RNA jako centralny regulator adaptacji bakterii: mechanizmy i sieci interakcji

STRESZCZENIE

yboregulacja stanowi kluczowy element adaptacji bakterii, poniewaz regulatorowe

RNA pozwalaja szybko i precyzyjnie kontrolowaé ekspresje genéw w odpowiedzi na
stres i zmienne warunki $rodowiska. Efekt tej kontroli wida¢ na poziomie transkrypcji,
translacji i stabilno$ci mRNA, dzieki czemu komérka moze sprawnie dostosowywac ekspre-
sje gendw bez koniecznosci wytwarzania dodatkowych regulatoréw bialkowych. W regula-
cji uczestnicza zaré6wno elementy dzialajace lokalnie (m.in. ryboprzelaczniki, termosensory
iantysensowne RNA), jak i czasteczki dzialajace in trans, przede wszystkim sRNA, tworzace
rozbudowane sieci wplywajace na ekspresje wielu genéw jednoczesnie. Wielowarstwowos¢é
tych ukladow wzmacniaja biatka wiazace sSRNA oraz gabczaste RNA, ktére moduluja do-
stepnos¢ regulatorow i ksztaltuja zlozone sieci kontroli ekspresji genéw. Nowoczesne meto-
dy, takie jak Hfq-CLASH, umozliwiaja coraz lepsza identyfikacje tych oddzialywan in vivo.
Roéwnolegle rozwija sie nurt badan aplikacyjnych wykorzystujacy te mechanizmy w obsza-
rach biologii syntetycznej oraz w walce z antybiotykoopornoscia.

WPROWADZENIE

Ryboregulacja jest kluczowym mechanizmem adaptacyjnym bakterii, umoz-
liwiajacym dynamiczng regulacje ekspresji genéw w odpowiedzi na zmienne
warunki srodowiskowe i stresory. Mechanizm ten jest szeroko rozpowszech-
niony i ré6znorodny; wplywa na transkrypcje, translacje oraz stabilnoé¢ mRNA.
Obejmuje zaréwno elementy dzialajace lokalnie (in cis), takie jak antysensowne
RNA, termosensory czy ryboprzetaczniki, jak i na odleglos¢ (in trans) takie jak
male regulatorowe RNA (sRNA) czy biatka wiazace sSRNA. Ryboregulacja dzia-
ta poprzez réznorodne mechanizmy molekularne, z ktérych jednymi z najlepiej
opisanych sa [1]:

* blokowanie translacji: SRNA moga oddzialywa¢ z miejscem wigzania ryboso-
mu (ang. Ribosome Binding Site, RBS) w mRNA, uniemozliwiajac rozpoczecie
translacji,

* stabilizacja lub degradacja mRNA: interakcje miedzy sRNA a mRNA moga
prowadzi¢ do stabilizacji lub degradacji docelowego mRNA poprzez rekruta-
cje endorybonukleaz, takich jak RNaza E i RNaza 111,

* zmiana struktury RNA: regulatory RNA moga zmieniac¢ strukture docelowe-
go mRNA, odstaniajgc ukryte miejsca wigzania rybosoméw (np. w struktu-
rach drugorzedowych spinki do wloséw) lub miejsca ciecia RNaz.

Ryboregulacja pozostaje dynamicznie rozwijajacym sie obszarem badan.
Ostatnie odkrycia ujawniaja nowe mechanizmy i funkcje regulatoréw RNA, kt6-
re odgrywaja kluczowa role w adaptacji bakterii do zmieniajacych sie warun-
koéw srodowiskowych, stresu oraz ekspozycji na antybiotyki.

RYBOREGULAC]JA IN CIS

Ryboregulacja in cis u bakterii odnosi sie do mechanizméw regulacji ekspresji
genéw za pomoca RNA, ktore dziata w sposéb bezposredni na tej samej cza-
steczce RNA, z ktorej zostato transkrybowane.

Ryboprzelaczniki to unikalne elementy regulatorowe RNA, ktére znajduja
sie¢ na konicu 5 mRNA, w regionie nieulegajacym translacji (UTR). Wykazuja
zdolnosé¢ do bezposredniego wigzania matych czasteczek, takich jak witaminy,
koenzymy, aminokwasy czy jony, co prowadzi do regulacji ekspresji genéw bez
udziatu bialek. Sg szeroko rozpowszechnione w bakteriach, ale wystepuja takze
w innych organizmach, takich jak archeony, rosliny czy grzyby [2]. Ryboprze-
taczniki skladaja sie z dwéch gléwnych domen (Ryc. 1):
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Rycina 1. Schematyczna struktura ryboprzelacznika. Przykladowa struktura
mRNA wraz z regionem kodujacym i regionem 5"'UTR. Na rézowo zaznaczono
domeny ryboprzelacznika. Ligand po przylaczeniu sie domeny aptamerowej po-
woduje zmiane konformacji platformy ekspresyjnej w konsekwencji wplywajac
na ekspresje genow (aktywacja lub terminacja). Opracowano na podstawie [3].
Rycina zostata przygotowana przy wykorzystaniu BioRender.com.

i. domena aptamerowa - wysoce konserwowana struktura
RNA, kluczowa dla rozpoznania ligandu i jego selek-
tywnego wigzania,

ii. platforma ekspresyjna - struktura RNA, ktéra przecho-
dzi zmiany konformacyjne pod wplywem zwiazania
ligandu przez domene aptamerowa. Zmiany te wply-
waja na procesy transkrypgji, translacji lub na stabilnos¢
mRNA.

Mechanizm dzialania ryboprzelacznikéw opiera sie na
zmianach konformacji RNA indukowanych przez wiazanie
ligandu. Domena aptamerowa wraz z platforma ekspresyj-
na sa strukturami nachodzacymi na siebie. Obszar nacho-
dzacy to fragment, ktéry przelacza sie¢ miedzy domenami.

Zmiana konformagcji fragmentu przelgczajacego prowadzi
do wtaczenia go do platformy ekspresyjnej, zapobiegajac
tym samym tworzeniu si¢ konkurencyjnych struktur [3,
4]. Regulacja ekspresji genéw moze by¢ pozytywna lub ne-
gatywna, odbywa si¢ zaré6wno na poziomie transkrypcji,
jak i translacji (Ryc. 2) [4, 5]. Oprécz bezposredniego blo-
kowania badz aktywacji transkrypcji/translacji ryboprze-
taczniki moga wplywac na stabilnoé¢ mRNA. Przyktadem
jest ryboprzetacznik glmS, ktéry po zwigzaniu ligandu
(glukozamino-6-fosforanu) dziala jako rybozym i indukuje
autokatalityczne ciecie wlasnego transkryptu mRNA, pro-
wadzac do jego degradagiji [3].

