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Abstrakt

Préace je zaméfena na regulaci genové exprese zprostiedkovanou vnitinimi regulacnimi RNA
elementy, které jsou soucasti 5° koncové nepiekladané oblasti mRNA. Tyto tzv. r5S"UTR
elementy jsou schopné vazat velké mnozstvi typové odlisnych molekul, od iontl a malych
metabolitl pres transferové RNA az po velké proteinové komplexy. Na zaklad¢ této interakce
pak tidi projev downstream lokalizovaného genu, jehoz exprese se tak stava inducibilni. Tento
typ riboregulace je u bakterii Siroce vyuzivan a uplatiiuje se i v kontrole mnoha gent udilejicich
rezistenci k antibiotikiim. Pravé modulace takovych genti je pro buniku znacné vyhodné, nebot’
zajistuje omezeni negativniho vlivu na fitness bakterie, se kterym je exprese rezistencnich gent
Casto spojena. Cilem prace je na molekuldrni urovni charakterizovat v§echny typy vnitinich
regulacnich elementt a nastinit, jak by mohly byt znalosti o té€chto systémech vyuzity v klinické

praxi pii 1é€be infekei vyvolanych bakteriemi rezistentnimi k antibiotiktim.
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Abstract

This work is focused on the regulation of gene expression mediated by intrinsic regulatory RNA
elements that are part of the 5° end of mRNA untranslated region. These so-called r5"UTR
elements are able to bind a wide spectrum of different types of molecules, from ions and small
metabolites through the transfer RNA to large protein complexes. Based on this interaction,
they modulate the expression of downstream gene, which therefore becomes inducible. This
type of riboregulation is widely spread in bacteria and is employed even in the control of many
antibiotic resistance genes. Modulation of such genes is considerably advantageous for the cell,
as it provides reduction of the negative impact on the fitness of bacteria, which is often
connected to the expression of resistance genes. The aim of this work is at the molecular level
to characterize all types of intrinsic regulatory elements and outline how the knowledge of these
systems could be used in clinical practise for the treatment of infections caused by bacteria

resistant to antibiotics.
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1 UVOD

Objev antimikrobialnich latek patfi bezesporu k nejvyznamngj$im objeviim moderni mediciny.
Pravé diky antibiotikim bylo mozné zacit ucinné 1écit infekéni nemoci, které do té doby byly
jednoznacné nejcastéjsi pti¢inou umrti. Prvni antibiotikum bylo objeveno Alexanderem Flemingem v
roce 1928 (Fleming, 1929) a v nésledujicich letech byly identifikovany a syntetizovany tisice dal§ich
antimikrobialnich latek (Spizek et al., 2016), z nichz né¢které se postupné od 40. let 20. stoleti (Centers
for Disease Control and Prevention, 2013) zacaly vyuzivat ve velkém, a to nejen v humanni a veterinarni
mediciné pro lécbu infekénich chorob, ale také v biotechnologiich a zpocatku téz v zemédélstvi za
ucelem zvySeni piiriistku hospodatskych zvitat.

Toto masivni a velice Casto také neuvazené uzivani antibiotik (napf. Spatné davkovani, preventivni
uzivani ¢i uzivani pro potlaceni virovych onemocnéni) vedlo k vytvoteni velmi silného selekéniho tlaku
na vznik multirezistentnich bakterialnich kment. Z tohoto divodu se dnes potykame s problémem
plosného rozsiteni antibiotické rezistence, diky které ptestavaji byt dostupné antimikrobialni latky
ucinné. Odhaduje se, Ze kolem roku 2050 bude ro¢né¢ umirat 10 miliont lidi v disledku infekce
je v soucasnosti vznik multirezistentnich kmenti bakterii zptsobujicich nosokomialni infekce, zejména
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa a Enterococcus spp., souhrnng oznacované jako ESKAPE patogeny. U infekci
zpasobenych témito patogeny se predpoklada, ze béhem nékolika malo let nebude k dispozici zadna
ucinna 1é¢ba (Rice, 2008).

Nicméné rezistence k antibiotikim neni jev, ktery by se objevil az v poslednich nékolika
desetiletich. K jejimu rozvoji dochazi uz po miliony let, coz prokazal Bhullar et al. objevem bakterii
rezistentnich ke 14 rGznym dnes komercné¢ dostupnym antibiotiklim, které pochazely z jeskyné
v Novém Mexiku, jez byla izolovana od vnéjsiho svéta po vice nez 4 miliony let (Bhullar et al., 2012).
Primarnim dtvodem je fakt, Ze bunka produkujici antimikrobidlni latku potiebuje byt sama viici ni
odolna (Martinez, 2008). Je ale zjevné, Ze nadmérné uzivani antibiotik Sifeni rezistence mezi bakteriemi
znaéné€ urychlilo.

Pravé z divodu vzniku a rozSifeni multirezistentnich bakteridlnich kmend nastava potieba
vyvinout nova a ucinngjsi terapeutika, ktera by bud’ zasahovala zcela odli$na cilova mista nez doposud,
nebo by cilila na systémy regulujici expresi rezistencnich genli a dosahla tak opétovného vzniku
senzitivity bakterie k danému antibiotiku. Takovym cilovym mistem by v obou zminénych ptipadech
mohly byt regulacni nekddujici RNA. Existuje napt. pfedstava antibiotika ciliciho na bakterialni
regulacni element zvany riboswitch (viz odd. 4.2). Tato struktura nebyla u ¢lovéka ani u jinych vyssich
eukaryotnich organismi doposud identifikovana, a proto by byla zajisténa jeho antimikrobialni
specificita G¢inku (Blount and Breaker, 2006; Mehdizadeh Aghdam et al., 2016). AvsSak nadale

pretrvava riziko, Ze si bakterie vytvofi rezisten¢ni mechanismus chranici i tuto strukturu. V takovém
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ptipadé¢ by se jako alternativni feSeni nabizela moznost vyuziti jiného typu regulacnich RNA molekul
jako terapeutickych cili, a to kratké regulacni SRNA (viz odd. 3.1). Zde by byl vznik rezistence zna¢né
ztizen z diivodu existence vice nez jednoho cilového mista plsobeni dané sSRNA — bakterie by tedy
musela vyvinout rezistenéni mechanismus chranici kazdé takové misto, coz by uz bylo znacné
komplikované (Felden and Cattoir, 2018).

Déle se nabizi moznost vyvinout latku, kterd by interakci s regulacnim systémem rezistencniho
genu zabranila jeho expresi. Pokud by se takova latka aplikovala soucasné s antibiotikem, ke kterému
dany gen udili rezistenci, mohla by se bakterie stat k tomuto antibiotiku znovu citliva (Colameco and
Elliot, 2017; Dar and Sorek, 2017).

V souCasné dobé zadna podobnd latka (cilici na regulacni RNA) uzivand v klinické praxi
neexistuje, nicméne do budoucnosti predstavuje zcela jisté slibnou alternativu k soucasné pouzivanym
1écivim. Avsak aby mohla byt takova latka navrzena, je potfeba v prvni fadé detailné porozumét vSem
aspektim regulacniho ptisobeni nekodujicich RNA, a proto je jejich studiu v posledni dobé vénovana
zna¢na pozornost. Pfedlozena prace si tak klade za cil podat uceleny piehled o problematice regulace
genové exprese pomoci ncRNA molekul, konkrétn€ se zaméfit na jeden z typt regula¢nich mechanismi,
regulaci zprostfedkovanou nepiekladanou 5° koncovou oblasti mediatorové RNA. Podrobné bude
popsan zejména regulacni element typu leader peptid, ktery je charakteristicky pro nékteré geny

antibiotické rezistence.

2 REGULACE GENU ANTIBIOTICKE REZISTENCE JAKO
VYSLEDEK SNAHY O ZACHOVANI FITNESS

Genova exprese je proces, béhem kterého dochazi k pievedeni informace z DNA do struktury
finalniho produktu, kterym mutze byt protein, pfipadné nekodujici RNA (napt. rRNA, tRNA). Tvorba
genového produktu probiha bud’ konstitutivné, nebo inducibilng. Konstitutivni exprese je typicka pro
geny kodujici proteiny ¢i RNA molekuly, které jsou nezbytné pro preziti bunky — jedna se o tzv.
housekeeping geny. Naopak exprese inducibilni je typicka pro geny, jejichz exprese je energeticky
narocna a jejich produkty jsou potiebné pouze v urcitych podminkach. Pro spusténi exprese takovych
gent je nutny induktor, kterym muize byt mimo jiné chemicka sloucenina, iont nebo také zmeéna teploty
¢i pH. Existuje mnoho rtznych typtu stimull, zpravidla se ale jedna o faktor relevantni k funkci
regulovaného genu.

Geny antibiotické rezistence jsou obvykle exprimovany inducibilné (Mak et al., 2014). Nicméné¢ je
znamo, ze vlivem silného selekéniho tlaku mize dochézet k transformaci ptivodné inducibilni exprese
na expresi konstitutivni. Tento jev je opakované popisovan v ptipad¢ erm gent, které udileji rezistenci

k makrolidiim, linkosamidiim a streptograminim B (Leclercq, 2002; Weisblum, 1995a). Exprese erm



gent je indukovana 14-Clennymi a 15-Clennymi makrolidy (Leclercq and Courvalin, 1991). Pokud se
ale pro 1écbu infekce pouzije neindukujici antibiotikum, ke kterému Erm N-methyltransferasa udili
rezistenci, dojde k vytvoteni selek¢niho tlaku na vznik konstitutivné exprimované varianty genu
(Leclercq, 2002). Prvné byl tento ptipad popsan u pacienta s infekci zptisobenou Staphylococcus aureus
— zde se konstitutivni mutanta erm genu vyselektovala v diisledku 1é¢by klindamycinem (linkosamid)
(Watanakunakorn, 1976). K pieméné inducibilni exprese na konstitutivni dochazi vlivem deleci,
tandemovych duplikaci nebo bodovych mutaci v oblasti atenudtoru (viz odd. 3.2). Déle pak mohou
mutace v regulacni oblasti genu vést ke zméndm specificity indukce (Depardieu et al., 2007).

Na druhou stranu konstitutivni exprese rezistencnich faktori mize pro buitku v nestresovych
podminkach (tzn. za nepfitomnosti antibiotika) znamenat ztratu fitness a dale plytvani zdroji a energii,
¢imz vznika selek¢ni tlak na vyfedéni takovych gent z populace. Snizena fitness v duisledku exprese
rezisten¢nich determinant ,,na prazdno® je vcelku logickym vyuUsténim, nebot” antibiotika ve vétSing
pripadu cili na klicové bunééné komponenty a rezistencni determinanty pracujici proti nim ¢asto funguji
na principu modifikace cilového mista (dochazi tedy ke zménam v téchto klicovych komponentach)
(Andersson and Hughes, 2010). Krom¢ zmény zasahového mista vyvolané produktem rezistencniho
genu mize k modifikaci dojit také vlivem nahodné mutace, coz znamena4, Ze i tento typ rezisten¢niho
mechanismu snizuje fitness (Melnyk et al., 2015). Experimentalné¢ byl negativni vliv na fitness bakterie
potvrzen napt. u rezistenCnich gent ermC, ampC a vanA.

Erm rezisten¢ni geny udili zkiiZenou rezistenci ke tfem skupinam strukturné odlisnych antibiotik
inhibujicich proteinovou syntézu — jedna se o vySe zminéna MLSg antibiotika, jejichZz Castetné se
prekryvajici vazebna mista jsou lokalizovana ve vystupnim kanalu nascentniho peptidu (NPET) 50S
ribozomalni podjednotky (Roberts et al., 1999). Erm N-methyltransferasa katalyzuje monomethylaci ¢i
dimethylaci dusiku aminoskupiny v pozici 6 adeninu A2058 (Escherichia coli Cislovani), ktery se
nachazi v 23S rRNA (v konzervované oblasti domény V) a ktery je soucasti onoho vazebného mista.
Rezisten¢ni mechanismus této posttranskripéni modifikace spociva ve znemoznéni vazby antibiotika do
ribozomu, diky ¢emuz nedochdzi k zastaveni proteosyntézy (Weisblum, 1995a). Na druhou stranu
methylace adeninu zptsobuje zédsadni zménu jeho chemického charakteru. Hydrofobicita aminoskupiny
vzrista a zaroven je vyloucena tvorba vodikovych mustki, jejichZ prostfednictvim dochézi k interakci
s bezprosttednim okolim a v dusledku toho napft. k rozpoznavani nascentniho peptidu (Gupta et al.,
2013). Napriklad Nakatogawa a Ito prokazali nezbytnost interakce mezi A2508 a nascentnim fetézcem
v pfipadé secM/secA operonu. Pokud je A2058 dimethylovan, nedochazi k rozpoznani nascentniho
fetézce SecM (regulaéni protein sekre¢ni drahy) a tedy ani k fizenému uzamceni ribozomu (tzv.
ribosome stalling; viz odd. 4.4) nezbytnému pro spusténi translace SecA proteinu, ktery je nutny pro
funkénost dané sekre¢ni drahy (Nakatogawa and Ito, 2002). Obdobny negativni vliv na expresi
nékterych proteinit vyplyvajici z posttranskripéni modifikace A2058 dokazal Gupta et al. u enzymu
pyruvatdehydrogenasy PoxB (katalyzujici oxidaci pyruvatu za vzniku acetyl-CoA), a pro nékolik

