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Abstrakt

Regulace genové exprese je klicovou vlastnosti vSech organismii a mize probihat na
n¢kolika urovnich pocinaje iniciaci transkripce az po degradaci proteini. Jednou z moznosti je
uprava stability mRNA pomoci nejriznéjSich modifikaci. Asi nejznaméjsi modifikaci je 7mG
cepicka eukaryot, ktera chrani RNA pfed RNazami. V nedavné dob¢ bylo diky kombinaci
metod kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie objeveno nékolik novych
modifikaci také u prokaryot. Jednou z nich je nikotinamidadenindinukleotid na 5" konci
nékterych RNA, ktery je analogicky s 7mG ¢epickou. Tato prace popisuje tento fenomén

V kontextu bakterialni transkripce.

Kli¢ova slova: RNA, RNAP, NAD, 5" modifikace, regulace genové exprese



Abstract

Regulation of gene expression is a key feature of all organisms and can occur at several
levels ranging from transcription initiation to protein degradation. An important mechanism of
this process is regulation of mMRNA stability by various modifications. The best known
modification is eukaryotic 7mG cap, which protects RNA from RNase degradation. Recently,
several new prokaryotic modifications have been discovered thanks to advances in liquid
chromatography and mass spectrometry methods. One such a modification is nicotinamide
adenine dinucleotide at the 5 end of some RNA. Nicotinamide adenine dinucleotide is
analogous to 7mG cap. This study describes this phenomenon in context of bacterial

transcription.
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1. Uvod

Ribonukleova kyselina neboli RNA je znadma jako intermediat mezi DNA a proteiny jiz
velice dlouho. Jako prvni, kdo s timto tvrzenim pftiSel, byl roku 1956 Francis Crick, kdyz ve
svém c¢lanku ,, The Biological Replication of Macromolecules* popsal tok genetické informace,
dodnes uznavany a znamy jako centralni dogma molekularni biologie (Obr. 1). Kromé replikace
DNA, ptepisu DNA do RNA a ptekladu RNA do proteinové struktury také predpokladal, ze by
se RNA mohla sama replikovat a piepisovat do DNA a také, ze se DNA miiZe pfepisovat piimo
do proteinti. Kromé piepisu DNA piimo do proteind jsou tyto varianty sice mozné, avsak pro
zivé organismy netypické. Piepis z proteinti (at’ uz do DNA, RNA nebo replikace proteinu)

nebyl pozorovan, a proto se piedpoklada, ze k nému viubec nedochazi (Crick, 1970).

PROTEIN PROTEIN

Obr. 1. Tok genetické informace
Vilevo puvodni varianta, kterou predpokladal Crick, vpravo dnes uznavana varianta bez prepisu DNA primo do
proteimii. Plné Sipky zndzornuji bezné uplatinovany smer toku genetické informace, prerusované Sipky zndazornuji

mozny, avsak neprilis vyuZivany smér toku (prevzato a upraveno podle Crick, 1970).

Jelikoz RNA je nedilnou soucasti vySe zminovaného toku genetické informace, mohou jeji
modifikace zdsadnim zptisobem ovlivnit genovou expresi a prispivat tak k jeji regulaci. To se
muze dit riznymi mechanismy, napiiklad zvySenim stability RNA ochranou proti enzymim
Stépicim RNA, ¢imz se prodlouzi doba zivota dané RNA, nebo zménou frekvence prekladu do
proteint.

Typickymi modifikacemi RNA jsou napiiklad 7-metylguanosinova Cepicka na 5" konci,
nebo polyadeninovy tsek na 3" konci medidtorové RNA. O takovychto modifikacich se diive
soudilo, Ze existuji pouze u eukaryotickych organismu. V ptipad¢ polyadeninového 3" konce
se zjistilo uz relativné davno, Ze ho obsahuji i nékteré mRNA bakterii (Nakazato et al., 1975).
Jeho funkce se vSak od funkce polyadeninového konce eukaryot ponékud lisi. Zatimco
polyadeninovy konec eukaryot chrani RNA pted degradaci a reguluje miru translace (Laishram,

2014), u prokaryot naopak snizuje stabilitu nékterych mMRNA (Mohanty a Kushner, 1999) tim,
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ze je ,,oznaci“ pro degradaci RNazou E (Mohanty a Kushner, 2011). Vyjimkou u prokaryot je
mRNA pro RNazu E, kde polyadenylace zvySuje jeji stabilitu (Mohanty a Kushner, 2002).
O modifikacich podobnych 7mG ¢Eepicce u bakteridlni mRNA se vSak dlouho viibec nevédélo.
Az v nedavné dob¢ bylo pomoci novych metod objeveno mnoho novych modifikaci RNA,
véetné nikotinamidadenindinukleotidu (NAD™) ¢&i acetyl koenzymu A (AcCoA) na 5 konci
nékterych malych RNA a mediatorovych RNA u bakterii Escherichia coli a Streptomyces
venezuleae (Chen et al., 2009).

Tato prace si klade za cil seznamit ¢tenaie s nékterymi noveé objevenymi modifikacemi
bakterialni RNA. Blize se pak bude vénovat NAD* — zptisobu jeho objeveni na 5" konci RNA,
jeho inkorporaci do RNA a v neposledni fad¢ také jeho mozné funkci jako regulatoru genové

exprese.



2. Syntéza bakteridalni RNA

RNA byva v bakterialni buiice ve vétsin¢ ptipada velice rychle degradovana, a proto musi
byt i stejné rychle dopliovana (Hambraeus et al., 2003). Divodem této dynamiky je nutnost
rychle reagovat na zmény vnéjSich podminek. K syntéze RNA dochéazi procesem zvanym
transkripce, kde ptedlohou je obvykle DNA, i kdyz v n¢kterych ptipadech miize templatem byt
i RNA (Gildehaus et al., 2007).

2.1 Bakterialni RNA polymeraza

Enzymem zodpovédnym za transkripci je DNA dependentni RNA polymeraza (Hurwitz,
2005). Eukaryotické organismy vyuzivaji pro tyto ucely n¢kolik riznych RNA polymeraz,
zatimco bakterie si vystaci s jedinou.

Bakterialni RNA polymeraza (RNAP) se sklada z péti zakladnich podjednotek (aofp o)
0 souhrnné hmotnosti 370 kDa (Burgess, 1969), které tvoii proteinové jadro, jehoz struktura je
konzervovana napii¢ celou doménou bakterii (Murakami, 2015). Alfa podjednotky tvoii
homodimer, na ktery se vazi podjednotky B a B". Tvoii tedy jakési leSeni, na kterém se formuje
zbytek komplexu. Podjednotky 3 a B tvoti typickou strukturu ,krabiho klepeta®“, ktera vaze
DNA a je katalytickym centrem (Obr. 3) (Murakami, 2015). Podjednotka  se vaze na B’
a napomaha sestaveni celého komplexu (Ghosh et al., 2001). Nékteré gram pozitivni bakterie
maji navic jest¢ & podjednotku, kterd slouzi k regulaci (Rabatinova et al., 2013),
a € podjednotku, jejiz funkce zatim neni znama (Keller et al., 2014).

Krom¢ jadra je soucasti RNAP jesté podjednotka o (nebo také ,,faktor sigma‘) (Richard et
al., 1969), ktera dohromady s jadrem RNAP tvoii holoenzym. Jeji funkci je rozpoznani
promotorové oblasti na DNA a zprostfedkovani kontaktu mezi RNAP a DNA (Sorenson a
Darst, 2006). Poté, co RNAP iniciuje transkripci, 6 se miiZze odpoutat od holoenzymu, navazat
se na dal$i RNAP a opét iniciovat transkripci (Travers a Burgess, 1969). V bakterialni bufice
obvykle existuje vice riznych podjednotek 6. MnoZzstvi zavisi na organismu - miize se liSit od
jediného typu az po vice nez 100 ruznych o podjednotek (Paget, 2015). Kazda podjednotka ¢
proptj¢uje RNAP afinitu vii¢i riznym promotorim, coz jsou regulac¢ni sekvence DNA, na
kterych zaéina transkripce. To ma za nasledek transkripci rozdilnych gent a tedy i jinou
genovou expresi. Rlzné sigmy jsou bakteriemi produkovany v zavislosti na podminkach.
Naptiklad 67 je tzv. ,,House keeping* faktor sigma bakterie E. coli, ktery je zodpovédny za
transkripci véts§iny RNA v nestresovych podminkach (Feklistov et al., 2014). Dalsimi faktory

sigma jsou naptiklad ¢*2, ktery je produkovan v E. coli pfi teplotnim $oku a idi syntézu RNA



geni pro adaptaci na vysokou teplotu (Grossman et al., 1984), nebo SigE ucastnici se
transkripce pti sporulaci B. subtilis (Haldenwang et al., 1981).

