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Abstract 

There are several ribonucleases (RNase) in Escherichia coli and presumably, each one 

has an important role in RNA metabolism. After an individual RNA has been fully transcribed, 

the fate of that RNA is determined by its sequence, structure, and availability of RNases, which 

may be determined by conditions inside and outside of the cell. During growth periods, the 

majority of RNA degradation is carried out by RNase II, RNase R, and polynucleotide 

phosphorylase, which lead to the generation of small RNA fragments. Small RNAs (sRNAs) 

play a central role in regulating almost all physiological processes in bacteria. Majority of those 

sRNAs base pair with their targets and modulate their expressions. RyeA, previously known 

as SraC in Escherichia coli, is transcribed from a DNA strand complementary to the one from 

which another stationary phase induced sRNA RyeB/SdsR is synthesized. RyeA and RyeB in 

the stationary phase constitute a toxin-antitoxin system where RyeA normalizes the 

accumulation of RyeB toxin by acting as RNA sponge. Ectopic expression of RyeA was 

reported to diminish the RyeB accumulation by serving as a RNA trap. Aside from that, no 

more information is known about the regulation of RyeA expression. In the present work, we 

have systematically investigated the regulation of RyeA expression in different growth phases 

and identified that RyeA expression is regulated neither by stationary phase-specific σ-factor 

nor by RNA chaperone Hfq. A dual function ribonuclease RNase BN mitigates its expression 

in the exponential phase and stabilizes the RyeA expression upon the deletion of rbn gene. 

Thus, the lower abundance of RyeA in the early exponential growth phase turned out to be the 

outcome of its degradation by RNase BN/Z. 

 RyeA is an acid stress inducible sRNA, and global stress responsive factor RpoS was 

not found to regulate RyeA induction. RyeB under low pH condition was also stimulated by 

~4-fold in the form of ryeB-pphA dicistronic transcript. However, RyeB population was found 

to be decreased by > 50% under the same condition by the decoy action of enhanced RyeA 
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accumulation. Investigation of the mechanism-why is RyeA induced at low pH in the 

exponential phase, revealed that RNase BN/Z, which catabolizes RyeA in the exponential 

phase, appeared to be highly sensitive to low pH. Both mRNA and protein levels of RNase BN 

transpired to be decreased to < 10% of their initial population. GcvB, a sRNA which protects 

rbn mRNA in the exponential phase, emerged as acid stress sensitive sRNA in this study. Thus, 

the expression of RyeA under acid stress is regulated by a feed-forward mechanism to 

normalize the RyeB profusion. These regulatory mechanisms will help identify the primary 

role of RyeA in E. coli. 

Furthermore, E. coli adaptation at elevated pH (9.0) has been extensively studied the 

alkaline stress response of RNase BN expression profile in relation to pspF transcription factor 

regulation. Phage shock protein F (pspF) protects the bacteria during stress, which encodes a 

transcriptional activator named for its role in phage shock protein response and it activates the 

target operons (pspABCDE and pspG) by σ54-dependent transcription. It was observed that at 

high pH, the production of RNase BN has been increased. Simultaneously the expression of 

pspF was also increased after stress, while at low pH, it was completely degraded. This study 

showed the stress (pH) specific expression of RNase BN and observed that the RNase BN up-

regulated the transcription of pspF by up-regulating itself. 

The final part of the thesis covers the regulatory role of ribonuclease D (RNase D) on 

small RNA expression. Based on the result obtained, it was elucidated that RNase D was 

identified as an important regulator, which modulates the expression of RyeA during the 

exponential phase, simultaneously the RyeB expression, which is σ-factor dependent also 

increase its expression in exponential phase upon deletion of rnd gene. This part also covers 

the regulation of RNase D on CsrB, McaS, and IsrC expression. The expression of CsrB, and 

McaS are increased in wild type, while this expression remains constant in RNase D mutant 

cells. Thus, it confirms that there was no regulation of CsrB, and McaS by RNase D. But in the 
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case of IsrC, expression was increased in the stationary phase in the wild-type. However, IsrC 

expression was increased in the early exponential phase upon the deletion of rnd gene. It 

indicates that the rnd also regulates IsrC expression. RNase D also plays a role in the regulation 

of the CsrA gene. The expression of CsrA was increased in the stationary phase in RNase D 

mutant cells. However, it was almost constant in wild type cells.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