dalsich proteint jej predpoklada. Je tedy ziejmé, Ze bude v tomto piipadé¢ proti konstitutivni expresi erm
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genu pisobit silny selekéni tlak a naopak exprese inducibilni bude zvyhodnéna, nebot’ diky ni bude
negativni vliv na genovou expresi a potazmo fitness minimalizovan a zarovei bude zajiSténa vysoka
efektivita rezistencniho ptisobeni v pfitomnosti antibiotika (Gupta et al., 2013; Munita and Arias, 2016).
Morosini et al. dale prokazali, ze s poklesem fitness je spojen i rezistencni gen ampC (kddujici
B-laktamasu) u bakterie Salmonella Typhimurium. AmpC enzym udili rezistenci k f-laktamovym
antibiotikim, nebot’ katalyzuje jejich inaktivaci. Kolonie bun€k konstitutivné exprimujici AmpC
vykazovaly odliSnou morfologii (byly plossi a hrubé&jsi) a navic byly jejich buiiky vétsi a Casto
obsahovaly zdvojeny genom, coZ naznacuje, Ze byla narusena tvorba pfepazky a/nebo proces bunécné
segregace. Experimenty také ukdzaly, ze AmpC B-laktamasa je zodpovédna za snizenou rustovou
rychlost a sniZzenou invazivitu bun¢k Salmonella. Pokud se ale do bakterie vlozil regulacni gen ampR,
ktery zajistil inducibilni expresi ampC, morfologické rysy, rychlost riistu i invazivita se vratily do
normalu a vykazovaly stejné parametry jako kontrolni kmeny bez genu ampC (Morosini et al., 2000).
Ptimou kvantifikaci fitness nakladt provedl Foucault s kolegy pro rezistenéni gen vand, ktery je
soucasti vanA rezistencniho operonu udilejiciho rezistenci ke glykopeptidovym antibiotikiim, ktera
negativné pusobi na syntézu bunécné stény. Mechanismus rezistence spociva v modifikaci prekurzord
peptidoglykanu, v disledku ¢ehoz se antibiotikum vaze s vyrazné nizsi afinitou (Bugg et al., 1991).
V piipadé tvorby enzymu VanA bakterie vykazuje o 20 az 38 % niz$i rychlost ristu. Nicméné exprese
tohoto rezistenéniho operonu je pfirozené inducibilni. Pokud tedy neni pfitomen induktor
(antibiotikum), enzym se nevyrabi a naklady na fitness jsou minimalni (Foucault et al., 2009).
Zminéné priklady tedy jednoznacné dokladaji, Ze konstitutivni exprese rezistencnich determinant
v urcitych pripadech poskytuje bunice pouze docasnou vyhodu. Z tohoto diivodu vznika potieba
vyvinout sofistikované regulaéni mechanismy umoZznujici inducibilni expresi rezisten¢niho genu
pouze v pritomnosti antibiotika. Vyuzitim inducibilni exprese vznika kompromis mezi nékolika
zajmy bunky — udrZovani fitness na co nejvyssi urovni, Setrné zachazeni s energetickym poolem a zdroji
a zaroven zustava moznost flexibilné se pfizplsobovat rychle se ménicim podminkam prostedi. Tyto
vyhody inducibilné exprimovanych rezistencnich faktord negativné ovliviiujicich fitness, jsou tedy
silnym predpokladem pro snazsi rozsiteni a dlouhodobéjsi pretrvani v populaci nez je tomu u jejich
konstitutivné exprimovanych variant, a znamenaji pro bunku nemalou vyhodu v evolu¢nim boji
(Chancey et al., 2012; Depardieu et al., 2007). Inducibilni charakter exprese muze byt zajistovan

proteiny nebo regulaénimi RNA molekulami.

3 REGULACNI ncRNA U BAKTERII

Ribonukleova kyselina (RNA) je biopolymer skladajici se z nukleotidovych monomert, k jejichz
polymeraci dochéazi v procesu zvaném transkripce. Béhem ni je fetézec RNA syntetizovan podle

templatového vlakna DNA na zékladé komplementarity bazi. RozliSujeme dva zékladni typy RNA
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molekul, nekodujici (ncRNA) a kodujici (mRNA). Koédujici RNA zprostiedkovava prenos informace
z DNA do proteint a u bakterii se vyskytuje ve dvou podobéach, monocistronni, nesouci pouze jeden gen
a polycistronni, nesouci dva ¢i vice gend. Vyhoda transkripce né€kolika genti do jedné polycistronni
mRNA spociva v moznosti jejich spolecné regulace (Jacob and Monod, 1961). Z tohoto diivodu se ¢asto
jednd o funkéné souvisejici geny, které jsou soucésti jednoho metabolického ¢i fyziologického procesu
nebo geny kodujici podjednotky jednoho proteinového komplexu.

Nekddujici RNA (ncRNA) nekoduji smysluplny peptid a obvykle neobsahuji zadny otevieny cteci
ramec (ORF). Mtzeme je rozdélit do dvou hlavnich funkénich skupin, housekeeping ncRNA a regulaéni
ncRNA. ncRNA s housekeeping funkci se podileji zejména na zajistovani zakladnich bunéénych funkeci.
Patfi sem mimo jiné tfi typy ribozomalni RNA (23S rRNA, 5S rRNA a 16S rRNA), transferovda RNA
(tRNA), transferova-mediatorova RNA (tmRNA), 4,5S RNA (soucasti SRP castice proteinové sekre¢ni
drahy) nebo ribonukleasa P (ribozym). Specialnim ptfikladem bakterialnich nekodujicich RNA jsou
crRNA a tracrRNA systému adaptivni imunity. Tento systém zvany CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) ma schopnost cilen¢ degradovat cizorodé nukleové kyseliny typu
virové DNA a RNA ¢i plasmidové DNA. Tyto ncRNA tedy maji jak funkci housekeepingovou (ochrana
bakterie pred viry), tak i funkci regula¢ni (regulace poctu kopii ur¢itého plasmidu) (Lander, 2016).

Druhou skupinou jsou regulacni ncRNA, jejichz hlavni funkci je kontrola pribéhu mnoha
bunécnych biologickych procesti — zodpovidaji primarné za regulaci transkripce a translace, stabilitu
mRNA, udrzbu DNA, genovy silencing nebo za regulaci proteinové aktivity (Mandin et al., 2013;
Waters and Storz, 2009).

Vibec prvni hypotézu o mozném regulacnim ptisobeni RNA vyslovili Jacob a Monod roku 1961
(Jacob and Monod, 1961). Jejich domnénka byla potvrzena o zhruba desetileti pozdé&ji, kdy byl objeven
vnitini regulacni element fidici expresi #p operonu u Escherichia coli (Jackson and Yanofsky, 1973).
Dalsi typ regulacnich RNA, sRNA, byl objeven v 80. letech, kdy byly identifikovany kratké nekodujici
antisense RNA molekuly regulujici kopiové ¢islo plasmidi ColE1 a R1 prostfednictvim blokace jejich
replikace (Stougaard et al., 1981; Tomizawa et al., 1981). Zajimavé je, ze podobnd regulacni RNA
(miRNA) byla u eukaryot objevena mnohem pozd¢ji, na zacatku 90. let (Lee et al., 1993).

Regulacni RNA mohou ptisobit ve dvou formach, bud’ jako samostatné malé molekuly (odd. 3.1)
regulujici gen kddovany na jiné molekule RNA (mRNA), nebo mohou byt pfimo soucasti 5 koncové
nepiekladané oblasti mRNA a tvofit tak tzv. vnitini regula¢ni element neboli r5'UTR element (odd.
3.2), ktery kontroluje expresi genu lokalizovaného na stejné molekule. Je tedy zfejmé, ze vnitini
regulacni RNA elementy pasobi vzdy intramolekularné a funguji in cis, zatimco malé regulacni RNA
vykonavaji funkci intermolekularné, a to bud’ zpisobem in cis (antisense SRNA), nebo in trans (ostatni
SRNA). Funkce obou zakladnich typi regulacnich RNA molekul mtize byt aktivacéni, tj. spusténi exprese
genu ¢i zvySeni stability mRNA, nebo represivni, tj. utlumeni genové exprese nebo zvyseni nachylnosti

mRNA k degradaci ribonukleasami (Dersch et al., 2017; Mandin et al., 2013).



Jak jiz bylo diskutovano vyse, geny antibiotické rezistence neziidka podléhaji ptisné regulaci, ktera
je velmi casto zprostfedkovana pravé regulatnimi RNA molekulami. Popsany byly regulace
prostfednictvim sSRNA (viz odd. 3.1), ze skupiny r5'UTR elementt (viz odd. 3.2) je pak velmi rozsiten
tzv. leader peptid riboregulator, ktery se typicky nachazi u gent udilejicich rezistenci k antibiotikiim
cilicim na translacni aparat buiiky (viz odd. 4.4). Déle byla publikovana prace popisujici riboswitch,
ktery vaze aminoglykosidovéa antibiotika a fidi expresi pfislusnych rezistencnich genti, nicméné o
relevantnosti této studie se dosud vedou diskuze (viz odd. 4.2.1).

V nasledujicich oddilech jsou ptehledné a struéné predstaveny dva zakladni typy regulacnich
ncRNA molekul. Vnitini regulacni elementy, jejichz charakterizace je primarnim z&jmem této prace,

jsou podrobné rozebrany v samostatné kapitole €. 4.
3.1 INTERMOLEKULARNE PUSOBICI ncRNA

Intermolekularné ptsobici regulacni ncRNA jsou kratké RNA molekuly o délce 50 az 300
nukleotidl, béZné oznaCované jako sSRNA (Storz et al., 2011). Podle umisténi v genomu je délime na
cis-kddované a trans-koédované. Cis-kodované sRNA vznikaji piepisem komplementarniho vldkna
genu, ktery je touto ncRNA fizen, proto byvaji oznacované jako antisense SRNA. Tyto malé regulacni
RNA vykazuji miniméln€ svou casti stoprocentni shodu v parovani s cilovou mRNA. Naproti tomu
trans-kddované sRNA vznikaji prepisem DNA tuseku zcela mimo regulovany gen, proto u nich
nachazime pouze ¢astecnou komplementaritu s cilovou RNA (Mandin et al., 2013; Waters and Storz,
2009).

Malé regulacni RNA molekuly kontroluji genovou expresi v pozitivnim i negativnim (Cast&jsi)
smyslu vétSinou na urovni iniciace translace a mRNA stability, ale mohou ovliviiovat i proces
transkripce (Mandin et al., 2013; Waters and Storz, 2009). Vazba sRNA do blizkosti ribozom-vazebného
mista (RBS) znemoznuje nasedani malé ribozomalni podjednotky, a tedy iniciaci translace. V jinych
pripadech pak muize parovani s malou regulacni RNA rozrusit vlasenku maskujici RBS, coz vede ke
spusténi translace (Mandin et al., 2013). Vazba sSRNA dale mize podminovat zvyseni stability mRNA,
nebo naopak mize vést k degradaci mRNA ribonukleasami, zalezi na poloze mista, kde k vazbé dochazi
(Mandin et al., 2013). Vedle toho existuji také malé RNA, které nefidi bunééné déje parovanim
s nukleovymi kyselinami, ale prostfednictvim interakce s proteiny, jejichz aktivitu tak pfimo ovliviiuji
(Romby and Charpentier, 2010).

Regulace pomoci sSRNA je u bakterii obecné velmi rozsifena a je znamo, Ze nékteré z nich se
adaptaci nez o specificke rezistencni mechanismy). SRNA mohou fidit mj. geny pro ptijem latek z okoli
(MicF, GevB ¢i RyhB sRNA), geny pro transport latek ven z buiiky (DsrA ¢i RyeB sRNA), geny
kodujici proteiny, které vytvaii zmény v cilovych mistech antibiotik (MgrR ¢i SroC sRNA) nebo geny
kodujici proteiny pro tvorbu biofilmu (RybB sRNA) (Dersch et al., 2017; Felden and Cattoir, 2018).



3.2 VNITRNI REGULACNI RNA ELEMENTY

Vnitini  regulaéni  RNA elementy jsou soucasti nepiekladané oblasti mRNA (UTR),
a protoze se ve velké vétsing pripadil nachazeji na 5 konci, jsou zkracen¢ nazyvany r5'UTR elementy
nebo mRNA vedouci elementy. Nazvoslovi téchto regulatorii neni obecné sjednoceno a v literatuie se
tak setkavame s pojmy, které rtizni autofi definuji jinak. V tomto textu je oznaceni riboregulator
pouzivano jako nejobecngjsi nazev pro jakoukoli ribonukleovou kyselinu s regulacni funkci. Vyraz
atenuator pak odkazuje na cis-plsobici regulacni element lokalizovany v 5” koncové oblasti mRNA,
ktery ma schopnost tvorby dvou vzajemné se vylucujicich sekundarnich struktur za ucelem oslabeni
exprese prislusného genu (Dersch et al., 2017; Henkin, 2008; Naville and Gautheret, 2009; Winkler and
Breaker, 2005).

