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Abstrakt

Aby bakteriální bu¬ka p°eºila neustále se m¥nící podmínky, musí se na n¥ adaptovat. Tato adaptace je

podmín¥na zm¥nou genové exprese. Klí£ovým krokem genové exprese je transkripce. Hlavním enzymem

bakteriální transkripce je RNA polymerasa (RNAP), coº je esenciální vícepodjednotkový enzym. RNAP

je nejvíce prostudována u Escherichia coli, modelového organismu gram negativních bakterií. Porovnala

jsem E. coli a Bacillus subtilis (zástupce gram pozitivních bakterií) a shrnula jsem rozdíly v RNAP a

transkripci. Jejich RNA polymerasy se li²í p°ítomností podjednotky δ u gram pozitivních bakterií. Tato

podjednotka zvy²uje promotorovou selektivitu, recykluje jádro RNAP a celkov¥ stimuluje syntézu RNA.

Podjednotka δ ovliv¬uje sporulaci a virulenci n¥kterých bakterií. V této práci jsem shromáºdila sou£asné

poznatky o jednotlivých £ástech genové exprese, zejména o regulaci iniciace transkripce a o podjednotce

δ RNAP.

To survive under changing enviromental conditions, the bacterial cell must adapt to them. This adaptation

depends on changes in gene expression. A key step in gene expression is transcription. Bacterial RNA

polymerase (RNAP) is an essential multisubunit enzyme, which is the main transcription enzyme. The

most studied RNAP is from Escherichia coli, which is a model organism of gram-negative bacteria. I

have compared the di�erences in RNAP between E. coli and Bacillus subtilis (a representative gram-

positive bacteria). Their RNAPs di�er by the presence of the δ subunit in gram-positive bacteria. This

subunit increases promotor selectivity, enhances recycling of RNAP core, and generally stimulates RNA

synthesis. The δ subunit a�ects sporulation and is essential for virulence of some bacteria. In this work,

I have summarized current knowledge about gene expression, namely about regulation of transcription

initiation and about the δ subunit of RNAP.

klí£ová slova: genová exprese, transkripce, regulace iniciace transkripce, RNA polymerasa, podjednotka

delta, gram pozitivní bakterie, B. subtilis

keywords: gene expression, transcription, regulation of transcription initiation, RNA polymerase, delta

subunit, gram-positive bacteria, B. subtilis
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Seznam zkratek a symbol·

AMK aminokyselina

Arc kontrola anaerobního dýchání (anaerobic respiratory control)

Asp kyselina asparagová

ATPasa adenosin trifosfatasa

ATP adenosin-5�-trifosfát

B. subtilis Bacillus subtilis

bp páry bazí (base pairs)

CRP cAMP receptorový protein, £asto uvád¥ný také jako CAP

CTD karboxy terminální doména

Da jednotka molekulové hmotnosti

dNTP deoxynukleosid trifosfát

dsDNA dvojvláknová DNA (double strand)

E. coli Escherichia coli

Eδ jádra RNAP s navázanou podjednotkou δ

Eσ jádro RNAP s navázanou podjednotkou σ

Fis faktor pro stimulaci inverze (factor for inversion stimulation)

FNR faktor d·leºitý pro indukci fumarát reduktasy a nitrit reduktasy

GBS streptococcus t°ídy B

Glu kyselina glutamová

GTP guanosin-5�-trifosfát

IHN integration host factor

I intermediát komplexu RNAP a promotorové DNA

IMP dehydrogenasa inosin monofosfát dehydrogenasa

iNTP inicia£ní nukleosid trifosfát

KCl chlorid draselný

LD spojovací doména u podjednotky σ

Lrp protein regulující leucin (leucin regulatory protein)

mRNA messenger RNA

Nar anaerobní nitrátová regulace (anaerobic nitrate regulation)

Nδ amino terminální doména podjednotky δ



NK nukleová kyselina

NMR nukleární magnetická resonance

NTD amino terminální doména

NTP nukleosid trifosfát

PAPI poly(A) polymerasa

pI isoelektrický bod

PLP pyridoxal-5�-fosfát

ppGpp guanosin-5�-difosfát-3�-difosfát

pppGpp guanosin-5�-trifosfát-3�-difosfát

RNAP RNA polymerasa

RNA ribonukleová kyselina

RNasa enzym ribonukleasa

RPC uzav°ený komplex RNAP a promotorové DNA

RPe elonga£ní komplex RNAP a DNA

RPO otev°ený komplex RNAP a promotorové DNA

rRNA ribosomální RNA

ssDNA jednovláknová DNA (single strand)

T. thermophilus Thermus thermophilus

tRNA transferová RNA



Úvod

�ijící bakterie se nacházejí v nejr·zn¥j²ích biotopech � od vulkanických kráter·, ledových oceán· aº

po vnit°ek bun¥k rostlin a ºivo£ich·. Schopnost bakterií p°eºívat v mimo°ádných podmínkách vyºaduje

efektivní molekulární mechanismy, které p°izp·sobí genovou expresi aktuálním podmínkám (dostupnost

ºivin, teplota, tlak, pH a dal²í) [5].

U bakterií se vyskytuje jediná DNA dependentní RNA polymerasa (RNAP), která je nepostradatelná

pro genovou expresi. Nezávisle na sob¥ ji objevili S. Weiss, J. Hurwitz, A. Stevens a J. Bonner v roce

1960 [29].

Tato bakalá°ská práce je rozd¥lena na t°i hlavní £ásti. V první £ásti je shrnuto, co je to genová exprese,

její fáze a podrobn¥ se zabývá iniciací transkripce. Transkripce je nejvíce prostudována u modelového

organismu Escherichia coli, který pat°í mezi gram negativní bakterie. Jako zástupce gram pozitivních

bakterií byla zvolena p·dní bakterie Bacillus subtilis. Rozdíl mezi t¥mito organismy je zna£ný nejen

ve stavb¥ bun¥£ných struktur, ale i v regula£ních a signaliza£ních procesech. Dále je kladen d·raz na

vlastnosti jednotlivých podjednotek RNAP a vlastní mechanismus transkripce.

Druhá £ást této práce je v¥nována regulaci iniciace transkripce. Je to bezesporu klí£ový moment tran-

skripce, kdy se rozhoduje o budoucnosti bu¬ky. Je zde poukázáno na molekulární mechanismy odpov¥di

bu¬ky na ur£ité faktory a detailn¥ popsáno p·sobení nejd·leºit¥j²ích molekul v tomto kroku transkripce.

T°etí £ást je zam¥°ena na podjednotku δ RNAP. Tato podjednotka se vyskytuje pouze u gram pozi-

tivních bakterií a hraje d·leºitou roli p°i regulaci transkripce. Zárove¬ se podílí na procesu sporulace a na

mí°e virulence n¥kterých bakterií. Byla ur£ena její struktura, ale zatím neznáme její p°esnou fysiologickou

funkci a roli v bakteriích. Proto se stává zajímavým objektem pro dal²í bádání.
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1 Genová exprese

Genová exprese je základní proces, ve kterém dochází k expresi, neboli vyjád°ení lineární sekvence kó-

dované v DNA do 3-rozm¥rné struktury proteinu. Genovou expresi rozd¥lujeme na dv¥ hlavní £ásti: tran-

skripci a translaci. První krok genové exprese, transkripce, zaji²´uje DNA dependentní RNA polymerasa

(RNAP), která p°episuje DNA vlákno do vlákna RNA. Druhá £ást je charakteristická syntézou bílkovin,

coº je zaji²t¥no transla£ním aparátem bu¬ky. Ob¥ tyto £ásti obsahují mnoho krok·, kde m·ºe docházet

k regulaci. Nejv¥t²í pozornost budu v¥novat regulaci iniciace transkripce, protoºe je to bezpochyby klí£ový

krok genové exprese.

1.1 Transkripce

Na rozdíl od eukaryotních organism· (kde RNAP I p°episuje rRNA, RNAP II p°episuje mRNA a RNAP

III p°episuje tRNA a 5S rRNA), bakterie mají pouze jednu RNAP, která je zodpov¥dná za tvorbu sta-

bilních RNA (tRNA a rRNA), protein kódující RNA (mRNA) i malých nekódujících RNA. V²estrannost

bakteriální RNAP závisí na dynamických interakcích s kofaktory a DNA [38].

Transkripce je proces, p°i kterém RNAP nasedá na dvou²roubovici DNA, rozplete vlákna od sebe a

zahájí p°epis DNA vlákna podle principu komplementarity do vlákna RNA. Transkripce probíhá ve t°ech

stupních:

1. Iniciace (zahájení), kdy se RNAP váºe na speci�ckou sekvenci DNA zvanou promotor (vzniká

transkrip£ní bublina) a zahajuje transkripci.

2. Elongace, kdy se RNAP posunuje podél °et¥zce DNA a podle templátového °et¥zce postupn¥ synte-

tizuje novou RNA. P°ipojuje komplementární nukleotidy na volnou 3�-OH skupinu ribosy. Vznika-

jící RNA se postupn¥ uvol¬uje z elonga£ního komplexu a DNA samovoln¥ obnovuje svou p·vodní

konformaci.

3. Terminace je charakteristická ukon£ením syntézy a úplným uvoln¥ním nov¥ syntetizované RNA.

1.2 Posttranskrip£ní modi�kace

Posttranskrip£ní modi�kace se u prokaryot ozna£ují jako RNA maturace. V¥t²ina RNA molekul (zejména

stabilní RNA molekuly rRNA a tRNA) je syntetizována ve form¥ prekurzor·. Prekurzory musí být upra-

veny do své �nální podoby, aby mohly vykonávat funkci, ke které jsou ur£eny. Tyto úpravy vyºadují velké

mnoºství energie a aktivitu n¥kolika RNas.

Obecn¥ se dá °íci, ºe jednotlivé RNA jsou vyst°iºeny endonukleasami z prekurzorových RNA, které

jsou v¥t²inou spole£né pro n¥kolik RNA. Tím je my²leno nap°. vyst°iºení rRNA a tRNA ze spole£ného

ribosomálního transkriptu nebo individuální tRNA vyst°ihované z multimerního tRNA prekurzoru. Po

odd¥lení jednotlivých RNA následuje maturace 3� a 5� konce. Proces maturace u E. coli je zobrazen na

obr. 1.

RNA prekurzory jsou velmi rychle upraveny do �nální podoby, protoºe sekvence prekurzor· je evolu£n¥

optimalizována jako substrát RNas. Nicmén¥ jiº maturovaná RNA (stabilní RNA) je díky svoji struktu°e

chrán¥na proti dal²í aktivit¥ RNas [20].

