleotyd 483 ma
2’-O-metylowane C w pierwszej pozycji. Natomiastigohukleotyd 37 posiada 2'-O-
metylowane C wérodku sekwencji. Na tym etapie przeprowadzonyclpeksnentéw, mana
jedynie przypuszcza ze by maze dla oddzialywa znacace jest, aby w pierwszej lub
drugiej pozycji nie wysfpowato C.

Reasumujc wykazanoze meto@ mikromacierzy izoenergetycznych pma stosowa
rowniez do badania komplekséw RNA z biatkami, nie zapomamarzy tym o pewnych
ograniczeniach tego podeja. Najwkksza niedogodrié moze polega na tym,ze sondy,
ktore stanowsq krotkie modyfikowane oligonukleotydy, poza zamaamgmi i w miae
przewidywalnymi oddziatywaniami z badanym RNA mag@wniez oddziatywa z biatkiem.
Oczywiscie oddziatywanie to zaly od wiaciwosci badanego biatka. Wiele biatek, aby

mogto s¢ zwigzat z kwasem nukleinowym potrzebuje znaczniezsthych fragmentow i
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pie¢ reszt nukleotydowych oraz zdefiniowanego otoczestiakturalnego, a talke scisle
okreslonych warunkéw buforowych. Mma sobie wyobrazj ze jezeli bedzie sé bad&@
kompleksy z biatkami wykazagymi duza specyficzné¢ sekwencyja wowczas problem
niespecyficznego oddziatywania z sondami zostajeelimynowany. Naley réwniez
pamktat, ze ch@ hybrydyzacje mezna przeprowadzZaw szerokim spektrum warunkow
buforowych, to jednak natg zachowa jego wysolg sile jonowa, co niekiedy moe mie
znacacy wptyw na trwatéc¢ i tworzenie s kompleksow RNA/biatko. Niewtpliwym plusem
metody mapowania mikromacierzowego jest szybkowykonania pojedynczego
eksperymentu i wspomniana dowadddobuforowa, na kt@r nie mana sobie pozwadi
stosujc, dla przyktadu, trawienie niektérymi nukleaza#adna z metod nie jest pozbawiona
wad, dlatego teim wigcej metod zastosujemy, tym otrzymany wynddbie bardziej zb#at

nas do zrozumienia rzeczywistych zboych relacji mgdzyczasteczkowych.

1.8. Mapowanie mikromacierzowe dwoch oddziatgcych ze soh RNA
(kompleksy RNA/RNA)

W kolejnej grupie eksperymentéw postanowiono spmgvcczy mikromacierze
izoenergetyczne magby¢ z powodzeniem stosowane do badania struktury ra&heru
oddzialywa RNA znajdugcego s¢ w kompleksie z innym RNA. W tym eksperymencie
wykorzystano, jako model ggteczle DsrA RNA i jej zdolndé, jako posttranskrypcyjnego
regulatora, do oddziatywania z rejonem liderowyinggo z docelowych mRNA. Jednym z
tych mRNA jestrpoS ktére koduje podjednostksigma s polimerazy RNA. Podczas
nieobecnéci DsrA RNA rpoS nie podlega translacji, gdyjego 5’UTR falduje si tak, ze
tworzy sk inhibitorowa struktura typu spinki unierflawiajaca zwhzanie rybosomu. DsrA
RNA syntetyzowane podczas stresu temperaturowedaiatdje zrpoS w taki sposobze
powoduje to otwarcie struktury inhibitorowej i untivia rozpoczcie translacji.
Dowiedziono eksperymentalnie, ktore fragmenty oNARbiora udziat w oddziatywaniu ze
soln (89). Wedlug doniesie literaturowych czsteczki pary sic na odcinku 22 reszt
nukleotydowych. Ze strony DsrA RNA w oddziatywarbiora udziat reszty nukleotydowe
wchodzce czsciowo w skiad spinki | i rejonu Il, na odcinku pagdey nukleotydem 10 a 32.
Ze stronyrpoS 53 to reszty od -97 do -119 (Rysunek 2B wzgkdu na dé¢ diugi obszar
oddziatywania casteczki tworz ze sol stabilny kompleks, ktéry w warunkaatnvitro moze

powstawa bez udzialzadnych dodatkowych czynnikow.
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Rysunek 26 Kompleks DsrA RNApoSmMRNA wedtug Lease i Woodson (2004).

Badanie kompleksow zionych z dwoch cisteczek RNA na mikromacierzach
izoenergetycznych nie byto nigdy wén&j przeprowadzane. Interescg wydawato i
przetestowanie komplekséw zawiexajch petnej dlugéci DsrA RNA oraz fragmenty rejonu
liderowegorpoS mRNA r&znej diugdci. Z catkowitego rejonu liderowego o diugd 576
reszt nukleotydowych wybrano dwa fragmenty o dkegach 25 (rpoS25) i 140 (rpoS140)
reszt nukleotydowych. Fragment 25 nukleotydowyoS odpowiadat rejonowi, ktéry
postulowany jest jako odcinek oddzialey z DsrA RNA. Natomiast fragment 140
nukleotydowy zawierat motyw struktury inhibitorowejwierapcej st po zwhzaniu s¢ z
DsrA RNA. Nie zdecydowano gsha testowanie diszych fragmentéw, gaydotychczasowa
wiedza jak i analizy przeprowadzone w programie RiMécture pozwalaj sadzi¢, ze nie
biora one udziatu w oddziatywaniu z DsrA RNA. Ponadtovaimziono,ze diuzsze fragmenty
wiaza Sic z DsrA RNA wolniej i mniej efektywnie. Sugerujezsize by maze wynika to z
faktu, ze rejon zlokalizowany powgj struktury inhibitorowej wptywa na aiw jakis sposéb
stabilizupc ja tak, ze przy braku dodatkowych czynnikéw biatkowych jesta trudniej
dostpna dla DsrA RNA91).

RpoS25 otrzymano dra@gsyntezy chemicznej, natomiast rpoS140 wykorzystuj
metody PCR oraz transkrygcjn vitro zgodnie z procedurami opisanymi w rozdziale
Materiaty i Metody. DsrA RNA znakowany radioizotopo i poddany fatdowaniu
inkubowano z 30-krotnym molowym nadmiarem rpoS25 dpoS140, poddanym uprzednio
rowniez procesowi pofatldowania. Mieszarin hybrydyzowano do mikromacierzy
izoenergetycznej. Zdoldé wiazania s¢ fragmentow rpoS z DsrA RNA w buforze
hybrydyzacyjnym VII (1 M NaCl, 0,5 mM N&DTA) sprawdzono wczaiej za pomog
elektroforezy w warunkach nie denatamyjch (Rysunek 27). &ywany 30-krotny molowy
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nadmiar fragmentéwpoS okreslono na podstawie analiz elektroforetycznych, gd2srA
inkubowano w obecrigi rosmcych stzenia rpoS25 lub rpoS140 tak, aby uzysk#0%
DsrA zwiagzanego z oligomerem. Kkdorazowo przeprowadzano hybrydyzakpntrolm, w
ktorej do mikromacierzy hybrydyzowano santzasteczk DsrA RNA, traktowan
identycznie jak probki badane. Ze wadjl na dtugé¢ rpoS140 i maliwos¢ oddziatywania w
sposOb niespecyficzny z sondami na mikromacierzyzegrowadzano dodatkowy
eksperyment kontrolny. W eksperymencie tym rposlztakowano radioizotopowo,
faldowano a nagpnie hybrydyzowano do mikromacierzy izoenegetyczdeglykowanej

czasteczce DsrA.

A. B.

DsrA RNA/rpoS140 .

&

DsrA RNA/rpoS25 “
DsrA RNA “ DsrA RNA ‘

Rysunek 27 Rozdziat elektroforetyczny kompleksd#) DsrA RNA/rpoS25 oragB) DsrA RNA/rpoS140. Do
stworzenia kompleksuzyto 30-krotny molowy nadmiar rpoS25 oraz rpoS140alize prowadzono w (A) 6%
oraz (B) 8%xzelu poliakrylamidowym w warunkach niedenatunyjch w £C.

86



. WYNIKI | DYSKUSJA

36 *
14 wewes

31—

420
15—
3.

AQ#* e an

74

Semeee
4
o BeRS

. '..gl.m.

B0 v v
.

.....

.....

srewn
Ense

.....

46

45

TTwwwnn

76,

83

82

450000,0 1

400000,0 1

350000,0

300000,0 +

250000,0 +

200000,0 +

150000,0 -

intensywno $¢ sygnatu

100000,0

50000,0 -

0,0 ~

-50000,0 -

8

9 14

15

36 40/47 42 43 45

46

60 61

74

O DsrA
| DsrA/rpoS25
0O DsrA/rpoS140

pozycja w DsrA RNA

Rysunek 28.(A)Przyktadowy wynik hybrydyzacfia) DsrA RNA, (b) kompleksu DsrA/rpoS25c) kompleksu
DsrA/rpoS140 (d) rpoS140 do macierzy dedykowanejasteczce DsrA. Macierz drukowana w ukladzie: 4
kolumny, 4 sondy w r@zie, k&zda sonda po 5 powtorze(B) Wykres prezentypy usrednione intensywriai
sygnatdow pochodce od poszczegoélnych sond dla DrsA RNA i jego karkpdw z rpoS25 i rpoS140.
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Tabela 12.Usrednione wyniki hybrydyzacji dla komplekséw DsrA RMpoS25 i DsrA RNA/rpoS140.

przewidziane

przewidziane dG

przewidziane

przewidziane dG

nukleotyd dG (kcal/mol) - dG (kcal/mol)
ozveia nazwa sekwencja sekwencja parupcy sk dla (kca_l/maorll)_adla wyniki wynik wynik h t;?,y(?lkac" alternatywne dla aIterE]l;(:tallnr:gl)odlri'e'sc
p I?ér,lk w soﬁ\gy penta- lub modyfikowanej z komplement- movt\ll?fizkovlvana hybrydyzacji | hybrydyzacji dla| hybrydyzacji dla Y )élg’z ) miejsce alternatywnego v%wzar?ia €]
heptameru sondy doda;tlléowym ‘;l?aigzgg sonda-RNA, dla DsrA DsrA/RpoS25 | DsrA/RpoS140 RpOS 140 wigzania Wn?;ezjsﬁg modWikgwana sonda-
RNA-RNA 100 mM NacCl RNA-RNA RNA, 100 mM NaCl
2 958 | UGUUC UGUUCG G -3.0 -7,9 m m
4 956 | UGUGU UGUGUG A -3,5 -7,8 S m
5 239| AUGUG DUGUGG A -2,9 -9,3 S S
6 572 | GAUGU GDUGUG C -3,2 -11,0 S S
7 911 | UGAUG UGDUGG A -3,1 -9,0 m S
8 484 | CUGAU CUGDUG C -3,1 -10,7 m S
9 889| UCUGA UCUGDG A -3,9 -9,4 w
14 641| GGAAA GGDDDG A 2,9 9,6 s m (3x) 42/43 -1.4 -4,0
15 161 | AGGAA DGGDDG U -3,6 -10,2 s m (3x) 42/43 4.4 9.8
31 31-7| AAAAAAU | DDDDDDU -0,5 -9,7 S w (20x)
36 36-7| CACUUAA | CDCUUDA -4,9 -10,1 s (3x) S
40 37| AAGCA DDGCDG G -3,4 -10,3 m m m
42|  131| AGAAG DGDDGG |G 2,9 9,6 s s 13/14 1,1 -3.3
43 33| AAGAA DDGDDG C -1,2 -11,4 s s 13/14 0.6 3.9
45 579 | GCAAG GCDDGG U -4,4 -9,9 m
46 145| AGCAA DGCDDG C -3,4 -11,9 m
47 37| AAGCA DDGCDG U -3,4 -10,3 m m m
41/42 -2,7 -6,0
60 225| AUGAA DUGDDG U -1,4 w m S 13/14 -0,4 -3,9
-9,1 8 -1,0 -2,4
61| 569| GAUGA GDUGDG U -3,4 9,3 m m 6/7 4.3 4.1
74|  483| CUGAG CUGDGG | C -4,6 -12,2 m m m 41/42 2,4 -4.8
76 351 | CCCUG CCCUG -6,7 -9,2 m
77 88| ACCCU ACCCUG C -5,8 -12,1 S
82 855| UCCCG UCCCG -6,8 -9,6 m
83 214| AUCCC AUCCCG C -5,5 -11,2 m

Jako s, m i w zaznaczono sygnaly hybrydyzacji odpdmio o wysokiej,sredniej i stabej intensywrsoi. W nawiasach podano ilokrotnie ngstwato obnienie
intensywndci sygnatu, w poréwnaniu do intensywigotego samego sygnatu w reakcji kontrolnej (bezSp lub w przypadku sondy 36-7 ilokrotniezsdy byt sygnat w

reakcji kontrolnej, w poréwnaniu do jego intensywriov eksperymencie z kompleksem.
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W wyniku hybrydyzacji do mikromacierzy komplekssid RNA/rpoS25 otrzymano
obraz wykazujcy istotne ranice w poréwnaniu z profilem hybrydyzacji samepsteczki
DsrA RNA (Tabela 11). Zaobserwowano pojawientgisiensywnych sygnatow w pozycjach
4-6 i sredniej intensywngci w pozycjach 2, 7 i 8, ktore twarztrzon spinki . Ponadto
zaobserwowano brak sygnatbw w pozycjach 14, 15,iK&bére w reakcji kontrolnejas
dostpne do hybrydyzacji. Zatem, zgodnie z oczekiwanigmiiczenie rpoS25 powoduje
rozplecenie struktury DsrA RNA take 5 kaacowy fragment budagy trzon spinki | staje
si¢ dostpny do hybrydyzacji, natomiast rejon oddziatyj z rpoS staje s¢ nie dosgpny dla
sond. Zaobserwowano réwnidodatkowe zmiany w profilu hybrydyzacji. W tym ykrotne
zwigkszenie intensywrigi sygnalu w pozycji 36 wobec macierzy kontrolndjrak
dostpnasci w pozycjach 42 i 43 oraz pojawienie siostpnasci w pozycjach 60 i 61. Brak
dostpnasci w pozycjach 42 i 43 nmmma ttumaczy faktem, ze sondy dedykowane tym
pozych W rzeczywistéci nie parowaty i z nimi jak wczéniej zakladano, lecz oddziatywaty
nie w petni komplementarnie w rejonie 13/14. Jedpagnergia swobodna takiego dupleksu
wydaje s¢ by¢ zbyt niska (okoto -3,5 kcal/mol), aby mogta podiegietekcji. Podobnie
mozna wyjani¢ pojawienie s sygnatow w pozycjach 60 i 6% s to nie w peini
komplementarne oddziatywania z pozycjami odpowiedhi 6/7, lecz znéw warf6 energii
swobodnej wynosi tutaj zaledwie -2,4 i -4.0 kcallnfwickszenie intensywrgi sygnatu w
pozycji 36 oraz oddziatywania w virgj wymienionych dodatkowych pozycjach wskazup
oddziatywanie z rpoS25 nie e sk tylko z rozpleceniem spinki I, ale wptywa rowniea
pozostate elementy strukturalne bughgj DsrA RNA. Fakt ten bytby kolejnym argumentem
przemawiagcym za tymze postulowany przez Lease i Belfort rejon jednawgi jest jednak
zaangaowany w jakiegé typu oddziatywaniag7).

Wynik ten pokazuje,ze z powodzeniem nioa badd na mikromacierzech
izoenergetycznych  strukiur czasteczki RNA ldacej w kompleksie z innym
komplementarnym RNA.

Mozna by s¢ spodziewd, ze skoro DsrA RNA oddziatuje ppoStylko na odcinku 22
nukleotydow to hybrydyzacja kompleksu DsrA/rpoS14@kaczy sk takim samym
wynikiem jak hybrydyzacja kompleksu DsrA/rpoS25ygdvydiuzanie casteczki rpoS nie
powinno powodowadodatkowych rearamacji DsrA RNA. Jednake profil hybrydyzacji tego
kompleksu okazat sinieco odmienny od omawianego powy Dla DsrA/rpoS140, podobnie
jak w przypadku DsrA/RpoS25, réwiiezaobserwowano pojawienie¢sisygnatow w
pozycjach 2, 4-8. Sygnaly w rejonie uznawanym zeajsoe oddziatywania z rpoS ulegty w

tym eksperymencie nie catkowitemu wyciszeniu a 304krotnemu obreniu. Co ciekawe,

89



. WYNIKI | DYSKUSJA

pozycja 36 dla ktérej w eksperymencie z rpoS25 wb@®eano zwgkszenie intensywrigi
sygnatu okazata siw ogodle nie dogpna do hybrydyzacji. Ponadto, zaobserwowano
dodatkowe miejsca hybrydyzacjiscedniej intensywnéci w pozycjach 45, 46 oraz tak samo,
jak dla DsrA/rpoS25 w pozycjach 60, 61. Wynik teskazuje,ze w oddziatywania z DsrA
RNA nie jest zaangawany tylko wczéniej sugerowany rejon inhibitorowej struktury, lecz
istnieja jeszcze jakie dodatkowe miejsca oddziatywania. Brak dpsisci do hybrydyzacji
pozycji 36 wskazujeze rejon ten mze by zaangaowany w oddziatywania z rpoS. Odcinek
od nukleotydu 35 do 41 w DsrA RNA mogtby par@éwsic z rejonem od -121 do -127 w
rpoS, tym samym rejon oddziatywania wydtby sic z 22 do 33 reszt nukleotydowych
(Rysunek 29). Wyniki uzyskane za pomaezoenergetycznych mikromacierzy sgodne z
wynikami uzyskanymi przez Lease i Woodson, ktoragtasowali mapowanie nukleazami T1
I T2 specyficznymi wobec rejonow jednoniciowych. dkasie mapowania kompleksu DsrA
RNA/RpoS obserwowali oni w ggteczce DsrA RNA ochremprzed ceciem nukleazami nie
tylko w rejonie postulowanym przez nich jako migjsoddziatywania, ale rowniew
pozycjach 37 i 39 jednak pomireli to w rozwazaniach na temat struktury komplek89)

Na rysunku 29A przedstawiono schematycznie rejarpwania si rpoS25 i rpoS140
z r&znymi proponowanymi strukturami DsrA RNA. Niezahe od proponowanej struktury
DsrA RNA utworzenie kompleksu DsrA RNA/rpoS wymagearamzacji struktury
drugorzdowej DsrA RNA. W kadym przypadku dotyczy to spinki | oraz (zale od
proponowanej struktury DsrA RNA) xaych fragmentow rejonsrodkowego (spinki Il i jej
wariantow). W przypadku struktury 29A-4 utworzernkempleksu RNA/RNA wymaga
jedynie w obgbie heliakalnym spinki Il rozplecenie jej terminago fragmentu. Natomiast
dla struktur 29A-5 i 29A-6 zwizane jest z wkszymi przegrupowaniami strukturalnymi
rejonu srodkowego. Pamtajac, ze jest to niestabilny termodynamicznie rejon, tgoje
reararzacja prowadzca do powstania trwatego termodynamicznie fragmerelikalnego
pomigdzy DsrA RNA i rpoS25 czy rpoS140 jest termodynamie uzasadniona. Na
rysunkach 29B i 29C zaznaczono wyniki mapowaniaromiacierzowego dla kompleksow
DsrA RNA z rpoS25 i rpoS140. Przedstawiono je makstirze DsrA, ktora mogtaby powsta
ze struktury 4 po przgtzeniurpoS
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Rysunek 29. (A) Na wszystkich szeiu proponowanych strukturach DsrA RNA zaznaczorgorr
oddziatywania rpos25 (pomaiezowa linia) i rpos140 (pomatezowa i niebieska linia) B) Wynik mapowania
mikromacierzowego dla kompleksow DsrA/rpoS25 or&) QOsrA/rpoS140 zaznaczone na strukturze 4.
Kolorem czerwonym zaznaczono miejsca hybrydyzagjswpujace rownie w reakcji kontrolnej (sam DsrA
RNA), kolorem niebieskim dodatkowe miejsca hybryalgjz w stosunku do kontroli, szarym brak hybrydyzac

z0ttym obnienie intensywnéci sygnatu, a zielonym podurgzenie.
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Wykazano,ze za pomog izoenergetycznych mikromacierzy pma z powodzeniem
bad& struktue kompleksow RNA/RNA. Poza swoimi niatpliwymi atutami oczywicie
metoda ta nie jest pozbawiona wad. Jednym z nk$zych zagreen jest maliwosé
oddziatywania rejonéw daginych casteczki, ktorej nie jest dedykowana macierz w sposo
niespecyficzny z sondami na mikromacierzy, co mbogit@rzyczynig¢ sic do mylnej
interpretacji wyniku. O takim zagteniu naley pamkgtaé, jednake zastosowanie
odpowiednich eksperymentéw kontrolnych pozwala zestr s¢ blednych interpretacji
uzyskanych wynikow.

Ponadto #@ywajac  nowatorskiej metody zaproponowano odmienny od
dotychczasowego model oddziatywania pesay regulatorowym DsrA RNA a jego
docelowym mRNApoS

1.9. Mapowanie mikromacierzowe kompleksow trojsktadikowych RNA/RNA/biatko

W kolejnym etapie bada postanowiono sprawdzi mazliwos¢é wykorzystania
mikromacierzy izoenergetycznych do badania jesbezdziej skomplikowanych uktadow, a
mianowicie ukltadéw trojsktadnikowych zawiegeych dwie régne casteczki RNA oraz
biatko. In vivo DsrA RNA do aktywacji translacjipoS mRNA potrzebuje obecioi biatka
Hfq. Uwaza sk, ze Hfq utatwia oddziatywanie pogdzy obydwoma RNA, jednak doktadny
mechanizm tego procesu wymaga jeszcze imiga. Dla DsrA RNA, rpoS140 i Hfqg
obserwowano tworzenie esikompleksow tréjsktadnikowych. Zaobserwowana, tee Hfq
moze wiazal sie do kadej z casteczek oddzielnie. W czasie tworzenia kompleksu
trojsktadnikowego DsrA i rpoS140 wiia Sic ze soly | pozostaj trwale zwhzane nawet przez
wiele cykli przyhczania i uwalniania Hfg. Natg nadmient, ze obecn& Hfg w takim
uktadzie zwgkszata szybk& asocjacji i stabilng kompleksu RNA/RNA jedynie
dwukrotnie B89). Soper i Woodson zaobserwowalie wycie diuzszych fragmentéw
liderowychrpoS powoduje nawet 50-krotne przyspieszenie asoc@mnji RNA w obecngi
Hfg, w porownaniu z szybkcia asocjacji DsrA/rpos140, gdy brak jest Hfg. Weyjmja ta
obserwagj pokazugc, ze aktywacjarpoS mRNA jest procesem dwuetapowym. Do procesu
tego niezhdna jest dhiasza sekwencje liderow@oS mRNA. W pierwszym etapie napuje
zZwigzanie Hfq przezrpoS w miejscu zbudowanym z powtofzeAAYAA (Y oznacza
dowolny nukleotyd) znacznie oddalonym od inhibitwep spinki, nasipnie do takiego
kompleksu zostaje przydézony DsrA RNA. Dopiero w drugim etapie ngsije przeniesienie
DsrA RNA do miejsca wkxiwego oddziatywania oS (Rysunek 30). W cesteczce DsrA
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RNA miejsce oddziatywania z RpoS pokrywa sigtbwnym miejscem oddziatywania z Hfq.
Uwaza sk, ze po zwizaniu obu RNA naspuje usurngcie Hfq z gtbwnego miejsca
oddziatywania i by maze oddziatluje ono woéwczas z innym miejscem w DsrAARN
Przemawia za tym faktziHfq oddziatuje stabiej z kompleksem DsrgéS niz z samym
DsrA (89).

DsrA RNA

DsrA/rpoS/Hfq rpoS/Hfq

DsrA/rpoS S

3' — translacja

5’UTR rpoS mRNA

Rysynek 30.Model udziatu biatka Hfq w aktywacjippoS mRNA przez DsrA. W przypadku braku Hfg rejon
liderowy rpoS jest sfaldowany w taki spos6ke inhibuje inicjagt translacji oraz utrudnia przgzenie DsrA.
Zwiazanie Hfgq przezposS powyzej inhibitorowej spinki w rejonie AAYAA (szara lin) powoduje rekruta¢j
DsrA. Jeden lub kilka heksameréw Hfq utatwia hylyzacg obu RNA po czym nagbuje rozpoczcie
translacji. Po sparowaniugsiobu RNA Hfg uwalnia si z gléwnego miejsca oddziatywania w DsrA, ale
pozostaje zwizany do RpoS w rejonie AAYAAAD).

W eksperymencie z trojsktadnikowym kompleksemta DsrA RNA, rpoS140 i Hfqg.
Ze wzgkdu na pierwsze tego typu badania na mikromacierzaddatkowo z dosy
skomplikowanym uktadem, o nie do daa wyj&nionym charakterze zdecydowancg; si
zastosowa krotszy fragmentrpoS Po pierwsze, aby miepewnd¢, ze w uzyskanym
kompleksie oba RNA oddziakjze soh na zasadzie komplementaéoba nie ewentualnie
poprzez biatko i by moze zaobserwowadodatkowe miejsce wzania biatka w DsrA RNA.
Ponadto, aby modc porowda otrzymane wyniki z wczmie] przeprowadzonymi
eksperymentami dla komplekséw DsrA RNA/rpoS140. ADsiRNA znakowany
radioizotopowo i poddany fatdowaniu w buforze hydygacyjnym VIil (1 M NaCl, 0,5 mM
NaEDTA), inkubowano z 30-krotnym molowym nadmiareno$i40, poddanym uprzednio
rowniez faldowaniu w buforze hybrydyzacyjnym VIl oraz tieem Hfg o stzeniu 1,5uM
heksameru, wedtug procedury opisanej w rozdzialeteNdy i Metody. Mieszanig
hybrydyzowano do mikromacierzy. Tworzenie kompleksu tréjsktadnikowego sprawdzono
wczeniej za pomog elektroforezy w warunkach niedenatuych. Kadorazowo
przeprowadzano dwa rodzaje hybrydyzacji kontrolnygh pierwszej, do mikromacierzy

hybrydyzowano sam DsrA RNA, traktowany identyczfaé& prébki badane. W drugiej,
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hybrydyzowano kompleks DsrA RNA/rpoS140. Takie praftuzyty jako odnaniki do
ktorych poréwnywano wynik otrzymany dla kompleksijgktadnikowego.
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Rysunek 31. (A) Przyktadowy wynik hybrydyzacij{a) DsrA RNA (b) kompleksu DsrA RNA/rpoS14(c)
kompleksu DsrA RNA/rpoS140/Hfq do macierzy dedykaejaDsrA RNA. Macierz drukowana w uktadzie: 4
kolumny, 4 sondy w r@zie, k&zda sonda po 5 powtorze(B) Wykres prezentypy usrednione intensywriai
sygnaléw pochodce od poszczegoélnych sond dla DsrA RNA oraz dlapeksow.
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Rysunek 32.Wynik mapowania mikromacierzowego kompleksu DsrNARpoS140/Hfg. Kolorem szarym
zaznaczono brak hybrydyzacji w miejscach, w ktérgbeerwowano dogpnas¢ w reakcji kontrolnej (sam DsrA
RNA), kolorem fioletowym zaznaczono brak hybrydyjzae miejscach, w ktérych obserwowano dodatkow
dostpnas¢ w reakcji DsrA RNA/rpoS140, kolorem niebieskim i hybrydyzaciji, ktére obserwowano
réwniez w hybrydyzacji DsrA/rpoS140, czerwonym miejsce dlisg z hybrydyzaejsamego DsrA RNA.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentow zaobsermowaybrydyzacje w
pozycjach 5, 6, 8, 60, 61 i 74. Wszystkie otrzymaygnaty byty o podobnej intensywsu,
byla ona relatywnie staba w poréwnaniu z reakcj&onitrolnymi. Otrzymane sygnaty byty
od 2- do 7-krotnie stabsze od sygnatow dla tychysdnsond w reakcji kontrolnej DsrA
RNA/rpoS140 (Tabela 13, Rysunek 31B). W przypadkbrydyzacji kompleksu DsrA
RNA/rpoS140, w rejonie oddziatywania ppoS w pozycjach 14, 15 i 31 DsrA RNA,
otrzymano obrienie intensywn€ci sygnatéw 3- do 20-krotne. zZadi w kompleksie byto
obecne dodatkowo biatko Hfq w pozycjach tych obsgewsi catkowity brak dosfpnaici.
Otrzymany wynik mae swiadczy o tym, ze biatko Hfqg wzmacnia oddziatywanie pauzy
komplementarnymi rejonami w DsrA RNA i rpoS140 @stj zgodne z opublikowanymi
obserwacjami&9). Lease i Woodson wnioskowatie w kompleksie trojsktadnikowym Hfq
pozostaje zwizane z RpoS140 w miejscach znagdyrh s¢ ponizej rejonu oddziatywania z
DsrA. Nie wykluczali jednak réwnoczesnego oddziaywa z DsrA RNA, aczkolwiek w
rejonie innym ni obszar parowaniaek rpoS Otrzymany wynik wskazujee w kompleksie
trojsktadnikowym Hfg pozostaje zwaane z DsrA RNA, obserwujecsizanik sygnatéw w
pozycjach 42, 43 i 47. Ohrénie dostpnacsci tych pozycji dla sond obserwowano réwnig
przypadku hybrydyzacji kompleksu DsrA RNA/Hfq (T#bd&0), natomiast nie obserwowano
dla kompleksu DsrA RNA/rpoSwiadczy to, s to pozycje nie dogpne dla sond w skutek
oddziatywania z Hfq zarbwno w wolnej gsteczce DsrA RNA jak i znajcage] sk w
kompleksie z rpoS140. Zaobserwowanaztakrak dosfpnasci w pozycjach 44 i 45, kt6re nie
byly dostpne w wolnej czsteczce DsrA RNA, ale byly degine, gdy znajdowatasbna w
kompleksie z rpoS140. Me to swiadczy, iz po zwhzaniu s¢ DsrA RNA z rpoS kiedy
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gtéwne miejsce wizania Hfg w DsrA zostaje zastehe, wOwczas zostaje ono przeniesione w
rejon 41- 47.