Jak jiz bylo feceno, tyto regulacni elementy pisobi in cis — nachdzi se na stejné molekule jako
regulovany gen, a moduluji expresi downstream kddovaného proteinu. Principem regula¢niho ptisobeni
r5'UTR elementd je jejich schopnost zaujmout dvé alternativni sekundarni struktury (stav ,,ON*“ a
»OFF*) na zakladé¢ vice ¢i méne specifickych bunéfnych nebo environmentéalnich signali a
prostfednictvim této zmeény ovlivnit expresi genu. Takovy signal miize byt jednak charakteru latkového
(iont, metabolit, tRNA, ribozomalni protein nebo pozastaveny ribozom) a jednak charakteru fyzikalné-
chemického (zména teploty ¢i pH) a riboregulatorem muize byt detekovan bud’ piimo (typicky
riboswitch nebo RNA teplotni senzor), nebo nepifimo (ribozom pozastaveny na regulatnim uORF
kédovanym v 5"UTR oblasti — buiika detekuje pfitomnost antibiotika nebo napt. nepfitomnost kddované
aminokyseliny na zaklad€¢ schopnosti ribozomu translatovat) (Mandin et al., 2013; Naville and
Gautheret, 2009; Winkler and Breaker, 2005).

Regulace je mozna na dvou Urovnich, transkripcni a translaéni. V ptipadé transkripni atenuace je
soucasti ,,OFF* struktury termina¢ni vlasenka (struktura bohata na GC pary zakonc¢ena nékolika po sobé
jdoucimi uridiny), ktera zapfi¢ini predcasné ukoncéeni transkripce — RNA polymerasa neptepiSe
downstream lokalizovany ORF. A naopak ,,ON“ struktura vytvafi tzv. antitermina¢ni vlasenku, ktera
umoznuje tvorbu kompletniho transkriptu. Mechanismus transla¢ni atenuace se ponékud odlisuje, nebot’
to, zda bude dany gen exprimovan nebo ne, zavisi na pristupnosti ribozom-vazebného mista. Ve
struktufe ,,OFF*“ je RBS soucasti stabilni vlasenky a ribozom tak na n&j nemuize nasednout a zacit
translatovat, zatimco ve struktufe ,,ON“ je RBS volné pfistupné a syntéza proteinu miize probihat (Dar
and Sorek, 2017; Waters and Storz, 2009; Winkler and Breaker, 2003).

Vytvofit uceleny piehled a detailné popsat jednotlivé typy vnitinich regulacnich elementd
lokalizovanych ve vedouci oblasti mRNA je cilem nésledujici kapitoly. Zvlastni diraz je kladen zejména
na regulacni element typu leader peptid podilejici se na fizeni exprese mnoha gent, které udileji

rezistenci k antibiotikiim cilicim na buné¢ny translacni aparat.



4 VNITRNI r5'UTR ELEMENTY

4.1 r5'UTR ELEMENT REAGUJICI NA ZMENY FYZIKALNE-
CHEMICKYCH FAKTORU

Regulaéni plisobeni mRNA vedoucich elementli je zalozené na schopnosti tvorit dvé rtzné
sekundarni struktury, tedy na moznosti formovat vodikové miistky mezi riznymi oblastmi regulacniho
RNA fetézce nebo tyto nevazebné interakce zcela zrusit. Je znamo, Ze stabilita vodikovych mastkl je
ovlivnitelna mnoha riiznymi fyzikalné-chemickymi faktory, mezi jinymi teplotou, pH a osmolaritou
(Mandin et al., 2013). Pravé na principu zmény sekundarni struktury RNA molekuly zptsobené rusenim
a preskladavanim vodikovych vazeb vlivem teploty a pH funguji nasledujici dva typy 5° koncovych
regulacnich elementi — RNA teplotni senzor a pH-dependentni regulacni element. Oba tyto
riboregulatory jsou nékterymi autory fazeny mezi riboswitche a oznacovany za jejich nejjednodussi typ
(Bastet et al., 2011; Grundy and Henkin, 2006; Henkin, 2008; Waters and Storz, 2009), nicméné jejich
struktura i samotny mechanismus fungovani vykazuje urcité odlisnosti (viz dale) a v této praci jsou proto

postaveny do samostatné skupiny regula¢nich mRNA elementt.
4.1.1 RNA TEPLOTNI SENZOR

RNA teplotni senzor (RNA thermometer) je regulac¢ni element modulujici genovou expresi na
transla¢ni urovni na zakladé ménici se teploty prostiedi. Vétsinou plati, Ze pokud je element vystaven
vyssi teploté, dochazi ke spusténi translace, a naopak v nizké teploté je iniciace translace inhibovana.
Popsano ale bylo i nékolik RNA teplotnich senzor fungujicich opacné, tedy Ze ke spusSténi exprese
dochazi v nizkych teplotach (Abduljalil, 2018; Ignatov and Johansson, 2017). Tento neobvykly typ
riboregulatoru se vyskytuje napt. u proteinu chladového Soku zvaného CspA, ktery se nachazi u bakterie
Escherichia coli (Yamanaka et al., 1999). Prikladem klasického typu mize byt transkripcni aktivator
virulen¢nich faktort LerF bakterie Yersinia pestis (Hoe and Goguen, 1993).

Struktura RNA teplotnich senzorti neni obecné konzervovana (Ignatov and Johansson, 2017).
Obvykle je v nizkych teplotach tvofena stabilni vldsenkou, jejiz soucasti je ribozom-vazebné misto —
Shine-Dalgarno (SD) sekvence a start kodon AUG, coz znamena, Ze nedochazi k translaci. Zvysi-li se
teplota, komplementarni useky se zacnou odd€lovat a do RBS miize nasedat 30S ribozomalni

podjednotka. Pokud zvySovani teploty pokracuje, vlasenkova struktura se rozvolni Upln¢, zformuje se

.....



Podminky nepermisivni teploty Podminky permisivni teploty

K translaci nedochazi K translaci dochazi

Obr. 1: Schematické znazornéni typického RNA teplotniho senzoru. Pii nepermisivni teploté paruje oblast ribozom-
vazebného mista s komplementarnim usekem na mRNA. Takto zformovana vlasenka neumoziuje nasednuti malé
ribozomalni podjednotky. Po vystaveni permisivni teploté jsou vodikové vazby pferuSeny a struktura se rozvolni. Ribozom
naseda na Shine-Dalgarno sekvenci a spousti se translace. (Mandin et al., 2013) - upraveno

Detekei teplotnich zmén mize krom& RNA zprostiedkovavat také DNA (na zdkladé zmén
v nadsroubovicovém vinuti) nebo proteiny (na zékladé konformac¢nich zmén), nicméné regulace témito
molekulami je mnohem méné efektivni, mj. z divodu del§iho ¢asového intervalu vyzadovaného
k projeveni se zmény v expresi a stejné¢ tak delSiho casového useku nutného pro uplné ukonceni
fyziologické odpovédi (Falconi et al., 1998; Hurme and Rhen, 1998; Johansson and Cossart, 2003).

RNA teplotni senzory (nebo jiné teplotné-dependentni regulatory exprese) jsou typické zejména
pro geny kodujici proteiny teplotniho Soku a pro geny kodujici virulenéni faktory patogennich bakterii,

které napadaji teplokrevné zivocichy (Klinkert and Narberhaus, 2009; Maurelli, 1989).
4.1.2 RNA DETEKUJICi ZMENY pH

Druhym typem riboregulatoru detekujicim zmény fyzikalné-chemickych faktort je
tzv. PRE element (pH-responsive RNA element), ktery fidi expresi downstream genu v zavislosti na
hodnotdch pH. Prvni pH-zavisly r5'UTR element byl charakterizovan u alx genu kodujiciho
pravdépodobné transportérovy protein (Nechooshtan et al., 2009). Regulace se stejné jako v ptedchozim
pfipadé projevuje na transla¢ni urovni. V podminkach neutralniho pH riboregulator tvofi strukturu
oznacovanou ,,N“, ktera maskuje RBS a nedovoluje tak translaci. Dostane-li se bunka do prostiedi
alkalického (vysoké pH), interakce uvniti regulacniho elementu se preorganizuji a vznikne struktura
zvana ,,H*, kterd jiz translaci umoziuje, nebot’ RBS je zpfistupnéno pro ribozom. Pozdé&ji bylo dokazano
(Nechooshtan et al., 2014), ze pro zménu N struktury na H strukturu je potieba, aby se RNA polymerasa
béhem transkripce pozastavila na specifické pauzovaci sekvenci, coz zapficini pravé zvySené pH.
Samovolna pfeména struktury N na H neprobiha, protoze N usporfadani vykazuje vyssSi stabilitu

(Nechooshtan et al., 2009).



4.2 r5'UTR ELEMENT REAGUJICI NA PRITOMNOST
SPECIFICKYCH MALYCH MOLEKUL

Vnitini regulacni element, ktery pfimo specificky vadze malé molekuly a na zaklad¢ této interakce
»prepind* genovou expresi do stavu vypnutého ¢i zapnutého, se oznacuje jako riboswitch. Jde v podstate
o velmi jednoduchy regulacni systém, ktery umoziuje bez potteby dalsich proteinovych faktort tvorbu
genového produktu z mRNA na zikladé momentalniho chemického slozeni prostfedi (Nudler and
Mironov, 2004; Sudarsan et al., 2003).

Riboswitchovy element se skladd ze dvou funkcénich domén, aptameru a expresni platformy
(Winkler et al., 2002). Aptamerova neboli senzorova doména je zodpoveédna za selektivni vazbu
efektorové molekuly a vyznacuje se vysoce konzervovanou nukleotidovou sekvenci i sekundarni
strukturou. Toto zjisténi neni piilis prekvapivé, nebot’” RNA molekula se sklada pouze ze ¢tyt druht
monomert a existuje tedy jen omezené mnozstvi moznosti, jak vytvorit vazebnou kapsu specifickou
pouze pro jedinou konkrétni molekulu. Naopak u proteintl, které jsou rovnéz schopné specificky vazat
ruzné ligandy, je k dispozici mnohem vyssi pocet sekvenénich variant dosahujicich stejného vysledku
(selektivni vazby urcitého ligandu), nebot’ tyto biomolekuly jsou tvofeny dvaceti riznymi monomery.
To je diivodem, pro¢ proteiny vazajici tentyz ligand nevykazuji tak vysokou uniformitu v charakteru
svych vazebnych kapes (Mandal and Breaker, 2004).

Mezi ligandy, které je aptamerova doména schopna selektivng vazat, patii predevsim riizné derivaty
RNA monomert a jejich prekurzorii (koenzymy, nukleotidové derivaty, signalizacni molekuly), ionty,
aminokyseliny a jiné malé metabolity (McCown et al., 2017). Typickym znakem riboswitchi je jejich
vysoka specificita, nebot’ jsou pfi vazbé ligandu schopné rozliSovat i mezi tak podobnymi molekulami,
jako jsou napft. prekurzory nebo jednoduché derivaty piislusné rozpoznavané molekuly (Peselis and
Serganov, 2014). Vysoka specificita vazby byla demonstrovana mj. u riboswitche vazajiciho guanin —
v ptipad€, ze byl pouzit guaninovy analog 2-aminopurin, disocia¢ni konstanta vzrostla vice nez
desetitisicinasobn¢ (Mandal et al., 2003).

Existuje nékolik univerzalnich strategii, jak je této vysoké selektivity dosazeno (Obr. 2). Na prvnim
misté stoji tvarové prizptisobeni ligand-vazebné kapsy, které vylouci vazbu vétSich a strukturné
rozdilnych molekul. Vysokou troven tvarového prizplsobeni vykazuje napt. lysinovy riboswitch, ktery
tvori velice tésnou vazebnou kapsu a po navazani lysinu zméni konformaci do podoby, kdy az 98 %
povrchu ligandu je v kontaktu s RNA (Obr. 2A). Takto vysoka hodnota znaci, ze i jen malo strukturné
odlisné molekuly se budou do tohoto aptameru vazat s velmi malou pravdépodobnosti (Peselis and
Serganov, 2014; Serganov et al., 2008).

Druhou klicovou strategii je tvorba riznych typl nevazebnych interakci mezi ligandem a
aptamerem, které zajist'uji kromé selektivity i afinitu a spravnou prostorovou orientaci vazané molekuly.

Jedna se pfedevsim o vodikové mustky, které mohou mit i podobu Watson-Crickova parovani (v ptipadé
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nukleotidl a jejich derivatt), dale pak rizné elektrostatické interakce a stacking interakce (Peselis and
Serganov, 2014).

Zajimava situace byla popsana napft. u adeninového a guaninového riboswitche, u kterych jsou pro
vazbu ligandu klicové ¢tyti nukleotidy (Obr. 2B I a 2B II). Tti z téchto nukleotidl jsou v obou pfipadech
identické (U22, U47 a U51), ¢tvrty nukleotid v pozici 74 je ale unikatni a urcuje specificitu (U74 pro
adenin, C74 pro guanin), nebot’ dovoluje pouze vazbu molekuly splitujici pravidla o Watson-Crickoveé
parovani: uracil-adenin, cytosin-guanin. Vazany adenin, resp. guanin vyuziva vSech svych heteroatomu
a tvoti jeste ne€kolik nekanonickych vodikovych mistkli. Soubor vSech téchto interakci tedy zajistuje
pozadovanou prostorovou orientaci a dostatecné vysokou specificitu a afinitu (Serganov et al., 2004).

