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Seznam pouzitych zkratek:

DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina

kDa kiloDalton kiloDalton

mRNA messenger ribonucleic acid mediatorova ribonukleova kyselina
RNAP RNA polymerase RNA polymeraza

r-protein ribosomal protein ribozomalni protein

rRNA ribosomal ribonucleic acid ribozomalni ribonukleova kyselina
UTP uridintrinucleotidephosphate uridintrinukleotidfosfat

Abstrakt: Ribozém Gram-negativni bakterie Escherichia coli se sklada ze tii riznych molekul
rRNA a z 56 molekul bilkovin. Jejich syntéza v exponencidlné rostoucich buiikach je koordinované
fizena. Operon S10 koduje 11 ribozomalnich proteini. Regulace exprese proteint S10 operonu
probiha nejenom na urovni translace mechanizmem autogenni kontroly béZnym u operont
ribozomalnich proteini v E. coli, pii kterém jeden z proteini kddovanych operonem ma jak
strukturni tak 1 regulacni funkci, ale také na urovni transkripce mechanizmem pred€asného ukonceni

transkripce — atenuace.

Abstract: A Gram-negative Escherichia coli ribosome particle is comprised of 3 different rRNA
molecules and 56 protein molecules. Their synthesis in exponentially growing cultures is
coordinated. S10 operon codes for 11 ribosomal proteins. The expression of ribosomal proteins
clustered in S10 operon is regulated autogenously, not only at the level of translation, as is common
with other E. coli ribosomal protein operons where one of the proteins in the operon has both
structural and regulatory functions, but also at the level of transcription by way of premature

transcription termination — attenuation.

Kliova slova: antiterminace transkripce, atenuace, autogenni zpétnd vazba, determinanta,
genovy klastr, L4, NusA, operator, operon, pauza/pozastaveni RNA polymerdzy, promotor, p faktor,
regulace genové exprese, regulator, ribozomalni proteiny, ribozém, S10, terminace transkripce,

terminator, transkrip¢ni faktor, translacni sptazeni, vedouci sekvence mRNA

Keywords: autogenous feedback, attenuation, determinant, gene cluster, gene expression
regulation, L4, mRNA leader, NusA, operator, operon, promoter, regulator, rho factor, ribosomal
proteins, ribosome, RNA polymerase pause, S10, terminator, transcription antitermination,

transcription factor, transcription termination, translational coupling



1. Uvod

Escherichia coli, plivodnim nazvem Bacterium coli, byla identifikovana v roce 1885 némeckym
pediatrem a bakteriologem Theodorem Escherichem. Je to fakultativné anaerobni gram-negativni
zastupct stievni mikroflory a jeji pfitomnost je nezbytna pro spravny prubéh travicich procest ve
sttevé (Feng, Weagant & Grant, 2002).

E. coli je pro svou relativni jednoduchost a nenaroCnost vyznamnym nastrojem Vv
biotechnologiich a slouzi jako modelovy organizmus v genetice a mikrobiologii (Wikipedie, 2010).
Tato bakterie patfi mezi intenzivné studované organizmy mimo jiné i v oblasti regulace exprese
ribozomalnich proteinti. Tato prace si klade za cil vytvofit prehled poznatkl tykajici se regulace
exprese operonu S10 kodujiciho geny pro ribozomalni proteiny (r-proteiny), se zameétfenim
pfedevsim na bakterii E. coli.

Ribozém E. coli se sklada ze tii riznych molekul rRNA (5S, 16S a 23S rRNA) a z 56 molekul
ribozomalnich proteinii (Lindahl & Zengel, 1986; Arnold & Reilly, 1999; Wikipedie, 2010).
Jednotlivé ribozomalni proteiny jsou unikatni az na tii vyjimky: jeden protein se nachazi v obou
podjednotkach ribozému (S20 and L26), L7 a L12 jsou acetylované a metylované formy téhoz
proteinu, a L8 je komplex L7/L12 a L10. Protein L31 navic existuje ve dvou formach, v plné
velikosti 7.9 kDa a jako fragment o velikosti 7.0 kDa. Syntéza ribozomadlnich proteinli v
exponencialné rostoucich bunikach je koordinované fizena. Geny pro vSechny tfi typy rRNA jsou
soucasti operonu rrn, ktery se v genomu E. coli vyskytuje v sedmi kopiich (Kaczanowska & Rydén-
Aulin, 2007). Geny pro ribozomalni proteiny jsou naproti tomu organizovany v nékolika raznych
operonech pfitomnych na chromozému v jedné kopii. Je tedy nutné, aby syntéza téchto proteina
byla v buiice koordinovana s mnozstvim dostupnych rRNA.

Hlavnim mechanizmem pro fizeni syntézy ribozomalnich proteini a jejich koordinaci s dal§imi
r-proteiny a dostupnymi rRNA v E. coli je autogenni zpétnad vazba (Zengel & Lindahl, 1994;
Kaczanowska & Rydén-Aulin, 2007). Tento mechanizmus se uplatiiuje pfi represi translace mRNA.
Jeden zr-proteinti daného operonu se nevaze pouze na cilovou rRNA v prib¢hu sestavovani
ribozoému, ale také na svou vlastni mRNA v misté nazvaném operator. Operator mize byt umistén
jak smérem upstream od prvniho genu, tak mezi dvéma geny operonu. Pti nadbytku represorového
r-proteinu v bunice se jeho volné molekuly vazou na operator a inhibuji translaci proteini
kodovanych mRNA operonu. Represor mize kompetovat s ribozomy o mRNA, nebo svou vazbou

na mRNA vyvold vznik struktur, které zabrani pfistupu ribozoml k mistu pocatku translace.



Vysledkem této regulace je vyvazend exprese r-proteinovych operonli navzdjem i vzhledem k
syntéze rRNA.

Ptfi mechanizmu autogenni zpétné vazby se uplatiuje strukturni homologie mezi vazebnym
mistem represorovych r-proteini na rRNA a jejich vazebnym mistem na mRNA. Molekuly
regulacnich proteintl, které buiika vyprodukuje v nadbytku, a které nenaleznou volné vazebné misto
na rRNA, se vazi na mRNA a inhibuji jeji translaci; v pfipadé€ operonu S10 je kontrola translace
navic podpofena i kontrolou na trovni transkripce (Lindahl, Archer & Zengel, 1983; Lindahl &
Zengel, 1986; Freedman, Zengel, Archer & Lindahl, 1987; Lindahl, Sor, Archer, Nomura & Zengel,
1990; Lindahl & Zengel, 1990). Zatim bylo identifikovano deset represorovych r-proteinti: S1, S4,
S7, S8, S15, S20, L1, L4, L10, a L20, regulujicich nasledujici operony (v uvedeném poradi): S1, a,
str, spc, S15, S20, L11, S10, L10, a L35 (Kaczanowska & Rydén-Aulin, 2007). VySe zminéna
strukturni homologie byla napiiklad prok4zéna u operonil regulovanych proteiny S4 a S7 (Nomura,
Yates, Dean & Post, 1980) S8 (Olins & Nomura, 1981) a L1 (Branlant, Krol, Machatt & Ebel,
1981; Gourse, Thurlow, Gerbi & Zimmermann, 1981).

Koregulace vSech genii v ramci jednoho operonu je dosazeno mechanizmem translacniho
spfazeni genil r-proteinii spolecné s dal§imi mechanizmy, jako je naptiklad degradace mRNA
(Nomura, Gourse & Baughman, 1984; Zengel & Lindahl, 1994). Translacnim spiaZzenim miize
buika také zvysit rychlost translace mRNA, kdyz je koncentrace r-proteinli v bunice nizkd — geny
umisténé proximalné na mRNA zplsobi zménu sekundéarni struktury mRNA a usnadni tak translaci
genil umisténych distalné. Alternativné, ribozoém ucastnici se translace mRNA muze byt pfenesen
nezéavislych operonti r-proteinit v genomu E. coli probihd sptazenim translace vSech mRNA
nesoucich geny pro r-proteiny s jednou velkou reakci, sestavovanim ribozoému. Piestoze konkrétni
mechanizmy represe specifickych operoni maji své odliSnosti, obecny princip regulace je

jednoduchy a elegantni (Nomura, 1999).

2. Struktura a regulace exprese operonu S10 u G- bakterie Escherichia coli

2.1. Operon S10: strukturni a regula¢ni prvky

Operon S10 u E. coli je situovan mezi operony str a spc, a zahrnuje 11 genii: S10, L3, L4, L.23,
L2, L22, S19, S3, L16, L29 a S17. Jako regulaéni protein exprese S10 operonu byl identifikovan
L4, jak v in vitro experimentech, tak in vivo (Yates & Nomura, 1980; Lindahl ef al., 1983).

Exprese r-proteinil v E. coli je autogenné regulovana piedevsim na translaéni trovni (Nomura et

al., 1980; Zengel, Archer, Freedman & Lindahl, 1984). OvSem v ptipadé operonu S10 regulacni
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protein L4, ktery je kodovan v pofadi tfetim genem operonu a sklddd se z 201 aminokyselin,
inhibuje jak translaci, tak transkripci (Lindahl ef al., 1983; Freedman et al., 1987; Zengel &
Lindahl, 1990a; Zengel & Lindahl, 1994).

Kromé své regulacni funkce pfi fizeni transkripce a translace S10 operonu vykazuje protein L4
také na ribozémech nezavislou funkci regulace degradace RNA v E. coli. Bylo prokazéano, ze L4
interaguje s mistem mimo katalytickou doménu RNazy E, ¢imz inhibuje endoribonukleolytickou
aktivitu RNazy E in vitro a stabilizuje mRNA, ktera je cilovym substratem RNazy E in vivo.
Analyzy mRNA stability ukazaly, ze praimérny polocas existence transkriptli ucastnicich se stresové
odpovédi bunky E. coli se zvysil pii zvySené expresi L4 (Singh, Chang, Lin, Averina, Kaberdin &
Lin-Chao, 2009).