Ryboprzetaczniki odgrywaja kluczowa role w adaptacji
bakterii do zmieniajacych sie¢ warunkéw srodowiskowych.
Regulujac ekspresje genéw zaangazowanych w biosynteze i
transport metabolitéw, umozliwiaja bakteriom oszczednos¢
zasobow energetycznych i materialowych (Tab. 1).

Wspélczesne badania nad ryboprzetacznikami obejmu-
ja ich zastosowanie jako biosensory oraz cele terapeutycz-
ne w projektowaniu antybiotykéw. Ryboprzelaczniki sa
potencjalnymicelamidziataniadlanowychantybiotykéw. Ze
wzgledu na swoja specyficznos¢ dla bakterii oraz kluczowa
role w regulacji szlakéw metabolicznych, modulowanie
ich aktywnosci moze prowadzi¢ do zahamowania wzrostu
patogenoéw bakteryjnych. Przykltadem jest zastosowanie
analogéw ligandéw ryboprzetacznikéw FMN (ang. flavin
mononucleotide) lub TPP (ang. thiamine pyrophosphate) jako
inhibitoréw wzrostu bakterii. Wykazano, ze analogi takie
jak rozeflawina (dla FMN) i pirytiamina (dla TPP) dziatajg
przeciwbakteryjnie po wczesniejszej aktywacji w komorce,
polegajacej na ich fosforylacji. W tej postaci wigza sie one
z wysokim powinowactwem do domeny aptamerowej ry-
boprzetacznika, powodujac zmiany konformacyjne w jego
strukturze. Skutkuje to zahamowaniem ekspresji genéw
odpowiedzialnych za biosynteze i transport kluczowych

Tabela 1. Przyklady bakteryjnych ryboprzelacznikow i ich funkgje.

Przykladowe

Przykladowe regulowane

Organizm Zrodlo

Mechanizm*

regulowane procesy

geny
E. coli (thiCEFSGH,

Operony thiCEFSGH, thiMD, thiBPQ)
Tiamino- Biosynteza, thiMD, thiBPQ Terminacja B. subtilis (thiC,
TPP irofosforan (TPP) metabolizm i thiC, operon tenA-tenl- transkrypcji, operon fenA- [6-8]
P transport tiaminy QoxB-thiSGF-yjbV, ylmB, — Represja translacji ~ tenl-goxB-thiSGF-
operon ykoFEDC, yua] yjbV, ylmB,
ykoFEDC; yua))
; Biosynteza .
Flawino- . . Terminacja
FMN mononukleotyd ! tll‘)anf?po%‘t (%eny:‘zb, ypas, transkrypcji, B. subtilis (6,9,
(FMN) ryborawiny, ribDEAHT Represja translacji 10]
metabolizm flawin
Szlaki asymilacji
SAMLI S-adenozylometio- siarczanéw oraz Transkrypty Terminacja B. subtilis (bakterie [11-
nina (SAM) biosyntezy cysteiny  zawierajgce Sbox transkrypcji Gram-dodatnie) 14]
i metioniny
Szlaki asymilacji . A. tumefaciens,
S-adenozylometio-  siarczanéw oraz Terminacja S. meliloti [14-
SAM-II . . . metA, metZ transkrypcji, ;
nina (SAM) biosyntezy cysteiny : .. (Alfaproteo- 17]
S Represja translacji .
i metioniny bakterie)
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Przykladowe Przykladowe regulowane

Mechanizm* Organizm Zrodto
regulowane procesy geny o

Regulacja
pozytywna - -

Ryboprzetacznik ] . . gcvTH, geoP; promowanie B. sublis ((?peron [18,

. Glicyna Metabolizm glicyny . gevT), S. griseus

glicynowy operon gcoT powstania TH. ool 19]

struktury (8coTH, geoP)

antyterminatora

purphowy wpu ipoksantyna,  mersboliom Operony xpl-phuXi | Terminacia B. subtils 2,
guaninowego ksantyna transport puryn purEKBCSQLFMNHD transkrypcji 24]

Biosynteza wici,
cykliczny di-GMP patogeneza, gbpA, operon figB
ruchliwosd, biofilm

c-di-GMP
(klasa I)

Terminacja V. cholerae, [28,
transkrypcji C. difficile 29]

Metabolizm Sciany
komorkowej, reakcja

AL . q na szok osmotyczny, Terminacja L [32,
c-di-AMP cykliczny di-AMP sporulacia, Operon kdpFABC transkrypot B. thuringiensis 33]
homeostaza

jonéw potasu

Regulacja
pozytywna

Metabolizm SAM - kontrola D). i

SAH i—adenozyl.o-L— (S.adex.'lozylome‘go— aheY, metH formf)wama (metH), [36]
omocysteina (SAH) nina) i detoksyfikacja terminatora (ahcY) P. syringae (ahcY)

SAH lub modulacja - Syrmg
dostepnosci
RBS (metH)

NAD* oraz jego

prekursory: NMN

(nikotynamidomo- ~ Homeostaza i Prawdopodobnie
nonukleotyd) i NR ~ metabolizm NAD+ Geny z motywem pruC represja translacji
(nikotynamido-

rybozyd)

*terminacja transkrypcji - tworzenie/stabilizacja struktury terminatora; represja translacji - maskowanie RBS i blokowanie przyfaczenia rybosomu

[39,

NAD*II 40]

Streptococcus sp.
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Rycina 2. Mechanizm dziatania ryboprzetacznikéw. Na zielono zaznaczono aptamer, na pomarariczowo platforme ekspresyjna.

my wyrézni¢ dwie gtéwne
klasy: stanowiace wiekszo$¢
ROSE-elements (ang. The
Repression of Heat Shock Gene
Expression) i termosensory
FourU. Kazda z klas posiada
w swojej sekwencji charak-
terystyczny konserwowany
motyw. Dla struktur typu
ROSE jest to motyw U(U-
/C)GCU, ktéry pozwala na
utworzenie spinki sekwe-

ﬁﬁ)

AKTYWACJA

Terminator

Eﬁ)

3
UuuA

REPRESJA strujacej miejsce wigzania
rybosomu. W przypadku
termosensoréw FourU mo-

p tyw UUUU zamyka RBS
poprzez bezposrednie paro-

' wanie z sekwencja AGGA w

> RBS———° RBS. W przypadku regulacji

AKTYWACJA ekspresji genéw w odpowie-
dzi na niskg temperature,

p mechanizm dzialania termo-
sensora ma charakter prze-

& facznika, a nie suwaka (Ryc.