JelikoZ riboswitchem vazanou molekulou mize byt i iont (F, Mg*, Mn?**, Ni** a Co*") nebo
slou¢enina nesouci nabité funkéni skupiny (predevs§im fosfatové, karboxylatové a amoniové), miizeme
ve vazebné kapse nalézt také interakce elektrostatické (McCown et al., 2017; Peselis and Serganov,
2014). Tento typ interakci se nachazi mj. u jiz jednou zminovaného lysinového riboswitche, jehoz ligand
nese jak zaporné, tak kladné nabité funkcni skupiny (Obr. 2C). Elektrostatické interakce se zde vyskytuji
mezi kladn¢ nabitou g-aminoskupinou lysinu a zdporné nabitym fosfatem RNA molekuly nebo mezi
zaporné nabitou a-karboxylatovou skupinou lysinu a pfidruzenym iontem K*, ktery se nachazi ve
vazebné kapse aptamerové domény spolecné s ligandem. Spoluprace riboswitche s kladné nabitym
iontem je pomérné bézna, protoze praveé diky nému je umoznéna vazba ligandu se zapornym nabojem —
bez kooperujiciho kationtu by dochazelo ke vzajemnému odpuzovani se se zaporné nabitymi fosfaty
molekuly RNA (Peselis and Serganov, 2014; Serganov et al., 2008). Funkci stinéni naboje mtze dale
vykonavat napi. Mg, ktery je typicky pro fluoridovy ¢&i thiaminpyrofosfatovy riboswitch (Ren et al.,
2012; Serganov et al., 20006).

U thiaminpyrofosfatového (TPP) riboswitche nachdzime i dal$i typ nevazebnych interakei, stacking
interakce (Obr. 2D). Thiaminpyrofosfat se sklada ze tfi strukturnich jednotek: pyrimidinového derivatu
HMP (4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidin), thiazolu a difosfatu, a pravé HMP kruh je
v aptamerové vazebné kapse kotven mimo jiné prostiednictvim stacking interakci s mRNA bazemi G30

a A31 (Serganov et al., 2006; Thore et al., 2006).
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Obr. 2: Prehled univerzalnich strategii vyuzivanych riboswitchem k ukotveni ligandu do vazebné kapsy. Barevné
znazornéni atomi — Cervena: kyslik, modra: dusik, oranzova: fosfor, Seda: uhlik, Zluta: sira. Nevazebné interakce jsou
vyznaceny pterusovanou linii. (A) Lysinovy riboswitch tvoii velmi tésnou ligand-vazebnou kapsu, ¢imz zvySuje svou
specificitu. Schéma ukazuje surface model aptamerové domény, navazany lysin (rGzove€) a pfidruzeny draselny iont
(fialove). (B) Nekteré typy ligandl interaguji s riboswitchem prostiednictvim Watson-Crickovych vodikovych mustki.
V piipadé adeninového (B I) a guaninového (B II) riboswitche je tento typ interakei esencialni pro rozpoznani ptislusného
ligandu (Cervené). Znazornény jsou pouze nukleotidy podilejici se na kotveni efektorové molekuly. Nukleotid v pozici 74
(fialové) v obou ptipadech udava specificitu. (C) Lysin je do ptislusné aptamerové domény kotven mj. prostiednictvim
elektrostatickych interakci. Vazba aminokyseliny do RNA struktury vyZaduje pfitomnost K* kationtu (fialov¢), ktery
odstini zaporn¢ nabitou karboxylatovou skupinu. Dale ve vazebné kapse nachazime molekulu vody (Cervené), ktera
zprosttedkovava pomoci vodikovych mustkd kontakt ligandu s aptamerem. (D) Thiaminpyrofosfat je do svého riboswitche
kotven v oblasti J2/3 vyduté mimo jiné pomoci stacking interakci mezi HMP kruhem a nukleotidy G30 a A31. Pro odstinéni
zéporného naboje fosfatu je zde vyuzit iont Mg?*. (Peselis and Serganov, 2014; Thore et al., 2006) - upraveno

Na druhou stranu vazba molekul na zakladé hydrofobnich sil, ktera se ¢asto objevuje u proteint, je
v ptipadé RNA ligand-vazebnych domén vyloucena. Diivodem jsou rozdilné chemické vlastnosti obou
biomolekul — proteiny mohou byt zcasti tvofeny nepolarnimi aminokyselinami (napf. leucin,
fenylalanin, valin) umoznujicimi tento typ interakci, zatimco RNA fetézec se sklada vyhradné
z hydrofilnich komponent (heteroatomy a funk¢éni skupiny nukleotidii slouzi jako donory a akceptory
vodikovych mustki), které vylucuji takovou interakci (Peselis and Serganov, 2014).

Druhou funkéni doménou riboswitchil je expresni platforma, jejiz ulohou je modulace genové
exprese na zakladé signalu (zmény sekundarni struktury) ptichazejiciho zaptamerové domény.
Komunikaci mezi obéma zminénymi doménami zprostifedkovava tzv. piepinaci sekvence (switching
sequence), ktera ma moznost parovat jak s aptamerovou oblasti, tak s expresni platformou (Garst et al.,
2011).

Atenuacni pasobeni bakterialnich riboswitchdl je mozné na transkripéni nebo transla¢ni Grovni
(Nudler and Mironov, 2004). Po vazb¢ ligandu do aptameru vétSinou dochazi k vypnuti genové exprese,

ale mozné je i opacné fungovani (Waters and Storz, 2009). Shrnujici schéma viz Obr. 3.
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Riboswitch mtze v zavislosti na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti rozpoznavané molekuly vytvofit
vnitini terminacni vlasenku a ukoncit tak predCasné transkripci (Obr. 3A, 3C). V ptipadé, ze dojde ke
zmén¢ sekunddrni struktury v aptamerové doméné, projevi se zména sekundarni struktury i v expresni
platformé a zformuje se antiterminacni vlasenka, kterd umozni tvorbu kompletniho transkriptu
(Sherwood and Henkin, 2016).

Regulace na translacni urovni (Obr. 3B, 3D) funguje obdobné jako u vySe popisovaného RNA
teplotniho senzoru ¢i pH-dependentniho riboregulatoru (odd. 4.1), rozdil je pouze v typu faktoru, ktery

rozhoduje o zmén¢ sekundarni struktury mRNA (Sherwood and Henkin, 2016).
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Obr. 3: Schematické znazornéni regulacnich strategii riboswitchii. Horni polovina schématu: po navazani efektorové
molekuly do aptamerové domény dojde ke zméné sekundarni struktury, kterd vede k zastaveni genové exprese na
transkripéni (A) ¢i translaéni (B) urovni. Dolni polovina schématu: navazani ligandu do aptamerové domény vede ke zméné
sekundarni struktury do podoby, kterda umoziuje dalsi prib¢eh transkripce (C) ¢i translace (D). (Abduljalil, 2018) - upraveno
PrestoZze mechanismus regula¢niho fungovani riboswitchd neni komplikovany, je tento systém
schopny zajistit i znacné sofistikovanou kontrolu genové exprese, a to prostfednictvim tandemového
uspotadani dvou riboswitchovych elementi na jedné molekule mRNA. Naptiklad Sudarsan et al.
detailn€ charakterizoval takovy atenuacni systém u bakterie Bacillus clausii, konkrétn€ u genu metE
kodujictho methioninsynthasu, jehoz 5'UTR oblast mRNA obsahuje dva tandemové riboswitche,

z nichz jeden vaze S-adenosylmethionin (SAM) a druhy vaze koenzym B/, neboli adenosylcobalamin

(AdoCbl). V uvedeném piipadé dochazi v pfitomnosti obou ligandli k maximalni represi genové
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exprese, zatimco vazba pouze jednoho znich vede pouze k ¢aste¢nému utlumeni exprese. Toto
usporadani tedy zajist'uje jemnéjsi kontrolu tvorby genového produktu (Sudarsan et al., 2006).
Rozsiteni a diverzita riboswitchovych r5'UTR elementti je znacnd u bakterii, naopak v doméné
Archaea a Eukarya se s timto typem regulatort exprese setkavame jen vyjimecné¢. Doposud byly u téchto
dvou skupin identifikovany pouze dvé tfidy riboswitchi, fluoridovy a thiaminpyrofosfatovy, a to pouze
u vyvojoveé niz§ich organismt (Barrick and Breaker, 2007; McCown et al., 2017). Naproti tomu u
bakterii jsou neziidka pomoci riznych typt riboswitchil fizeny mj. geny kodujici proteiny, které jsou
soucasti urcité biosyntetické ¢i transportni drdhy, v niz hraje roli riboswitchem rozpoznavany ligand.
Timto mechanismem je zajisténa zpétnovazebna regulace, kterd se podili na udrzeni hladiny ptislusnych

metabolitl ve fyziologickych mezich (Romby and Charpentier, 2010).

4.2.1 EXISTUJE RIBOSWITCH PRO KONTROLU AMINOGLYKOSIDOVE
REZISTENCE?

V roce 2013 byl publikovan ¢lanek (Jia et al., 2013), ktery dle autort doklada existenci riboswitche
vazajiciho nékterd aminoglykosidova antibiotika a na zaklad¢ této vazby spousti expresi piislusného
rezisten¢niho proteinu. V publikaci byly konkrétné popsany dva geny pod touto kontrolou, aac a aad,
udilejici rezistenci k aminoglykosidovym antibiotikim prostfednictvim jejich acetylace, resp.
adenylace. O relevantnosti celé této studie se nicméné vedou diskuze (Chen and Murchie, 2014; He et
al., 2013; Roth and Breaker, 2013) a existence riboswitche vazajiciho aminoglykosidy dosud nebyla
potvrzena (Dar and Sorek, 2017).

Nejvice problematicka je v tomto pfipadé skutecnost, ze aminoglykosidové rezistencni geny jsou
bézné asociované s integrony a vedouci oblast mRNA nesouci aac/aad se Caste¢né piekryva s attll
rekombina¢nim mistem. Z tohoto diivodu 5° konce takovych gen vykazuji znacnou sekvencni
uniformitu. Vedouci oblast mRNA, ktera je sekvenéné homologicka u vétsiho poc¢tu gend, pak mtize byt
milné interpretovana jako riboregulatorova oblast fidici vSechny tyto geny shodnym mechanismem
(Roth and Breaker, 2013). Dal§im vyznamnym argumentem proti existenci aminoglykosidového
riboswitche je fakt, Ze aminoglykosidy jsou molekuly kladné nabité, a tedy schopné se zaporné nabitou
RNA tvotit interakce, které nemusi byt specifické, tzn. biologicky relevantni, a jejichz vysledkem tak
neni regulacni pisobeni (Roth and Breaker, 2013).

Obecné vzato ale neni diivod, pro¢ by riboswitche vazajici antibiotika nemohly existovat. Naopak
se zda, ze regulace rezisten¢nich gend zprostifedkovana riboswitchem pifimo vazajicim tuto
antimikrobidlni latku, by byla pro bakterii velmi vyhodna. Diivodem je fakt, Ze riboswitch teoreticky
miize vazat jakykoli typ antibiotika (naproti tomu napft. riboregulator typu leader peptid je schopny
detekovat pouze antibiotika inhibujici translaci (viz odd. 4.4)). SkuteCnost, Ze RNA mize velmi
specificky vazat napfiklad pravé aminoglykosid neomycin a na zakladé¢ toho modulovat expresi,

dokazali Weigand et al., nebot’ se jim podafilo takovy riboswitch uméle ptipravit (Weigand et al., 2008).

14



4.3 r5'UTR ELEMENT REAGUJICI NA PRITOMNOST SPECIFICKE
NENABITE tRNA

Regulaci exprese downstream lokalizovaného strukturniho genu v zavislosti na vazbé specificke
nenabité tRNA molekuly zprostiedkovava mRNA vedouci oblast zkracene nazyvana T-box. Tento typ
vnitiniho regulacniho RNA elementu vaze efektorovou neproteinovou molekulu pfimo, stejné jako
riboswitch, a proto je né€kterymi autory oznacovan jako jejich podskupina (Gutiérrez-Preciado et al.,
2009; Mehdizadeh Aghdam et al., 2016). Nicmén¢ oba tyto riboregulatory se 1isi co do struktury i typu
rozpoznavanych molekul — riboswitch vaze malé molekuly, zatimco T-box je schopen vazby ligandu
mnohem komplexné&jsiho (Naville and Gautheret, 2009), proto je zde zatazen do samostatné kategorie
r5"UTR elementt.

Poprvé byl T-box element identifikovan roku 1992 nezavisle u dvou genti ligas, genu pro tyrosyl-
tRNA synthetasu a pro threonyl-tRNA synthetasu (Henkin et al., 1992; Putzer et al., 1992). Pozd¢ji byla
prokazana jeho pritomnost i u genti kodujicich enzymy aminokyselinové biosyntézy (syntéza téchto
enzymu je velice energeticky naro¢na, proto by byla konstitutivni exprese znacné nevyhodna (Gutiérrez-
Preciado et al., 2009)) a u geni kodujicich pienaseCové systémy, které jsou zodpoveédné za transport
aminokyselin z vnéjsiho prostiedi do bunky (Henkin, 2000).

Atenuacni plsobeni T-boxti se v naprosté vetsiné pripadi odehrava na transkripéni Grovni (Obr.
4C, 4D), ale popsana byla i atenuace translacni (Seliverstov et al., 2005; Sherwood et al., 2015). Vazba
nenabité tRNA molekuly do mRNA vedouci oblasti vzdy vyvolava zménu sekundarni struktury vedouci
ke spusténi genové exprese, tedy ze struktury typu ,,OFF se vytvoii struktura typu ,,ON*, nebot’ tRNA
stabilizuje antiterminacni vlasenku (pfip. vlasenku zptistupiiujici RBS), ktera je za normalni situace vice
labilni nez vlasenka terminac¢ni (Green et al., 2010; Vitreschak et al., 2008). Zajimavé je, ze tRNA zde
vlastné funguje jako trans-ptisobici regulacni ncRNA (Mandin et al., 2013).

