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Abstrakt

Iniciace transkripce patii ke stéZejnim krokiim genové exprese. Prepis genetické informace
z DNA do RNA zajiStuje vicepodjednotkovy enzym RNA polymerdza (RNAP). Avsak
samotna RNAP neni schopna rozpoznat specificky promotor a iniciovat transkripci. K tomuto
ucelu slouzi bakteriim protein zvany faktor o, ktery se na RNAP véaze a spolu tvofi
holoenzym RNAP.

V této préci popisuji mechanismus bakterialni transkripce a dale stavbu, funkci a regulaci
faktori 6. Zaméiuji se hlavné na primarni faktory ¢ u dvou vyznamnych modelovych druht,
a to u gramnegativni Escherichia coli a grampozitivniho Bacillus subtilis. Popisuji je
v kontextu s alternativnimi faktory ¢ a poukazuji na jejich vzajemné odliSnosti ve struktute,

funkeci a regulaci.

Klicova slova: RNA polymeraza, primarni faktory o, transkripce, bakterie, Bacillus subtilis,

Escherichia coli



Abstract

Transcription initiation is one of the crucial steps of gene expression. A multisubunit
enzyme RNA polymerase (RNAP) transcribes the genetic information from DNA to RNA.
However, RNAP itself is unable to recognize a specific promoter and initiate transcription.
For this purpose, bacteria have a protein called o factor, which binds to RNAP and together
form the RNAP holoenzyme.

In this thesis I describe the mechanism of bacterial transcription and the structure, function
and regulation of ¢ factors. I focus mainly on the primary ¢ factors of two important model
species, namely gramnegative Escherichia coli and grampositive Bacillus subtilis. 1 describe
them in the context of alternative ¢ factors, and I point out their differences in structure,

function and regulation.
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1. Uvod

Rizné faktory o rozpoznéavaji rozdilné tfidy promotorti. Diky tomu bakterie mulze
regulovat, na jakych promotorech bude probihat transkripce. Vyuziva to k pfizplisobeni se
rozlicnym zivotnim podminkam.

Faktory o se déli na dvé& skupiny, ¢’° a o>, které se vaZzou na rozdilné promotorové
sekvence a maji odliSny mechanismus iniciace transkripce.

Skupina ¢’ je dale délena na 4 t¥idy. Lisi se nejen ve své funkci, ale také svou sekvenci
a doménovym slozenim. Mohou se skladdat ze 2-4 domén, které maji vazebna mista slouzici
k nasednuti na promotorovou sekvenci DNA.

Podle funkce se faktory o dé€li na primarni (housekeeping) faktory o, které odpovidaji za
transkripci z vétSiny promotorit potiebnych pii bézném rastu, a na alternativni faktory o,
které bakterie vyuzivaji v situacich, kdy se musi vypofadat se specifickymi zivotnimi
podminkami, ¢i chtéji podstoupit vyvojovou zmenu.

Vyznamnou charakteristikou alternativnich faktori ¢ (oproti faktoriim primarnim) je
absence autoinhibi¢ni domény 1.1., kterd reguluje vazbu na RNAP. Tuto regulacni funkci
u nich zastupuji faktory anti-c.

Vsechny faktory o spolu navzajem kompetuji o vazbu RNA polymerazy (RNAP).
Schopnost navazat RNAP zavisi na jejich afinité¢ k danému enzymu a koncentraci v roztoku.
V této praci popisuji né€kolik zplsobt, jak mohou urcité faktory o, které jsou v danou chvili

potieba, navazat dostate¢né mnozstvi RNAP a transkribovat geny pod jejich kontrolou.



2. Transkripce

Transkripce je soucasti centralniho dogmatu molekularni biologie. Jako prvni krok genové
exprese zajistuje prepis DNA do RNA na zakladé komplementarity bazi.

Cely proces se sklada ze tii fazi. Zacina iniciacni fazi, nasleduje elongacni faze, a nakonec
je celd transkripce ukoncena terminacni fazi. V této kapitole popisuji RNAP, promotor,

a jednotlivé faze transkripce.

2.1 RNA polymeraza (RNAP)

RNAP je enzym objeveny a charakterizovany v 70. letech 20. stoleti (Hurwitz 2005). Cela
struktura RNAP byla poprvé popsana u termofilni bakterie Thermus aquaticus (Zhang et al.
1999).

Bakterie maji pouze jednu RNAP, ktera se sklada z péti zdkladnich podjednotek. Jsou to
podjednotky a2, B, B’, a ®, které dohromady tvofi jadro enzymu (Murakami & Darst 2003).
Molekulova hmotnost tohoto jadra €ini u E. coli ~380 kDa (Borukhov & Nudler 2008).

Jadro RNAP (neboli core) je schopné elongace transkripce, nedokaze vSak rozeznat
specificky promotor a zacit tak promotorovée specifickou transkripci. K tomu slouzi nezavisla
podjednotka o, kterd se na RNAP vaze a dohromady tvoii holoenzym RNAP. Samotné jadro
je nicméné schopné nespecificky interagovat s DNA (Barvik ef al. 2017).

Na rozdil od podjednotky o, kterd je specifickd pouze pro bakterie, podjednotky jadra
enzymu najdeme u vSech tii domén zivota (bakterii, eukaryot, 1 archei). Funkci faktori o
piebiraji u eukaryotickych organismu transkripéni faktory.

Dohromady se podjednotky RNAP skladaji do charakteristického tvaru krabiho klepeta,
ktery ohranicuji podjednotky B a ‘. Mezi nimi vede kandl o Sifce 2,7 nm. Pravé uvnitf tohoto
kanalu se nachdzi aktivni misto enzymu s ionty Mg?* a probih4 zde syntéza vldkna RNA
(obrazek 1).

Podjednotka o, kterd se vzdy nachdzi ve form¢ dimeru, ma N-koncovou a C-koncovou
doménu. N-koncové domény podjednotek o zajiStuji kontakt s podjednotkami B a B*. Ty
spolu drzi pohromadé pravé proto, Ze jsou na n¢ podjednotky a navazany (Zhang & Darst
1998, Wang et al. 1997). Mezi N-koncovou a C-koncovou doménou se nachazi spojka, ktera
umoznuje C-koncové doméné velkou pohyblivost.

C-koncova doména interaguje s UP elementem (pokud je ptitomen), coz je oblast bohata na
AT-pary nachézejici se proti sméru transkripce (neboli upstream) od promotoru. Tim vyrazné

zesiluje kontakt RNAP s promotorem (Ishihama 1992, Krasny et al. 2000).



Nejmensi podjednotkou RNAP je o, kterd je navdzana na podjednotku B¢ (Murakami
2015). Nema sice pfimy vliv na transkripci, ale mé né€kolik pomocnych funkci. Plsobi jako
pomocnik pii sbalovani podjednotek RNAP (Ghosh et al. 2003) a ma ulohu v regulaci
transkripce za pomoci alarmonu (p)ppGpp (Guanosin-5"-difosfat-3 -difosfat) pii stringentni
odpovédi. Tato tloha byla zatim potvrzena pouze v experimentech provadénych in vitro
(Vrentas et al. 2008).

V grampozitivnich bakteriich skupiny Firmicutes, jako naptiklad B. subtilis, miizeme najit
specifické podjednotky 6 a &. Podjednotka & napomahd zvysit specifitu vazby RNAP na
promotor a také pomaha pii uvolnéni RNAP v terminacni fazi transkripce (Weiss & Shaw
trifosfat) a pro pieziti bunék v kompetitivnim prostredi (Rabatinova et al. 2013).

