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Mate RNA s3 czgsteczkami zaangazowanymi w kontrole ekspresji wielu gendw w komorkach
bakteryjnych. Wykazujg wiele réznorodnych mechanizmoéw dziatania, ale zwykle wywierajg swdj
wptyw poprzez bezposrednie oddziatywanie z docelowym mRNA. Wiele z nich do prawidiowego
dziatania wymaga biatka Hfg. sSRNA wptywajg na przebieg odpowiedzi bakterii na stres oksydacyjny,
stres btonowy czy niedobér zelaza. Zaangazowane sg tez w kontrole takich proceséw jak wirulencja,
metabolizm wegla czy quorum sensing. Gral jest matym RNA Escherichia coli kodowanym w
regionie liderowym genu greA, najprawdopodobniej dziatajgcym in cis oraz in trans. Powstaje on w
wyniku wczesniejszej terminacji transkryptu greA. Samo biatko GreA jest czynnikiem
transkrypcyjnym zwiekszajgcym wierno$¢ transkrypcji i zapobiegajagcym zatrzymywaniu sie
kompleksu elongacyjnego polimerazy RNA. Gen greA ulega autoregulacji- nadprodukcja biatka GreA
in trans powoduje zmniejszenie ekspresji genu greA.

Celem niniejszej pracy byto ustalenie roli GraL w komdrce bakteryjnej. Skonstruowano 13
fuzji reporterowych potencjalnych celéw Gral z genem p-galaktozydazy. Zbadano zmiany ich
aktywnosci przy réinych poziomach GralL w komoérce. Najbardziej prawdopodobnym celem
molekularnym Gral okazat sie gen nudE, kodujgcy hydrolaze Nudix. Aktywnosé B-galaktozydazy fuzji
nudE-lacZ zmienia sie jednak réwniez w odpowiedzi na zmiany poziomu GreA. Nastepnie, w celu
potwierdzenia interakcji miedzy mRNA nudE a Gral, przeprowadzono eksperymenty in vitro typu
EMSA. GralL wigze sie do Hfg ale jest tatwo usuwany z tych kompleksow przez mRNA nudE.
Podsumowujac, ekspresja nudE jest najprawdopodobniej kontrolowana zaréwno przez Gral jak i
GreA.

Kolejnym etapem niniejszej pracy byto ustalenie roli GraL in cis. Uzywajgc fuzji
transkrypcyjnych zawierajgcych wybrane elementy rejonu promotorowego i liderowego greA z
genem [B-galaktozydazy ustalono, ze sekwencja Gral jest niezbedna i wystarczajgca do autoregulacji
ekspresji genu greA, tzn. nie zalezy od sekwencji promotora. Ponadto, Gral nie wymaga biatka Hfq
do dziatania in cis. Dodatkowo, za pomocg metody Northern blot zmierzono poziom Gral w
komédrkach w zaleznosci od wewngatrzkomérkowego stezenia GreA. Okazato sie, iz biatko to jest
niezbedne do produkcji Gral, ktérego poziom wzrasta przy nadprodukcji GreA in trans. Sugeruje to,
ze kontrola ekspresji greA odbywa sie na etapie terminacji Gral. Kolejne eksperymenty
potwierdzity, ze sekwencja terminatora Gral odgrywa wazng role w autoregulacji greA, chod
prawdopodobnie struktura drugorzedowa terminatora takze odgrywa w niej pewna role.

Przeprowadzono rowniez dodatkowe poszukiwania czynnikdw wptywajgcych na ekspresje
greA. Zrealizowano to konstruujgc biblioteki genomowe z losowymi insercjami transpozonu
niosgcego gen opornosci na kanamycyne. Wyniki sugerujg, iz zaburzenie ekspresji gendéw
zaangazowanych w metabolizm bton komdrkowych, odpowiedz na stres btonowy, oraz metabolizm
NAD i komérkowy potencjat redoks, wptywa na ekspresje greA/Gral.