5 x 3 3B). Wynika to z faktu, ze

REPRESJA w nizszych temperaturach
RNA  tworzy  stabilne

struktury drugorzedowe, co

A - Zwiazanie ligandu zapobiega tworzeniu si¢ terminatora transkrypcji. B - Zwiazanie ligandu powoduje zmiane konformacji uniemozliwia ich stopniowe

wiazac antyterminator i prowadzi do powstania terminatora transkrypcji. C - Zwigzanie ligandu odstania sekwencje wiazaca
rybosom (RBS) umozliwiajac przylaczenie sie rybosomu i start translacji. D - Zwigzanie ligandu powoduje zablokowanie RBS
w strukturze drugorzedowej, uniemozliwiajac przylaczenie rybosomu i rozpoczecie translacji. Opracowano na podstawie [5].

Rycina zostata przygotowana przy wykorzystaniu BioRender.com.

topnienie, charakterystycz-
ne dla modelu suwaka. Za-
miast tego, zmiana tempe-

kofaktoréw: tiaminy i ryboflawiny, poprzez przedwczesna
terminacje transkrypcji lub blokade translacji. W efekcie do-
chodzi do zaburzenia metabolizmu i zahamowania wzrostu
komoérek bakteryjnych [41, 42].

Termosensory to podobnie jak ryboprzelaczniki ele-
menty regulatorowe RNA, ktére znajduja sie najczesciej
na koricu 5’UTR mRNA. Te silnie ustrukturyzowane regio-
ny maskuja RBS, wptywajac w ten spos6b na efektywnosé
translacji. Pod wplywem zmiany temperatury struktury te
otwieraja sie, umozliwiajac rybosomom przylaczenie sie do
mRNA i rozpoczecie translacji. Czasteczki te sg bardzo czu-
te - potrafig reagowac na podwyzszenie, jak i obnizenie tem-
peratury nawet o 1°C. Termosensory znajduja si¢ najczesciej
w mRNA genéw kodujacych biatka szoku spowodowanego
wzrostem lub spadkiem temperatury, a takze zwiazane sa
z wieloma genami kodujacymi czynniki wirulencji bakterii
patogennych [43, 44]. Juz w 1993 r. zaproponowano mecha-
nizm regulacji ekspresji genu IcrF u patogennej bakterii Yer-
sinia pestis (czynnik etiologiczny dzumy - jednej z najbar-
dziej $miercionoénych choréb zakaznych w historii czlowie-
ka, odpowiedzialnej m.in. za pandemie , czarnej $mierci” w
XIV wieku). Gen ten koduje aktywator czynnikéw wiru-
lencji, ktérego ekspresja zalezy od struktury termosensora
obecnej w jego mRNA. [45].

Wyréznia sie¢ dwa mechanizmy dziatania termosenso-

réw [43] (Ryc. 3). Wiekszoé¢ z nich dziata wedtug mechani-
zmu suwaka (Ryc. 3A). Wsréd tych termosensoréw moze-
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Rycina 3. Mechanizmy dzialania termosensorow RNA. A - W modelu suwaka
termosensor RNA pozostaje w rownowadze miedzy konformacja zamknietg,

a otwartg. Wzrost temperatury powoduje stopniowe rozplatanie struktury i
odstoniecie sekwencji RBS, natomiast jej spadek sprzyja ponownemu utworze-
niu stabilnej struktury maskujacej RBS. B - W modelu przelgcznika wystepuja
dwie alternatywne, wzajemnie wykluczajace sie struktury, ktérych stabilnosé
zalezy od temperatury otoczenia. Opracowano na podstawie [43]. Rycina zostata
przygotowana przy wykorzystaniu BioRender.com.
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miedzy dwiema alternatywnymi, wzajemnie wykluczaja-
cymi sie konformacjami. Taka reorganizacja architektury
czgsteczki prowadzi do odstoniecia lub sekwestracji RBS,
co pozwala na natychmiastowe dostosowanie poziomu eks-
presji genow do warunkéw otoczenia [43].

Chociaz wiekszos¢ termosensoréw znajduje sie¢ w regio-
nie 5’UTR mRNA istniejg takie, ktérych elementy siegaja
daleko w gtab sekwencji kodujacej. Przyktadem takiej struk-
tury jest termosensor znajdujacy sie w genie rpoH Escheri-
chia coli, ktéry koduje alternatywna podjednostke polimera-
zy RNA 0%, ktéra jest gtéwnym aktywatorem biatek szoku
cieplnego. W temperaturze 30°C region od +1 do +27 nt
wraz z regionem od +112 do +208 nt w sekwengcji kodujacej
genu rpoH paruja ze soba, tworzac strukture blokujaca przy-
taczenie sie podjednostki 30S rybosomu, a w konsekwencji
hamujaca inicjacje translacji. Dodatkowe petle powoduja
takze maskowanie kodonu start. Wzrost temperatury do
42°C powoduje uwolnienie RBS i kodonu start, co zwieksza
wydajnos¢ translacji [43, 46].

Wykorzystanie naturalnych termosensoré6w RNA w ba-
daniach podstawowych oraz biotechnologii jest ograniczo-
ne ze wzgledu na ich duze rozmiary i zlozone struktury
drugorzedowe, jakie tworza. W odpowiedzi na te ograni-
czenia opracowano syntetyczne termosensory, o uprosz-
czonej budowie, ktére moga postuzy¢ do kontrolowanej
ekspresji genéw. Ich najwieksza zaleta jest niezaleznosc¢
od dodatkowych czasteczek regulatorowych, co znacznie
upraszcza konstrukcje ukladéw ekspresyjnych. Ze wzgle-
du na silnie konserwowany mechanizm inicjacji translacj,
syntetyczne termosensory moga by¢ potencjalnie wykorzy-
stywane w wiekszosci bakterii. Daje to szerokie mozliwo-
§ci ich zastosowania w regulacji ekspresji wielu genéw, w
tym réwniez tych, ktérych

wie od 1 do 4 petli. W bakteriach pelnia one kluczowa role
w regulacji ekspresji genéw, wplywajac na rézne procesy
biologiczne, takie jak replikacja DNA, translacja, stabilnos¢
mRNA oraz odpowiedz na bodzce srodowiskowe [48, 49].