Kontrola transkripce operonu S10 E. coli probihd mechanizmem atenuace. Protein L4
v kombinaci s transkripcnim faktorem NusA stimuluje pied¢asnou terminaci transkripce na
prvniho genu (Lindahl et al., 1983; Freedman et al., 1987; Zengel & Lindahl, 1990b). Medidtorova
RNA v oblasti vedouci sekvence se skladd do sekundéarni struktury (viz. Obr. 2) pfipominajici
terminator nezavisly na p-faktoru (Stelzl et al., 2003). Tato vlasenkova struktura obsahuje
devitibdzovou sekvenci, kterd se vyskytuje rovnéz ve vazebném misté pro L4 na 23S rRNA. Kromé
toho se ve sméru 3’ od této sekvence nachdzi dalsi sekvence homologicka s 23S rRNA (Zengel &
Lindahl, 1992).

Pfi experimentalnim studiu Gc¢inku proteinu L4 na terminaci transkripce operonu S10 v in vitro
transkripénim systému bylo zji§téno, Zze samotny protein L4 neni pro terminaci transkripce
dostacujici, a Ze je nutny jesté jeden faktor — protein NusA (Zengel & Lindahl, 1990a; Zengel &
Lindahl, 1992; Stelzl et al., 2003). RNA polymeraza rozeznava signal pro zastaveni transkripce
obsazeny ve vedouci sekvenci mRNA, ale bez dodate¢né stimulace pouze kratce zastavi. Protein
NusA je faktor, ktery rozezndva zastavenou RNA polymerdzu a stabilizuje ji. Pozastaveny
transkripcni komplex doplnény o NusA protein pak umoziuje vazbu L4 proteinu, ktery dale zvysuje
jeho stabilitu (Zengel & Lindahl, 1992) a vede k vytvofeni ,,pre-termina¢niho komplexu‘ a nakonec
k terminaci transkripce. Ztrata schopnosti regulovat transkripci prostiednictvim L4 miize tedy byt
vysledkem defektu bud’ na irovni zastaveni RNA polymerazy zavislého na pfitomnosti NusA nebo
na urovni stabilizace zastaveného komplexu proteinem L4.

Pii regulaci translace S10 operonu dochdzi k inhibici translace prvniho genu operonu a
k roz§ifeni této inhibice na distalni geny operonu. mechanizmus translaéniho spiazeni (coupling)
nedovoli v takovém pfipadu translaci genu, pokud pfedchozi gen neni také translatovan. Napiiklad

v intercistronové oblasti mezi geny pro r-proteiny S10 a L3 je obracend repetice schopna tvofit
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sekundérni strukturu. Tato struktura maze inhibovat translaci L3; ke translaci nasledujiciho genu
mize dojit pouze pokud ribozom prekladajici distalni ¢ast genu pro S10 znemozni tvorbu této
sekundarni struktury (Oppenheim & Yanofsky, 1980; Yates & Nomura, 1980; Lindahl, Archer,
McCormick, Freedman & Zengel, 1989).

2.2. Regulace translace ribozomalnim proteinem L4

Kanonicky model autogenni regulace syntézy ribozomdlnich proteintt v E. coli je zaloZzen na
predpokladu, Ze regulacni protein rozeznava strukturné podobné cile na rRNA a na mRNA, ktera
tento protein koduje (Nomura ef al., 1980). Tento model vychazi z hypotézy, Ze regulator ma
vazebnou doménu, ktera se ucastni inkorporace proteinu do ribozému a zaroven je schopna vazat se
na vedouci sekvenci svého vlastniho operonu.

Bylo vsak prokazano, ze tyto dv¢ vlastnosti 1ze geneticky od sebe odd¢lit. Podaftilo se izolovat
mutantni formy proteinu L4, které se inkorporovaly do ribozoému, ale byly defektni ve své regula¢ni
funkci, a naopak. Nepovedlo se ovSem odd¢lit od sebe oba typy regulace, tedy regulaci transkripce

a translace, a zatim neexistuji udaje, které¢ by naznacovaly zda je néco takového mozné.
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Obr. 1: Modely rozpoznani 23S rRNA a S10 mRNA proteinem L4 (Li, Lindahl &
Zengel, 1996).

A: Jednoduchy kanonicky model — stejné vazebné misto pro mRNA i rRNA.

B: L4 ma dvé na sob¢ nezavisla RNA vazebna mista pro mRNA a rRNA.

C: Funkce L4 vyzaduje krom&é RNA-L4 interakci také interakce mezi L4 a dalSimi
faktory, napfiklad ribozomalnimi proteiny nebo proteiny transkripéniho aparatu.

Na Obr. 1 jsou ptiklady modelli, které by mohly vysvétlovat zpisob chovani L4. Obrazek A
predstavuje klasicky jednoduchy model autogenni regulace proteinem L4. Podle obrazku B by L4
mohl mit dvé nezavislé domény, jednu pro interakci s rRNA a druhou pro mRNA. Tato vazebna
mista mohou byt zcela oddélena, ale také se mohou ¢aste¢né piekryvat. Dalsi moznost spociva v
tom, ze funkce proteinu L4 vyzaduje pro své splnéni nejenom interakce typu L4-RNA, ale také
pritomnost dalSich faktorti, naptiklad ribozomalnich proteinti nebo proteina transkripéniho aparatu.

Operon S10 je dosud jedinym operonem pro ribozomalni proteiny u kterého bylo mozno oddé¢lit
schopnost regulace jeho regulacniho proteinu od funkce stavebni jednotky ribozému. Geneticka
analyza r-proteinu S8, ktery reguluje spc operon, ukazala, ze mutantni formy proteinu izolované pro
jejich snizenou schopnost regulace maji také nizkou afinitu pro 16S rRNA. Protein S8 tedy zfejmé
obsahuje doménu spolecnou pro regulacni i stavebni funkci a jeho chovani lze charakterizovat
klasickym kanonickym modelem pro autogenni kontrolu.

Byly identifikovany aminokyselinové motivy spole¢né pro mnoho RNA vazebnych proteini

(Burd & Dreyfuss, 1994; Koonin, Bork & Sander, 1994), ale zadny z nich nebyl nalezen v sekvenci



L4 E. coli (Zengel, Vorozheikina, Li & Lindahl, 1995). Nejmensi delece, kterd znemoziuje
inkorporaci L4 do ribozému, obsahuje oblast se tfemi lyziny dobie zachovanymi v eubakteridlnich
druzich. Piestoze je lakavé povazovat tyto lyzinové zbytky za esencialni determinanty pro vestaveni
L4 do ribozomu prostfednictvim vazby na rRNA, nelze vyloucit jejich ucast v kritickych

interakcich mezi proteiny pfi stavbé ribozoému.

2.3. Vazebné misto proteinu L4 na mRNA

Regulace transkripce S10 operonu se déje prostfednictvim atenuace, pifi které dochazi ke
stimulaci pfedcasné terminace transkripce v nepiekladané vedouci sekvenci asi 140 nukleotidi od
zacatku transkripce. Tento proces zacne pozastavenim RNA polymerdzy v urCité Casti atenuatoru
(viz Obr. 2, Obr. 5 a Obr. 6); konkrétn¢ se jednd o sekvence Ctyf a tfi uridinovych zbytki
situovanych v sestupné ¢asti atenuacni vlasenky (viz Obr. 2). Nasleduje stabilizace pozastavené¢ho
transkripéniho komplexu obecnym transkripénim faktorem NusA a nato proteinem L4. Nakonec
dojde k uvolnéni atenuovaného transkriptu a RNA polymerazy z templatové DNA. Celkem je pro
terminaci nutnych pouze prvnich 149 bazi z celé 172 nukleotidové vedouci sekvence.

Sekundarni struktura vedouci sekvence operonu S10 sestava z Sesti vlasenek oznacenych HA az
HG spojenych kratkymi jednofetézcovymi sekvencemi. Nejvétsi vldsenka pojmenovana HE
(atenuacéni vlasenka) je esencialni pro kontrolu transkripce i translace. Jako dalsi vlasenka dtlezita
pro transkripéni kontrolu byla identifikovana ¢tvrta vlasenka v poradi — HD. Pokusy s operonem
S10, ve kterém byla tato vlasenka odstranéna, ukazaly, Ze pro regulacni funkci L4 je HD naprosto
nezbytna. Z dalSich experimentli vyplynulo, Ze vyznamna je piedev§im sekundarni struktura
vlasenky, ne tolik uz jeji nukleotidova sekvence. Naopak proximalni tii vlasenky, HA, HB a HC

vykazuji velmi maly nebo viibec Zadny vliv na regulaci transkripce pomoci L4 (viz Obr. 2).
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Obr. 2: Vedouci sekvence S10 operonu E. coli (Zengel & Lindahl, 1990).

Sekundarni struktura nepiekladané vedouci sekvence S10 operonu. Vlasenkova struktura ucastnici se
regulace transkripce je oznacena. Terminaéni mista ATT a ATT' jsou oznacena vétSimi Sipkami.
Shine-Dalgarnova sekvence pro gen S10 (GGAG) je vyznacena tuéné. Sekvence vyskytujici se
rovnéz ve 23S rRNA v navrhovaném misté vazby L4 zahrnuji nukleotidy 117-125, 146-150, 152-
155, a 159-163. Na vyfezu vpravo je nacrtnuta spodni ¢ast atenuacni vlasenky dele¢né mutované
vedouci sekvence S10 oznacené 26B. Sekvence downstream od delece je vyznacena tucné.

Pro regulaci translace jsou postradatelné vSechny Ctyfi proximalni vlasenky, coz znamena, ze L4
bud’ rozeznava spolecnou sekvenci distalné od HD (tedy vzestupnou ¢ast vlasenky HE), ale

vyzaduje HD pro kontrolu transkripce anebo vedouci sekvence obsahuje dvé vazebnd mista pro L4.

2.4. Urcéeni vazebného mista L4

Jedna z klicovych charakteristik autogenni kontroly S10 operonu proteinem L4 je presnd

lokalizace regula¢niho mista. Vezmeme-li v ivahu primarni funkci L4 jako proteinu tvoficiho
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Obr. 3: Sekundarni struktura ti'i proximalnich domén
23S rRNA (Zengel & Lindahl, 1993).