Mezi posttranskrip£ní modi�kace primárního transkriptu se °adí i polyadenylace 3� konce RNas u

B. subtilis i u E. coli. Hlavní poly(A) polymerasovou aktivitu u E. coli má enzym PAPI. U B. subtilis

pravý homolog PAPI dosud nebyl nalezen. Zjevným homologem by mohla být nukleotidyltransferasa,

která p°idává sekvenci CCA na tRNA [15]. Na rozdíl od eukaryot, kde polyadenylace stabilizuje mRNA,

u prokaryot naopak m·ºe urychlit degradaci.
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Obrázek 1: Proces maturace RNA u E. coli . Vyst°iºení z RNA prekurzoru provádí endoribonukleasy
RNasy: RNasa E, G, III a P. K maturaci 3� konce tRNA a n¥kterých rRNA slouºí RNasy T nebo PH.
Pro maturaci 3� konce 16S rRNA zatím není enzym znám [20].

1.3 Translace

Translace uºívá genetickou informaci obsaºenou v messenger RNA (mRNA) k syntéze protein·. Trans-

ferové RNA (tRNAs) jsou �nabity� aminokyselinami a p°iná²eny na ribosom, kde jsou párovány s odpoví-

dajícím tripletem kódovaným v mRNA. Aminokyseliny jsou p°ipojovány ke vznikajícímu polypeptidu a

ribosom se posouvá k dal²ímu kodonu. Tento proces je opakován aº do fáze, neº vznikne celý protein

a dojde k terminaci translace. Kontrola a úprava tohoto procesu je provád¥na v pr·b¥hu celé syntézy

protein· a je tak zaji²t¥na úsp¥²ná translace genetické informace.

Translace je regulována zejména v t¥chto krocích: integrita mRNA a tRNA, správné p°i°azení tRNA

k aminokyselin¥ aminoacyl-tRNA synthetasou, párování aminoacyl-tRNA s odpovídajícím mRNA kodo-

nem. Je to velmi p°esný proces a uvádí se, ºe 1 ²patn¥ za°azená aminokyselina se objeví mezi 10 000

správn¥ za°azenými aminokyselinami [31].

1.4 Posttransla£ní modi�kace

Po dokon£ení syntézy protein· p°i translaci p°ichází fáze jejich modi�kace. T¥mito modi�kacemi získají

kone£nou podobu a mohou vykonávat funkci, ke které byly stvo°eny. Modi�kace protein· záleºí na

chemických skupinách na jejich povrchu. Nap°. aminoskupina m·ºe být modi�kována acetylací, methylací,

fosforylací a dal²ími. Hydroxylová skupina je nej£ast¥ji acetylována £i fosforylována (viz obr. 2) [65].

P°íkladem významných posttransla£ních modi�kací je syntéza lantibiotik (skupina unikátních antibi-

otik, které jsou produkovány gram pozitivními bakteriemi) [57].

2 Transkripce

2.1 Iniciace

Iniciace transkripce je £asto klí£ovou fází regulaci transkripce. Iniciaci transkripce rozd¥líme do n¥kolika

£ástí: formace komplexu RNAP na promotoru, aboritivní iniciace a promoter escape (tedy únik RNAP

z promotoru a pokra£ování v transkripci) [8].
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Obrázek 2: Posttransla£ní modi�kace aminokyselin. A � Aminoskupina lysinu (K) se stává ob-
jektem pro acetylaci a ostatní modi�kace. Mohou existovat dal²í modi�kace jako nap°. propionylace,
butyrylace a modi�kace pomocí PLP (pyridoxal-5�-fosfát), coº je biologicky aktivní forma vitaminu B6.
B � Hydroxylová skupina serinu (S) a threoninu (T) m·ºe být fosforylována nebo acetylována. C �
Hydroxylová skupina tyrosinu (Y) se stává cílem kompetice fosforylace a acetylace [65].

Obrázek 3: Krystalová struktura RNAP u T. thermophillus. Barevné zobrazení podjednotek:
β khaki, β� bílá, αI modrá, αII oranºová, purpurová, ω r·ºová. c � Celková struktura RNAP ve tvaru
krabího klepeta. a � Uzav°ený komplex RNAP s promotorovou oblastí [61].

2.1.1 Bakteriální RNAP

Bakterie obsahují pouze jednu formu RNAP jádra (E), které je tvo°eno p¥ti podjednotkami (α2ββ�ω)

s hmotností cca 400 kDa [67]. Jádro samo o sob¥ není schopno rozpoznat promotor. K tomuto ú£elu

jádro naváºe podjednotku σv (Eσv) a tento komplex se ozna£uje jako RNAP holoenzym (viz obr. 3) [11],

který dokáºe rozpoznat promotor, navázat se a iniciovat transkripci.

�est podjednotek holoenzymu RNAP (α2ββ�ωσv) je u bakterií vysoce konzervovaných. V²echny, aº na

podjednotku σv, mají homology u eukaryot a archeí (viz tab. 1).

Dimer podjednotek α tvo°í le²ení, na které se váºí β a β� podjednotky s katalytickou funkcí [26] a

které prop·j£ují RNAP tvar krabího klepeta. Jedno klepeto tvo°í podjednotka β a druhé β�. Klepeta tvo°í

vnit°ní kanál ²iroký 27 Å (= 2,7 nm) s aktivním místem na zadní stran¥ ve kterém jsou pro katalýzu

pot°eba Mg2+ ionty [25]. Skládání podjednotek RNAP probíhá podle schématu:

α+ α→ α2 + β → α2β + β′ → α2ββ′

Podjednotka ω, která není esenciální pro bu¬ku, asistuje β� p°i navazovaní na α2β [26].

Jiº v roce 1969 bylo objeveno, ºe iniciace transkripce je inhibována rifampicinem, který se váºe na

RNAP [10].
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Tabulka 1: Homology podjednotek RNAP [47].
Bakteriální Archaea Eukaryotické

RNAPI RNAPII RNAPIII

b� RpoA�, RpoA�� RPA1, RPB1, RPC1 RPA1, RPB1, RPC1 RPA1, RPB1, RPC1

b RpoB (RpoB'/RpoB�) RPA2, RPB2, RPC2 RPA2, RPB2, RPC2 RPA2, RPB2, RPC2

αI a αII RpoD, RpoL RPC5 a RPC9 RPB3 a RPB11 RPC5 a RPC9

w RpoK RPB6 RPB6 RPB6

2.1.2 Podjednotky RNAP

alfa Je tvo°ena asi 330 AMK (její molekulová hmotnost je 36 kDa). Je rozd¥lena na 2 domény, v¥t²í

je amino-terminální doména (αNTD), která se podílí na dimerizaci α podjednotek a je zodpov¥dná za

vazbu β a β�. Krat²í karboxy-terminální doména (αCTD) váºe DNA a hraje d·leºitou roli p°i vazb¥ na

promotor [24]. Na podjednotku α se váºí n¥které transkrip£ní aktivátory [22].

Podjednotka α tvo°í dimer v jád°e RNAP. Ob¥ podjednotky α jsou sekven£n¥ totoºné, ale kaºdá jinak

interaguje s RNAP (podjednotka αI se váºe na β a podjednotka αII se váºe na β�) [42].

beta Je sloºena z asi 1 340 AMK [9] (molekulová hmotnost je p°ibliºn¥ 150 kDa). Je kódována genem

rpoB. Zaujímá s podjednotkou β� tvar klepeta RNAP a zárove¬ obsahuje aktivní centrum RNAP (Mg2+

ionty). Na tuto podjednotku se váºí antibiotika (nap°. rifampicin a streptolydigin) [22].

beta� Je sloºena z asi 1 400 AMK (molekulová hmotnost je p°ibliºn¥ 155 kDa) a tvo°í s β aktivní

centrum RNAP [9]. Napomáhá se vázat na DNA (β�NH2 � terminální Zn2+ vázající doména (β�ZBD) se

váºe na mezerník promotoru, na pozici -22 templátového a -27 netemplátového vlákna) a hraje roli p°i

terminaci transkripce [44, 22].

omega Je nejmen²í podjednotka RNAP (molekulová hmotnost je 10 kDa) [10, 41]. Je kódována genem

rpoZ u E. coli. Tento gen se nachází ve stejném operonu jako spoT (který kóduje pyrofosfát degradující

ppGpp a pppGpp) a bylo prokázáno, ºe ω hraje roli v regulaci stringentní odpov¥di (viz 3.2). Podjednotka

ω váºe a chrání podjednotku β� a tím se podílí na uspo°ádání RNAP. Dále se ω podílí na regulaci

transkripce, pomáhá RNAP adaptovat se na stres a p°ispívá k p°eºití stacionární fáze [41].

Podjednotka ω není esenciální pro funkci RNAP. Transkripce je schopna b¥ºet i bez její p°ítom-

nosti [10].

sigma Podjednotka σv má hlavní roli p°i iniciaci transkripce. Rozpoznává a váºe RNAP na promotor,

hraje d·leºitou roli p°i odd¥lení DNA vláken, promotor escape a clearence [61]. Pouze RNAP holoen-

zymem (Eσv) je schopna rozpoznat promotor. Naopak nenavázaná σv je auto-inhibována a neváºí se na ni

promotorové elementy a transkrip£ní aktivátory [8, 11].

Sekvenace bakteriálních genom· a jejich analýza odhalily dv¥ nep°íbuzné rodiny bakteriálních sigma

faktor·. Do první rodiny pat°í ty, které tvo°í promotorový komplex za nep°ítomnosti dal²ích faktor· £i

energie (p°. σ70 � pojmenována podle molekulové hmotnosti 70 kDa, σvA u T. aquaticus) [8, 22, 45].

Druhá minoritní rodina sigma faktor·, rodina σ54, tvo°í RNAP holoenzym, který p°i tvorb¥ promo-

torového komplexu nachází promotor, ale poºaduje dal²í proteinové faktory a získává energii hydrolýzou

ATP £i GTP p°i tvorb¥ promotorového komplexu [8]. Rodina σ54 tedy vyuºívá odli²nou cestu p°i formaci

otev°eného komplexu (RPO) neº σ70 [25].

V¥t²ina eubakterií obsahuje mnoho faktor· σv z rodiny σ70 a v¥t²inou pouze n¥kolik málo reprezentant·

z rodiny σ54. Rozd¥lení £len· z rodiny σ54 je r·znorodé, nap°. neznáme reprezentanty u gram pozitivních

bakterií ani u sinic [25].
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Genomy obsahující rodinu σ70 mohou mít tento faktor v zastoupení od jednoho (Mycoplasma sp.) aº

po 60 faktor· (S. coelicolor). Nap°. E. coli obsahuje 6 faktor· σv z rodiny σ70, kdeºto B. subtilis obsahuje

18 faktor· z rodiny σ70.