Wykazano,ze metoda mikromacierzy izoenergetycznych jest f&a upiwersalnaze
mozna p stosowa réwniez do badanie struktury agteczki RNA ledacej w kompleksie z
wiccej niz jedm molekuh. Ponadto stwierdzonae w kompleksie trojsktadnikowym Hfq

pozostaje zwizane z DSrA w rejonie pare] miejsca parowaniagsz rpoSmRNA
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Tabela 13 Usrednione wyniki hybrydyzacji dla kompleksu DsrA RNpoS140/Hfq.

przewidziane dG

przewidziane dG

Kleotvd przewidziane dG Kealmo di wynik przewidziane dg keal/moD di
ozveia | nazwa | sekwencia penta sekwencja anru.sosy. (kcal/mol) dla (ca_ mo)_ a wyniki wynik hybrydyzacji | alternatywne| (kcal/mol) dla It (cta mol) a
p éy L Z‘g I t‘)N h Jt p modyfikowanej % ;Rtky k 2 komplementarnego V(\j"a.zlfma hybrydyzacji | hybrydyzacji dla dla DsrA/ miejsce alternatywnego aterna ywnegollr:uejsca
wDsr sondy ub heptameru sondy 0 aSlGowym wigzania modyfikowana dla DsrA DsrA/RpoS140 RpoS140/ wiagzania | miejsca wazania wiazania- modyfikowang|
RNA-RNA sonda-RNA, Hfg RNA-RNA sonda-RNA,
100 mM NaCl 100 mM NaCl
2 958| UGUUC UGUUCG G -3.0 7,9 m
4 956 | UGUGU UGUGUG A -3,5 7,8 m
5 239| AUGUG DUGUGG A -2,9 9,3 s 7x
6 572| GAUGU GDUGUG C -3,2 -11,0 s 3x
7 911| UGAUG UGDUGG A -3,1 9,0 s
8 484 | CUGAU CUGDUG C -3,1 -10,7 s 4x
9 889| UCUGA UCUGDG A -3,9 9,4 w
14 641| GGAAA GGDDDG A 2,9 9,6 s m (3x) 42/43 -1.4 -3,96
15 161 | AGGAA DGGDDG u -3,6 -10,2 s m (3x) 42/43 -4.4 -9,78
31 31-7 | AAAAAAU DDDDDDU -0,5 9,7 s w (20x)
36 36-7| CACUUAA CDCUUDA -4,9 -10,1 s
40 37| AAGCA DDGCDG G -3,4 -10,3 m m
42 131| AGAAG DGDDGG G -2,9 9,6 s s 13/14 -1,1 -3,32
43 33| AAGAA DDGDDG c -1,2 -11,4 s s 13/14 -0,6 -3.87
45 579| GCAAG GCDDGG U -4.4 9,9 m
46 145| AGCAA DGCDDG C -3,4 -11,9 m
47 37| AAGCA DDGCDG U -3,4 -10,3 m m
41/42 2,7 -6,0
60 225| AUGAA DUGDDG u -1,4 9,1 w s 7x 13/14 0,4 -3,87
8 -1,0 -2,36
61 569 | GAUGA GDUGDG U 34 9,3 m 5x 6/7 -4.3 411
74 483| CUGAG CUGDGG c -4,6 -12,2 m m 2x 41/42 24 4,77
Jako s, m i w zaznaczono sygnaly hybrydyzacji odpdmnio o wysokiejsredniej i stabej intensywroi. Dla DsrA RNA/rpoS140 nawiasach podano ilokretnastpowato

obnizenie intensywné&i sygnatu, w poréwnaniu do intensywiotego samego sygnatu w reakcji kontrolnej (samADBNA). Dla DsrA RNA/rpoS140/Hfq podan
ilokrotnie nasgpowalo obnienie intensywngéi sygnatu, w poréwnaniu do intensywégotego samego sygnatu w reakcji DsrA RNA/rpoS140.
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2. Wykorzystanie metody izoenergetycznych mikroraaayi (mapowania
mikromacierzowego) do badania struktugrugorzedowej OxyS RNA i jego

oddziatywi@d z innymi biomolekutami

2.1. Wprowadzenie

Druga czasteczlk, ktéra wybrano do modelowych bagla mapowania
mikromacierzowego byta OxyS RNAE. coli. Nalezy ona do tej samej grupy niekodaych
RNA co DsrA RNA, a mianowicie do RNA, ktére nig w petni komplementarne do swoich
docelowych mRNA i wiza biatko Hfq.

OxyS RNA i mechanizmy jej dziatania sniej poznane nijest to w przypadku DsrA
RNA. Postuluje g, ze OxyS RNA reguluje poednio lub bezpgednio ekspregjponad 40
gendéw Q7). Do tej pory tylko dlafhlA mRNA wskazano miejsca bezpedniego
oddziatywania powodage inhibicg jego ekspresji 100). Zaproponowana struktura
drugorzdowa OxyS RNA powstala na podstawie mapowania ofmmRgo 2z
wykorzystaniem siarczanu dimetylu (DMS). W strukeurtej postuluje siistnienie trzech
spinek oraz 27 nukleotydowego rejonu jednoniciowelg&alizowanego pomadzy spink Il
a lll (Rysunek 33). Program RNAstructure 4.6 oldicznergie swobodneAG°;;) rowne

-14,4, -1,5 oraz -11,5 kcal/mol, odpowiednio dlakpl, 11 i IlI.
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Rysunek 33 Struktura drugordowa OxyS RNA zaproponowana przez Altuvia (1997).
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2.2. Analiza struktur OxyS RNA wygenerowanych przezprogram komputerowy,
stizacych do przewidywania struktury drugorzedowej RNA

Badania struktury OxyS RNA rozpaga od analizy struktur drugogdowych
generowanych przez, bazoy na najbardziej aktualnych parametrach termodycmargch,
program RNAstructure. W przedziale 20%mizy optymalnej wartéci energii swobodnej
oraz dla,window size” rownego 1 program wygenerowat 11 struktur drugdozvych OxyS

RNA (Rysunek 34).
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Rysunek 34. Struktury drugorgdowe OxyS RNA wygenerowane przez program RNAstmektd.6 oraz
obliczonych wartéciami energii swobodnej. Kolorami na rysunku 36 Kzmaczono prawdopodok&wo
tworzenia s par zasad i tak odpowiednio: czerwonym <99%;100%®maraczowym <95%;99%),
z0hozielonym <90%;95%), zielonym <80%;90%), jasnelanym <70%;80%), jasno niebieskim <60%;70%),
granatowym <50%;60%) i sdwym <0%;50%).

We wszystkich wygenerowanych strukturach OxyS RNgpé&nym elementem jest
ostatnia spinka, w ktorej prawdopodaisevo tworzonych par zasad wynosi paely99%.
Spinka ta jest identyczna ze spinlkl proponowan w literaturze, z wytkiem zamykajcej
petle pary G-U, ktorej autorzy nie uwzglnili (97). Jéli chodzi o spink | to w
proponowanych strukturach zostata ona pofaldowamarmy sposoby. Najkorzystniejsza
energetycznie i zarazem najéeziej proponowana jest spinka | widoczna na rysuhka€A,

B oraz E-H, o wart&i energii swobodnej -15,3 kcal/mol. Na struktupp&kazanej na rysunku
34C wygenerowana zostata spinka | (wsetoenergii swobodnej rowna -14,4 kcal/mol)
identyczna z proponowanwczeniej w literaturze 97). Jak wid& obie spinki rania si¢
czescia apikalra. W przypadku nieco trwalszej termodynamicznie kipinproponowane pary
zasad wysipuja z prawdopodobiestwem 70-80%, natomiast w przypadku spinki | pokaza
na rysunku 34C, prawdopodohstwo to wynosi poriej 50%. Program RNAstructure
proponuje jeszcze trzeci sposob pofatdowania spirgokazany na rysunku 34D, waito
energii swobodnej dla takiej spinki wynosi -12,@kmnol. Co do rejonu porgilzy spink | a
lll, sytuacja wygada bardzo podobnie jak w przypadku DsrA RNA. Rdjem jest bogaty w
reszty adenozyny, a program RNAstructure propordilea mazliwych sposobow jego
pofatdowania. W strukturach pokazanych na rysunkd4A-D wystpuje spinka Il, taka
sama jak proponowana w literaturze, z prawdopodsbiem tworzenia gi par zasad
wynoszicym 80-90% oraz jeszcze jedna dodatkowa spinkaawdopodobigstwem poniej
50%, zlokalizowana w rejonie, ktéry Altuvia uzna pednoniciowy 97). W pozostatych
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strukturach wszystkie pary zasad w rejonie polzy spink | a lll, tworzone § z
prawdopodobigstwem poniej 50%.

2.3. Otrzymywanie OxyS RNA

Czasteczk OxyS RNA wykorzystywam do bada struktury drugorzdowej
otrzymywano metag transkrypcjiin vitro. W celu otrzymania matryc DNA nieginych do
transkrypcji zaprojektowano i zsyntetyzowano 2 atigery DNA - OxyS1 i OxyS2 - zgodnie
z procedurami opisanymi w rozdziale Materiaty i boy. Oligonukleotydy byty tak
zaprojektowane, aby otrzymane matrycowe DNA zawserad kaca 5 promotor dla
polimerazy T7. Oligomery byly komplementarne dobgena odcinku 25 nukleotydow w
rejonie kaicow 3. Réwnomolowe iléci OxyS1l i OxyS2 poddawano hybrydyzacji a
nastpnie reakcji PCR, w ktorej napowato ,wypetnianie” brakuajcych fragmentdéw nici.
Otrzymane DNA oczyszczano i poddawano reakcji Weypji in vitro, po uprzednim
sprawdzeniu jego skiadu nukleotydowego poprzez sekjgnowanie. Powstate RNA
oczyszczano metadelektroforezy w warunkach denatwtych, a nagpnie OxyS RNA
znakowano na ku 5’ izotopentZP.

Przed przyspieniem do mapowania mikromacierzowego przetestowamrunki
denaturacji i renaturacji OxyS RNA w zdych buforach, aby upewhisig, ze wywany
preparat jest homogenny strukturalnie. Profil migraczasteczek analizowano na
niedenaturujcychzelach poliakrylamidowych (Rysunek 35).

» .M.‘

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Rysunek 35.Rozdziat OxyS RNA w 10 mM Tris-HCI pH 7,5 wadych stzeniach NaCl i MgGl Stosowano
nastpujace bufory:1-1 M NaCl, 0,5 mM NgEDTA (bufor VIII), 2-1 M NacCl, 0,2 mM Mgd (bufor IIl), 3 -

1 M NaCl, 4 mM MgC} (bufor 1),4 - 0,2 M NacCl, 0,5 mM Ng£&DTA (bufor 1X), 5- 0,2 mM NacCl, 0,2 mM
MgCl, (bufor IV), 6 — 0,2 mM NaCl, 4 mM Mgl (bufor II), 7- 0,2 M NaCl, 30 mM MgGl (bufor VII), 8 -1

M NaCl, 4 mM MgC} (bufor 1), 9—-1 M NacCl, 0,5 mM NgeDTA (bufor VIII), 10— 0,2 mM NaCl, 4 mM
MgCl, (bufor 1I), 11 - 0,2 M NaCl, 0,5 mM N#ZDTA (bufor 1X). Przed rozdzialem przeprowadzono
denaturag i renaturagj 3 minuty 75C, 20 minut 28C. Analiz prowadzono na 6%elu poliakrylamidowym w
warunkach niedenaturgych w £C. Sciezki 1-7 rozdziat prowadzono w buforze TBEsiezki 8-11 rozdziat
prowadzono w buforze TBM.
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Zaobserwowanoze warunki buforowe nie powodugmian w migracji OxyS RNA.
W dowolnie wybranym buforze do hybrydyzacji w obeaglektroforetycznym obserwujegsi
homogenne prki RNA zlokalizowane na tej samej wysakn Rozdzielajc
elektroforetycznie OxyS RNA, bez uprzedniego fatldow, rownie uzyskuje si taki sam
obraz, jak wowczas, gdy poddaje gi denaturacji i renaturacji. We wszystkich przypadka
obserwuje s sladowe ilgci form dimerycznych. Stosag rozdziat w buforze TBM (bufor
zawierajcy 10 mM MgC}) obserwowano zwkszory ilos¢ form dimerycznych OxyS RNA,

niezalenie od stosowanego buforu do faldowania oraz sanogedury faldowania.

2.4. Przygotowanie mikromacierzy dedykowanych badan struktury OxyS RNA

Przygotowanie mikromacierzy przeznaczonych do badatruktury OxyS RNA
poprzedzano selekcpdpowiednich sond spad wszystkich znajdagych sé w bibliotece
izoenergetycznej. Wyboru dokonywano analogicznie ya przypadku DsrA RNA, czyli
korzystajc z pomocy programu RNAstructure i dgsiej w nim funkcji QOligoWalK.
Uzyskano 108 sekwencji pentamerow (z ktorych trajawity sie dwukrotnie), na podstawie
ktorych wybrano odpowiednie sondy z biblioteki ineegetycznej. Z wyselekcjonowanej puli
dostpnych w bibliotece byto 89 sond. Sondy komplemerdaio dwoch rinych miejsc w
czasteczce to oligonukleotydy 3, 514 i 566. Dla repmdigdzy 21 a 23 oraz 66 i 74 reszt
nukleotydows nie dysponowano sondami, dlatego podobnie jak zygadku DsrA RNA,
réwniez dla OxyS RNA zdecydowanoesizsyntetyzowé kilka diuzszych heptamerowych
sond komplementarnych do wymienionych rejonéw. \&sgz ich projektowania staran,si
aby wartdci energii swobodnej tworzonych dupleksow hybryaygaych wynosity okoto
-10 kcal/mol. Zestawienie zytych sond oraz warfai przewidzianej energii swobodnej
tworzonych duplekséw hybrydyzacyjnych przedstawiomatabeli 14. Cyfry w kolumnie
.pozycja w OxyS RNA” oznaczaj reszt nukleotydow, na ktdén przypada srodek
komplementarnej sondy penta- lub heptamerowej. Wlitd4 przedstawiono walda energii
swobodnej dupleksow niemodyfikowanych RNA/RNA prmiywane za pomag funkcji
»fold RNA bimoleculdr w programie RNAstructure, a tai& wartdci energii swobodnej
duplekséw modyfikowana sonda/RNA obliczone na pmwi& parametrow najlidézego
sasiedztwa ustalonych w Pracowni Chemii RNA. Oblidgaeprowadzono wedtug wzoru

podanego w rozdziale 11.1.5. (&2 Literaturowa).
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Tabela 14.Zestawienie izoenergetycznych sond stosowanydbada mikromacierzowych OxyS RNA.

pozycjaw | nazwa | sekwencja pent3 sek\_/vencja ) p:rﬂ?;ggz przewidziane dG (kcal/mol prZEW|C:iZ|;aQSp?§<§tcallmo
OxyS RNA| sond lub heptameru modyfikowanej dodatkowym dla komplementarnego modyfikowana sonda/RNA
Y y P sondy \ Wy dupleksu RNA-RNA vt
3G w 100 mM NaCl

3 GuuuC brak -2,3
4 CGUUU brak -1,8
5 368| CCGUU CCGUUG A -4,2 -9,1
6 860| UCCGU UCCGUG A -5,2 -9,1
7 471| CUCCG CUCCGG A -6,1 -10,3
8 630| GCUCC GCuccC -7,1 -9,6
9 414| CGCUC CGCUCG G -6,2 -10,4
10 360 CCGCU CCGCU -6,6 -9,9
11 602| GCCGC GCCGC -8,4 -9,4
12 919| UGCCG UGCCG -6,6 -9,8
13 742| GUGCC GUGCC -6,9 -9,4
14 698 | GGUGC GGUGC -6,9 9,7
15 175| AGGUG AGGUGG G 5,1 -9,5
16 556 | GAGGU GDGGUG C 5,4 -11,2
17 139 | AGAGG DGDGG -5,3 -9,7
18 35| AAGAG DDGDGG C -2,9 -13,0
19 9 | AAAGA DDDGAG C -1,2 -10,2
20 3 | AAAAG DDDDGG U -0,2 -8,1
21 21-7| UUAAAAG UUDDDDG -2,4 -9,7
22 22-7| GUUAAAA GUUDDDD -2,5 -9,8
23 23-7| GGUUAAA GGUUDDA -4,9 -10,9
24 701| GGUUA GGUUDG U -3,1 -8,8
25 688| GGGUU GGGUUG U -5,1 -9,6
26 172| AGGGU AGGGUG A -5,8 -10,4
27 43| AAGGG DDGGG -5,0 -9,5
28 267 | CAAGG CDDGGG C -4,3 -12,3
29 835| UCAAG UCDDGG C -2,9 -11,6
30 UUCAA brak -1,2
31 501 | CUUCA CUUCDG U -2,9 -8,2
32 126 | ACUUC DCUUCG U -3,0 -7,9
33 GACUU brak -3,0
34 904 | UGACU UGDCUG A -3,7 -8,0
35 738| GUGAC GUGDCG A -4,8 -9,2
36 185| AGUGA DGUGDG G -3,7 -10,1
37 303 | CAGUG CDGUGG U -4,4 -9,2
38 588| GCAGU GCDGUG C -5,2 -11,9
39 659 | GGCAG GGCDGG A -6,8 -9,6
40 677| GGGCA GGGCA -7,5 -10,1
41 426 CGGGC CGGGC -8,3 -9,3
42 107 | ACGGG DCGGG -6,6 -9,4
43 27 | AACGG DDCGGG C -4,2 -12,2
44 7 | AAACG DDDCGG C -1,8 -11,4
45 514 GAAAC GDDDCG C -2,3 -10,2
46 385| CGAAA CGDDDG G -2,0 -9,1
47 865| UCGAA UCGDAG U -3,0 -8,5
48 473| CUCGA CUCGDG U -4,7 -9,9
49 887 | UCUCG UCUCGG U -4,7 -9,4
50 478 | CucCuC CUCuUcCG C -4,9 -11,5
51 120| ACUCU DCUCUG G -3,7 -9,1
52 30| AACUC DDCUCG A -3,0 -8,9
53 8 | AAACU DDDCUG G -1,0 -6,9
54 514 GAAAC GDDDCG A -2,3 -8,1
55 129| AGAAA DGDDDG G -1,2 -9,0
56 545| GAGAA GDGDDG U -3,2 -9,5

=
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57 905| UGAGA UGDGDG U -3,9 -10,1
58 995| UUGAG UUGDGG U -2,9 -8,9
59 761| GUUGA GUUGDG C -3,0 -10,8
60 191 | AGUUG DGUUGG U -2,7 -8,6
61 GAGUU brak -3,0

62 396 | CGAGU CGDGUG A -4,5 -9,2
63 869 | UCGAG UCGDGG -4,7 -9,8
64 985| UUCGA UUCGDG C -3,0 -11,0
65 247 | AUUCG DUUCGG U -2,2 -8,1
66 66-7| UUAUUCG UUDUUCG -4,4 -9,9
67 UUAUU brak 0,9

68 68-7 | AGUUAUU DGUUDUU -3,4 -10,2
69 69-7 | UAGUUAU UDGUUDU -3,8 -10,3
70 70-7 | UUAGUUA UUDGUUD -3,6 -10,0
71 71-7| UUUAGUU UuUuDGUU -3,2 -8,9
72 72-7| CUUUAGU CUUUAGU -4,9 -9,7
73 73-7| GCUUUAG GCUUUDG -6,6 -11,8
74 74-7| GGCUUUA GGCUUUA -7,3 -11,6
75 672 | GGCUU GGCUUG A -5,1 -9,1
76 936 | UGGCU UGGCUG A -5,8 -10,7
7 1002 UUGGC UUGGCG A -5,1 -9,4
78 763 | GUUGG GUUGGG G -4,4 -9,1
79 447| CGUUG CGUUGG C -3,5 -11,6
80 112| ACGUU DCGUUG C -2,6 -10,6
81 284| CACGU CDCGUG A -4,3 -8,5
82 839| UCACG UCDCGG A -4,5 9,1
83 978| UUCAC UUCDCG C -3,0 -10,3
84 757 | GUUCA GUUCDG G -3,0 -8,2
85 190| AGUUC DGUUCG U -3,0 -8,5
86 AAGUU brak -1,0

87 12 | AAAGU DDDGUG A -1,0 -7,4
88 3| AAAAG DDDDGG A -0,2 -8,1
89 257| CAAAA CDDDDG C -0,2 -9,4
90 577| GCAAA GCDDDG U -2,7 9,1
91 401| CGCAA CGCDDG U -4,2 -9,9
92 357| CCGCA CCGCA -6,6 -9,6
93 858| UCCGC UCCGC -6,9 -9,6
94 215| AUCCG AUCCGG G -4,6 -8,7
95 566 | GAUCC GDUCCG C 5,1 -10,7
96 142 | AGAUC DGDUCG G -3,4 -9,6
97 548 | GAGAU GDGDUG G -3,4 -9,5
98 649 | GGAGA GGDGAG A -5,6 -10,7
99 931| UGGAG UGGDGG U -5,3 -10,3
100 489| CUGGA CUGGDG C -5,3 -12,5
101 379| CCUGG CCUGG -6,7 -9,6
102 863| UCCUG UCCUGG C -5,3 -13,0
103 216| AUCCU DUCCUG C -3,8 -11,8
104 566 | GAUCC GDUCCG A 5,1 -8,6
105 654 | GGAUC GGDUCG G -5,1 -9,6
106 420| CGGAU CGGDUG G -4,6 -10,2
107 617| GCGGA GCGGA -6,9 -9,8
108 155| AGCGG AGCGG -6,6 -9,2

Czerwonym kolorem oznaczono reszty nukleotydoweu tyfNA, czarnym 2’-O-metylowane a niebieskim
dodatkowq reszt LNA G. Litera D oznaczono 2,6-diaminopurynorybozyd.
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2.5. Mapowanie mikromacierzowe OxyS RNA

2.5.1. Analiza struktury drugorzedowej OxyS RNA z wykorzystaniem
izoenergetycznych mikromacierzy

Na podstawie analiz elektroforetycznych w warunkagbdenaturujcych mana
sadzi¢, ze OxyS RNA jest cisteczhk, dla ktorej sita jonowa buforu nie wpltywa w sposéb
istotny na struktwr drugorzdowa. Pomimo tych obserwacji, ze wedu na zastosowanie
nowatorskiego podsgia do badania struktury drugedowej, postanowiono jednak
przeprowadz hybrydyzacje OxyS RNA do mikromaierzy wznych warunkach buforowych
i w dwdch ré@&nych temperaturach (4 i 22). Zastosowano bufory ¥diace st stzeniem
chlorku magnezu, ktére wynosito 0, 0,2, 4 lub 30 Mz chlorku sodu, ktéregoegéenie
wynosito 0,2 lub 1 M. Na podstawie duiadczé z casteczls DsrA RNA zastosowano 1
minutowg procedug ptukania mikromacierzy po hybrydyzacji. Na rysurB& przedstawiono
kilka przyktadowych wynikow hybrydyzacji.

A
N R’ 3 i
0 mM MgCk (EDTA) 0,2 mM Mggl 4 mM Mgl 30 mM Mg£lI
1 M NaCl MLNaCl 1IN&CI 0,2 mM NaCl
(bufor VIII) bfor 1) buffor 1) (bufdll)
- " ' I
E ; P
0,2 mM MgC} 4 mM MggCl
0,2 M NaCl 0,2 M NaCl
(bufor IV) (bufor II)
B
3
® :
0,2 mM MgC} 4 mM MggCl
1 M NaCl 1 M NacCl
(bufor Il1) (bufor 1)

Rysunek 36 Wybrane wyniki hybrydyzacji OxyS RNA w #dych warunkach buforowych w temperatur2g (

4°C oraz B) 22°C, czas ptukania 1 minuta. Macierz drukowana bytaastpujacym uktadzie: 1 kolumna, 3
sondy w rzdzie, kada sonda po 6 powtérze
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Na podstawie przeprowadzonych hybrydyzacjizme stwierdzi, ze zastosowanie
roznych warunkoéw buforowych nie wptywa znace na profil hybrydyzacji. Jakkolwiek
maozna wysni podobne wnioski jak w przypadku DsrA RNZe im wyzsza sita jonowa tym
wszystkie sygnaly & intensywniejsze. Wraz ze spadkiem sity jonowej obuf oraz
podwyzszaniem temperatury intensywsidéesygnatow proporcjonalnie spada.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow mikromacierngch uzyskane na
podstawie wielu powtérzew réznych warunkach buforowychsiedniono i zestawiono w
tabeli 16. tatwo zaobserwowaze badana esteczka posiada strukturzdecydowanie
bardziej dosfpna dla sond ni opisana wczaiej DsrA RNA. Niestety, w przypadku OxyS
RNA pojawit sk problem, ktérego nie byto podczas interpretacjnikgw hybrydyzacji dla
DsrA RNA. W przypadku OxyS RNA okazatazsze wiele sond wizacych s¢ do niej, poza
wiasciwymi miejscami hybrydyzacji me posiadéa kilka alternatywnych miejsc wzania.
Dla wielu z tych miejsc wyliczone wada energii swobodnej wskazyj ze energia
swobodna takiego nie w petni komplementarnego dkgplgest wystarczaga, aby ména go
zaobserwowa Na podstawie wczaiejszych eksperymentow z 5S rRNA=z coli oraz DsrA
RNA stwierdzonoze dupleksy hybrydyzacyjne (komplementarne i ,ali¢ymwne”) cechujce
sie energd swobodn korzystniejsa od -6 kcal/mol, a w niektérych przypadkach nawet -
kcal/mol, & wystarczajco trwate, aby ich tworzenie obserwawpodczas hybrydyzaciji.
Miejsca hybrydyzacji OxyS RNA do mikromacierzy ineegetycznych zaznaczono na
strukturze na rysunku 37. Pomimo wielu aioych alternatywnych miejsc wkania
przeprowadzone eksperymenty mapowania mikromaaesgo pozwalaj potwierdzé czgsc
wczeniejszych doniesie literaturowych dotyczcych struktury drugokdlowej OxyS RNA
(97). Zaréwno w rejonie trzonu spinki |, jak i Il nEEmobserwowangadnych wizah sond, co
potwierdza ich dwuniciow natue. Z kolei dtugi rejon postulowany wcagej, jako
jednoniciowy rzeczywcie jest bardzo dogtny dla sond podczas hybrydyzacji. @hc
wykluczy¢ lub potwierdzé istnienie proponowanych alternatywnych miejsaaania, a tym
samym dowiedzie si¢ wigce] o dostpnasci dla sond, a wic i strukturze drugorzlowej

OxyS RNA postanowiono przeprowadziodatkowe eksperymenty.
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Rysunek 37 Proponowana struktura OxyS RNA z zaznaczonymjsteani hybrydyzacji. Kolorem czerwonym
zaznaczono pozycje depne, dla ktérych wykluczono alternatywne miejsca azania, kolorem
pqmaralczowym zaznaczono te, dla ktérych istnieje prawdiopdeistwo wihzania st sond w alternatywnym
miejscu.
2.5.2. Mikromacierzowe mapowanie modelowego rejonérodkowego OxyS RNA

Przeprowadzone mapowanie OxyS RNA nie pozostawiplwosci, ze casteczka ta
w srodkowej czsci (rejon 48-90 nukleotydu) posiada mato stabiliermodynamicznie
struktue drugorzdows. Zdecydowano si jednak na przeprowadzenie mapowania tego
fragmentu, aby wykluczy cze¢ alternatywnych miejsc wrania. Chgc poszerzy
informacje na temat struktury tej asteczki jej 43 nukleotydowysrodkowy fragment
zsyntetyzowano chemicznie (Materialy i Metody). Wgkowany na kicu 5’ izotopen?P
RNA hybrydyzowano do mikromacierzy zaprojektowadlg petnej diugéci OxyS RNA.
Hybrydyzacje prowadzono w buforach z 4 mM MgCL M lub 200 mM NacCl (bufor 1 i I1)
oraz w buforze z 1 M NaCl i 0,5 mM BEDTA (bufor VII). Modelowe RNA (rejon
srodkowy) rozpuszczono w buforze do hybrydyzacpdgawano faldowaniu, tak samo jak w
przypadku OxyS RNA o petnej diugm, po czym przeprowadzano hybrydyzacje.