asRNA dziatajg poprzez bezposrednia interakcje z ich
komplementarnymi czgsteczkami mRNA, co prowadzi do
réznych efektéw regulacyjnych (Ryc. 4). U Shigella flexneri,
patogenu jelitowego wywolujacego czerwonke bakteryijna,
gen icsA koduje bialko niezbedne do inwazji nabtonka je-
litowego oraz miedzykomoérkowego rozprzestrzeniania sie
bakterii miedzy komérkami gospodarza. W regionie genéw
virA (proteaza specyficzna dla a-tubuliny) i icsA zidenty-
fikowano cis-kodowane asRNA RnaG, transkrybowane z
nici komplementarnej do fragmentu 5 transkryptu icsA.
RnaG, po przytaczeniu sie¢ do mRNA icsA, powoduje zmia-
ne jego konformacji i utworzenie struktury terminatora, a w
konsekwencji przedwczesna terminacje transkrypcji (Ryc.
4A). Dodatkowo, poniewaz promotory genéw icsA i rnaG
sa konwergentne (skierowane ku sobie), transkrypcja z sil-
niejszego promotora dla rnaG moze ograniczac transkrypcje
icsA takze poprzez interferencje transkrypcyjna [50].

asRNA mogg réwniez hamowac translacje poprzez ma-
skowanie RBS w mRNA. Przykladem takiego mechanizmu
jest asRNA FinP. Jest ono transkrybowane z nici komple-
mentarnej do genu tra] kodujacego pozytywny regulator
ekspresji genéw transportu plazmidu koniugacyjnego F.
Ekspresja genu fraJ jest regulowana na poziomie potran-
skrypcyjnym przez asRNA FinP, ktére taczy sie z RBS w
mRNA tra], powodujac represje translacji (Ryc. 4B) [51].

asRNA moga tez wplywac na stabilnos§¢ mRNA poprzez
tworzenie duplekséw bedacych celem dla RNaz. W kontroli

catkowite wylaczenie jest
niemozliwe (np. gendéw

([(A) Terminacja transkrypcji)

niezbednych do przezycia
komorki). Chociaz poziom
ekspresji genéw regulowany
przez syntetyczne termosen-
sory nie doréwnuje obecnie
wydajnosci klasycznych
systeméw  indukowanych
chemicznie np. zaleznych od
IPTG, ich prostota, uniwer-
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induktoréw, czynia je obie-
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nierii genetycznej i biologii
syntetycznej [47].
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Rycina 4. Mechanizmy regulacji ekspresji genéw przez antysensowne RNA
Na fioletowo przedstawiono ulozenie genéw na obu niciach DNA oraz kierunek transkrypcji (strzatki). Kolorem niebieskim

nici kodujqcej dany gen. 58 oznaczano mRNA, a kolorem rozowym asRNA. A - Atenuacja transkrypcji icsA przez RnaG. B - Represja translagji traf przez
wysoce ustrukturyzowane’ FinP. Rybosom przedstawiono kolorem zielonym. C - Degradacja dupleksu CopA-CopT przez RNaze III i hamowanie ekspresji

zawieraja w swojej budo-
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repA. RNaze oznaczono kolorem jasnoniebieskim. Szczeg6towy opis w tekscie. Opracowano na podstawie [50-52]. Rycina zosta-
fa przygotowana przy wykorzystaniu BioRender.com.
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Tabela 2. Przyktady asRNA i ich funkcje biologiczne.

asRNA Cel Regulowany proces Mechanizm* Organizm Zrodlo
Wirulengja, adaptacja do niskiego poziomu Degradacja kompleksu S. enterica
AmgR mgtCBR Mg?, przezycie w makrofagach asRNA:mRNA sv. Typhi (531

S. enterica
sv. Typhi

ArsC rseC Regulacja pozytywna,
mechanizm nieznany

Synteza rzesek zalezna od RpoE [55]

Terminacja transkrypcji/

AsflhD flhD Degradacja asRNA:mRNA

Ruchliwosé E. coli [57]

Inwazja i kolonizacja komoérek nablonka jelita,

RnaG icsA o aa o enel 2
ruchliwos¢, rozprzestrzenianie miedzykomorkowe

Terminacja transkrypcji S. flexneri

System toksyna-antytoksyna, stabilizacja
plazmidu R1 i system po segregacyjnej
eliminacji komérek bezplazmidowych,

Sok hok-mok

Degradacja kompleksu

asRNA:mRNA £, gl [61]

SymR symE

System toksyna-antytoksyna, odpowiedz SOS

Represja translacji E. coli [64]

*represja translacji - wigzanie asRNA w 5'UTR mRNA powoduje maskowanie RBS i blokuje przylaczenie rybosomu

replikacji plazmidu R1 ekspresja repA (inicjator replikacji)
jest regulowane przez asRNA CopA, ktére paruje z komple-
mentarnym fragmentem liderowym CopT w mRNA repA.
Powstaly dupleks CopA-CopT jest ciety przez RNaze III, a
obnizenie aktywnosci RNazy III prowadzi do zwigkszenia
ekspresji repA, co wskazuje, ze to ciecie jest istotnym etapem
dziatania uktadu regulacyjnego (Ryc. 4C) [52].

Antysensowne RNA stanowia istotny element regulacji
ekspresji genéw u bakterii, uczestniczagc w kontroli wielu
proceséw komorkowych, takich jak odpowiedZ na stres i
kontrola wirulencji (Tab. 2).

RYBOREGULACJA IN TRANS - MECHANIZMY
REGULACJI EKSPRESJI GENOW PRZEZ
MALE REGULATOROWE RNA (sRNA)

Mate regulatorowe RNA (sRNA) to czgsteczki o dlugo-
$ci najczesciej miedzy 50 a 250 nt, ktdre sg bardzo istotnym
elementem mechanizméw potranskrypcyjnej regulacji eks-
presji genéw u bakterii. Kodowane in trans, czyli w innym
miejscu niz regulowana czasteczka, moga wplywac na eks-
presje wielu réznych genéw jednoczeénie w sposob posred-
ni lub bezposredni. Ta cecha sprawia, ze SRNA sa istotna
czescia wiekszych jednostek regulacyjnych, czyli regulo-
néw. W ten spos6b wplywaja one zaréwno na podstawowe
procesy komoérkowe, jak i na odpowiedz bakterii na zmien-
ne warunki srodowiska.