2.2 Promotor

Promotor je sekvence na DNA rozpozndvana RNAP holoenzymem (Obr. 2), konkrétné jeho
podjednotkou o. Podjednotka o se vaze na pozici promotoru -10, tedy pfiblizné 10 part bazi
Pribnowliv nebo TATA box, je v evoluci zachovaly motiv, jehoz konsensus sekvence je
u mnoha bakterialnich druhti *TATAAT’ (Harley a Reynolds, 1987). K tomuto motivu patii
jestd takzvana prodlouzena -10 sekvence TGn*® (Keilty a Rosenberg, 1987). Tato sekvence
je v kontaktu s faktorem sigma a jeji absence vyrazné snizuje silu promotoru (Burr et al., 2000).
Dalsi velice duleZitou soucéasti promotoru, ktera je svou interakci se o podjednotkou
zodpovédna za rozeznani promotoru a specifitu k danému promotoru (Hook-Barnard a Hinton,
2007), je -35 pozice s konsensus sekvenci *TTGACA™® (Hawley a McClure, 1983).
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Obr. 2. Interakce RNAP s promotorovou oblasti

Schéma zndzormuje interakci RNAP s promotorem. Riizné domény podjednotky o interaguji s riiznymi pozicemi na
promotoru — ¢>* s -10 pozici, 0*° s -10 prodlouzenou sekvenci (EXT) a 0*? s -35 pozici. C-termindlni domény
(CTD) a podjednotek mohou interagovat s nékterymi sekvencemi promotoru, které jsou jesté ddle proti sméru
transkripce nez -35 pozice. Ddle je na obrdzku zobrazena promotorovd konsensus sekvence (pievzato a upraveno

podle Ruff et al., 2015).



2.3 Transkripce u bakterii
Transkripce je enzymaticky proces, ktery lze rozdélit na tii zakladni kroky: iniciace,
elongace a terminace. Hlavnim enzymem t¢astnicim se tohoto procesu je vy$e zminéna RNAP,

avsak 1 dalsi faktory mohou vyznamné ovlivnit pribéh transkripce.

2.3.1 Iniciace

Prvnim krokem v iniciaci transkripce je rozpoznani promotorové oblasti na DNA
podjednotkou ¢ holoenzymu (samotnd ¢ ani jadro RNAP toho nejsou schopny) a nasledné
nasednuti RNAP na dvouvldknovou DNA za vzniku tzv. uzaviené¢ho komplexu. Nasledné
konformac¢ni zmény indukuji vznik otevieného komplexu. Ten se vyznacuje ptitomnosti 13
nukleotidi velké (nukleotidy -11 az +2) transkrip¢ni bubliny (rozvolnéna dvousroubovice DNA
na jednotliva vlakna) v aktivnim misté mezi podjednotkami RNAP (3 a B” (Ruff et al., 2015).
na templatovém vlakné, které probiha standardnim Watson-Crickovskym parovanim, ¢imz se
stabilizuje otevieny komplex (Gaal et al., 1997). Inicia¢nim substratem mohou byt kromé
jednotlivych nukleotidi také oligonukleotidy dlouhé 2 — 4 baze (Vvedenskaya et al., 2012),
ptipadné dal$i molekuly (diskutovano v 3.2.2). Mezi témito nukleotidy vznika fosfodiesterova
prodluzujiciho nukleotidu, pro niz je energie dodana z hydrolyzy prodluzujiciho NTP na NMP
a pyrofosfat. Stejnym zptisobem se k noveé vznikajicimu vlaknu RNA pfipoji i tieti NTP. AvSak
se vznikem druhé (a také kazdé dalsi v pribéhu iniciace) fosfodiesterové vazby RNAP vtahuje
templatovou DNA dovniti komplexu (a kodujici vlakno ven z komplexu, pficemz sama RNAP
zustava uchycena k promotoru), tim posune +4 nukleotid do aktivniho mista enzymu a zvétsi
transkrip¢ni bublinu (Kapanidis et al., 2006; Revyakin et al., 2006; Winkelman et al., 2015).
Zde se pak mlZe navazat dalsi nukleotid a vytvofit vazbu s nukleotidem na ptedchozi pozici.
Obdobné probiha i1 pfipojovani dalSich nukleotidli v pribéhu iniciace. V této fazi muze
dochazet k abortivni iniciaci, pfi které se produkt dlouhy 2-15 nukleotidii odd€li od RNAP a ta
tak musi zacit transkripci nanovo (Goldman et al., 2009).

Iniciace transkripce je ziejmé nejvice regulovanym procesem v buiice (Yang a Lewis, 2010)

a jeji frekvence se v zavislosti na sekvenci promotoru muze lisit az o 4 fady (McClure, 1985).

2.3.2 Elongace
Pokud se RNAP podafi syntetizovat Gisek dlouhy alespont 12 nukleotidii, narusi tim vazbu

mezi sigma podjednotkou a zbytkem enzymu. Faktor sigma disociuje od RNAP a tim ji umozni



odpoutat se od promotorové oblasti na DNA, coz je povazovano za pocatek elongace (Nickels
et al., 2005). Podobn¢ jako pfi iniciaci, i pfi elongaci se do aktivniho mista RNAP vazi NTP na
zékladé Watson-Crickovského parovani bazi stemplatovym vldknem DNA, pficemz je
katalyzovan vznik fosfodiesterové vazby a dochazi k prodlouzeni transkriptu. Rozdilem je vSak
to, ze posun aktivniho mista je zptisoben pohybem RNAP po vlakné, nikoliv vtahovanim vlakna
do RNAP (Vassylyev, 2009).

V této fazi jsou rekrutovany dalsi faktory regulujici prubeh transkripce. Proteiny GreA
a GreB pomahaji vyprostit zastavenou RNAP, ktera sklouzla zpét napiiklad kvili chybnému
parovani bazi, stimulaci jeji nukleolytické aktivity (Borukhov et al., 2001). Timto se zasluhuji
o hladky prib¢h elongace, kterd je tak pti dostatecné koncentraci substratu relativné rychlym

procesem.

RNA exit RNA-DNA 'p
channel hybrid

Obr. 3. Elongacni komplex
Schéma elongacniho komplexu RNAP, DNA a RNA znadzornuje zdakladni podjednotky RNAP, aktivni misto,
interakci mezi jednotlivymi molekulami a smér transkripce (prevzato a upraveno podle Santangelo a

Artsimovitch, 2011).

2.3.3 Terminace

Transkripce kon¢i oddélenim vlakna nové vznikajici RNA od komplexu RNAP s DNA.
K tomu muZe dojit bud’ pouze na zaklad€é sekvence DNA, takzvana vnitini terminace, nebo
S pfispénim vnéjsich faktort, jako jsou proteiny Rho nebo DksA (Washburn a Gottesman,
2015).

Vnitini terminace, nékdy také oznaCovana jako Rho nezavisla, je umoznéna GC bohatou
invertovanou repetici nasledovanou A-bohatou sekvenci na templatovém vlakné ptepisované

DNA (Carafa et al., 1990). Invertovana repetice vytvaii vlasenku, ktera za podpory oslabeni
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duplexu RNA/DNA AU bohatou oblasti (AU parovani je slabsi nez GC) vytrhne RNA
z elonga¢niho komplexu (Komissarova et al., 2002). Uginnost takovéto terminace se mize lisit
Vv zavislosti na velikosti vlasenky (Washburn a Gottesman, 2015).