Dalsi uroven regulace je pak zajiSténa kompetici mezi nabitymi a nenabitymi tRNA. Nabitd tRNA
se muze Castecné€ do T-boxu navazat, tato vazba ale nema aktiva¢ni uc¢inek, nebot’ terminacni vlasenka
zistava 1 po jeji vazbé zachovana (Obr. 4C). Regulacni efekt spociva vtom, Zze pokud je do
riboregulatoru navazana nabita tRNA, nenabitd varianta se jiz navazat nemize. Exprese strukturniho
genu tak neprobéhne, piestoze uréité mnozstvi nenabitych tRNA v prostiedi pritomno je. Diky této dvoji
kontrole muze byt exprese prislusnych genti kontrolovana daleko citlivéji (Green et al., 2010).

Strukturni organizace T-box elementu je do zna¢né miry univerzalni (Obr. 4A) (Gutiérrez-
Preciado et al., 2009). Sklada se vétsinou ze tfi helikalnich oblasti — ramena I, II a III (stem I, II, III) a
pseudouzlu — rameno IIA/B (stem IIA/B), které jsou nasledovany vzajemné se vylucujicimi terminacni
a antiterminacéni vlasenkou, prip. vlasenkou blokujici a vlasenkou zpiistupnujici ribozom-vazebné misto
(Grundy and Henkin, 1993).

Rameno I obvykle zahrnuje distalni smy¢ku, AG vydut’ (AG bulge), specifikatorovou smycku, jejiz
soucasti je triplet bazi parujicich s antikodonem tRNA a S-obratku (S-turn), ktera dohromady s GA
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motivem tvoii tzv. K-obratku (kink turn) zptisobujici ohyb RNA o cca 120° (Grigg et al., 2013; Klein
et al., 2001; Wang and Nikonowicz, 2011; Wang et al., 2010; Winkler et al., 2001; Zhang and Ferré-

D’Amaré, 2013). Za ramenem | nasleduje vétSinou rameno II (obsahujici dal$i S-obratku) a dale

pseudouzel vznikly parovanim dvou tseki RNA, oznacovanych IIA a IIB, které jsou od sebe oddéleny

nékolika nukleotidy. Dale downstream se pak nachazi jednoduché rameno III, a nakonec vykonna oblast

schopnd reprimovat ¢i indukovat genovou expresi (Gutiérrez-Preciado et al., 2009; Rollins et al., 1997).

Jak jiz bylo feceno, vySe vyjmenované struktury jsou mezi T-boxy obecné konzervované, piesto

existuje nékolik ptipadl, kdy T-box néktery z téchto motivii postradd (Kreuzer and Henkin, 2018).

Napftiklad ramena II a IIA/B u vsech glycin-specifickych a u nékterych alanin-specifickych T-boxt

chybi a jsou nahrazeny jednofetézcovym linkerem (Grundy et al., 2002; Liu et al., 2015). Abnormalni

stavba T-boxu se vyskytuje také u nékterych gent ileS, které disponuji vyrazné krat$im ramenem I nez

je obvyklé. V takovém piipad¢ specifikatorovy triplet atypicky nachdzime jako soucast distalni smycky

(Sherwood et al., 2015).
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Obr. 4: Sekundarni struktura typického T-boxu a mechanismus jeho regulac¢niho piisobeni. Barevné jsou zvyraznény
klicové sekvenéni tseky: parujici Gseky AG vyduté/distalni smycky ramene I a D/T-smycky tRNA (oranzové), parujici
triplet specifikatorové smycky T-boxu a antikodonu tRNA (zelené), parujici sekvence pseudouzlu IIA/B (rizove), parujici
kvadruplet T-boxu a akceptorového ramene tRNA (azurov€) a sekvence formujici terminatorovou/antiterminatorovou
strukturu (Cerven€, modie). (A) Schematické znazornéni typického T-box regulaéniho elementu s vyznacenymi
konzervovanymi oblastmi. (B) Schematické znadzornéni transferové RNA s vyznacenymi konzervovanymi strukturami.
(C, D) Specificka tRNA (fialove) je do riboregulatoru kotvena prostiednictvim nékolika interakci (vyznacené oranzove,
zelené, piip. azurove). (C) Nabitd tRNA ma schopnost Castecné se véazat do regulacniho elementu, tato vazba ale
nevyvolava aktivaci genové exprese. (D) Nenabitd tRNA interaguje s T-boxem navic prostfednictvim svého volného
akceptorového ramene, ¢imz vyvolava zménu sekundarni struktury regulatoru vedouci ke spusténi exprese downstream
lokalizovaného genu. (Kreuzer and Henkin, 2018) - upraveno
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Mista kotvici nenabitou tRNA do oblasti riboregulatoru jsou tii (Obr. 4D — znazornény oranzove,
zelen€ a azurove). Z hlediska specificity je dilezita trojice nukleotidl specifikatorové smycky, ktera
Watson-Crickovsky paruje s antikodonem tRNA. Experimentélni diikaz tohoto tvrzeni provedli napf.
Grundy a Henkin u T-boxu genu #rS, v jehoz pfirozené specifikidtorové smycce se nachazi kodon
5"-UAC-3" parujici s 5'-GUA-3" antikodonem tRNA™". Ke spusténi exprese downstream genti tedy
dochazi pfi limitaci tyrosinem. Kdyz byla v tomto kli¢ovém tripletu provedena bodova mutace vedouci
ke vzniku 5"-UUC-3" kodonu, specificita T-boxu se posunula a mira exprese se stala zavislou na limitaci
fenylalaninem, nebot’ kodon 5"-UUC-3" paruje s antikodonem tRNAP" (Grundy and Henkin, 1993).

Ke druhé tRNA-mRNA interakci dochdzi mezi 5'-NCCA-3" koncem akceptorového ramene
nenabité tRNA a kvadrupletem 5" -UGGN-3" (vlastni T-box), ktery je soucasti antiterminatorové vydute.
Jiz bylo naznaCeno, Ze tato interakce je pro spusténi genové exprese esencialni, nebot ma na
antiterminacéni vlasenku stabiliza¢ni efekt (Grundy et al., 1994; Kreuzer and Henkin, 2018).

Posledni kotvici misto je zprostfedkovano bazemi distalni smycky a AG vyduté ramene [ a bazemi
T a D smycky tRNA, které jsou lokalizované v tzv. loktu (elbow) transferové RNA (Grigg et al., 2013;
Zhang and Ferré-D’ Amar¢, 2013).

Skutecnost, ze T-box regulatory nachdzime pravé u gent kodujicich enzymy, které se podileji na
utilizaci aminokyselin (viz vyS$e), neni nahodna. Tento r5'UTR element je v podstaté schopny neptimo
registrovat zmény hladiny pfislu$né aminokyseliny pfimou detekci nenabitych tRNA. Na zakladé¢ toho
pak moduluje expresi gent kodujicich enzymy aminokyselinové biosyntézy a membranové transportéry,
jejichz ptitomnost neni pfi postacujicim mnoZzstvi aminokyselin nutnd. Déle je T-boxem fizena exprese
ligas vyrdbéjicich AA-tRNA, které jsou potieba pro ,zpracovani“ zvySeného poctu volnych
aminokyselin v buiice v dlisledku fungovani biosyntetickych a transportnich drah (Yanofsky, 2004).

4.4 r5UTR ELEMENT REAGUJICI NA MIRU TRANSLACE

r5"UTR element upravujici genovou expresi na zakladé schopnosti ribozomu provadét translaci se
nazyva regulacni element typu leader peptid. Jeho zvlastnosti je pfitomnost kratkého ORF uvnit#
vnitiniho regula¢niho elementu, ktery byva bézné oznacovan uORF nebo leader ORF, protoze se
nachazi na 5" konci mRNA upstream od strukturniho genu, ktery je timto systémem regulovan. Funkci
kratké peptid kodujici sekvence je monitoring miry translace. Pokud dojde k zablokovani ribozomu
syntetizujiciho vedouci peptid, napt. v disledku nedostatku nékteré AA-tRNA nebo vlivem vazby
antibiotika do ribozomu, translatujici ribozom se ,,uzamkne‘ (tzv. ribosome stalling ¢i translacni arrest),
¢imz indukuje zménu sekunddrni struktury mRNA. Stejné jako v pfedchozich ptipadech, zména
sekundarniho uspotadani vede k ovlivnéni exprese downstream kdédovaného genu, a to bud’ na tirovni
transkripcni, nebo translacni (Obr. 5). Regulace pomoci leader peptid elementu se neztidka vyskytuje u
gend, které udileji rezistenci k antibiotikiim inhibujicim bakteridlni proteosyntézu, a proto bude tato

regulace rezistencnich gent podrobnéji probrana (Dar and Sorek, 2017; Dersch et al., 2017).
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Obr. 5: Mechanismus regulace geni antibiotické rezistence r5 "UTR elementem typu leader peptid. Ribozom-vazebné

misto (RBS) je znazornéno zluté, uORF a sekvence tvotici anti-antiterminacni vlasenku zelené, sekvence tvotici termina¢ni
vlasenku modte, antibiotikum Cervené. (A) Translacni atenuace. V nepfitomnosti antibiotika se ribozom plynule procte
pres uORF a na mRNA se vytvoii vlasenka maskujici RBS. Vlivem navazaného antibiotika dojde k uzaméeni ribozomu na
uORF (vznikd SRC) a na mRNA se zformuje alternativni vlasenka, ktera RBS nevyvazuje. To se stava ptistupné pro
ribozom a rezistencni gen je syntetizovan. (B) Transkripéni atenuace. V nepfitomnosti antibiotika se ribozom plynule
procte pres uORF a na mRNA se vytvoii terminac¢ni vlasenka. Vlivem navazaného antibiotika se tvofi SRC na uORF a na
mRNA se zformuje antitermina¢ni vlasenka, ktera umozni ptepis rezisten¢niho genu. (Dersch et al., 2017) - upraveno

Tvorba tzv. SRC komplexu (stalled ribosome complex) mlze byt zapfi¢inéna riznymi faktory,
pricemz ne vzdy je cilem modulovat genovou expresi. Pozastaveni translace, které ma regulacni vliv na
tvorbu genového produktu, mize byt zptisobeno jednak vyhradné vlastnim charakterem nascentniho
regulacniho vedouciho peptidu, a jednak interakei translacniho komplexu (vCetné prave syntetizovaného
vedouciho peptidu) se specifickou molekulou, kterda ma negativni vliv na dal$i prabéh translace (Ito and
Chiba, 2013). Klicova role délky, aminokyselinové sekvence a konformace nascentniho vedouciho
peptidu je zfejma u prvniho typu uzamceni ribozomu. Nicméné i ve druhém ptipad€ je charakter
vedouciho peptidu rozhodujici, nebot’ vyznamnou mérou urcuje specificitu indukce vzniku SRC (Dar
and Sorek, 2017).

Uzamceni ribozomu vyvolané nezavisle na inhibi¢ni malé molekule je typické pro sec4 operon.
Zde SRC vznika vlivem vysoce specifické interakce mezi aminokyselinami nascentniho fetézce
regulac¢niho vedouciho peptidu SecM (sekreci monitorujici protein) a aminokyselinami ribozomalniho
proteinu L22 a nukleotidy 23S rRNA. Déletrvajici pozastaveni ribozomu na genu secM signalizuje
nefunkénost sekre¢ni drahy a vede ke zméné sekundarni struktury mRNA, ktera umozni translaci
downstream koédovaného genu SecA translokasy (Nakatogawa and Ito, 2001, 2002).

Regulacni pozastaveni translace vyvolané interakci ribozomu s nestandardni molekulou je
charakteristické pro nékolik operonti aminokyselinové biosyntézy. V tomto piipadé je vedouci otevieny
¢teci ramec obohacen o triplety pro aminokyselinu, jejiz syntézu downstream geny zajistuji. Je-li

v bunce nedostatek této aminokyseliny, zvysi se pocet prislusnych nenabitych tRNA, které nasledn¢ pti
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translaci uORF zptisobi uzaméeni ribozomu. To poté vede k vytvofeni antiterminacni vlasenky. Pokud
se ribozom procita pies vedouci kddujici sekvenci plynule (znaci dostatek dané aminokyseliny), tvorba
antiterminaéni vlasenky nenastane a pfepis biosyntetickych gent je ptedCasné ukoncen (Yanofsky,
1981).

Tento regulacni systém ma vlastné stejnou funkci jako vySe popisovany T-box, li§i se pouze
zpusobem detekce signalu: T-box detekuje nenabité tRNA piimo, leader peptid element nepiimo pies
translatujici ribozom (Naville and Gautheret, 2009). Zatimco napt. u trp operonu Escherichia coli se
setkavame s regulaci typu leader peptid (Jackson and Yanofsky, 1973; Yanofsky, 2004), trp operon
Staphylococcus aureus je regulovan pomoci T-boxu (Gutierrez-Preciado et al., 2005). Vedle toho
existuje jeste tieti typ riboregulatoru, ktery pro detekci dostupného tryptofanu vyuziva tryptofanem
aktivovany terminatorovy protein. Tento protein ma schopnost vazat se v aktivované forme do regulac¢ni
oblasti mRNA a kontrolovat tak miru exprese #rp operonu napt. Bacillus subtilis (viz odd. 4.6)
(Yanofsky, 2004).