Typowe sRNA skladaja sie z 3 funkcjonalnych domen (Ryc.
5):
i. sekwencji komplementarnej do regulowanych mRNA,

90

ii. miejsca interakcji z bialkiem pomocniczym, np. Hfq,
ProQ,
iii. Rho-niezaleznego terminatora transkrypcji [65].

Badania nad genami i transkryptami sSRNA wskazuja, ze
ich funkcjonowanie wymaga precyzyjnej regulacji, obejmu-
jacej zaréwno kontrole transkrypcji, jak i mniej poznane me-
chanizmy potranskrypcyjne, w tym oddzialtywania z inny-

Rho-niezalezny
terminator

Biatka wigzace
sRNA

\LEI‘ERNA

Rycina 5. Struktura typowego bakteryjnego sSRNA. Mate RNA reguluja wiele
docelowych mRNA poprzez niepetne parowanie zasad, przez co do dziatania
wymagaja chaperonéw (biatek wiazacych) RNA. Transkrypcja SRNA zazwyczaj
koniczy sie Rho-niezaleznym terminatorem, ktory zwieksza stabilnos¢ sSRNA.
Aktywnosci sSRNA moga przeciwdziata¢ gabczaste RNA. Opracowano na pod-
stawie [65]. Rycina zostata przygotowana przy wykorzystaniu BioRender.com.
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mi RNA. Najnowsze odkrycia doprowadzily do sformuto-
wania koncepcji tzw. gabczastych RNA (ang. sponge RNAs)
w bakteriach (opis w dalszej czesci tekstu).

Male regulatorowe RNA kontroluja ekspresje genéw po-
przez bezposrednie oddziatywanie z mRNA. W przypad-
ku sRNA niepelna komplementarno$¢ umozliwia regulacje
wielu réznych transkryptéw przez jedna czasteczke. Dzie-
ki temu uczestnicza one w niemal kazdej globalnej odpo-
wiedzi u bakterii. W wiekszosci przypadkéw sRNA wiaza
sie¢ duzo czeéciej z koricem 5 niz koricem 3 mRNA [66].
Mechanizmy regulacji ekspresji genéw przez sRNA moga
mie¢ zaréwno pozytywny, jak i negatywny wpltyw, jednak
wiekszosé bakteryjnych sRNA wywiera efekt negatywny.
Czasteczki te moga maskowac¢ RBS, uniemozliwiajac tym
samym przylaczenie sie rybosomu i inicjacje translacji (Ryc.
6A). Kompleksy sRNA::mRNA moga by¢ celem dla RNaz,
powodujac ich nieodwracalng degradacje (Ryc. 6B). W przy-
padku regulacji pozytywnej sSRNA moga Iaczy¢ sie ze struk-
tura maskujaca miejsce wigzania rybosomu, odstaniajac ja i
umozliwiajgc rozpoczecie translacji (Ryc. 6C). W niektérych
przypadkach sRNA po zwigzaniu sie z 3" koricem mRNA
zapobiegaja degradacji mRNA przez RNazy, zwiekszajac
jego stabilnos¢ (Ryc. 6D) [67]. Bakterie wykorzystuja sSRNA
do regulacji r6znych proceséw biologicznych, ktére sa klu-
czowe dla ich przetrwania i adaptacji (Tab. 3).

sRNA moga by¢ wykorzystane jako cele terapeutyczne
lub narzedzia do zwalczania opornosci na antybiotyki. Pro-
jektowane celowane syntetyczne sSRNA moga stuzy¢ do ha-
mowania ekspresji kluczowych genéw odpowiedzialnych
za patogennos¢ bakterii. Przyktadem takiego zastosowania
jest platforma oparta na sSRNA RoxS i biatku Hfq Bacillus
subtilis, ktéra umozliwia zmniejszenie ekspresji genu folA
(reduktaza dihydrofolianowa) nadajacego K. pneumoniae
opornos¢ na trimetoprim. K. pneumoniae to patogen wywo-
tujacy powazne choroby zakazne, w tym zapalenie ptuc,
posocznice, zakazenia drég moczowych i zakazenia krwi.
Zmniejszenie ekspresji genu folA skutkowalo blisko 60% re-
dukcja wzrostu bakterii w obecnosci tego antybiotyku po-
kazujac, ze platformy oparte o sztuczne sSRNA umozliwiajg
tagodzenie fenotypéw zwigzanych z wirulencja bakterii
[110].

Gabczaste RNA to czasteczki, ktére wigza inne sRNA,
aby tlumié¢ ich funkcje regulacyjne. Termin ,gabczaste
RNA” odnosi sie do ich unikalnej zdolnosci do wytapy-
wania i sekwestrowania czasteczek sSRNA, co przypomina
dzialanie molekularnej gabki. Moga one by¢ kodowane jako
niezalezne transkrypty z wlasnymi promotorami, przetwo-
rzone z istniejacych transkryptéw lub pochodzace z regio-
néw miedzygenowych czy tRNA [111]. Pierwsze gabczaste
RNA zidentyfikowano w 2009 roku u bakterii S. enterica.
Operon chbBCARFG koduje bialka odpowiedzialne za meta-

Tabela 3. Przyklady sRNA i ich funkcje biologiczne.

sRNA Regulowane procesy Ekspresja Zrédta
s .

Regu!on o stres oksydacy] /A Indukowana w warunkach tlenowych i
ruchliwo$¢, wirulencja, modyfikacje . .