Rho dependentni terminace je alternativni moZznosti, kterou vyuziva vétSina znamych
bakterii. E. coli tuto moznost vyuziva ptiblizné ve 20 % piipadt terminace (Peters et al., 2009)
a je pro ni tudiz nezbytna. Rho je hexamer s RNA/DNA helikazovou aktivitou (Brennan et al.,
1987) slozeny ze Sesti shodnych podjednotek (Skordalakes a Berger, 2003). Rho skenuje nové
vznikajici RNA, a jakmile narazi na tzv. rut sekvenci, ktera koduje Rho dependentni terminaci,
navaze se na n¢j a stimuluje tak svoji helikdzovou aktivitu, ¢imz uvolni RNA z elonga¢niho

komplexu (Koslover et al., 2012).



3. Modifikace bakteridalni RNA

Vétsina doneddvna zndmych modifikaci RNA, kterych bylo do roku 2013 znamo 144, se
tyka hlavné transferové RNA a ribozomalni RNA (Machnicka et al., 2013). Tyto zahrnuji
naptiklad izomery, z nichz nejznaméjsim je asi pseudouridin (W)(Charette a Gray 2000),
metylaci na 2” hydroxylové skupiné ribdzy nebo adice raznych struktur pfimo na nukleotidy
(Machnicka et al., 2013). Nicmén¢ pomoci technik vyvinutych v nedavné dobé zacaly byt ve
veétsi mife objevovany i modifikace medidtorové RNA a nékterych nekodujicich RNA
(Schwartz et al., 2014), a to nejen u eukaryotickych organismu, kde byly takové modifikace
znamé jiz diive, ale také u organismui prokaryotniho typu, konkrétnéji u nekterych bakterii
(Chenetal., 2009). To je pomérné dulezity objev, protoze vyzkum funkce a samotné biologické
podstaty podobnych modifikaci je u bakterii nepomérné jednodussi nez u eukaryotickych
organismd.

Nejcastéji byvaji modifikace RNA provadény post transkripcné pfidavanim riznych zbytki
(naptiklad metyl) na fadu specifickych mist. To miZe mit za nasledek naptiklad zménu
konformace vlakna RNA, ale i jiné parovani bazi. Také rizné proteiny mohou specificky
rozpoznavat pouze mista, kterd jsou modifikovana ur¢itym zptisobem. Toto jsou jen nékteré

priklady funkci, které mohou modifikace na RNA zastupovat (Yue et al., 2015).

3.1 Metody pro identifikaci modifikaci RNA

Bakterie byly jako modelovy organismus vyuZzivany pro studium modifikaci rRNA a tRNA,
kterych bylo do roku 2011 znamo pies 60 (Cantara et al., 2010), diky jejich nenaro¢nosti
arychlosti reprodukce. Pro mRNA toto vSak az do neddvna neplatilo, protoZze podobné
modifikace nebyly pfili§ zndmé. To se zménilo s dostupnosti novych technik pro detekci
a identifikaci ,,abnormalnich* ¢astic v molekule RNA. Starsi techniky detekce, jako naptiklad
chromatografie na tenké vrstvé (TLC) nebo UV spektrofotometrie (Lane, 1998), byly
nahrazeny kombinovanou technikou kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
(LC/MS) (Kowtoniuk et al., 2009). Nov¢jsi metody zvladnou urcit a kvantifikovat molekulu
RNA, ve které se dand modifikace nachéazi. Tyto metody sestavaji ze selekce modifikované
RNA anasledné sekvenace (tzv. RNA CaptureSeq). To umoznuje vyzkum funkce a
biologického vyznamu téchto modifikaci, ktery se proto dnes za¢ina rozmahat (Marbaniang a

Vogel, 2016).



3.1.1 Kapalinova chromatografie - hmotnostni spektrometrie

Kombinace metod vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) a hmotnostni
spektroskopie (MS), dale jiz jen LC/MS, byla pro detekci modifikovanych nukleotidi poprvé
pouzita pied nékolika lety, aCkoliv metoda samotna je znama jiz delsi dobu. Pouzitim LC/MS
metody jsou nejprve zméteny retencni faktory vzorku, ktery je pak za vysokého tlaku z HPLC
zaveden do hmotnostniho spektrometru, kde je pteveden do plynné faze a ionizovan. Jednotlivé
castice jsou pak separovany na zdkladé poméru své hmotnosti a svého naboje. Vysledkem je
soubor molekularnich hmotnosti (a reten¢nich faktor) jednotlivych molekul (Pomerantz
a McCloskey, 1990).

Pokud je cilem detekce neznamych modifikaci RNA, je tieba pfed LC/MS metodou vystavit
vzorek izolované RNA nukleazam, aby byly méfeny hmotnosti pouze jednotlivych nukleotida.
Vysledny soubor molekulovych hmotnosti je porovnan s molekulovymi hmotnostmi
kanonickych nukleotidli a modifikovanych nukleotidd, které jsou jiz znamy. Pokud molekulova
hmotnost neodpovida zadné z dosud zndmych molekulovych hmotnosti, mtize se tak s urcitou
pravdépodobnosti jednat o zatim neznamou modifikaci RNA (Kowtoniuk et al., 2009).

Nékteré molekuly Ize diky jejich hmotnosti identifikovat piimo, jindy je tfeba znat alespoii
sumarni vzorec. Kultivaci bakterii v médiu, kde jsou jedinym zdrojem uhliku slouc¢eniny
s uhlikem 3C, podrobeni RNA z tohoto vzorku LC/MS a porovnanim molekulovych hmotnosti
se vzorkem, ktery je z bakterii rostoucich na uhliku *2C, Ize ur¢it piesny pocet uhlikii v daném
vzorku. Stejny postup je mozno aplikovat i na ostatni prvky, jako je dusik nebo kyslik, dokud
nebude zastoupeni jednotlivych prvkll v neznamé molekule zcela ziejmé. Ze znalosti
sumarniho vzorce jiZ lze predikovat strukturu a porovnanim MS/MS analyzy se znamym

vzorkem stejné molekuly je mozné tuto predikovanou strukturu potvrdit (Chen et al., 2009).

3.1.2 RNA CaptureSeq

Ptichod RNA CaptureSeq metod umoznil ur€eni identity (a také kvantity) RNA, kterd je
modifikovana ur¢itym zplsobem (Cahova et al., 2015). Diky tomu je mozné zacit zkoumat
nejen vyznam modifikaci pro RNA, ale také relevanci pro cely organismus. Pfistupy
k identifikaci RNA se mohou lisit v zavislosti na charakteru modifikace, obecné se ale daji
rozdélit podle zpisobu provedeni na imunoprecipitacni (Obr. 4) a na chemickou modifikaci
RNA (Obr. 5), ktera je nasledovand reverzni transkripci.

Imunoprecipitacni metody vyuZzivaji, jak jiz ndzev napovida, protilatky specifické k dané
modifikované bazi (Dominissini et al., 2012). Alternativou je vyuziti protilatek k enzymu, ktery

je zodpovédny za modifikaci baze. Pro vyuziti druhého ptistupu je tieba nejprve upravit danou

9



bazi (Khoddami a Cairns, 2013) nebo enzym (Hussain et al., 2013) tak, aby enzym zustal
kovalentné pfipojen k RNA. RNA znacenou protilatkami, tedy tu, kterd obsahuje dané

modifikace, 1ze izolovat, purifikovat, prevést do cDNA knihoven a sekvenovat.