U gram pozitivních bakterií je vy²²í po£et σv faktor· vysv¥tlován vyuºitím faktor· p°i sporulaci [25].

Rovn¥º byl v sou£asnosti popsán p°ípad 2-podjednotkového faktoru σv u B. subtilis sloºeného z protein·

YvrI a YvrHa. YvrI obsahuje doménu podobnou podjednotce σv regionu 4, který se váºe na podjednotku β.

YvrHa obsahuje doménu podobnou podjednotce σv regionu 2 a váºe se na podjednotku β�. Protein YvrHa

hraje esenciální roli p°i stabilizaci otev°eného komplexu RNAP a interaguje s NTD proteinu YvrI. Protein

YvrHa se nejspí²e váºe na místo promotoru -10, zatímco YvrI nalézá místo -35 (coº se shoduje s funkcemi

homologních σv region·). Po spojení t¥chto dvou podjednotek faktoru σv je umoºn¥na efektivní iniciace

transkripce [40].

2.1.3 Interakce podjednotky σv s promotorem

Jak jiº bylo zmín¥no, pouze pokud σv interaguje s RNAP holoenzymem, je schopna rozpoznat promotor.

Podjednotka σv interaguje s RNAP holoenzymem plochou 8 230 Å2 [45]. Podjednotka σv je orientovaná

C-terminální doménou proti proudu a N-terminální doménou po proudu transkripce p°i navázání RNAP

holoenzymu na DNA [26].

Podjednotka σv byla rozd¥lena podle struktury do £ty° domén. Dále byly tyto domény rozd¥leny na

regiony (oblasti) a £íseln¥ se°azeny podle vzdálenosti od N� konce (viz obr. 6). Rozli²ujeme £ty°i strukturní

domény podjednotky σv [61]:

� N-terminální doména 1 (ND1) � obsahuje oblast 1.2 a rozkládá se aº do poloviny oblasti 2.4,

� N-terminální doména 2 (ND2) � obsahuje oblasti 2.4 aº 3.1,

� �linker� doména (LD) � obsahuje oblast 3.2,

� C-terminální doména (CD) � obsahuje oblasti 4.1 a 4.2.

Oblast 4.2 interaguje s -35 hexamerem promotoru; region 2.4 rozeznává a váºe -10 oblast promotoru, coº

jsou nejd·leºit¥j²í oblasti pro rozeznání promotoru pomocí σv (více informací v sekci 2.2). Vzdálenost mezi

regiony 2.4 a 4.2 v σv je cca 40 Å, coº je mnohem men²í vzdálenost, neº mezi -35 a -10 oblastí promotoru.

Aby se σv mohla navázat, dochází ke konforma£ní zm¥n¥ σv a vzdálenost mezi zmín¥nými regiony se roz²í°í.

Mechanismus konforma£ní zm¥ny zaji²´uje vazba σv region 4.2 na podjednotku β (β �ap). β �ap se dá do

pohybu a prodluºuje tak vzdálenost mezi regiony σv a díky tomu se σv m·ºe navázat na promotor [8].

Region 1.1 zaji²´uje auto-inhibici σv pokud není navázána na RNAP (zakrývá DNA- vazebné oblasti

na σv a tím znemoº¬uje nalézt promotor).

Region 3.2 nejspí²e zap°í£i¬uje vznik abortivních transkript·. Region 2.3 se ú£astní p°i odd¥lování

vláken dvou²roubovice DNA [61, 8, 25].

2.1.4 Molekulární mechanismus syntézy DNA a RNA

Proces polymerace (d)NTP probíhá stejným mechanismem u v²ech enzym·, které jsou schopny tuto

funkci vykonávat. Tedy DNA/RNA polymerasa a reverzní transkriptasa. V aktivním míst¥ enzymu se

vyskytují dva ionty Mg2+, které jsou koordinovány v katalytickém míst¥ pomocí kyselých aminokyselin

(nap°. konkrétn¥ RNAP obsahuje dva aspartáty). Pro v²echny tyto enzymy shodn¥ platí, ºe Mg2+ jsou

v kontaktu s koncem vznikajícího °et¥zce RNA 3�OH a s (d)NTP α-fosfátem. Polymerace dNTP probíhá

díky vznikající vazb¥ mezi 3�OH skupinou ribosy a α-fosfátem dNTP (od²t¥pí se pyrofosfát). Mg2+ £. 2

interaguje se v²emi t°emi fosfáty dNTP a usnad¬uje odpojení pyrofosfátu. Mg2+ £. 1 sniºuje pKa 3�OH
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Obrázek 4: P°echodný stav v rámci polymerace dNTP. Mg2+ £. 1 koordinuje vazbu mezi 3�OH a
α-fosfátem dNTP. Mg2+ £. 2 stabilizuje pentagonické uspo°ádání okolních kyslík· a usnad¬uje odtrhnout
pyrofosfát [58].

p°i tvorb¥ vazby 3�O− a stabilizuje úhel 90◦ mezi 3�-O-H-O a α-fosfátem v p°echodném stavu [58]. Tyto

vazby jsou názorn¥ ukázány na obr. 4.

2.1.5 Mechanismus iniciace transkripce

Existují t°i stavy komplexu RNAP(R) s promotorovou DNA (P): uzav°ený komplex (RPC), p°echodný

komplex (I), otev°ený komplex (RPO), elonga£ní komplex (RPe). Tyto konforma£ní zm¥ny nejsou po-

hán¥ny hydrolýzou ATP, ale vazbou volné energie a tvorbou intermediát·. Nejv¥t²í konforma£ní zm¥na

nastává, kdyº RNAP nasedne na DNA a �sev°e klepeta� kolem DNA [26]. Pr·b¥h iniciace transkripce

vyjad°uje schéma [44]:

R + P←→ RPC ←→ I←→ RPO ←→ RPe

Nejd°íve se RNAP naváºe na promotor a vytvo°í uzav°ený komplex RPC. V tomto stádiu RNAP

obklopuje DNA v pozici od -55 do +1 (v +1 pozici za£íná transkripce) a DNA je stále kompletn¥

dvouvláknová. RNAP chrání -35 i -10 hexamery a DNA zatím je²t¥ nevstoupila do hlavního kanálu.

Posléze nastává proces, který byl ozna£en jako isomerizace. Jedná se o zm¥nu jak RNAP, tak i DNA.

Spodní okraj p°echodného komplexu se roz²í°í aº na pozici -12 a báze DNA se za£ínají odd¥lovat v okolí

-10 hexameru (tání promotoru).

Jakmile RNAP p°ejde do formy RPO, +1 pozice templátového vlákna je p°ipravena k p°i°azení inici-

a£ního nukleotidtrifosfátu (iNTP). V RPO jsou separována vlákna DNA v rozmezí -11 aº po +3 [26]. RPO

je v rovnováze s I a tato rovnováha záleºí na mnoha faktorech: teplot¥, koncentraci Mg2+, promotorové

sekvenci a dal²ích [44].

Z d°ív¥j²ích poznatk· vyplývá, ºe iniciaci transkripce výhradn¥ ovliv¬ují pouze aktivátory a represory,

které se váºí na DNA poblíº RNAP. Díky intenzivnímu studiu iniciace transkripce bylo zji²t¥no, ºe mnoho

inicia£ních faktor· se váºe p°ímo na RNAP bez p°ímé vazby na DNA. Tyto faktory p·sobí na speci�cké

kinetické kroky p°i p°echodu na otev°ený komplex RNAP.
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Obrázek 5: Kroky iniciace transkripce: a � RNAP se naváºe na promotor (R+P), p°echází p°es
uzav°ený komplex (RPC), intermediát (I) na otev°ený komplex (RPO). Iniciace transkripce je nazna£ena
jako p°ipojení NTP do RPO a následuje transkripce samotná (TEC). ka je ur£ena asocia£ní konstantou
vytvo°ení RPO a kd zna£í disocia£ní konstantu. Kaºdý krok je zobrazen na b-f. Tmav¥ zelenou je zo-
brazeno templátové vlákno, sv¥tle zelenou nekódující vlákno a £ervené vlákno zobrazuje RNA transkript
opou²t¥jící kanál RNAP. Mg2+ ionty jsou v aktivním míst¥ zobrazeny ºlutými krouºky, naopak £ervené
náboje zna£í acidické zbytky regionu 1.1 a 3.2 podjednotky σv. b � V RPC je DNA dvouvláknová a p°e-
souvá se do hlavního kanálu. c � V intermediátu (I) se region 1.1 σv podjednotky vysouvá sm¥rem od
aktivního místa a tím se DNA dostává do hlavního kanálu a za£ínají se od sebe vlákna DNA separovat.
d � V RPO se vlákna DNA odd¥lí a templátové vlákno se nasouvá na pozici pro za£len¥ní iNTP � tzv.
scrunched komplex. e � Templátové vlákno je posunováno sm¥rem po sm¥ru transkripce a podle n¥j
jsou za°azovány NTP, které p°icházejí sekundárním kanálem. f � Elonga£ní komplex RNAP opustila σv
podjednotka [26].
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2.1.6 Rozdíly v RNAP a transkripci mezi E. coli a B. subtilis

Z n¥kolika milion· aº miliard bakterií byly studovány RNAP pouze u n¥kolika bakterií, p°i£emº hlavní

d·raz byl na tyto t°i: gram negativní Escherichia coli a Thermus aquaticus, gram pozitivní Bacillus

subtilis. Zejména o t¥chto t°ech polymerasách byly získány poznatky, které tvo°í v¥t²inu dostupných

informací. Bohuºel, zatím ani o jedné bakteriální RNAP nejsou známy kompletní informace (struktura,

biochemie, genetika) [5].

Celkový tvar RNAP je konzervován i mezi vzdálen¥ p°íbuznými eubakteriemi. Nap°. struktury RNAP

T. aquaticus (3,3 Å) a E. coli (12 Å) obsahují stejný základ [67]. D·leºité mechanismy transkripce jsou

kódovány v evolu£n¥ konzervovaných regionech, zatímco na povrchu enzymu jsou variabilní proteiny

zprost°edkovávající interakci s regula£ními proteiny. RNAP u E. coli a B. subtilis jsou identické pouze

z 50 %.

Hlavní rozdíly RNAP [3, 5]:

� Formování otev°eného komplexu u E. coli je esenciáln¥ ireversibilní, kdeºto na v¥t²in¥ promotor· u

B. subtilis z·stává v nestabilním otev°eném komplexu, který je v rovnováze s uzav°eným komplexem

lehce p°em¥nitelným na nenavázanou RNAP.