Uzyskane wyniki zestawiono w tabeli 16. Pokazone, ze izolowany fragment
srodkowy jest jeszcze bardziej dgshy dla sond mi wowczas, gdy wyspuje on w
czasteczce o peinej diugo (Rysunek 38). Najprawdopodobniej wobec brakunlspi i 111
ulega on niemak catkowitemu rozfatldowaniu; alboztéstniepca struktura jest na tyle nie
stabilna termodynamicznigse zostaje zmieniona przez komplementarne sondy zasdc
hybrydyzacji. Jakkolwiek cel przeprowadzenia ekgpmmntu nie zostat w peni aginicty to
udato st wykluczy, dla sond posiadagych kilka maliwych alternatywnych miejsc
wiagzania, niektore z nich. | tak, na przyktad, obsemano wizanie s modelowego 43-meru
z sond komplementarpdo pozycji 5. Pozycji 5 nie ma w badanym modelowlyagmencie,
zatem wizanie odpowiedniej sondy (komplementarnej do paoB)chastpuje w ktoryng z

nie w petni komplementarnych miejsc (tabela 16)geuje to,ze analogiczna sytuacja ma
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miejsce w OxyS RNA o peinej diugm. Podobnie jest z sondami przypisanym pozycjon 18
19. Dla sondy dedykowanej pozycjom 20 lub 88 wykbmo alternatywne miejsca 27/28 i
16, gdy nie wystpuja one w badanym fragmencie, ponadto w przypadkusdedy, w
modelowym fragmencie OxyS RNA, jedyne Hiwe miejsce wazania to pozycja 88. Z kolei

sonda komplementarna do pozycji 97 musi Wazana w alternatywnym miejscu 56/57.
A B.

cu
um
ggmrgg ..... U
UA
60weE=» 80 90 d
. 5 GAG AUSESE A EESEEAKC GUEAACUBEU 3

Rysunek 38 (A) Obraz hybrydyzacji fragmentwodkowego (rejon 48-90 nukleotydu) OxyS RNA w bufor.
(B) Fragmentrodkowy OxyS RNA z zaznaczonymi miejscami hybryayzaolorem czerwonym zaznaczono
pozycje dosipne w przypadku, ktérych wykluczono alternatywneejsta wazania i ktore byty réwnie
dostpne w casteczce petnej diugoi, kolorem pomanzczowym zaznaczono te, dla ktorych istnieje
prawdopodobigstwo wiazania st sond w alternatywnym miejscu i rownibyty dostpne w catej OxyS RNA.
Kolorem ciemnoniebieskim zaznaczono miejsca ogks@onej intensywniwi sygnatu lub dodatkowe miejsca
hybrydyzacji, w stosunku do OxyS RNA o peinej ditgja nie posiadajce alternatywnych miejsc w#ania, a
jasnoniebieskim miejsca réwiie® zwickszonej intensywni@i lub dodatkowe w stosunku do OxyS RNA, ale
posiadajce alternatywne miejsca agiania.

2.5.3. Mikromacierzowe mapowanie kompleksu OxyS RNAz modyfikowanymi

oligonukleotydami

Celem mapowanie OxyS RNA w kompleksie z pgzgbnymi modyfikowanymi
oligonukleotydami byto zastogtie pewnych fragmentow OxyS RNA i sprawdzenie jak
wptynie to na profil hybrydyzacji do mikromacieragoenergetycznych. Eksperymenty te
zdecydowano si przeprowadzi z dwoch powodéw. Po pierwsze, aby wykluczy
alternatywne miejsca wazania i po drugie, aby upewsie, czy diugi rejon ponedzy spink
Il a lll rzeczywskcie jest jednoniciowy a spinka Il wygla tak, jak jest to proponowane w
literaturze 97).

Zaprojektowano trzy oligonukleotydy 01, 02 i odhgla 15), aby zwkszy trwatas¢
termodynamicz# tworzonych przez nie kompleksow z OxyS RNA zbudowge z 2'-O-
metylowanych reszt nukleotydowych wstaw@jdodatkowo w niektére pozycje nukleotydy
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typu LNA. Dzicki tym modyfikach udato s¢ uzysk& stosunkowo wysak trwatcsé

termodynamiczg tworzonych dupleksow.

Tabela 15.Zestawienie modyfikowanych oligonukleotydwytych do mikromacierzowego badania struktury
OxyS RNA

rejon przewidziane dG (kcal/mol) dla
nazwa . .
oligonukleotydu komplementarny| sekwencja dupleksu modyfikowana
w OxyS RNA sonda/RNA w 100 mM NaCl
ol 54-64 GDGUUGDGDD -21,6
02 65-80 ®UGGCUWUDGUUDUU -27,7
03 81-91 ®DDCUUGCUUDDGC -19,6

Kolorem czarnym oznaczono reszty 2’-O-metylowarsgrwonym reszty nukleotydowe typu LNA, liteD
o0znaczono 2,6-diaminopurynorybozyd

Eksperymenty przeprowadzano w buforze z 1 M Na@l inM MgClL (bufor I).
Stosowano 50-krotny molowy nadmiar oligonukleotyslu stosunku do OxyS RNA.
Przetestowano dwa rodzaje procedur przygotowarddkprdo hybrydyzacji. W pierwszej,
RNA poddawano fatdowaniu w buforze hybrydyzacyjnyme, czym dodawano oligomer i
inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej. Wgikejj w buforze hybrydyzacyjnym
rozpuszczano RNA wraz z oligomerem igcatieszanin poddawano denaturacji i renaturaciji.
Niezaleznie od zastosowanego pogea uzyskiwano poréwnywalny profil sygnatdw na
mikromacierzy. Kadorazowo przeprowadzano hybrydyzacjkontrolma traktowamn
identycznie jak eksperyment wtawy, przy czym do mieszaniny reakcyjnej dodawayikat
OxyS RNA.

Zdecydowano sitez przeprowadz dodatkowe eksperymenty kontrolne, w ktorych
hybrydyzowano do mikromacierzy same oligonukleoty@ha: nie ma takich danych
literaturowych mana s¢ spodziewd, ze modyfikowany oligonukleotyd i modyfikowana
sonda mog tworzy¢ bardzo stabilne dupleksy; nawetlijesa komplementarne do siebie na
diugcici zaledwie trzech par zasad. Eksperymenty przega@aano, pomimo zi mato
prawdopodobne wydajecsiaby oligonukleotyd, ktéry teoretycznie mowiazad sie do wielu
sond a w roztworze hybrydyzacyjnym jest w nadmiamzetosunku do OxyS RNA, mogt
wysyca& wszystkie casteczki sond i uczyhi je niedosipnymi dla kompleksu OxyS
RNA/oligonukleotyd. Kady z trzech oligonukleotydéw znakowano izotop&m na kacu 5’

I poddano hybrydyzacji do mikromacierzy dedykowarmpteczce OxyS RNA. Wyniki tych
eksperymentow przedstawiono na rysunku 39 orazbelitd7. Na przyktadzie 03, ktéry

wykazuje powinowactwo do wielu sond widae nawet w przypadku sond do ktorychyie
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sig on silnie np. sondy dla pozycji w OxyS RNA 77 &8 wchz pozostaj one dosipne dla
kompleksu OxyS RNA/03 na tyle, aby rowhien mogt s¢ silnie zwhzat. W przypadku
DsrA RNA i oligonukleotydu d1 nie byto nabwosci zaobserwowania takiej sytuacji. Bki
przeprowadzonym daiadczeniom, na przyktadzie oligonukleotydu 03,zme stwierdz, ze
kazda sonda na mikromacierzy jest w na tyleyan nadmiarzeze dodanie dodatkowego

czynnika oddziatujcego z sondami, wteniu co najmniej do 0,8M (wyzszych stzen nie

badano) nie zaburza obrazu hybrydyzacjsteczki badanej.

50 saeee

og8ene
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Rysunek 39.(A) Wynik hybrydyzacji: (a) OxyS RNA, (b) kompleks OxyS RNA/ol(c) kompleks OxyS
RNA/o2, (d) kompleks OxyS RNA/o3(e) oligonukleotyd o1(f) oligonukleotyd 02(g) oligonukleotyd 03(B)
Struktura OxyS RNA z zaznaczonymi miejscami hybmatyi dla: (a) OxyS RNA, (b) kompleksu OxyS
RNA/ol, (c) kompleksu OxyS RNA/o2(d) kompleksu OxyS RNA/0o3(e) OxyS RNA z wykluczonymi

alternatywnymi

miejscami

wkania. Granatow linia przedstawiono schematycznie zhybrydyzowany

oligonukleotyd. Kolorem czerwonym zaznaczono pozydpstpne jednocz@ie w reakcji kontrolnej (sam
OxyS RNA) oraz w reakcji z kompleksem OxyS RNA/olgkleotyd, w przypadku, ktérych wykluczono

alternatywne miejsca.

Kolorem pomacaowym

zaznaczono te pozycje,

dla ktérych

istnieje

prawdopodobigstwo wizania st sond w alternatywnym miejscu i rownibylty dostpne zaréwno w kontroli
jak i w kompleksach. Kolorem ciemnoniebieskim zazwmo dodatkowe miejsca hybrydyzacji obserwowane
tylko dla kompleksow i nieposiadgie alternatywnych miejsc w#ania, a jasnoniebieskim rownidodatkowe
miejsca, ale posiadgje alternatywne miejsca awiania. Zottym kolorem zaznaczono pozycje O olumiej
intensywndci sygnatu w stosunku do kontroli, a szarym brajrsyju.
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Tabela 16.Usrednione wyniki hybrydyzacji OxyS RNA, rejodtodkowego OxyS RNA oraz komplekséw OxyS RNA/ol, ©:8NA/02 i OxyS RNA/03.

przewidziane

przewidziane dQ

dG przewidziane uirednione usrednione przewidziane (kcalimol) dla
sekwencia sekwencia nukleotyd (kcal/mol) dG (kcal/mol) SW niki wyniki dla dla dla alternatywne dG (kcal/mol) alternatywnedo
pozycja w| nazwa IJb dvfik - parupcy sk dla dla wiazania h byd .| hybrydyzaciji kompleksu | kompleksu | kompleksu natywl dla natywneg
OxyS sondy penta- u MOAYNKo-Waney| = godatko- komplemen-| modyfikowana yoryayzacit| - gia fragmentu OxyS OxyS OxyS miejsce alternatywnego wiazania
heptameru sondy wym 3G tamego | sonda-RNA, | o ‘é'e:qN A 4890 RNA/01 RNA/02 RNAjo3 | Warana wiazania ”;%%;‘_%",‘ﬁa
Wwigzania 100 mM NaCl Y OxyS RNA RNA-RNA 100 mM NacCl
RNA-RNA

79 -4,8 -7,1
59/60 -2,6 -4,3
5 368 | CCGUU CCGUUG A -4,2 9,1 m m m m 68/69 -1,2 -2,3
23124 -0,8 -2,3
#5 -0,7 -2,3

6| 860 UCCGU UCCGUG | A 5,2 9.1 S -
97 -4,8 -9,0
27128 -3,8 -4,1
56/57 -3,7 -4,8
16 556 | GAGGU GDGGUG C 5,4 -11,2 m S S S 75 3,6 3,5
25 -3,3 -3,5
62 -3,1 -2,6
-62 -3,7 -3,2
56/57 -3,3 -5,3
17 139| AGAGG DGDGG -5,3 -9,7 m w m m m 2H28 3,1 -4,6
97/98 -2,7 -5,3
88,20 -1,2 -4,5
56/57 -3,3 -4,7
27128 -3,1 -5,9
18 35| AAGAG DDGDGG C -2,9 -13,0 S S S S S 998 -2,7 -4,7
88,20 -2,6 -7,3
55 -1,4 -6,7
57 -2,2 -3,0
20,88 -1,9 -5,7
98 -1,5 -3,0
19 9 | AAAGA DDDGAG C -1,2 -10,2 S m S S S 56 11 4,0
28 -1,0 -1,8
97 -0,9 -4,0
2H28 -3,1 -6,7
20 3 | AAAAG DDDDGG U -0,2 -8,1 S m S S m 16 2,0 4.6
75176 -4,5 -4,1
23| 23-7| GGUUAAA | GGUUDDA -4,9 -10,9 m W w W 59 2.9 5,7
75176 -4,5 -4,2
24 701| GGUUA GGUUDG U -3,1 -8,8 m W m W m 59 2.9 7.4

25 688 | GGGUU GGGUUG u 51 -9,6 W w W w

26 172| AGGGU AGGGUG A -5,8 -10,4 m w w m 76 -3,6 -4,5
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16 31 4,9
27 43| AAGGG DDGGG 5.0 9,5 s m 18 2.4 7,6
57 -1,3 2,3
16 31 5,1
88/89 -3,0 7,7
28| 267|CAAGG CDDGGG c -4,3 -12,3 s m 18 29 82
57 -1,3 -3,0
16 2,0 4,6
83 -1,0 2,0
29| 835|UCAAG UCDDGG C 2,9 -11,6 m w 19 05 37
89/90 -0,5 5,3
36| 185|AGUGA DGUGDG G 3,7 -10,1 w w w
38| 588|GCAGU GCDGUG C 5,2 -11,9 -
43 27 | AACGG DDCGGG C 4,2 -12.2 w
45| 514| GAAAC GDDDCG c 2,3 -10,2 w w
46| 385| CGAAA CGDDDG G 2.0 9,1 w w
50| 478|CUCUC CuUcuUCG C -4,9 -11,5 w w -
54| 514| GAAAC GDDDCG A 2,3 8,1 w w
20,88 1,7 6,6
55| 129| AGAAA DGDDDG G -1,2 9,0 w m 18 -0,5 3,2
97 0,3 3,2
97/98 3,9 6,4
17 3,1 2,7
20,88 2,0 8,3
56| 545| GAGAA GDGDDG U 3,2 9,5 s s 18119 18 47
5455 1,7 -3,9
28 -1,0 2,7
18 4.1 8,3
97 3,9 7,9
57| 905| UGAGA UGDGDG U 3,9 -10,1 s S 20,88 2,6 75
54/55 -1,7 -5,4
28 -1,1 -1,0
16/47 5,4 7,6
58| 995| UUGAG UUGDGG U 2,9 8,9 m m 28/29 -4,2 9,2
97/98 2,5 4,7
78179 43 -3,6
59| 761| GUUGA GUUGDG c -3 -10,8 w m 63 39 79
78 6,3 8,7
60| 191| AGUUG DGUUGG U 2,7 -8,6 m S W 69 2,6 75
23 -1,2 -4,7
86/87 2.2 4,6
62| 396|CGAGU CGDGUG A 45 9,2 w m 98 22 27
63| 869| UCGAG UCGDGG 4,7 9,8 w m W 98 3,0 4,2
64| 985| UUCGA UUCGDG C 3,0 -11,0 m 83/84 0,9 2,9
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65| 247| AUUCG DUUCGG U 2,2 -8,1 w
66| 66-7| UUAUUCG | UUDUUCG 4,4 9,9 m 8384 -0,4 -2,9
23/24 1,6 3,2
79 -1,0 0,2
68| 68-7| AGUUAUU |DGUUDUU -3,4 -10,2 m m m m s0/51 10 35
75 0,5 0,2
23/24 1,6 3,9
60/61 1,4 -3,6
69| 69-7| UAGUUAU |UDGUUDU 3,8 -10,3 m m m m 79 -1,0 0,8
75 0,5 3,6
82/83 0,3 2,2
60/61 1,4 3,5
23/24 -1,0 3,1
70| 70-7| UUAGUUA | UUDGUUD 3,6 -10,0 m m m m 29 10 02
75 0,5 0,2
60/61 0,9 3,6
71| 71-7| UUUAGUU | UUUDGUU 3,2 -8,9 w m m m 79 0,5 0,8
82/83 0,3 2,4
73| 73-7| GCUVUUAG | GCuuuDG -6,6 -11,8 m m m - -
74| 74-7| GGCUUUA | GGCUUUA 7,3 -11,6 m m m - -
75| 672| GGCUU GGCUUG |A 5,1 9,1 m m w w -
76| 936|UGGCU UGGCUG | A 5,8 -10,7 m m m s 100 2,1 2,8
77| 1002| UUGGC UUGGCG | A 5,1 9,4 m m m S 100/101 2,7 3,7
58/59 6,0 9,9
9,1 m m 63 -3,0 6,9
78| 763| GUUGG GUUGGG |G -4,4 772 -1,8 4,2
59/60 4,0 5,8
100401 2,3 5,5
79| 447| CGUUG CGUUGG |C -3,5 -11,6 m s m S B8/65 17 47
23/24 -1,6 4,7
80| 112|AcGuuU DCGUUG |C 2,6 -10,6 w W w w
82| 839|UCACG UCDCGG | A -4,5 9,1 w m
83| 978|uucac uUuUCDCG | C -3.0 -10,3 m s - -
87| 12| AAAGU DDDGUG | A 1.0 74 m 61 -1,0 31
27/28 3.1 6,7
88 3| AAnAG DDDDGG | A 0,2 -8,1 s m s m e 20 456
20,88 1,1 6,6
89| 257|CAAAA CDDDDG | C 0,2 9,4 m m m 29 05 15
56/57 4.8 6,4
17 3,1 2,7
97| 548| GAGAU GDGDUG |G 3,4 9,5 m m s s 54 -3,0 -7,0
18/19 -1,6 -47
28 -1,0 -1,0
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56/57 5,0 6,8

18 -4,2 -8,2
98| 649| GGAGA GGDGAG 5,6 107 m m - s 57 22 23

55 -2,2 -6,6
99| 931| UGGAG UGGDGG 5,3 103w w w

77 31 238
100| 489| CUGGA CUGGDG 5,3 125 m m m 17118 -2,8 -6,0

57 -2,2 -4,0
101| 379|CCUGG CCUGG 6,7 96| w w

Jako s, m i w zaznaczono sygnaly hybrydyzacji odpdmio o wysokiej,sredniej i stabej intensywrsoi. Kolorem zielonym zak&ono najbardziej prawdopodob
alternatywne miejsca wiania, natomiast szarym mniej prawdopodobne, aldiwe Przekrélone alternatywne miejsca wykluczone po przeanal@ou wynikéw bada
dla rejonusrodkowego oraz kompleksow z oligonukleotydami a4 03.

he
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Tabela 17.W

niki hybrydyzaciji oligonukleotydéw 01, 02 i o®dnacierzy dedykowanej OxyS RNA.
\f’voéf(‘)’/’g gg‘fl‘év? ;Saz‘;\{fnlﬁjs m:c?;fm%m?\e] hyt\al\g/ggll(zlacji hyt\al\g/ggll(zlacji hyggg'ykz'aqi
heptameru sondy dla ol dla 02 dla 03
15 175| AGGUG | AGGUGG w
18 35| AAGAG DDGDGG m
19 9 | AAAGA DDDGAG w
20 3| AAAAG DDDDGG w
27 43| AAGGG DDGGG w
32 126 | ACUUC DCUUCG S
34 904| UGACU UGDCUG w
35 738| GUGAC GUGDCG m
36 185| AGUGA DGUGDG S
45 514| GAAAC GDDDCG w m
49 887| UCUCG UCUCGG m w
50 478| CUCUC CUCUCG S m
51 120| ACUCU DCUCUG w w
52 30| AACUC DDCUCG w S w
53 8 | AAACU DDDCUG w S
54 514| GAAAC GDDDCG w m
56 545| GAGAA GDGDDG m
57 905| UGAGA UGDGDG m
58 995| UUGAG UUGDGG w
59 761| GUUGA GUUGDG w
60 191| AGUUG DGUUGG m
64 985| UUCGA UUCGDG w
68 68-7 | AGUUAUU | DGUUDUU w
69 69-7 | UAGUUAU | UDGUUDU w
70 70-7| UUAGUUA | UUDGUUD w
71 71-7| UUUAGUU | UUUDGUU m
72 72-7| CUUUAGU | CUUUAGU w
73 73-7| GCUUUAG | GCUUUDG m
74 74-7| GGCUUUA | GGCUUUA m
75 672| GGCUU GGCUUG m
76 936 | UGGCU UGGCUG w
77 1002| UUGGC UUGGCG S
78 763| GUUGG | GUUGGG m
79 447| CGUUG CGUUGG S
88 3| AAAAG DDDDGG w
97 548| GAGAU GDGDUG m
100 489| CUGGA | CUGGDG w
102 863| UCCUG UCCUGG w
103 216| AUCCU DUCCUG w
106 420| CGGAU CGGDUG w

Jako s, m i w zaznaczono sygnaty hybrydyzacji odedmio o wysokiejsredniej
i stabej intensywn&i wzglkdem najintensywniejszego sygnatu.
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Po hybrydyzacji kompleksu OxyS RNA/ol, zgodnie fozaniem nie dogpne dla
sond okazaty gipozycje zastorte przez przyiczony oligonukleotyd (tabela 16). Pozwolito
to stwierdzé, ze pozycje 56, 57 i 58asfaktycznymi miejscami wazania sond w reakcji
kontrolnej i wykluczy¢ wszystkie alternatywne. Ponadto niedpst dla sondy okazatagsi
pozycje 98, nie zastogta przez o0l. Sugeruje tage w OxyS RNA bez przykzonego
oligonukleotydyu sygnat od sondy komplementarnepdoycji 98 w rzeczywistei wynika z
jej alternatywnego parowaniagst pozycy 56/57. Pozostate alternatywne miejscazania
dla omawianej sondy odrzucono na podstawie porawaiegperymentu kontrolnego (sam
OxyS RNA) i eksperymentu z pragizonym ol (OxyS RNA/ol). Dla przyktadu, odrzucono
alternatywn pozycg 18, gdy zarbwno w kontroli, jak i z przygezonym oligonukleotydem
obserwuje s w tej pozycji silne sygnaty. Wszystkie wyklene w tabeli 16 alternatywna
miejsca wizania analizowano wiaie w ten sposob. Nie depha okazata sipozycja 83, dla
ktérej sonda nie posiadzadnego alternatywnego miejscaapania. Mniej dosipne byty
pozycje 23, 26-29, 60, 75. Natomiast bardziej gost 16, 71 i 97. Taki obraz hybrydyzacji
moze swiadczy, ze rejon, z ktérym hybrydyzowat oligonukleotyd ol mpangaowany w
jakies oddziatywania wyszego rzdu. Zatem przyczenie 01 mogto spowodowaearamaci
struktury, a to przeniostogna zmiar obrazu hybrydyzaciji.

Hybrydyzacja kompleksu OxyS RNA/o2, dzki zastongciu rejonu 65-80
potwierdzita, # w reakcji kontrolnej dla pozycji 68-77 sygnaly podzity od
komplementarnych wean. Wynik taki zat@ono wczéniej ze wzgtdu na niekorzystn
(powyzej -4 kcal/mol) wart& energii swobodnej dla alternatywnych pozycji. Exgpnent
pozwolit rowniez wykluczy wiazanie s¢ sondy w reakcji kontrolnej w pozyciji 5, ktéra stat
sig niedostpna. Pozwolito to wywnioskowa ze omawiany sygnat pochodzit od
alternatywnej pozycji 79. Zaobserwowano demie intensywn€ci sygnatdbw w pozycjach
23, 24, 26, 27 i 60, natomiast podwsyenie w pozycjach 16, 50, 97 i 98.

Hybrydyzacja kompleksu OxyS RNA/o3 przyniosta daemne braki sygnatu w
pozycjach 82, 83 i 89, zastehych przez 03, wykluczag tym samym alternatywne miejsca
dla tych pozycji. Brak sygnatu zanotowano rowni® pozycjach 73 i 74, a obmnie
intensywndci w pozycjach 20, 23, 27-29, 75 i 88. Ofmmie intensywn¢ri dla pozycji 20 i
88 sugeruje,ze w reakcji kontrolnej obie pozycjea sdostpne a otrzymana waké®
intensywndci sygnatu jest sumz nich obydwu. Tak wc, zastonicie oligonukleotydem 03
pozycji 88 pozwala na uzyskanie sygnatu nieco gkdps, bo pochodeego tylko z wazania
sie w pozycji 20. Analogicznie bytlo w przypadku ekspaentu hybrydyzacji rejonu
srodkowego, gdzie réwniesygnat dla tej sondy byt stabszy gdytym razem odwrotnie,
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pochodzit on tylko od pozycji 88. Dodatkowe sygnalyjawity sk w pozycjach 6, 38, 78 i
87. Natomiast dla pozycji 60, 62, 63, 71, 76, &, F7 i 98 intensywnig sygnatow wzrosta.
Trudno jest wyjani¢, dlaczego przyiczenie oligonukleotydu w rejonie 81-91 powoduje
pojawienie s dostpnasci w pozycjach 6, 38 i 78. Pojawienieg Sygnatu dla pozycji 87
moze wynika& z alternatywnego wrania w pozycji 61 (nie istnieje dla niej sonda
komplementarna), co bytloby zgodne z tyim, rejon 60-63 staje gibardziej dosipny. Tak
dwe zmiany w profilu hybrydyzacjiswiadcz, ze przyhczenia oligonukleotydu 03
spowodowato rearaacje strukturalne w OxyS RNA. To z kolei sugerudg rejon uznawany
za jednoniciowy jest jednak zaargavany w jakié oddziatywania.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow hylaay srodkowego
fragmentu OxyS RNA oraz trzech komplekséw tejsteczki z oligonukleotydami udatogsi
wykluczy¢ wiele alternatywnych miejsc waania sond, w konsekwencji otrzymano profil

dostpndsci dla sond OxyS RNA przedstawiony na rysunku 39 e.