(a) Protilatky proti RNA modifikaci (b) Protilatky proti enzymu
RNA - = RNA £ nebo c RNA
™ :
i v v
v Exprese W c
enzymu - o
Fragmenatce — y wild-type : utant :
— e v v
m m
yeiy m m
‘ ‘-,A‘ kontrola Imunoprecipitace f ‘)‘
Imunoprecipitace T - : ;
™ ok _Jr v v
Fragmentace m m
aGisténi RNA ~ =— —_—f
¥ i 4 3
Sekvendce =mmmmm— = Sekvenace
v v v

Reads

Mapovani é
4

Locus Locus

Mapovani “
@
«

Obr. 4. RNA CaptureSeq metody zaloZené na imunoprecipitaci
Vazba protilatek (a) primo na modifikovanou bazi nebo (b) na enzym kovalentné vazany na RNA v misté jeho

pusobeni, nasledovanad sekvenaci a mapovanim (prrevzato a upraveno podle Marbaniang a Vogel, 2016).

Druhy pfistup zahrnuje rizné chemické modifikace RNA, diky kterym je mozné po reverzni
transkripci a sekvenaci identifikovat modifikovanou RNA. Prikladem je vyuziti
hydrogensifi¢itanu pro identifikaci RNA obsahujici SmC, cytosin metylovany na pozici 5
(Schaefer et al., 2009). Pti spravné nastavenych podminkach je hydrogensiti¢itan schopen
deaminovat veskeré cytosiny v molekule RNA (Obr. 5) svyjimkou SmC. Pfi provedeni
reverzni transkripce se deaminované cytosiny, které jsou shodné s uracilem, paruji s adeninem,
zatimco metylovany cytosin se klasicky paruje guanosinem. Ve vlakné nové syntetizované

DNA se tedy vyskytuji guanosiny pouze na mistech, kde templatova RNA obsahovala SmC.

NHz OH/ Hz NH4 H803
N Hso3 HZO
)\c | )\cs )\us )\
o N

Obr. 5. Konverze cytosinu na uracil

Deaminaci cytosinu v molekule RNA Katalyzovanou hydrogensiri¢itanem vznika uracil (prevzato a upraveno

podle Schaefer et al., 2009).
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3.2 Nikotinamidadenindinukleotid na 5" konci RNA

Jedna z molekul, které byly nové objeveny ve vzorcich celkové RNA z bakterii Escherichia
coli a Streptomyces venezuleae diky LC/MS, méla pomér hmotnosti k naboji m/z = 540,0533.
Po kultivaci bakterii na médiu, kde byla jedinym zdrojem uhliku gluk6za obsahujici pouze
izotop *C, se molekulova hmotnost zvétsila o 15 daltonii. Obdobné se molekulova hmotnost
zvedla 0 5 daltonti po kultivaci na médiu s jedinym zdrojem dusiku ®N. Tyto vysledky
umoznily odvodit sumarni vzorec neznamé molekuly: C1sH20N5013P2. Tandemova hmotnostni
spektrometrie identifikovala ¢ast této molekuly jako adenosindifosfat. Jelikoz zbytek molekuly
(CsH703) by mohl byt nesaturovany zbytek ribdzy, vznikly rozpadem néjaké vétsi molekuly,
byla LC/MS analyza nastavena na mirn¢jsi ionizani podminky. Po provedeni této upravené
LC/MS se objevila nova nezndma molekula s pomérem hmotnosti k ndboji 662,1032, pficemz
molekula s m/z = 540,0533 nebyla detekovana. M/z = 662,1032 odpovida hmotnosti koenzymu
nikotinamidadenindinukleotidu, takZe nové modifikovana baze byla identifikovana jako NAD™
(Chen et al., 2009).

Struktura NAD™, ktera je analogicka s 7mG ¢epickou prokaryot (Obr. 6), napovida, Ze by se
mohlo jednat o dinukleotid na uplném 5" konci RNA. Tato hypotéza byla testovana a potvrzena
pomoci Pl nukledzy. P1 nukledza S$t€pi molekulu RNA od 5° konce a vytvari
nukleotidmonofosfaty, které nové obsahuji OH skupiny z vody vyuzité pro nukleofilni atak.
Jedinou bazi, ktera tuto hydroxylovou skupinu neobsahuje, je ta, ktera byla pivodné na 5’
konci. Pokud je v reakéni smési voda, jeZ obsahuje izotop kysliku 20, dojde k hmotnostnimu
posunu onéch nukleosidmonofosfatt, ktery je mozné zméfit. U NAD™ k hmotnostnimu posunu
nedoslo, coz naznacuje jeho pozici na samotném 5” konci a potvrzuje vySe zminénou hypotézu

(Chen et al., 2009).

7mG NAD" @
NH
| N T N
Ny OH OH < |
)H OH /—\ 0 0 ‘\‘J N
2\ o o ‘ 0 0-P-0-P-0 o]
4 O ~F O-P-0-P-0 " . - ;
L 0 N OH OH \ /
v OF MH O N Zo OH OH
0 OH H,;N

‘u mRNA 0
Obr. 6. 7 metylguanosinova éepicka a nikotinamidadenindinukleotid

Porovndni struktury 7 metylguanosinové cepicky na 5’ konci molekuly RNA (vievo) a struktury NAD™ (vpravo)

(prevzato z Panova a Krasny., nepublikovand data).
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3.2.1 NAD captureSeq

Tymu védcti z némecké univerzity v Heidelbergu se podafilo vyvinout metodu na izolaci
RNA s NAD" na svém konci, kterou pojmenovali NAD captureSeq (Obr. 7). Tato metoda
specificky upravuje NAD" tak, Ze je mozné ho kvantitativné ze vzorku vychytat a tim i v§echny
molekuly k nému pfipojené (hlavné tedy RNA).

Enzym adenosindifosfat-ribosylcyklaza (ADPRC) z moiského mékkyse Aplysia
californica dokaze velice specificky provést transglykosylaci alkynylalkoholem (jako nejlepsi
se ukazal 4-pentyn-1-ol) na dusiku v nikotinamidovém cyklu (Preugschat et al., 2008). Na ten
je mozné adici katalyzovanou médi ptidat azid spojeny s biotinem (Tornge et al., 2002).
Biotinilovanou molekulu lze vychytat na streptavidinové kuli¢ky. Vysledny vzorek je pak dale

mozné amplifikovat, sekvenovat a urcit jeho identitu (Cahova et al., 2015).

+ADPRC Adice Biotin
=TT T LT, + Pentynol 0 T 0 biotin azidu S A SR R S SR
BRI, =TT LT, N
SO T
NAD .l.l.l.l.l.l.u__f\N

zachyceni na
streptavidin

v
@ Streptavidin

1. Adaptorova

ligace
> -

Reverzni
transkripce

v

PCR a 2. Adaptorova ¥
Uréeni sekvenovani GG= ligace
G 5/~ =pwE AR CCC = 3 G——— 5/ =gyryrrer 3
sekvence cDNA cDNA

Obr. 7. NAD CaptureSeq protokol
Schéma popisujici jednotlivé kroky NAD CaptureSeq metody. Jako alkynylalkohol pro transglykosylaci byl pouzit
4-pentyl-1-ol (pievzato a upraveno podle Cahovda et al., 2015).

Této metod¢ byla podrobena celkova RNA z exponencialni faze bakterie E. coli (konkrétné
kmeny JM109 a K-12). Mezi identifikovanymi molekulami bylo velké mnozstvi malych
regula¢nich RNA, naptiklad RNA 1, jejiz funkce je kontrola replikace plazmidl typu ColE1
(Lacatena a Cesareni, 1981). Kromé¢ toho byly identifikovany i fragmenty mRNA genl pro
nékteré enzymy dilezit¢ v metabolismu a ve stresové odpovédi (Cahova et al., 2015). Zatim

neni zcela jasné, pro¢ se NAD™-mRNA vyskytuje pouze jako fragmenty, ale s nejvétsi
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pravdépodobnosti se nejedna o artefakt pouzit¢ metody. V uvahu tedy ptipadd predCasna
terminace elongace, nebo n¢jakd nezndma endonukledza specificky rozpoznavajici RNA

s NAD* ¢epickou.

