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Odpowiedz $cista jest jednym z najwazniejszych procesow zachodzacych w komorce
bakteryjnej. Dzigki aktywnosci jej czasteczki efektorowej — czterofosforanu guanozyny (ppGpp),
zachodza niezb¢dne zmiany w poziomie ekspresji wielu genéw, umozliwiajace komoérce przezycie w
obecnosci réznego rodzaju warunkow stresowych. Ze wzgledu na znaczenie tego globalnego procesu,
przez wiele lat prowadzone byly badania majace na celu wyjasnienie jego mechanizmu. Wigkszos¢ z
nich przeprowadzana byla z uzyciem szczepu bakterii Escherichia coli — MG1655. Szczep ten posiada
mutacje w genie rph, ktora wedtug doniesien literaturowych nie wptywa znaczaco na fenotyp bakterii.

Moje badania jednoznacznie wskazuja, ze szczepy bakteryjne posiadajace gen rph typu
dzikiego wykazuja inny sktad btony zewnetrznej w porownaniu do ich odpowiednikow z mutacja rph-
1. Zmiany te skutkuja wyzsza zdolno$cia do przyjmowania obcego DNA plazmidowego z
otaczajacego Srodowiska. Ponadto, przy braku aktywnosci gendéw relA i spoT, odpowiadajacych za
produkcje ppGpp w komorce E. coli, zauwazone rdznice ulegaja znaczacemu wzmocnieniu. Wyniki te
wskazuja na wystepujace powiazanie pomigdzy kodowana przez gen rph RNaza PH, a efektorem
odpowiedzi $cistej. Ponadto wraz z danymi literaturowymi sugeruja, ze produkty gendéw rph, relA i
spoT moga wplywaé na aktywnos¢ alternatywnej podjednostki 6 — 65, modyfikujac poziom ekspresji
z gendw znajdujacych si¢ w jej regulonie (odpowiadajacym za integralnos¢ bton komoérkowych
bakterii). Z tego tez wzgledu wyniki mojej pracy podkreslaja, jak waznym etapem w pracy naukowe;j
jest wybdr odpowiedniego szczepu do planowanych doswiadczen. Nawet potencjalnie nie
wywierajaca istotnego wptywu mutacja, w odpowiednim potaczeniu z innymi, teoretycznie bardzo
odleglymi zmianami moze okaza¢ si¢ istotna i wprowadza¢ zmiany, ktorych nie jesteSmy w stanie
przewidzie¢. Po dokladnym przeanalizowaniu dostepnej literatury, mozna stwierdzi¢, ze problem ten
jest czesto pomijany. Moze to ttumaczy¢, dlaczego rozne grupy badawcze uzyskuja przeciwstawne
wyniki dotyczace tych samych mechanizmoéw. Istnieje ryzyko, ze takie podejscie moze skutkowac
pewnymi biedami w rozumieniu podstawowych zaleznosci wystepujacych pomigdzy badanymi
czasteczkami.

Poza czasteczka czterofosforanu guanozyny, w odpowiedzi Scistej bardzo istotna rolg odgrywa
biatko DksA. Razem z ppGpp wptywa na wiele promotoréw, modulujac poziom ich ekspresji. Jednym
z nich jest promotor pR bakteriofaga lambda. Ze wzgl¢du na skomplikowang sie¢ potaczen, pomigdzy
oddziatujacymi na niego czynnikami, zaréwno bakteryjnymi jak i fagowymi, stanowi doskonaty
model badawczy. W 2009 roku wykazano, ze ppGpp i DksA dziataja na ten promotor w sposob
antagonistyczny. Ponadto, w ostatnich latach pojawily si¢ doniesienia o dwodch biatkach, GreA i GreB,

wykazujacych duze podobienstwo strukturalne do DksA, wczesniej poznanych jako regulatory etapu



elongacji transkrypcji. Wykazano, ze bialka te moga takze wywiera¢ wptyw na inicjacje transkrypcji.
Ze wzgledu na szczego6lna regulacje promotora pR przez biatko DksA (przeciwstawna do ppGpp),
poznanie efektu jaki wywotuja czynniki Gre na ten promotor, pozwoli lepiej zrozumie¢ ich funkcje
zwiazane z regulacja inicjacji transkrypcji.

Dane uzyskane w eksperymentach, opisanych w tej pracy, wskazuja, ze podobnie do biatka
DksA, biatko GreA jest aktywatorem promotora pR in vivo oraz in vitro. Mechanizm jego dziatania
polega na zwigkszeniu produktywnego wiazania si¢ polimerazy RNA do rejonu promotorowego pR.
Pomimo duzego podobienstwa strukturalnego do DksA i GreA, nie zaobserwowatam wptywu biatka
GreB na aktywno$¢ promotora pR. Poznanie mechanizmu ich dziatania na pR istotnie zwigksza nasza
wiedz¢ dotyczaca funkcji, jaka peilnia w komdrce bakteryjnej. Dodatkowo, uzupelnia schemat
regulacji tego niezwykle waznego modelu o kolejne czynniki bakteryjne i wskazuje, ze nasza wiedza

dotyczaca poziomu jego ekspres;ji jest nadal niekompletna.