Gen pro podjednotku € je v operonu s genem kodujicim RNéazu J1. Predpoklada se, Ze by
podobn¢ jako tato RNaza mohla mit podjednotka & funkci v postranskripéni regulaci
a upravach RNA (Linder et al. 2014). Také existuje hypotéza, Ze by vazba této podjednotky
na RNAP mohla zajistovat vyssi odolnost vii¢i bakteriofagiim, které maji proteiny s tendenci
vazat se na stejné misto a blokovat transkripci (Keller ef al. 2014).

K podjednotkam jadra RNAP se piipojuje nezavisly faktor o, ktery ma za ukol rozeznat
specifickou sekvenci promotoru. Primarni faktor 6 u E. coli, zajist'ujici piepis esencialni sady
genil, se nazyva faktor ¢’°. Priméarni faktor u B. subtilis je nazyvan faktor . O faktorech ¢
se podrobné rozepisuji v dalSich kapitolach své bakalaiské prace.

Na enzymu RNAP se nachazi tfi hlavni kanaly (obrazek 1) vedouci mezi jednotlivymi
podjednotkami. Misto, na které se vdze DNA:RNA hybrid, je takzvany priméarni kanal.
Sekundarni kandl je misto, do kterého pfichazi substrat pro RNAP (iNTP). Substrat je timto
kandlem nasméfovéan do aktivniho mista enzymu s ionty Mg >*. Posledni je vystupni kanél

pro RNA, kterym prochédzi nove syntetizované vlakno RNA (Borukhov et al. 2005).
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Obrazek 1: RNAP s naviazanym transkripénim inhibitorem Gfh1

Na obrazku je elongacni komplex RNAP s navazanym Gfhl u bakterie Thermus thermophilus. RNA
je zde zobrazena jako oranzové vlakno, templatova DNA je znaCena svétle modrie, inhibi¢ni faktor
Gthl je tmaveé modry. Takzvana svorka (clamp) je zobrazena zelenég, helixovy mustek (bridge helix)
razove. Katalytické misto je znaceno modrym bodem. Zbylé domény jsou Sedivé. a) V tomto natoceni
je zobrazen primarni a sekundarni kanal. b) V tomto uhlu je zobrazen sekundarni kanal a vystupni
kanal pro RNA. Upraveno z (Tagami et al. 2010).

RNAP muiZe byt regulovana malymi molekulami (napt. (p)ppGpp), nekodujici RNA (napft.
6S RNA), ¢i Cetnymi transkripnimi faktory. Regulace RNAP je pro svou dulezitost
v regulaci celé transkripce intenzivné studovana a neustale jsou objevovany nové faktory,
které se do tohoto procesu zapojuji.

Naptiklad v nasi laboratofi byl v poslednich letech studovan faktor HelD, ktery se vaze na
RNAP mezi sekundarnim kanalem a podjednotkami a. Je to protein obsahujici helikdzové
motivy, ktery je schopen hydrolyzovat ATP. Je siln¢ exprimovan béhem exponencialni faze,

a jeho koncentrace je jesté vice zvySena béhem faze stacionarni.



O tomto faktoru se toho vi zatim velmi malo. Nicméné bylo zjiSténo, Ze spolupracuje
s podjednotkou 6 RNAP. Spolu s touto podjednotkou protein HelD po navazani na RNAP

stimuluje transkripci (Wiedermannova et al. 2014).

2.2 Promotor

Promotor je specifickd sekvence nachdzejici se proti sméru transkripce (neboli upstream)
od genu ¢i operonu. Obsahuje hexamerni konzervované sekvence -10 a -35, pfipadné mlze
byt pfitomna i prodlouzena oblast -10, UP element, ¢i diskriminator. Misto, kde zacina
traskripce genu je oznacovano jako transkripcni start a nachazi se v pozici +1 (Keiltys &
Rosenberg 1987). Priklady tzv. konsensus sekvenci jednotlivych oblasti, které¢ jsou uvedené
nize, jsou pro primarni faktor 6 u Bacillus subtilis a jsou to velmi silné sekvence, u kterych
je velka afinita k holoenzymu RNAP.

Oblast 4.2 podjednotky o interaguje s promotorovou oblasti -35. Tato oblast je tvofena
hexamerem o sekvenci 5‘-TTGACA-3° a saha od pozice -35 do pozice -30.

Mezi oblastmi -35 a -10 se nachazi mezernik (neboli spacer), ktery byva dlouhy 17 — 19 pb
(Ruff et al. 2015).

Sekvence -10 interaguje s oblastmi 2.3 a 2.4 podjednotky c. Je to hexamer majici sekvenci
5¢-TATAAT-3, ktera lezi v pozici -12 az -7. Diky této sekvenci se oblast -10 nazyva také
TATA box, nebo Pribnovuv box.

Dale pak UP element, oblast bohatd na AT-pary, interaguje s C-koncovymi doménami
(CTD) podjednotek a RNAP. Tim mlZe napomoci vazbé holoenzymu na promotor. Jeji délka
je cca 20 bp a nachazi se upstream od oblasti -35 (Haugen et al. 2008).

Rozsitena oblast -10 (tzv. extended -10) se nachazi upstream od oblasti -10. Ma ustalenou
sekvenci 5°-TGX-3‘a jeji délka nepiekracuje 4 bp. Interaguje s oblasti 3 podjednotky o.
(Barne et al. 1997).

Sekvence nachazejici se mezi bazemi -10 a +1 (U E.coli byly tyto sekvence bohaté na
GC-pary pojmenovany jako diskriminator) vaze oblast 1.2 podjednotky ¢ a mize ovliviiovat
stabilitu otevieného komplexu. Tato funkce byla pozorovana u promotord pro rRNA, které
maji kvili slabé interakci s oblasti 1.2 velmi nestabilni otevieny komplex (Pemberton et al.
2000).

Promotory mezi sebou kompetuji o vazbu holoenzymu RNAP. Rozhodujici pro jejich
afinitu je sekvence daného promotoru. Model sekvence promotoru a jeho interakce

s faktorem ¢ je znazornéna na obrazku 2.
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Obrazek 2: Model holoenzymu RNAP a jeho interakce s promotorem

Sekvence CONS znazornuje optimalni konsensus sekvenci promotoru. UP element je oznacen svétle
modrou barvou, sekvence —35 tmavé modrou barvou, rozsifena oblast —10 je zvyraznéna Cervenou,
oblast —10 Zlutou, a diskriminator oranzovou barvou. Domény faktoru ¢ jsou znaceny stejnou barvou
jako promotorova sekvence, na kterou se vazou. Doména 1.1 ma fialovou barvu a transkripéni
pocatek na pozici +1 ma zelenou barvu. Oblast, kterd je transkribovana, je ponechana Sedivé.
Upraveno z (Ruff et al. 2015).

2.3 Inicia¢ni faze transkripce

V tomto kroku nasedd holoenzym RNAP na promotor (obrazek 3). Tim je vytvofen
uzavieny komplex (RP¢).