Mista vazby L4 na 23S rRNA v intaktni 50S podjednotce
byla urcena cross-linking experimenty, a jsou vyznacena
X" (pobliz BssH II restrik¢niho mista v doméné I a Hpa I
mista v doméng II).

soucast vétsi ribozomalni podjednotky a jeho specifitu vzhledem k vlastnimu operonu, lze se
domnivat, ze jeho vazebné misto alesponn z€asti lezi ve vedouci sekvenci operonu. I soucasny
obecny model autogenni kontroly zprostfedkované r-proteiny piedpoklada, ze regulacni protein
rozeznava cil na vlastni mRNA, ktery svou strukturou napodobuje vazebné misto na rRNA.

V piipadé L4 bylo zjisténo, ze se protein vaze ke 110-ti nukleotidové oblasti domény I 23S
rRNA (viz Obr. 3). Delece dvou bazi v této oblasti 23S rRNA pobliz mista, na které se v intaktnich
ribozémech vaze L4, uz siln€ snizuje jeji afinitu k L4 (Zengel & Lindahl, 1992).

Zvl1astni v tomto ptipadé je, ze sekundarni struktura S10 mRNA (viz Obr. 2) nevykazuje zddnou
napadnou podobnost se sekundarni strukturou odpovidajici oblasti na 23S rRNA (viz Obr. 3). Je
mozné, ze sekundarni struktura nascentni 23S rRNA, ke které se L4 vaze v rané fazi procesu
sestavovani ribozému, je odlisnd od struktury zralé 23S rRNA a podoba se vice S10 mRNA.
Druhou moznosti je, Ze domény L4 interagujici s S10 mRNA nemusi pfesné souhlasit s vazebnymi
doménami pro 23S rRNA. Protein by tak mohl rozpoznat struktury RNA, které maji podobnou
primarni sekvenci, ale lisi se v prostorové konfiguraci.

Byla analyzovdna také kinetika kompetice o protein L4 mezi 23S rRNA a ternarnim

transkripénim komplexem. Z vysledkli vyplyva, Ze vazba L4 se zastavenym transkripénim



komplexem neni tak stabilni jako jeho vazba na 23S rRNA. Pfidanim dalSich molekul 23S rRNA do
transkripéniho systému in vitro dojde k vyvazani L4 a kukonceni stabilizace transkripéniho
komplexu timto proteinem zprostiedkované, tfebaze uclinek je méné vyrazny nez kdyz jsou
molekuly kompetitoru ptitomny uz ptred elongacni fazi transkripce. Tyto pokusy také oziejmily, ze
efekt proteinu L4 na transkripéni komplex spociva v jeho stabilizaci a nikoliv naptiklad
v pfechodné¢ modifikaci n€které z komponent komplexu (napt. RNA polymerdzy) a nasledném

uvolnéni z komplexu (Zengel & Lindahl, 1993).

2.5. Zastaveni RNA polymerazy

Zastaveni RNA polymerazy je dilezitym krokem v regulaci transkripce. I kdyz je z velké casti
transkripce regulovana pfi iniciaci, elongace je u prokaryot i eukaryot ¢asto naruSovana sekvencné
specifickymi pauzami. Pohyb RNA polymerdazy po matrici DNA je tedy diskontinudlni, coz
umoznuje ptimo ovlivnit expresi jakéhokoliv genu v genomu organizmu (Herbert et al., 2006).
Béhem téchto zastaveni dojde ke zpomaleni syntézy nascentniho mRNA fetézce 100-1000x (Yager
& von Hippel, 1987). Buiika pouZiva rozdilnych mechanizm zastaveni v zavislosti na Zivotnich
podminkach a dostupnosti Zivin v buiice. Tento regulacni krok je zdokumentovan naptiklad u E.
coli pii sptazeni transkripce s translaci prostfednictvim synchronizace syntézy mRNA a pohybem
ribozomu v kddujici oblasti mRNA (Wong, 2004), pti terminaci transkripce nezavislé na p-faktoru
(Yager & von Hippel, 1987; Platt, 1994), antiterminaci zavislé¢ na faktoru Q u faga A (Grayhack,
Yang, Lau & Roberts, 1985) nebo pii atenuaci vdzané na translaci (Landick & Yanofsky, 1987;
Yager & von Hippel, 1987). Specificky signal pro zastaveni neni ve vSech ptipadech zcela jasny,
ttebaze Casto pred mistem zastaveni dojde k vytvofeni stabilni vldsenkové struktury (Levin &
Chamberlin, 1987; Yang & Gardner, 1991). Mezi dalsi faktory ovliviiujici zastaveni RNA
polymerazy patfi sekvence DNA ve sméru 3’ od zastaveni, dostupnost volnych nukleotidi a
pfitomnost transkripcnich faktori jako je napiiklad protein NusA (Levin & Chamberlin, 1987;
Yager & von Hippel, 1987).

Predpoklada se existence dvou odlisSnych typt sekvencné specifického pozastaveni RNA
polymerazy: pauzy tfidy I, jako v pifipadé vedouci sekvence his operonu, které zavisi na tvorbé
vlasenky s péti pary bazi tvoricimi stonek vlasenky a osminukleotidovou smyckou, a pauzy ttidy 11
jako naptiklad ops (operon polarity suppressor), pii kterych se RNA polymeraza vrati zpatky po
DNA a zablokuje aktivni misto pomoci nascentni mRNA (Artsimovitch & Landick, 2000).

V piipad¢ terminace zavislé na p-faktoru zastaveni transkripéniho komplexu umozni p-faktoru

doséhnout ternarni komplex a uvolnit mRNA z matrice (Jin, Burgess, Richardson & Gross, 1992).



U terminace nezavislé na p miiZze pfi zastaveni polymerdzy dojit ke konformacni zméné, kterad
pfipravi komplex pro naslednou terminaci (Yang & Roberts, 1989). Korelace mezi zastavenim
RNA polymerazy a terminaci transkripce byla pozorovana i v jinych systémech. Pozastaveni
transkripéniho komplexu hraje dalezitou roli rovnéz pii jinych dé&jich nez je terminace transkripce,
naptiklad antiterminace u A faga zavisi na schopnosti Q proteinu zabranit pozastaveni RNA

polymerazy (Yang & Roberts, 1989).

2.6. Terminatory ATT a ATT’ a jejich funkce v zavislosti na koncentraci UTP

Pauza RNA polymerdazy ve vedouci sekvenci operonu S10 v E. coli je ve standardnich
podminkach in vitro transkripéniho systému nestabilni a ptechodnd. Pouze pii velmi nizkych
koncentracich UTP (5 uM) je tato pauza trvalejSiho charakteru (Sha, Lindahl & Zengel, 1995a). Ze
skutecnosti, ze koncentrace UTP je kritickym parametrem ve stabilité zastaveného terndrniho
komplexu v nepfitomnosti NusA, 1ze usuzovat na pravdépodobného kandidata odpovédného za tuto
interakci — sekvenci ¢ty zbytklti U v terminacnim misté ATT, kde dochazi k ukonceni transkripce
in vivo, a tif v mist¢ ATT’ u¢inkujiciho rovnéz v in vitro systémech (viz Obr. 2). Hlavni divod pro
existenci téchto uridinovych zbytki nejspis spociva v jejich vyznamu pro terminaci transkripce; rU-
dA interakce jsou relativné nestabilni a tim usnadiiuji uvolnéni nascentniho fetézce mRNA
z matrice (Farnham & Platt, 1980).

Bylo experimentalné prokazano, Ze delece dosahujici na svém 5’ konci témét k terminacnimu
mistu ATT’ nemd zadny vyrazny vliv na kontrolu transkripce zprosttedkovanou proteinem L4, i
kdyz zplisobi maly pokles v mnozstvi in vitro transkripti ukoncenych na ATT’. Delece zasahujici
do oblasti terminac¢nich mist ATT a ATT’ zpusobi zeslabeni, ale nikoliv inaktivaci atenuatoru,
castecné diky skutecnosti, ze sekvence oligo U termindtorové oblasti ATT odstranéna touto deleci
byla funk¢né nahrazena dvéma uridinovymi zbytky distalné od 3’ konce delece (Zengel & Lindahl,
1992). V tomto ptipadé RNA polymeraza rozpoznd misto pro zastaveni, ale stabilita komplexu je
velmi snizena. Rozpoznavaci misto pro L4 je touto deleci nedotéeno.

Uridinové zbytky v oblasti ATT/ATT’ hraji svou roli pfizastaveni RNA polymerazy
v nepiitomnosti NusA, ale pro rozpoznani mista pro zastaveni je tfeba také spoluprace dalSich
signali. Tento z&vér je doloZen skuteCnosti, Ze polymeraza stabiln¢ nezastavuje na tfech
uridinovych zbytcich nachazejicich se v koncové smycce vlasenky HC ve sméru 5° od atenuacni
vlasenky. DalSim signdlem by mohla byt struktura smycky v atenuacni vlasence HE. Bylo
prokazano, ze podobné struktury bohaté na G+C pary v jinych transkripénich jednotkach instruuji

RNA polymerazu, aby zastavila nebo i1 ukoncila transkipci (Yager & von Hippel, 1987; Lodish,
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Berk, Zipursky, Baltimore & Darnell, 1999). Podobna kumulace signalti vedoucich k zastaveni
RNA polymerazy zahrnujicich jak RNA vlasenku, tak sekvence sousedici s mistem zastaveni
polymerazy, byla rovnéZ pozorovéana u vedoucich sekvenci #rp a his operond (Chan & Landick,
1989; Lee, Phung, Stewart & Landick, 1990; Chan & Landick, 1993).

Piispévek vlasenkové struktury ke stabilit¢ pauzy RNA polymerazy tedy zavisi na koncentraci
UTP. Pro zastaveni polymerazy pii koncentraci UTP SUM neni dokonald struktura vlasenky tteba,

jak ukazuji pokusy s mutantnimi vedoucimi sekvencemi.