3.2.2 RNAP, enzym zodpovédny za NAD+-RNA cap

Dalsi ptirozenou otdzkou je, jaky enzym a v jaké fazi ,,zivota“ RNA je zodpovédny za
pritomnost nikotinamidové ,,Cepicky* na konci RNA. Na tuto otazku se nazory a dikazy
rozchazeji. Jedna skupina védcl se domniva, Ze, podobné¢ jako 7mG cepicka eukaryotnich
organismu (Topisirovic et al., 2011), je NAD" pfipojovan k RNA az posttranskripéné (Chen et
al., 2009; Luciano a Belasco, 2015). Nov¢jsi studie vSak piichazeji s duikazy, ze tomu tak neni
(diskutovano nize).

Bakteridlni RNA polymerdza je zndma tim, ze mize za urcitych podminek iniciovat
transkripci nejen jednotlivymi nukleosidtrifosfaty, ale také takzvanymi nanoRNA, tedy
oligonukleotidy dlouhymi povétsinou 2 — 4 baze (Vvedenskaya et al., 2012). Nebylo by proto
az tak prekvapujici, kdyby jako jeden ze substratl pro iniciaci replikace mohla RNAP vyuzivat
také NAD". Tato hypotéza byla v soucasnosti potvrzena na modelu RNAP z E. coli. Jako
modelova RNA byla vybrana RNA I, u které¢ jiz diive byla zjisténa nikotinamidova ¢epicka. Po
pfidani radioaktivné znaGeného NAD® do transkripéni smési byl na screenu
polyakrylamidového gelu patrny prouzek (pouze radioaktivné znacCené jsou na screenu
detekovatelné) RNA o velikosti odpovidajici RNA I (Bird et al., 2016), a viz obrazek 8. Diky
tomu je mozné RNAP definitivné oznadit jako enzym zodpovidajici za pfitomnost NAD" na 5
konci RNA.

To, na ¢em zavisi, zda si RNAP pro svou iniciaci vybere jako substrat NAD™, je v soucasné
dobé ve fazi intenzivniho vyzkumu. Kromé dostupnosti (koncentrace) jednotlivych
pak jeji oblasti v okoli +1 nukleotidu. Zasadni podminkou je pfitomnost adeninu na pozici +1
(Obr. 8), protoze se, stejné jako adenin, mize NAD™ parovat pouze s tyminem na templatovém

vlakné piepisované DNA (Bird et al., 2016).
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Obr. 8. Transkripce s radioaktivné znacenym NAD™

In vitro transkripce s radioaktivné znacenym NAD* (nebo UTP* Jjako kontrola funkcnosti promotoru) ze dvou
stejnych promotorit v jiné oblasti plazmidu (NAD*-TEST RNA a NAD*-RNA I). Experiment byl proveden
dvakrat, kdy poprvé méla TEST RNA na pozici +1 adenin a v druhém pripadé guanosin (RNA I méla v obou
pripadech na pozici +1 adenin). Vysledky dokazuji schopnost RNAP zacinat transkripci NAD™ a také nutnost

vyskytu adeninu na pozici +1 pro takovouto iniciaci (prevzato z Panova a Krdsny, nepublikovand data).

3.2.3 Vyznam NAD+* Cepicky

O roli nikotinamidové Cepicky se v soucasné chvili spiSe diskutuje. Existuje sice jiz nékolik
hypotéz a jejich dikazd, jeji skute¢ny vyznam zatim vSak neni zcela objasnén. Pfihlédneme-li
k analogii s 7mG ¢epickou mRNA prokaryot, nabizi se otazka, zda by jejich funkce nemohla
byt analogickd. Jednou z mnoha funkci 7mG cepiCky je ochrana RNA pted degradaci
nukleazami (Shimotohno et al., 1977).

RNaza E je enzym vyskytujici se v multiproteinovych komplexech degradosomech, a je
zodpovédny za degradaci mnoha mRNA v bakterii (nejen) E. coli (Mackie, 1998). Jeho
ucinnost zavisi predev§Sim na charakteru 5° konce RNA (Obr. 9) — substratem s nejlepsi
efektivitou degradace je nukleosidmonofosfit na 5° konci. Je-li na 5" konci RNA
efektivita degradace pomérné nizka (Mackie, 1998). Stejné nizka, nebo dokonce jesté nizsi
efektivita degradace RNazou E byla potvrzena pro NAD™ (Cahova et al., 2015). V bufice vSak
existuji mechanismy, které spoustéji degradaci mRNA RNézou E. RNA pyrofosfohydrolaza
(RppH) ptevadi trifosfat na 5” konci RNA na monofosfat, a tim v podstaté spousti jeji degradaci
RNéazou E (Deana et al., 2008). Pokud ma vSak RNA na svém konci NAD", stava se
,rezistentni“ vuci RppH, a tim i RNaze E (Cahova et al., 2015).
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Obr. 9. Degradace RNA RNdzou E v ¢ase
Na obrdzku vlevo jsou vidét radioaktivné znacené a-fosfaty v celém viakné RNA. Graf sestaveny z téchto dat
zndzornuje rychlost degradace RNA RNazou E v case v zavislosti na charakteru 5 konce RNA (prevzato a

upraveno podle Cahova et al., 2015).

Mohlo by se tedy zdat, ze NAD" Cepicka zdsadnim zplsobem zvySuje stabilitu RNA.
V E. coli v8ak funguji i dalsi enzymy spoustéjici degradaéni drahu. NudC je fosfohydrolaza
patiici do rodiny nudix proteinii (stejné jako RppH - Song et al., 2013), kterd hydrolyzuje NAD”*
na nikotinamidmononukleotid a AMP (Frick a Bessman, 1995). Tento enzym piednostné §tépi
NAD, které je v komplexu s jednovldknovou RNA (Héfer et al., 2016; Obr. 10) a spousti tak
degradaci takové RNA RNazou E nezéavisle na RppH (Cahov4 et al., 2015).

Npp?\ .
NppA

Nppj‘\ g
5-NAD-RNAI 5’-NAD-dsRNAI 5-NAD-5S rRNA

Cas (min) 0 1 2 5 10 20 30 60

5’-NAD-RNAI .- - —
5-NAD-dsRNAI I ' ' . ' . . '

Obr. 10. Jednovliknovi NAD-RNA jako substrdt pro NudC

Data ukazujici efektivitu NudC fosfohydroldzy pro riizné substraty. Jednovidknova RNA I s NAD" na 5" konci
(5’-NAD-RNAI) je stépena velice ucinné, zatimco dvouvidknova RNA I (5°-NAD-dsRNAI) a kontrolni
dvouvidknova 58 rRNA (5'-NAD-5S rRNA) s NAD* na 5" konci nejsou Stépeny vitbec, nebo jen velice pomalu
(upraveno podle Hofer et al., 2016).
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Experimenty s kmenem E. coli bez funkéniho genu pro NudC byla potvrzena schopnost
NAD" ¢epicky prodlouzit Zivotnost RNA in vivo. RNA s NAD" na svém 5" setrvala v buiice aZ
ctyfikrat déle (Obr. 11) nez RNA bez cepicky. DalSim vyznamnym zjisténim pifi téchto
experimentech bylo, ze se ve stacionarni fazi rustové kiivky bakteridlni kultury oproti
exponencialni fazi vyskyt NAD" &epic¢ky u nékterych RNA vice nez zdvojnasobil (Bird et al.,
2016).

Exponencialni faze Stacionarni faze
> 5 0+ . s 0+
Cas(min 0 1 2 4 8 NudC Cas(min): 0 4 8 16 32 NudC
50 nt 50 nt 1
poved B IN-R - E i
- o e
40 nt {888 40 nt A
% NudC-senzitivni (v ¢ase 0): 22% % NudC-senzitivni (v ¢ase 0): 50%
1.0 @ NCIN-RNA (t, , = 1.4 = 0.2 min) 1.0 ® NCIN-RNA (t,,, = 12 + 1 min)

®RNA (., = 3.0 + 0.3 min)

®RNA (t,, = 0.4 + 0.1 min) e

Zbyvajici
Cast
o
(6]
Zbyvajici

0 4 8 0 15 30
Cas (min) Cas (min)
Obr. 11. Efekt 5° Cepicky na stabilitu RNA | in vivo
Doba zivota RNA | s ¢epickou na 5" konci (NCIN-RNA) a bez ni (RNA) v exponencialni fazi (vlevo) a ve staciondarni

fazi (vpravo) ristové kiivky bakteridalni kultury (prevzato a upraveno podle Bird et al., 2016).