Kinetickymi zménami ptes tvorbu intermediatd (tzv. prechodny stav) zacne postupné
vytvareni transkripéni bubliny, neboli otevieného komplexu (RP,). Tento proces nazyvame
izomerizace (Tsujikawa et al. 2002). Vldkna promotorové DNA se rozvolni mezi pozicemi
—11 a +2. Béaze templatového vldkna na pozici +1 je pfesunuta do katalytického mista,
nachazejiciho se mezi podjednotkami B a B RNAP. V tuto chvili je mozné navazani iNTP
(Haugen et al. 2008). Kromé& otevien¢ho komplexu rozliSujeme n€kdy také rany elongacni
komplex (RPinit), jelikoZ u nékterych promotorti dochazi k abortivni iniciaci. Abortivni
iniciace nastavd po zahajeni transkripce, kdy jsou opakované syntetizovany kratké
oligonukleotidy s délkou 2-12 nukleotidi (Lee & Borukhov 2016). Jakmile RNAP tuto fazi
piekona, zac¢ne syntetizovat delsi transkript.

DNA po sméru transkripce (tzv. Downstream DNA), tvofici transkripéni bublinu, se za¢ne
nasouvat do RNAP. Tomuto jevu se fikd scrunching. Nahromadéna DNA vytlaci faktor o

z RNAP, ktery ve vétsSing pripadid nésledné disociuje pry¢ a zacina elongacni faze (EC)



(Winkelman et al. 2015). K vytlaceni faktoru o také pfispiva noveé nasyntetizované vlakno

RNA vychazejici z RNAP (Barvik et al. 2017).

Holoenzym Uzavieny komplex Otevreny komplex

Iniciacni komplex Pocatek Elongacni komplex
transkripce

Obrazek 3: Hlavni kroky iniciace transkripce

RNAP je znizornéna jako modry oval se $térbinou aktivniho mista. Sedé domény piedstavuji
C-terminalni domény podjednotky a (aCTD). Jednotlivé domény & jsou nacrtnuty jako ovaly
vybarvené ¢ervenou a fialovou barvou. Déle templatové vlakno DNA je znazornéno jako zelena linka,
netemplatové jako oranzova. Nové vznikajici RNA je v podobé ¢ervené¢ho vldkna. Kanaly v RNAP
jsou naznaCeny preruSovanou &arou a katalytické misto s ionty Mg? * je v podob& malého &erveného
bodu uvnitf §térbiny. Upraveno z (Lee & Borukhov 2016)

Iniciace transkripce je vyznamny stupen regulace v bunice, obzvlast’ z hlediska energetické
uspornosti. Pomaha bunkam piezivat v ménicich se podminkach a Setfit se svymi zdroji. Toto
plati zejména pro ribozomalni (rRNA) promotory a geny, kde probihd cca 70% z celkové
transkripce bchem obdobi exponencidlniho ristu. Jakmile zac¢ne byt nedostatek Zivin,
bakterie jiz nepotiebuje vyrabét takové mnoZzstvi proteinti a potiebuje tyto promotory utlumit,
aby snizila mnozstvi ribozému (Schneider & Gourse 2003).

Dutlezitym reguldtorem iniciace transkripce je ménici se koncentrace iNTP (Sojka et al.
2011). Z hlediska regulovatelnosti koncentraci iNTP délime promotory na senzitivni
a nesenzitivni. Senzitivni promotor ma nestabilni otevieny komplex a je tedy citlivy ke
koncentraci iNTP. Pottebuje relativné vysokou hladinu iNTP, aby béhem kratkého Casového
intervalu, ktery je k dispozici, doSlo k navazani iNTP do aktivniho mista. Nesenzitivni
promotor naopak dokaze dosdhnout vysoké miry transkripce jiz pfi nizkych koncentracich

INTP, jelikoZ ma stabilni otevieny komplex (Murray et al. 2003, Krasny & Gourse 2004).



B. subtilis pouziva jako iINTP pro ribozomdalni promotory GTP. Béhem stresu dochazi
k poklesu hladiny GTP a tim je utlumena transkripce z téchto promotord. Koncentrace ATP
naopak stoupa, coz zvedne transkripci u genti, které vyuzivaji ATP jako iNTP (obrazek 4).

To jsou naptiklad geny pro syntézu aminokyselin (Krasny et al. 2008).
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2.4 Elongac¢ni faze transkripce

RNAP se pohybuje po templatovém vldkné a z vystupniho kandlu pro RNA vychazi nové
syntetizované vlakno komplementarni RNA.

Syntéza vlakna RNA probiha tak, ze se vytvoii vazba mezi 3’OH skupinou (resp. 3°O, viz
niZze) ribozy a a-fosfatem ptichoziho NTP. K syntéze dochazi v aktivnim misté¢ RNAP, kde
se nachazi iont Mg?*(oznaden jako Mg?* I) a dva zaporné nabité aspartitové aminokyselinové
zbytky. K nové vznikajicimu vlaknu RNA vzdy piistupuje volny NTP s navazanym Mg>*
(oznaden jako Mg?* II) a véaze se svym a-fosfatem na 3’OH skupinu posledniho zafazeného
nukleotidu, za soucasného odstépeni pyrofosfatu (obrazek 5).

Katalyza je umoznéna iontem Mg**(I), ktery interaguje se vznikajicim vlaknem RNA,
konkrétné se jednd o jeho 3’OH konec. Timto zplisobem snizuje pKa OH skupiny, coz
nasledné vyusti v disociaci protonu. Na kysliku se nasledné objevi zaporny naboj. Diky témto

reakcim muze byt a-fosfat nové pfistupujiciho NTP napadnut, neboli atakovan elektronem



kysliku. Nakonec dojde k vytvotfeni kovalentni vazby, a to mechanismem nukleofilni

substituce. Druhy iont Mg?*(1I) usnadiiuje odstépeni pyrofosfatu (Steitz 1994).
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Obrazek 5: Pridavani nukleotidu k syntetizovanému fetézci RNA

Na obrazku je znazornén mechanismus syntézy nové vznikajiciho fetézce RNA, ktery je popsan vyse.
Upraveno z (Piccirilli & Koldobskaya 2011). Pivodni ¢lanek (Shechner et al. 2009).

2.5 Termina¢ni faze transkripce

RNA polymeraza zac¢ina transkripci od pozice +1 a pokracuje v polymeraci vlakna, dokud
nenarazi na takzvany termindtor, ustdlenou sekvenci na DNA, kterd pfim&je RNAP
transkripci zastavit.

Jsou znamy dva druhy terminace transkripce. Prvni druh je terminace nezavisla na faktoru
Rho. Spociva ve vytvofeni invertované vlasenky bohaté na GC-pary. Za touto sekvenci
nasleduje az 8 thyminil. Vlasenka rozrusi elonga¢ni komplex a diky slabé vazbé vzniklych
AU péart dojde k disociaci RNAP.

Druhym typem je terminace zavisla na faktoru Rho. Faktor Rho je protein sloZeny z Sesti
podjednotek, které jsou uspotadany do kruhu (obrazek 6). Ma ATPazovou a helikdzovou
aktivitu (Kriner & Groisman 2017). Na rozdil od terminace nezavislé na faktoru Rho, tento

mechanismus funguje pouze v ptipadé¢ piepisu celého genu ¢i operonu (Richardson 2002).



Obrazek 6: Struktura proteinu Rho
Znéazornéni 3D uspotfadani. Jednotlivé podjednotky jsou vybarveny modie a zluté, vldkno RNA
cervené. Upraveno z (Adelman et al. 20006).

Faktor Rho se vaze na specifické sekvence (Rho utilisation sites) na RNA. Tato mista jsou
priblizn¢ 40 nt dlouhé a jsou bohata na cytosin (Bogden et al. 1999).