2.5.4. Mapowanie mikromacierzowe modelowej spinkill OxyS RNA

W DsrA RNA stabilna termodynamicznie spinka Il vagywata zgodny z
zatazeniami profil hybrydyzacji (dogpnas¢ dla sond tylko w olbie petli), gdy stanowita
jeden z motywow strukturalnych kompletnej asteczki. Natomiast, gdy poddano
hybrydyzacji sara spinke 1ll, nieoczekiwanie 5’-kacowy fragment trzonu statesdostpny
do hybrydyzacji. OxyS RNA rownie posiada stabiln terminalra spinke 1l z trzonem
niedosgpnym do hybrydyzacji. Interesige byto sprawdzenie jakezie s¢ przedstawiat
profil hybrydyzacji kolejnej izolowanej spinki, oimym skfadzie nukleotydowym i innych
parametrach termodynamicznych. Zsyntetyzowano atmena fragment RNA odpowiadgy
spince Il OxyS RNA; zawierage] reszty nukleotydowe 91-110. Otrzymane RNA
wyznakowano na keu 5’ izotopem®?P i przeprowadzono hybrydyzacje do mikromacierzy
dedykowanej OxyS RNA. Eksperymenty przeprowadzarmurach z 4 mM MgGli 1 M
lub 200 mM NaCl (bufor i Il). RNA rozpuszczono buforze do hybrydyzacji i poddawano
faldowaniu identycznie jak w przypadku OxyS RNA eeinej dlugdci, po czym

przeprowadzano hybrydyzacje.
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Rysunek 40 (A) Obraz hybrydyzaciji spinki Ill do mikromacierzy dga@wanej OxyS RNA o peinej diugoi.
Macierz drukowana w uktadzie: 4 kolumny, 4 sondyagdzie, kada sonda po 6 powténze(B) Struktura
spinki 11l OxyS RNA. Kolorem czerwonym zaznaczongejsce hybrydyzacji wyspujace w tej spince rownie

w czasteczce OxyS RNA o petnej diugn, kolorem ciemno- i jasnoniebieskim zaznaczondadkowe miejsca
dostpne w czasie hybrydyzacji izolowanej spinki lll,zprczym jasnoniebieskim oznaczono te, w ktérych
wystgpuje prawdopodobistwo whzania s¢ w alternatywnym miejscu. Pelnym kwadratem oznaozsime i
sredniej intensywngci sygnaty, pustym kwadratem oznaczono stabe sygnat

W wyniku przeprowadzonych eksperymentow otrzymasonej i $redniej
intensywndci sygnaty w pozycjach 98-100 a zatem w qhlde petli (tabela 18). Ponadto
otrzymanosredniej intensywngi sygnat dla pozycji 107. Préby znalezienia akywnego
miejsca wazania wskazuj pozycg 99, jakkolwiek obliczona warf6 energii swobodnej dla
tej pozycji wynosi zaledwie -2,9 kcal/mol. Dodatkmwstabej intensywrgi sygnaty
otrzymano w pozycjach 97, 101-103, 105 i 106, przym sygnaty dla pozycji 105 i 106 to
najprawdopodobniej alternatywne azanie w pozycji 99. Zatem hybrydyzacja spinki |l
OxyS RNA prowadzi do innych wynikow mspinki Il DsrA RNA. Tutaj izolowana spinka
wykazuje dosfpnas¢ do hybrydyzacji najprawdopodobniej tylko w ebie ptli. Dostepnasé
petli jest nieco weksza (pozycje 98-100) himiato to miejsce w citeczce o petnej diugo

(tylko pozycja 100), rowniedla DsrA RNA obserwowano takaleznosé.
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Tabela 18 Usrednione wyniki hybrydyzacji spinki Il OxyS RNA.

przewidziane dG

przewidziane

przewidziane
dG (kcal/mol)

pozycja sekwencja| sekwencja pgﬁﬁﬁ(;ﬁ pzii\a,lvlll(rjrfgll)nglg(; (kcal/mol) dia hy\tgvr{/rlill;lzaji usrednione alternatywne dG (kcal/mol) dla
w nazwa penta- lub | modyfikowanej z komplementarnegg Wiazania spinki lll w wyniki .| miejsce dia aIter_natyvv_negc
sondy : h modyfikowana : hybrydyzacji . ) alternatywnega  wiazania
OxyS heptameru sondy dodatkowym wiagzania da-RNA calej OxyS inki 1 wiagzania . ; dviik

3G RNA-RNA sonda- , RNA* spinki wiazania modyfikowana

100 mM NaCl RNA-RNA sonda-RNA,

100 mM NaCl

18 35| AAGAG | DDGDGG w 98 2.9 4.7

56 545| GAGAA | GDGDDG w 98 -3.9 6.4

57 905| UGAGA | UGDGDG w 98 -3.9 -85
m (18/19 W

97 548 | GAGAU GDGDUG G -3,4 -9,5]| i/lub 56/57)

98 649 | GGAGA | GGDGAG A 5,6 -10,7| m (56/57) S
99 931| UGGAG UGGDGG U -5,3 -10,3 w m
100 489| CUGGA CUGGDG C -5,3 -12,5 m S
101 379| CCUGG CCUGG -6,7 -9,6 w w
102 863 | UCCUG UCCUGG C -5,3 -13,0 w
103 216| AUCCU DUCCUG C -3,8 -11,8 w

105 654| GGAUC | GGDUCG G -5,1 9,6 w 99 -3.6 3.2

106 420| CGGAU | CGGDUG G -4,6 -10,2 w 99 -3.6 3.7

107 617| GCGGA | GCGGA -6,9 9,8 m 99 -2.9 2.9

S, m i w - oznaczono sygnaly hybrydyzacji odpowiedm wysokiej,sredniej i stabej intensywrdoi. Kolorem zakrélono najbardziej prawdopodobne
komplementarne oraz ewentualne alternatywne miejégzaania. * - dla poréwnania podano wyniki hybrydyzdej spinki w OxyS RNA o pelnej

diugcici, pozycje podane obok intensywio oznaczaj najbardziej prawdopodobne alternatywne miejsegaviia.
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2.6. Mapowanie chemiczne struktury drugorgdowej OxyS RNA.

2.6.1. Projektowanie i testowanie modyfikowanego attera DNA/LNA

Metoda mikromacierzy izoenergetycznych jest aowmetod, badania struktury
drugorzdowej RNA, dlatego warto potwierdziwyniki dzigki niej uzyskane za pomec
dodatkowych eksperymentow, tym bardzieg, struktura drugoerlowa OxyS RNA nie byta
wczenie] zbyt intensywnie badana. Zdecydowan@ wsiicc przeprowadzi mapowanie
chemiczne, z  wykorzystaniem  modyfikacji  ketoksalem,l-cykloheksylo-3-(2-
morfolinoetylo)karbodiimidem (CMCT) oraz bezwodreékin kwasu N-metyloizotidowego
(NMIA). Opublikowana struktura OxyS RNA zostata paponowana jedynie na podstawie
mapowania chemicznego zzyeiem siarczanu dimetylu (DMS). Ponadto, z mapowani
uzyskano tylko ozciowe informacje, gdy zastosowano wowczas starter ulokowany
powyzej spinki 1ll. Zatem uzyskano obraz mapowania 2aled okoto 70 reszt
nukleotydowych od kaca 5’, tragc tym samym sparczes¢ informacji strukturalnychq7).
Mozna przypuszcza ze wyto starter przesugty blizej srodka casteczki, przed spireklll,
gdyz napotkano na problemy podobne do tych, ktore Bosfaisane w niniejszej pracy w
przypadku DsrA RNA. Mianowicie, ze wzglu na wysok stabilng¢ termodynamicza
terminalnej spinki, niemdiwe byto przyhczenie w tym rejonie startera DNA. Po udanych
eksperymentach z modyfikowanym starterem DNA/LNA ddbsrA RNA, postanowiono
zaprojektowd rowniez modyfikowany starter dla OxyS RNA i @ki temu odczyté wigcej
informacji o casteczce i udato s¢ to Altuvi i wspoétpracownikom 7). Zaprojektowano
dwa startery komplementarne do spinki 111179). Pierwszy z nich (OxyS-3,
5’AGCGGATCCTGGAGATCCGCAA) byt starterem DNA, o diogei 22 nukleotyddw.
Natomiast drugi (OxyS-LNA5’AGcGgATCcTgGaGaTCCG) byt modyfikowanym starterem
DNA-LNA o takiej samej sekwencji jak starter DNAgakrocony o 3 nukleotydy od kca
3’ i zawierat w széciu pozycjach nukleotydy typu LNA (zaznaczone mahfiterami i
kolorem czerwonym). Projekag modyfikowany starter staranog¢siuzysk& bardziej
korzystr, wartas¢ energii swobodnej dla tworzonego przez niego digplez OxyS RNA 1
wynosi ona dla spinki Ill. Podczas projektowaniar&ivano si pomocniczo takimi samymi
parametrami termodynamicznymi jak w przypadku starDsrA-LNA (rozdziat 111.1.6.1). Po
zsyntetyzowaniu chemicznym starteréw sprawdzonazabing¢ przylczania s do OxyS
RNA. W tym celu OxyS RNA inkubowano z starteramrasmcych stzeniach, po czym
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przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny w temperg 4C w warunkach

niedenaturujcych (Rysunek 41).
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stezenie startera [uM] stezenie [uM]

Rysunek 41 (A) Analiza tworzenia gikompleksu OxyS RNA/starter DNA-LNA. Rozdziat prodw@ano w 8%
zelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych WG4 (B) Zaleznosé frakcji zwiazanej w stosunku do
stezenia startera, ktora posita do oznaczenia statej dysocjacji dupleksu Ox&\Rtarter DNA-LNA.

Przeprowadzony eksperyment potwierdzit przypuszezer starter DNA nie jest w
stanie stworz§ dupleksu ze stabilnym strukturalniedeem 3° OxyS RNA. Nawet przy
dzieskciokrotny molowym nadmiarze startera DNA nie otrzyenst duplekséw z RNA.
Zastosowanie startera DNA-LNA rowmié w tym przypadku zakioczyto sk sukcesem.
Starter ten wize sk bardzo wydajnie z RNA, ze stablysocjacji rowa 66 nM. Uzycie
rownomolowych ildci startera w stosunku do RNA skutkuje uzyskaniegemale 100%
RNA zwiazanego ze starterem DNA-LNA.

W celu termodynamicznej analizy oddzialywaxyS RNA/starter DNA-LNA
przeprowadzono eksperymenty topnienia UV. Do hagah wykorzystano zsyntetyzowany
chemicznie fragment OxyS RNA reprezeaty spink Il (reszty nukleotydowe 91-110). W
celu obnikenia temperatury topnienia do #siavej do zarejestrowaniazywano bufor o 5 mM
stezeniu chlorku sodu. Dla spinki lll uzyskano temparatopnienia 78,4C, potwierdzajca
wysoka jej stabilngd¢ termodynamiczagi zarazem niedogbnai¢ dla startera DNA. Obliczona
temperatura topnienia dla nieobserwowalnego konspleRNA reprezentagy spink
[ll/starter DNA wynositaby 529C, czyli zdecydowanie za mato, aby konkuréwa
korzystniejsz termodynamicznie spimklll. Zgodnie z zataeniami dla kompleksu RNA
reprezentycy spink lll/starter DNA-LNA uzyskano temperaturtopnienia wysz niz
temperatura topnienia spinki wynasz 84,9C. Ponadto zaobserwowange kompleks
RNA/DNA-LNA topnieje w sposdb dwustanowy, koreladg@mperatury topnienia (Tm) ze
stezeniem uytego RNA i startera dowodzig topnieniu ulega dupleks a nie spinka.
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2.6.2. Mapowanie chemiczne OxyS RNA

Po pomylinych dawiadczeniach z wyditaniem startera DNA-LNA na matrycy DsrA
RNA przez odwrota transkryptaz Superscript 1l z daymi nadziejami przeprowadzono
analogiczny eksperyment na matrycy OxyS RNA. swiadczenie zakiczyto sk
powodzeniem, ponownie okazata,ste odwrotna transkryptaza Superscript Ill rozpoznaje
modyfikowany starter przgtzony do RNA i efektywnie przeprowadza jego wydinie
dajac produkt petnej diugmi. Oczywicie w reakcji kontrolnej, gdziezyto starter DNA nie
otrzymano  zadnego produktu. Eksperyment potwierdzit uniwersdn
starteréw/oligonukleotydéw zawiesglych modyfikowane nukleotydy typu LNA oraz ich
niezwykl przydatné¢ w sytuacjach, gdy konieczne jest zhybrydyzowaltigooaukleotydu, a
ze wzgkddw strukturalnych i termodynamicznych nie jest wykonalne z uayciem
standardowych oligonukleotydoéw DNA.

Przeprowadzono mapowanie chemiczne OxyS RNA, vaysbupc jako odczynniki
modyfikujace ketoksal, CMCT i NMIA. Dzki zastosowaniu modyfikowanego startera
OxyS-LNA z sukcesem przeprowadzono eksperymentyomapia chemicznego (Rysunek
42). W celu lepszej analizy wyniku mapowania 5i&owego fragmentu a@steczki,
przeprowadzano réwniereakcje odwrotnej transkrypcji zzyciem dodatkowego startera
zaprojektowanego dlarodkowej czsci OxyS RNA. Ze wzgldu na mniejsz stabilng¢
termodynamicza tego rejonu z powodzeniem stosowano standardoveytest DNA
(OxySér-3). Wyniki otrzymane z kyciem tego startera byty zgodne z wynikami otrzygman
z wykorzystaniem startera DNA-LNA (wyniki nig pokazane).

OxyS RNA ulegt mapowaniu w nggtujacych pozycjach: 8, 23, 24, 31, 33, 39, 49, 55,
57, 64-69, 71-75, 78, 79 i 81-84. Wyniki mapowami&gromacierzowego oraz chemicznego
okazaly st w wigkszaci ze sokh zgodne. Obie metody potwierdzawczeniejsze
doniesienia literaturowe, pokazaj dostpnas¢ petli apikalnej spinki |, a take dowodz
tworzenia s spinki Il. Bardzo dogpny zaréwno dla sond jak i odczynnikbw chemicznych
stat st rejon pomedzy spink Il a Ill, co wskazuje,ze nie jest on uwiklany w stabilne
oddzialywania drugokdowe. Patrgc jednak na wyniki kompleksow OxyS z
oligonukleotydami 01, 02 i 03 nal@oby przypuszcza ze odgrywa on istotn role w
oddziatywaniach wiszego rzdu. Istnienie takich oddziatywiaw strukturze OxyS RNA
potwierdzag tez wyniki dla izolowanej spinki lll, ktora stala ¢sibardziej dosfpna ni

wowczas, gdy wygpowata w casteczce petnej diugoi.
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Rysunek 42 Mapowanie chemiczne OxyS RNA. U, C, G i A oznazakcje sekwencjonowania; Un — reakcj
kontrolm bez dodania czynnika modyfikigego, natomiast N, C oraz K odpowiednio reakcje heomdci
malepcych stzen NMIA, CMCT oraz ketoksalu.
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Rysunek 43 (A) Proponowana struktura OxyS RNB) Struktura OxyS RNA wygenerowana przez program
RNAstrukture po wprowadzeniu danych z mapowania romiacierzowego oraz chemicznego. Kolorem
czerwonym oznaczono miejsca hybrydyzacji do mikroieray, dla ktérych wykluczono alternatywne miejsca
wiagzania, kolorem pomafi@zowym zaznaczono miejsca hybrydyzacji, dla kténgthie alternatywne miejsca
wigzania. Miejsca modyfikacji chemicznych oznaczonostgpaljaco: kwadratem zaznaczono pozycje
zmodyfikowane przez CMCT, kétkiem przez NMIA a #diem przez ketoksal.

Nalezy jeszcze nadmieéi ze po wprowadzeniu danych zaréwno z mapowania
chemicznego jak i mikromacierzowego do programu RMXi4cture generuje on strukgur
nieco odmiena od tej proponowanej w literaturze (Rysunek 43)rul8tra 43A,

proponowana wczeiej, posiada energiswoboda réwm -32,3 kcal/mol. Natomiast, energia
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swobodna dla struktury OxyS RNA oznaczonej jako 483m®osi -33,2 kcal/mol. Struktury
réznia sie pofaldowaniem fragmentu 14-34, czylieéai apikalnej spinki |. Jakkolwiek dla
obu struktur jest to spinka, wdica dotyczy wielkéci i sekwencji gtli oraz rozktadu
niesparowa w rejonie helikalnym graniggzym z gtla. W obu strukturach w rejonie
helikalnym wys¢puje jedno lub dwa dwustronne wybrzuszenia. Nafmmetat, ze zarowno

w rejonie gtli, jak i wybrzuszé nalezy spodziewa sig¢ niekanonicznych oddziatywiaktére
program RNAstructure nie zawsze uwgglia podczas generowania struktur
drugorzdowych RNA. Fragmenty helikalne gramice z ptla nie s termodynamicznie
trwate i mo@ uleg& rearamacji zarbwno podczas oddziatywania z sondami
oligonukleotydowymi mikromacierzy, jak rowrigpodczas oddziatywaz mRNA, ktorych
ekspresje regulaj Wydaje st, ze nie mana wykluczy mazliwosci, iz obie struktury
wspotistniej w komorce w pewnej rownowadze dynamicznej, w za&ci od spetnianej w
danym momencie funkcji biologicznej przez OxyS RNZodobnie jak sugerowano to dla
DsrA RNA, niestabilné¢ termodynamiczna okénych rejonéw jest bymoze konieczna do
sprawowanie przez nie funkcji regulatorowych. Zeleravyniki uzyskane na podstawie
mapowania mikromacierzowego i chemicznego wraz gpekymentami przedstawionymi
przez Altuvia i wspotpracownikéw, sugeqygdnakze bardziej prawdopodobhrest struktura
przedstawiona na rysunku 43 A. Z tego powodu wzgglszsci rozprawy dyskusja wynikow
oddziatywa OxyS RNA z innymi biomolekutami prowadzona jestoparciu o struktuyr
43A.

2.7. Badanie struktury i oddziatywan OxyS RNA w kompleksie z biatkiem Hfq

2.7.1. Badanie tworzenia kompleksow OxyS RNA/Hfq

OxyS RNA naley do tej samej grupy bakteryjnych sRNA co DsrA RN&vup ta
charakteryzuje toze do efektywnego dziatania vivo wymagaj one obecnéi biatka Hfqg.
Dla OxyS RNA wykazano zdoldé oddziatywania z Hfq zaréwnmm vitro, jak i in vivo.
Wykazano rownig, ze do efektywnej represji translacpoS orazfhlIA mRNA przez OxyS
RNA niezlzdna jest obecri¢ biatka Hfg. Ponadto pokazanae obecné& Hfg utatwia
oddziatywanie pomidzy OxyS RNA a jego dwoma docelowymi mRN@8( 10).

Biatko Hfq otrzymano droga ekspresji w komorkachmipetentnychE. coli BL21
DES pLysS (Rozdziat 111.1.7.1.). W celu sprawdzerjggo zdolnéci do tworzenia
kompleksow z OxyS RNA w aywanych buforach hybrydyzacyjnych, OxyS RNA
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znakowano radioizotopowo na it 5, a naspnie inkubowano w buforze
hybrydyzacyjnym w obecroi rosmcych stzen biatka Hfg (Materiaty i Metody). Nagpnie
przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny #elu poliakrylamidowym w warunkach
niedenaturujcych (Rysunek 43).

| rosnace stezenie

02 06 18 25 M [uM]
II o
! el
OxySRNA Wl
Rysunek 43.Tworzenie sj kompleksu | i Il pomidzy OxyS RNA a biatkiem Hfqg, w obeci® rosmcego

stezenia biatka. Analig prowadzono w 6%elu poliakrylamidowym.

Zaobserwowano tworzeniegsilwoch rodzajow komplekséw pogizy Hfg a OxyS
RNA. Przy niszych stzeniach biatka obserwuje esikompleks |, natomiast im wigze
stezenie Hfg tym przewas¢ zaczyna kompleks Il. Na podstawie tych eksperyment
ustalono sgzenia, przy ktérych uzyskuje esiodpowiednie kompleksy. Stwierdzonze w
buforze hybrydyzacyjnym | (1 M NaCl, 4 mM Mgglprzy stzeniu monomeru O,(uM
uzyskuje s§ kompleks I, natomiast przyegeniu monomeru 2,5M uzyskuje st kompleks
.

2.7.2. Mapowanie mikromacierzowe kompleksow OxyS RAIHfq

Tak samo, jak to uczyniono w przypadku DsrA RNAwniez dla OxyS RNA
przetestowano aytecznd¢ mikromacierzy izoenergetycznych do badania kongiek
RNA/biatko. Jak ju wcze&niej wspomniano, OxyS RNA cieszyg¢snieco mniejszym
zainteresowaniem badaczyzridbsrA RNA. Niemniej jednak istnigjdoniesienia, w ktorych
podgto préby scharakteryzowania jego oddziatywa Hfq (L01), tak wic jak najbardziej
kompleks ten nadajec¢sdo przetestowania na mikromacierzach i porownatrizymanych
wynikow z istniegcymi doniesieniami literaturowymi.

OxyS RNA znakowane izotopemiP na kaécu 5 inkubowano w buforze
hybrydyzacyjnym | z biatkiem Hfq wedtug procedurpisanej w rozdziale Materiaty i

Metody. Nastpnie przeprowadzano hybrydyzacjdo mikromacierzy. Réwnocgeie
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przeprowadzano reakgcjkontrolma, w ktérej probk traktowano identycznie jak wdeiwy
eksperyment, z wyikiem dodawania biatka. Kontrpluzywano jako odnénik, do ktérego
poréwnywano wynik hybrydyzacji otrzymany dla konksa.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentow otrzymammofil hybrydyzacji, w
ktorym obserwowano obienie intensywnéri wigkszaici sygnatow w stosunku do reakcji
kontrolnej (sam OxyS RNA). Za istotne uznano abnie sygnatu peeli byto ono co najmniej
3-krotnie nisze od tego samego sygnatu w reakcji kontrolnge{ta19, wykres na rysunku
44 B). Najweksze, bo 11-krotne ohrenie intensywn&i uzyskano dla pozycji 89, 9-krotne
dla pozycji 26, natomiast 7-krotne dla pozycji 88,oraz 98 (alternatywne, vitawe miejsce
56/57). Od 5- do 3-krotne oli@nie uzyskano dla pozycji 5, 16-19, 23, 27-29, B6&®, 73-
77,79, 83, 97 i 100. Wydajecsize rejon 89 nukleotydu a tad 26 i 98 (56/57)asgtdwnym
miejscem oddziatywania z Hfg. Niemniej jednak pdates rejony rownie musz byc
zaangaowane w tworzenie kompleksu lub doyastongte przez biatko na zasadzie zawady
przestrzennej take oddziatywanie z soadest utrudnione. Otrzymany wynik jest zgodny z
obserwacjami Zhang i wspotpracownikovil0Q). Wydaje st, ze w przypadku OxyS
oddziatywanie z Hfg ma charakter bardziejzzoy i nie ogranicza sijedynie do rejonu
jednoniciowego pomedzy spinkami Il a lll. Grupa ta zaobserwowaia, zarébwno sama
spinka | lub Ill czy te rejon jednonicowy pomdzy spink Il a Il nie 3 wystarczajce do
zZwigzania biatka. Wykazali rownie ze spinka | nie jest konieczna doawaénia, ale tylko
wowczas, gdy obecna jest spinka lll. Z koletgje brakuje spinki Il tozeby Hfg mogto si
zwiaza niezlgdna jest spinka I. Na podstawiecrybonukleaz T2 stwierdzili oni rownie,
ze po zwizaniu Hfg struktura OxyS stajee¢sbardziej otwarta. Zwkszona dogpnasé
dotyczyta gornej ogci spinki | oraz catej spinki Il. Takiej zaleosci z kolei nie

zaobserwowano z wykorzystaniem metody mikromacieezo
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Rysunek 44 (A) Przykladowy wynik hybrydyzacj{a) OxyS RNA, (b) kompleks OxyS RNA/Hfq. Macierz
drukowana w uktadzie 4 kolumny, 4 sondy wdzie, kazda sonda po 5 powtonze(B) Struktura OxyS RNA z
zaznaczonymi wynikami mapowania w kompleksie z Hfplorem czerwonym zaznaczono miejsca
hybrydyzaciji, dla ktérych intensywsé sygnatu nie zmienita siw poroéwnaniu z reakgjkontrolry (sam OxyS
RNA). Kolorem zéltym zaznaczono miejsca o obmomej intensywnéci sygnatu w obecrici Hfgq, kolorem
zielonym miejsca o najwkszym spadku intensywso w obecnéci Hfg, kolorami jasnabttym i jasnozielonym
te, ktére posiadajalternatywne miejsca wzania.(C) Wykres prezentypy wrednione intensywniaci wiazania
sie poszczegolnych sond.
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Tabela 19 Usrednione wyniki hybrydyzacji dla kompleksu OxyS RIW#Ag.

przewidziane

przewidziane dG

przewidziane dG

_ _ nukleptyd dG (keal/mol)|  (kcal/imol) dia uéredr_]iqne uérednigne przewidziane dG (kcal/mol) dla
pozycja | nazwa sekwencja sekyvencla | parupcy dla Wiazania wyniki ) wyniki ) alter_ngtywne (kcal/mol) dla alternatyvx{nego
wOxyS | sondy r;?gntta- lub modyﬂkc(;jwanej 4 s(;q tzk ] komple_ment_a modyfikowana hybryétljyzacp hybryétljyzacp miejsce alternatyvynego mov(\jna(_z;ma

ptameru sonay oaatko nego wizania sonda-RNA, a a wiazania Wigzanla yfl owana
wym 3G RNA-RNA 100 mM NaCl OxyS RNA | OxyS RNA/Hfq RNA-RNA sonda-RNA,
100 mM NaCl
5 368| CCGUU CCGUUG A -4,2 9,1 m m (3x) i -4,8 7.1
16 556 | GAGGU GDGGUG c -5,4 -11,2 m s (3x)
17 139| AGAGG DGDGG 5,3 9,7 m m (4x) 88,20 -1,2 -4,5
18 35| AAGAG DDGDGG 2,9 -13,0 s S (4x) 88,20 -2,6 7,3
19 9| AAAGA DDDGAG 1,2 -10,2 s s (5x) 20,;33 ﬁ :i:g
20 3| AAAAG DDDDGG -0,2 8,1 s s (7x)
23 23-7| GGUUAAA | GGUUDDA -4,9 -10,9 m m (3x)
24 701| GGUUA GGUUDG U -3,1 -8,8 m S
25 688| GGGUU GGGUUG U 5,1 -9,6 w m
26 172| AGGGU AGGGUG A -5,8 -10,4 m w (9x)
27 43| AAGGG DDGGG -5.0 9,5 s m (4x)
28 267| CAAGG CDDGGG c -4,3 -12,3 s S (4x)
29 835| UCAAG UCDDGG C 2,9 -11,6 m m (4x)
36 185| AGUGA DGUGDG G -3,7 -10,1 w w
38 588 | GCAGU GCDGUG C -5,2 -11,9 -
43 27| AACGG DDCGGG c -4,2 -12,2 w
45 514| GAAAC GDDDCG c 2,3 -10,2 w
46 385| CGAAA CGDDDG G 2.0 9,1 w
50 478| CUCUC CUCUCG c -4,9 -11,5 w m -
54 514| GAAAC GDDDCG A 2,3 -8,1 w
55 129| AGAAA DGDDDG G -1,2 9,0 w w
56 545| GAGAA GDGDDG u -3,2 9,5 s s (3x)
57 905 | UGAGA UGDGDG u -3,9 -10,1 s s (3x)
58 995 | UUGAG UUGDGG u 2,9 -8,9 m m (3x)
59 761 | GUUGA GUUGDG c -3.0 -10,8 w m
60 191 | AGUUG DGUUGG U 2,7 -8,6 m m (3x)
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62 396| CGAGU CGDGUG A -4,5 9,2 w

63 869| UCGAG UCGDGG -4,7 9,8 w w

68 68-7| AGUUAUU | DGUUDUU -3,4 -10,2 m s

69 69-7| UAGUUAU | UDGUUDU -3,8 -10,3 m m

70 70-7| UUAGUUA | UUDGUUD -3,6 -10,0 m s

71 71-7| UUUAGUU | UUUDGUU -3,2 -8,9 w m

73 73-7| GCUUUAG | GCUUUDG -6,6 -11,8 m m (3x) -

74 74-7| GGCUUUA | GGCUUUA -7,3 -11,6 m m (3x) -

75 672| GGCUU GGCUUG A -5,1 9,1 m m (4x) -

76 936 | UGGCU UGGCUG A -5,8 -10,7 m m (4x)

77 1002| UUGGC UUGGCG A 5,1 9,4 m m (4x)

79 447| CGUUG CGUUGG c -3,5 -11,6 m m (4x)

80 112| ACGUU DCGUUG c 2,6 -10,6 w w

82 839| UCACG UCDCGG A -4,5 9,1 w

83 978| UUCAC UUCDCG c -3,0 -10,3 m m (4x) -

88 3| AAAAG DDDDGG A -0,2 -8,1 S s (7x)

89 257 | CAAAA CDDDDG c -0,2 9,4 m w (11x)
56/57 -4.,8 -6,4

97 548 | GAGAU GDGDUG G -3,4 -9,5 m s (3x) 17 3.1 2,7
18/19 -1,6 -4,7

98 649 | GGAGA GGDGAG A -5,6 -10,7 m m (7x) % gg :g:g

99 931| UGGAG UGGDGG -5,3 -10,3 w w

100 489| CUGGA CUGGDG C -5,3 -12,5 m m (5x) 17/18 -2,8 -6,0

101 379| CCUGG CCUGG -6,7 9,6 w

Jako s, m i w zaznaczono sygnaty hybrydyzacji odpdmio o wysokiejsredniej i stabej intensywrdoi. Kolorem zielonym zak&ono najbardziej prawdopodob

alternatywne miejsca wZania, hatomiast szarym mniej prawdopodobne, aldiwea

ne
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Analogicznie do eksperymentow z DsrA RNA, w zmkiu z watpliwosciami
omowionymi w rozdziale 111.1.7.3, postanowiono spdzi¢ na kolejnych kilku przyktadach
czy Hfg mae wigzat sic z modyfikowanymi sondami. Do eksperymentu wybraand: 257,
dla ktérej w obecni Hfq obserwowano najwksze obnienie intensywn&i sygnatu, a
takze sondy 129 i 71-7, dla ktérych nie obserwowanotmgich zmian w intensywrsoi.
Ponadto sonda 129 jest bogata w reszty 2,6-diaramaprybozydowe, tak wc na
przykiadzie eksperymentow z sondami dla DsrA RNAa#j ze mogtaby by wiazana przez
Hfq. Ponadto wybrano jeszcze sondy 501 i 66-7, kitaych w ogdle nie obserwowano
hybrydyzacji, ale $one bogate w reszty urydyny, a zatem mogtyby fmtencjalnie wizane
przez Hfq (Tabela 20). Oligonukleotydy odpowiadaj wybranym sondom zsyntetyzowano
bez C6-aminoheksylowegacznika na kacu 5. Wybrane odpowiedniki sond wyznakowano
radioizotopowo na kicu 5’, a nasgpnie inkubowano ze 100-krotnym molaowym nadmiarem
biatka Hfg w buforze hybrydyzacyjnym |. Wynik ekspmentu analizowano poprzez

rozdziat elektroforetyczny w warunkach niedenataoygh (Rysunek 45).