2.7. Vyznam transkrip¢niho faktoru NusA pro regulaci transkripce S10 operonu

Studie genové exprese bakteriofdiga A okamzit¢ po infekci bakteridlni bunky ukézala, Ze
transkript produkovany z promotoru P, kdéduje virovy protein nazvany N, ktery brani terminaci
traskripce na terminatorech t. a tg. Jakmile koncentrace proteinu N dostateCné stoupne, syntéza
dlouhych RNA transkripti zbyvajicich ¢asti genomu faga A miize pokracovat. Protein N vyZaduje
pfitomnost specifické sekvence nut (N-utilization) mezi promotorem a terminatorem, aby mohl
branit ukonceni transkripce (Lodish et al., 1999).

Izolace mutantnich kmenti E. coli, které nejsou schopné antiterminace prostfednictvim proteinu
N, a nasledné jsou resistentni vii¢i infekci bakteriofagem A, vedla k identifikaci nékolika proteini
nazvanych N-utilization substances (Nus), které N protein vyzaduje ke své funkci (viz Obr. 4). Tyto
proteiny — oznacené NusA, NusB, NusE a NusG — maji dalsi funkce v neinfikovanych buikach E.
coli. Naptiklad NusA je elongacni faktor, a NusE (jiny nazev pro r-protein S10) je jeden z proteinil
tvoticich malou podjednotku ribozomu E. coli. Tyto proteiny spolupracuji na zabranéni terminace
transkripce genti pro ribozomalni RNA (Lodish et al., 1999).

Jiny piiklad regulace genové exprese E. coli zaloZzeny na mechanizmu terminace transkripce
jsou ribozomadlni operony rrn, jejichz transkripce je CasteCné regulovana potlacenim terminace
(Prasch, Jurk, Washburn, Gottesman, Wo6hrl & Rdésch, 2009). Antiterminace u rrn operonu je
zprostfedkovana rozpozndvanou RNA sekvenci (AT) distdlné od tandemu promotord, blizko 5'
konce pre-rRNA transkriptu, a ucastni se ji fada faktorii, véetné NusA, NusB, NusE a NusG, kter¢
modifikuji RNA polymerazu pozastavenou v AT misté. Takto modifikovand RNA polymeradza
nereaguje pii transkripci na terminatory zavislé na p-faktoru. U obou antitermina¢nich systémua —
rrn operony a bakteriofag A — je modifikovana RNA polymeraza schopna pfepisovat pies vice
terminatort, ale rrn antiterminace je efektivni pouze v piipad¢ terminatori zavislych na p-faktoru
zatimco A antiterminacni komplexy jsou vysoce rezistentni vici p-zavislym i p-nezdvislym

terminatortim (Condon, Squires & Squires, 1995).
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Obr. 4: Antiterminace pomoci N proteinu faga A a proteinu E. coli (Prasch et al., 2009).

Znazornéni interakce RNAP s riznymi faktory dilezitymi pro antiterminaci. Jakmile RNAP
nasyntetizuje Anut RNA, NuskE a NusB se vaZzou na boxA4 a NusA na spacer. Vazba NusA je
stabilizovana interakci domény AR2 s C-termindlni doménou a podjednotky RNAP. AN
protein se vaze na AR1 doménu NusA a vytvari tak na svém N-konci helixovou strukturu,
kteréa rozeznava boxB.

Transkripéni faktor NusA hraje rovnéz dilezitou roli pii kontrole transkripce S10 operonu u E.
coli. Ptedpoklada se, ze NusA bud’ indukuje konformacni zménu v zastaveném komplexu, ktera

umozni RNA polymeraze interagovat s L4, nebo umozni funkci proteinu L4 pfimou cestou interakci

typu protein-protein mezi NusA a L4.
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Obr. 5: Atenuace S10 operonu zprostiedkovana proteinem L4 (Zengel & Lindahl, 1992).

A: Elongac¢ni komplex v pfitomnosti NusA — RNAP pozastavi na ATT terminanim miste.
B: Elongacni komplex v nepfitomnosti NusA — signal pro pauzu RNAP je ignorovan.

NusA se siln¢ vaze na RNA polymerazu zpisobem, ktery vylucuje souc¢asnou vazbu o-faktoru
(Greenblatt & Li, 1981) a zaroven méni konformaci polymerazy v misté vazajicim 3’ konec
vznikajici mRNA (Zhang & Hanna, 1994). Tato konformacni zména castecné vysvétluje nékteré
ucinky NusA na transkripci, jako napfiiklad stabilizaci zastaveni polymerdzy na urCitém typu

vlasenek nebo zesileni terminace u A tr2, rrnB T1 E. coli (Greenblatt, 1981; Schmidt &
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Chamberlin, 1987) a na trp terminatoru E. coli (Farnham, Greenblatt & Platt, 1982). Efekt NusA na
chovani RNA polymerazy vii€i potencidlnim termina¢nim strukturdm v nascentni mRNA je tedy
schopen vysvétlit stabilizaci transkripéniho komplexu na atenuatoru vedouci sekvence S10 operonu
(Zengel & Lindahl, 1992). V porovnani sjinymi in vitro transkripnimi systémy, ve kterych
stimulace zastaveni polymerazy nebo terminace transkripce pomoci faktoru NusA neni esencidlnim
krokem, v systému S10 operonu je pfitomnost NusA nutna.

V piipadech, kdy NusA modifikuje chovani RNA polymerdzy v pfitomnosti dalSich proteint, se
nabizeji dvé mozZnosti jeho uc¢inku. NusA muze hrat roli bezprostiedniho adaptoru véazajiciho dalsi
faktory nebo vnaset konforma¢ni zmény do RNA polymerdzy a tak usnadnovat jeji interakci
s ostatnimi faktory. Naptiklad pfi antiterminaci zprostfedkované proteinem N se NusA vaze na
spacer mezi vazebnym mistem pro NusB/NusE faktory nazvanym BoxA na 5' konci RNA a
vazebnym mistem pro protein N nazvanym BoxB (Greenblatt & Li, 1981; Prasch et al., 2009).
NusA interaguje prostfednictvim své AR1 domény s N proteinem navdzanym na vlasenkovou
strukturu vzniklou v BoxB a svou doménou AR2 je v kontaktu s C koncovou doménou o
podjednotky RNA polymerazy (viz Obr. 4). Obdobnd role NusA se ptfedpoklada pii terminaci
zavislé na p faktoru (Schmidt & Chamberlin, 1984).

2.8. Vazebné misto transkrip¢niho faktoru NusA

V ptitomnosti proteinu NusA dojde prakticky ke 100% rozpoznani signalu pro zastaveni ve
vedouci sekvenci (Zengel & Lindahl, 1992). Atenuacni vlasenka HE obsahuje veskeré potiebné
informace, aby RNA polymerdza mohla zastavit; Ctyfi pfedchazejici vladsenky lze odstranit bez
casti vlasenky HE jeji smycka — RNA polymeraza ztrati schopnost reagovat na ptitomnost NusA
pokud dojde k naruseni koncové smycky, at” uz prostiednictvim substituce bazi nebo hybridizaci
s komplementarnim oligonukleotidem.

Struktura horni ¢asti HE vlasenky je schopna piesné kontrolovat misto, kde RNA polymeraza
zastavi béhem transkripce. I u jinych operont je tato struktura dalezita: naptiklad nc¢které bodové
mutace ovliviiujici konformaci atenuacni vlasenky v thr operonu zpusobi, ze RNA polymeraza
zastavi o n€kolik bazi déale od svého obvyklého mista (Lynn, Kasper & Gardner, 1988). Sekvence
v nizsi vzestupné ¢asti atenuacni vlasenky se ziejmée netcastni interakce s NusA, protoze oligomery
komplementarni s touto oblasti nemaji Z&dny vliv na zastaveni polymerdzy v pfitomnosti NusA
proteinu. Ani sekvence piimo v misté, kde polymeraza zastavuje, neni esencialni, jak vyplyva
z pokust, ve kterych byla tato sekvence odstranéna. I v tomto ptipad¢ doslo ke stimulaci zastaveni

RNA polymerazy pomoci NusA ve stejné pozici jako u divokého typu atenuatoru. Vysledky téchto
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dele¢nich pokusti naznacuji, Ze vlasenkova struktura a mozna i sekvence bezprostiedné smérem 3’
od ni poskytuji v ptitomnosti NusA signal pro RNA polymerazu k zastaveni transkripce v oblasti
pfiblizné 20 bazi od horni smycky vlasenky HE, bez ohledu na sekvenci v tomto misté. Piesto se
RNA polymeraza nemtze na tomto misté stabiln¢ zastavit v nepfitomnosti specifickych signalt
(jako napiiklad oblast bohatd na U). Podobné podminky vyzaduji i jiné atenudtory. Napiiklad
k zastaveni RNA polymerazy ve vedouci sekvenci his a trp operonii E. coli ptispiva jak struktura
vlasenky, tak samotna oblast kolem tohoto mista (Lynn et al., 1988), podobné je tomu také u
atenuacni vlasenky his operonu u S. typhimurium (Chan & Landick, 1989). N¢kteti autofi se
domnivaji, Ze zastaveni RNA polymerazy zavislé na okolni sekvenci by mohl byt jeden z prvnich

kroka pfi terminaci transkripce (Chan & Landick, 1989; Lee ef al., 1990; Chan & Landick, 1993).

2.9. Charakteristiky mRNA rozpoznavané proteiny L4, NusA a RNA polymerazou pri
predcéasné terminaci transkripce

Bylo experimentalné prokazano, Ze atenuacni vlasenka HE ve vedouci sekvenci S10 operonu
obsahuje dostatek informaci pro navazani NusA proteinu, zatimco pro vazbu L4 je navic dulezita i
oblast ve sméru 5° konce mRNA. Je zfejmé, ze na kontrole atenuace pomoci L4 se podileji alespon
tfi odliSné odpovédi RNA polymerdzy: vnitiné specificka pauza nezéavisla na NusA, dale krok
vyzadujici protein NusA a nakonec stabilizace pozastaveného transkripéniho komplexu proteinem
L4. Témto tfem krokim odpovidaji tfi signdly pro zastaveni RNA polymerazy, které¢ byly
identifikovany v ramci vedouci sekvence S10 operonu E. coli (Zengel & Lindahl, 1992; Sha,
Lindahl & Zengel, 1995b). Tiebaze signdly pro tyto tfi odpovédi jsou lokalizovany v tomtéz

atenuac¢nim misté, jejich charakteristiky se 1isi (viz Obr. 6).