Vsechny podjednotky faktoru Rho maji N-koncovou doménu, kterd obsahuje vazebné misto
pro RNA. Funkce C-koncové domény je vazba ATP. Faktor Rho doputuje za spotieby ATP
po vlakné RNA az k RNAP a zpiisobi rozpad elonga¢niho komplexu. Pfedpoklada se, Ze
k rozpadu dojde mechanickym “vytdhnutim” RNA (Park & Roberts 2006). Bylo zjisténo, Ze
faktor Rho nemusi k elonga¢nimu komplexu putovat po vldkné RNA, nybrz se dokaze
navazat na samotnou RNAP. AvSak terminace v tomto piipadé neni tak uc¢inna (Epshtein et
al. 2010).

Tento protein mize byt regulovan transkripénimi faktory NusA a NusG. NusA kompetuje
s proteinem Rho o vazbu na RNA. Jakmile se pfipoji na vlakno RNA, jiz tam neni misto
a protein Rho se nenavaze. Nedojde tedy k terminaci transktipce. NusG naopak proteinu Rho

v terminaci transkripce pomaha (Cardinale et al. 2008).

3. Faktory o

Faktory o jsou dulezité pro rozeznani specifické sekvence promotoru, navazani
holoenzymu RNAP na promotor, stabilitu otevieného komplexu a zapoceti transkripce,
véetné iniku RNAP z promotoru. Také se mohou vézat s transkripénimi aktivatory (Saecker
et al. 2011). Krom¢ faktort ¢ dale rozliSujeme faktory anti-c a anti-anti-c, které¢ jsou dulezité
pro regulaci samotnych faktorit . Budou blize popsany v kapitole 4.
Bakterie mohou mit riizny pocet faktorii ¢ podle toho, kde dané organismy Zziji, jaky maji

metabolismus, s kym musi kompetovat a podobné. E. coli jich obsahuje 7, B. subtillis 18

a napiiklad Streptomyces coelicolor jich obsahuje dokonce 63 (Bentley et al. 2002).
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Podle dvou nejznaméjsich faktorti 6 z E. coli se vSechny faktory ¢ déli do dvou skupin.
Vétsina z nich spad4 do skupiny ¢’°. Tyto faktory reguluji transkripci u velké ¢asti gen.
Druh4 skupina se nazyva ¢>* a jeji ukol je reagovat na specifické podminky. Na promotorech
regulovanych témito faktory ¢ neni zahijena transkripce pii exponencialnim ristu za
dostatku zivin (Zhang & Buck 2015). V této kapitole popisi jednotlivé skupiny faktorti

a jejich vzajemné odliSnosti.

3.1 Skupina ¢

Skupina ¢’° obsahuje &tyfi tiidy. Jednotlivé tiidy se lisi poétem domén (obrazek 8), které
mohou byt maximaln¢ Ctyfi, a to doména 1.1 (oblast 1.1), doména 2 (oblast 1.2-2.4), doména
3 (3.0-3.2.), a doména 4 (oblast 4.1.-4.2.) (Campbell et al. 2002). Lisi se také svou sekvenci

a funkci.

3.1.1 Trida 1

Ttida 1 zahrnuje faktory ¢ obsahujici vSechny ¢tyfi domény, které jsou navzajem propojené
variabilnimi spoji. Pat¥i sem primarni (housekeeping) faktory o, naptiklad ¢’° u E. coli a c*
u B. subtilis, které zajistuji transkripci z vétSiny promotori pii bézném exponencidlnim rustu.
Do zbylych tfid 2-4 patii alternativni faktory o, které bakerie pouzivad za specifickych

okolnosti, kdy je potieba ptizplsobit se urcité zmeéné prostiedi.

Doména 1.1 piisobi jako autoinhibi¢ni doména. Pokud neni faktor ¢ navdzdn na RNAP,
doména 1.1, kterd ma strukturu negativné nabitych o-helixli, se vaZe na zbylé domény
proteinu. U bakterie Thermotoga maritima bylo zjisténo, ze mimo RNAP se doména 1.1
nachazi v blizkosti domén 2 a 4, a vytvaii tak kompaktni strukturu. Mohlo by se mezi témito
doménami jednat o elektrostatické interakce. Dikaz fyzické vazby domén vSak stale chybi
(Schwartz et al. 2008). Podobné studie byly délany také u ¢’° z E. coli (Dombroski et al.
1993). V tomto kompaktnim stavu s navazanou doménou 1.1 neni faktor ¢ schopny vazby na
promotor. Teprve po vytvoreni holoenzymu RNAP dojde k odkryti vazebnych mist pro
promotor na doménach 2, 3 a 4. MiZze tedy dojit ke specifickému rozeznani a vazbé na
promotor (Murakami et al. 2002, Vassylyev et al. 2002). Interakce jednotlivych oblasti
domén ¢ s promotorem jsou zndzornény na obrazcich 2, 7 a 8.

Kromé autoinhibi¢ni funkce a tedy vlivu na iniciaci transkripce ma doména 1.1 zasadni roli

.....

komplexu (Wilson & Dombroski 1997). Dokéaze obsadit RNAP v jejim aktivnim misté a tim
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zabranit vazbé templatové DNA (Bae et al. 2013). Zalezi tedy na tom, zda se z aktivniho
mista béhem izomerace uvolni ¢i nikoliv. Pokud misto uvolni, vytvoii se otevieny komplex
a mize nasledovat transkripce. Pokud ziistane navazana, transkripce nezacne (Saecker et al.
2011, Hook-Barnard & Hinton 2009).

Na rozdil od domény 1.1, kterd se nachazi pouze u faktord ¢ tfidy 1, doména 2 se vyskytuje
u viech ¢tyt tiid 67°. Rozsahle interaguje s RNAP, zvlasté pak oblast 2.2, kterd se vaze na
podjednotku B RNAP (Arthur & Burgess 1998, Murakami et al. 2002).

Tato doména se podili na stabilizaci otevieného komplexu, a to diky svym interakcim
s vlaknem DNA v oblasti sekvence -10. Jsou znamy dvé konzervované baze v ramci
promotorové sekvence -10, které jsou stézejni pro tuto interakci. Jsou to adenin na pozici -11
a thymin na pozici -7. Pifedev§im tyto dvé baze tvoii interakci s doménou 2 (Zhang et al.
2012). Doména 2 ma strukturu tii a-helixd, z toho druhy helix je esencidlni pro vazbu na
podjednotku ' RNAP (Young et al. 2001).

U nékterych primarnich faktorti o se v ramci domény 2 (mezi oblastmi 1.2 a 2.1) nachazi
nekonzervovand oblast, kterd miize mit réiznou délku. U primarniho faktoru ¢’ v E. coli se
ukdzalo, Ze tato oblast hraje roli v disociaci faktoru ¢ v ranych fazich elongace (Leibman &
Hochschild 2007).

Na promotorech, kde je prodlouzena sekvence -10, ma doména 3 moznost se na ni navazat
efektu, ze sekvence -35 jiz nemusi byt pfitomna (Mitchell et al. 2003). Doména 3 vSak neni
esencialni pro vazbu faktoru ¢ na promotor, jelikoz neni pfitomna u viech t¥id ¢’°. Stejné
jako doména 2 je slozena ze tii a-helix1, pficemz zejména prvni helix je odpoveédny za vazbu
prodlouzené sekvence -10 na promotoru (Campbell ef al. 2002).

Posledni doménou je doména 4, kterd je podobné jako doména 2 kozervovana ve vSech
tfidach skupiny 6’°. NejenZe se vaZe na promotorovou sekvenci -35, ale navic také interaguje
s podjednotkou B RNAP a tim stabilizuje strukturu holoenzymu. Tato doména se sklada ze
dvou parti a-helixti. Par a-helixti na karboxylovém konci zajistuje kontakt s promotorovou
sekvenci -35 (Campbell et al. 2002).