Existuji 1 dal8i hypotézy, které vSak zatim postradaji jakykoliv diikaz. Vzhledem k tomu, Ze
NAD" je koenzymem mnoha enzymii piisobicich v oxida¢né-redukénich déjich, mohlo by zde
zastavat podobnou ulohu. RNA by mohla zastupovat funkci transportéru, ktery by na zéklade
své sekvence dopravil NAD* na misto potfeby, ptipadné by rekrutovala riizné proteiny. Také
by naopak onu funkci transportéru/rekrutace proteinu mohlo plnit NAD*, protoZe nékteré
proteiny maji vysokou afinitu pro NAD". Navazanid RNA by pak mohla mit regula¢ni funkci —
naptiklad by snizovala/zvySovala aktivitu daného proteinu, nebo by mohla fungovat op¢t jako

transportér (Jaschke et al., 2016).

3.3 Koenzym A na 5" konci RNA
Podobné jako NAD®, koenzym A (CoA) byl objeven diky vyuziti kombinace metod

vysokotlaké kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Nicmén¢ cesta od objeveni

neznamého RNA konjugatu po zjisténi, ze se jedna o CoA, byla daleko komplikovanéjsi
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a vlastné predchazela metodu, pomoci niz byl identifikovan NAD™ a dal§i molekuly asociované
s RNA.

Na rozdil od metody pouzité pii identifikaci NAD™ (popsané vyse), vzorek celkové RNA,
pochazejici téz z bakterii E. coli, pfipadné S. venezuleae, nebyl nejprve vystaven pusobeni
nukledz. Misto toho byl vystaven takovym podminkam, pfi kterych byly od hlavniho vlakna
RNA odstépeny malé molekuly citlivé k témto podminkdm. Konkrétné se jednalo bud’ o slabou
bazi (pH 8.0), nebo n-butylamin v acetonitrilu, ktery jako nukleofil napada a $tépi nékteré
vazby. Frakce vétSich molekul (tedy hlavné vlakna RNA) byla poté odstranéna za pomoci
gelové chromatografie a frakce mensSich molekul byla podrobena LC/MS analyze (Kowtoniuk
et al., 2009).

Takto bylo objeveno celkem 5 neznamych molekul, které byly potencialnimi modifikacemi
RNA. Kontrola provedena se synteticky vytvofenou RNA potvrdila, Ze se skutecné jednd
0 modifikujici molekuly, nikoliv o artefakty zpisobené vystavenim kanonickych bazi danym
podminkam. Nejmens$i z takto nové objevenych molekul méla pomér hmotnosti k naboji
m/z = 101,0232. Na zaklad¢ této hmotnosti, které odpovida sumarnim vzorec C4sH40Os3, a dalSich
provedenych experimentli byla molekula identifikovana jako anhydrid kyseliny jantarové.
Takovato molekula vSak mlze byt pouze fragmentem néjaké vétsi molekuly, ktera byla
rozstépena plisobenim pouzitych podminek. Bylo tedy potieba vyvinout novou ,,neinvazivni*
metodu, kterd by nevytvarela podobné artefakty. Tomu vyhovuje vyse popsana metoda $tépeni
RNA nukledzami na jednotlivé nukleotidy, které jsou dale podrobené analyze pomoci LS/MS.
Nov¢ objevenych molekul bylo po aplikaci tohoto nového ptistupu jesté daleko vice, a podle
ocekavani mezi nimi nebyla Zadna s m/z = 101,0232. Aby bylo moZné identifikovat molekulu,
které patii fragment s m/z=101,0232, byla hledana takova molekula, ktera by po aplikaci obou
metod soucasné méla pomér hmotnosti a naboje o toto ¢islo nizsi neZ po vystaveni vzorku pouze
nukledzam. Takovd molekula se ve vzorku skute¢né vyskytovala a podle hmotnosti
m/z = 787,166 (m/z = 686,1209 v piipad¢ vystaveni obéma podminkam) byla identifikovana
(obdobnym postupem jako v piipadé NAD") jako 3’-defosfosuccinyl-CoA, piipadné
3’-defosfo-CoA (Kowtoniuk et al., 2009).

Pro ovéfeni, Zze mlze RNAP iniciovat transkripci dpCoA, podobné jako
nikotinamidadenindinukleotidem, byla provedena in vitro transkripce s RNAP z E. coli,
promotorem pro RNA I (podobné jako u NAD™ je zakladem CoA ADP, takze +1 nukleotid
radioaktivné znacenym na a uhliku. Z vysledki je patrné (Obr. 12), ze RNAP je zodpovédna
i za dpCoA na 5" konci RNA (Bird et al., 2016).
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Vysledny transkript byl vystaven u¢inkiim RppH a NudC. Vysledky (Obr. 12) byly obdobné
jako v ptipadé NAD" a vzhledem k tomu, ze CoA zastava v metabolismu podobnou funkci (je

taktéz vyznamnym koenzymem v energetickém metabolismu), je mozné predpokladat, ze bude
mit 1 podobny vyznam jako ¢epicka na 5" konci RNA.
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Obr. 12. Transkripce in vitro s dpCoA a [a**P]-CTP

.....

.....

zacatku zadny viiv, (+NudC) pridani enzymu NudC vedlo k rozstépeni cepicky tak, ze na 5" konci ziistal
adenosinmonofosfat (prevzato a upraveno podle Bird et al., 2016).
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4. Zaveér

Escherichia coli je intenzivné zkoumanym zivym organismem a jeji kompletné
osekvenovany genom je k dispozici jiz téméf 20 let (Blattner et al., 1997). Stale nové objevy
nam piesto dokazuji, Ze o fungovani ani tohoto relativné¢ jednoduchého organismu nevime
zdaleka vSechno. Regulace genové exprese je klicova pro pieziti E. coli (a vlastné vSech
organismu) v raznych podminkach. Jeji podrobné&jsi pochopeni by mohlo pomoci porozumeéni
dal$im molekuldrnim mechanismim a tim nas o kriicek pfiblizit uplnému pochopeni fungovani
této bakterie.

In vitro a nasledn¢ i in vivo experimenty prokazaly, ze NAD™ (pfipadné dpCoA) Cepicka je
schopna ovlivnit stabilitu RNA a tim pfipadné regulovat genovou expresi. Nyni je tfeba pomoci
in vVivo experimentl prokazat, ze bakterie tuto moznost regulace skute¢né vyuzivaji a Ze se
nejedna pouze o ,,omyl“ pfi iniciaci transkripce zpiisobeny nespecifitou bakteridlni RNAP,
piipadné Ze NAD" na 5" konci RNA nezastava Gplné jinou funkci (diskutovano vyse).

Budouci vyzkum se zaméti na pochopeni promotorovych sekvenénich pravidel pro
inkorporaci NAD*, studium biologické role 5 modifikaci RNA a na prizkum dalSich

organismil (vCetné patogentl) z hlediska téchto modifikaci.

19



Seznam citované literatury

Bird, J. G., Y. Zhang, Y. Tian, N. Panova, 1. Barvik, L. Greene, M. Liu, B. Buckley, L. Krasny
and J. K. Lee (2016). "The mechanism of RNA 5’ capping with NAD+, NADH and desphospho-
CoA." Nature.

Blattner, F. R., G. Plunkett, C. A. Bloch, N. T. Perna, V. Burland, M. Riley, J. Collado-Vides,
J. D. Glasner, C. K. Rode and G. F. Mayhew (1997). "The complete genome sequence of
Escherichia coli K-12." science 277(5331): 1453-1462.