HE
pod
kes) > - -
Iy pause determinant
Elongaéni komplex Zastaveni RNA polymerdzy Musd, posili zastaveni Stabilizace proteinem L4: tvofi
v nepfitomnost Musd,; polymerazy ze pre-terminacni komples
L4 ze nemiZe navazat +
MiiFe chle pokradowat v MiiZe pomalu pokradovat v Uvialnéni transkriptu

elongaci elongaci

Obr. 6: RNA determinanty vedouci sekvence S10 operonu E. coli (Sha et al., 1995b).

Signaly na nepfekladané casti S10 mRNA se zapojuji do procesu precasné terminace transkripce
postupné, pficemz kazdy nasledujici signal podporuje a zesiluje G¢inek piechoziho signalu.
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2.9.1.Deteminanty rozhodujici pro vazbu proteinu L4

Z pokust in vivo vyplynulo, Ze delece 72 bazi na 5° konci S10 vedouci sekvence zrusi vliv L4
proteinu na inhibici transkripce (Freedman et al., 1987). Série dalSich experimentl v in vitro
transkripnim systému objasnila, Ze delece eliminujici Ctyfi proximalni vlasenky nemé zadny vliv
na vazbu NusA proteinu, ale zrusi stabilizaci zastaveného ternarniho komplexu pomoci L4 (Zengel
& Lindahl, 1992). Z vysledkt je patrné, ze signaly vedouci k zastaveni RNA polymerazy v
pfitomnosti NusA i bez n€ho leZzi v oblasti atenuacni vlasenky HE. Z dalSich genetickych a
fylogenetickych studii vyplynulo, ze tfi proximalni vladsenky ve vedouci sekvenci jsou pro
transkrip¢ni regulaci pomoci L4 postradatelné. Naopak ptitomnost vlasenky HD je nutna pro funkci
L4 (Zengel et al., 1995). Pro uplatnéni regulace transkripce pomoci proteinu L4 jsou tedy zapotiebi
sekvence obsazené jak ve vlasence HD, konkrétn€ smycka vlasenky, tak v atenuacni vlasence HE.

Prestoze regulace S10 operonu E. coli zprosttedkovana proteinem L4 je velmi specificka,
genetickd analyza S10 vedouci sekvence ukazala, Ze existuje vyrazna sekvencni flexibilita v 80
nukleotidové oblasti nutné pro tuto odpovéd’ (Zengel, Sha & Lindahl, 2002). Prvky mRNA schopné
zajistit optimalni regulaci proteinem L4 zahrnuji: 1) nepozménénou horni ¢ast atenuacni HE
vlasenky se smyckou 4-9 nukleotidi se zfejmé libovolnou sekvenci; 2) spojku 20-29 nukleotidli
zahrnujici nukleotidy downstream od vlasenky HD a vzestupnou cast vlasenky HE s relativné
flexibilni sekvenci, 1 kdyz nahrazeni 18 nukleotidového segmentu cizi sekvenci kontrolu zrusi; 3)
nezménénou vlasenku HD s Sesti pary bazi dlouhym stonkem a smyckou mezi 5-7 nukleotidy
dlouhou s relativné flexibilni sekvenci; 4) a specifické neparové sekvence obklopujici HD vlasenku
(viz Obr. 7). Tato data naznacuji, Ze regulace S10 operonu by mohla zaviset na redundatnich
vazebnych mistech s vicero interakcemi mezi mRNA, komplexem RNA polymerazy a proteinem
L4 (Zengel et al., 2002).

Zatimco oblasti ve vedouci sekvenci mRNA nutné pro funkci L4 uz zname, stale nelze s jistotou
odlisit skutecné vazebné misto L4 od pomocnych sekvenci €1 struktur.

Vysledky experimentii s oligonukleotidy komplementarnimi s uritymi tiseky mRNA ukazaly,
Ze vazbu proteinu L4 je mozné zablokovat oligomery vazajicimi se na vzestupnou ¢ast atenuacni
vlasenky. Zatimco RNA polymeraza je zastavena v ATT/ATT’ misté, 12 bazi bezprostiedné nad
mistem zastaveni RNA polymerdzy netvofi intramolekularni pary (Yager & von Hippel, 1987) a je
tak umoznéna tvorba pouze vrchni ¢asti vlasenky HE. Vedouci sekvence S10 zaujme tzv. ,,pre-
terminacni* konformaci, pfi které RNA polymeraza pozastavi v U-bohaté oblasti za vlasenkou HE a
nukleotidy spodnich dvou tfetin vldsenky HE nejsou v nascentni vedouci sekvenci sparovany (viz

Obr. 7). Baze ve vzestupné ¢asti vlasenky musi tedy pii zastaveni polymerazy zaujmout prechodnou
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alternativni strukturu (snad i jednofetézcovou). Tato struktura by mohla reprezentovat skutecny cil
pro vazbu L4. Alternativou je, ze vzestupnd ¢ast vlasenky se pouze nepiimo ucastni kontroly
transkripce prostfednictvim L4, zatimco vlastnim cilem vazby L4 je vlasenka HD. Nicméné L4
muze stale zprostfedkovat kontrolu translace i kdyz vlasenka HD chybi (Freedman et al., 1987).
Proto pokud je vlasenka HD cilem vazby L4 pfi kontrole transkripce atenuaci, potom musi mit tento

ribozomalni protein dalsi vazebné misto pro umoznéni kontroly translace (viz Obr. 1).
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Obr. 7: Sekundirni struktury vedouci sekvence S10 mRNA (Zengel et al., 2002).
A: Zékladni konformace vedouci sekvence S10 (Adaptovano od Shen, Zengel & Lindahl, 1988).

B: Predpokladana pre-terminacni konformace vedouci sekvence S10 s RNA polymerazou navazanou
na U4CGU3 oblast.

2.9.2.0blast komplementarniho parovani bazi a smycky vlasenky HE v nepfitomnosti
NusA

Pti studiu jednotlivych funkénich komponent atenua¢ni vladsenky pomoci substituce bazi a
nasledného naruseni jejich parovani se ukézalo, Ze mutace rusici parovani ve stopce vlasenky HE
eliminuje jak transkrip¢ni, tak transla¢ni kontrolu proteinem L4 (Freedman et al., 1987), zatimco
kompenzujici mutace, které parovani bazi obnovuji, umozni kontrolu translace, ale nikoliv
transkripce.

Mutace lokalizované ve smyc¢ce vlasenky HE naopak eliminuji transla¢ni kontrolu, na kontrolu
transkripce maji maly nebo vibec zadny vliv. NaruSené parovani bazi v komplementarni Casti
vlasenky zpiisobuje, ze se RNA polymerdza za nepfitomnosti L4 ani nezastavi, popiipadé€ jen na

velmi kratkou dobu. Kompenza¢ni mutace obnovujici parovani bazi obnovi také signal pro

16



zastaveni RNA polymerazy. Z toho vyplyva, ze oblast komplementarniho parovani bazi v atenuacni
vlasence HE je rozhodujicim Cinitelem pfi zastaveni RNA polymerdzy. Smycka atenuacni vlasenky
se naopak na zastaveni RNA polymerazy nepodili. Pfi pokusech se substitucemi bazi ve smycce
vlasenky se RNA polymeraza zastavi — vedouci sekvence S10 operonu se substituci ve vlasence HE

reaguje na pritomnost proteinu L4 normalné (Zengel et al., 1995).

2.9.3. Komplementace useku vedouci sekvence syntetickymi oligonukleotidy

Cela tfada pokusii o charakterizaci S10 operonu a jeho chovani pii transkripci byla zalozena na
aplikaci oligonukleotidli komplementarnich k riznym oblastem vedouci sekvence S10 operonu.
Tyto oligonukleotidy se mohou péarovat se vznikajicim fetézcem mRNA a tak narusit jeho
sekundarni strukturu. Tento pfistup tak poskytuje vhodny zplGsob pro otestovani vyznamu
specifickych sekundarnich struktur RNA (Zengel & Lindahl, 1996).

Oligomery pouzité v téchto pokusech byly navrzeny tak, aby se parovaly s vldsenkou HD a se
vzestupnou ¢asti vlasenky HE (ptfi¢emz dojde pouze k naruSeni spodni ¢asti vlasenky, ale smycka
zlustane neporusend), dalsi oligonukleotidy byly komplementarni ke smycce atenuacni vlasenky HE.
Jako negativni kontrola byl pouzit “univerzalni primer” pro M13, ktery s vedouci sekvenci S10
operonu neinteraguje.

Oligonukleotid, ktery narusil strukturu vlasenky HD, nemél prakticky zadny vliv na zastaveni
RNA polymerazy, ale znemoznil stabilizaci zastavené¢ho komplexu pomoci L4. Oligonukleotidy
narusujici vzestupnou ¢ast vlasenky HE vykazovaly stejny efekt — nebranily zastaveni polymerazy,
ale vytadily vliv L4. Je tedy zifejmé, ze primarni a sekundarni struktura v oblasti vedouci sekvence
S10 operonu, kterd zahrnuje vlasenku HD a vzestupnou ¢ast atenuacni vlasenky HE, neni dulezita
pro zastaveni RNA polymerazy stabilizované proteinem NusA, ale je esencidlni pro uplatnéni
stabiliza¢niho vlivu proteinu L4.