Konzervovana sekvence (linker), ktera spojuje domény 3 a 4, zasahuje do kandlu, kudy
vychazi nové nasyntetizovana RNA. Takzvany o prst, ktery tvoifi Cast tohoto linkeru,
interaguje s templatovym vlaknem DNA. Proto, aby RNAP mohla syntetizovat delsi tseky
RNA, musi byt ¢ prst odstranén z vystupniho kandlu pro RNA. Poté se miize rozebéhnout

elongacni faze (Zhang et al. 2012, Paget 2015).
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3.1.2 Trida 2

Do tiidy 2 patii alternativni faktory o s doménami 2, 3 a 4. Svou sekvenci a strukturou se
velmi podobaji skupiné 1, avSak stejn¢ jako tfidy 3 a 4 postradaji doménu 1.1 (Paget 2015).
Teoreticky se tedy mohou vézat na promotorovou sekvenci DNA 1 bez pfitomnosti enzymu
RNAP. Tento jev se potvrdil naptiklad u faktoru 6® v B. subtilis, nicméné vazba na DNA
byla pomé&rné slaba (Kuo et al. 2015). Faktor c® reguluje transkripci gendi pro reakci na
rozmanité stresové podminky, jako napiiklad reakce na osmoticky a oxidativni stres,
antibiotika, nedostatek kysliku ¢i ATP, nebo extrémni teploty (Nagler et al. 2016,
Nannapaneni et al. 2012).

Alternativni faktory tfidy 2 pfepisuji geny dilezité pro odpoveéd napiiklad na hladovéni ¢i
jiné stresy stacionarni faze. Jeden z nejvice prostudovanych je faktor ¢° (nebo také c°%)
u E. coli, ktery tidi transkripci gent pro Sirokou Skalu odpovédi na rizné druhy stresu. Muze
to byt chybéjici zdroj uhliku ¢i vysoka teplota (Jishage et al. 1996, Battesti et al. 2011).
Dalsim ptikladem je faktor 6© u bakterie Synechocystis, ktery je dilezity pro riist aktivovany

svétlem (Osanai et al. 2005).

3.1.3. T¥ida 3

Alternativni faktory o skupiny 3 se nejcastéji skladaji z domén 2, 3 a 4. Jsou vsak jiz vice
sekvenéné rozdilné od skupiny 1. Reguluji transkripci genil pro odpovédi na vysokou teplotu,
sporulaci, syntézu bic¢iku, pohyblivost a riizné stresové situace (Paget & Helmann 2003).
Napiiklad faktor o® u B. subtilis, ktery piisobi v dob& pozdniho exponencidlniho rlstu,
ovliviiuje geny pro chemotaxi ¢i sestavovani bi¢iku (Serizawa et al. 2004). U E. coli je to c©

(FIiA), ktera podobné jako o ¥idi tvorbu organti pro pohyb (Fitzgerald et al. 2014).

3.1.4. Trida 4

Do této tiidy patfi alternativni faktory o, které obsahuji pouze domény 2 a 4, které jsou
esencidlni pro rozeznani promotoru. Kromé¢ domén 1.1 a 3 postradaji také prvni z a-helixti
domény 1.2., ktery vaze diskriminator (Staron et al. 2009).

Faktory o patfici do tfidy 4 slouZzi bakteriim k pfijimani vnéjSich signald a reakci na né.
Proto se jim také fika faktory s extracytoplasmatickou funkci (ECF) (Lonetto et al. 1994).
Ptikladem miZe byt faktor o* u E. coli, ktery ptsobi pii riznych stresovych podminkéch,

napfiiklad pfi hromadéni Spatné sloZzenych proteinli vn&j$i membrany (Mecsas et al. 1993).
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Homology faktoru o se nachéazeji kupiikladu u Vibrio cholerae (Mathur et al. 2007)
a Salmonella enterica, kde hraji roli ve virulenci danych bakterii (Crouch et al. 2005,
Testerman et al. 2002).

Dalsim zastupcem této tfidy je faktor " u B. subtilis, ktery reaguje na antimikrobialni
peptidy vylucované jinymi bakteriemi (Helmann 2006).

Promotory rozeznévané témito faktory maji Casto motiv “AAC” v rdmci promotorové
sekvence -35 (obrazek 7). Naopak sekvence -10 je vice sekvencné rtiznoroda (Staron et al.

2009). Ttida 4 je nejvice pocetnou a rozmanitou skupinou.

0'3 Konsensus g0

A O, o, 7//— o,

B ECF faktory o
O, 0, Y
GAACT N,, TcTGAt — [E. colicF
GAMAC N,, CGTAtt — DB subtilis g™®
-35 -10

Obrazek 7: Doménové sloZeni a rozeznavana promotorova sekvence u primarnich faktori ¢
a faktori ECF
A) Priméarni faktor ¢”° se ¢tyfmi doménami. Pod doménami 2 a 4 je znazornéna konsensus
promotorova sekvence, kterou tyto domény vazou.
B) Piiklady dvou faktori o ze skupiny ECF, o® z E. coli a 6V z B. subtilis. Pod doménami 2 a 4
je znazornéna konkrétni promotorova sekvence, kterou tyto domény vazou.
Upraveno z (Staron et al. 2009)

Ojedinélym piikladem faktoru o, ktery se sklada ze dvou proteind, je faktor Yvrl-YvrHa

u B. subtilis. Tento faktor zminim podrobnéji v kapitole 4.
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Obrazek 8:

(a) Doménové sloZeni jednotlivych tiid u skupiny ¢’ a jejich vazba na promotor

Na obrazku je znazornéna stavba jednotlivych tfid ¢, pod nimi je sekvence promotoru regulovaného
6"’ z E. coli. Vazby na promotor jsou znizornény pierusovanymi Sipkami. Doména 1.1 je zobrazena
v bilé barveé, doména 2 v zelené (oblast 1.2 je vybarvena oranzove), dale doména 3 je modré, doména
4 je Cervena. Netempldtové vladkno DNA ma fialovou barvu, templatové tyrkysovou. Dilezité
konzervované sekvence promotoru (sekvence -35, prodlouzena -10, sekvence -10 a diskriminator)
jsou zvyraznény zlutou barvou. Nekonzervovana sekvence, oznaCend jako NCR, je zvyraznéna
rtizovou barvou. Nachazi se mezi oblastmi 1.2 a 2.1 a mize mit jak riznorodou sekvenci, tak i délku.
(b) Iniciaéni komplex RNAP s navazanou ¢’ v E. coli

zobrazeny ve stejnych barvach jako v ¢asti (a). Nicméné nejsou zluté¢ vyznaleny konzervované
promotorové sekvence. Namisto nich je zlut€¢ vybarvené vlakno nové vznikajici RNA. Aby byl
obrazek co nejpiehlednéjsi, nejsou u RNAP zobrazeny podjednotky o», B a . Upraveno z (Paget
2015).
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3.2 Skupina ¢ 5
Tyto alternativni faktory ¢ rozeznavaji na promotoru sekvencni motivy lokalizované

v pozicich -24 a -12 upstream od transkrip¢niho startu promotoru (Barrios et al. 1999). Tuto
skupinu reprezentuje faktor o™ u E. coli (Wigneshweraraj et al. 2002), nebo c" u B. subtilis
(Débarbouillé et al. 1991). Nemaji zadnou sekvenéni podobnost se skupinou 67°.