� B. subtilis má men²í RNAP, oproti E. coli. RNAP E. coli má navíc n¥které domény.

� RNAP u B. subtilis váºe pro nalézání promotoru σvA. E. coli pouºívá podjednotku σv ze stejné rodiny

(σ70).

� B. subtilis váºe na RNAP podjednotku δ, ω1 a ω2. U E. coli se vyskytuje pouze ω (homolog ω2).

� Pozastavování (pausing) RNAP b¥hem transkripce u E. coli hraje d·leºitou roli v regulaci genové

exprese pomocí atenuace. Odpovídají operony u B. subtilis jsou také regulovány pomocí atenuace,

ale jiným mechanismem, nebo´ pausing RNAP nevyuºívá.

� B. subtilis a E. coli se li²í v rozpoznání termina£ních signál·.

Rozdíl v transkripci:

� 75 % gen· v B. subtilis je transkribováno ve sm¥ru vedoucího vlákna, kdeºto u E. coli je stejnom¥rn¥

p°episováno kódující i nekódující vlákno.

2.2 Promotor

Promotor je regula£ní oblast DNA, leºící proti sm¥ru transkripce od +1 místa. +1 místo zna£í první

nukleotid, od n¥hoº transkripce za£íná. Jak jiº bylo °e£eno, jádro RNAP samo není schopno rozpoznat

promotor. Proto váºe podjednotku σv, která rozpozná a naváºe se na promotor. Promotor je rozd¥len na

tyto £ásti:

UP element � AT bohatá oblast mezi -40 a -60. Interaguje s αCTD RNAP [19].

Oblast -35 oblast � interaguje s regionem 4.2 podjednotky σv. Konsensusní sekvence pro tuto oblast

je ur£ena hexamerem 5´-TTGACA-3´ od -35 do -30 pozice proti sm¥ru transkripce. Tato oblast

spole£n¥ s oblastí -10 se udává jako nejd·leºit¥j²í pro rozeznání podjednotkou σv [26].

Mezerník (spacer) � je obvykle dlouhý 17 bp a odd¥luje oblasti -35 a -10 [19]. Terminální NH2 doména

podjednotky β�, která obsahuje Zn2+ (β�ZBD) má kontakt s mezerníkem promotoru (na -22 tem-

plátového a -27 netemplátového vlákna). Tato interakce se v²ak nepovaºuje za p°íli² významnou

[44].
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Obrázek 6: Elementy DNA a jednotky RNAP, které p°ispívají k rozpoznání promotoru Eσ70.
Optimální UP elementy interagují s C-terminální doménou podjednotky α (αCTD) RNAP. σv region 4.2
interaguje s -35 oblastí, σv region 2.3 a 2.4 interaguje s vazebným místem -10. σv region 3.0 (2.5) se váºe
na roz²í°ené -10 oblasti. Region 1.2 σv interaguje s diskriminátorem. +1 je ozna£ení pro start transkripce
[26].

Roz²í°ená oblast -10 � interaguje s σv regionem 3.0 (2.5), který váºe 5'-TGX-3' motiv. Region 2.5 byl

objeven d°íve, neº byly objeveny domény (které jsou 4 a podle nich jsou regiony o£íslovány), proto

posléze se mu za£alo °íkat region 3.0, protoºe leºí v domén¥ 3.

Oblast -10 � také nazývána jako Pribnow·v box £i TATA box. S vazebným místem -10 interagují σv

region 2.3 a 2.4. Jeho konsensus sekvence je 5´-TATAAT-3´ od -12 do -7 [19, 26].

Diskriminátor � region 1.2 podjednotky σv se váºe na tuto oblast. Optimální sekvence je ur£ena jako

5´-GGG-3´ od -6 aº -4 pozici.

2.3 Promoter escape

Jako promoter escape je ozna£ována fáze p°echodu z iniciace do elongace transkripce, neboli opu²t¥ní

promotoru RNAP, která pokra£uje v syntéze RNA.

Po zahájení iniciace transkripce jsou v n¥kolika cyklech nasyntetizovány krátké oligomery (od 2 do 9

nukleotid· nebo i del²í), kdy se RNAP neda°í zapo£ít produktivní elongaci, nicmén¥ se RNAP posléze

poda°í tuto fázi p°ekonat, faktor σv se uvolní a RNAP pokra£uje v syntéze RNA. Syntéze t¥chto krátkých

nukleotid· se °íká aboritivní iniciace. Aboritivní iniciace je dokumentována u bakterií, bakteriofág· a

eukaryotních RNA polymeras pro RNA syntézu in vitro [28]. Pomocí hybridizace byl potvrzen výskyt

aboritivní transkripce i in vivo, kde m·ºe hrát d·leºitou roli [23].

Po odd¥lení vláken (DNA a RNA) nov¥ syntetizované vlákno RNA opou²tí RNAP kanálem v podob¥

vlákna bez ur£ité konformace. To je zap°í£in¥no p°ítomností domén σv LD a β �ap, které vytvá°ejí velmi

úzký kanál (tzv. RNA-exit kanál) ur£ující v tomto prostoru konformaci RNA. RNA-exit kanál blokuje

C-terminální doménu podjednotky σv. Potenciální kolize mezi C-terminální doménou podjednotky σv a

vznikající RNA usnad¬uje posun RNAP z oblasti -35 na promotoru, spou²tí se disociace podjednotky σv

a RNAP pokra£uje elongací [61].

Promoter escape RNAP je nejlépe zdokumentován u E. coli RNAP a lze jej rozd¥lit do 3 krok· [28]:

� RNAP vytvá°í ternární komplex (RNAP-RNA-DNA) a vznikající transkript se stává vysoce stabilní,

� RNAP se pohybuje po DNA a opou²tí promotor,

� podjednotka σv je uvoln¥na z RNAP.

Elonga£ní faktory GreA a GreB usnad¬ují produktivitu iniciace transkripce in vitro i in vivo v závislosti

na promotoru. Tyto faktory usnad¬ují únik RNAP z promotoru [28].
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Obrázek 7: Struktura Gre protein·. Struktura GreA E. coli (vlevo). GreA (uprost°ed) a GreB (vpravo)
� Povrch je barevn¥ kódován podle elektrostatického potenciálu. Bílá (nenabitá), £ervená (negativn¥
nabitá � Asp, Glu), modrá (pozitivn¥ nabitá � Arg, Lys) [56].

2.4 Elongace

Elongace je proces, kdy se RNAP posouvá podél °et¥zce DNA, uvol¬uje kódující °et¥zec a podle tem-

plátového °et¥zce postupn¥ syntetizuje novou RNA, tak, ºe na volnou 3�-OH skupinu ribosy p°ipojuje

komplementární nukleotidy, jejichº donorem jsou NTP. Vznikající RNA se postupn¥ uvol¬uje z komplexu

s DNA a dvou²roubovice DNA se samovoln¥ obnovuje.

Stejn¥ tak jako iniciace i elongace a terminace slouºí jako velmi d·leºité cíle regulace v pr·b¥hu

transkrip£ního cyklu. Aktivita RNAP je v bu¬ce regulována transkrip£ními faktory, které p·sobí na DNA,

RNA nebo na RNAP v pr·b¥hu v²ech fází cyklu. Tyto faktory jsou proteiny, malé peptidy, nekódující

RNA (nap°. 6S RNA), polyfosfáty, aminokyseliny a dal²í molekuly [7]. Elonga£ní faktory p°edcházejí

p°ed£asnému ukon£ení transkripce, jsou zodpov¥dné za signály pauz, transkrip£ní p°ekáºky, zastavení

transkrip£ního komplexu a regulují rychlost transkripce se zabezpe£ením správného párování [66].

V pr·b¥hu elongace a terminace se v E. coli ú£astní na regulaci nap°. tyto faktory: Nus faktory (NusA,

NusB, NusG a NusE), RfaH, ribosomální S4 protein, Gre faktory (GreA, GreB), Mfd, RapA (HepA) a

Rho [7].

2.4.1 Elonga£ní faktory GreA a GreB

Tyto faktory potla£ují pausing RNAP a zastavení in vitro a in vivo stimulací nukleolytické aktivity

RNAP. V²ichni £lenové Gre rodiny protein· mají délku zhruba 160 AMK a jsou strukturáln¥ rozd¥leny

na 2 domény: N-terminální �coiled-coil� doména a C-terminální globulární doména. NTD je zodpov¥dná

za RNA-vázající, nukleolytickou a �anti-arrest� aktivitu, kdeºto CTD se váºe k RNAP. Gre faktory se

váºí do sekundárního kanálu RNAP [7]. Struktura Gre faktor· je zobrazena na obr. 7.

2.4.2 Elonga£ní faktor Mfd

Jeho hlavní funkce spo£ívá v reaktivaci zastavené RNAP a obnov¥ elonga£ní fáze. Je to evolu£n¥ konz-

ervovaný protein o velikosti 130 kDa, který je strukturn¥ podobný DNA helikase (ale nemá helikasovou

aktivitu). Mfd se váºe k primárnímu kanálu (DNA vazebnému) RNAP [7]. Struktura Mfd je zobrazena

na obr. 8.

2.4.3 Elonga£ní faktor NusA

U E. coli i u B. subtilis se vyskytuje vysoce konzervovaný elonga£ní faktor NusA, který hraje významnou

roli v anti-terminaci, pausingu, terminaci a v E. coli je d·leºitý pro potla£ení toxické aktivity u cizích gen·

[66]. Díky strukturální podobnosti N-terminální domény NusA a regionu 2 podjednotky σv se p°edpokládá,
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Obrázek 8: Strukturní organizace Mfd. A � Funk£ní mapa Mfd. Konzervované úseky jsou ozna£eny
barevn¥. B � Model RecG-like translokasové domény Mfd (553 � 966 AMK) vlevo a komplex s dsDNA
vpravo. Pozice Mg2+ v centru ATPasy je nazna£ena purpurovou barvou [7].

ºe oba proteiny interagují se stejným místem RNAP [7]. Nicmén¥, sou£asné výsledky napov¥d¥ly, ºe σv a

NusA se mohou vázat sou£asn¥ [66].

NusA interaguje s £ástí RNAP zvanou β �ap pomocí NTD a nespeci�cká interakce mezi CTD a

RNAP tuto interakci stabilizuje. β �ap p°i formování promotorového komplexu interaguje s regionem

4 podjednotky σv, stejn¥ jako se podílí na formování kontaktu s nascentní RNA v pr·b¥hu elongace a

terminace [66], viz obr. 9.