Ke zformovani SRC mtze dale dojit vlivem vazby malé molekuly pfimo do vnitiku ribozomu.
Naptiklad u tna operonu, ktery sestava ze tii gent, tnaC (vedouci peptid), tnad (tryptofanasa) a tnaB
(nizkoafinni tryptofan-specificka permeasa), bylo popsano uzamceni ribozomu zptsobené vazbou dvou
molekul L-tryptofanu do hydrofobnich kapes nascentniho fetézce TnaC, které vznikaji jesté uvnitt
ribozomu. SRC nasledné zptisobuje preorganizovani sekundarni struktury mRNA, které vede k aktivaci
exprese enzymu TnaA a TnaB (Bischoff et al., 2014; Gong and Yanofsky, 2002). Exprese permeasy a
tryptofanasy indukovana zvySenou hladinou L-tryptofanu je velmi vyhodna, nebot’ buiice umoziuje

vyuzit tuto aminokyselinu jako alternativni zdroj uhliku, dusiku a energie (Hopkins and Cole, 1903).
4.4.1 ANTIBIOTIKY RiZENA ATENUACE

Uzamceni ribozomu mohou obdobné zplisobovat i ribozom-vazebna antibiotika interferujici s
translaci urcitého regulacniho vedouciho peptidu, cehoz je hojné€ vyuzivano pii fizeni gend, které
k témto antibiotikiim udileji rezistenci. Atenuatory odpovidajici na pfitomnost antibiotika vykazuji
v mnoha piipadech velmi vysokou specificitu, bohuzel detailni vysvétleni pro tato pozorovani zatim
vétSinou chybi. Zfejmé je, Ze zcela zasadni roli hraje aminokyselinova sekvence a délka regula¢niho
vedouciho peptidu (odraZejici misto vazby a chemicky charakter pfislusného antibiotika).
V nasledujicich podkapitolach jsou probrany mechanismy tohoto typu atenuace na konkrétnich

prikladech inducibilné exprimovanych rezistencnich gend.
4.4.1.1 ATENUACE INDUKOVANA ERYTHROMYCINEM

Erythromycin je 14-Clenny makrolid, ktery se vaze do vystupniho tunelu nascentniho peptidu
(NPET) nedaleko peptidyltransferasového centra (PTC). Svou vazbou zpiisobuje zuZeni ribozomového

kanalu, které znamena pro vétSinu proteinti predcasné ukonceni translace a odpoutani peptidyl-tRNA
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z ribozomu (Dunkle et al., 2010; Tenson et al., 2003; Tu et al., 2005). Mimo to ale bylo popsano n¢kolik
proteind, na jejichz syntézu nema navazany erythromycin vliv (napt. proteiny H-NS a HspQ) (Kannan
et al., 2012), pfip. pfi jejichz syntéze nastane programované zablokovani celého translacniho komplexu,
aniz by doslo k disociaci peptidyl-tRNA (tvoii se SRC, typické pravé pro regulacni vedouci peptidy)
(Johansson et al., 2014).

Tato pozorovani a dalsi provedené studie vedly k zavéru, ze faktorem rozhodujicim o pribéhu
translace peptidu v piitomnosti antibiotika (a tedy specificit¢ indukce ribozomového uzamceni), je
aminokyselinova sekvence a také délka nascentniho vedouciho peptidu, kterd odrazi misto vazby
antibiotika v ribozomu (toto plati univerzalné pro vSechny systémy, kde tvorbu SRC indukuji
antibiotika) (Arenz et al., 2014a, 2014b; Dar and Sorek, 2017; Gupta et al., 2016; Johansson et al., 2014;
Mayford and Weisblum, 1990; Ramu et al., 2009; Vazquez-Laslop et al., 2008).

Indukce erythromycinem je charakteristicka pro erm skupinu genl, které koduji
N-methyltransferasy a udili bakteriim rezistenci k makrolidim, linkosamidiim a streptogramintim B.
Rezistenéni mechanismus spociva v modifikaci adeninu A2058 (E. coli ¢islovani) 23S rRNA, ktera
nasledn¢ brani vazb¢ téchto antibiotik do NPET ribozomu (Weisblum, 1995a). Spole¢nou vlastnosti
vSech inducibilné exprimovanych erm gent je, ze ke spusténi jejich exprese dochazi v odpovédi na
pritomnost pouze 14-Clennych a 15-¢lennych makrolidd, tzn. expresi neindukuji vSechna antibiotika, ke
kterym Erm N-methyltransferasy udileji rezistenci (Leclercq and Courvalin, 1991). Rozdilem naopak
je, ze jednotlivé varianty genu se li§i zptisobem, jakym je u nich vyvolavano ribozomové uzaméeni
béhem translace regulacniho uORF (Vazquez-Laslop et al., 2010).

ErmB je prvni gen regulovany ribozomem-zprostfedkovanou atenuaci (vyvolanou vazbou
antibiotika), u kterého byla ziskdna cryo-EM struktura SRC komplexu, na jejimz zaklad¢é byl
mechanismus tohoto dé&je detailn€ popsan (Arenz et al., 2014b).

ErmB mRNA nese na svém 5" konci uORF ermBL kodujici peptid o 27 aminokyselinach. Probiha-
li jeho translace za pfitomnosti erythromycinu, dochazi po polymeraci prvnich deseti aminokyselin
(MLVFQMRNVD) k uzamceni ribozomu, které se projevuje neschopnosti uvolnit peptidyl-tRNA a
zaroven neschopnosti tvofit dalsi peptidovou vazbu. SRC komplex pak vyvolava zménu v usporadani
vlasenkovych struktur na mRNA, které v zakladnim stavu blokuji RBS,,..5. Po uvolnéni RBS,,..5 nastava
syntéza rezistenéniho proteinu ErmB (Obr. 5A — obecné schéma). Peptidyl-tRNAA® se v dany moment
nachazi v P-misté a lysyl-tRNAM* pfinaSejici jedendctou aminokyselinu v A-misté (Min et al., 2008).

Na zakladé zminéné cryo-EM struktury bylo odhaleno, jak konkrétni interakce v SRC komplexu
vyvolavaji ztratu schopnosti ribozomu vytvofit peptidovou vazbu. Zasadni roli v tomto procesu hraji tii
klicové interakce nascentniho fetézce ErmBL s 23S rRNA. Konkrétné se jedna o interakci Arg7 s U2586
a Val9/Asp10 s U2585. Diky témto kontaktim je narusena standardni konformace baze U2585, coz ma
za nasledek, ze AA-tRNA nemiiZe zaujmout optimalni polohu nutnou pro uspé$né zformovani nové

peptidové vazby (Obr. 6) (Arenz et al., 2014b).
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A ErmBL (-ERY) B ErmBL (+ERY)

A-misto P-misto A-misto P-misto

Obr. 6: Schematicky model programovaného zablokovani translace ErmBL. AA-tRNA je znazornéna zluté, P-tRNA
zeleng, nukleotidy rRNA modre a erythromycin ¢ervené. (A) V nepfitomnosti antibiotika translace probiha normalné. Lys-
tRNA vstupuje do A-mista ribozomu, tvofi se peptidova vazba mezi D10 a K11 a fetézec ErmBL je prodluzovan. (B)
Vlivem navazaného erythromycinu zaujima nascentni fetézec ErmBL abnormalni prostorovou orientaci, ktera si vynucuje
konformacni zmény 23S rRNA. Nukleotid U2585 ziskava jinou prostorovou orientaci a brani AA-tRNA v zaujeti optimalni
pozice, ktera by umoznila prib¢h peptidyltransferasové reakce. (Arenz et al., 2014b) - upraveno

Druhym zastupcem tiidy erm gend, u n€jz je mechanismus indukce translacniho blokovani detailné¢
znam, je ermC (vlibec prvni gen, u kterého byla regulace elementem typu leader peptid popsana)
(Gryczan et al., 1980; Horinouchi and Weisblum, 1980; Vazquez-Laslop et al., 2011).

mRNA nesouci gen ermC obsahuje ve své 5” koncové oblasti konstitutivné exprimovany uORF
ermCL, ktery koduje peptid o délce 19 aminokyselin (MGIFSIFVISTVHYQPNKK) (Gryczan et al.,
1980; Ramu et al., 2009). Pokud se do ribozomu navaze indukujici antibiotikum, syntéza ErmCL se
v urcité fazi programované zastavi a dojde ke zméné sekundarni struktury mRNA, ktera odkryje RBS./mc
a umozni translaci ermC (Obr. SA — obecné schéma) (Mayford and Weisblum, 1989).

V ptipadé ermCL dochazi k uzamcéeni ribozomu po polymeraci prvnich deviti aminokyselin
(MGIFSIFVI). V momenté zastaveni se v P-misté nachézi peptidyl-tRNA™, seryl-tRNAS® je pfipravena
v A-misté, nicméné ribozom nemuZze provést dalsi elongaci proteinu, tzn. vytvorit peptidovou vazbu

mezi 1le9 a Serl0 (Vazquez-Laslop et al., 2008). Jak ukazala cryo-EM struktura SRC komplexu,
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divodem je pozménéna konformace 23S rRNA, kterou vyvolala specificka sekvence nascentniho
tetézce ErmCL interferujici s navdzanym erythromycinem. Hlavni roli zde hraje A2602, jehoz
prostorova orientace je oproti normalnimu stavu zna¢né pozménénd a bezprostiedné brani tvorbé
peptidové vazby (Obr. 7). Zde nachazime hlavni rozdil oproti situaci u ermBL, kde nukleotid ¢. 2602

nehraje v blokovani peptidyltransferasové reakce zddnou roli (viz vyse).

A ErmCL (-ERY) B ErmCL (+ERY)

A-misto P-misto A-misto P-misto

U25g5 "

Obr. 7: Schematicky model programovaného zablokovani translace ErmCL. AA-tRNA je znazornéna zZluté, P-tRNA
zelen€, nukleotidy rRNA modfe a erythromycin Cervené. (A) V nepfitomnosti antibiotika je umoznén normalni pribéh
translace. Ser-tRNA vstupuje do ribozomového A-mista, vytvaii se nova peptidova vazba mezi 19 a S10 a fetézec ErmCL
je prodluzovan. (B) Vlivem navazaného erythromycinu zaujimd nascentni fetézec ErmCL abnormdlni prostorovou
orientaci, ktera si vynucuje konforma¢ni zmény 23S rRNA patrné predev§im u nukleotidtt A2062, U2585 a A2602. Tato
zmeéna vede k zablokovani celého komplexu a nemoznosti vytvorit dalsi peptidovou vazbu. (Arenz et al., 2014a) — upraveno

Jiz diive bylo pomoci molekularné-biologickych metod dokazano, ze pro navozeni uzamdceni
ribozomu na ermCL je esencialni ¢tvefice aminokyselin IFVI v pozicich 6 az 9 nascentniho regulacniho
vedouciho peptidu, nebyly ale znamy podrobnosti na molekularni Grovni (Vazquez-Laslop et al., 2008;
Weisblum, 1995b). Ziskana cryo-EM struktura tedy pomohla odhalit kromé mechanismu, ktery brani
syntéze peptidové vazby, i konkrétni interakce mezi ribozomem a nascentnim peptidovym fetézcem
(pfedevsim klicové interakce s Gsekem IFVI), které vyvolavaji zménu prostorového usporadani

ribozomovych komponent a jsou zodpovédné za navozeni vzniku SRC (Obr. 7) (Arenz et al., 2014a).
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Obdobny systém zabezpecujici uzaméeni ribozomu byl popsan u genu ermA, ktery je ermC genu
fylogeneticky blizky (Park et al., 2010; Vazquez-Laslop et al., 2011). Rozdilem mezi t€émito geny je
pfitomnost dvou uORF u ermA genu, ermAL1 (kdduje peptid o 15 aminokyselindch) a ermAL2 (koduje
peptid o 19 aminokyselinach) (Murphy, 1985). Pfedpoklada se, ze v pfitomnosti indukujiciho antibiotika
nejprve dochazi k tvorbé SRC na ermAL a nasledné ke spusténi translace ermAL2. SRC se poté vytvori
i zde a translace ermA se spusti (Murphy, 1985; Sandler and Weisblum, 1988). Zatimco ermAL?2
vykazuje vysokou homologii s ermCL (stejnd délka, SRC vznikd po polymeraci 9 aminokyselin,
sekvencné se lisi v péti aminokyselinach), ermALI je znacné odlisny. Ke vzniku SRC na ermAL2
dochazi tedy obdobné jako u vySe popsaného vzniku SRC na ermCL, u ermALI je ale mechanismus
rozdilny.

K uzamceni ribozomu na ermAL1 dochazi po polymeraci osmi aminokyselin (MCTSIAVYV). Bylo
ukazano, ze v tomto d¢&ji jsou esencialni aminokyseliny IAVV v pozicich 5 az 8 a zaroven i charakter
aminokyseliny, ktera se v dany moment nachazi v A-misté (pfirozen¢ E). Existuji totiz aminokyseliny,
které jsou slabymi akceptory nascentniho fetézce ErmAL1 — netvoii se peptidova vazba, vznika SRC
(E, D, K, R, H, ptip. W, I, Y), a aminokyseliny, které jsou silnymi akceptory — tvoti se peptidova vazba,
nevznika SRC (A, F, M, C) (Ramu et al., 2011).

