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Polimeraza RNA, glowny enzym odpowiedzialny za aktywno$¢ transkrypcyjna
komorki, jest celem dziatania wielu biatkowych i niebiatkowych czynnikéw regulujacych jej
aktywno$¢. Niewiele czynnikow regulatorowych wchodzi jednak w tak silny kontakt z
polimeraza RNA, aby umozliwi¢ wspdlne oczyszczanie podczas izolacji enzymu z komorki.
Dlatego tez bardzo interesujace byto odkrycie, iz podczas oczyszczania natywnej polimerazy
RNA z bakterii glebowej Pseudomonas putida powtarzalnie pojawia si¢ dodatkowa frakcja
rdzenia polimerazy RNA zwiazana z biatkiem o masie okoto 110 kDa. N-koncowe
sekwencjonowanie pozwolilo na zidentyfikowanie nowo odkrytego biatka jako
homologicznego do biatka RapA Escherichia coli (52% homologii). Biatko RapA P. putida
wiaze si¢ stabilnie z polimeraza RNA, jednakze w odroznieniu od RapA E. coli, oczyszcza si¢
wraz z rdzeniem polimerazy, a nie z jej holoenzymem.

We wstepnie przeprowadzonych badaniach wykazatam, ze biatko RapA oczyszczone
jako frakcja polimerazy powodowalo znaczna stymulacje transkrypcji z zaleznego od 6"
promotora pL bakteriofaga A jak réwniez z zaleznego od ¢>* promotora Po operonu dmp,
ktory cechuje odmienny od innych czynnikow ¢ mechanizm inicjacji transkrypcji.

Celem mojej pracy byto scharakteryzowanie roli biatka RapA P. putida w
transkrypcji. W tym celu w kolejnym etapie pracy biatko RapA oczyScitam niezaleznie od
polimerazy. Wykazatam, ze biatko to posiada aktywno$¢ ATPazy, ktéra jest znaczaco
stymulowana przez polimeraz¢ RNA, przy czym aktywno$¢ samej polimerazy jest
nieznaczna. Dalsze badania transkrypcji in vitro wykazaty, iz RapA-His P. putida aktywuje
transkrypcje z promotoréw zaleznych od réznych czynnikéw o, zarowno z zaleznych od
czynnika o'%: promotoréw pL i pR bakteriofaga lambda oraz promotora P1 genu rrnB, jak
rowniez aktywuje promotory zalezne od alternatywnych czynnikow o, ktore uruchamiane sa
w warunkach niedoboru sktadnikow pokarmowych oraz warunkach stresowych: c*-pO
operonu dmp, oF genu htrA, ¢** genu dnaK. Efekt ten obserwowatam glownie podczas
wielorundowej (,,multi-round”) przedluzonej reakcji transkrypcji oraz przy wysokich,
hamujacych aktywnos$¢ promotoréw stgzeniach soli. Jednakze aktywowanie transkrypcji
przez RapA bylo takze widoczne w optymalnym sktadzie buforowym, jak réwniez na
matrycy liniowej. Aktywacja ta byta widoczna zaréwno dla biatka RapA P. putida w reakcji z

holoenzymem polimerazy RNA P. putida jak i z holoenzymem E. coli. Z kolei analiza



poszczegodlnych etapdw procesu transkrypcji pozwolita stwierdzi¢, ze biatko RapA P. putida
wzmacnia stabilno$¢ komplekséw otwartych formowanych przez polimeraz¢ na promotorze.

Dodatkowo wykazalam istnienie zwiazku pomigdzy aktywnoscia ATPazy biatka
RapA 1 aktywacja transkrypcji przy jego udziale, co wskazuje na ztozona korelacj¢ pomigdzy
tymi procesami. Zwiazek pomigdzy aktywacja transkrypcji, a aktywno$cia ATPazy biatka
RapA zbadatam dzigki zastosowaniu form RapA ze zmodyfikowanymi domenami wigzacymi
nukleotydy, niezdolnych do hydrolizy ATP. Badania przeprowadzone z udziatem
zmienionych biatek wykazaty, ze ich aktywnos¢ ATPazy jest kilkakrotnie obnizona w
stosunku do biatka niezmienionego juz w przypadku pojedynczych mutantow.

W toku prowadzonych badan zaobserwowalam, ze P. putida pozbawiony rapA nie
wykazuje nawet jedynego obserwowanego dla E. coli defektu, jakim byta niezdolnos¢ do
wzrostu w obecno$ci wysokiego stgzenia soli, jednak wprowadzenie na plazmidzie i
kontrolowana nadprodukcja biatka RapA niezaleznie czy pochodzacego z E. coli czy P.
putida umozliwia odzyskanie zdolno$ci wzrostu szczepu E. coli ArapA w wysokim stgzeniu
soli.

Podjelam takze badania majace na celu okreslenie potencjalnej przewagi selekcyjnej
bakterii wynikajacej z obecnosci RapA, na ktéra moze wskazywac aktywacja transkrypcji z
promotoréw zaangazowanych w procesy przystosowania komorki do niekorzystnych
warunkoéw zyciowych. Przeprowadzitam badania krzywych wzrostu i1 przezywalnosci bakterii
w pozywce w warunkach limitujacych Zrédto azotu, sktadniki odzywcze oraz w warunkach
szoku termicznego. Poniewaz RapA nalezy do rodziny biatek zaangazowanych w napraweg
DNA zbadatam rowniez mozliwosci naprawcze szczepow rapA i ArapA zaréwno E. coli jak i
P. putida mierzonych poprzez badanie wrazliwosci na $wiatto UV. Rezultaty tych badan
wskazuja, iz brak biatka RapA nie powoduje obnizonej przezywalnosci bakterii w
testowanych warunkach stresowych. Z kolei konstrukcja fuzji operonowych z genem
reporterowym lacZ oraz luxAB umozliwita mi zbadanie aktywnos$ci badanych promotorow
podczas braku 1 nadprodukcji biatka RapA. Pozwolito to stwierdzi¢, iz niedobor biatka RapA
w komorce powoduje obnizona aktywnosc¢ in vivo jedynie promotora genu htrA.

Podsumowujac, przeprowadzenie zaplanowanych w mojej pracy doktorskiej badan
miato za zadanie zbadanie molekularnych mechanizmoéw aktywacji transkrypcji przez biatko
RapA P. putida, jak i jego roli fizjologicznej. Wykazatam, ze RapA jest aktywatorem
transkrypcji o aktywnosci ATPazy. Funkcja fizjologiczna biatka pozostaje nadal nie do konca
poznana, jednakze z funkcji jaka biatko rapA pelni w warunkach in vitro, moga wynika¢

rozne implikacje dotyczace jego dziatania w komorce. Pozwoli to na lepsze poznanie oraz



zrozumienie roli biatka RapA, begdacego dzigki swojej obecnosci w istotnej frakcji polimerazy

RNA waznym regulatorem transkrypcji.