NusA u E. coli obsahuje dv¥ p°ídavné C-terminální domény, které interagují s CTD podjednotky α

(αCTD) RNAP. Tyto NusA domény nebyly nalezeny u B. subtilis ani u dal²ích bakterií. Coº znamená,

ºe nebyla nalezena ani interakce mezi NusA a podjednotkou α RNAP.

Region 2.2 podjednotky σv interaguje s podjednotkou β� (clamp helix = CH region podjednotky β�),

σv region 4 se váºe na β �ap a NusA interaguje s β �ap regionem pomocí NTD. Interakce σv regionu

4 s RNAP je slabá, proto je to první místo, kde dojde k poru²ení vazby p°i disociaci σv a p°echodu

do elonga£ní fáze. Regula£ní funkce NusA je z°ejm¥ podmín¥na C-terminální doménou NusA, která se

nachází v okolí primárního kanálu a RNA exit kanálu, kde m·ºe interagovat se vznikající RNA. Tím je

z°ejm¥ dána role v pausingu, terminaci, anti-terminaci [66].

2.5 Terminace

Terminace neboli ukon£ení syntézy a úplné uvoln¥ní nov¥ vzniklé RNA. Terminace je kódována speciálními

sekvencemi ve struktu°e DNA, tzv. terminátory.

Bakterie uºívají dva hlavní modely terminace transkripce: Rho-independentní, p°eváºn¥ vyuºívající

elementy umíst¥ny na mRNA (tzv. �cis-acting� elementy), a Rho-dependentní, spoléhající se na oba:

mRNA elementy i termina£ní faktory (Rho proteiny, �trans-acting� elementy) [14].

2.5.1 Rho-dependentní terminace

Zhruba polovina dosud známých termina£ních faktor· u E. coli je Rho-dependentní. Tyto terminátory

leºí na p°irozeném konci genu a v kontrolní oblasti p°edcházející kódující oblasti gen·, kde hrají velmi

d·leºitou roli p°i kontrole genové exprese. U B. subtilis není Rho esenciální a terminuje jen svoji tran-

skripci.
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Obrázek 9: Navázání σv podjednotky a NusA elonga£ního faktoru. A � Holoenzym, σv se naváºe a
probíhá iniciace transkripce. B � Na RNAP je stále navázána σv, po disociaci regionu 4 z β �ap se naváºe
NTD NusA p°esto, ºe zbytek σv je stále navázán. C � σv opustila RNAP, dochází k utvo°ení elonga£ního
komplexu [66].

Protein Rho tvo°í homohexamery s RNA-dependentní ATPasovou a helikasovou aktivitou, které se

váºou na C bohaté oblasti mRNA bez ribosom·. ATPasová aktivita je aktivována interakcí Rho a mRNA

a poskytuje energii pro translokaci Rho podél mRNA, dokud nenarazí na RNAP. Poté nastane termi-

nace transkripce a transkript je uvoln¥n helikasovou aktivitou Rho faktoru. P°i opu²t¥ní ukon£eného

transkriptu hrají d·leºitou roli Rho-dependentní termina£ní faktory, jako nap°. NusG, NusA a NusB, se

kterými se Rho protein váºe.

NusG je esenciální a hojný u E. coli, kdeºto u B. subtilis není esenciální. NusG zvy²uje rychlost uvoln¥ní

RNA z transkrip£ního elonga£ního komplexu a pravd¥podobn¥ zprost°edkovává aktivitu Rho na RNAP

vedoucí k ukon£ení transkripce.

NusA je esenciální pro E. coli, je závislý na Rho. U B. subtilis je NusA také nepostradatelný, ale je

pot°ebný i v d¥jích nezávislých na Rho. NusA také p·sobí jako elonga£ní faktor a na rozdíl od NusG

zvy²uje RNAP pausing na n¥kterých pozastavujících místech a tím zpomaluje elongaci transkripce. Ter-

minaci transkripce pomáhá sniºováním rychlosti elongace vedoucí k úplnému zastavení RNAP a následné

terminaci [14].

2.5.2 Rho-independentní terminace

Rho-independentní terminace je zaloºena na invezních (obrácených) opakujících se sekvencích v primární

DNA sekvenci (nej£ast¥ji CG bohatá oblast) a následovaných n¥kolika thyminovými zbytky. Palin-

dromické sekvence se uspo°ádají do vlásenky tvo°ené transkribovanou mRNA. Tato vlásenka zastaví

RNAP komplex. Sniºující se schopnost uridinu v nascentní RNA vázat adenin v DNA (váºí se pouze dv¥ma

vodíkovými m·stky) usnadní disociaci RNAP z DNA a ukon£ení transkripce. Tento zp·sob ukon£ení tran-

skripce p°evládá u B. subtilis na rozdíl od E. coli [16].

3 Regulace iniciace transkripce

3.1 Regulace transkrip£ními faktory (bílkoviny)

Genom E. coli obsahuje více neº 300 gen· kodujících proteiny, které jsou p°edur£eny k vazb¥ na promotor a

regulaci po sm¥ru nebo proti sm¥ru transkripce. Asi u poloviny t¥chto protein· byla jejich funkce objevena

experimentáln¥. V¥t²ina t¥chto protein· jsou sekven£n¥ speci�cké DNA-vázající proteiny, coº zaji²´uje

zacílení jejich aktivity na speci�cký promotor. N¥které proteiny kontrolují mnoho gen·, jiné naopak pouze

jeden £i dva geny.
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Obrázek 10: Pozitivní a negativní regulace pomocí ppGpp a DksA. Kinetické zobrazení vysv¥tlu-
jící pozitivní a negativní regulaci transkripce pomocí ppGpp a DksA. a Pozitivní regulace promotor·
biosyntézy aminokyselin, RP2 komplex by m¥l být stabilní (má niº²í volnou energii neº RP1), ale p°i
p°echodu musí p°ekonat bariéru s vysokou volnou energií. Tu sniºují ppGpp a DksA, sniºují aktiva£ní
energii a zvy²ují frekvenci iniciace transkripce. b Negativní regulace rRNA promotor·. RP2 má vy²²í
volnou energii neº RP1, ppGpp a DksA sniºují energetickou bariéru a tím podporují disociaci RNAP a
inhibují transkripci. RP1 a RP2 zna£í cestu RNAP v tvorb¥ otev°eného komplexu [49].

Je odhadováno, ºe sedm transkrip£ních faktor· (CRP, FNR, IHF, Fis, ArcA, NarL a Lrp) °ídí asi 50 %

regulovaných gen·. P°ibliºn¥ 60 transkrip£ních faktor· °ídí pouze jediný promotor. Jako u v¥t²iny protein·

E. coli jsou transkrip£ní faktory ozna£ovány t°ípísmenovou zkratkou, která popisuje jejich funkci. �tvrté

písmeno, které se vyskytuje pouze u n¥kterých názvech, ozna£uje speci�cký produkt tohoto genu [9].

Transkrip£ní faktory jsou regulovány pomocí kontroly jejich aktivity £i kontroly jejich ex-

prese. Existuje n¥kolik odli²ných mechanism·:

1. DNA-vazebná a�nita transkrip£ních faktor· m·ºe být regulována pomocí malých ligand·. Jejich

koncentrace �uktuuje v závislosti na nutri£ním stavu bu¬ky a stresu.

2. Regulace transkrip£ních faktor· kovalentními modi�kacemi, nap°. fosforylace pomocí kinas.

3. Koncentrace ur£itého transkrip£ního faktoru kontroluje míru jeho aktivity, coº ovliv¬uje expresi a

proteosyntézu [9].

Zde jsou uvedeny n¥které transkrip£ní faktory, které se váºí p°ímo na RNAP:

� GreA a GreB � vázající se do sekundárního kanálu RNAP (viz 2.4.1 na stran¥ 18).

� NusA, NusB, NusC, NusE a NusG � ú£astní se regulace elongace a terminace závislé na Rho

faktoru[5]. NusE a NusB jsou známé jako ribosomální proteiny S10 a jejich hlavní role je regulace

antiterminace [38]. Více o NusA v 2.4.3 na stran¥ 18, a o NusG v 2.5.1 na stran¥ 19.

� Mfd � vázající se k primárnímu kanálu RNAP. Ú£astní se oprav p°i probíhající transkripci (viz 2.4.2

na stran¥ 18).

� DksA � vázající se do sekundárního kanálu RNAP. Zesiluje ú£inek malých regula£ních molekul

(nap°. iNTP, ppGpp). Viz 3.2.1 na následující stran¥.

3.2 Regulace malými molekulami (iNTP, ppGpp)

Bakterie se dokáºí p°izp·sobit zm¥nám prost°edí (nap°. produkují a vylu£ují antibiotika a enzymy, tvo°í

spory) [48]. P°i nedostatku aminokyselin za£ne E. coli výrazn¥ m¥nit genovou expresi, £emuº se °íká
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�stringentní odpov¥¤�. Tato regula£ní odpov¥¤ je aktivována vstupem nenabité tRNA do A místa ribo-

somu a zárove¬ se aktivuje s ribosomem asociovaný protein RelA, který dává signál k syntéze �alarmonu�

ppGpp (guanosin-5�-difosfát-3�-difosfát). P°i aminokyselinovém hladov¥ní bu¬ky je exprese stabilních

RNA (rRNA, tRNA) inhibována, zatímco exprese enzym· pro biosyntézu aminokyselin a jejich transport

je indukována. ppGpp hraje d·leºitou roli v negativní i pozitivní regulaci (viz obr. 10) [49].

U B. subtilis je regulována genová exprese zejména pomocí iNTP. Efekt ppGpp je pouze nep°ímý a

nezávislý na homologních molekulách DksA [35].

3.2.1 Role ppGpp a DksA

Syntéza ppGpp Enzym RelA syntetizuje (p)ppGpp z GTP/GDP s pouºitím ATP. P°i syntéze (p)ppGpp

se zvy²uje koncentrace RelA proteinu v bu¬ce, coº je z°ejm¥ zp·sobeno disociací RelA z ribosomu a schop-

ností se na jiném ribosomu navázat a syntetizovat dal²í (p)ppGpp.

Druhý enzym, který je k syntéze (p)ppGpp pot°eba je SpoT. SpoT je bifunk£ní enzym, který m·ºe

syntetizovat (p)ppGpp a zárove¬ ho m·ºe hydrolyzovat na GTP/GDP a pyrofosfát (záleºí na okamºité

rovnováze reakce) [55].