Na druhou stranu, oligomery, které narusuji strukturu smycky vlasenky HE, zdroven rusi i
stabiliza¢ni vliv proteinu NusA. Podle predpokladi, protein L4 nema v tomto pifipad¢ zadny vliv na
transkripéni komplex, protoze stabilizace RNA polymerazy proteinem NusA je podminkou pro
funkci L4. Tyto pokusy tedy potvrdily zavér, ze horni struktura atenuacni vlasenky HE je
rozhodujicim €initelem pro stabilizaci transkripéniho komplexu v piitomnosti NusA proteinu. Jeji
vliv na samotné zastaveni RNA polymerazy je zanedbatelny.

Tyto experimenty dale ukazaly, Ze ke stabilizaci zastaveného transkripéniho komplexu
v pfitomnosti NusA prostifednictvim proteinu L4 je nutna pfitomnost vlasenky HD a vzestupné ¢asti
vlasenky HE. Jak horni ¢ast vldsenky HE, tak oblast sousedici s mistem zastaveni polymerazy

nemaji na stabilizacni efekt proteinu L4 vliv.
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Je zajimavé, ze ackoliv interakce NusA s vedouci sekvenci ¢asové predchazi akci proteinu L4,
signal pro vazbu L4 je lokalizovan proximaln¢€ od signalu pro NusA. Vazebné misto na mRNA
rozpoznavané proteinem L4, které lezi asi 50 bazi ve sméru 5° od mista, kde RNA polymeraza
zastavuje, se mize zapojit do atenuace pravdépodobné diky své trojrozmérné strukture.
Predpoklada se, ze struktura mRNA se formuje takovym zplsobem, aby signal pro vazbu L4 byl
pfistupny v okoli zastaveného transkripéniho komplexu.

In vitro pokusy s transkripénim systémem S10 operonu naznacuji, Ze tii typy zastaveni
polymerazy, které se ucastni atenuace, tvoii hierarchii. Prvni zastaveni RNA polymerazy na
specifickém misté vedouci sekvence S10 operonu se miize pii nizké koncentraci UTP uskutecnit i
bez NusA. Jakmile RNA polymeraza na okamzik zastavi svlij postup, miize dojit k navazani NusA
proteinu, ktery tak prodluZzuje a stabilizuje zastaveni transkripéniho komplexu. Nasledné se
k tomuto modifikovanému komplexu mtize piidat i protein L4 a tim dochazi k dalsi stabilizaci a
k vytvofeni pre-termina¢niho komplexu (Zengel & Lindahl, 1992).

I kdyZ je jasné, ze zastaveni polymerazy hraje v kontrole transkripce dtlezitou roli, stale nejsou
k dispozici detaily rozhodujici mezi zastavenim a ireverzibilnim termina¢nim krokem (Yager & von
Hippel, 1987; Chan & Landick, 1993). Napftiklad signal, ktery vede k zastaveni RNA polymerazy
s velkou afinitou a pevnosti, v sob¢ jesté nemusi nést informaci pro terminaci transkripce (popularni
model terminace transkripce nezavislé na p-faktoru je zalozen na stabilni vlasence bohaté na G+C
pary (signal pro zastaveni) nasledované 3’ koncem bohatym na U, ktery zprostiedkuje uvolnéni
RNA z matrice (Farnham & Platt, 1980). Rozhodujici roli pii terminaci hraji interakce RNA
s odpovidajicimi vazebnymi misty na RNA polymeraze (Surratt, Milan & Chamberlin, 1991;
Altmann, Solow-Cordero & Chamberlin, 1994).

Zastaveny ternarni komplex obsahujici L4 je velmi stabilni in vitro, ale vysoka koncentrace
UTP muze opét indukovat elongaci transkripce (Zengel & Lindahl, 1992). K terminaci transkripce
dochazi velmi ziidka, v tom se systém lisi od atenuace probihajici in vivo. Pravdépodobné v in vitro
systému chybi dosud nezndmy dodatecny faktor, ktery by zprostiedkoval uvolnéni RNA z matrice.
Nicméné vysledky méteni transkripce in vivo pied a po indukované nadprodukci L4 potvrzuji
realizaci terminace transkripce a ne pouhého zastaveni RNA polymerdzy (Lindahl et al., 1983;
Freedman, Zengel & Lindahl, 1985). TfebaZe se nepodafilo detekovat uvolnéni atenuovaného
transkriptu z DNA, pravdépodobnost tohoto kroku v in vivo systému je velmi vysoka.

Urcité typy vlasenek bohaté na G+C pary mohou indukovat konformaci, kterd usnadnuje
uvolnéni RNA z templatu a mohla by tak byt jednim z intermediati terminace transkripce. V S10
operonu E. coli tuto roli hraje horni ¢ast atenuacni vlasenky HE. V piipad¢ jinych transkripcnich

systému se ale jedna o vlasenky nachézejici se 6-10 bazi proximalné od konce transkripce. Pokud je

18



vzdalenost vlasenky od 3’ konce nascentni RNA vétsi nez 10 nukleotidli, pak takova vlasenka
ptredstavuje spiSe signal pro zastaveni transkripce nez pro jeji ukonceni, ¢astecné proto, ze nema
takovy vliv na konfiguraci 3’ oblasti nascentni RNA (Yager & von Hippel, 1987; Lee et al., 1990;
Chan & Landick, 1993). Jelikoz vlasenka HE ve vedouci sekvenci S10 operonu je lokalizovéana vice
nez 15 nukleotidi od mista terminace, je tfeba ti€asti dodatecnych faktorii, jako naptiklad proteinu

L4.

3. Role proteinu L4 z E. coli a jinych bakterialnich organizmi v regulaci operonu S10

Také pro jiné dosud studované bakterialni organizmy plati, ze vétSina r-proteinii je seskupena do
operont podobnym zptisobem jako v E. coli. Jako ptiklad 1ze uvést Bacillus subtilis (Boylan, Suh,
Thomas & Price, 1989), Thermotoga maritima (Sanangelantoni, Bocchetta, Cammarano & Tiboni,
1994), Mycoplasma capricolum (Ohkubo, Muto, Kawauchi, Yamao & Osawa, 1987) nebo
Methanococcus vannielii (Auer, Spicker & Bock, 1989). V mnoha piipadech je dokonce potadi
genu identické. Pies svou podobnost se dulezité prvky genetické organizace u riznych druhti mezi
sebou lisi, coZ naznacuje, Ze u rozdilnych druht mikroorganizmi se vyvinuly odliSné systémy pro
regulaci syntézy r-proteinli. Napiiklad gen pro protein S4 u B. subtilis, ktery je autogenné
kontrolovan (Grundy & Henkin, 1991) neni soucasti o operonu jako u E. coli, kde kontroluje
translaci Ctyf r-proteini. Misto toho tvofi monocistronni operon a reguluje pouze svou vlastni
syntézu.

I v ptipadé, zZe je potadi genll pro r-proteiny v genomu stejné, porovnani transkripéni organizace
mezi riznymi druhy ukazuje, Ze v pribéhu evoluce doslo k rozriiznéni regula¢nich mechanizm.
Naptiklad i kdyZ genom B. subtilis obsahuje skupinu genli zahrnujici vétSinu proteinti z spc lokusu
E. coli, nebyl nalezen zadny promotor odpovidajici promotorim O a spc v E. coli. Zda se, ze
transkripce celé skupiny genli probiha z jedné regulaéni oblasti, kterd odpovida promotoru S10
operonu v E. coli. Jelikoz tento soubor gentl je v E. coli ptepisovan do tii transkripcnich jednotek
(S10, spc a a) a translace kazdé z nich je regulovana odliSnym regula¢nim r-proteinem (L4, S8 a
S4), je otazka jaky protein funguje jako regulator v B. subtilis. Podobny ptipad nastal u L11-L1 a
L10-L12 operont. V E. coli jsou to dvé transkripcni jednotky regulované proteinem L1, respektive
L10. U archebakterii Halobacterium cutirubrum (Shimmin & Dennis, 1989) a Methanococcus
vannielii (Hanner, Mayer, Kohrer, Golderer, Grobner & Piendl, 1994) jsou geny pro L1, L10 a L12
kotranskribovany, a znovu tedy vyvstdva otdzka, ktery protein slouzi v téchto mikroorganizmech
jako regulator. V ptipad€ Methanococcus vannielii je to pravdépodobné protein L1, ktery mé funkci

transla¢niho regulatoru transkripéni jednotky s geny pro L1-L10-L12 (Hanner et al., 1994).
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Za ucelem porovnani regulace exprese genii odpovidajicich operonu S10 v E. coli u vybranych
odlisnych mikroorganizmt (konkrétné¢ se jednd o enterobakterie Yersenia pseudotuberculosis a
Morganella morganii, o non-enterickou Gram-negativni bakteriit Haemophilus influenzae a o0 Gram-
pozitivni Bacillus subtilis, Thermotoga maritima a Methanococcus vannielii) byly izolovany geny
pro jejich proteiny L4 a ty byly exprimovany v E. coli (Zengel et al., 1995). Ukézalo se, ze tyto
heterologické proteiny mohou slouzit jako reguldtory operonu S10 i v E. coli. Indukce nadmérné
syntézy ciziho L4, jehoZ gen byl vnesen do organizmu na Piac plazmidu, zpiisobi inhibici tvorby
kolonii E. coli. Pfedpoklada se, ze k inhibici rtstu kolonii dochdzi mechanizmem represe translace
genu pro S10 a tim také genli pro ribozomalni proteiny lokalizovanych distalné. Stejny efekt na
buitku mé& nadprodukce vlastniho proteinu L4 (Lindahl & Zengel, 1979). Tyto vysledky také
naznacuji, ze by jednotlivé L4 proteiny mohly u téchto organizmu tc¢inkovat jako autoregulatory
syntézy r-proteint z vlastnich operoni.