71-7 129 501 257 66-7

[ [ 1 | 11

Hfq -+ -+ -+ -+ -+
oligonukleotyd + + + + + + + + + +

e T (S i
g

Rysunek 45. Analiza zdolnéci tworzenia si kompleksu modyfikowany oligonukleotyd/Hfq. Rozdzia
prowadzono w 16%elu poliakrylamidowym, w warunkach niedenatgayich w 4C.
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Tabela 20. Zestawienie modyfikowanych oligonukleotydéw, ktéweybrano do sprawdzenia zdokdodo
oddziatywania z Hfq.

pozycja . .
nazwa | sekwencja penta- lup sekwencja . .
w . . Oddziatywanie z Hfg
OxyS sondy heptameru modyfikowanej sondy
31 501| CUUCA CUUCDG brak
55 129 AGAAA DGDDDG stabe
66 66-7| UUAUUCG UubuuCG brak
71 71-7| UUUAGUU UUuUDGUU brak
89 257| CAAAA CDDDDG brak

Bardzo stabe oddziatywanie zaobserwowano dla sob@d9. Dla pozostatych
oligonukleotydoéw, pomimo zastosowania takzelgo nadmiaru biatka nie zaobserwowano
wiazania z Hfq. Zatem, potwierdzitesivynik uzyskany w badaniach nadasieczly DsrA
RNA, ze biatko Hfg nie wykazuje znagzego powinowactwa do modyfikowanych heksa- i
heptanukleotyddéw. Mima wic wykluczy ewentualne zafatszowanie wyniku hybrydyzaciji
wynikajace z oddziatywania Hfg z sondami na mikromacierzy.

W przypadku wczaiej testowanych sond (rozdziat 111.1.7.3.) zastaia®o s¢, jaka
mogtaby by ewentualna sekwencja oligonukleotydu preferowazazpHfg. Rozwzano,ze
by¢ maze do zwizania konieczna jest obediaeszt D, jednak oligonukleotydy 35-7 i 483
nie potwierdzity tej teorii (Rysunek 25, Tabela 1Wyywnioskowano woéwczage by maoze
dla oddziatywania istotne jest by w pierwszej lubgiej pozycji nie wysipowata cytydyna.
Przetestowanie kilku kolejnych modyfikowanych olgileotydéw potwierdzito to
przypuszczenie. Ponadto zaweao rownie, ze oddziatywaniu nie sprzyja obecdido
modyfikowanych pochodnych urydyny. Wynik ten jestzasadzie zgodny z obserwacjami
Zhang, ktory pokazake poli(C) nie jest w stanie konkurowva OxyS 0 miejsce wzania w
Hfq. Natomiast pozostate polinukleotydy wznym stopniu wypieraty OxyS z kompleksu z
Hfg (101). Jak réwnie zgodne zobserwacjami Brescia, ktory pokazak do stworzenia
trojsktadnikowego kompleksu DsrA/Hfg/poli(A) wystay relatywnie  krotki 27
nukleotydowy oligo(A). Natomiast do wyparcia Dsrkampleksu z Hfq niezlainy jest diugi
200-400 nukleotydowy poli(U)1(L6).

Na przykiadzie drugiego testowanego regulatorowitA pokazanoze uywajac
metody izoenergetycznych mikromacierzy zma zaobserwowa rdéznice w profilu
hybrydyzacji casteczki RNA poddanej hybrydyzacgiamodzielnie oraz znajdigej st w
kompleksie z biatkiem. Ponadto potwierdzonopddziatywanie OxyS RNA z biatkiem Hfq
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odbywa st w sposob bardziej ztony niz tylko na zasadzie wyptznie oddziatywania z

rejonem jednoniciowym bogatym w reszty adenozyagydynym.

2.8. Proby mapowania mikromacierzowego kompleksoéw xS RNA/fragment mRNA

2.8.1. Proby mapowania mikromacierzowego kompleksovDxyS RNA/fragment fhlA

MRNA

Jednym z docelowych mRNA OxyS RNA jdBtA, kodujacy aktywator transkrypcji.
Wykazano,ze oddziatywanie, skutkage repregj translacji tego mRNA zachodzi w poprzez
parowanie & obu RNA na krétkich odcinkach, w dwoch oddalongchsiebie rejonach obu
czasteczek takze powstaje tzwkissing compleyomkdzy czterema ¢gilami (Rysunek 46).
Jeden z tych rejonéw pokrywae st miejscem wizania rybosomu, natomiast drugi znajduje
si¢ ponizej w obkbie sekwencji koduacej fhIA mRNA. Fragment zawierggy sekwengj
Shine-Delgarno paruje sha odcinku siedmiu nukleotydow ztfa spinki 11l OxyS RNA.
Natomiast oddalony od niego o 41 nukleotyddéw fraghzéokalizowany w olgbie sekwencji
kodujce paruje si na odcinku dzievgciu nukleotydow z gtla apikalna spinki | OxyS RNA
(99, 100.
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Rysunek 46 Strukturakissing complexomidzy OxyS RNA athlA mRNA wedtug Argman i Altuvia (2000)
(100).

Kissing complexest ciekawym modelem do przetestowanigiteczndci mapowania
mikromacierzowego. W przypadku DsrA RNA i fragmentpoS mRNA powstajcy
kompleks sparowany byt na @odtugim odcinku licacym ponad 20 par zasad, a zatem byt

on stosunkowo stabilny i trwaly, moa bylo wic z powodzeniem zaobserwoivgego
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obecnd¢ po wykonaniu hybrydyzacji do mikromacierzy. Oddymania typu kissing
complex czyli petla-petla pomiedzy dwoma ustrukturalizowanymi gteczkami RNA s
znacznie mniej stabilne. Interestg byto sprawdzenie czy tego typu kompleksy réwnie

mozna bada za pomog izoenergetycznych mikromacierzy.

W pierwszym etapie bada postanowiono sprawdzi czy podczas procesu
hybrydyzacji, oligonukleotydy reprezerdag komplementarne do OxyS RNA fragmenty
fhlA, pozostaa zwiazane z regulatorowym RNA, czyzteddziatywania te dda na tyle stabe,
ze nasipi oddysocjowanie oligorybonukleotydow od OxyS RMA korzyé wiazania st
OxyS RNA z modyfikowanymi sondami. W tym celu zstgzowano chemicznie
jedenastonukleotydowy fragmefttlA, parupcy sk z petla apikalrm spinki | OxyS RNA
(fhlA11) oraz dziewgcionukleotydowy fragment pamgy sk z petla spinki [l OxyS RNA
(fhlA9). Obliczona w programie RNAstructure wastoenergii swobodnej dla tych dwoch
krotkich duplekséw RNA/RNA jest zkona i wynosi -12,9 kcal/mol oraz -12,3 kcal/mol
odpowiednio dla dupleksu z thlIA11 i fhlA9. Przy caywartaci te nie uwzgidniaj naktadu
energii niezhdnej do rozplecenie fragmentu helisy, szczegolnigraypadku fhlA9, ktérego
parowanie zachodzi na trzy reszty nukleotydowe weie w skiad stabilnej helisy spinki Il
(Rysunek 47B). OxyS RNA znakowano radioizotopowokoacu 5, nasipnie poddawano
procesowi fatdowania w buforze hybrydyzacyjinym | M1 NaCl, 4 mM MgC}).
Przygotowane RNA inkubowano w obeénon50-krotnego molowego nadmiaru fhlA11 lub
fhlIA9. Nastpnie przeprowadzano hybrydyzacjdo mikromacierzy izoenergetyczne.
Hybrydyzacg kontrolm traktowano identycznie jak prétbhadama z wyjatkiem dodawania
oligorybonukleotydéw do mieszaniny reakcyjnej.
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Tabela 21 Usrednione wyniki hybrydyzacji dla komplekséw OxyS RIfhIA11 oraz OxyS RNA/fhIA9 .

. . przewidziane dG
; nukleotyd gg‘(el\(ﬂéglirlﬁglﬁ p;ﬁi;\ll;(:rféal)ng I: ¢ usrednione usrednione wyniki [ usrednione wyniki przewidziane dG (kealimol) dia
pocz)ycjaw nazwa | sekwencja pentat m:(?;f\iﬁir\;\giej parupcy sk dla wiq_zania hyt\),\r?//g;(zlacji hybrydyzacji hybrydyzacji alttrenriré?stz\gne a(::graru/;?;venﬂgo alt%?a(aztmgego
/S | sondy | b heptamery sondy vay(ﬁ?éo_ ﬁn;glagfanrg_ rl%dnﬂff.%ma dia oxyS R?\llilfhlAll oxyS FgrlxlaA/fhlAg Wiazania Wiazania modyfikowana
RNA-RNA 100 mM Nacl | OXS RNA RNA-RNA Sonda RNA,
5 368| CCGUU CCGUUG A -4,2 9,1 m m m e -4,8 -7,1
16 556 | GAGGU GDGGUG C 54 -11,2 m m m
17 139| AGAGG DGDGG -5,3 -9,7 m m m 88,20 -1,2 -4,5
18 35| AAGAG DDGDGG -2,9 -13,0 S S S 88,20 -2,6 -7,3
19 9 | AAAGA DDDGAG -1,2 -10,2 S S S 20'582 _ig 4518
20 3 | AAAAG DDDDGG -0,2 -8,1 S S S
23 23-7| GGUUAAA GGUUDDA -4,9 -10,9 m w m
24 701 | GGUUA GGUUDG U -3,1 -8,8 m w m
25 688 | GGGUU GGGUUG U -5,1 -9,6 w w
26 172 AGGGU AGGGUG A -5,8 -10,4 m m
27 43| AAGGG DDGGG -5.0 -9,5 S S
28 267| CAAGG CDDGGG C -4,3 -12,3 S S
29 835| UCAAG UCDDGG C -2,9 -11,6 m m
36 185| AGUGA DGUGDG G -3,7 -10,1 w w w
38 588 | GCAGU GCDGUG | C 5,2 11,9 -
43 27| AACGG DDCGGG C -4,2 -12,2 w w w
45 514 | GAAAC GDDDCG C -2,3 -10,2 w w w
46 385| CGAAA CGDDDG G -2.0 9,1 w w w
50 478| CUCUC CUCUCG C -4,9 -11,5 w w w -
54 514 | GAAAC GDDDCG A -2,3 -8,1 w w w
55 129| AGAAA DGDDDG G -1,2 -9,0 w w w
56 545 GAGAA GDGDDG U -3,2 -9,5 S S S
57 905 | UGAGA UGDGDG U -3,9 -10,1 S S S
58 995 | UUGAG UUGDGG U -2,9 -8,9 m m m
59 761| GUUGA GUUGDG C -3.0 -10,8 w w w
60 191 | AGUUG DGUUGG U -2,7 -8,6 m m m
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62 396 | CGAGU CGDGUG  |A -4,5 92| w w w
63 869 | UCGAG UCGDGG -4,7 98| w w w
68|  687| AGUUAUU |DGUUDUU -3,4 102 m m m
69|  69-7| UAGUUAU |UDGUUDU -3,8 103 m m m
70| 70-7|UUAGUUA |UUDGUUD -3,6 100 m m m
71| 71-7|UUUAGUU |UUUDGUU -3,2 89|  w w w
73| 73-7| GCUUUAG | GCUUUDG -6,6 A118)  m m m -
74| 74-7| GGCUUUA | GGCUUUA 7,3 11,6 m m m -
75 672| GGCUU GGCUUG  |A -5,1 91 m m m -
76 936 | UGGCU UGGCUG  |A -5,8 07| m m m
77| 1002| UUGGC UUGGCG | A -5,1 94 m m m
79 447| CGUUG CGUUGG |C -3,5 11,6 m m m
80 112| ACGUU DCGUUG  |C -2,6 -106)  w W w
82 839| UCACG UCDCGG  |A -4,5 91w W w
83 978| UUCAC UUCDCG | C -3,0 103  m m m -
88 3| AAAAG DDDDGG | A -0,2 -8,1 s s s
89 257 | CAAAA CDDDDG | C -0,2 94 m m m
56/57 4.8 6,4
97 548 | GAGAU GDGDUG |G -3,4 95 m m m 17 -3,1 -2,7
18/19 -1,6 -4,7
98 649 | GGAGA GGDGAG -5,6 07 m m m =] 9 B
' ' 57 -2,2 -2,3
99 931| UGGAG UGGDGG -5,3 -103]  w w w
100|  489| CUGGA CUGGDG |C -5,3 125 m m 17/18 2,8 -6,0
101|  379| CCUGG CCUGG -6,7 96| w W w

Jako s, m i w zaznaczono sygnaty hybrydyzacji odedmio o wysokiejsredniej i stabej intensywrdoi. Kolorem zielonym zak&ono najbardziej prawdopodobne

alternatywne miejsca wZania, hatomiast szarym mniej prawdopodobne, aldiwea
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Rysunek 47 (A) Przyktadowy wynik hybrydyzacj(a) OxyS RNA, (b) kompleks OxyS RNA/fhIA11(c)
kompleks OxyS RNA/fhIA9. Macierz drukowana w ukialz kolumny, 4 sondy w edzie, kada sonda po 5
powtorze. (B) Struktura OxyS RNA z zaznaczonymi wynikami mapowam kompleksie z fhlIA11 oraz fhlA9.
Kolorem czerwonym i pomafiazowym zaznaczono miejsca hybrydyzacji, dla ktérygiensywndé¢é sygnatu
nie zmienita si w poréwnaniu z reakgjkontrolma (sam OxyS RNA). Koloremioitym zaznaczono miejsca o

obnizonej intensywnéci sygnatu w obecrigi thlA11, kolorem szarym brak sygnatu w obegria thIA11 lub
fhlA9.

Przeprowadzone eksperymenty pokazady, obydwa oligonukleotydy oddziatujz
OxyS RNA oraz pozostag nim zwhzane podczas procesu hybrydyzacji do mikromacierzy.

W wyniku hybrydyzacji kompleksu OxyS RNA/fhIA11 aymano obnienie
intensywndci sygnatow do bardzo stabych w pozycjach 23 i 24zocatkowity zanik
sygnatbw w pozycjach 26-29, profil hybrydyzacji pstatych sond pozostat bez zmian
(Tabela 21). Zatem zanik sygnatow ngadt doktadnie w miejscu oddziatywania fhlA1l z
OxyS RNA. Mana take wnioskowa, ze oddziatywanidhlA z petla apikalra spinki | OxyS

RNA nie powoduje istotnych zmian w strukturze dmegdowej regulatorowego RNA.

138



. WYNIKI | DYSKUSJA

W wyniku hybrydyzacji kompleksu OxyS RNA/fhlIA9 zasdrwowano zanik sygnatu
w pozycji 100. Nalgy zauway¢, iz intensywné¢ sygnatow dla pozycji 97 i 98 pozostata bez
zmian, co jest kolejnym potwierdzeniem tege, sygnaty te pochodzod alternatywnych
miejsc whzania (Tabela 21). Uzyskany profil hybrydyzacjwiadczy rownie o
oddziatywaniu fhIA9 z OxyS RNA we wiaiwym miejscu (ptla spinki Ill). Ponadto,
rowniez to oddziatywanie nie wpltywa w sposOb zauwlay na zmiaa struktury
drugorzdowe] OxyS RNA. Identyczne rezultaty uzyskano, ggyzeprowadzano

hybrydyzacg OxyS RNA ze zwjzanymi jednoczaie obydwoma oligorybonukleotydami.

W nastpnym etapie postanowiono przeprow&dhybrydyzacg do mikromacierzy
dwoch dhiszych RNA oddziatucych ze sobp z utworzeniemkissing complex Do
eksperymentow tychayto OxyS RNA oraz 115 nukleotydowy fragméhtA mRNA (od -54
do 60 reszty nukleotydowej). Zdecydowane sa wybranie tego fragmentu ggyzostaty
przeprowadzone jego badania strukturalne. Pokamatyze buduj go dwa motywy spinki
do wiosow, ktorych gtle apikalne oddziatgjz petlami apikalnymi spinki |i 11l OxyS RNA
(100 (Rysunek 46). Spinka pierwsza fhlA115 zawierawssikcje Shine-Dalgarno i kodon
AUG, natomiast druga znajdujegsw obrbie sekwencji kodugej. FhIA115 otrzymano
wykorzystupc metody PCR oraz transkrypdn vitro zgodnie z procedurami opisanymi w
rozdziale Materiaty i Metody. Clc sprawdzi w jakim nadmiarze, w stosunku do OxyS, w
stosowanych warunkach reakcji ngleuzy¢ fhlA11l5, by zwiazat w 100% OxyS w
kompleksie, przeprowadzono eksperymenty, w kténydbuforze hybrydyzacyjnym V (1 M
NaCl, 10 mM MgC}) lub VI (0,2 M NaCl, 10 mM MgG)) inkubowano OxyS w obecika
rosracych stzen fhlA115. Nasgpnie przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny w
warunkach niedenatuggych w buforze TBM. Bufory o 10 mM gteni MgClh zastosowano
ze wzgkdu na charakter oddziatywatypu kissing complex Struktury tego typu
charakteryzuyj si¢ stabymi oddziatywaniami ¢dla-petla, ktére stabilizowaneasprzez jony
magnezu. Che zaobserwowatego typu oddziatywania konieczne jest rowrpeowadzenie
elektroforezy w buforze zawieggym jony magnezu (TBM). Stwierdzonge do zwazania
100% OxyS RNA w kompleksie konieczne jestycie 84-krotnego molowego nadmiaru
fhlIA115 (Rysunek 48). W tak dobranych warunkach t@oswiono przeprowadzi
hybrydyzacje. Wyznakowane radioizotopowo OxyS RNAazo poddane fatdowaniu
inkubowano z rowniepoddanym fatdowaniu fhIA115 w buforze hybrydyzawypn V lub VI.
Nastpnie przeprowadzano hybrydyzacjdo mikromacierzy. Stosowan hybrydyzacg
kontrolm traktowano identycznie, jak prékbadam z wyjatkiem dodawania fhIA115 do
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mieszaniny reakcyjnej. Ze wzglu na maliwos¢ niespecyficznego oddziatywania fhlIA115 z
sondami na mikromacierzy, co mogtoby ewentualni¢atzaowa wynik hybrydyzaciji
przeprowadzano dodatkowy eksperyment kontrolnyAERb znakowano radioizotopowo na
koncu 5’ i poddawano hybrydyzacji do mikromacierzy mgpktowanej dla OxyS RNA.

Niestety nawet podwgzenie temperatury inkubacji obu RNA ze sal22C do 37C
nie spowodowato zmiany profilu hybrydyzacji w stoku do reakcji kontrolnej (sam OxyS
RNA). Wszystko wskazuje na toe jezeli oba RNA oddziaty ze sol z powstanienkissing
complexto jest to typ oddziatyw® ktérych nie mana zaobserwowaza pomog mapowania
mikromacierzowego. Prawdopodobnie wynika to z miaetosci termodynamicznej tego typu
kompleksow.

Wstepne dane uzyskane prze ggypofesora Andrew Feiga (Wayne State University,
niepublikowane dane) sugefujiz wydtuzona w stron 5’'UTR forma fhlA (fhlA282)
przyjmuje inm struktue niz fragment 115 nukleotydowy. Oznaczaloby t@ in vivo
oddziatywania pomidzy OxyS RNA afhlA mRNA nie koniecznie zachoglz utworzeniem
wytaczniekissing complexProponowany model struktury fhlA282 sugeruje,oddziatujcy
rejon, zlokalizowany w okolicy miejsca smania rybosomu, miatby nie znajdoivaic w
obrgbie petli apikalna a w obgbie jednostronnego wybrzuszenia. Wedlug Feiga takie
oddziatywanie byloby korzystniejsze termodynamiezniWydawalo i interesujce
sprawdzé czy sugerowany trwalszy kompleks pedry OxyS RNA a fhIA282 rzeczydcie
istnieje i czy moégtby b§ obserwowalny z wykorzystaniem metody mikromaciermjo
FhlA282 otrzymano wykorzystag technik PCR oraz transkrypgjin vitro zgodnie z
procedurami opisanymi w rozdziale Materiaty i Meto®V pierwszym etapie sprawdzono
zdolna¢ wiazania s¢ OxyS z fthlA282 w buforze V i VI. Wyznakowany radiotopowo
OxyS inkubowano w obecho rosmcych stzen fhlA282, a nasfpnie rozdzielano
elektroforetycznie w warunkach niedenatgaych w buforze TBM. Stwierdzonage chac
uzyska& 100% OxyS RNA zwizanego w kompleksie wystarczy 10-krotny molowym
nadmiar thIA282 (Rysunek 48). Zatem, poréwgaujen wynik z otrzymanym dla fhlIA115
mozna wnioskowd, ze kompleks ten tworzy sitatwiej. Oznaczaloby toze albo w
oddziatywania z OxyS w przypadku wydanej formyfhlA zaangaowane g te same rejony
jednake w innym kontekcie strukturalnym lub te ze w oddziatywaniu z OxyS bigudziat
jakies dodatkowe fragmentihlA. Niezmiennym pozostaje fakie istotry stabilizupca role w
tych oddziatywaniach odgrywajjony magnezu. ldentycznie przeprowadzony ekspenyme
poddany rozdziatowi elektroforetycznemu w buforZBET daje wynik, w ktérym brak jest
kompleksow OxyS RNA/fhIA282 nawet przy znaczniezegych st¢zeniach fhIA282.
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Rysunek 48.Rozdziat elektroforetyczny komplekséw OxyS RNA/fAIES oraz OxyS RNA/fhIA282. Analiz
prowadzono w 6%elu poliakrylamidowym w warunkach niedenatuayjich w £C w buforze TBM.

Po tak obiecacym wyniku postanowiono przeprowadzihybrydyzac do
mikromacierzy. OxyS RNA wyznakowane radioizotopovawaz poddane fatdowaniu
inkubowano z réwnie poddanym fatldowaniu fhlA282 w buforze hybrydyzagyn V
(2 M NaCl, 10 mM MgQ)) lub VI (0,2 M NaCl, 10 mM MgGJ)). Nastpnie przeprowadzano
hybrydyzacg, kazdorazowo przeprowadzg hybrydyzacje kontrolne — same OxyS RNA
oraz thlIA282 uprzednio wyznakowany radioizotopowo.

Niestety rownie dla diwszej formyfhlA nie otrzymano profilu hybrydyzaciji, ktory
bytby odmienny od hybrydyzacji kontrolnej (sam OXySajwyrazniej natura rOwni tego
kompleksu jest nie wystarcaap trwata termodynamicznie, aby ima go bylo badaz
wykorzystaniem metody izoenergetycznych mikromagier Niemniej jednak bardzo
interesujca jest obserwacjaz wydtuzona formafhlA wiaze st bardziej efektywnie z OxyS
RNA. Problem ten wymaga dalszych, bardziej szczeggth bada, ktore z pewngcia
zostam podgte przez grup Feiga.

Oddziatywania z utworzeniemkissing complexsa waznymi strukturalnie i
funkcjonalnie motywami powstggymi pomkdzy dwoma elementami struktury
drugorzdowej RNA. Tworzenie gitego typu motywu wykazano nuizy innymi pomgdzy
RNAI i RNAII plazmidu ColEIl. Motyw ten jest miejsaerozpoznawanym przez biatko Rom,
podczas regulacji replikacji plazmidu57). Kissing loops powstaj takze pomedzy
fragmentami genomowego RNA wirusa HIV podczas poadimeryzacji 180. W ramach
niniejszej pracy podio proke badania kissing complex, utworzonego pomdzy

regulatorowym RNA OxyS a jego docelowym mRNHKIA, za pomog metody
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izoenergetycznych mikromacierzy. Przeprowadzone pegsnenty wykazaly pewne
ograniczenia testowanej metody. Pokazare,mapowanie mikromacierzowe jest metod
ktéra nie sprawdza siw analizowaniu tego typu oddziatywalednoczénie na przyktadzie
kompleksu DsrA RNA/rpoS140 pokazari® metoda ta nadajecsiio badania komplekséw
RNA/RNA jednake w przypadku, gdy obszar oddziatywaniasteczek jest diszy, a tym
samym powstaty kompleks stabilniejszy.

2.8.2. Préby mapowania mikromacierzowego kompleksovDxyS RNA/fragment rpoS

MRNA

OxyS RNA inhibuje ekspresj rpoS mRNA, kodupcego podjednostk sigma
polimerazy RNA. Jednake mechanizm tej inhibicji nie jest znany. Jednaarit zaktadaze
OxyS RNA ,wytapuje” cad pule biatka Hfg, co z kolei unieniiwia biatku rozluznienie
struktury inhibitorowej wpoSmRNA, tak aby miejsce wzania rybosomu statoesdostpne
I mogta rozpocazé sig translacja. Druga teoria zakladse oba RNA wraz z Hfq twosz
trojsktadnikowy kompleks, ktérego obeddouniemaliwia rozpoczcie translacji 98). Z
pewndcia represjarpoS mRNA jest zalena od obecrawi Hfg, gdy: w mutantach
pozbawionych tego biatka represja nie zacho®8).(Wykazano,ze do represjirpoS
niezledny jest rejon jednoniciowy pordzy spink Il a Ill oraz gtla spinki 11l OxyS @8,
99). Jednake nie rozstrzygrio czy chodzi tutaj o oddziatywanie oS czy z Hfq,
aczkolwiek nie wyklucza sibezpdredniego parowania poruzy regulatorowym RNA a
jego docelowym mRNA.

Postanowiono sprawdzizdolna¢ wiazania ranej diugaci fragmentéwrpoS mRNA
do OxyS RNA. Do eksperymentow wybrano rpoS25, rgd@51lrpoS325 oraz rpoS578.
RpoS25 jest rejonempoS mMRNA oddziatupcym z DsrA RNA. Ulokowany jest on w
strukturze na przeciwko nici zawiegag] miejsce wjzania rybosomu. RpoS140 zawiera
struktue inhibitorowa, ktGra musi zosta rozpleciona, aby nuiwe bylo rozpoczcie
translacji RpoS325 jest wydtany w strog 5’ w stosunku do rpoS140. Pokazane,biatko
Hfq najefektywniej utatwia jego oddziatywanie z BSRNA. RpoS578 jest wydkony
jeszcze bardziej w strerb’, tak ze zawiera caty rejon liderowy. RpoS25 otrzymanogaro
syntezy chemicznej, natomiast pozostate RNA wyksigyc technik PCR oraz transkrypgj
in vitro (Materiaty i Metody). Zdoln& wiazania badano przeprowadaaj analizy
elektroforetyczne w mnych warunkach buforowych. Wyznakowany radioizotepoOxyS
RNA inkubowano w obecroi rosracych stzen poszczegolnych fragmentémpoS Jeeli

inkubacg prowadzono w buforze 1l (0,2 M NaCl, 4 mM Mg¥;l a nasfpnie rozdziat
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elektroforetyczny w buforze TBE, przy zastosowalid-krothego molowego nadmiaru
fragmentowrpoS obserwowandsladowe ilgci kompleksow pocgvszy od rpoS140. Dla
rpoS25 nie obserwowano komplekséwzelejednak inkubagj prowadzono buforze VI (0,2
M NacCl,

10 mM MgCh), a nasipnie rozdziat elektroforetyczny w buforze TBM wowaszobserwacije

byly odmienne (Rysunek 49).

rpoS25 rpoS140 rpoS325 rpoS578
[ 1 1] 1

]
5 20 5 20 5 20 5 20 molowy nadmiar

M“
Ll

'
\o"‘""

OxyS RNA S W 5 - -l

Rysunek 49 Rozdziat elektroforetyczny komplekséw OxyS RNAdGznej diugdci fragmentamirpoS mRNA.
Analize prowadzono w 6%elu poliakrylamidowym w warunkach niedenataayich w 4C w buforze TBM,
stosugc 5- lub 20-krotny molowy nadmiar fragment@poSw stosunku do OxyS RNA.