Borukhov, S., O. Laptenko and J. Lee (2001). "[7]-Escherichia coli Transcript Cleavage Factors
GreA and GreB: Functions and Mechanisms of Action." Methods in enzymology 342: 64-76.

Brennan, C. A., A. J. Dombroski and T. Platt (1987). "Transcription termination factor rho is
an RNA-DNA helicase.” Cell 48(6): 945-952.

Burgess, R. R. (1969). "Separation and characterization of the subunits of ribonucleic acid
polymerase.” Journal of Biological Chemistry 244(22): 6168-6176.

Burr, T., J. Mitchell, A. Kolb, S. Minchin and S. Busby (2000). "DNA sequence elements
located immediately upstream of the—10 hexamer in Escherichia coli promoters: a systematic
study." Nucleic acids research 28(9): 1864-1870.

Cahova, H., M.-L. Winz, K. Hofer, G. Niibel and A. Jiaschke (2015). "NAD captureSeq
indicates NAD as a bacterial cap for a subset of regulatory RNAs." Nature.

Cantara, W. A., P. F. Crain, J. Rozenski, J. A. McCloskey, K. A. Harris, X. Zhang, F. A.
Vendeix, D. Fabris and P. F. Agris (2010). "The RNA modification database, RNAMDB: 2011
update.” Nucleic acids research: gkq1028.

Carafa, Y. d. A, E. Brody and C. Thermes (1990). "Prediction of rho-independent Escherichia
coli transcription terminators: A statistical analysis of their RNA stem-loop structures." Journal
of molecular biology 216(4): 835-858.

Crick, F. (1970). "Central dogma of molecular biology." Nature 227(5258): 561-563.

Deana, A., H. Celesnik and J. G. Belasco (2008). "The bacterial enzyme RppH triggers
messenger RNA degradation by 5’ pyrophosphate removal." Nature 451(7176): 355-358.

Dominissini, D., S. Moshitch-Moshkovitz, S. Schwartz, M. Salmon-Divon, L. Ungar, S.
Osenberg, K. Cesarkas, J. Jacob-Hirsch, N. Amariglio and M. Kupiec (2012). "Topology of the
human and mouse m6A RNA methylomes revealed by m6A-seq." Nature 485(7397): 201-206.

Feklistov, A., B. D. Sharon, S. A. Darst and C. A. Gross (2014). "Bacterial sigma factors: a
historical, structural, and genomic perspective.” Annual review of microbiology 68: 357-376.

Frick, D. N. and M. J. Bessman (1995). "Cloning, Purification, and Properties of a Novel
NADH Pyrophosphatase."” Journal of Biological Chemistry 270(4): 1529-1534.

20



Gaal, T., M. Bartlett, W. Ross, C. Turnbough Jr and R. Gourse (1997). "NTP concentration as
a regulator of transcription initiation: control of rRNA synthesis in bacteria." science 278: 2092-
2097.

Ghosh, P., A. Ishihama and D. Chatterji (2001). "Escherichia coli RNA polymerase subunit ®
and its N-terminal domain bind full-length B’ to facilitate incorporation into the o2f
subassembly."” European Journal of Biochemistry 268(17): 4621-4627.

Gildehaus, N., T. NeuBler, R. Wurm and R. Wagner (2007). "Studies on the function of the
riboregulator 6S RNA from E. coli: RNA polymerase binding, inhibition of in vitro
transcription and synthesis of RNA-directed de novo transcripts.” Nucleic acids research 35(6):
1885-1896.

Goldman, S. R., R. H. Ebright and B. E. Nickels (2009). "Direct detection of abortive RNA
transcripts in vivo." science 324(5929): 927-928.

Grossman, A. D., J. W. Erickson and C. A. Gross (1984). "The htpR gene product of E. coli is
a sigma factor for heat-shock promoters.” Cell 38(2): 383-390.

Haldenwang, W. G., N. Lang and R. Losick (1981). "A sporulation-induced sigma-like
regulatory protein from B. subtilis.” Cell 23(2): 615-624.

Hambraeus, G., C. von Wachenfeldt and L. Hederstedt (2003). "Genome-wide survey of
mMRNA half-lives in Bacillus subtilis identifies extremely stable mRNAs." Molecular genetics
and genomics 269(5): 706-714.

Harley, C. B. and R. P. Reynolds (1987). "Analysis of E. coli pormoter sequences.” Nucleic
acids research 15(5): 2343-2361.

Hawley, D. K. and W. R. McClure (1983). "Compilation and analysis of Escherichia coli
promoter DNA sequences.” Nucleic acids research 11(8): 2237-2255.

Hofer, K., S. Li, F. Abele, J. Frindert, J. Schlotthauer, J. Grawenhoff, J. Du, D. J. Patel and A.
Jaschke (2016). "Structure and function of the bacterial decapping enzyme NudC." Nature
chemical biology.

Hook-Barnard, I. G. and D. M. Hinton (2007). "Transcription initiation by mix and match
elements: flexibility for polymerase binding to bacterial promoters.” Gene regulation and
systems biology 1: 275.

Hurwitz, J. (2005). "The discovery of RNA polymerase.” Journal of Biological Chemistry
280(52): 42477-42485.

Hussain, S., A. A. Sajini, S. Blanco, S. Dietmann, P. Lombard, Y. Sugimoto, M. Paramor, J. G.
Gleeson, D. T. Odom and J. Ule (2013). "NSun2-mediated cytosine-5 methylation of vault
noncoding RNA determines its processing into regulatory small RNAs." Cell reports 4(2): 255-
261.

Charette, M. and M. W. Gray (2000). "Pseudouridine in RNA: what, where, how, and why."
IUBMB life 49(5): 341-351.

21



Chen, Y. G., W. E. Kowtoniuk, I. Agarwal, Y. Shen and D. R. Liu (2009). "LC/MS analysis of
cellular RNA reveals NAD-linked RNA." Nature chemical biology 5(12): 879-881.

Jaschke, A., K. Hofer, G. Niibel and J. Frindert (2016). "Cap-like structures in bacterial RNA
and epitranscriptomic modification.” Current opinion in microbiology 30: 44-49.

Kapanidis, A. N., E. Margeat, S. O. Ho, E. Kortkhonjia, S. Weiss and R. H. Ebright (2006).
"Initial transcription by RNA polymerase proceeds through a DNA-scrunching mechanism."
science 314(5802): 1144-1147.

Keilty, S. and M. Rosenberg (1987). "Constitutive function of a positively regulated promoter
reveals new sequences essential for activity." Journal of Biological Chemistry 262(13): 6389-
6395.

Keller, A. N., X. Yang, J. Wiedermannova, O. Delumeau, L. Kradsny and P. J. Lewis (2014). ",
a new subunit of RNA polymerase found in Gram-positive bacteria.” Journal of bacteriology
196(20): 3622-3632.

Khoddami, V. and B. R. Cairns (2013). "ldentification of direct targets and modified bases of
RNA cytosine methyltransferases.” Nature biotechnology 31(5): 458-464.

Komissarova, N., J. Becker, S. Solter, M. Kireeva and M. Kashlev (2002). "Shortening of RNA:
DNA hybrid in the elongation complex of RNA polymerase is a prerequisite for transcription
termination." Molecular cell 10(5): 1151-1162.

Koslover, D. J., F. M. Fazal, R. A. Mooney, R. Landick and S. M. Block (2012). "Binding and
translocation of termination factor rho studied at the single-molecule level." Journal of
molecular biology 423(5): 664-676.

Kowtoniuk, W. E., Y. Shen, J. M. Heemstra, I. Agarwal and D. R. Liu (2009). "A chemical
screen for biological small molecule-RNA conjugates reveals CoA-linked RNA." Proceedings
of the National Academy of Sciences 106(19): 7768-7773.

Lacatena, R. and G. Cesareni (1981). "Base pairing of RNA | with its complementary sequence
in the primer precursor inhibits ColE1 replication.” Nature 294: 623-626.