Vedouci sekvence S10 mRNA fady zkoumanych enterobakterii jsou potencidlné¢ schopné
vytvofit vlasenkovou strukturu podobnou vlasenkdm HA-HE u E. coli, i piesto, ze se jejich
primarni sekvence mohou velmi lisit (Allen, Shen, Samsel, Liu, Lindahl & Zengel, 1999). Vlasenka
HD, ktera je esencidlni pro kontrolu transkripce (ne translace) a vlasenka HE, kterd je nezbytna pro
kontrolu jak transkripce tak translace S10 operonu pomoci proteinu L4, jsou pfitomné ve
zkoumanych vedoucich sekvencich operont S10, a pouze v ptipadé Pseudomonas aeruginosa je

vedouci sekvence pftilis kratka a chybi ji struktury schopné vytvoftit vlasenky HA-HC (viz Obr. 8).
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Obr. 8: Predpokladané sekundarni struktury vedoucich sekvenci S10 operonu (Allen et al., 1999).

Sekundarni struktury byly ur€eny za pouziti programu mfold. Struktura vedouci sekvence E. coli byla
potvrzena chemickym a enzymatickym strukturnim mapovanim. Misto piedCasné terminace transkripce
zprostiedkované proteinem L4 ve vedouci sekvenci E. coli je vyznaceno. Nukleotidy odlisné v alignmentu
sekvenci od E. coli jsou vyznaCeny ¢ernym kruhem s bilym textem. Shine-Dalgarnova sekvence a inicia¢ni
translaéni kodon AUG jsou ohrani¢eny jednoduchou nepferuSovanou carou.
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3.1. Srovnani proteini L4 z E. coli a dalSich mikroorganizmi

Byly porovnany nukleotidové a aminokyselinové sekvence L4 proteinti pochazejicich z riznych
bakterii navzdjem mezi sebou i vzhledem k proteinu L4 v E. coli (Allen et al., 1999). Nukleotidové
sekvence vykazuji vysokou homologii s L4 v E. coli (92% u M. morganii a 83% u H. influenzae),
pficemz vétSina zmeén je na tfeti pozici, ktera tvori synonymni kodony. Jiné odliSnosti na prvni a
druhé pozici jsou také bud soucasti synonymnich kodént, anebo koduji aminokyseliny
s postrannim fetézcem podobného charakteru. Nejméné konzervované oblasti jsou N a C-konce
proteint, ale i zde je mnoho zmén chemicky konzervativnich.

Sekvence gent pro L4 u archebakterii obsahuji ,,expanzivni“ oblast a jsou tedy delSi nez
uvedené eubakterialni geny, ale jejich srovnani ukazalo, Ze jsou rovnéz vysoce konzervované

vzhledem k eubakteridlnim proteintim.

3.2. Regulace S10 operonu E. coli cizimi proteiny L4

Regulace operonu S10 v E. coli prostiednictvim r-proteinu L4 se realizuje kombinaci inhibice
transkripce a translace. Kazdy z téchto procesl snizuje expresi uvazovanych gent 4-5 krat, takze
celkovy regulacni efekt je vysledkem obou (Freedman et al., 1985; Zengel & Lindahl, 1990b).
Protoze represe syntézy proteinti S10 operonu je v E. coli Casto stejn¢ silnd pfi regulaci cizimi
proteiny jako vlastnim L4, lze piedpokladat, ze tyto heterologické proteiny reguluji rovnéz jak
translacni, tak transkripéni troven exprese. Rozdiln¢ se chova protein L4 pivodem z Thermotoga
maritima, ktery vykazuje pouze slabou kontrolu S10 operonu u E. coli (Worbs, Wahl, Lindahl &
Zengel, 2002). Skutecnost, ze proteiny L4 pochazejici z jinych mikroorganizmti mohou regulovat
expresi gentt v S10 operonu u E. coli naznacuje, Zze vlastnosti nutné pro autogenni kontrolu jsou
velmi konzervované. Zatimco tento zavér neni piekvapujici v pfipadé vysoce homologickych
enterobakterialnich L4, nelze tak snadno odhadnout, zda naptiklad protein L4 pochézejici z bakterie
Bacillus stearothermophilus s pouhou 42% sekven¢ni homologii bude pusobit jako regulacni
protein v E. coli. Schopnost L4 zjinych bakteridlnich druhii regulovat S10 operon E. coli
naznacuje, Ze exprese odpovidajicich genli u jinych organizml by také mohla byt regulovana
vlastnimi proteiny L4. Na druhou stranu je mozné, ze struktury nutné pro regulaci jsou také
nepostradatelné pfi interakcich typu RNA-protein a protein-protein ve funkénim ribozému. Proto by
mohly byt za zachovani tohoto regula¢niho potencidlu odpovédné i selektivni tlaky zaméfené na

jiné charakteristiky L4 proteinti.
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4. Genové klastry operonu S10 z E. coli u vybranych druhii mikroorganizmi

I kdyz obecné neexistuje rozsahla kolinearita v pofadi gena v bakteridlnich genomech, nékteré
oblasti prokaryotickych genom@ maji pofadi gent v pribéhu evoluce silné¢ konzervovéano. Jednou
takovou oblasti je lokus nazvany st obsahujici operony S10, spc a a (Coenye & Vandamme, 2005).

Rizné studie navrhuji, Ze mechanizmus regulace S10 operonu prostfednictvim r-proteinu L4 u
E. coli (Lindahl et al., 1990; Yates & Nomura, 1980; Zengel & Lindahl, 1990b) je velmi rozsifeny
v poddivizi y-proteobakterii (Allen et al., 1999), i kdyz ne zcela univerzalni. Napt. Pseudomonas
aeruginosa nevykazuje kontrolu S10 operonu typu E. coli (Allen et al., 1999). Data, kterda mame k
dispozici, naznacuji, ze autogenni regulaéni mechanizmy fidici expresi r-proteini v E. coli se
vyvinuly ze spole¢ného predka nékterych, ale ne vSech, y-proteobakterii (Allen, Watkins, Lindahl &
Zengel, 2004). Kontrast mezi Siroce rozSifenou organizaci hlavnich skupin genli r-proteinii a
relativné mnohem mens$im rozsifenim regula¢nich mechanizmi typu E. coli nabizi zavér, ze nekteré

regula¢ni mechanizmy se vyvinuly mnohem pozd¢ji nez samotny operon, ktery reguluji.

4.1. Operon S10 u G+ bakterie Bacillus subtilis

V genomu B. subtilis byla nalezena skupina genl pro ribozomalni proteiny, ktera obsahuje
vétsinu genli nachazejicich se v E. coli v operonech L11, 3, S10, spc a o (Li, Lindahl, Sha &
Zengel, 1997). VSechny dosud identifikované geny kodujici ribozomalni proteiny jsou uspotfadany
ve stejném potadi jako v E. coli, ale 1i§i se v transkripénim usporadani (viz Obr. 10). V E. coli byl
na konci S10 operonu identifikovan terminator, na kterém je ukonceno asi 80% transkripta
piepisovanych z promotoru S10. V téze oblasti B. subtilis nebyla nalezena zadna podobna struktura.
V oblasti zahrnujici skupinu gent odpovidajicich S10 operonu az po O operon byly nalezeny pouze
dva slabé doplnujici promotory pifed geny secY a map (viz Obr. 10), jinak cela oblast S10-spc-a
tvoti jedinou transkripcni jednotku (Suh, Boylan, Oh & Price, 1996). Regula¢ni mechanizmus fidici
genovou expresi se rovnéz 1isi od E. coli. Regulacni proteiny pro O a spc operony v B. subtilis

nejsou znamy (Barloy-Hubler, Lelaure & Galibert, 2001).
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Obr. 9: Vedouci sekvence S10 operonu B. Subtilis (Li ez al., 1997).

Sekundarni struktura vedoucich sekvenci S10 operonu byla uréena pomoci
programu mfold. Transkripty oznacené P1 a P2 pfedstavuji vedouci sekvence z
prvniho nebo druhého promotoru. Shine-Dalgarnova sekvence je oznacena
silnym c¢ernym pruhem, sekvence péti U pfipominajici misto pfecasné

kodén AUG jsou ohranideny jednoduchou nepferusovanou &arou.

Byly nalezeny dva promotory odpovédné za transkripci celé 15 kb oblasti S10-spc-a. Lezi
ptiblizné —200, respektive —140 bp proximalné od genu pro S10. —10 hexamery ptimo odpovidaji
konsenzu 5° TATAAT 3°, —35 sekvence se s kanonickou sekvenci 5> TTGACA 3’ shoduji v péti a
ve Ctyfech nukleotidech. Oba promotory jsou funkéni, 1 kdyz distalni promotor je o néco aktivnéjsi
(Liet al., 1997).

I kdyz ma vedouci sekvence podobnou délku jako vedouci sekvence S10 operonu v E. coli, neni
mezi nimi Zadna napadnd homologie, at’ uz v primarni struktufe nebo v pocitatem urcené

sekundarni struktuie. Regulacni funkce proteinu L4 nebyla u B. subtilis zatim prokézéana. Regulace
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exprese genl pro ribozomalni bilkoviny vyzaduje specifické struktury ve vedouci sekvenci mRNA,
které jsou v B. subtilis jiné nez v E. coli. Mechanizmus fidici expresi skupiny gent S10-spc-0 v B.

subtilis je prozatim neznamy (Li et al., 1997).
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Obr. 10: Operony S10, spc a a E. coli a skupina geni S10-spc-0 u B. subtilis (Li et al., 1997).

A: Promotory (P) a terminatory (t) jsou vyznaceny nad mapami organizace genti oblasti S10-spc-a u E.
coli a B. subtilis. Slabé promotory identifikované v oblasti spc-a u B. subtilis jsou ozna¢ené hranatymi
zavorkami. Geny pro r-proteiny u E. coli s autogenné¢ regulac¢ni funkci jsou vysrafované. Geny nalezené u
B. subtilis ale ne u E. coli jsou vyznaceny bilou barvou.

B: Srovnani aminokyselinovych sekvenci r-proteinit kodovanych v S10 operonu u E. coli a B. subtilis.
Mezigenové oblasti jsou vyznaCeny nad mapou B. subtilis a pod mapou E. coli. Alignment
aminokyselinovych sekvenci byl proveden v programu LaserGene (DNAStar, Inc.). Identita
aminokyselinovych sekvenci byla spocitana jako podil aminokyselin v E. coli konzervovanych v B.
subtilis.