Okazato s, ze w warunkach zastosowanych w eksperymencie Oxy3 Rigzna
zaobserwowa stabe oddziatywania juz rpoS25, przy czym dalsze zkszanie molowego
nadmiaru rpoS25 nie powoduje zWszenia ildci powstajcych duplekséw (wynikéw nie
pokazano). Posiada natomiast zdéhoddziatywania z rpoS140, rpoS325 oraz rpoS578,
przy czym do najefektywniejszego oddziatywania keazny jest fragmemnpoS5'UTR 325
nukleotydowy. Eksperyment pokazat rowniee charakter oddziatywiaOxySipoS mRNA
musi by podobny do charakteru oddziatyiv®xySfhIA mRNA, gdzie stabilizujca role
odgrywaj jony magnezu.

Pomimo nieudanej préby hybrydyzacji do mikromaoe@xyS w kompleksie #hiA,
postanowiono przeprowadzihybrydyzacgg OxyS RNA w kompleksie z najefektywniej
oddzialupcym z nim fragmentemrpoS a mianowicie rpoS325. Wyznakowane
radioizotopowo OxyS RNA oraz poddane fatdowaniuuimbwano z réwnie poddanym
fatdowaniu rpoS325 w buforze hybrydyzacyjnym V (1 N&Cl, 10 mM MgC)) lub VI
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(0,2 M NaCl, 10 mM MgClJ). Przeprowadzano rowridnybrydyzacje kontrolne — sam OxyS
RNA oraz sam rpoS325 uprzednio wyznakowany radioamwo.

Rowniez te eksperymenty nie daly zadowatago rezultatu, nie zaobserwowano
réznicy w stosunku do macierzy kontrolnej.

Pierwszy raz pokazanoze OxyS RNA posiada zdoldéd bezpdredniego
oddziatywania zrpoS mRNA, przy czym najefektywniej wkany jest fragment rpoS325.
Niemniej oddziatywania teasna tyle nie trwate (komplekséw nie obserwowanaglje
rozdziat prowadzono velu z buforem TBE),z metoda mikromacierzowa nie pozwala na ich
zaobserwowanie. duwczeniej, wykorzystugc niehomologicza randomow rekombinac
oraz selekgjin vitro znaleziono dwa rejony w OxyS RNA, ktdre mogtyby Ipptencjalnymi
miejscami oddziatywania zpoS (181). W eksperymentach tychzywano jednak fragment
rpoS zawierajcy tylko 150 nukleotydow powej kodonu start. Eksperymenty
przeprowadzone w ramach niniejszej pracy wskazg w oddziatywaniagzaangaowane
jeszcze inne rejony 5’UTR tego mRNA. Uzyskany wysikgerujeze najprawdopodobniej
OxyS RNA inhibuje ekspresjrpoS poprzez bezpwmednie oddziatywanie, a nie fgednio
poprzez wylapywanie catej depnhej puli Hfg. Obserwacje te wymagajdalszych
szczegoOtowych bada ktore wyjd@nityby mechanizm inhibicji translacjippoS mRNA przez
OxyS RNA.

Istniejp doniesienia sugerage, ze Hfg wspomaga lub stabilizuje oddziatywanie
pomiedzy OxyS RNA a jego docelowymi mRNAh{A i rpoS (101). Ponadto, kompleks
dwoch RNA wraz z biatkiem Hfg udato ¢sizaobserwow@ z wykorzystaniem metody
mikromacierzowej dla DsrA RNA. Padp wicc prole mapca na celu sprawdzenie czy by
moze i kompleks tréjsktadnikowy z udziatem OxyS i fragntéw dwéch jego docelowych
MRNA bytby na tyle trwaly by mma go bada uzywajac nowej metody. Niestety dla obu
MRNA préby te zakaczyly sk niepowodzeniem. Obserwowano obraz identyczny z

hybrydyzacg kontrolm (sam OxyS RNA).
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Celem pracy doktorskiej byta optymalizacja oraz azénie mealiwosci, jakie daje
opracowana w Pracowni Chemii RNA Instytutu Chembddganicznej PAN nowa metoda
mapowania mikromacierzowego do badania struktungairzzdowej RNA.

Jako modelowe do baflavybrano dwa regulatorowe RNAE. coli DsrA RNA oraz
OxyS RNA. Zdecydowano sha wybor widnie tych casteczek ze wzgtu na optymalado
planowanych badadtugas¢ (okoto 100 nukleotydow) oraz ich zdokdodo oddziatywania z
innymi RNA oraz biatkiem Hfg. W toku badaopisanych w pracy doktorskiej
wykorzystywano mikromacierze izoenergetyczne doeddnia struktury drugokdowej
OxyS RNA i DsrA RNA. Analizowano rownie uzytecznd¢ nowej metody do badania
struktury obu RNA w kompleksie z biatkiem opiékaym Hfq oraz w kompleksie z
fragmentami docelowych mRNApoS oraz fhlA, a take w kompleksie zawieragym
zarowno fragment mRNA, jak i biatko Hfq.

Prace rozpocezo od przygotowania licece] 855 sond biblioteki izoenergetycznych
pentanukleotydow. W kolejnym etapie dobrano odpdwie warunki drukowania sond. Po
dopracowaniu szczegotow technicznych przygotowyevamnikromacierzy rozpoeio
badania struktury obu regulatorowych RNA, jak résinbedacych w kompleksach, z
wykorzystaniem do tego celu w pierwszej koldgio metody mapowania

mikromacierzowego.

Uzyskane wyniki mgna podsumowaw nastpujacych punktach:

1. Przeprowadzone badania z wykorzystaniem map@wanikromacierzowego
doprowadzity do zaproponowania nowej struktury amgdowej DsrA RNA. Struktura ta
wsparta jest tate wynikami mapowania chemicznego. Rozao take alternatywne
sposoby pofatldowania ¢sitego RNA. § one w zgodne z wynikami mapowania
mikromacierzowego i chemicznego, a ich trwalotermodynamiczna wynikataby ze
stabilizupcych warstwowych oddziatywia wspétosiowych budapych je fragmentow
helikalnych oraz oddziatywia wysgpujacych w gtlach wieloramiennych. W przypadku
struktury OxyS RNA mapowania mikromacierzowe or&emiczne potwierdzity istnienie
wczeniej zaproponowanej struktury drugedowej, w obebie ktérej wystpuje 27
nukleotydowy rejon jednoniciowy.
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2. Wykazanoze proponowana struktura drugedopwa DsrA RNA oraz jej alternatywne
formy, jak rownig struktura OxyS RNA & zgodne 2z wynikami mapowania
mikromacierzowego oddzielnych motywéw strukturalmyzawartych w badanej ggteczce.
Jakkolwiek w kadym z badanych przypadkéw aganie s¢ sond oligonukleotydowych do
izolowanych motywow strukturalnych wykazywato ichelsza dostpnas¢ do hybrydyzacii,
niz wéwczas, gdy wyspowaly w catej czsteczce.Szczegllnie wyraie zalenos¢ ta
obserwowano dla stabilnych struktur spinkowych, aypadku ktorych, gdy wygpowaty w
calej casteczce, nie odnotowano agania sond do dwuniciowych trzonéw, natomiast
obserwowano je w obbie ptli. Otrzymane wyniki sugersj istnienie oddziatywa
stabilizupcych struktug drugorzdowa, by¢ moze nawet oddziatywa trzeciorzdowych,
ktore nie wystpuja w izolowanych motywach strukturalnych.

3. Wykazanoze hybrydyzowanie okéonych oligonukleotydow to wybranych rejonow
badanego RNA jestzyteczne w okréeniu jego struktury drugoedowej. Ponadto, jest to
prosty sposob identyfikacji alternatywnych miejsmzania s¢ sond, jak réwnig dostarcza
informacji o maliwych oddziatywania wyszego rzdu w obebie badanego RNA.

4. Przeprowadzag mapowanie chemiczne DsrA RNA oraz OxyS RNA, kidiato za
zadanie potwierdzenie wynikdw nowatorskiej metodwypowania mikromacierzowego,
wykorzystano chimeryczne startery DNA-LNA. Ten notyp starteréw wykazuje ogroran
przewag nad tradycyjnymi starterami DNA.aSne szczegoélniezyteczne, gdy konieczne
jest zhybrydyzowanie startera w rejonie RNA zawignam stabilny termodynamicznie
element struktury drugogdowej. Wycie chimerycznych LNA-DNA oligonukleotydow
zamiast starterbw DNA sprawiae termodynamicznie stabilniejszez nstniegca struktura
drugorzdowa RNA, sta si¢ dupleksy tworzone przez starter i komplementanagrhent
badanego RNA. Dgzki zastosowaniu modyfikowanych starterow #iwe byto
przeprowadzanie odwrotnej transkrypcji, co pozwoliha wizualizag eksperymentu
mapowania chemicznego obu badanych regulatorowjh. R

5. Testowano xytecznd¢ metody mapowania mikromacierzowego do badania
kompleksow RNA/biatko. Badania przeprowadzono dbengleksow DsrA RNA/Hfq oraz
OxyS RNA/Hfg. Pokazanoze metod mikromacierzow maozna bada struktue RNA w
kompleksie z biatkiem oraz okile¢ rejony w RNA uczestnieze w oddziatywaniu z
biatkiem. Dla DsrA RNA potwierdzono rejony wéreej uznane za miejsce aziania Hfq.
Natomiast, dla OxyS RNA pokazange oddziatywanie z Hfq nie odbywagsw jednym

zdefiniowanym jednoniciowym rejonie gteczki, ale ma charakter bardziejzdnoy.
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6. Wykazanoze mapowanie mikromacierzowe jest dphbtetody badania oddziatywa
RNA/RNA. Na przyktadzie kompleksu DsrA RNA/rpoS25ap DsrA RNA/rpoS140 z
powodzeniem zastosowano mapowanie mikromacierzaneadania RNA zaangawanego
w oddziatywania z innym RNA. Pokazange rejon sparowania obu gsteczek mge by
nieco dhiszy od tego proponowanego w literaturze.

7. Stwierdzonoze metoda mapowania mikromacierzowegozendostarcz§ rowniez
wiele informacji o strukturze komponentéw i oddygiganiach w kompleksach
trojsktadnikowych typu RNA/RNA/biatko. Pokazano ta przyktadzie kompleksu DsrA
RNA/rpoS140/Hfg. Wyniki tych eksperymentéw potwieitg, ze Hfg wzmacnia
oddziatywanie pomedzy obydwoma RNA a w powstatym kompleksie biatkozgstaje
zwiazane z DsrA powjej miejsca oddziatywaniarpoS

8. Pokazanaze wydtuwzony w stror 5’'UTR fragmentthlA mRNA (fhlIA282) oddziatuje
bardziej efektywnie z OxyS RNA hiopisany wczéniej w literaturze fhlA115. Ponadto
pokazanoze OxyS RNA posiada zdols®d oddziatywania zrpoS mRNA, co sugerujeze
regulacja transkrypcji tego mRNA najprawdopodobrodpywa st poprzez bezpwoednie

parowanie s z nim.

Reasumujc, badania opisane w przedstawionej pracy dokteyrsialey stwierdzg,
ze doprowadzity one do wytaego poszerzenia wiedzy na temat wykorzystania
mikromacierzy izoenergetycznych do badania stryktdrugorzdowej RNA oraz ich
oddziatywa trzeciorzdowych i czwartorgdowych w  kompleksach dwu- i
trojsktadnikowych z innymi RNA i biatkami. Wykazanoze metoda mapowania
mikromacierzowego cechuje ¢siszybkacia wykonania pojedynczego eksperymentu,
powtarzalnécia uzyskiwanych wynikOw oraz da dowolngcia warunkow prowadzenia
bada. Mozliwos$¢ szybkiego powtarzania eksperymentéw ograniczabtedy podczas ich
prowadzenia. Mapowanie mikromacierzowe dostarczainérmacji o strukturze RNA,
ktorych inne metody badania nie pozwalayysk&. Dzicki mapowaniu mikromacierzowemu
uzyskuje s¢ dane o dogpndici pewnych rejonobw RNA do oddziatywa z
oligonukleotydami. Jest to szczegdlnie wa dla prowadzenia batlaez wykorzystaniem
oligonukleotyddw, jako inhibitorow czy ogolniej malatoréow aktywnéci biologicznej
badanych RNA. Ma to bezpednie przetgenie ma wykorzystanie oligonukleotydéw jako
potencjalnych terapeutykéw. Metody mapowania chenggo i enzymatycznego wykazuj
pod tym wzgtdem due ograniczenia (wymogi dotygze obecnéci okrelonych soli i

wartasci pH).
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Pokazano tepewne ograniczenia metody mikromacierzowej tgkile wystpowanie
alternatywnych miejsc wrania, maliwos¢ wystpowania oddziatywa z czsteczhk, ktorej
badaniu nie jest dedykowany eksperyment, azetakrak maliwosci badania stabych

kompleksow, jak na przyktad kompleks powstaty pegraddziatywania typlkissing loops.
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V. MATERIALY | METODY
1. Materiaty

1.1. Odczynniki

Kakodylan sodu, kwas hydroksyetylodietylenodiamtaoelosulfonowy (HEPES),
hydrat 3-[(3-cholamidopropylo)dimetyloamoniolo]-itgpanosulfonianu (CHAPS), glukoza,
borowodorek sodu, metyloaminagkit bromofenolowy, cyjanol ksylenowy, glicerol, cék
amonu, ampicylina, nadsiarczan amonu (APS), broaetgtyny, tetrametyloetylenodiamina
(TEMED), siarczan dimetylu (DMS), fenol, chlorofofatkohol izoamylowy (24:1 viv),
wodorotlenek sodu (NaOH), imidazol, 1-cykloheks$kg§2-morfolinoetylo)karbodiimid
(CMCT) - Sigma-Aldrich

SOl disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego >EHNEA), chlorek magnezu
(MgCly), chlorek sodu (NaClxlodecylosiarczan sodu (SDS), chlorek potasu (K&¢glan
sodu (NaHC@), kanamycyna, formamid, sulfotlenek dimetylu (DM$SQoctan sodu
(CH3sCOONa), kwany fosforan potasu @#IPQOy), kwasny fosforan sodu (N&lPOy),
trihydroksymetylenoaminometan (Trisuka

Pepton, wycig drazdzowy, agar, 40% roztwér akrylamid/N,N’-metylenobisgdlmid
(29:1 wlv) -Serva

Roztwory 5’-trifosforandw deoksyrybonukleozydowy@ATP, dCTP, dGTG, dNTP ),
roztwory 5’-triosforanéw dideoksyrybonukleozydowy(@dATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP,) -
Fermentas

Ketoksal -ICN Biomedicals Inc.

Izopropylotiogalaktozyd (IPTG), glicyna, kwas bonp{H,BOs3) - Bioskop

Bezwodnik kwasu N-metyloizotidoweddlMIA) - Molecular Probes

Inhibitor proteaz wolny od EDTA (Complete miniRoch

Kwas octowy, metanolPolskie Odczynniki Chemiczne

Izopropanol -Chempur

Amoniak -Merck

Agaroza 4nvitrogen

Mocznik - Promega
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1.2. Enzymy

Odwrotna transkryptaza SuperScript llinvitrogen

Polimeraza DNA Tag5U/ul), Kinaza polinukleotydowa T4 (10ul),— Fermentas

1.3. Plazmidy

Plazmid pET28-Hfg-EC zawiergly sekwencje koduaga biatko Hfq otrzymano dzki
uprzejmdci prof. Andrew L. Feiga z Wayne State Universidgtroit, Michigan.

1.4. Akcesoria dodatkowe
Silanizowane ptytki mikroskopowe, komory hybrydyypme 9 x 0,8 mm Sigma
Ptytki do drukowania mikromacierzy 384 dotkow®erkin Elmer
Ptytki pokrytezelem krzemionkowym 60, 0,25 mm (20x20 cm) Merck
Kolumny zawierajce silanizowane podie Sep-pak Waters
Kolumny do oczyszczania bialek posiadgch sekweng His-Tag metod
chromatografii powinowactwa GE Healtcare

Kolumny do zagszczania preparatow biatkowych, 10,000MMillipore

1.5. Izotopy promieniotworcze

[v**P] ATP 4000-5000Ci/mmet Hertman Analitic

1.6. Gotowe zestawy do badebiochemicznych

Zestaw do transkrypdin vitro T7-MEGAshortscript” — Ambion
Zestawy do oczyszczania DNA: QIAquick PCR PurificatKit - Qiagen

1.7. Szczepy bakteryjne

Escherichia coliszczep DH& - Gibco BRL
Escherichia colszczep BL21 DES pLysSSigma-Aldrich
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1.8. Wzorce dtugdéci kwasow nukleinowych
Wzorzec diugéci DNA do rozdziatu elektroforetycznegoaglach agarozowych
w warunkach natywnych -1kB 0,5mg/miSigma-Aldrich
Wzorce masy biatek do rozdziatu elektroforetycznegeelach poliakrylamidowych w

warunkach denaturagych — SeeBlue Plus 2nvitrogen

1.9. Oligonukleotydy

Oligorybonukleotydy:

nazwa diugé& sekwencja zapisana w orientacj-53’
rpoS25 25 GAAAUUCGUUACAAGGGGAAAUCCG
fhIA9 9 UUCCUGGAA
fhlA11 11 ACAAGGGEUUGU
DsrA spinka 11l 25 AUCCCGACCCCCUCAGGGUCGGGAU
OxyS spinka lll 19 GCGGAUCUCCAGGAUCCEC
DsrA rejon Il (23-60) 38 AACGAAUUUUUUAAGUGCUUCUUGCUUAAGCAAGUUUC
OxyS rejon Il (48-90) 43 GAGAGUUUCUCAACUCGAAUAACUAAAGCCAACGUGAACUUUU

Oligodezoksyrybonukleotydy stosowane jako starteryeakcjach PCR w celu uzyskania
matryc do transkrypcjin vitro, jako startery w reakcjach sekwencjonowania, geko

startery w reakcji odwrotnej tanskrypcji:

nazwa diugé&e sekwencja zapisana w orientacj-53’
TAATACGACTCACTATAGGAACACATCAGATTTCCTGGTGTAACGAATTTTT
DsAL %6 TAAGTGCTTCTTGC
AAATCCCGACCCT GAGGGGGT CGGGATGAAACT TGCT TAAGCAAGAAGCACT
DsrA2 63 T TTCG
DsrAsr-3 20 GCTTAAGCAAGAAGCACTTA
DsrA-3 18 AAATCCCGACCCTGAGG

TAATACGACT CACTATAGAAACGGAGCGEECACCUCUUUUAACCCUUGAAGUC

Oxysl 8 ACUGCCCGUUUCGAGAGUUUCUCAAC
AGCGGATCCTGGAGATCCGCAAAAGT TCACGT TGECTTTAGI TATTCGAGT T

Oxys2 “ GAGAAACT CTCGAAACGGGCAG

OxySir-3 23 CGAGT TGAGAAACTCTCGAAACG

OxyS-3 22 AGCGGATCCTGGAGATCCGCAA
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GITAGTCAATGACCTTTTGCACCGCTTTGCGGTGCTTTCCT GGAAGAACAAA
FhlA135 1 58
ATGICA
R AlaE 69 CGAACAACCCTTGI TGT CCGAGATCACTCATCGGTGTATATGACATTTTGI T
- CTTCCAGGAAAGCACCG
FhlA135 3 40 TAATACGACTCACTATAGGAGTI TAGTCAATGACCTTTTGC
FhlA135 4 33 TGTCCGAGTGATGTCGAACAACCCTTGITGICC
ATAGECATTTTGAAATTCGT TACAAGGGGAAATCCGTAAACCCGCTGCGTITA
RpoS157_1 65
TTTGCCGCAGCGA
TGATCCCTTGACGGAACATTCAAGCAAAAGCCTGGT TCCGCCGATTTATCGC
RpoS157_2 69
TGCGGCAAATAACGCAG
RpoS157_3 36 TAATACGACTCACTATAGGCATTTTGAAATTCGITA
AATTCTGACTCATAAGGTGGCTCCTACCCGT GATCCCTTGACGGAACATTCA
RpoS157_4 62
AGCAAAAGCC
T7 18 TAATACGACTCACTATAG
seqF3 16 TGTCCGAGTGATGTCG
SegR3 21 AATTCTGACTCATAAGGTGGC
Rd578 22 GTATTCTGACTCATAAGGTGGEC
Ru578 36 TAATACGACTCACTATAGGGT GAACAGAGTGCTAAC
Ru325 36 TAATACGACTCACTATAGGCCGCGITGITTATGCTG
Fu282 43 TAATACGACTCACTATAGGCAGCGTI TACATTCCCATCCACTGG
Fd282 25 GTGTCCGAGTGATGTCGAACAACCC

Kolorem czerwonym zapisano sekwencje promotorowdimgoazy RNA T7, podkrdono fragmenty
naktadajce st.

Startery DNA-LNA:

nazwa dtugéc sekwencja zapisana w orientacj-53’
OxyS-LNA 19 AGc GgATCc TgGaGaTCCG
DsrA-LNA 17 AAATCc Cc GAcCc TgAGG

Matymi literami w kolorze czerwonym zapisano resatikleotydowe typu LNA

Sondy uyte do eksperymentow przeprowadzonych w ramachejsiae] pracy doktorskiej,
wybrane =z 855 dogbnych w obgbie biblioteki izoenergetycznej, zawiejeg
C6-aminoheksylowyacznik na kacu 5’

nazwa sekwencja nazwa sekwencjg nazwal sekwencjs nazwa sekwencjg
3 | DDDDGG 216 | DUCCUG 506 | CUUGCG 742 | AUcCC
7 | DDDCGG 223 | DUCUGG 514 | GDDDCG 754 | GUUDCG
8 | DDDCUG 225 | DUGDDG 514 | GDDDCG 757 | GQUUCDG
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8 | DDDCUG 239 | DUGUGG 522 | GDAGCG 758 | GUUCCG

9 | DDDGAG 247 | DUUCGG 534 | GACCC 761 | GUUGDG
12 | DDDGUG 247 | DUUCGG 545 | GDGDDG 763 | QUUGEG
14 | DDDUCG 257 | CDDDDG 548 | GbGDUG 778 | UDDGCG
27 | DDCGCG 265 | CDDGDG 555 | GAGGG 786 | UDCDCG
30 | DDCUCG 267 | CDDGGG 556 | GOCGEUG 835 | UCDDGG
32 | DDCUUG 277 | CDCCAG 566 | GDUCCG 839 | UCDCGG
33 | DDGDDG 284 | CDCGUG 566 | GDUCCG 855 | UCCCG
35 | DDGDGG 297 | CDGGAG 569 | GhUGDG 858 | UCCGCC
37 | DDGCDG 303 | CDGUGG 572 | GhUGUG 860 | UCCGUG
43 | DDCGG 331 | CCDGG 577 | GCDDDG 863 | UCCUGG
54 | DDUCCG 345 | CCCGA 579 | GCDDGG 865 | UCGCDAG
70 | DCDCC 351 | CCCUG 584 | GCDCUG 867 | UCGDGG
83 | DCCDGG 354 | CCGDC 588 | GCDGUG 875 | UCCGG
88 | ACCCUG 357 | CCGCA 602 | GCCGC 887 | UCUCGG
107 | DCCGG 360 | CCGCU 617 | GCGGA 889 | UCUGDG
112 | DCAUUG 368 | CCGUUG 630 | GCUCC 897 | UGDDDG
120 | DCUCUG 377 | CCUGDG 637 | GCUUDG 904 | UGDCUG
126 | DCUUCG 379 | CCUGG 641 | GGDDDG 905 | UGDGDG
129 | DGDDDG 385 | CGDDDG 649 | GGDGAG 907 | UGDGGG
131 | DGDDGG 390 | CGDCC 654 | GGDUCG 911 | UGDUGG
139 | DGDGCG 396 | CGDGUG 655 | GGDUGG 919 | UGCCG
142 | DGDUCG 401 | CCCDDG 659 | GECDGG 928 | UGCUUG
145 | DGCDDG 414 | CCCUCG 672 | GGCUUG 931 | UGGEDGG
146 | AGCDCG 420 | CCGEDUG 676 | GGCDUG 936 | UGGCUG
155 | AGCGG 425 | CCGGA 677 | GGGCA 956 | UGUGUG
161 | DGGDDG 426 | CGEGC 683 | GECCGG 958 | UGUUCG
171 | AGGCG 447 | CGUUGG 684 | GGGAU 978 | UIUCDCG
172 | AGGEUG 471 | CUCCGG 686 | GGGUC 982 | UUCCCG
175 | AGGUGG 473 | CUCCDG 688 | GEGUUG 985 | UUCGDG
185 | DGUGDG 478 | CUCUCG 695 | GAUCGG 988 | UUCGUG
190 | DGUUCG 483 | CUGDGG 698 | GGUGC 995 | UUCDGG
191 | DGUUGG 484 | CUGDUG 701 | GGUUDG 1000 | UUGCCUG
214 | AUCCCG 489 | CUGCGEDG 731 | GQUCGG 1002 | UUGGCG
215 | AUCCGG 501 | CUUCDG 738 | GUGDCG

Czerwonym kolorem oznaczono reszty nukleotydoweu tyfiNA, czarnym 2’-o-metylowane a niebieskim
dodatkowq reszt LNA G. Litera D oznaczono 2,6-diaminopurynorybozyd.
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Dodatkowe sondy heptamerowe, zawigeajC6-aminajcznik na kacu 5’

nazwa sekwencja nazwa sekwencja nazwa sekwengcja

21- 7 | UUDDDDG 71- 7 | UUUDGUU 31- 7 | DDDDDDU
22-7 | GUUDDDD 72-7 | CUUUAGU 34- 7 | CUUDDDD
23- 7 | GBUUDDA 73- 7 | GCUUUDG 35- 7 | DCUUDDD
66- 7 | UUDUUCG 74- 7 | GBGCUUUA 36- 7 | CDCUUDA
68- 7 | DGUUDUU 24- 7 | UCGUUAC 49- 7 | CUUAAGC
69- 7 | UDGUUDU 28- 7 | AADUUCG

70- 7 | UUDGUUD 29- 7 | DDDDUUC

Czerwonym kolorem oznaczono reszty nukleotydoweu typiNA, czarnym 2’-O-metylowane. Litgr D
0znaczono 2,6-diaminopurynorybozyd.

Modyfikowane oligonukleotydy komplementarne do D®NA oraz OxyS RNA

nazwa diugée sekwencja zapisana w orientacj-s3’
dl 15 GDDDCUUGCUUDDCC
ol 11 CGDCUUGDGDD
02 16 GUUGGECUUUDGUUDUU
03 15 GDDDCUUGCUUDDCC

Czerwonym kolorem oznaczono reszty nukleotydoweu typiNA, czarnym 2’-O-metylowane. Litgr D
0znaczono 2,6-diaminopurynorybozyd.

1.10. Roztwory i bufory

Faza rozwijajaca do chromatografii cienkowarstwowej

n-propanol/amoniak/woda 55/35/10 v/v/v

Bufor do rozdziatu elektroforetycznego biatek w waunkach denaturujacych
25 mM Tris-HCI; pH 8,3
192 mM glicyna
0,1% SDS

Roztwory do wybarwiania biatlek rozdzielonych metod elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym
Roztwor barwiacy

50% metanol

10% kwas octowy
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0,05% wi/v Serva Blue R-250
Roztwor odbarwiajacy
5% metanol

13% kwas octowy

Bufor TBE do rozdzialu elektroforetycznego kwaséw okleinowych w zelach
agarozowych i poliakrylamidowych (10x s¢zony)
1 M Tris
1 M kwas borowy
10 mM N&EDTA; pH 8,3
Do rozdziatu elektroforetycznego #elach poliakrylamidowych stosowano bufor 1x
stezony, natomiast do rozdziatu elektroforetyczneggelach agarozowych stosowano

bufor 0,5x stzony.

Bufor TBM do rozdzialu elektroforetycznego kwasow mkleinowych —w
niedenaturujacych zelach poliakrylamidowych (10x s¢zony)

1M Tris

1 M kwas borowy

100 mM MgCh

Do rozdziatu elektroforetycznego xelach poliakrylamidowych stosowano bufor lazsny.