ArcZ li . N podczas stacjonarnej fazy wzrostu, [68, 69]
ipopolisacharydu, formowanie biofilmu, Represia przez ArcA
mutageneza, regulon ArcB/ArcA presjap
Regulon 0°, biosynteza éciany komoérkowej, . 8 e

DsrA B e — Indukowana niska temperatura i niskim pH [70, 71]
Pobieranie i metabolizm aminokwasow, Indukowana wysokim stezeniem glicyny, aktywowana przez

GevB metabolizm wegla i azotu, stres oksydacyjny, wy 2 geyny, axtyw P [72-76]

. GcevA, represja przez GevR, wykladnicza faza wzrostu

stres spowodowany niskim pH

MicA Stres zwigzany z uszkodzeniem oston Zalezna od o* wywotana uszkodzeniem oston, [77-79]
komoérkowych, regulon PhoQ/PhoP indukowana podczas stacjonarnej fazy wzrostu

MicC Przebudowa btony zewnetrznej (poryny), wirulencja Represja przez OmpR [80, 81]
Przebudowa blony zewnetrznej (poryny,

OmrA/B  receptory zwigzkow zelaza), formowanie Indukowana przez OmpR i wysokg osmolarnosé [82-86]
biofilmu, ruchliwosé, regulon EnvZ/OmpR
Regulon o®, ruchliwosé, ochrona komérek przed . . . [68,

OxyS usrkodzeniamt DNA (opormeés na aminoglikozyey Aktywowana przez OxyR, indukowana w stresie oksydacyjnym 87-89]
Quorum sensing, formowanie biofilmu, .. . . "

Qrr rste e se e Aktywowana przez LuxO, w niskim zageszczeniu komérek [90-93]

RorA Regulon o, wirulencja, formowanie biofilmu, Aktywowana prez ResB [94-98]

P koniugacja, odpowiedz na niskie pH Indukowana uszkodzeniem oston komérkowych
R Stres,zw1qzany “ uszkodzeEmem osion Zalezna od o* wywotana uszkodzeniem oston,
ybB komérkowych - regulon o przebudowa indukowana podczas stacjonarnej fazy wzrostu (78, 791

blony zewnetrznej (regulacja OMPs) P ] )1azy
Homeostaza zelaza, oddychanie komérkowe,
odpowiedz na stres oksydacyjny, biosynteza Indukowana niskim stezeniem jonéw zelaza,

RyhB . : d . . [99-103]
polisacharydu otoczkowego, wirulencja, Represja przez Fur (ang. Ferric uptake regulator)
formowanie biofilmu, regulon Fur
Wirulencja, formowanie biofilmu, Doktadny mechanizm nieznany, wzrost ekspresji

SaaS - . . . [104-106]
ruchliwos¢, patogeneza w warunkach symulujacych infekcje

Spot42 Represja kataboliczna Represja przez CRP i niskie stezenie glukozy [107-109]
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ci regulacyjnych, stanowiac

ekspresji genéw i podkre-
Slajac zlozonos$¢é oraz wie-
lopoziomowos¢ bakteryjnej
odpowiedzi na zmiany $ro-
dowiskowe.

DEGRADACJA

) BIALKA WIAZACE SRNA

Rycina 6. Mechanizmy potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow przez sRNA u bakterii Gram-ujemnych. Rybosom (fioleto-
wy), RNaza (jasnoniebieski). A - Blokowanie translacji przez maskowanie RBS. B - Kompleks sSRNA:mRNA rekrutuje RNazy,
co powoduje jego degradacje i silng nieodwracalna represje. C - SRNA wiaze strukture maskujaca RBS aktywujac translacje.

D - Dwuniciowy kompleks SRNA::mRNA zapobiega degradacji przez RNazy zwigkszajac stabilnos¢ mRNA. Opracowano na

podstawie [67]. Rycina zostala przygotowana przy wykorzystaniu BioRender.com.

Biatka wiazace sRNA pel-
nia kluczowa role w regulacji
potranskrypcyjnej u bakterii,
wplywajac na stabilnos¢, ak-

bolizm chitobiozy (dimer N-acetyloglukozaminy). Odkryto,
ze RNA pochodzace z regionu znajdujacego sie miedzy ge-
nami c¢hbB i chbC w obecnosci chitooligosacharydéw paruje
z sRNA ChiX, promujac jego degradacje. ChiX, kiedy nie ma
chitooligosacharydéw, negatywnie wplywa na ekspresje
chiP, kodujacego poryne umozliwiajaca przejscie chitobiozy
przez zewnetrzng bione bakteryjna [112].

Ekspresja gabczastych RNA, podobnie jak sRNA, moze
by¢ zalezna od warunkéw Srodowiskowych. W okreslo-
nych warunkach liczba gabczastego RNA moze wzrastad,
w konsekwencji sekwestrujac sSRNA i uniemozliwiajac mu
wigzanie si¢ z odpowiednimi mRNA. Kompleksy te moga
by¢ albo kierowane do degradacji przez RNazy, albo utrzy-
mywane jako stabilne kompleksy do momentu ponownej
zmiany warunkow srodowiskowych. Stezenie gabczastego
RNA moze réwniez pozostawac¢ wzglednie stale, podczas
gdy poziom sRNA zmienia si¢ w odpowiedzi na warunki
srodowiskowe. Przy niskim stezeniu sSRNA czasteczki te sa
skutecznie sekwestrowane przez gabczaste RNA. W odpo-
wiedzi na zmiane warunkéw stezenie SRNA moze gwal-
townie wzrosnac i przewyzszy¢ stezenie gabczastego RNA.
Dzieki temu czes¢ sSRNA pozostaje wolna i moze wchodzié
w interakcje z docelowym mRNA [113].

Gabczaste RNA zidentyfikowano zaréwno u bakte-
rii Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich. Reguluja one
ekspresje SRNA zaangazowanych w takie procesy jak np.
homeostaza zelaza (sRNA/gabczaste RNA: RyhB/AspX,
FnrS/AsxR, PrrF1/SkatA i FsrA/RosA), gléd weglowy
oraz metabolizm wegla (sRNA/gabczaste RNA: SisA-D/
CrfA, RoxS/RosA i RsaE/Rsal), ogélna odpowiedz na stres
(sSRNA/gabczaste RNA: CyaR/ArcZ), homeostaza blony
zewnetrznej (sSRNA/gabczaste RNA: RybB/FtsO i MicF/
OppX), synteza i transport aminokwaséw (sRNA/gabcza-

92

tywnos¢ i interakcje sSRNA z
docelowymi mRNA. Wsréd
najwazniejszych biatek wiazacych sRNA wyréznia sie Hfq,
ProQ i CsrA.

Hfq jest dobrze poznanym chaperonem RNA, ktéry od-
dziatuje z wiekszoscia SRNA kodowanych in trans u bakte-
rii Gram-ujemnych. Hfq dziata jako heksamer, ktéry ma co
najmniej 3 powierzchnie oddziatujace z RNA [115-117]. Po-
wierzchnia proksymalna taczy sie z fragmentami bogatymi
w nukleotydy uracylowe, powierzchnia dystalna z motywa-
mi bogatymi w adeniny (AAN: A - adenina; N - dowolny
nt), a powierzchnia boczna z jednoniciowymi fragmentami
RNA bogatymi zaréwno w adeniny, jak i uracyl.