Zcela odlisny systém indukce vzniku SRC vykazuji erm geny s regulacnimi vedoucimi peptidy,
které obsahuji aminokyselinovy motiv RLR. Patii sem napt. uORF ermDL (MTHSMRLRFPTLNQ),
ermQL (MIMNGGIASIRLRR), ermXL (MLISGTAFLRLRTNRKAFPTP), erm34L
(MHFIRLRFLVLNK) nebo erm39L (MSVTYIRLRIT) (Sothiselvam et al., 2014; Vazquez-Laslop et
al., 2011). K uzamceni ribozomu dochazi (bez ohledu na pozici vyznatné sekvence v nascentnim
peptidu) v moment€, kdy se ma zformovat peptidova vazba uvniti RLR motivu mezi L2 a R3. Na
vedoucim ORF genu ermD bylo ukézano, ze inhibici peptidyltransferasové reakce nevyvolavaji
interakce mezi nascentnim peptidem, navazanym antibiotikem a slozkami NPET jako v ptfedchozich
ptipadech, ale dostacujici je zména konformace 23S rRNA (klicova se jevi pozménéna orientace
nukleotidi U2585 a A2602), kterou vyvolava navdzané antibiotikum a pfitomna RLR sekvence. Toto
tvrzeni doklada experiment, pii kterém bylo dosaZeno indukce vzniku SRC pfi vyuziti zkraceného
ermDL kodujiciho peptid MRLRFPTLNQ (Sothiselvam et al., 2014).

Druhou skupinou gend indukovanych erythromycinem, jsou geny msr, které udileji rezistenci
k makrolidiim a streptogramintim B (Singh et al., 2001). Piestoze u zadného z msr gend neni k dispozici
detailni vysvétleni mechanismu vzniku SRC, jsou znamy sekvence jejich vedoucich regulacnich ORF.
uORF msrA a msrC maji vysoce homologickou aminokyselinovou sekvenci (MTASMRLK, resp.
MTASMKLRFELLNNN) a jsou fazeny do skupiny regula¢nich vedoucich peptidi obsahujicich tzv.
RLR motiv (bylo dokazano, ze zdména argininu za lysin nema na funkénost vedouciho peptidu vliv
(Sothiselvam et al., 2014)). Vznik SRC indukuji tedy pravdépodobné stejné jako vyse popsany ermDL
uORF. Zcela rozdilnou sekvenci ma pak msrDL (MYLIFM), coz naznacuje, ze vznik SRC zde bude
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zajistén jinym mechanismem (Ramu et al., 2009; Ross et al., 1990; Singh et al., 2001; Sothiselvam et
al., 2014).

4.4.1.2 ATENUACE INDUKOVANA LINKOMYCINEM

Linkomycin je antibiotikum, které se vaze do tésné blizkosti PTC, kde blokuje proteinovou syntézu
ve velmi ¢asné fazi (pfiblizné po spojeni prvnich dvou aminokyselin). Timto se vyrazné li§i od
pfedchoziho typu induktoru, erythromycinu, ktery se vdze dale do NPET a inhibuje syntézu po
polymeraci prvnich Sesti az osmi aminokyselin (Tenson et al., 2003). Indukce linkomycinem byla blize
popséna u atenuatorit gend /mo0919 a bmrCD.

Lmo0919 je gen Listeria monocytogenes kodujici ARE ABC-F protein, ktery udili bakteriim
rezistenci k linkomycinu jeho vytésiiovanim z ribozomu (Chesneau et al., 2005; Murina et al., 2018).
Tento gen je regulovan na transkripéni urovni atenuatorem, ktery vykazuje znacnou specificitu —
k syntéze proteinu dochazi vyhradné v pfitomnosti linkomycinu. Lmo0919 je jednim z mnoha genii
nalezenych pomoci nedavno vyvinuté metody term-seq, kterd umoziuje kvantitativni mapovani vSech
nechranénych 3” konci RNA v bufice a slouzi tak k identifikaci gent regulovanych mechanismem
predc¢asné terminace transkripce (Dar et al., 2016).

Pro regulacni upstream oblast /mo0919 je charakteristicky velmi kratky uORF kodujici peptid o
délce pouhych tii aminokyselin (MKF). Pfedpoklada se, ze pravé délka regulaéniho ORF je zde jednim
z hlavnich faktord zodpovédnych za velmi vysokou specificitu indukce (Dar and Sorek, 2017; Dar et
al., 2016). Ve studii zroku 2016 Dar et al. sledovali aktivitu tohoto riboregulatoru v pfitomnosti
linkomycinu (indukujici), erythromycinu a chloramfenikolu (neindukujici). Divod, pro¢ erythromycin
expresi Imo0919 neindukuje, je zfejmy ze znalosti vazebnych mist obou téchto latek (viz vyse) —
nascentni regula¢ni vedouci peptid je prili§ kratky na to, aby se dostal do kontaktu s erythromycinem,
zatimco s linkomycinem interferovat mtze (Dar et al., 2016). OdliSny mechanismus zajiSt'ujici
specificitu indukce se musi uplatiiovat v pfipadé chloramfenikolu, ktery mtze indukovat vznik SRC a
zarovenl ma s linkomycinem témét shodné vazebné misto. Zde je pravdépodobné rozhodujicim faktorem
aminokyselinova sekvence vedouciho peptidu, nebot’ chloramfenikol inhibuje translaci (indukuje tvorbu
SRC) pouze v pfitomnosti specifickych aminokyselin, typicky alaninu, serinu, nebo threoninu, které se
v moment¢ uzamceni nachazeji na piedposledni pozici nascentniho fetézce (viz odd. 4.4.1.3). Ani jedna
z téchto aminokyselin soucasti uUORF /mo0919 neni (Dar et al., 2016; Marks et al., 2016).

Na zaklade€ nasobného sekvenéniho alignmentu je predikovano, ze obdobné fungujici riboregulator
se vyskytuje i u dalSich ARE ABC-F proteinii, homologii Lmo0919, mezi které patii mj. rezisten¢ni
proteiny VgaA a VmIR (Dar et al., 2016; Ohki et al., 2005).

Linkomycinem je dale indukovana exprese genu Bacillus subtilis bmrCD (dtive Yhel/YheH), ktery
kdéduje multirezistenéni heterodimerni ABC transportér, jehoz funkci je aktivni efflux antibiotik.

Specificita indukce je v ptipadé bmrCD vyrazné nizs§i nez u vySe zminovaného genu /mo0919. Ze 46
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testovanych antibiotik expresi indukovalo 11 latek, mimo linkomycin napft. azithromycin, erythromycin
¢i chloramfenikol. Lze pfedpokladat, Ze vysokou senzitivitu k rozmanitym typim antibiotik zajist'uje
aminokyselinové sekvence vedouciho peptidu BmrB (diive Yhel), ktery je napadné dlouhy — koduje
peptid o délce 53 aminokyselin (Galian et al., 2011; Reilman et al., 2014; Torres et al., 2009). Exprese
bmrCD je kontrolovana na dvou urovnich. Regulace pomoci transkripéniho atenuatoru je casove
omezend, nebot’ je podiizena kontrole zajistované proteinem AbrB (transkripcni reguldtor pfechodové
faze), ktery v priabéhu exponencidlni faze reprimuje geny specifické pro stacionarni fizi (Reilman et al.,

2014; Strauch and Hoch, 1993).

4.4.1.3 ATENUACE INDUKOVANA CHLORAMFENIKOLEM

Chloramfenikol se vaZze do A-mista 50S ribozomalni podjednotky, ¢imz brani AA-tRNA v zaujeti
optimalni polohy (Dunkle et al., 2010). Bylo ukdzano, Ze toto antibiotikum inhibuje tvorbu peptidové
vazby pouze ve specifickém kontextu, konkrétné nachazi-li se na predposledni pozici nascentniho
peptidu (v momenté¢ uzamceni ribozomu) alanin — vykazuje nejvétsi efektivitu v indukei zastaveni
translace, dale pak serin, nebo threonin (Marks et al., 2016).

Chloramfenikolem indukovana exprese zprostfedkovana elementem typu leader peptid je typicka
napf. pro rezistencni geny cat486 a cmlA. Oba tyto geny jsou regulovany stejnym zptsobem, transla¢ni
atenuaci, prestoze se vyrazng 1isi jak svym rezistené¢nim mechanismem (CatA86 antibiotikum chemicky
modifikuje, CmlA ho aktivné exportuje z bunky), tak i distribuci mezi bakteriemi (gen cat486 se nachazi
u Gram-pozitivnich bakterii, cml4 v Gram-negativnich bakterii) (Lovett, 1990, 1996; Stokes and Hall,
1991).

Vedouci regulaéni peptidy CatA86L a CmlAL jsou shodné dlouhé devét aminokyselin, 1isi se ale
svou sekvenci i pozici, v jaké vyvolavaji uzaméeni ribozomu. V ptipadé catA86L se ribozom zastavuje
na patém kodonu (po polymeraci MVKTD), v ptipad¢ cmlAL pak na osmém kodonu (po polymeraci
MSTSKNAD). Toto pozorovani je v souladu s vySe uvedenym tvrzenim, Ze uzamceni ribozomu
v pritomnosti chloramfenikolu je indukovano pfitomnosti alaninu ¢i threoninu na pfedposledni pozici
nascentniho peptidu. V ptipad¢, ze byl u catA86L zaménén ctvrty kodon pro threonin za kodon pro
alanin (v pfitomnosti chloramfenikolu vyvolava zastaveni translace nejsilnéji), efektivita indukce
translacniho zastaveni se mnohonasobn¢ zvysila (Lovett, 1990, 1996; Marks et al., 2016; Stokes and
Hall, 1991).

CatA86L a cmlAL se v prabéhu evoluce specializovaly pro navozovani translacniho uzamceni v
pfitomnosti pfirozené syntetizovaného chloramfenikolu, nicméné se ukéazalo, Ze tvorbu SRC mohou
navodit 1 v pfitomnosti syntetického linezolidu a tedizolidu (ale s nizsi efektivitou) (Marks et al., 2016).

FexA, ktery udili rezistenci k chloramfenikolu a fluorfenikolu jejich aktivnim effluxem, je dalSim
prikladem genu regulovaného translaénim atenuatorem. Analyzou jeho upstream oblasti byla zjisténa

vysoka homologie s regulacnimi oblastmi gend catA86 a cmlA. Stejné jako vedouci peptid téchto gend
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ma 1 FexAL délku devét aminokyselin. Uzamceni ribozomu zde nastava po polymeraci aminokyselin
MVKAYV, tedy vmomenté, kdy se na predposledni pozici nascentniho peptidu nachazi alanin

(Kehrenberg and Schwarz, 2004).

4.4.1.4 ATENUACE INDUKOVANA TETRACYKLINEM

Leader peptid element regulacné odpovidajici na pfitomnost tetracyklinu (antibiotikum vazajici se
na 30S ribozomalni podjednotku), byl nalezen u rezisten¢nich gend tetM a fetQ, které koduji proteiny
ochrafiujici ribozom vytésiiovdnim antibiotika z jeho vazebného mista. V ptipade tetM se atenuace
realizuje na transkripcni Grovni, v pfipadé fefQ na trovni translacni, avSak uplny a detailni mechanismus
fungovani téchto riboregulatorii neni znam. TetM mRNA obsahuje ve svém 5° konci uORF kodujici
peptid dlouhy 28 aminokyselin. Zajimavé je, Ze na prvnich deviti pozicich (MLCMPMVMH) tohoto
peptidu nachazime Sest aminokyselin, jejichz ptislusné AA-tRNA jsou v celkovém AA-tRNA poolu
pomérné vzacné. Jednd se o methionin, cystein a histidin. Je mozné, Ze tato napadna zvlastnost mize
hrat roli v indukci exprese fetM. U genu tetQ je pravdépodobné, Ze inducibilni exprese bude zajistovana
odlisnym mechanismem, nebot je tento gen predchazen uORF o délce pouhych tii aminokyselin (MRQ)

(Su et al., 1992; Wang et al., 2005).

4.5 r5’UTR ELEMENT REAGUJICI NA PRITOMNOST
RIBOZOMALNIHO PROTEINU

Dale existuje typ vnitiniho regula¢niho elementu, ktery je schopny pfimo vazat ribozomalni protein
— tzv. represorovy r-protein a na zaklad¢ této interakce tlumit genovou expresi. Tento typ riboregulatoru
se vyskytuje u mRNA kodujici pravé ribozomalni proteiny a zajistuje zpétnovazebnou kontrolu jejich
syntézy (Nomura et al., 1980).

Vedouci oblast mRNA molekuly v tomto pfipadé mimikuje tvarové usporadani piislusné casti
rRNA (Obr. 8), na kterou se ribozomalni protein primarne vaze. mRNA tak vytvaii alternativni vazebné
misto pro tento protein, které ale v porovnani s rRNA vykazuje nizsi afinitu. Vysledkem je, Ze rRNA a
mRNA mezi sebou do ur€ité miry (preferenéné se tvoii interakce s rRNA) soutézi o vazbu r-proteinu.
Pokud se v buiice vyskytuje nadbyte¢né mnozstvi volného represorového ribozomalniho proteinu, zvysi
se pravdépodobnost, ze se protein bude vazat i na mRNA, coz vede k zeslabeni produkce tohoto
r-proteinu a obvykle také ke zeslabeni produkce dalSich proteint, které jsou kodované na spolecné
polycistronni mRNA. Timto zptisobem dojde ke srovnani mnozstvi jednotlivych stavebnich blokl
ribozomu (rRNA a r-proteint kodovanych jinou ¢asti genomu). Regulace probiha typicky na translacni
urovni, ale popsana byla i atenuace transkripcni, kterd navic vyzaduje ptitomnost dalsiho proteinového
faktoru (viz dale) (Draper, 1989; Naville and Gautheret, 2009; Nomura et al., 1980).