4.2. Operon S10 u G- bakterie Thermus thermophilus

Zajimava organizace genl pro ribozomalni proteiny byla objevena u termofilni baktérie
Thermus thermophilus, jehoz cely genom je kdédovan pouhymi 1700 kb. Geny lezi ve stejném
poradi jako jim odpovidajici geny v str, S10 a spc operonech E. coli, av§ak na rozdil od E. coli, u
které se usek mezi operony str-S10 rozklada na vice nez 15 kb, dé€li posledni gen str operonu fufA
(EF-Tu) od prvniho genu S10 operonu rpsJ (S10) pouhych osm nukleotidli a operony S10 a spc se
dokonce piekryvaji (viz Obr. 11). Je pravdépodobné, ze cela skupina genl je prepisovana

z jediného promotoru umisténého pied st operonem. Experimenty s ptibuznym Thermus aquaticus
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také prokdzaly kotranskripci genii odpovidajicich st a S10 operonlim E. coli (Jahn, Hartmann &

Erdmann, 1991).
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Obr. 11: Organizace genového klastru S10-spc-a. u E. coli a Thermus thermophilus (Pfeiffer,
Jorcke, Feltens & Hartmann, 1995)

Promotory (P) a terminatory (T) jsou vyznaceny nad mapami organizace genti oblasti S10-spc-a u E.
coli a T. thermophilus. U E. coli je vyznaCena ~15 kb intergenova oblast odd¢€lujici operon st od
operonu S10. U T. thermophilus jsou nad mapou gend vyznaceny detaily hranic mezi operony str a

.....

mezi operony S10 a spc (4 nukleotidovy piekryv kodujicich sekvenci genu pro S17 a genu pro L14).

Z evolucniho hlediska je zajimavé, Zze geny pro elongacni faktor EF-Tu a r-protein S10 jsou
rovnéz transkripéné propojeny u nékterych Archaebakterii (Creti, Citarella, Tiboni, Sanangelantoni,
Palm & Cammarano, 1991) jako naptiklad Methanococcus vannielii (Lechner, Heller & Bock,
1989). Kotranskripce gentt S10 a spc operonu se pravdépodobné odehrava také u G+ bakterie
Mycoplasma capricolum a jiz dfive zminéného Bacillus subtilis a u archebakterie Haloarcula

marismortui.

4.3. Operon S10 u G- Vibrio cholerae

Regulace genové exprese S10 operonu Vibrio cholerae je rovnéz tizena autogenni kontrolou
zprostiedkovanou r-proteinem L4 (Allen et al., 2004). I v tomto piipadé se ukazuje, Ze skupiny
genll r-proteini maji ndpadné podobnou organizaci u organizmill tak rozdilnych jako jsou
eubaktérie, archea, cyanely protist, chloroplasty a mitochondrie. Podrobna studie regulace S10
operonu Vibrio cholerae ukazala, ze 14 kontroluje promotor podobné jako u E. coli, tj. na Grovni
transkripce 1 translace, a pfestoZze vedouci sekvence je mnohem del$i nez u E. coli, pocitaCem

vygenerovana sekunddrni struktura ukazuje, Ze se pravdépodobné tvoii vlasenky analogické HA-
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HE z E. coli (viz Obr. 8). Dele¢ni analyza ukézala, ze stejné jako u E. coli, prvni tfi vldsenky nemaji
vliv na autogenni kontrolu promotoru S10 r-proteinem L4, delece vlasenky HD eliminovala
strukturu esencialni pro vazbu L4 in vitro a vyznamné snizila schopnost kontroly over-expresi L4 in
vivo. Vysledky naznacuji, Ze L4 reguluje expresi S10 operonu piedev§im indukci pfedcasné
terminace transkripce jako se déje u E. coli. Rezidudlni regulace u mutant s deletovanou HD

vlasenkou by mohla odrézet kontrolu na urovni translace.

4.4. Operon S10 u G- spirochety Leptospira interrogans

V ptipad¢ spirochety Leptospira interrogans byly podobné jako u B. subtilis objeveny dva
tandemové promotory. Na rozdil od B. subtilis, tyto promotory nebyly lokalizovany pfed genem
rpsJ (S10), ale pfed genem fus smérem upstream od rpsJ, a tidily tak transkripci celého genového

klastru S10-spc-a o velikosti 17.5 kb (Zuerner, Hartskeerl, van de Kemp & Bal, 2000).

4.5. Operon S10 u G- Sinorhizobium meliloti

Z porovnani genovych klastri 7poBC, str, S10, spc a o byla odhalena podobnost mezi G- S.
meliloti a G+ B. subtilis, kterd se ale povazuje spiSe za znak konvergence funkcnich a genomovych
evolucnich procesil nez fylogenetické ptibuznosti téchto dvou bakterii (Barloy-Hubler ef al., 2001).

Pti zkoumani vedouci sekvence S10 operonu S. meliloti se ukézalo, ze tato je schopna tvofit 5
vlasenek, pfi¢emz prvni tfi vlasenky vykazuji podobnost s vlasenkami HA-HC v E. coli, ale nebyly
detekovany zadné struktury odpovidajici vlasenkam HD nebo HE (viz Obr. 12). S vedouci sekvenci
B. subtilis nebyla pozorovana zadna vyraznd podobnost. Z uvedenych udaji vyplyva, Ze i kdyZ u S.
meliloti nelze vyloucit existenci regula¢niho mechanizmu zprostiedkovaného proteinem L4 jako je
tomu u E. coli, struktura vedouci sekvence S10 je dostatecn¢ odli$nd, ze Ize predpokladat existenci

jiného regula¢niho mechanizmu (Barloy-Hubler ef al., 2001).
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Obr. 12: S10 vedouci sekvence E. coli, S. meliloti a B. subtilis (Barloy-Hubler et al., 2001) .

Sekundarni struktury vedoucich oblasti byly uréeny pomoci programu mfold a struktura vedouci sekvence
E. coli byla navic potvrzena chemickym a enzymatickym strukturnim mapovanim. Shine-Dalgarnova
sekvence u E. coli a ptfedpokladané Shine-Dalgarnovy sekvence u S. meliloti a B. subtilis jsou oznaceny

.....

nepieruSovanou ¢arou.

5. Zavér

Srovnani riiznych bakteridlnich genoml ukazuje, Ze mezi vzdalenéjSimi taxony neexistuje
vyznamnd kolinearita v potfadi genl: pravdépodobné v pribéhu evoluce doslo dostatecné Casto k
dynamickému pteskupeni genetického materidlu a nésledné¢ k naruSeni operonové struktury u
riznych taxonil. Pfesto Ize 1 u méné piibuznych genomii nalézt nckteré vysoce konzervované
oblasti.

Organizace genti kodujicich ribozomalni proteiny je v genomech bakteridlnich organizmi
obzvlasté konzervovana. Byla urcena struktura S10 operonu E. coli, a néasledné byly zmapovany
genove klastry odpovidajici S10 operonu u fady dalSich bakteridlnich taxonu. Struktura této oblasti
je do vysoké miry zachovana u Sirokého spektra bakterii, i kdyz byly také pozorovany delece nebo
inzerce dodate¢nych genil a/nebo genové translokace.

Operon S10 E. coli patii mezi jedny z nejvice evolucné konzervovanych genovych klastra v
genomu bakteriadlnich organizmti, ale mechanizmy fidici expresi téchto geni se Casto lisi, jak je
zfejmé ze skutecnosti, Ze pozice regulacnich prvkl jako jsou promotory a termindtory transkripce
jsou zachované mnohem méné Casto. Naptiklad u E. coli je organizovano 28 genil r-proteinit S10-
spc-a klastru do 3 transkripénich jednotek, ale odpovidajici geny v B. subtilis jsou soucasti pouze

jedné transkrip¢ni jednotky.
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U E. coli je vétSina r-proteinli fizena autogenni zpétnou vazbou, kdy jeden r-protein operonu
funguje nejen jako strukturni komponenta ribozému, ale také jako regulacni protein odpovédny za
koordinaci exprese vlastniho operonu s mnozstvim dostupnych rRNA a dalSich r-proteinti.

11-ti genovy operon S10 E. coli je regulovan proteinem L4, ktery je rovnéz strukturni soucasti
vétsi ribozomalni podjednotky 508, a je kodovan tifetim genem operonu. Na rozdil od mnoha jinych
autogenn¢ kontrolovanych operont kodujicich geny pro r-proteiny, které jsou regulovany pouze na
urovni translace, je operon S10 fizen na Urovni translace 1 transkripce. Tyto dva kontrolni
mechanizmy vyzaduji rovnéz dvé ¢astecné prekryvajici se, ale presto distinktni, determinanty v
nepiekladané vedouci sekvenci S10 mRNA.

Protein L4 samotny nestac¢i pro autogenni regulaci S10 operonu na rovni transkripce, pro svou
regulac¢ni funkci vyzaduje spolupraci s transkripénim faktorem NusA. Pfi zvySené intracelularni
koncentraci proteinu L4 dochazi v pfitomnosti NusA k regulaci na urovni transkripce,
prostfednictvim pfedc¢asné terminace transkripce S10 operonu, i na urovni translace, kdy L4
reprimuje translaci S10 mRNA.

Studie ukazaly, ze protein L4 i z bakterie tak evolu¢né vzdalené od E. coli jako je napt. Bacillus
stearothermophilus mé zachované prvky nutné pro autogenni kontrolu S10 operonu v E. coli, ale
samotny mechanizmus autogenni kontroly uz tak dobfe mezi vzdalenymi bakterialnimi taxony
konzervovany neni. Potencialni sekundéarni struktury vedoucich sekvenci mRNA S10 operonu u
ruznych eubakteridlnich druhG naznacuji, Ze pouze urcitd podmnozina druhti spadajicich pod
vyvojovou vétev y-proteobakterii ma zachované strukturni determinanty ve vedouci sekvenci S10
mRNA, které jsou nezbytné pro autogenni kontrolu operonu zprostiedkovanou proteinem L4 u E.

coli.
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