Mozemy wyrézni¢ dwie klasy sRNA oddziatujace z Hfq
(Ryc. 7). Klasa 1 to sSRNA wiazace sie do proksymalnej stro-
ny Hfq za pomocg bogatego w uracyl motywu 3’-koricowe-
go terminatora Rho-niezaleznego. Drugie miejsce wigzania
znajduje sie¢ w czesci bocznej Hfq, gdzie wykorzystuje mo-
tyw bogaty w A/U. Docelowe mRNA wigza sie z dystal-
na strong Hfq za pomoca motywu AAN. W klasie 2, SRNA
réwniez wiaze sie ze strong proksymalna, jednak jego dru-
gie miejsce wiazania znajduje si¢ na stronie dystalnej (z wy-
korzystaniem motywu AAN), a nie na obreczy Hfq. Doce-
lowe mRNA musza wigzacé sie z powierzchnig boczna Hfq,
poniewaz dystalna strona jest zajeta przez sRNA [116, 117].

Gléwne funkcje Hfq obejmuja:

i. stabilizacje SRNA oraz ich komplekséw z mRNA,

ii. ulatwianie parowania miedzy sRNA a docelowymi
mRNA,

iii. regulacje translacji poprzez blokowanie dostepu ryboso-
mu do miejsca wigzania lub zmiany struktury mRNA,
co moze zwiekszac dostepnoéc¢ RBS dla rybosomu,
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iv. ponadto Hfq uczestniczy w procesach degradacji RNA
poprzez interakcje z RNazami, takimi jak RNaza E [116-
118].

ProQ jest mniej poznanym chaperonem RNA, ale jego
znaczenie jako regulatora potranskrypcyjnego roénie. ProQ
nalezy do bialek wiazacych RNA z rodziny FinO. W przeci-
wienistwie do Hfq, ProQ ma znacznie wigeksze powinowac-
two do dwuniciowych niz jednoniciowych struktur RNA i
dziata jako monomer. Nie faczy sie z konkretna sekwencja,
a z przestrzennymi strukturami, jakie tworzy RNA. U E. coli
ProQ skfada sie z dwéch domen polaczonych nieustruk-
turyzowanym fragmentem. Domena N-koncowa biatka
(NTD) wykazuje homologie do N-koricowych domen in-
nych bialek z rodziny FinO. Domena znajdujaca sie na C-
-konicu cze$ciowo przypomina eukariotyczng domene Tu-
dor. W interakcjach pomiedzy sRNA a mRNA biora udziat
obie domeny biatka. Wydaje si¢ jednak, ze to domena C-
-koricowa odgrywa kluczowa role w tym procesie [117, 119,
120].

Mechanizmy regulacji ekspresji genéw przez ProQ i
skutki jego interakcji z kompleksami sRNA::mRNA nie sa
jeszcze dokladnie poznane. W przeciwienstwie do Hfq,
regulatorowe RNA oddziatujace z ProQ to w wiekszosci
asRNA dziatajace in cis, a nie SRNA dzialajace in trans. W

(—( Powierzchnie Hfq )ﬁ

Dystalna

Boczna Proksymalna

r 7 3
A
(1 Klasa sSRNA )

| 1 klasa sRNA }

3_uuuu B
e
-(AlU),
%5 3
RBS—_»

7 S %
A/
‘ rn
5 (AAN),
mRNA

{ 2 klasa sRNA ', N

sRNA

3
UuuU= ;
rrreet 5

—
m: (AU)s mRNA

| J/

Rycina 7. Klasy sSRNA i powierzchnie ich odziatywania z Hfq. Na gérze po-
kazano 3 powierzchnie Hfq oddziatywujgce z sSRNA. sRNA dzielg si¢ na dwie
rézne klasy. Klasa 1 oddzialuje z powierzchnia proksymalna i boczng, a klasa 2
z powierzchnig proksymalng i dystalng Hfq. Opracowano na podstawie [116].
Rycina zostala przygotowana przy wykorzystaniu BioRender.com.

Postepy Biochemii 72 (2) 2026

proponowanym mechanizmie regulacji translacji ProQ
tworzy kompleks z sSRNA RaiZ i mRNA hupA, stabilizuje
g0, wzmacniajac w ten sposoéb zalezna od RaiZ, represje
translacji hupA. Inne potencjalnie wystepujace mechanizmy
to ochrona mRNA badz komplekséw mRNA::sRNA przed
degradacja przez rybonukleazy [120]. Niektére sSRNA takie
jak RybB u Salmonella sp. moga dziata¢ zaré6wno z Hfq, jak
i z ProQ sugerujac komplementarne badz antagonistyczne
dziatanie tych dwoch biatek [117].

CsrA (ang. Carbon Storage Regulator A) to biatko wiazace
RNA, ktére petni kluczowa role w regulacji potranskrypcyj-
nej u bakterii. Jest ono centralnym elementem systemu Csr,
ktéry reguluje réznorodne procesy metaboliczne i fizjolo-
giczne, takie jak metabolizm wegla, ruchliwos¢, tworzenie
biofilmu, quorum sensing (wyczuwanie liczebnosci bakte-
rii) [121].

Funkcja CsrA polega gléwnie na repres;ji translacji, bial-
ko to wiaze sie z miejscem RBS w mRNA, blokujac dostep
rybosomu. W niektérych przypadkach CsrA moze jednak
dziata¢ odwrotnie - stabilizujac mRNA, co sprzyja bardziej
efektywnej translacji.

CsrA to homodimer, ktory faczy sie z motywem GGA
znajdujacym sie czesto w petlach struktur spinek (ang.
hairpin loops) na docelowych czasteczkach RNA. U E. coli
wystepuja dwa sRNA: CsrB i CsrC, ktére dzialaja antago-
nistycznie wobec bialka CsrA. W swojej budowie posiadaja
wiele struktur spinek z motywem GGA, dzieki czemu moga
skutecznie sekwestrowaé CsrA. Jedna czasteczka CsrB lub
CsrC moze faczy¢ sie odpowiednio az z 9 1 5 czasteczkami
CsrA [122].