Bufor obciazajacy do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw nukleinoych wzelach
agarozowym w warunkach niedenaturugjcych (6x sgzony)

25 mM Tris-HCI, pH 7,5

25% (wi/v) glicerol

0,2% (w/v) bekit bromofenolowy

0,2% (w/v) cyjanol ksylenowy

Bufor obciazajacy do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw nukleinoych wzelach
poliakrylamidowych w warunkach niedenaturujacych (10x s¢zony)

10 mM Tris-HCI, pH 7,5

50% (w/v) glicerol

0,2% (w/v) bkkit bromofenolowy

0,2% (w/v) cyjanol ksylenowy
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Roztwory obcigzajace do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw nukleineych w zelach

poliakrylamidowych, w warunkach denaturujacych
Roztwor z mocznikiem

8 M mocznik

0,2% (w/v) bekit bromofenolowy

0,2% (w/v) cyjanol ksylenowy

Roztwor z formamidem
80% (v/v) formamid
10 mM EDTA
0,2% (w/v) btkit bromofenolowy
0,2% (w/v) cyjanol ksylenowy

Roztwory dodawano do prébki w stosunku 1:1 v/vktadano nael. W przypadku rozdziatu

po mapowaniu chemicznym préby przed nmeliem nazel denaturowano 3 minuty w

temperaturze 9%.

Bufor SB do rozdzialu elektroforetycznego biatek wzelach poliakrylamidowych,

w warunkach denaturujacych (4 x s¢zony)
200 mM Tris-HCI; pH 6,9
20% p-merkaptoetanol
8% SDS
0,15% bkkit bromofenolowy
40% glicerol

Bufor do elucji kwaséw nukleinowych zzelu poliakrylamidowego
0,3 M CHCOONa, pH 5,5

Bufor do topnien UV
5 mM NacCl
5 mM kakodylan sodu
0,5 mM NaEDTA; pH 7,0
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Bufory do hybrydyzacji na mikromacierzy

Bufor |
1 M NacCl
4 mM MgCh
10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Bufor Il
1 M NacCl,
0,2 mM MgChb
10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Bufor V
1 M NacCl
10 mM MgCh
10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Bufor VII
200 mM NacCl
30 mM MgChb
10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Bufor IX
200 mM NacCl
0,5 mM NaEDTA
10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Bufor PBS do drukowania mikromacierzy

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

4,3 mM NaHPO,7H,0
1,4 mM KHPO;; pH 7,3

Bufor Il
200 mM NacCl
4 mM MgChb
10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Bufor IV
200 mM NacCl
0,2 mM MgChb
10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Bufor VI
200 mM NacCl
10 mM MgCb
10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Bufor VI
1 M NacCl
0,5 mM NaEDTA
10 mM Tris-HCI; pH 7,5

157



V. MATERIALY | METODY

Roztwor do redukcji nadrukowanych sond
37 mM NaBH,
72% bufor PBS

28% etanol

Bufory do oczyszczania biatka Hfq

Bufor do lizy Bufor ptuczacy
50 mM HEPES, pH 7,5 50 mM HEPES, pH 7,5
500 mM NH,CI 1 M NH.CI
20 mM imidazol 5% (w/v) glicerol

5% (w/v) glicerol

Bufory elucyjne Bufor czyszcacy kolumne
50 mM HEPES, pH 7,5 50 mM HEPES, pH=7,5
500 mM NH,CI 8 M mocznik
50-500 mM imidazol 1 M NH,CI
5% (w/v) glicerol 50 mM NaEDTA

5% (wl/v) glicerol

Bufor do przechowywania biatka Hfq
50 mM HEPES, pH 7,5
250 mM NH,CI
1 mM NgEDTA
10% (w/v) glicerol

1.11. Paywki

Pozywka stata LB z kanamycyr i chloramfenikolem
2 g pepton
1,25 g wycag drazdzowy
1,25 g NaCl
3,75 g agar
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dopetniano HO do 250 ml i sterylizowano w autoklawie, po scldexiu do temperatury
55°C do otrzymanego roztworu dodawano roztworu kangmyado stzenie kacowego
50 pg/ml oraz roztworu chloramfenikolu do¢sénia kacowego 34 ug/ml. Paywke

wylewano na ptytki na stole z laminarnym przeptywpowietrza.

Pozywka ptynna LB
10 g pepton
5 g wychg drazdzowy
5 g NaCl

dopetniano HO do 1000 ml i sterylizowano w autoklawie

Pozywka ptynna LB z kanamycym i chloramfenikolem
Do ptynnej paywki LB dodawano roztworu kanamycyny deznie kaicowego 50

ug/ml oraz roztworu chloramfenikolu daggénia kaxcowego 34.g/ml

Roztwory wygciowe antybiotykow:
roztwor chloramfenikolu w etanolu 34 mg/mi

roztwor kanamycyny w wodzie 10 mg/ml

1.12.7Zele

Zele agarozowe
1% Ilub 1,5% roztwér agarozy w buforze 0,5x TBE graéwano w kuchence
mikrofalowej; dodawano bromku etydyny donkowego sizenia 7,5ug/ml, wylewano do

aparatu do elektroforezy pozostawiano do polimeayza

Zele poliakrylamidowe do rozdziatu elektroforetyczngo biatek
Zel rozdzielajgcy 15%
15% wi/v akrylamid/N,N’-metylenobisakrylamid (29:1)
250 mM bufor Tris-HCI, pH=8,7
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) APS
0,04% (v/v) TEMED
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wylewano pomgdzy szyby i spryskiwano 1% SDS, pozostawiano doyplyzacii.

Zel zagszczapcy 5%
5% wi/v akrylamid/N,N’-metylenobisakrylamid (29:1)
126 mM bufor Tris-HCI, pH=6,8
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) APS
0,1% (v/v) TEMED
wylewano pomgdzy szyby powye] wczéniej spolimeryzowanegaelu rozdzielajcego,

pozostawiano do polimeryzacji.

Zele poliakrylamidowe do rozdziatu elektroforetyczngo kwasoéw nukleinowych w
warunkach denaturujacych

6, 8 lub 12% wi/v akrylamid-N,N’-metylenobisakrylaini29:1)

1x bufor TBE

8 M mocznik

0,6% (w/v) APS

0,04% (v/v) TEMED

mieszanig wylewano m¢dzy szyby i pozostawiano do polimeryzacji.

Zele poliakrylamidowe do rozdziatu elektroforetyczngo kwaséw nukleinowych w
warunkach niedenaturujacych

6, 8, 12 lub 16% w/v akrylamid-N,N’-metylenobisalamid (29:1)

1x bufor TBE lub TBM

0,6% (w/v) APS

0,04% (v/v) TEMED
mieszanig wylewano m¢dzy szyby i pozostawiano do polimeryzacji.

1.13. Wakniejsza aparatura

- syntetyzer MerMade 12 BioAutomation Corporation

- syntetyzer Applied Biosystems 393

- phosphoimager Typhoon G-8600 Amarshiam Pharmacia
- phosphoimager FLA-5100 Fuji
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- licznik scyntylacyjny LS5000TA Beckman
- spektrometr masowy MALDI-TOF Bruker Autoflex

- drukarka do mikromacierzy SpotArray 24 PerkinBime

2. Metody

2.1. Synteza chemiczna oligonukleotydéw

Syntez oligonukleotydéw metogd amidofosforynow na podiau statym
przeprowadzano na syntetyzerach Applied Biosyst@d2soraz BioAutomation Corporation
MerMade 12. Do syntezy wykorzystano handlowo ¢ms¢ amidofosforyny RNA, DNA oraz
2’-O-metyloRNA. Amidofosforyny LNA oraz 2’-O-metyl@,6-diaminopurynorybozydow

zostaly zsyntetyzowane w Pracowni Chemii RNA.

2.2. Odblokowywanie i oczyszczanie modyfikowanychligonukleotyddéw zawierajacych
C6-aminoheksylowy #cznik na koacu 5, stosowanych jako sondy na

mikromacierzy.

Do podioa zawieragcego oligorybonukleotydy dodawano 1 ml 40% wodnego
roztworu metyloaminy i pozostawiano w temperatypakojowej przez 16 godzin. Ngphie
zbierano roztwér z nad podi@, po czym podie przemywano dwukrotnie 0,5 ml wody.
Zebrany roztwor odparowywano do sucha.

W celu usunjcia grupy monometoksytrytylowej  zlokalizowanej na
C6-aminoheksylowym atzniku do suchych probek dodawano 0,9 ml 80% wodneg
roztworu kwasu octowego i inkubowano 3 godziny wmperaturze pokojowej i
odparowywano do sucha.

Prébki rozpuszczano w 0,5 ml wody i przenoszonondwej probéwki, poprzednie
probowki przeptukiwano dwukrotnie 250 wody. Caté¢ wirowano 5 minut przy 10 000
rpm, klarowny roztwor przenoszono do kolejnej nopebdéwki, a osad przeptukiwano 200
ul wody. Zebrany roztwor odparowywano do sucha.

Tak przygotowane prébki rozpuszczano w 180 wody i oczyszczano metad
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na ptytkaatmaéitycznych zzelem krzemionkowym
60 Fs4 z zastosowaniem fazy rozwiap) n-propanol/amoniak/woda. &2ki zawierajace
pozadane oligonukleotydy izolowano z ptytki, po czynu@vano trzykrotnie przemywsg 2
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ml wody. Pokczone frakcje odparowywano do sucha. probki rozgreszo w 50Qul wody i
przenoszono do nowych probowek. Poprzednie prob@wdeptukivano jeszcze dwukrotnie
200 pl wody. Cata¢ wirowano 5 minut przy 10 000 rpm. Roztwor przemowgz do nowych
probéwek. Pozostadoi silikazelu przeptukiwano 20Ql i wirowano 5 minut przy 10 000
rpm, roztwoér z nad silikeelu laczono z wezéniej zebranym.

Nastpnie przeprowadzano analizmasows zwiazkéw, za pomog spektrometru
masowego MALDI-TOF.

Stzenie oligonukleotyddéw obliczano korzystaj z wspotczynnika ekstynkciji
przewidzianego dla RNA oraz pomiaru absorpcji. Apsjg mierzono spektrofotometrycznie
w swietle UV o dtugdci fali 260 nm.

2.3. Odblokowywanie i oczyszczanie modyfikowanycHigorybonukleotydow

Odblokowywanie i oczyszczanie przeprowadzano amzdoge jak w punkcie 1 z

pominigciem etapu inkubacji z kwasem octowym.

2.4. Odblokowywanie i oczyszczanie oligorybonuklepdow

Do podi@za zawieraggcego oligorybonukleotydy dodawano 1,5 ml 28% wodneg
roztworu amoniaku oraz 0,5 ml etanolu. Inkubowantemperaturze 5& przez 16 godzin.
Prébki schtadzano 20 minut w temperaturze °€0 nasgpnie odgczano podiee i
przemywano dwukrotnie 0,5 ml wody. Roztwor odparesaio do sucha.

Do suchych prébek dodawano 10a N,N’-dimetyloformamidu i ponownie
odparowywano. Dodawano 3@l N,N’-dimetyloformamidu i 270 pl fluorowodoru
trietyloamoniowego i inkubowano 2,5 godziny w temgterze 58C, co jaké czas mieszag.

Nastpnie do probek dodawano 4 ml n-butanolu iacno przez 1 godzinw
temperaturze -Z@. Zawiesik wirowano 10 minut przy 5000 rpm, roztwér zlewarso,
otrzymany osad suszono pod jia.

Oligorybonukleotydy odsalano za pomodkolumn zawierajcych silanizowane
podiaze C18 (Sep-pak). Przed nagmiem prob na kolumny przemywano 10 ml acetonitrylu
a nastpnie 10 ml 10 mM roztworu octanu amonu. Suche proébkpuszczano w 10 ml 10
mM roztworu octanu amonu i naktadano na przygotewkastumre. Zbierano trzy frakcje: L
- zebrana po nakeniu prébki, W — wymywana 10 ml 10 mM roztworu aateamonu oraz C

— frakcja widciwa zawierajca oczyszczony oligorybonukleotyd wymywany 5 mltvazru
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acetonitryl/woda (3:7 v/v). Zawadé wszystkich trzech frakcji sprawdzano przeprowagzaj
analityczra chromatograti na ptytce silikaelowej (TLC). Frakgg C odparowywano do
sucha.

Tak przygotowane oligorybonukleotydy oczyszczgegeli ich diuga¢ wynosita do
kilkunastu nukleotyddw, na ptytkach silikglowych analogicznie jak w punkcie 1 lulzgd
byty dluzsze, za pomaec rozdzialu elektroforetycznego w denatgnym zelu
poliakrylamidowym. Rozdzielone kwasy nukleinowe dbkowano dziki zastosowaniu
swiatta UV o dtugdci fali 260 nm; paadanej dtugéci prazki wycinano zzelu, z wycetych
fragmentéwzelu eluowano oligorybonukleotydynastpnie stacano.

Kazdorazowo przeprowadzano analimasow zwiazkéw, za pomag spektrometru
masowego MALDI-TOF.

2.5. Odblokowywanie i oczyszczanie oligodezoksyrybokleotydéw  oraz
oligodezoksyrybonukleotydéw zawieragcych w niektorych pozycjach nukleotydy
typu LNA

Do podiza zawierajcego oligodezoksyrybonukleotydy dodawano 1,5-2 1&%2
wodnego roztworu amoniaku. Inkubowano w temperatt8#C przez 16 godzin. Probki
schtadzano 20 minut w temperaturze °@Q0 nasgpnie odgczano podiee i przemywano
dwukrotnie 0,5 ml wody. Roztwér odparowywano dotsuc

Odblokowane kwasy nukleinowe oczyszczano metoddziatu elektroforetycznego
w denaturujcym zelu poliakrylamidowym. Rozdzielone kwasy nukleinovwekalizowano
dzigki zastosowaniwswiatta UV o dlugdci fali 260 nm; pazki reprezentujce paadanej
diugasci kwasy nukleinowe wycinano zelu, z wycetych fragmentéwzelu eluowano
oligorybonukleotydya nastpnie stacano.

Nastpnie przeprowadzano anajizmasow zwiazkOw, za pomog spektrometru
masowego MALDI-TOF

2.6. Znakowanie kaica 5’ kwaséw nukleinowych izotopeni?P

Reakcg przeprowadzano w celu uzyskania znakowanych raoliopowo casteczek
RNA, DNA oraz modyfikowanych oligonukleotydow.

Reakcj prowadzono zgodnie =z zaleceniami producenta. Zavykieakog

przeprowadzano w offpsci 10 ul, mieszanina reakcyjna zawierata: 10-100 pmoli $ava

163



V. MATERIALY | METODY

nukleinowego z wolna graghydroksylova na kaicu 5, 10-20uCi [y->*P] ATP o aktywnéci
4000-5000 Ci/mmol, 5-10 U (0,54dl) kinazy polinukleotydowej T4 oraz bufor dostarogo
wraz z enzymem. Reakcprowadzono przez 30 minut w 7.

Produkty reakcji oczyszczano meiodlektroforezy wzelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturagych. Nastpnie wykonywano autoradiografpo czym wycinano zelu
pozadany pazek. Z wycktych fragmentowzelu eluowano kwasy nukleinowa nastpnie
stracano.

2.7. Elektroforeza DNA wzelach agarozowych

Produkty reakcji PCR, stanoyzie matryce do reakcji transkryp@ji vitro poddawane
byly analizie metogl elektroforezy w 1% lub 1,5%elu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny (7,5ug/ml) w warunkach natywnych.

Do preparatéw rozdzielanych #elu dodawano 1/6 odtjpsci buforu obcizajacego.
Rozdziat prowadzono w buforze 0,5x TBE przyenaahiu 40-50 mA i nagciu 120-130 V.

Produkty rozdziatu elektroforetycznego analizowanawietle UV.

2.8. Elektroforeza kwasow nukleinowych wzelach poliakrylamidowych w warunkach
denaturujacych

Metock elektroforezy wzelu poliakrylamidowym w warunkach denatwwych
stosowano do oczyszczaniaasteczek RNA po reakcji transkrypcjn vitro oraz do
oczyszczania oligonukleotydow syntetyzowanych clegme (grubé¢ zelu 1 mm); a take
do oczyszczania kwasow nukleinowych po znakowarotopowym i do analizy produktow
reakcji wydtwzania startera(ang primer extension przeprowadzanej po chemicznym
mapowaniu struktury drugagdowej RNA (grubé¢ zelu 0,5 mm).

Stosowanazel poliakrylamidowy o usieciowaniu 29:1 (stosune&kgowy akrylamidu
do bisakrylamidu) z 8 M mocznikiem. Jako buforukéieforetycznego iywano 1x TBE.
Sporadzano zele 6, 8 i 12% w zalmosci od diugadci rozdzielanych cgsteczek.
Elektroforez prowadzono przy mocy @iu 30-40 W fel 42 x 22 cm) lub 40-5%V (zel 42 x
33 cm). Kada elektroforez poprzedzano 15-30 minut@wpreelektroforez Probki przed

natazeniem nazel rozcigiczano w stosunku 1:1 v/v barwnikami ab@jacymi.

164



V. MATERIALY | METODY

2.9. Elektroforeza kwasow nukleinowych, komplekséwkwaséw nukleinowych oraz
kompleksow kwasoéw nukleinowych z biatkiem wzelach poliakrylamidowych

w warunkach niedenaturujacych

Metock elektroforezy wzelu poliakrylamidowym w warunkach niedenatgnyjch
stosowano do analizy homogesoo badanych cgiteczek RNA, analizy formowania
kompleksow RNA/biatko Hfg, kompleksow RNA/RNA, komegsow sonda/Hfq oraz
trojsktadnikowych kompleksow RNA/RNA/Hfq a taé analizy tworzenia kompleksow RNA
z niemodyfikowanymi oraz modyfikowanymi starterami.

Stosowano ptyty o rozmiarze 20 x 27 cm i przekiaagrubdci 1 mm. Elektroforeg
prowadzono przy mocy pdu 20 W, stosug system chiodcy o statej temperaturze’@.
Kazda elektroforez poprzedzano 15-30 minutaw preelektroforez Stosowano zel
poliakrylamidowy o usieciowaniu 29:1 (stosunek wagoakrylamidu do bisakrylamidu).
Jako buforu elektroforetycznegaywano 1x TBE lub 1x TBM. Sposdzanozele 6, 8, 12 i
16% w zalenosci od dtugaci rozdzielanych casteczek. Do prébek dodawano barwnika
obciazajacego w trakcie spoggizania mieszaniny reakcyjnej. Probki nakladano na
schiodzonyzel.

Po zakaczeniu elektroforezyel suszono. Obraz wizualizowanaywajac ekranow
odwzorowuacych i komputerowego skanera materiatdbw znakowanyatiioizotopowo
(Phosphorimager, Typhoon 8600 lub FLA-5100). Anallasciowe wykonywano z zyciem

oprogramowania ImageQuant (Molecular Dynamice)NwhtiGauge V3.0 (FujiFilm)

2.10. Elektroforeza biatek wzelach poliakrylamidowych w obecnéci SDS

Metodk ta stosowano do kontroli poszczegdélnych etapow nautekfi oraz
oczyszczania biatka Hfgq. Zgodnie ze standardgwocedus zele sktadaty s z dwoch
warstw: 5%zelu zagszczajcego pH 6,8 oraz 15 %elu rozdzielajcego pH 8,8. Stosowano
bufor do elektroforezy biatek. Elektrofokeprowadzono w.elach o rozmiarze 10 x 6,5 cm i
grubagci 1 mm. Do prébek dodawano 1/4 eogci buforu 4x SB; nagpnie preparaty
poddawano denaturacji 3 minuty w 95°C, po czym bdwano 5 minut na lodzie i
nanoszono nzel. Pocatkowe warunki rozdziatu wynosity: ngtenie 25 mA oraz nagtie 80
V (w zelu zagszczagcym). Po wejciu preparatdow wzel rozdzielagcy, podwyszono

natzenie do 50 mA, a nagtie do 200 V.
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Produkty rozdziatu elektroforetycznego wybarwianooztworze barwicym przez 1
godzirg, stosujc lekkie wytrasanie, nagpnie odbarwiano w roztworze odbarvaiegym, po

czym skanowno obrazlu.

2.11. Elucja kwasow nukleinowych zelu poliakrylamidowego

Fragmentyzelu zawierajce kwasy nukleinowe przenoszono do proboéwek, dodawa
buforu do elucji i wytrasano przy 1000 rpm przez okoto 2 godziny w tempezat £C.
Zbierano supernatant do osobnych probéwek, do feagpav zelu ponownie dodawano
buforu do elucji i wymywano kwasy nukleinowe przg&é godzin w temperaturze°@.
Zbierano drugi supernatantackono z pierwszym i wydcano zawarte w nich kwasy

nukleinowe.

2.12. Stcanie kwasow nukleinowych po elucji zelu poliakrylamidowego

W celu precypitacji kwasoéw nukleinowych do otrzymeh po elucji supernatantéw
dodawano 3 obkjosci schtodzonego do°€ 96% etanolu; wylicano w temperaturze -20°C
przez 2 godziny. Mieszanirwirowano przy 12 000 rpm, w temperaturze 4°C p@@minut
I supernatant usuwano. W niektérych przypadkachel cisungcia soli osad dodatkowo
przeptukiwano 70% etanolem, wirowano przy 12 006h,rpv temperaturze 4°C przez 10
minut. Supernatant dekantowano, a osad suszon@madia. Prébki przechowywano w -
20°C w stanie zliofilizowanym lub rozpuszczone @rginej wodzie.

Stezenie kwasow nukleinowych oldlano na podstawie pomiaru absorgeyatta UV
o diugaci fali 260 nm oraz korzysta z obliczonego wspoétczynnika ekstynkchv
przypadku czsteczek znakowanych radioizotopowo mierzono radyvakos¢ przy wyciu
licznika scyntylacyjnego

2.13. Oczyszczanie kwasow nukleinowych metgdenol-chloroform

Produkty reakcji PCRczyszczano poprzez wylisanie z 0,5 okjosci fenolu i 0,5
objetosci mieszaniny chloroform/alkohol izoamylowy 24:1\(x Mieszanir wirowano przy
10 000 rpm przez 5 minut w temperaturze pokojodbjerano géra faze wodm i czynna¢
powtarzano. Nagpnie do zebranej gérnej fazy wodnej dodawano ktodsi mieszaniny
chloroform/alkohol izoamylowy 24:1 (v/v) w celu usecia sladow fenolu i ponownie

wytrzasano i wirowano. DNA zawarte w otrzymanej fazie wedwytacano w -20C

166



V. MATERIALY | METODY

poprzez dodanie 0,3 M octanu sodu pH 5 oraz 8@ schtodzonego do°€ 96% etanolu.
Mieszanir wirowano przy 12 000 rpm, w temperaturz&4przez 30 minut. Supernatant
usuwano a osad suszono pod zpig. Probki przechowywano w -2G w stanie
zliofilizowanym lub rozpuszczone w sterylnej wodzi8tzenie kwasow nukleinowych
okreslano na podstawie pomiaru absorgeyiatta UV o diugdci fali 260 nm oraz korzystag

z obliczonego wspétczynnika ekstynkciji.

2.14. Otrzymywanie matryc do transkrypcji in vitro

Otrzymywanie matryc do transkrypcji in vitro, ktorej produktem byly czasteczki OxyS i
DsrA
W celu otrzymania matrycowych dwuniciowych DNA wykgstywanych do reakciji

transkrypcjiin vitro, ktérej produktem byly esteczki DsrA i OxyS RNA przeprowadzano
hybrydyzacje réwnomolowych ifoi dwoch oligomerow OxyS1 i OxyS2 dla OxyS oraz
DsrAl i DsrA2 dla DsrA, a nagbnie reakcje PCR. Standardowa mieszanina reakcyjna
zawierata par oligomerow, kady o stzeniu 1,5uM, 3 mM MgChL, mieszanina czterech
dNTP kady o stzeniu 0,2 mM, bufor z KCI dostarczony wraz z enzymétd polimerazy
Taq.
Warunki reakcji PCR byty nagiujace:
a) wstpna denaturacja 5 minut 95
b) 8 cykli obejmujcych:

- 75 sekund 9%C

- 75 sekund 51C

- 2 minuty 72C
c) koacowe wydtianie 10 minut 72C.

Produkty reakcji oczyszczano przy pomocy zestawdGEN PCR Purification Kit

lub poprzez ekstrakgjfenol-chloroform, po ktérej do DNA dodawano 0,3 ddtan sodu i
stracano etanolem. Oczyszczone DNA rozpuszczano wisenyodzie i przechowywano w
temperaturze -2@€. DNA analizowano poprzez elektrofogew zelu agarozowym. Skiad
nukleotydowy matryc sprawdzano poprzez sekwencjamievizywajac starteréw T7, DsrA-
3 oraz OxyS-3.
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Otrzymywanie matryc do transkrypcji in vitro, ktérej produktem byly czasteczki
fhIA115 i rpoS140
DNA stuzace jako matryce do transkrypdi vitro w wyniku ktérych otrzymywano
fhlA115 RNA oraz rpoS140 RNA uzyskiwano przeprowaae trzy nastpujace po sobie
reakcje PCR. Pierwsza mieszanina reakcyjna dlal$poSawierata poza standardowymi
sktadnikami (3 mM MgG, mieszanina czterech dNTP Zky 0,2 mM, bufor z KCI
dostarczony wraz z enzymem, 5U polimerazy Taq)oatigry RpoS_1 i RpoS _2 agséniu 2
UM oraz oligomery RpoS 3 i RpoS 4.2 oezsniu 0,3 uM. Natomiast dla fhlA115
analogicznie oligomery FhlA_1 i FhlA_2 oggéniu 2uM oraz oligomery FhlA_3 i Fhla_4 o
stezeniu 0,3 uM. W reakcji PCR | hybrydyzowaty ze sploligomery 1 i 2 po czym
nastpowato ich wydhianie.
Warunki reakcji PCR | byly nagbujace:
a) wstpna denaturacja 2 minuty 95
b) 8 cykli obejmujcych:
- 1 minuta 98C
- 30 sekund 6°C
- 2 minuty 72C
W wyniku tej reakcji powstawato dwuniciowe DNA oudiesci 113 nukleotydow ddace
produktem pérednim dla matrycy rpoS140 oraz 98 nukleotydowrdirycy fhIA115.
Nastpnie ta sama mieszanina reakcyjna poddawana bgiecjiePCR I, w ktorej
produkty reakcji PCR | stanowity matryce do synte#yzszych dwuniciowych DNA z
wykorzystaniem jako starterow oligomeréw 3 i 4.
Warunki reakcji PCR 1l byty nagpujace:
a) wstpna denaturacja 2 minuty 95
b) 30 cykli obejmujcych:
- 1 minuta 98C
- 30 sekund 4%C
- 2 minuty 72C
c) koacowe wydtianie 10 minut 72C.
W wyniku reakcji PCR Il otrzymywano Koowe produkty o pmdanej diugéci.
W celu zwegkszenia ildci matrycowych DNA przeprowadzano reakcje PCR Il
uzywajac jako matryc oczyszczonych przy pomocy zestawu@HA PCR Purification Kit

oraz 100-krotnie rozciezonych produktow reakcji PCR I, natomiast jakarstrow dla
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fhlA115 oraz rpoS140 odpowiednio oligomerow T7 @8 oraz T7 i seqR3 oegeniu 0,3
UM kazdy (pozostate sktadniki mieszaniny reakcyjnej agaionie jak w PCR ).
Warunki reakcji PCR 1l byty nagpujace:
a) wstpna denaturacja 2 minuty 95
b) 30 cykli obejmujcych:

- 1 minuta 98C

- 30 sekund 53

- 2 minuty 72C
c) koncowe wydtizanie 10 minut 72C.

Produkty reakcji oczyszczano przy pomocy zestawdGHN PCR Purification Kit

lub poprzez ekstrakgjfenol-chloroform, po ktérej do DNA dodawano 0,3 ddtan sodu i
stracano etanolem. Oczyszczone DNA rozpuszczano wisenyodzie i przechowywano w
temperaturze -2@. DNA analizowano poprzez elektrofogew zelu agarozowym. Skiad

nukleotydowy matryc sprawdzano poprzez sekwencj@mosy

Otrzymywanie matryc do transkrypcji in vitro, ktérej produktem byly czasteczki
fhlIA282, rpoS325 i rpoS578

W celu otrzymania matryc do transkryp@ji vitro, w wyniku ktérych uzyskano
czasteczki thlIA282, rpoS325 i rpoS578 przeprowadzoeakcje PCR bezpgmednio na
koloniach bakteriE. coli DH5a (powstate na bazie szczepu K12). B&awiesiny komorek
E. coli DH5a rozmraano w lodzie przez 15 minut, dodawano 1 ml ptyrnmagywki LB i
wytrzasano przy 300 rpm w temperaturz€ @7przez 45 minut, nastepnie 1QDotrzymanej
zawiesiny wylewano i rozprowadzano bagietka szalkach ze statpazywka LB,
inkubowano w temperaturze ®7 przez 12-14 godzin. Pojedyncze kolonie bakterii
wyhodowane na statej ppwce LB przenoszono do 1Q0 sterylnej wody.