Tyto faktory jsou zodpovédné za transkripci genl pro zpracovani dusiku, alternativnich
zdroji uhliku, ¢i tvorbu orgént uréenych pro pohyb. Skladaji se z oblasti 1, 2 a 3 (obrazek
9). Oblast 3 je hlavnim vazebnym mistem pro RNAP a pro interakce s promotorovymi
sekvencemi -24 a -12 (Burrows et al. 2004). Oblast 2 slouzi k pohyblivému propojeni oblasti
1 a 3. Miize mit riznou sekvenci a délku (Southern & Merrick 2000).

Oblast 1 mlZe slouzit stejné jako oblast 3 k vazbé promotorové sekvence v oblasti -12
a knavazani RNAP, nicméné jsou tyto vazby podstatné slabs$i nez v ptipad¢ oblasti 3
(obrazek 9). Navic se vramci oblasti 1 nachdzi vazebné misto pro aktivatory bEBPs
(bacterial enhancer-binding proteins). Vazba na promotorovou oblast -12 znemoZziuje tvorbu
otevieného komplexu (Wigneshweraraj et al. 2001, Cannon et al. 1999).

Na rozdil od skupiny 7%, faktory 6°* nejsou schopny po navazani na RNAP a nasednuti na
promotor spustit izomeraci DNA a tim vytvofit otevieny komplex .

K izomeraci dany holoenzym potitebuje navic transkripcni aktivatory zvané bEBPs.
Proteiny bEBPs hydrolyzuji ATP a vyuzivaji ziskanou energii k vyvolani konformacni
zmény DNA. Navazanim na oblast 1 zrusi inhibi¢ni konformaci a je umoznéna izomerace

DNA (Cannon et al. 2001, Osterberg et al. 2011).

Oblast 1 Oblast 2 Oblast 3
;:;Eﬁ’:it(lf\i{:\’t:!]li[:i[.‘lkii’t‘lll.‘i -12 Interakee s RNAP dV(—ligd PRAYselvencich 24
1 477
N I n c
A ® R @ P o & & L

Obriazek 9: Struktura ¢
Schématické znazornéni funkénich ¢asti o, které jsou popsany vyse. Upraveno z (Bose et al. 2008).
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4. Regulace faktori o

Schopnost bakterii rychle se adaptovat na ménici se zivotni podminky spociva z velké ¢asti
v regulaci faktorl . Zalezi na koncentracich riznych faktorii ¢ v bunice, které jsou schopné
vazat RNAP a nasednout na promotor (obrazek 10). Regulace koncentrace a afinity téchto
volnych faktorti o schopnych vazby poskytuje moznost vybéru sad gent, které je v dané
chvili potfeba exprimovat.

Koncentrace volnych faktorti ¢ ovliviiuje i aktivitu dalSich regulacnich faktort, naptiklad
proteinu DksA (Azriel et al. 2016), ¢i molekuly (p)ppGpp (Srivatsan & Wang 2008) a dalSich
transkrip¢nich aktivatort a represord.

V této kapitole popisi cyklus vazby faktori 6 na RNAP a kompetici mezi nimi. Dale popisi

regulaci alternativnich faktori 6 pomoci faktort anti-c a regulaci primarnich faktori o.

V bakterialni bunice neustale probiha kompetice mezi faktory ¢ o vazbu na RNAP. Kazdy
faktor ¢ prochazi cyklem. Navaze se na RNAP, spusti transkripci genti pod jeho kontrolou
a nasledné se odpoji a je opét ve form¢ volného faktoru piipraveného k vazbé RNAP

(obrazek 10). V této kompetici zalezi na koncentraci a afinité daného faktoru ¢ k RNAP.
a

Iniciace Elongace

@9%

T Terminace
Uvoinem faktoru sigma
Vazba na
promotor -
| ‘ RNA
Kompetlce -
Navazani faktoru sigma Jadro
RNAP
b NTPs NTPs
R+P <—> RP, <— RP, <— RP, e RP-,,,"LY RPg

a

Obrazek 10: Cyklus vazby a uvolnéni faktoru o
a) Zobrazeni kolob&hu, pfi kterém se faktory ¢ po uvolnéni z RNAP dostanou zpét do
takzvaného poolu faktori o, kde soutézi o vazbu na dalsi RNAP, aby mohly spustit
transkripci ze své sady gentl.
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b) Jednotlivé kroky iniciace transkripce. RNAP snavazanym faktorem o (R) se vdZe na
promotor (P) a vytvafi uzavieny komplex (RP.). Ten poté pfejde pfes nestabilni konformace
(RP;) do otevien¢ho komplexu (RP,). V této fazi zacina transkripce kratkych usekd (RPini).
Pti prechodu do elongacni faze (RPg) se faktor 6 ve vétSin€ piipadli uvoliluje a vraci se mezi
ostatni faktory kompetovat o RNAP. Upraveno z (Osterberg et al. 2011).

Neni pravidlem, ze se faktory o uvolnuji na zacatku elongacni faze. Mohou byt spojené
s RNAP i velongacni fazi a pusobit jako elongacni faktor. Timto zpisobem funguje
napiiklad primarni faktor 6’ v E. coli. Faktory ¢ tim mohou pozastavit transkripci, coZ
bakterie vyuziva hlavné ve stacionarni fazi (Goldman et al. 2015).

Dalsim ptikladem miZze byt faktor o Yvrl-YvrHa u B. subtilis. Tento faktor je slozen ze

0y E. coli a protein

dvou proteintl. Protein Yvrl je homologni s doménou 4 u faktoru o
YvrHa je homologni s doménou 2. Tyto dva proteiny jsou v jednom operonu a funguji
dohromady jako jeden faktor ¢ (MacLellan et al. 2009). Protein Yvrl je s postupujici elongaci
z RNAP uvolnén, zatimco protein YvrHa je béhem elongacéni faze stale navazan (Sengupta et

al. 2015).

4.1 Regulace faktory anti-o

Faktory anti-c reguluji pfistup alternativnich faktori ¢ k RNAP. Dokazi regulovat bud’
koncentraci volného faktoru o pfistupného pro RNAP, ¢i jeho afinitu k RNAP. Tim padem
zbyde RNAP dostupna pro ostatni faktory o. Faktory anti-c zplsobi, ze se faktory o projevi
az ve chvili, kdy je potieba jimi fizené geny transkribovat.

Samotné faktory anti-c mohou byt regulované extracytoplazmatickymi proteiny, malymi
molekulami (efektory), sekreci z buniky ven, ¢i inhibici pomoci faktorl anti-anti-c, které ve
své defosforylované formé vazou faktory anti-c a inaktivuji je (Helmann 1999).

V této kapitole popisi mechanismus kaskaddy RIP (regulated intramembrane proteolysis),

funkci volnych faktorti anti-c a faktort anti-anti-c.

4.1.1 Kaskada RIP

Faktory anti-c mohou fungovat napiiklad v takzvanych kaskadach RIP. Faktor oV
u B. subtilis ma ve svém operonu gen rsiW, ktery pro ¢V kéduje faktor anti-c RsiW. Tato
anti-c je membranové vazana. Pokud navaze 6", znemozni ji vazbu na RNAP. Aby se 6"
opét aktivovala, je potieba anti-c RsiW nastépit. Tuto funkci maji membranové protedzy

PrsW and RasP. Faktor 6" s navadzanou ¢asti RsiW je timto uvolnén do cytosolu. V cytosolu
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je protedzou ClpXP odstranén zbytek anti-c RsiW a tim dojde k uplné aktivaci ¢V (Schobel
et al. 2004, Devkota et al. 2017).