सार 

एस्चेरिचचया कोलाई में कई िाइबोनू्यक्लियूसेस (RNase) हैं औि संभवतः, आिएनए चयापचय में प्रते्यक 

की महत्वपूर्ण भूचमका है। चकसी व्यक्लि के RNA को पूिी तिह से स्थानांतरित किने के बाद, उस RNA 

के भाग्य को RNases के अनुक्रम, संिचना औि उपलब्धता द्वािा चनर्ाणरित चकया जाता है, जो सेल के अंदि 

औि बाहि की क्लस्थचतयो ंद्वािा चनर्ाणरित चकया जा सकता है। चवकास की अवचर् के दौिान, आिएनए क्षिर् 

का अचर्कांश भाग RNase II, RNase R, औि पॉली नू्यक्लियोटाइड फॉस्फोिाइलेज द्वािा चकया जाता है, 

जो छोटे RNA अंशो ंकी पीढी का नेतृत्व किते हैं। छोटे आिएनए (sRNAs) बैक्टीरिया में लगभग सभी 

शािीरिक प्रचक्रयाओ ंको चवचनयचमत किने में एक कें द्रीय भूचमका चनभाते हैं। उन sRNAs बेस पेयि के 

अचर्कांश अपने लक्ष्ो ंके साथ औि उनके भावो ंको संशोचर्त किते हैं। RyeA, चजसे पहले Escherichia 

coli में SraC के रूप में जाना जाता है, को एक डीएनए स्ट्र ैंड सक्लिमेंटर ी से पे्रचित चकया जाता है चजसमें से 

एक औि क्लस्थि चिर् पे्ररित sRNA RyeB / SdsR संशे्लचित होता है। क्लस्थि चिर् में RyeA औि RyeB 

एक चवि-िोर्ी प्रर्ाली का चनमाणर् किते हैं जहााँ Rye RNA सं्पज के रूप में कायण किके RyeB चवि के 

संचय को सामान्य किता है। िाई के एक्टोचपक अचभव्यक्लि को आिएनए जाल के रूप में सेवा किके 

िाईबी संचय को कम किने के चलए सूचचत चकया गया था। इसके अलावा, िाईए अचभव्यक्लि के चनयमन 

के बािे में अचर्क जानकािी नही ं है। वतणमान कायण में, हमने अलग-अलग चवकास चिर्ो ंमें RyeA 

अचभव्यक्लि के चनयमन की व्यवक्लस्थत रूप से जांच की है औि पहचाना है चक RAA अचभव्यक्लि को न तो 

क्लस्थि चिर्-चवचशष्ट σ - कािक द्वािा औि न ही RNA चैप्टि Hfq द्वािा चनयंचित चकया जाता है। एक दोहिे 

कायण िाइबोनू्यिाइज RNase बीएन घातीय चिर् में अपनी अचभव्यक्लि को कम कि देता है औि 

आिबीएनए जीन को हटाने पि आिईएए अचभव्यक्लि को क्लस्थि किता है। इस प्रकाि, प्रािंचभक घातीय 

वृक्लि चिर् में RAA की चनचली बहुतायत RNase BN / Z द्वािा इसके क्षिर् का परिर्ाम चनकला। RyeA 

एक एचसड स्ट्र ेस इंडू्यसबल sRNA है, औि Rye इंडक्शन इंडक्शन को िेगुलेट किने के चलए ग्लोबल 

स्ट्र ेस िेस्पॉक्लिव फैक्टि RpoS नही ंपाया गया। कम पीएच क्लस्थचत के तहत RyeB भी ~ 4 गुना ryeB-ppha 



dicistic transcript के रूप में उते्तचजत चकया गया था। हालांचक, RyeB की आबादी में वृक्लि हुई RyeA 

की क्षय कािणवाई द्वािा समान क्लस्थचत के तहत> 50% तक कम होना पाया गया संचय। तंत्र की ज ंच-क्य ं

RyeA घ तीय चरण में कम पीएच पर पे्रररत है, ने खुल स  ककय  कक RNase BN / Z, जय घ तीय चरण में 

RyeA कय catabolizes करत  है, कम पीएच के प्रकत अत्यकिक संवेदनशील कदख ई कदय । आरएनएएस 