Na rozdíl od E. coli, u B. subtilis byly nalezeny dva geny, které kódují homogenní molekuly k RelA

a SpoT. Produkty gen· yjbM a ywaC jsou relativn¥ malé a odpovídají (p)ppGpp synthetasové domén¥

RelA-SpoT. Tyto genové produkty byly ozna£eny jako �alarmon synthetases� (SASs) a jsou schopny

syntetizovat (p)ppGpp (produkt genu ywaC je indukovaný alkalickým ²okem) [46].

Pozitivní a negativní regulace pomocí ppGpp P°i nedostatku aminokyselin je syntetizován alar-

mon ppGpp, který dokáºe pozitivn¥ i negativn¥ regulovat genovou expresi.

Alarmon ppGpp speci�cky inhibuje iniciaci transkripce stabilních RNA promotor· in vitro i in vivo.

Promotory rRNA mají CG bohaté oblasti v diskriminátoru, kde se váºe region 1.2 podjednotky σv RNAP.

Tyto promotory tvo°í extrémn¥ nestabilní otev°ené komplexy s RNAP v pr·b¥hu iniciace transkripce.

ppGpp/DksA sniºují tuto stabilitu a tím inhibují iniciaci transkripce.

ppGpp p°ímo aktivuje aminokyselinové promotory in vivo, v bun¥£ném extraktu i in vitro za p°ítom-

nosti puri�kované molekuly DksA tím, ºe zvy²uje rychlost isomerizace RNAP p°i tvorb¥ RPO. Mnoºství

ppGpp v bu¬ce slouºí jako regulátor odpov¥di na vnit°ní signály, zatímco DksA p·sobí jako koregulátor

(je jí relativn¥ stálé mnoºství v bu¬ce). Na rozdíl od promotor· pro stabilní RNA, promotory pro syntézu

aminokyselin mají v diskriminátoru AT bohaté oblasti a proto je RPO RNAP stabilní a podporovaný

ppGpp a DksA [55].

ppGpp sniºuje a�nitu podjednotky σ70 k RNAP holoenzymu a zvy²uje a�nitu alternativních σv faktor·

k RNAP, které ur£ují globální zm¥nu genové exprese [55].

Transkrip£ní faktor DksA Transkrip£ní faktor DksA (cca 17,5 kDa [52]) je klí£ový p°i pozitivní i

negativní kontrole transkripce rRNA in vivo. DksA se neváºe na DNA, ale do sekundárního (NTP) kanálu

RNAP. Delece genu dksA má na bakterie pleiotropní efekt. Tento efekt se projevuje v genové expresi,

funkci chaperon·, bun¥£ném d¥lení, poºadavcích na aminokyseliny, vnímání hustoty okolních bakterií a

virulenci. P°ímý efekt delece se projevil pouze u exprese rRNA, u v²ech ostatních fenotyp· se projevil

nep°ímo [49].

Molekula DksA je sloºena ze 2 domén: globulární domény a �coiled-coil� domény s dv¥ma kyselými

zbytky (Asp). DksA vykazuje strukturní podobnost s GreA a GreB elonga£ními faktory, ale sekven£ní

homologie nalezena nebyla (viz obr. 11). V²echny tyto transkrip£ní faktory se váºí do sekundárního kanálu

RNAP [52, 50].
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Obrázek 11: Struktura DksA(A) a GreA(B). Acidické invariantní AMK jsou ozna£eny £erven¥ jako
ball-and-stick model [50].

Vazba ppGpp, DksA a podjednotky ω na RNAP Podle nových poznatk· o krystalové struktu°e

vazby ppGpp na RNAP bylo zji²t¥no, ºe DksA nezávisí na p°ítomnosti £i absenci ppGpp. DksA p°e-

souvá Mg2+ ionty v aktivním centru RNAP pomocí Asp na koncích své �coiled-coil� domény, tak, aby

je pak mohlo ppGpp kontaktovat. Zárove¬ nebyla pozorována kompetice mezi ppGpp a iNTP o rRNA

promotorový komplex E. coli v pr·b¥hu iniciace transkripce [62].

Pomocí krystalogra�e RNAP T. thermophillus bylo zji²t¥no, ºe ppGpp se m·ºe vázat na RNAP ve

dvou odli²ných orientacích do jednoho místa na zadní stranu sekundárního kanálu blízko aktivního cen-

tra (kaºdým difosfátem koordinuje vazbu k Mg2+). Orientace navázání ppGpp nejspí²e ur£uje spu²t¥ní

pozitivní £i negativní regula£ní odpov¥di.

Podjednotka ω je kodována genem rpoZ, který leºí na stejném operonu jako spoT (viz. 3.2.1). P°i

pouºití RNAP holoenzymu s chyb¥jící podjednotkou ω byla zji²t¥na necitlivost k ppGpp in vitro. Po

p°idání puri�kované ω k RNAP, op¥t byla zaznamenána senzitivita k ppGpp. Transkrip£ní faktor DksA

dokáºe potla£it nedostate£nost odpov¥di RNAP holoenzymu bez ω na ppGpp in vitro. To nám vysv¥tluje

rozpor mezi reakcí mutant· s delecí genu rpoZ in vitro a in vivo. A£koliv DksA nám dovolí obejít

nep°ítomnost ω p°i odpov¥di na ppGpp, je d·leºité zd·raznit, ºe tyto dva proteiny nejsou p°ebyte£né: ω

nem·ºe nahradit funkci DksA v regulaci iniciace transkripce a DksA nem·ºe nahradit funkci podjednotky

ω p°i stavb¥ RNAP [63].

Podjednotka ω i ppGpp se váºí na podjednotku β�. Podjednotka ω m·ºe ovliv¬ovat funkci ppGpp

pomocí alosterických efekt· na ppGpp-vázající se místo £i alosterických efekt· na aktivitu ppGpp [6, 63,

50].

3.2.2 Regulace iniciace transkripce u B. subtilis

Dv¥ malé molekuly regulují mnoho promotor·: inicia£ní NTP (iNTP) a ppGpp. Koncentrace t¥chto

molekul se m¥ní p°i zm¥nách r·stového cyklu £i fáze [52].

E. coli a B. subtilis pouºívají odli²né strategie zm¥ny genové exprese pomocí malých molekul jako

odpov¥¤ na nedostatek aminokyselin [36].

Na rozdíl od E. coli, je efekt ppGpp na transkripci promotor· rRNA u B. subtilis nep°ímý (zvy²ováním

koncentrace ppGpp se v bu¬ce sniºuje koncentrace GTP, která p°ímo reguluje aktivitu t¥chto promotor·)

a nezávislý na homologních molekulách DksA. rRNA promotory B. subtilis jsou in vitro necitlivé na

ppGpp, ale jsou závislé na koncentraci iNTP, stejn¥ jako u E. coli (GTP u B. subtilis a GTP, CTP, ATP

u E. coli) [35].

U B. subtilis jsou obecn¥ nej£ast¥j²ími iNTP +1A a +1G (vyskytují se +1A > +1G > +1T >

+1C). Senzitivita promotoru k iNTP je d·leºitá pro efektivitu transkripce, která je úm¥rná fyziologické

koncentraci iNTP v bu¬ce. Po mutaci promotorové oblasti +1 (+1G na A, +1A na G) se ukázalo, ºe pro

maximální iniciaci transkripce +1A na +1G mutanty je pot°eba vysoká koncentrace GTP a pro +1G na
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Obrázek 12: Regulace iniciace transkripce pomocí iNTP v pr·b¥hu stringentní odpov¥di u
B. subtilis. Nedostatek AMK zap°í£iní vstup nenabitých AMK do A místa ribosomu, coº aktivuje strin-
gentní faktor (SF). SF produkuje pppGpp, který se rychle m¥ní na ppGpp. Vysoká koncentrace ppGpp
inhibuje IMP dehydrogenasu. Tato inhibice zp·sobí sníºení koncentrace GTP a zvý²ení koncentrace ATP
v bu¬ce. Vysoká koncentrace ATP stimuluje iniciaci transkripce stringentn¥ regulovaných promotor·
obsahujících +1A. Naopak sníºení koncentrace GTP v bu¬ce inhibuje iniciaci transkripce stringentn¥
regulovaných promotor· obsahujících +1G [60].

+1A mutanty promotor· pot°ebují vysokou koncentraci ATP in vitro. P°i testování stringentní odpov¥di

t¥chto mutant se ukázalo, ºe +1G je d·leºitý p°i sniºující aktivit¥, protoºe iGTP je limitující pro iniciaci

t¥chto promotor·. +1A je d·leºitý pro zvy²ující se aktivitu promotoru. Tedy obecn¥ iNTP ur£ují, jestli

stringentn¥ hlídaný operon bude p°i stringentní odpov¥di aktivován £i reprimován [36].

V pr·b¥hu stringentní odpov¥di u B. subtilis se koncentrace ATP a GTP m¥ní recipro£n¥. To je

zprost°edkováno pomocí alarmonu (p)ppGpp, který inhibuje inosin monofosfát (IMP) dehydrogenasu,

první enzym v cest¥ biosyntézy GTP. Inhibice biosyntézy GTP zp·sobí akumulaci IMP, coº je poslední

spole£ný intermediát syntézy ATP a GTP (viz obr. 12). Proto p°i hladov¥ní se v bu¬ce sníºí koncentrace

GTP a zvý²í se koncentrace ATP, coº iniciuje sporulaci [39].

4 Podjednotka delta

První zmínka o δ se objevuje v roce 1975, kdy byla popsána jako faktor kodovaný hostitelem, který je

sou£ástí virové RNAP a zvy²uje transkripci DNA sekvence st°edních a pozdních (SP01) fágových gen·

[51]. Naopak transkripci £asných fágových gen· siln¥ ovliv¬uje faktor σv, zatímco δ peptid transkripci

t¥chto gen· neovliv¬uje. Díky zji²t¥ní, ºe peptid δ je navázán na RNAP, za£al být povaºován za podjed-

notku δ RNAP [59].

Pozd¥ji byla podjednotka δ zaznamenána i u n¥kolika druh· rodu Bacillus [2] a obecn¥ se vyskytuje

jen u gram pozitivních bakterií. Srovnání AMK sekvencí podjednotky delta je zobrazeno v sekci 5 na

stran¥ 30.

4.1 Základní informace a struktura podjednotky d z B. subtilis

Relativní molekulární hmotnost podjednotky δ je cca 21 400 a je sloºena z 173 AMK u B. subtilis. Je

kodována genem rpoE [37, 51], který je exprimován ze σvA dependentního promotoru [53].