Laishram, R. S. (2014). "Poly (A) polymerase (PAP) diversity in gene expression—Star-PAP vs
canonical PAP." EEBS letters 588(14): 2185-2197.

Lane, B. G. (1998). "Historical perspectives on RNA nucleoside modifications.” Modification
and editing of RNA. ASM Press, Washington, DC: 1-20.

Luciano, D. J. and J. G. Belasco (2015). "NAD in RNA: unconventional headgear.”" Trends in
biochemical sciences 40(5): 245-247.

Mackie, G. A. (1998). "Ribonuclease E is a 5’-end-dependent endonuclease.” Nature
395(6703): 720-724.

22



Machnicka, M. A., K. Milanowska, O. O. Oglou, E. Purta, M. Kurkowska, A. Olchowik, W.
Januszewski, S. Kalinowski, S. Dunin-Horkawicz and K. M. Rother (2013). "MODOMICS: a
database of RNA modification pathways—2013 update.” Nucleic acids research 41(D1): D262-
D267.

Marbaniang, C. N. and J. Vogel (2016). "Emerging roles of RNA modifications in bacteria."
Current opinion in microbiology 30: 50-57.

McClure, W. R. (1985). "Mechanism and control of transcription initiation in prokaryotes."
Annual review of biochemistry 54(1): 171-204.

Mohanty, B. K. and S. R. Kushner (1999). "Analysis of the function of Escherichia coli poly
(A) polymerase | in RNA metabolism." Molecular microbiology 34(5): 1094-1108.

Mohanty, B. K. and S. R. Kushner (2002). "Polyadenylation of Escherichia coli transcripts
plays an integral role in regulating intracellular levels of polynucleotide phosphorylase and
RNase E." Molecular microbiology 45(5): 1315-1324.

Mohanty, B. K. and S. R. Kushner (2011). "Bacterial/archaeal/organellar polyadenylation."”
Wiley Interdisciplinary Reviews: RNA 2(2): 256-276.

Murakami, K. S. (2015). "Structural biology of bacterial RNA polymerase.” Biomolecules 5(2):
848-864.

Nakazato, H., S. Venkatesan and M. Edmonds (1975). "Polyadenylic acid sequences in E. coli
messenger RNA." Nature 256(5513): 144-146.

Nickels, B. E., S. J. Garrity, V. Mekler, L. Minakhin, K. Severinov, R. H. Ebright and A.
Hochschild (2005). "The interaction between 670 and the B-flap of Escherichia coli RNA
polymerase inhibits extension of nascent RNA during early elongation.” Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 102(12): 4488-4493.

Paget, M. S. (2015). "Bacterial sigma factors and anti-sigma factors: structure, function and
distribution.” Biomolecules 5(3): 1245-1265.

Peters, J. M., R. A. Mooney, P. F. Kuan, J. L. Rowland, S. Keles and R. Landick (2009). "Rho
directs widespread termination of intragenic and stable RNA transcription." Proceedings of the
National Academy of Sciences 106(36): 15406-15411.

Pomerantz, S. C. and J. A. McCloskey (1990). "[44] Analysis of RNA hydrolyzates by liquid
chromatography-mass spectrometry.” Methods in enzymology 193: 796-824.

Preugschat, F., G. H. Tomberlin and D. J. Porter (2008). "The base exchange reaction of NAD+
glycohydrolase: Identification of novel heterocyclic alternative substrates." Archives of
biochemistry and biophysics 479(2): 114-120.

Rabatinova, A., H. Sanderova, J. J. Matéjckova, J. Korelusova, L. Sojka, I. Barvik, V.
Papouskova, V. Sklenat, L. Zidek and L. Krasny (2013). "The & subunit of RNA polymerase is
required for rapid changes in gene expression and competitive fitness of the cell.” Journal of
bacteriology 195(11): 2603-2611.

23



Revyakin, A., C. Liu, R. H. Ebright and T. R. Strick (2006). "Abortive initiation and productive
initiation by RNA polymerase involve DNA scrunching.” science 314(5802): 1139-1143.

Richard, R., A. Andrew, J. J. Dunn and E. K. Bautz (1969). "Factor stimulating transcription
by RNA polymerase.” Nature 221: 43.

Ruff, E. F., M. T. Record and I. Artsimovitch (2015). "Initial events in bacterial transcription
initiation." Biomolecules 5(2): 1035-1062.

Santangelo, T. J. and I. Artsimovitch (2011). "Termination and antitermination: RNA
polymerase runs a stop sign."” Nature Reviews Microbiology 9(5): 319-329.

Shimotohno, K., Y. Kodama, J. Hashimoto and K.-1. Miura (1977). "Importance of 5'-terminal
blocking structure to stabilize mRNA in eukaryotic protein synthesis." Proceedings of the
National Academy of Sciences 74(7): 2734-2738.

Schaefer, M., T. Pollex, K. Hanna and F. Lyko (2009). "RNA cytosine methylation analysis by
bisulfite sequencing." Nucleic acids research 37(2): e12-e12.

Schwartz, S., D. A. Bernstein, M. R. Mumbach, M. Jovanovic, R. H. Herbst, B. X. Le6n-
Ricardo, J. M. Engreitz, M. Guttman, R. Satija and E. S. Lander (2014). "Transcriptome-wide
mapping reveals widespread dynamic-regulated pseudouridylation of ncRNA and mRNA."
Cell 159(1): 148-162.

Skordalakes, E. and J. M. Berger (2003). "Structure of the Rho transcription terminator:
mechanism of MRNA recognition and helicase loading." Cell 114(1): 135-146.

Song, M.-G., S. Bail and M. Kiledjian (2013). "Multiple Nudix family proteins possess mMRNA
decapping activity." Rna 19(3): 390-399.

Sorenson, M. K. and S. A. Darst (2006). "Disulfide cross-linking indicates that FlgM-bound
and free 628 adopt similar conformations." Proceedings of the National Academy of Sciences
103(45): 16722-16727.

Topisirovic, 1., Y. V. Svitkin, N. Sonenberg and A. J. Shatkin (2011). "Cap and cap-binding
proteins in the control of gene expression.” Wiley Interdisciplinary Reviews: RNA 2(2): 277-
298.

Tornee, C. W., C. Christensen and M. Meldal (2002). "Peptidotriazoles on solid phase:[1, 2,
3]-triazoles by regiospecific copper (I)-catalyzed 1, 3-dipolar cycloadditions of terminal
alkynes to azides." The Journal of organic chemistry 67(9): 3057-3064.

Travers, A. A. and R. R. Burgess (1969). "Cyclic re-use of the RNA polymerase sigma factor."
Nature 222: 537-540.

Vassylyev, D. G. (2009). "Elongation by RNA polymerase: a race through roadblocks.” Current
opinion in structural biology 19(6): 691-700.

24



Vvedenskaya, I. O., J. S. Sharp, S. R. Goldman, P. N. Kanabar, J. Livny, S. L. Dove and B. E.
Nickels (2012). "Growth phase-dependent control of transcription start site selection and gene
expression by nanoRNAs." Genes & development 26(13): 1498-1507.

Washburn, R. S. and M. E. Gottesman (2015). "Regulation of transcription elongation and
termination.” Biomolecules 5(2): 1063-1078.

Winkelman, J. T., B. T. Winkelman, J. Boyce, M. F. Maloney, A. Y. Chen, W. Ross and R. L.
Gourse (2015). "Crosslink mapping at amino acid-base resolution reveals the path of scrunched
DNA in initial transcribing complexes.” Molecular cell 59(5): 768-780.

Yang, X. and P. J. Lewis (2010). "The interaction between bacterial transcription factors and
RNA polymerase during the transition from initiation to elongation.” Transcription 1(2): 66-69.

Yue, Y., J. Liu and C. He (2015). "RNA N6-methyladenosine methylation in post-
transcriptional gene expression regulation.” Genes & development 29(13): 1343-1355.

25