Nastpnie przeprowadzano reakd®?CR. Mieszanina reakcyjna o elgsci 20 ul poza
standardowymi skladnikami (3 mM Mgg€Imieszanina czterech dNTP Zky o stzeniu
0,2 mM, bufor z KCI dostarczony wraz z enzymem) ieasa jako matrye 4,8 pl wyzej
opisanej zawiesiny oraz gaoligomeréw, kady o stzeniu 1,5uM (dla fhIA282 byly to
Fu282 i Fd282, dla rpoS325 Rd578 i Ru325, a dI&H®& Rd578 i Ru578). Do mieszaniny
nie dodawano polimerazy Taq.

Warunki reakcji PCR byty nagiujace:
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a) wstpna denaturacja 7 minut 95, po ktérej do mieszaniny dodawano 2,5 U polimgraz
Taq
b) 30 cykli obejmujcych:

- 1 minuta 98C

- 30 sekund 54C (dla rpoS325 i rpoS578)/62 (dla thIA282)

- 2 minuty 72C
c) koncowe wydtizanie 10 minut 72C.

Produkty reakcji oczyszczano przy pomocy zestawdGEN PCR Purification Kit

lub poprzez ekstrakgjfenol-chloroform, po ktérej do DNA dodawano 0,3 ddtan sodu i
stracano etanolem. Oczyszczone DNA rozpuszczano wisenyodzie i przechowywano w
temperaturze -2@€. DNA analizowano poprzez elektrofogew zelu agarozowym. Skiad

nukleotydowy matryc sprawdzano poprzez sekwencj@mosy

2.15. Transkrypcjain vitro

Transkrypty otrzymywano korzyst@j z zestawu do baflebiochemicznych Ambion
T7-MEGAshortscript" stosujc sk do zaleca producenta z pewnymi modyfikacjami. Jako
matryce stosowano dwuniciowe DNA otrzymane wedtugcedur opisanych povigj.
Rekcg prowadzono w olkjosci 20 pul, stosowano réne stzenia matryc w zaleosci od
diugcsci docelowego transkryptu, im diszy transkrypt tym mniejsze ¢genie matrycy.
Koncowe stzenie kadego z trojfosforanow nukleozyddéw wynosito 7,5 mW. przypadku
gdy zamierzano otrzyndaRNA z wolna grup hydroksylowa na kicu 5 do mieszaniny
reakcyjnej dodawano guanozynktérej kacowe sgzenie wynosito 6 mM i obrano
wowczas sizenia tréjfosforandéw nukleozydéw do 3,75 mM. Reakmjowadzono przez 16
godzin w 37C. W celu usunicia dsDNA, do mieszaniny reakcyjnej dodawano 2 UaBW\I i
inkubowano w temperaturze ¥7 przez 15 minut. Transkrypty oczyszczano mgtod
elektroforezy w denaturggym zelu poliakrylamidowym, wizualizowano wwietle UV,
eluowano zelu i stgcano. RNA przechowywano w -20 w stanie zliofilizowanym lub jako

roztwory w sterylnej wodzie.
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2.16. Nadekspresja i oczyszczanie biatka Hfg w komdach bakteryjnych

Transformacja komérek E. coli BL-21 metoda szoku termicznego

50 pl zawiesiny komérek kompetentnyd¢h coli BL-21 rozmraano w lodzie przez
15 minut. Do zawiesiny komoérkowej dodawano 50 ngzplidu pET28-Hfg-EC po czym
inkubowano w lodzie przez 45 minut. Ngstie zawiesia ogrzewano w temperaturze 42°C
przez 20 sekund. Po czym inkubowano w lodzie pkoézjne 2 minuty.

Do transformowanych komérek dodawano 1 ml ptynp@jywki LB i wytrzasano
przy 300 rpm w 37C przez 45 minut. Nagbnie 100-30Qul otrzymanej zawiesiny wylewano
I rozprowadzano bagietkna szalkach ze stalpozywka LB zawierajca kanamycynr i

chloramfenikol, inkubowano w 3T przez 12-14 godzin.

Przygotowanie stokow glicerolowych

Pojedyncze kolonie bakterii wyhodowane na stalegpywce LB zawierajca
kanamycyr i chloramfenikol przenoszono do 20 ml plynnejzpoki LB zawierapcej
kanamycyr i chloramfenikol, wytrasano przy 300 rpm w 3T przez okoto 4 godziny;
inkubacg prowadzono do momentu agniccia ggstasci optycznej OLQy=0,8-0,9. Z hodowli
pobierano 50Qul i dodawano 50Qul 50% glicerolu, delikatnie mieszano i umieszczamo

suchym lodzie, po czy przenoszono do°@0tak przechowywano.

Ekspresja biatka w komérkach bakteryjnych

Bakterie E. coli BL21 transformowanych wektorem pET28-Hfq-EC poctyoe z
pojedynczej koloni lub ze stoku glicerolowego praszono do 20 ml ptynnej pgwki LB
zawierajcej kanamycya i chloramfenikol, wytrasano przy 300 rpm w temperaturze’G7
przez 12-14 godzin.

Z powstatej zawiesiny bakteryjnej 15 ml przenoszaito 1 litra paywki LB z
kanamycyn i chloramfenikolem, rozdzielano na 4 kolby i wyisano przy 300 rpm w 3T
przez okoto 2-3 godzin; inkubacjprowadzono do momentu aghigcia przez bakterie
gestasci optycznej OLRy=0,6-0,8. Nasfpnie indukowano nadekspredjiatka przez dodanie
wodnego roztworu IPTG do koowego sizenia 1 mM. Hodowd kontynuowano przez
kolejne 4 godziny w tych samych warunkach.

Po zakaczeniu hodowli zawiesinbakterii wirowano z mdkoscia 4000 rpm w 12C

przez 10 minut. Dekantowano roztwoér, a osad zawmszw 30 ml buforu do lizy z
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dodatkiem inhibitoréw proteaz (3 tabletki). Inkubewo w temperaturze°G przez 5 minut,
po czym prze kolejne 5 minut w temperaturzé @7Preparat sonikowano 3-krotnie po
20 sekund, przy amplitudzie 60% (aparat AutotuneieSe High Intensity Ultrasonic
Processor, 750 Watt Model, producent Sigma), z Butoivymi ods¢pami na inkubagj w
temperaturze 0°C. Nagnie do zawiesiny dodawano 200 U DNazy | oraz 29@®RMNazy A i
inkubowano w temperaturze pokojowe przez 7 godmiyskam zawiesik wirowano z
predkoscia 9000 rpm w 4°C przez 30 minut. Supernatant przasmus do nowej probowki po
czym nanoszono na kolumniklowa uprzednio zréwnowang buforem do lizy.

Przebieg hodowli oraz wydajfoekspresji analizowano metoda elektroforezyelu

poliakrylamidowym.

Oczyszczanie biatka na kolumnie niklowej — chromaftgrafia powinowactwa

Biatko Hfg oczyszczano z zastosowaniem chromatogpafwinowactwa stosuag
kolumre niklowa. Ekstrakt biatkowy otrzymany z 1 litra hodowli lhakyjnej nanoszono na
wczesniej przygotowana zgodnie z zaleceniami produckobamre niklowa, zrownowaona
buforem do lizy. Nagpnie kolumr przemywano 10 objosciami buforu do lizy. W
kolejnym etapie kolumg przemywano 20 objosciami buforu przemywagego w celu
usungcia innych nie pmadanych biatek. Nasgpnie przeprowadzano wymywanie biatka
buforami elucyjnymi o rosgstym stzeniu imidazolu (od 50 do 500 mM) po 10 ebfci
kazdym. W ostatnim etapie kolumanprzemywano 5 obkjosciami buforu czyszccego.
Zebrane frakcje analizowano mefod elektroforezy w  denaturagym  zelu
poliakrylamidowym. Preparaty zawiegag wi&ciwe biatko aczono na filtrach Milipore oraz
poddawano dializie w celu wymiany buforu na bufar gizechowywania biatka. Preparat

przechowywano w 10% glicerolu w -Z0D.

2.17. Analiza homogennsci RNA w réznych buforach w zelach poliakrylamidowych
w warunkach niedenaturugcych
W celu przeprowadzenia eksperymentgsteczki RNA znakowano radioizotopowo
na kaicu 5’ i oczyszczano nzelu poliakrylamidowym w warunkach denatwaych.
Mieszanina reakcyjna w aipsci 10 pl zawierata RNA w iléci 10 000 cpm, Zul
wybranego buforu hybrydyzacyjnego (5xe¢ziny), 1 pl (10x stzonego) buforu
obcizajacego do elektroforezy w warunkach niedenatygh. Mieszania denaturowano 3

minuty w 70C lub 95C (DsrA RNA i jej fragmenty), a naginie inkubowano 20 minut w
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25°C lub nanoszono nzel bezpdérednio po przygotowaniu. Prébki analizowano za pamo
elektroforezy w niedenatuagym zelu poliakrylamidowym o procentowa dobranej w
zaleencsci od diugdci analizowanych RNA, w buforze 1x TBE lub TBM. Rakaczonej
elektroforezie zele suszono. Produkty reakcji wizualizowanozywajac ekrandéw
odwzorowugcych i skanera materiatdbw znakowanych radioizotapokyphoon 6800. Do

analizy wykorzystywano oprogramowanie ImageQuahbt(slolecular Dynamics).

2.18. Analiza komplekséw RNA/Hfq w zelach poliakrylamidowych w warunkach

niedenaturugcych

W celu przeprowadzenia eksperymentgsteczki RNA znakowano radioizotopowo
na kaicu 5’ i oczyszczano nzelu poliakrylamidowym w warunkach denatwaych.

Mieszanina reakcyjna w afipsci 10 pl zawierata RNA w iléci 20 000 cpm, Zul
wybranego buforu hybrydyzacyjnego (5xe¢ziny), 1 pl (10x stzonego) buforu
obciazajacego do elektroforezy w warunkach niedenatioygh oraz biatko Hfg w rosicym
stezeniu. Mieszania przed dodaniem biatka denaturowano 3 minuty WC7lib 95C (DsrA
RNA), a nastpnie inkubowano 20 minut w 26. Po dodaniu biatka prowadzono inkulkacj
kolejne 20 minut w 28C. Probki analizowano za pompcelektroforezy w 6%
niedenaturyjcym zelu poliakrylamidowym, w buforze 1x TBE. Po zakaonej
elektroforezie zele suszono. Produkty reakcji wizualizowanozywajac ekrandéw
odwzorowugcych i skanera materiatdbw znakowanych radioizotapokyphoon 6800. Do
analizy wykorzystywano oprogramowanie ImageQuahbt(slolecular Dynamics).

2.19. Analiza kompleksow RNA/RNA oraz RNA/RNA/biato w zelach
poliakrylamidowych w warunkach niedenturuj acych

W celu przeprowadzenia eksperymentusteczki OxyS i DsrA RNA znakowano
radioizotopowo na kicu 5 i oczyszczano naelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujcych.

Przed sporadzeniem mieszaniny reakcyjnej oba RNA dla ktoryelddno tworzenie
kompleksu oddzielnie rozpuszczano w wybranym bwfonybrydyzacyjnym, a naginie
poddawano denaturacji 3 minuty w°@Ilub 95C (DsrA RNA), po czym inkubowano 20
minut w 25C. Tak przygotowane RNA dodawano do mieszaniny agakj o kacowej

objetosci 10 pl, tak aby zawierata 10 000 cpm znakowaney®][badanego RNA oraz to
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samo RNA nie znakowane onawym stzeniu 0,1uM, rosmce stzenia RNA tworzacego
kompleks z badana gzteczlk, wybrany bufor hybrydyzacyjny w takiej 8oi, aby otrzyméa
catkowite kaicowe stzenie 1x, 1ul (10x stzonego) buforu obaiajacego do elektroforezy
w warunkach niedenatuggych. Cald¢ inkubowano 20 minut w 2&. Jeeli badano
kompleksy trojsktadnikowe mieszagrirreakcyjna sporgizano w odpowiednio mniejszej
objctosci tak, aby po inkubacji dodaHfq i otrzyma& catkowita objetos¢ 10 pl. Po dodaniu
biatka mieszaniginkubowano kolejne 20 minut w 26.

Prébki analizowano za pompc elektroforezy w niedenatuagym zelu
poliakrylamidowym, o procentowoi dobranej w zaleosci od dtugdci analizowanych
RNA, w buforze 1 x TBE lub TBM. Po zakozonej elektroforezieele suszono. Produkty
reakcji wizualizowano #izywajac ekrandw odwzorowagych i skanera materiatow
znakowanych radioizotopowo Typhoon 6800. Do anahzfkorzystywano oprogramowanie
ImageQuant 5.1 (Molecular Dynamics).

2.20. Analiza kompleksow  modyfikowany oligonukleotg§/Hfq w  zelach
poliakrylamidowych w warunkach niedenturuj acych

W celu przeprowadzenia eksperymentu modyfikowangooukleotydy znakowano
radioizotopowo na kicu 5’ i oczyszczano naelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujcych.

Mieszanina reakcyjna w afipsci 10 pl zawierata oligonukleotydy w ikwi
ok. 20 000 cpm (0,02uM), 2 ul buforu hybrydyzacyjnego | (5x gtony), 1 pl
(10x stzonego) buforu obgiajacego do elektroforezy w warunkach niedenatorygh oraz
biatko Hfg w 100-krotnym molowym nadmiarze. Miesz&ninkubowano 20 minut w 2&.
Probki analizowano za pomwc elektroforezy w 16% niedenatugaym zelu
poliakrylamidowym, w buforze 1x TBE. Po zalazonej elektroforeziezele suszono.
Produkty reakcji wizualizowanozywajac ekranéw odwzorowagych i skanera materiatow
znakowanych radioizotopowo Typhoon 6800. Do anahzfkorzystywano oprogramowanie
ImageQuant 5.1 (Molecular Dynamics).
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2.21. Analiza tworzenia komplekséw OxyS RNA i DsrARNA ze starterami DNA oraz

DNA-LNA w zelach poliakrylamidowych w warunkach niedenaturujcych

W celu przeprowadzenia eksperymentustzczki OxyS i DsrA RNA znakowano
radioizotopowo na kicu 5 i oczyszczano naelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujcych.

Wiazanie starterow do RNA przeprowadzano wetiSgi 10 pl w dostpnym
handlowo buforze do odwrotnej transkryptazy Supep&dll (5 x stzony, Invitrogen).
Kazda mieszanina reakcyjna zawierata 10 000 cpm znakego {°P] RNA oraz RNA nie
znakowane o kicowym stzeniu 200 nM, rossgce stzenia starterow, Jul 10 x stzonego
buforu obcizajacego do elektroforezy w warunkach niedenatoygh. Mieszania
denaturowano 3 minuty w 96, a nasfpnie inkubowano 20 minut w 26.

Prébki analizowano za pomwcelektroforezy w 8% niedenatusgym zelu
poliakrylamidowym w buforze 1x TBE. Po zalazonej elektroforeziezele suszono.
Produkty reakcji wizualizowanozywajac ekrandw odwzorowagych i skanera materiatow
znakowanych radioizotopowo Typhoon 6800. Do anahgfkorzystywano oprogramowanie

ImageQuant 5.1 (Molecular Dynamics).

2.22. Chemiczne mapowanie struktury drugorgdowej DsrA RNA i OxyS RNA

W pierwszym etapie spadzano jeda mieszanin, w ktérej na kada problke
uzywano 1 pmol badanego RNA oraz tzwsmi&owe RNA (angcarrier RNA o kahacowym
stezeniu 8 uM; kwasy nukleinowe mieszano w buforze hybrydyzaggm | lub Il. do
koncowej obgtosci 9 yl na kada proke. Roztwor inkubowano przez 3 minuty wemD(OxyS
RNA) lub 95C (DsrA RNA), a nagpnie 20 minut w 28C. Rozdzielano na pojedyncze
probki.

W celu przeprowadzenia reakcji modyfikacji za pomketoksalu do @ul mieszaniny
dodawano 1ul roztworu ketoksalu o finalnym gteniu 40, 80 lub 160 mM. Roztwory
ketoksalu uzyskiwano przez rozpuszczenie go w rai@eige etanol/woda 1:3 (v/v). Reakcj
modyfikacji prowadzono przez 20 minut w °87 Reakat zatrzymywano poprzez
precypitacg etanolem w suchym lodzie.

W przypadku modyfikacji z udziatem CMCT fl roztworu CMCT w buforze
hybrydyzacyjnym | lub lldodawano do Qul probki tak, aby jego kicowe stzenie w
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mieszaninie reakcyjnej wynosito 40, 100 lub 200 niakcg prowadzono przez 20 minut w
37°C. Reaka} zatrzymywano poprzez precypitagtanolem w suchym lodzie.

W czasie modyfikacji metad SHAPE z wykorzystaniem NMIA na @l probki
dodawano 1pl roztworu NMIA do uzyskania kecowych sgzen 33, 67 lub 135 mM.
Roztwory NMIA sporadzano rozpuszczg go w DMSO. Reakejmodyfikacji prowadzono
1 godzirg w 37°C Reaka} zatrzymywano poprzez precypitagtanolem w suchym lodzie.

Do wszystkich reakcji modyfikacji spadzano prob kontrolm, traktowan
analogicznie jak proby badane ale bez dodawaniayotiika modyfikujcego.

Stracone prébki po modyfikacji wirowano 30 minut przy 000 rpm w A4C,
supernatant usuwano a osad suszono paahjaro

Miejsca modyfikacji identyfikowano poprzez przepwemzenie reakcji odwrotnej
transkrypcji (angprimer extension W tym celu do sticonych wczéniej prébek dodawano
od 1 do 5 pmol startera DNA lub DNA-LNA znakowanegotopem?®P na kacu 5’ i
dopetniano wod do 6pl. denaturowano 3 minuty w 96, po czym inkubowano 20 minut w
25°C. Nastpnie do kadej reakcji dodawano @l handlowo dosipnego buforu do odwrotnej
transkryptazy SS Il (5x &tonego), DTT do kfcowego stzenia 10 mM, mieszanin
czterech dNTP do Kmowego sizenia 0,5 mM oraz 50 U odwrotnej transkryptazy SS Il
objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 10

W celu uzyskania reakcji sekwencjonowania zyaiem ddNTP przeprowadzano
analogicznie reakcje odwrotnej transkrypcji, w ktdr mieszani@ czterech dNTP
zastpowano mieszanin odpowiedniego ddNTP z wszystkimi czterema dNTRzetie
koncowe wszystkich tréjfosforandéw nukleozyddéw wynoskd mM, z wyjtkiem tego dNTP,
ktdrego analog w serii ddNTP byt dodawany do prd@tyenie takiego dNTP bylo wowczas
10-krotnie nisze.

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono 50 minat 55°C, nasgpnie
zatrzymywano reakcje przez przeniesienie probeKkédai dodanie 1 oljosci barwnika
elektroforetycznego z formamidem.

Produkty reakcji mapowania chemicznego analizowaetoda elektroforezy w 12%
denaturujcym zelu poliakrylamidowym. Bezpoednio przed naleniem nazel probki
denaturowano 3 minuty w temperaturz€®@pnazel nakladano po §il z kazdej probki. Po
zakaczonej elektroforezieele suszono. Produkty reakcji wizualizowariywajac ekranow
odwzorowugcych i skanera materiatbw znakowanych radioizotapokyphoon 6800. Do
analizy wykorzystywano oprogramowanie ImageQuaht(slolecular Dynamics).
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2.23. Pomiary trwalcci termodynamicznej z uwyciem metody topnienia UV
(angUV melting)

Pomiary termodynamiczne prowadzono na spektrofota@meBeckman DU-640 z
termoprogramatorem. Oligonukleotydy rozpuszczano bwforze do topnie Przed
przystpieniem do eksperymentu topnienia UV oligonuklegtymbdgrzewano 3 minuty w
80°C, po czym powoli schtadzano d&Cl Pomiary wykonywano éwietle UV przy diugéci
fali 260 nm. Pojedynczy eksperyment prowadzono kemae temperatury od°@ do 95C,
szybka¢ zmiany temperatury wynosita"@/minug, a wartd¢ absorbancji prébek mierzona
byta co 0,5 minuty. W celu uzyskania jak najdokiagszych parametrow
termodynamicznych pomiary trwdld termodynamiczne]j prowadzono dla dzieeu
réznych stzef, w zakresie 18-10° M. Uzyskane w wyniku eksperymentu krzywe topnienia
poddawano analizie w programie MeltWin 3.5 .

2.24. Przygotowanie ptytek mikromacierzowych

Przygotowanie ptytek mikroskopowych pokrytych 2% agroza

Sporadzano 2% wodny roztwoér agarozy, do ktérego dodawEhenM NalQ Tak
przygotowany roztwér wylewano na aminosilanizowphgki mikroskopowe (2,5 x 7,5 cm),
po 2 ml na ptytk. Pozostawiano na 1 godziw celu polimeryzacji. Plukano trzykrotnie po
15 minut w wodzie w celu pozbyciagsiadmiaru Nal@ Pozostawiano do wyschigia. Tak

sporadzone plytki przechowywano w temperaturze pokojosdeekilku miesgcy.

Przygotowanie sond do drukowania na mikromacierzy

Stosuc funkcg OligoWalk, dostpna w programie komputerowym RNAStructure
4.6, uzyskiwano sekwencje pentamerow komplementarkyok po kroku, z przesugiem
co 1 reszt nukleotydow, do badanego RNA. Na podstawie tych sekwencji angnio
modyfikowane sondy z biblioteki izoenergetyczne,.

Wybrane z biblioteki roztwory wodne sondy zawiecgch C6-aminoheksylowy
tacznik pobrano w pmdanych ilgciach i odparowywano do sucha po prg Nastpnie,
sondy rozpuszczano w buforze do drukowania deesia 0,1 mM (zwykle w okjosci
20 ul). Przenoszono na 384 dotkewtytke do drukowania. Na ptytce umieszczano rownie

w kilku miejscach oligomer UUUUU lub sam bufor dakiowania jako kontrel negatywa.
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Drukowanie sond na mikromacierzy

W czasie drukowania zachowywano wilgai@®0%, stosowano 8-krotny ,preprint”,
kazda sond drukowano w iléci od 4 do 8 powtorze odlegidé pomidzy kolejnymi
nadrukowanymi punktami wynosita 750 lub 8Qdn. Po drukowaniu mikromacierze
inkubowano 16 godzin w 3T, zachowujc 100% wilgotné¢. Ptytki pokrywano 1 mfwiezo
przygotowanego roztworu do redukcji i inkubowanomiut. Po czym ptukano 3-krotnie po
15 minut w wodzie. Nagpnie inkubowano okoto 1 godziny w 1% roztworze SIS
temperaturze 5& w celu pozbycia gi nadmiaru sond nie zwdanych kowalencyjnie do
agarozy. Kolejny raz ptukano trzykrotnie po 15 ntinu wodzie. Gotowe mikromacierze

suszono w temperaturze pokojowe;.

2.25. Hybrydyzacja na mikromacierzy

W celu przeprowadzenia eksperymentu hybrydyzacjdala czasteczk RNA
znakowano radioizotopowo na @ 5 i oczyszczano naelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturagych.

Do pojedyncze] hybrydyzacji ywano okoto 200 000 cpm badanego RNA. W
wybranym buforze hybrydyzacyjnym, w etpsci 200 pl, RNA poddawano fatdowaniu
poprzez denaturacid minuty w 70C lub 95C (w przypadku DsrA RNA i jej fragmentow-
rejon 1l i spinka Ill) oraz renaturacPO minut w 25C.

W przypadku hybrydyzacji komplekséw RNA/biatko Hfigfjdowanie prowadzono w
zmniejszonej olefosci. Po renaturacji do mieszaniny reakcyjnej dodawdnatko w
odpowiednim sizeniu, tak aby uzyska pozadany kompleks, zawieszone w buforze
hybrydyzacyjnym i cal&t inkubowano w olgtosci 200 ul kolejne 20 minut w temperaturze
25°C.

W przypadku kompleksow RNA/RNA kda z czsteczek faldowano oddzielnie w
buforze hybrydyzacyjnym w oftjosci o potowe mniejszej od kacowej. Nastpnie roztwory
taczono i caté¢ inkubowano 20 minut w 2&. Chac hybrydyzowa kompleksy
trojsktadnikowe oba RNA rownie faldowano oddzielnie, kK@mows mieszanin (200 pl)
uzyskiwano przez patzenie roztworow obu zrenaturowanych RNA i biatkg.HMieszanir
inkubowano 20 minut w 2%&.

Tak przygotowane roztwory nanoszono na szkietko rosikopowe zawierage

nadrukowan macierz i przykrywano komerhybrydyzacyja. Hybrydyzacg prowadzono 16
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godzin w 4C lub 22C z zachowaniem 100% wilgotém otoczenia. Nagpnie roztwor

usuwano, po czym szkietka ptukano 1 lub 3 minut¢®@ w tym samym buforze, w ktorym
przeprowadzano hybrydyzacjSzkietka osuszano wimg je 2 minuty przy 2 000 rpm i
zawijano w przezroczystfolie. Wyniki eksperymentu wizualizowanozywajac ekrandow

odwzorowugacych oraz skanera materiatdw znakowanych radiopmi@ Typhoon 8600 lub
FLA-500. Kazdy eksperyment powtarzano kilkakrotnie a otrzymamggiki usredniano.

2.26. Analiza komputerowa wynikow mikromacierzowych

Do analizy intensywnii z jaka wiaze st badana cisteczka RNA do sondy na
mikromacierzy wykorzystywano oprogramowanie Imagaqu5.1 lub ArrayGauge V2.1.
Dalsze analizy prowadzono w programie Microsoft éxcPrzygto jako intensywne
rozpatrywa te miejsca wizania, ktore $od 1 do 3-krotnie stabsze od najintensywniejszego
miejsca wiazania,srednio intensywne od 3 do 9-krotnie stabsze, nadstrstabe od 9 do 27-
krotnie stabsze od najintensywniejszego. W andtza@ano po uwagtylko intensywne i
srednio intensywne miejsca swania sond. Powgze zasady stosowano w przypadku
hybrydyzacji pojedynczych ggteczek RNA. W przypadku analizy hybrydyzacji koeksiow
konieczne bylo zastosowanie bardzo indywidualnegdepcia do interpretacji kalego
eksperymentu. W takich eksperymentaclkesta poza rozpatrywaniem, ktére sygnaty s
intensywne srednio intensywne i stabe, poréwnywano intensy$rgygnaty pochodcego
od danej sondy z intensyw§ula sygnatu pochodgego od tej samej sondy w reakcji
kontrolnej i sprawdzano ilokrotnie jest on stabk#y mocniejszy.

Dla kazdego miejsca wizania sprawdzano mlbwvos¢ wysigpowania alternatywnego
miejsca wazania wykorzystyc funkcg ,fold RNA bimolecular”dostpnej w programie
RNAstructure. W rozwzaniach zwracano szczegéluwag na te alternatywne miejsca
wiazania, dla ktorych jednocagie obserwowano wranie z komplementagnsond,. Dla
kazdego alternatywnego miejsca przewidywano wrtenergii swobodnej powstatego
dupleksu. Program RNAstructure oblicza tylko w&it@nergii swobodnej dla dupleksu
RNA/RNA konieczne bylo wic stworzenie specjalnie oprogramowania na potrzeby
modyfikowanych sond. Oprogramowanie, z ktdérego kstano powstatlo na podstawie
parametrow najbliszego ssiedztwa ustalonych w Pracowni Chemii RNA dla dkpéev
RNA z modyfikowanymi oligonukleotydami. Do jego sivenia wykorzystano wzér podany
w rozdziale 11.1.5 (Cg¢ Literaturowa).
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2.27. Odzyskiwanie zaytych mikromacierzy

Szkietka mikroskopowe po przeprowadzeniu eksperymetybrydyzacji z
mikromacierz odzyskiwano do ponownegaycia poprzez trzykrotnie ptukanie po 15 minut
w wodzie. Nasipnie mikromacierz inkubowano okoto 1 godziny w 18&&tworze SDS w
55°C w celu pozbycia giczasteczek zhybrydyzowanych z sondami. Kolejny rakaho 3-
krotnie po 15 minut w wodzie. Odzyskane mikromamesuszono w temperaturze pokojowej
i uzywano ponownie. Jedn mikromacierz wywano wielokrotnie stosag procedug

odmywania po kadym eksperymencie hybrydyzaciji.
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