Isoelektrický bod (pI) má hodnotu 3,6. Protein δ je sloºen ze 2 hlavních oblastí:

� N-terminální doména o velikosti 13 kDa (95 AMK). Ve své struktu°e obsahuje 32 % alfa-helix· a

16 % beta list· (p°i pH = 8,0). Náboj AMK je rovnom¥rn¥ rozloºen.

� C-terminální doména o velikosti 8,5 kDa (69 AMK). Tato doména je vysoce nestrukturovaná a

celkov¥ výrazn¥ záporn¥ nabitá. Je velmi bohatá na aspartát a glutamát.
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Obrázek 13: Aminokyselinová sekvence proteinu δ. Primární struktura proteinu δ je prezentována
pomocí písmena ozna£ující aminokyselinu. Moºné opakující se hydrofobní elementy v NTD jsou podtrºeny.
Kyselé zbytky v CTD jsou ozna£eny ²rafováním a ohrani£ením je ozna£ena lysinová sekvence [17].

Tyto 2 regiony jsou spojeny lysinovou sekvencí (7-9 AMK). δ také obsahuje n¥kolik opakujících se hydro-

fobních element· (po 7 AMK). Viz obr. 13.

N-terminální doména (NTD) se váºe na RNAP a zárove¬ orientuje C-terminální doménu (CTD)

k vazb¥ na povrch RNAP. CTD napodobuje svou strukturou NK a kompetuje s ní ve vazb¥ do aktivního

místa. Tím odstra¬uje RNA transkript z RNAP-RNA binárního komplexu, coº m·ºe mít za následek

recyklaci jádra RNAP (tímto mechanismem RNAP ukon£í aktuální transkripci a je schopna op¥t nased-

nout na promotor a transkribovat jiný gen). Podobnost CTD a NK m·ºe mít za následek schopnost δ

odstranit RNAP z nepromotorových oblastí a slabých promotor· [17].

Struktura podjednotky δ byla studována pomocí nukleární magnetické rezonance (NMR). Na obr. 14

je zachycena struktura NTD podjednotky δ (Nδ) RNAP z B. subtilis, resp. prvních 100 AMK. Skládá se ze

4 α-helix·, antiparalelní β-list je sloºen ze 3 krátkých β-vláken a navazuje na helixy I, III, IV (p°ipomíná

�rozklíºenou� trojnoºku).

P°estoºe byly nalezeny strukturní homology Nδ (viz obr. 14), nebyly nalezeny ºádné sekven£ní homo-

logy. A£koliv strukturní homology Nδ jsou klasi�kovány jako 3-helikální svazky vázající DNA/RNA (tzv.

SCOP fold), které váºí NK pomocí helixu IV, u Nδ nebyl nalezen d·kaz o vazb¥ NK v komplexu RNAP.

Také kv·li pln¥ní správné biologické funkce pravd¥podobn¥ nem·ºe být Nδ asociována s NK [43].

4.2 Biochemické vlastnosti podjednotky d

Podjednotka δ se váºe na RNAP. P·sobení podjednotky δ záleºí na typu templátu a podmínkách tran-

skripce. δ ovliv¬uje míru syntézy RNA (m·ºe zvy²ovat nebo sniºovat) [32].

Podjednotka δ zvy²uje promotorovou selektivitu. Podjednotka δ inhibuje RNAP z nein�kovaných

bun¥k B. subtilis v pr·b¥hu transkripce. Inhibi£ní efekt je siln¥ závislý na koncentraci KCl v reak£ní

sm¥si. δ zvy²uje selektivitu syntézy RNA pomocí modi�kované formy RNAP SP01 fágem in�kovaných

bakterií [59]. Za nep°ítomnosti δ se RNAP váºe nespeci�cky a transkribuje i £asné fágové geny namísto

st°edních a pozdních [4].

Podjednotka δ omezuje interakce podjednotek σv a β (pravd¥podobn¥ i β�) s nepromotorovými oblastmi

DNA. Nejpravd¥podobn¥j²í vysv¥tlení pro toto pozorování je, ºe δ p·sobí jako alosterický efektor kon-

forma£ních zm¥n RNAP. δ sniºuje po£et vazeb mezi σv a jádrem RNAP a tím zvy²uje selektivitu vazby

RNAP na promotory (Viz obr. 17). Pouze pokud se vytvo°í stabilní vazba podjednotky σv na promotor,

RNAP zahájí transkripci. Tím je zaji²t¥na vazba speci�ckých úsek· DNA. Stabilita komplexu RNAP

s nepromotorovou DNA je sniºována δ aº 1 000krát [1, 27, 32, 54].

Vliv δ na iniciaci transkripce je teplotn¥ závislý. P°i nízkých teplotách δ inhibuje iniciaci transkripce

a p°i vy²²ích naopak stimuluje iniciaci transkripce (coº platí pro silné i slabé promotory). Toto je názorn¥

zobrazeno na obr. 15 [32]. B. subtilis RNAP v²eobecn¥ netvo°í stabilní binární komplex (RNAP + RNA).

Po porovnání schopnosti formace komplexu RNAP na slabých a silných promotorech (v p°ítomnosti i
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Obrázek 14: Struktura Nδ RNAP a jejich strukturních homolog·. A � Zobrazení páte°e deseti
Nδ s nejniº²í energií. B � Struktura Nδ. C � Porovnaná s jejím nejbliº²ím homologem Forkhead Box
Protein K2. D � Forkhead Box Protein P2. E � Forkhead Box Protein 01. F � Kvasinkový spojovník
histon· Hho1p [43].

absenci δ) se ukázalo, ºe vytvo°ení transkrip£ní bubliny je snadn¥j²í na silném promotoru neº na slabém

[34].

Za podmínek (40 ◦C), kdy δ stimuluje mnoºství syntetizované RNA na slabých promotorech, δ zárove¬

sniºuje rovnováºnou koncentraci tvorby otev°ených komplex· RNAP. Za p°ítomnosti δ RNAP p°eváºn¥

vytvá°í uzav°ené komplexy (RPC). Pokud δ chybí, RNAP vytvá°í zejména otev°ené komplexy RNAP

(RPO). S tím souvisí i dal²í pozorování na slabých promotorech, kde se ukázalo, ºe δ inhibuje formaci

komplexu pro rychlý start iniciace transkripce. Na obr. 16 je ukázáno, ºe v p°ítomnosti δ je RNAP rychleji

inaktivována neº pokud δ chybí [32].

Stabilita komplexu RNAP s nepromotorovou DNA je sniºována δ aº 1 000krát. δ sniºuje po£et vazeb

mezi σv a jádrem RNAP a tím zvy²uje selektivitu vazby RNAP na promotory. Viz obr. 17 [32].

Negativní kooperace mezi podjednotkami σv a δ RNAP B. subtilis vyºaduje pro svou správnou

funkci mimo jiné dva peptidy: σv je nutná pro vyhledání promotoru a iniciace transkripce a peptid δ

sniºuje pravd¥podobnost nespeci�cké vazby RNAP na DNA (patrn¥ zvý²ením disociace nespeci�ckých

komplex· RNAP) [4]. P°i hledání promotoru se tedy δ a σv naváºí na jádro RNAP sou£asn¥. P°i vysoké

koncentraci NaCl se ale sniºuje schopnost vazby δ a σv na jádro RNAP.

Tyto dva peptidy jsou ve vztahu negativní kooperace. Negativní kooperace je nejspí²e d·leºitá aº

v pozd¥j²ích fázích transkripce, kdy δ i σv jsou uvoln¥ny z jádra RNAP [30].

Efekt peptidu δ z B. subtilis na kompetici σv-gp28 Genová aktivita v pr·b¥hu vývoje fága SP01

je regulovaná na úrovni transkripce. �asné virové geny jsou transkribovány hlavní RNAP (Eσv). St°ední

virové geny jsou naopak transkribovány RNAP (E) ve spojení s SP01 genem kodující protein 28 (gp28)

místo podjednotky σv. Chelm a kolektiv testovali, jak ovlivní protein δ kompetici mezi podjednotkou

σv a gp28. Ukázalo se, ºe protein δ ovlivnil výsledek ve prosp¥ch podjednotky σv. A£koli pouze lehce,
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Obrázek 15: Efekty δ na lokalizaci promotoru a iniciaci v r·zných teplotách. RNAP obsahující
δ (kole£ko), RNAP bez δ (£tverec). A � Syntéza RNA p°i 25 ◦C. B � Syntéza RNA p°i 40 ◦C. �ipka zna£í
p°idání δ 140 s po za£átku reakce a dal²í vývoj je nazna£en trojúhelníkem. P°idání δ p°i 25 ◦C sniºuje a
p°i 40 ◦C naopak zvy²uje mnoºství vytvo°ené RNA [32].

Obrázek 16: Rifampicinová senzitivita RNAP p°i iniciaci transkripce. RNAP obsahující δ
(kole£ko), RNAP bez δ (£tverec), p°i 40 ◦C. P°evrácená hodnota aktivní frakce RNAP (1/1 %) ver-
sus �nální koncentrace rifampicinu. Sklon liníí ukazuje citlivost, ºe RNAP obsahující δ je citliv¥j²í bude
rychleji inaktivována neº RNAP bez δ [32].

Obrázek 17: Vliv proteinu δ na stabilitu komplexu jádra RNAP s nepromotorovou DNA. 1 �
bez p°idání proteinu, 2 � jádro RNAP (E), 3 � Eδ, 4 � nejd°íve p°idáno E a posléze δ, 5 � nejd°íve p°idána
δ a potom E, 6 � pouze δ. DNA s navázanou RNAP se p°i elektroforéze pohybuje pomaleji [32].
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Obrázek 18: Efekt δ na syntézu RNA z Pilv promotoru. Holoenzym byl sloºen z proteinu σvA a
δ (kole£ko) £i bez δ (£tverec). A � Transkripce lineárního fragmentu Pilv promotoru. B � Transkripce
supercoiled pACB1 plasmidu [32].

protoºe δ dramaticky inhibovala celou transkripci a m¥°ení probíhalo pouze na zbytku (stále probíhající

transkripci). Tento výsledek je �anti-fysiologický� pro vývoj SP01, proto se p°edpokládá, ºe protein δ

nenapomáhá p°echodu £asných a st°edních gen· v transkripci in vivo [12].

Moºná funk£ní homologie podjednotky δ a σ70 U gram negativních bakterií se objevuje podjed-

notka σ70, která redukuje a�nitu RNAP k nepromotorové DNA aº 10 000krát a p°ispívá k selektivit¥

vazby na promotor. Spekuluje se, ºe podjednotka σvA (43 kDa) ve spojení s podjednotkou δ (21,5k Da)

u B. subtilis by mohli mít stejnou funkci jako σ70 (70 kDa) u E. coli. Po srovnání AMK sekvence pod-

jednotek σvA a σ70 se ukázalo, ºe jsou homologní aº na 245 AMK obsaºených mezi regiony 1 a 2 u σ70.