Tento mechanismus kaskady RIP se vyskytuje také u E. coli (obrazek 11). Jeji 6** (6%) ma
své faktory anti-c RseA a koanti-c RseB. Pro aktivaci 6** je potieba opét stépeni, nicméné
jinymi proteazami, a to protedzou DegS a RseP (Penas et al. 1997).

Protedza DegS ma fuknci jak S$tépici, tak senzorickou. Jakmile se v periplazmé objevi
$patné sbalené proteiny (napt. OmpC), spusti kaskadu RIP. Spatné sbalené proteiny se
za¢nou hromadit napiiklad pii tepelném Soku (Heinrich & Wiegert 2009).

Obriazek 11: Mechanismus aktivace faktoru ¢** ()
Mechanismus je popsan vyse. Upraveno z (Heinrich & Wiegert 2009).

4.1.2 Volné faktory anti-o

Faktory anti-c se béZné& vyskytuji i v cytoplazmé. Piikladem mize byt 6 (FliA) u bakterie
Salmonella typhimurium, ktera tidi expresi z genli pro chemotaxi ¢i filamenta. Anti-c FlgM
vaze v cytoplazmé ¢°® a brani tak expresi z piislusnych gend. Tento mechanismus funguje
pro zadrZeni transkripce genti spadajicich pod o?® pted tim, nez se utvoii bazalni t&lisko
bic¢iku. Jakmile se télisko utvofi, FIgM je jim transportovan ven z buiiky a tim uvolni faktor
6?8, ktery se stava aktivnim (Chadsey & Hughes 2001).

Tento zplisob regulace je Siroce rozsifen, mizeme ho najit naptiklad i u E. coli ¢i u bakterie

Salmonella enterica (Aldridge et al. 2006, Saini et al. 2011).
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V nékterych ptipadech mize byt piijemce signdlu samotny faktor anti-c. Naptiklad anti-c
RsrA u Streptomyces coelicolor, kterad vaze faktor oX, reaguje na oxidativni stres zménou

konformace. Tato zména zpiisobi uvolnéni o® (Kim et al. 2009, Donohue 2009).

4.1.3. Faktory anti-anti-c

Kdyz bunka neprochdzi stresovymi podminkami a neni potieba aktivita specifického
alternativniho faktoru o, tak je na néj navazan jeho faktor anti-c a tim padem pfetrvava
v neaktivnim stavu. Faktor anti-c ma kinazovou aktivitu a fosforyluje svlij faktor anti-anti-c.
Tim ho udrzuje neaktivni.

Pokud se buiika dostane do stresu, specifické fosfatdzy mohou defosforylovat ptislusSnou
anti-anti-c. Ta se aktivuje a navaze faktor anti-c. Diky vazbé faktoru anti-anti-c na jeho
anti-c se uvolni potiebny faktor ¢ a mlze fidit transkripci z jemu pfislusejicich gentli. Tento
mechanismus miZeme najit napiiklad u Streptomyces coelicolor, kterd mé faktor ¢'! a jeho
faktor anti-c UshX. Ten je regulovan anti-anti-c BldG (Sevcikova ef al. 2010).

Znamé&j$im prikladem tohoto mechanismu je o® u B. subtilis a jeji anti-c RsbW (obrazek
12). RsbW je regulovana anti-anti-c RsbV. Tato anti-anti-c je aktivovana defosforylaci

pomoci fosfataz RsbTU a RsbQP (Dufour & Haldenwang 1994).

Rsbap P

e
~<

RsbTU p

Obrizek 12: Schéma fungovani faktori anti-¢ a anti-anti-c u 6® v B. subtilis
Mechanismus je popsan vyse. Upraveno z (Paget 2015).

Regulace koncentrace aktivnich faktorti ¢ mize probihat kromé vazby na anti-c také na
urovni transkripce, translace, ¢i aktivity daného proteinu. Napiiklad v B. subtilis existuje
neaktivni faktor pro-c, u kterého odstépeni inhibi¢ni domény na N-konci vede k vytvoreni

aktivniho faktoru o® (Hilbert & Piggot 2004).
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Témito zplsoby je alternativnim faktorim o zabranéno v moznosti kompetice s faktory
primarnimi, a ty maji diky tomu k dispozici vétsi mnozstvi volné RNAP k navdzani. Mohlo
by se tedy zdat, ze jediné faktory o, které 1ze omezit regulaci, jsou faktory alternativni. Navic
pies to, ze zvySime koncentraci alternativnich faktorti o, stale bude dost volnych primarnich
faktor o, které maji vySsi afinitu k RNAP (Sharma & Chatterji 2010). Nicméné jsou
1 zplsoby, jak omezit vazbu primérnich faktor ¢ na RNAP a tim dat moznost alternativnim

faktorim ¢ k vazbé¢, jak bude popsano dale.

4.2 Regulace primarnich faktori o

Regulace koncentrace primarnich faktorti 6 schopnych vazby RNAP muze probihat vice
zpusoby. Nejjednodusi mechanismus, ktery se nabizi, je na popud specifického signalu zvysit
koncentraci alternativnich faktor o, které¢ navdzou RNAP a tim padem ji zbyde méné pro
primarni faktory . Tim se primarnim faktorim ¢ znizi moznost transkripce z gend pod jejich
kontrolou (Mauri & Klumpp 2014). Existuji vSak i dal$i mechanismy. Primarni faktory o
mohou byt regulovany pomoci faktort AlgQ/Rsd, 6S RNA, ¢i molekulou (p)ppGpp. Principy

téchto regulaci popisuji nize.

4.2.1. Regulace primarnich faktort ¢ pomoci proteini AlgQ/Rsd

Vyznamnym zplsobem regulace je vazba urCitého proteinu na primarni faktor ¢ a tim
inhibice jeho vazby na RNAP.

V E. coli je to faktor Rsd, ktery se vaZe na ¢’° a znemozni tak jeji navazani na RNAP
(Westblade et al. 2004). Rsd na ¢’ obsazuje konkrétné doménu 4 (obrazek 11), ktera je
esencialni pro vazbu na promotorovou sekvenci -35 a na jaddro RNAP (Patikoglou et al.
2007).

Tento zplsob regulace se nachazi také u bakterie Pseudomonas aeruginosa. Tato bakterie
umi produkovat polysacharid alginat, ktery zvySuje jeji virulenci (Govan & Deretic 1996).
Enzymy pro syntézu tohoto polysacharidu jsou kdédovany genem algD, ktery je transkribovan

pomoci alternativniho faktoru c*'gV

(Yin et al. 2013). Transkripce genu algD zavisi na
proteinu AlgQ, ktery se vaZe na faktor ¢’° a tim znemozZiuje jeho vazbu na RNAP. Zistava

tak vice volnych RNAP pro faktor 6”8V (Dove & Hochschild 2001).
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4.2.2. Regulace primarnich faktori ¢ pomoci 6S RNA

6S RNA je pomérné rozsifenym regulatorem mezi bakteriemi. Nejvice prostudovana je
vSak u E. coli. Hladina této RNA je nejvyssi béhem pozdni stacionarni faze, nicméné
v men$ich koncentracich se objevuje 1 ve fazi exponencidlni. Jeji funkci je zabranit
transkripci z genti pod kontrolou 6’ (Wassarman & Storz 2000).