बीएन के एमआरएनए और प्रयटीन स्तर दयनय ंकय उनकी प्र रंकिक आब दी के <10% तक घट  कदय  गय । 

GcvB, एक sRNA जय घ तीय चरण में rbn mRNA की सुरक्ष  करत  है, इस अध्ययन में एकसड तन व 

संवेदनशील sRNA के रूप में उिर । इस प्रक र, एकसड तन व के तहत र ई की अकिव्यक्ति कय एक 

फीड-फॉरवडड  तंत्र द्व र  कवकनयकमत ककय  ज त  है, त कक र ईब की गड़बड़ी कय स म न्य ककय  ज  सके। 

ये कवकनय मक तंत्र ई कयल ई में RyeA की प्र थकमक िूकमक  की पहच न करने में मदद करें गे। 

इसके अल व , उन्नत पीएच (9.0) पर ई कयल ई अनुकूलन क  व्य पक रूप से pspF प्रकतलेखन क रक 

कवकनयमन के संबंि में RNase BN अकिव्यक्ति प्रयफ इल के क्ष रीय तन व प्रकतकिय  क  अध्ययन ककय  

गय  है। फेज शॉक प्रयटीन एफ (pspF) तन व के दौर न बैक्टीररय  की रक्ष  करत  है, जय फेज शॉक प्रयटीन 

प्रकतकिय  में अपनी िूकमक  के कलए न कमत एक ट् ंसकिप्शनल एक्तक्टवेटर कय एनकयड करत  है और यह 

σ 54-कनिडर ट् ंसकिप्शन से ट रगेट ऑपरेशंस (pspABCDE और pspG) कय सकिय करत  है। यह देख  

गय  कक उच्च पीएच में, RNase BN क  उत्प दन बढ  कदय  गय  है। इसके स थ ही तन व के ब द pspF 

की अकिव्यक्ति में िी वृक्ति हुई थी, जबकक कम पीएच में, यह पूरी तरह से नीच  थ । इस अध्ययन ने 

RNase BN के तन व (pH) कवकशष्ट अकिव्यक्ति कय कदख य  और देख  कक RNase BN ने pspF के 

प्रकतलेखन कय स्वयं-कवकनयकमत करके कनयंकत्रत ककय । 

थीकसस क  अंकतम ि ग छयटे आरएनए अकिव्यक्ति पर र इबयनू्यके्लज डी (आरएनएस डी) की कनय मक 

िूकमक  कय कवर करत  है। प्र प्त पररण म के आि र पर, यह स्पष्ट ककय  गय  थ  कक RNase D कय एक 

महत्वपूणड कनय मक के रूप में पहच न  गय  थ , जय घ तीय चरण के दौर न RyeA की अकिव्यक्ति कय 

कनयंकत्रत करत  है, स थ ही RyeB अकिव्यक्ति, जय कक σ- क रक पर कनिडर है, कवलयपन पर घ तीय चरण 



में िी इसकी अकिव्यक्ति है। rnd जीन की। यह ि ग CsrB, McaS, और IsrC अकिव्यक्ति पर RNase D 

के कवकनयमन कय िी कवर करत  है। CsrB, और McaS की अकिव्यक्ति जंगली प्रक र में बढ ज ती है, 

जबकक RNase D उत्पररवती कयकशक ओ ंमें यह अकिव्यक्ति क्तथथर रहती है। इस प्रक र, यह पुकष्ट करत  

है कक RNase डी। द्व र  लेककन CsrB, और McaS क  कयई कवकनयमन नही ं थ    

IsrC के मामले में, अचभव्यक्लि को जंगली-प्रकाि में क्लस्थि चिर् में बढाया गया था। हालााँचक, rnd जीन के 

चवलोपन पि प्रािंचभक घातीय चिर् में IsrC अचभव्यक्लि को बढाया गया था। यह इंचगत किता है चक िैंड 

IsrC अचभव्यक्लि को भी चनयंचित किता है। RNase D भी CsrA जीन के चनयमन में भूचमका चनभाता है। 

RNase D उत्परिवती कोचशकाओ ंमें क्लस्थि अवस्था में CsrA की अचभव्यक्लि बढ गई थी। हालांचक, यह 

जंगली प्रकाि की कोचशकाओ ंमें लगभग क्लस्थि था। 
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