V této �inzerci� je obsaºeno 80 AMK záporn¥ nabitých, které mají podobný záporný náboj jako CTD

podjednotky δ [18].

4.2.1 Positivní vliv na procesivitu transkripce

I p°es inhibi£ní efekt podjednotky δ vytvo°it transkrip£ní bublinu [33] se ukázalo, ºe δ stimuluje mnoºství

RNA transkriptu v reakcích o n¥kolika cyklech. Tento efekt je p°isuzován zvý²ení recyklace jádra RNAP

( tento mechanismu je popsán v kapitole 4.1) [32]. Na obr. 18 je názorn¥ ukázáno, ºe protein δ celkov¥

stimuluje syntézu RNA [54].

Polyanionické polymery jsou schopny se vázat do místa RNAP pro templát £i produkt (nap°. heparin,

ssDNA, AMK kopolymery). CTD peptidu δ obsahuje polyanionický region, který umoº¬uje odstran¥ní

RNA z inhibovaného RNAP-RNA komplexu. RNAP se recykluje a m·ºe se ú£astnit dal²í exprese [17].

Tvorba transkrip£ní bubliny a procesivita transkripce Podjednotka δ ovliv¬uje schopnost vytvo°it

transkrip£ní bublinu. Jak jiº bylo ukázáno, δ ovliv¬uje rovnováhu mezi tvorbou uzav°ených a otev°ených

komplex· RNAP v závislosti na teplot¥. δ je schopna zabránit plné maturaci binárního komplexu, tím

zm¥ní a�nitu RNAP a podjednotky σv, £ímº zabrání správnému navázání na promotor. CTD podjednotky

δ p·sobí jako alosterický efektor RNAP a tím brání konforma£ním zm¥nám RNAP p°i torb¥ transkrip£ní

bubliny [13].

Polyanionické polymery jsou schopny se vázat do místa RNAP pro templát £i produkt (nap°. heparin,

ssDNA, AMK kopolymery). CTD peptidu δ obsahuje polyanionický region, který umoº¬uje odstran¥ní

RNA z inhibovaného RNAP-RNA komplexu. RNAP se recykluje a m·ºe se ú£astnit dal²í exprese [17].
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Obrázek 19: Exprese rpoE genu. R·stová k°ivka (kruh) a promotorová aktivita genu rpoE (£tverec)
byla m¥°ena v závislosti na £ase. Zna£ný vzr·st exprese je vid¥t na konci exponenciální fáze [18].

Obrázek 20: Mutant genu rpoE má prodlouºenou lag fázi. R·st kultury s δ (koso£tverec), kultura
bez δ (£tverec) [18].

4.3 Podjednotka d in vivo

Podjednotka δ reprezentuje cca 0,1 % solubilních protein· bu¬ky. Vzhledem k relativnímu molárnímu

nadbytku δ nad RNAP p°ibliºn¥ 5:1 ve vegetativních bu¬kách, je protein δ pom¥rn¥ hojný. Srovnatelné

mnoºství tohoto proteinu bylo nalezeno i ve sporách [18].

Bakterie s delecí v genu rpoE vykazují prodlouºenou lag fázi a morfologické odli²nosti Mu-

tanty rpoE (£áste£ná delece genu rpoE ) u B. subtilis se neli²í v rychlosti r·stu ani ºivotaschopností za

standardních podmínek. Mutanty vykazují prodlouºenou lag fázi (obr. 20) a odli²nou morfologii (prod-

louºené bu¬ky, které se shlukují v pr·b¥hu za£átku exponenciální fáze). Exprese δ je maximální p°i

p°echodu z exponenciální do stacionární fáze (obr. 19) [18].

Funkce podjednotky δ p°i sporulaci Spora u bakterií (endospora) vzniká za ú£elem p°eºití nep°ízni-

vých podmínek. Sporulace (proces tvorby spor) za£íná v dob¥, kdy dochází bakterii ºiviny v okolním

prost°edí, tedy na konci exponenciální fáze (kdy je protein δ exprimován s nejv¥t²í intenzitou). Proces

sporulace se d¥lí do 7 fází. Druhá fáze je charakteristická rozd¥lením jádra a rozd¥lením bu¬ky p°epáºkou

na dv¥ nestejnom¥rné £ásti (sporu a vegetativní bu¬ku). Ve fázi t°i vzniká membránou obalená speciální

bu¬ka � prespora. P°i mutaci v genu rpoE (vloºení transposonu Tn10) se projevila rozdílná transkripce

ur£itých gen· v £asné III. fázi sporulace [21].

Schopnost p°eºití mutant genu rpoE u Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus je jeden

z hlavních lidských patogen·. Zp·sobuje ²irokou ²kálu nemocí od lehkých infekcí aº po sepsi. Mutant

v homologu genu rpoE (inserce transposonu Tn19) se projevil jako defektní p°i podmínkách s limitujícím

mnoºstvím aminokyselin. Projevila se citlivost na nízké pH a rezistence v·£i peroxidu vodíku. Exprese
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t¥chto mutant je indukována ve st°edu exponenciální fáze, coº podporuje p°edpoklad, ºe gen rpoE hraje

regula£ní roli ve stacionární fázi [64].

Ovlivn¥ní míry virulence podjednotkou δ u Streptococcus agalactiae Streptococcus t°ídy B

(GBS) zp·sobuje pneumonii, sepsi a meningitidu u novorozenc· v rozvojovém sv¥t¥. U dosp¥lých lidí

se objevují tyto bakterie jako komenzální organismy, kolonizující urogenitální a gastrointestinální trakt.

Nej£ast¥j²í p°enos infekce na dít¥ je p°i porodu.

Pomocí transposonové inserce byl objeven gen rpoE jako d·leºitý pro virulenci bun¥k in�kovaných

GBS p°i rozvoji sepse. Mutanty s delecí genu rpoE sníºily virulenci aº o dva °ády oproti �wild-type�.

Relativní mnoºství exprese δ v transposomálním mutantu byla 10krát sníºena oproti �wild-type�. Po

propojení t¥chto informací dojdeme k záv¥ru, ºe je pot°eba alespo¬ minimální intracelulární koncentrace

proteinu δ pro vyvolání onemocn¥ní bakterií a pro p°eºití v hostitelské bu¬ce.

Podjednotka δ hraje pravd¥podobn¥ p°ímou £i nep°ímou roli v transkripci ur£itých gen· p°i sporu-

laci [53].

4.4 Shrnutí dosavadních poznatk· po podjednotce d

� Molekulární hmotnost je 21,4 kDa, je sloºena z 173 AMK, isoelektrický bod má hodnotu 3,6.

� Je kodována genem rpoE, který je exprimován ze σvA dependentního promotoru.

� N-terminální doména je sloºena z 95 AMK a váºe se na RNAP. Vysoce nestrukturovaná a záporn¥

nabitá C-terminální doména obsahuje 69 AMK a podílí se na recyklaci RNAP. Tyto dv¥ domény

jsou spojeny krátkou lysinovou sekvencí.

� Zvy²uje promotorovou selektivitu díky destabilizaci nepromotorových komplex·.

� Exprese δ je maximální p°i p°echodu z exponenciální do stacionární fáze.

� Mutanty genu rpoE vykazují prodlouºenou lag fázi a odli²nou morfologii.

� Zvy²uje efektivitu syntézy RNA (podporuje recyklaci RNAP).

� Zvy²uje míru virulence u Streptococcus agalactiae a Staphylococcus aureus.

5 Srovnání aminokyselinových sekvencí podjednotek delta

Porovnání aminokyselinových sekvencí podjednotky δ u gram pozitivních bakterií je d·leºité pro nalezení

konzervovaných AMK. U konzervovaných AMK se dá p°edpokládat jejich klí£ová role ve vazb¥ na RNAP

a správnou funkci podjednotky δ. V nestrukturované CTD nebyly nalezeny ºádné konzervované AMK.

V NTD se naopak objevily oblasti, kde jsou AMK sekvence konzervováné u v¥t²iny gram pozitivních

bakterií. AMK jsou vyzna£eny na obr. 21.
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6 Záv¥r

Aby dokázala bakteriální bu¬ka p°eºít, musí p°esn¥ a p°im¥°en¥ odpovídat na zm¥ny v okolním prost°edí.

Ú£innost odpov¥di je závislá na expresi správných gen· ve správný £as. Tento proces zaji²´uje esenciální

vícepodjednotkový enzym, RNA polymerasa. Na rozdíl od velmi d·kladn¥ prostudované RNAP u gram

negativních bakterií, obsahuje RNAP u gram pozitivních bakterií navíc n¥které podjednotky (δ, ω1).

Podjednotka δ byla objevena p°ed více neº 30 lety a dosud není známa její p°esná fysiologická funkce.

Intenzivn¥ byla studována její aminokyselinová sekvence a byla vy°e²ena struktura její N-terminální

domény, která poukázala na podobnost s n¥kterými proteiny vázajícími NK v komplexu RNAP, coº u

proteinu δ nebylo pozorováno. Bylo studováno in vitro, ºe podjednotka δ zvy²uje promotorovou selektivitu

tím, ºe p·sobí jako alosterický efektor konforma£ních zm¥n RNAP a omezuje po£et kontakt· RNAP

s nepromotorovou DNA. RNAP za p°ítomnosti δ p°eváºn¥ vytvá°í uzav°ené komplexy, zatímco RNAP

s navázanou σv vytvá°í zejména otev°ené komplexy. Podjednotky σv a δ mají mezi sebou vztah vzájemné

negativní kooperace, coº je nejspí²e d·leºité aº v pozd¥j²ích fázích transkripce, kdy δ i σv jsou uvoln¥ny

z jádra RNAP. Podjednotka δ celkov¥ zvy²uje syntézu RNA díky schopnosti recyklace jádra RNAP. In

vivo bylo pozorováno, ºe δ ovliv¬uje sporulaci a zvy²uje virulenci n¥kterých patogenních bakterií. Mutanty

v genu kódující δ prokázaly stejnou rychlost r·stu a ºivotaschopnost, ale také u nich byla pozorována

prodlouºená lag fáze a morfologické odli²nosti. Zatím není známa celá 3D struktura tohoto proteinu ani

p°esná pozice vazby na RNAP. Cht¥la bych svou dal²í práci zam¥°it na tento protein a prozkoumat jeho

vazbu na dal²í proteiny vyskytující se u gram pozitivních bakterií.
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