Bylo prokézano, e se 6S RNA vaze na RNAP s navazanou primarni ¢’° (Gildehaus et al.
2007). Vaze se na holoenzym RNAP obdobné jako promotorova DNA a brani tak nasednuti
na promotor. Tvoii vazbu s oblasti 4.2. faktoru ¢’ (Steuten et al. 2013). Cetné 6S RNA
v riznych bakteriich nemaji pfili§ podobnou primarni sekvenci, nicméné je néapadna
podobnost v sekundérni struktuie (Cavanagh & Wassarman 2014).

Bylo zjisténo, Ze promotory s prodlouzenou sekvenci -10 ¢i slabou sekvenci -35 jsou
citlivgjsi vici regulaci pomoci 6S RNA (Cavanagh ef al. 2008).

Bakterie, které nemaji 6S RNA jsou mén¢ schopné kompetice a hlfe prezivaji
v podminkach s nedostatkem zivin. D4 se tedy soudit, Ze 6S RNA diky utlumeni transkripce
z promotori zavislych na 6’° ddva moZnost alternativnim faktortim projevit se v dobé, kdy
jsou potieba (Trotochaud & Wassarman 2004).

U Mycobacterium smegmatis byla studovana mald RNA zvana Msl. Hladina této RNA je
stejn¢ jako u 6S RNA nejvyssi ve staciondrni fazi. OvSem narozdil od 6S RNA se vaze na
jadro RNAP bez navazaného faktoru o, coz je mezi malymi RNA ojedinélé. K pochopeni

funkce této interakce je tfeba dalSich studii (Hnilicova et al. 2014).

4.2.3. Regulace primarnich faktort ¢ molekulou (p)ppGpp za pomoci proteinu DksA

Pokud bakterie v dob& nedostatku Zivin potiebuje presmérovat transkripci na alternativni
faktory o, vyuziva regulaci pomoci molekuly (p)ppGpp. Rika se tomu stringentni odpovéd’.
Napftiklad to miZe byt reakce na nedostatek aminokyselin, ktery ohroZuje bakterii na Zivoté
(Steinchen et al. 2015). Molekula (p)ppGpp reguluje tuto odpoveéd’ pomoci vazby na RNAP
ve spolupraci s proteinem DksA (Potrykus & Cashel 2008).

Jakmile nastane nedostatek aminokyselin, na ribozomy se zacinaji vazat nenabité tRNA.
Faktor RelA dokaze za spotieby ATP pteménit GTP/GDP na (p)ppGpp, ten se poté muize
vazat na RNAP a zabrani syntéze dalSich proteinti (Srivatsan & Wang 2008). Syntetizovat
(p)ppGpp muze také enzym SpoT, ktery reaguje na hladovéni na Zelezo, uhlik, nebo fosfat
(Xu et al. 2016).

Jakmile se béhem stringentni odpovédi zacne zvySovat hladina (p)ppGpp, za¢né€ inhibovat

transkripci z promotorti pod kontrolou ¢’°. Molekula (p)ppGpp za pomoci kofaktoru DksA
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nasedne na RNAP a snizi stabilitu otevieného komplexu (obrazek 13). Tim snizi
pravdépodobnost navazani iNTP a iniciace transkripce. Geny pro syntézu aminokyselin
v transkripci naopak podpoti (Hesketh et al. 2007, Durfee et al. 2008).

Nejvice omezi promotory pro rRNA a tRNA. Zuistane tak vice volnych RNAP pro
alternativni faktory o, které se uplatni ve fazi hladovéni (Magnusson ef al. 2005).

Protein DksA se vdze do sekunddrniho kandlu a aktivniho mista RNAP. Touto vazbou

zabranuje RNAP utvofit otevieny komplex a zah4jit transkripci (Parshin ez al. 2015).

(P)PPGpp (P)PPGpp

Stabilizace uzavieného Stahilizace otevieného

Diskriminator komplexu Diskriminator komplexu

Obrazek 13: Mechanismus pusobeni molekuly (p)ppGpp na RNAP

Spoluprace molekuly (p)ppGpp s proteinem DksA u E. coli. Protein DksA nastavi senzitivitu RNAP
pro (p)ppGpp, které mulze nasledn¢ stabilizovat otevieny komplex (obrazek vpravo), ¢i ho
destabilizovat tak, Ze se iNTP nedostane na pozici +1. Tim inhibuje transkripci daného genu (obrazek
vlevo). Upraveno z (Srivatsan & Wang 2008).

Molekula (p)ppGpp ma vSak kromé inhibice ¢i aktivace transkripce genl primérniho
faktoru o i dal$i funkce. Naptiklad miiZe zvySovat hladinu aktivniho faktoru ¢° v E. coli
(obrazek 14). Indukuje tvorbu proteinu IraP, ktery vaze adaptorovy protein RssB. RssB
zprostiedkovava vazbu faktoru ¢° na proteazu ClpXP, kde je tento faktor nasledné rozstépen.
Navazanim na RssB protein IraP inhibuje jeho aktivitu a zabréani tak $té€peni 6> protedzou
ClpXP (Bougdour & Gottesman 2007). Nejen tedy, Ze mlze uvolnovat RNAP pro vazbu

alternativnich faktorti o, ale maze tyto faktory i stabilizovat.
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Obrazek 14: Stabilizace ¢° pomoci (p)ppGpp béhem stacionarni fize
a) Bé&hem exponencidlniho ristu je 65 sméfovéana proteinem RssB na proteazu ClpXP.
b) Pokud je nedostatek fosfatu, (p)ppGpp indukuje tvorbu IraP, ktery inhibuje RssB.
Upraveno z (Dalebroux & Swanson 2012).
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5. Zavér:

Tato prace obsahuje ptehled zékladnich poznatkii o primdrnich faktorech ¢ v porovnani
s alternativnimi faktory o. Pfestoze jsou tyto faktory studovany témét 50 let (Burgess et al.
1969), zGstava fada nevyjasnénych otazek. Jelikoz jsou faktory ¢ prostudovany zejména
u modelovych organismt, 1ze pfedpokladat, ze variant faktorti 6 a s nimi spojenych regulaci
bude nespocet. Nicméné, i u dobie prostudovanych faktorti ¢ jsou oblasti, kde jsou naSe
znalosti minimalni.

Takovouto oblasti, kterd je zaroven klicova pro pochopeni molekularni funkce primarnich
faktori ¢ a ktera je dosud neprobadand, je interakce autoinhibi¢ni domény 1.1 se zbytkem
proteinu. Této problematice se budu vénovat ve své diplomové praci. O doméné 1.1 je
znamo, Ze ma autoinhibi¢ni funkci a tvofi kompaktni strukturu s ostatnimi doménami pokud
o neni v komplexu s RNAP. AvSak stdle nebyla potvrzena fyzickd vazba domény 1.1 na
kteroukoliv ze zbylych domén faktoru . Jediné ndznaky mozné vazby na domény 2 a 4 byly
nalezeny u bakterii Thermotoga maritima a E. coli (Schwartz et al. 2008, Dombroski et al.
1993). Tyto studie vSak postradaji dostate¢ny molekularni detail.

Mym cilem bude izolovat domény faktoru c* z B. subtilis v dostateéné koncentraci
a Cistot¢, aby mohly byt pouzity pro NMR a vazebné pokusy. Tyto pokusy objasni
architekturu interakce domény 1.1 se zbytkem proteinu. Ziskané vysledky spolu s dal§imi
poznatky o faktorech ¢ pak mohou pomoci pii vyvoji novych anti-mikrobialnich latek, které

inhibuji interakci faktoru ¢ s jadrem RNAP (Lewis ef al. 2015).
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