Poza antagonistycznym dziataniem sRNA wobec CsrA
opisano takze inny rodzaj interakcji miedzy nimi. CsrA wia-
Ze sie w spos6b specyficzny z sSRNA Spot 42. Potwierdzono
to poprzez mutacje w motywie GGA, ktére znaczaco osta-
biaja to wigzanie. Wigzanie CsrA do Spot 42 chroni je przed
degradacja przez RNaze E, maskujac dwa miejsca cigcia w
poblizu motywu GGA. W ten sposéb CsrA zwieksza stabil-
nosc¢ Spot 42, co promuje regulacje zalezna od tego sRNA
[123].

Integracja bialek wiazacych sRNA np. Hfq z nowocze-
snymi metodami biologii molekularnej takimi jak CLASH
(ang. Cross-linking, Ligation, and Sequencing of Hybrids) po-
zwala na precyzyjna identyfikacje sieci interakcji RNA w
warunkach in vivo z duza specyficznosdcig. Metoda ta wy-
korzystuje promieniowanie UV do utrwalenia komplekséw
biatkowo-nukleinowych, a nastepnie ligacje sasiadujacych
czasteczek RNA w trwate hybrydy, co po sekwencjonowa-
niu umozliwia jednoznaczna identyfikacje oddzialujacych
ze soba czasteczek sRNA i mRNA. Wykorzystujac natu-
ralng zdolnos¢ Hfq do stabilizowania kompleksow sRNA-
=mRNA, technika ta pozwala na zastosowanie silnych
warunkéw denaturujacych (m.in. wysokiej sity jonowej i
detergentéw) podczas etapu oczyszczania. Pozwala to na
wyeliminowanie niespecyficznych oddziatywan, zapew-
niajac wysoka specyficznoé¢ mapowania sieci oddziatywar
RNA-RNA oraz minimalizacje szumu podczas sekwencjo-
nowania. Dzieki temu Hfq staje sie kluczowym elementem
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pozwalajacym na odréznienie funkcjonalnych komplekséw
sRNA:mRNA od przypadkowych interakcji [124].

PODSUMOWANIE

Ryboregulacja jest kluczowym mechanizmem adapta-
cyjnym bakterii, umozliwiajagcym dynamiczna regulacje
ekspresji genéw w odpowiedzi na zmienne warunki srodo-
wiskowe i stresory. Jest zjawiskiem szeroko rozpowszech-
nionym i bardzo ré6znorodnym, poniewaz moze wplywaé
na transkrypcje, translacje oraz stabilnoé¢ mRNA. Obejmuje
zaréwno elementy dzialajace lokalnie (in cis), jak i regulato-
ry dzialajace na odleglos¢ (in trans). Zaleta podejécia oparte-
go na regulatorach RNA jest tez to, ze moze omija¢ koniecz-
nos¢ syntezy biatkowych regulatoréw (brak etapu translacji
regulatora), co sprzyja oszczednosci energii i umozliwia
szybszg, czesto odwracalng odpowiedz komorki.

Wspbélczesne badania pokazuja, ze regulatory RNA nie
moga by¢ postrzegane jako pojedyncze elementy, lecz jako
czesci ztozonych i wielopoziomowych sieci interakcji. Wza-
jemne powiazania umozliwiaja bakteriom szybka integracje
odpowiedzi na wiele czynnikéw srodowiskowych jedno-
czesnie. Kolejng warstwe tej kontroli stanowiq biatka wiaza-
ce RNA oraz gabczaste RNA, ktére modulujac dostepnosé
poszczegdlnych regulatoréw, wplywaja na strukture sieci
regulacyjnych.

Nowe techniki, takie jak opisana wyzej metoda Hfg-
-CLASH, pozwalaja na identyfikacje coraz wiekszej liczby
interakcji RNA-RNA oraz RNA-biatko in vivo. Takie roz-
wigzania umozliwiaja przejécie od czasteczek identyfiko-
wanych jedynie in silico do poznania realnie wystepujacych
interakcji. Stale rozwijaja sie mozliwosci wykorzystania na-
turalnie wystepujacych mechanizméw ryboregulacji bakte-
rii w badaniach aplikacyjnych. Kierunek przysztych badan
nad ryboregulacja wyznaczaja m.in. dwa nurty. Pierwszym
jest biologia syntetyczna, w ktérej naturalne mechanizmy
stuza jako gotowe moduty do projektowania sztucznych
ukladéw umozliwiajacych precyzyjna kontrole ekspresji
genéw. Drugim kluczowym kierunkiem sa zastosowania te-
rapeutyczne, gdzie projektowane sRNA i analogi ligandéw
ryboprzelacznikéw staja si¢ innowacyjng broniag w walce z
antybiotykoopornoscia. Rozwiazania te umozliwiaja celo-
wane wyciszanie genéw niezbednych dla patogennosci.

Glownym wyzwaniem we wspolczesnych badaniach
nad ryboregulacja pozostaje walidacja funkcjonalna ogrom-
nej liczby czasteczek przewidywanych in silico. Dotyczy to
réwniez regulatorow identyfikowanych przy uzyciu wyso-
koprzepustowych metod sekwencjonowania. Dane bioin-
formatyczne i eksperymentalne czesto nie pokrywaja sie ze
soba. Nalezy pamietac, ze regulatory RNA, takie jak sRNA,
moga ulegac ekspresji w odpowiedzi na specyficzne warun-
ki srodowiskowe. Czesto nie da si¢ ich w pelni odzwiercie-
dli¢ w warunkach laboratoryjnych.

Ostatecznie zacieranie sie granic miedzy RNA koduja-
cym a niekodujacym, wynikajace z odkrywania krétkich
ramek odczytu wewnatrz sRNA, zapowiada kolejng rewo-
lucje w naszej wiedzy o bakteryjnej ryboregulacji [125].
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Riboregulation is a key component of bacterial adaptation, as regulatory RNAs enable rapid and precise control of gene expression in respon-
se to stress and fluctuating environmental conditions. This control is exerted at the levels of transcription, translation, and mRNA stability,
allowing the cell to efficiently adjust gene expression without the need to produce additional protein regulators. Regulation involves both
locally acting elements (including riboswitches, thermosensors, and antisense RNAs) and in trans acting molecules primarily sSRNAs which
form extensive networks affecting the expression of many genes simultaneously. The multilayered nature of these systems is further enhan-
ced by sRNA-binding proteins and RNA sponges, which modulate the availability of regulators and shape complex gene expression control
networks. Modern methods like Hfq-CLASH enable better identification of these interactions in vivo. In parallel, applied research leverages
these mechanisms in synthetic biology and against antibiotic resistance.
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