Mechanismus fungovani tohoto r5'UTR elementu se od predchozich typt riboregulatort lisi,

protoze exprese prislusnych proteinti neni modulovana prostiednictvim zmény sekundarni struktury,
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kterou by vyvolala vazana molekula. V ptipadé tohoto regulac¢niho elementu dochazi k represi obvykle
zakrytim ribozom-vazebného mista, které zptisobi samotny r-protein, nikoli komplementarni sekvence,
ktera je soucasti mRNA regulacni oblasti. Tento pfipad translacni atenuace byl mezi prvnimi popsan u
Escherichia coli r-proteinu S7 malé ribozomalni podjednotky (Nomura et al., 1980).

Gen kédujici ribozomalni protein S7 je soucasti operonu str, ktery nese geny pro r-proteiny S12 a
S7 a pro elongaéni faktory EF-G a EF-Tu (Post and Nomura, 1980). Na zékladé porovnani sekvenci
casti mRNA a ¢asti rRNA, které jsou zodpoveédné za vazbu r-proteinu, bylo zjisténo, Ze se u obou téchto
molekul vyskytuji ¢tyfi motivy o péti az Sesti nukleotidech, a navic n€kolik dalSich kratSich usek, které
maji zcela identickou sekvenci (Obr. 8 — vyznaceny rameckem). Navic sekundarni struktura obou téchto
oblasti se ndpadné€ podoba a zminéné konzervované motivy jsou v ni lokalizované na shodnych pozicich.
Na zéklad¢ této srovnavaci analyzy byl tedy zjistén zakladni motiv vyZzadovany r-proteinem S7 pro
rozpoznani vazebného mista. Tato sekundarni struktura je u mRNA mén¢ stabilni nez u rRNA, coz zde
muze byt divodem, pro¢ se r-protein preferencné vaze na rRNA. Pokud se ale mnozstvi r-proteinu zvysi
neumérné k ostatnim ribozomalnim slozkam, frekvence vazby na mRNA se zvysi, dojde k zakryti mista,
kde zacina translace S7 proteinu, a nasledné k potlaceni dalsi exprese tohoto genu. Ve vétsiné piripadi
navazani represorového r-proteinu vyvola represi vétSiho poctu genti, které jsou soucasti daného
operonu, nicméné u st operonu bylo pozorovano, Ze represorovy protein S7 inhibuje pouze svoji vlastni
syntézu, zatimco ostatni geny (pro S12, EF-G a EF-Tu) téméf neovliviiuje (Nomura et al., 1980; Tinoco

et al., 1973).
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Obr. 8: Srovnani rRNA a mRNA vazebnych mist represorového r-proteinu S7. Homologické sekvence jsou vyznaceny
rameckem. (A) Model sekundarni struktury vazebného mista S7 proteinu na ribozomalni 16S rRNA. (B) Model sekundérni
struktury vazebného mista S7 proteinu na mRNA. ORF proteinu S7 zacin na pozici 601. (Nomura et al., 1980) - upraveno

Druhym popsanym regulaénim mechanismem r5 'UTR elementu vazajiciho r-protein je atenuace
na transkrip¢ni Grovni. Tento typ genové kontroly byl popsan u operonu S10, ktery kdduje jedenact

ribozomalnich proteint, z nichz jeden, L4, funguje jako represorovy r-protein. V piipadé akumulace
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volného L4 proteinu dochazi za pritomnosti pfidatného proteinového faktoru k eliminaci tvorby
polycistronniho transkriptu a tedy ke snizeni urovné exprese vSech jedenécti proteini (Zengel and
Lindahl, 1992; Zengel et al., 1980). Bylo ukdzano, ze pribéh transkripéni atenuace zahrnuje Ctyii kroky:
(D spontanni zastaveni RNA polymerasy v oblasti atenuatoru; (II) stabilizaci komplexu obecnym
transkripénim termina¢nim/antiterminacnim faktorem NusA; (III) super stabilizaci komplexu
represorovym r-proteinem L4 a nakonec (IV) pred€asné ukonceni transkripce a rozpad celého komplexu
(Zengel and Lindahl, 1996). Timto zplsobem vznika transkript o délce zhruba 140 nukleotidd
al., 1983). L4 ale kromé vyse popsané transkripcni atenuace zajiSt'uje také atenuaci translacni. Vlivem
zvySeného mnozstvi L4 je utlumena translace prvnich ¢tyt gent operonu, S10, L3, L4 a L.23 (Yates and

Nomura, 1980).

4.6 r5'UTR ELEMENT REAGUJICI NA PRITOMNOST
TERMINATOROVEHO/ANTITERMINATOROVEHO PROTEINU

Posledni ztady vnitinich regulacnich RNA elementi je r5'UTR element vazajici specificky
regulacni protein, ktery na transkripcni urovni inhibuje, nebo naopak umoziuje tvorbu downstream
kédovaného genového produktu. Tento RNA-vazebny protein nazyvame termindtorovy, nebo
antiterminatorovy v zavislosti na efektu, ktery vyvolava. Timto efektem muZze byt jednak tvorba
terminacni vlasenky, ktera predcasné ukoncuje transkripci, a jednak tvorba antiterminacni vlasenky,
ktera naopak umoznuje RNA polymerase nasyntetizovat kompletni transkript. Mira exprese genu
v tomto ptipade nezavisi pouze na koncentraci daného regulacniho proteinu, ale také na jeho aktiva¢nim
statusu — protein muze byt posttranslacné modifikovan nebo mize véazat rizné ligandy, a v takovém
ptipadé se na mRNA vaZze pouze v aktivované podob¢ (Henkin, 1996; Naville and Gautheret, 2009).

Typickym ptikladem genu, jehoz syntéza je regulovana pomoci regulacniho proteinu vazajiciho se
na vedouci oblast mRNA, je trp operon Bacillus subtilis (viz Obr. 9). Tento riboregulator zajistuje
inducibilni expresi genll tryptofanové biosyntézy, obdobné jako vyse zminovany regulacni element typu
leader peptid u Escherichia coli a T-box u Staphylococcus aureus (Gutierrez-Preciado et al., 2005;
Yanofsky, 2004).

V ptipadé trp operonu Bacillus subtilis tedy o zformovani terminaéni, resp. antitermina¢ni vlasenky
rozhoduje regula¢ni protein, ktery je kodovany konstitutivné exprimovanym genem m¢rB nachazejicim
se v jiném lokusu nez #rp operon. Tento sekvencné-specificky RNA-vazebny protein se nazyva TRAP
(trp RNA-vazebny atenuacni protein) a funguje jako tryptofanem aktivovany terminatorovy protein —
v aktivované podob¢ (s navazanymi volnymi L-tryptofany) vyvolava tvorbu termina¢ni vlasenky a
zpusobuje predCasné ukonceni syntézy polycistronni mRNA. V pfipad¢, Ze k vazbé atenuacniho
proteinu na mRNA nedochazi, RNA polymerasa vyrobi kompletni transkript a geny kodujici enzymy

biosyntetické drahy tryptofanu jsou exprimovany (Gollnick, 1994).
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TRAP je homopolymer, ktery se sklada zjedenacti monomert tvoficich symetrickou strukturu
oznacovanou jako B-kotou¢ (B-wheel, nékdy téz doughnut-like struktura). Pro vznik aktivované formy
je nutné, aby tento protein vézal celkem jedendct L-tryptofant, které jsou prostiednictvim nékolika
vodikovych mustkl a dalSich typh nevazebnych interakci kotveny do hydrofobnich kapes tvorenych
vzdy dvéma pfilehlymi podjednotkami proteinového komplexu (Antson et al., 1995). TRAP protein se
v aktivovaném stavu vaze pies vodikové mustky do vedouci oblasti mRNA, konkrétn€ do segmentu
obsahujiciho jedenact triplett G/UAG oddélenych sekvencné variabilnimi useky o dvou az tfech
nukleotidech (Babitzke et al., 1994, 1996). Specificitu vazby v tomto pfipadé zajist'uji badze na druhé a
tteti pozici uvedeného tripletu, kterymi jsou bez vyjimky adenin a guanin (Antson et al., 1999; Chen et
al., 1999).
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Obr. 9: Transkrip¢ni atenuace #rp operonu Bacillus subtilis. Pismena @, , a @ oznacuji komplementarni useky, které
tvoli terminacni, resp. antiterminaéni vlasenku. Cisla oznaduji pozici baze vzhledem ke startu transkripce. Zvyraznény jsou
nukleotidy v pozicich 108-111, které jsou soucasti jak terminacni, tak antitrminaéni vlasenky. Pokud je v prostiedi pfitomen
volny tryptofan, dochazi k jeho vazbé na TRAP protein, ktery se tak stava aktivni. Aktivovany TRAP se vaze do vedouci oblasti
mRNA bohaté na triplety UAG a GAG a vyvolava tvorbu terminaéni vlasenky (paruji useky C a D). Genovy produkt se v tomto
pfipadé netvoii. V nepfitomnosti volného tryptofanu nedochdzi k navazani TRAP proteinu do mRNA a formuje se
antiterminacni vlasenka (paruji iseky A a B), ktera umozni expresi enzymu biosyntetické drahy pro tryptofan. (Gollnick and
Babitzke, 2002) - upraveno

r5'UTR element vazajici regulacni protein typu antiterminatorového byl nalezen mj. u Bacillus
amyloliquefaciens v operonu dfnn, ktery nese geny pro biosyntézu antibiotika difficidin. Ulohu
antiterminatorového proteinu zde plni protein s nazvem LoaP (paralog transkripcniho regulatorového

proteinu NusG), ktery se vaze do vedouci oblasti nascentni mRNA, a brani tak tvorbé terminacni

vlasenky, ktera by pred¢asné ukoncila syntézu ptislusné mRNA. Kromé toho bylo ukazano, ze LoaP

29



ma schopnost rozrusovat i vnitini terminacni vlasenky uprostied operonu, ¢imz zajiStuje tvorbu

kompletniho transkriptu (Goodson et al., 2017).

5 ZAVER

Regulace genové exprese zprostiedkovana vnitinimi regulacnimi RNA elementy je mezi
bakteriemi znacné rozsifena. Tento zpisob genové kontroly mizeme najit napf. u genu kodujicich
produkty, které jsou pro buiitku esencidlni (acastni se klicovych bunécnych procesti), ale zarovei jejich
syntéza znamena pro buitku energetickou zatéz. Dale ji pozorujeme u tzv. luxusnich genti kddujicich
produkty, jejichz pfitomnost neni pro bakterii rostouci v nestresovych podminkach nezbytna, ale které
ji mohou ptinaset urcitou vyhodu do konkuren¢niho boje s dal§imi organismy. Mezi tento typ gent patii
mj. i rezisten¢ni geny kodujici proteiny, které svou ¢innosti zajist'uji bakterii odolnost vii¢i antibiotiktim,
zaroven ale neziidka vyvolavaji pokles fitness. Cilenad regulace exprese je tedy odpoveédi bunky na
negativni efekty, které jsou s produkci nékterych proteinti spojené.

Genova regulace zajisténa specializovanymi RNA molekulami, které at’ uz pfimo ¢i nepifimo
detekuji urcity signal, vykazuje oproti regulaci pomoci proteinti nékolik nezanedbatelnych vyhod.
Odpoved’ na signal se v ptipadé regulace vnitinimi r5'UTR elementy projevi prakticky ihned, nebot’
tento regulator je soucasti regulované molekuly. Dalsi vyhodou je i zna¢na jednoduchost a ispornost
tohoto typu regulace, ktera ve vétsiné ptipadt nevyzaduje dalsi pomocné proteinové faktory.

Studiu genové exprese obecné je v soucasnosti vénovana nemald pozornost. Primarnim cilem je
samoziejmé komplexni pochopeni mechanismuti, které¢ urcuji, za jakych podminek bude k expresi
urcitého genu dochazet, a kdy naopak bude tvorba daného genového produktu inhibovana. Tyto znalosti
mohou byt dale aplikovany naptiklad pfi navrhovani novych latek, které by s témito regulacnimi
mechanismy interferovaly a mohly tak byt potencialné vyuzity jako antibiotika nové generace. Prave
nutnost vyvijet stile nova alternativni antibiotika vyplyva ze souCasné situace, kdy vlivem silného
naduzivani riznych antimikrobialnich latek dochazi k velmi rychlému §ifeni rezistenc¢nich gent.

Existuje hned né€kolik predstav, jak konkrétn€ by regulacni nekodujici RNA molekuly mohly byt
vyuzity jako cilova mista pro piisobeni antimikrobidlnich latek. NaruSenim jejich funkce by mohlo dojit
k deregulaci jistych kli¢ovych genil, coZ by mohlo vést ke smrti buiiky, pfip. k inhibici jejiho rastu. Déle
by takové latky mohly byt vyuzity pro navozeni trvalé represe rezistenc¢nich gent, ktera by vedla
k opétovnému vzniku senzitivity bakterie k ptivodnimu antibiotiku. V soucasnosti podobnou latku
s klinickym vyuZitim nemame, urcité ale prave tato strategie je jedna z moznych cest, jak antibiotickou

rezistenci obejit.
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