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Abstrakt:

oy e

zcela objasnéna. Mechanismy popsané jiz nékolik desetileti se diky modernim metodam
podafilo objasnit na molekuldrni Urovni. Regulace bunééného cyklu v zavislosti na
metabolismu a nutricnich podminkach probiha na vice urovnich déleni bunck, nejvice je
popsano na urovni vytvareni bakteridlniho divisomu. Zmény v nutricnich podminkach
vyvoléavaji stresovou odpoveéd’, kterd vyuziva nizkomolekularni latky ucastnici se signalnich
drah vedoucich ke zméndm v bunéném cyklu. Jedna z nejvice studovanych je molekula
(p)ppGpp, ktera se ucastni stringentni odpoveédi, ale také ovliviiuje funkci sigma faktort,
piimo inhibuje iniciaci replikace vazbou na DnaG primézu a nepiimo inhibuje elongaci
replikace. Soucasné vyzkumy odhalily, ze n¢které enzymy s jiz zndmou enzymatickou funkci
v hlavnich metabolickych drahéach (glykolyzy ¢i TCA), funguji i jako senzory, které prendseji
signdl o nutricni zméné piimo do déliciho procesu buiiky. Tyto signdly nejcastéji inhibuji
protein FtsZ nebo ovliviiuji jeho pomocné proteiny a naslednou tvorbu Z prstence. Analogy
téchto enzymi byly nalezeny v grampozitivnich (Bacillus subtilis) 1 gramnegativnich
bakteriich (Escherichia coli, Caulobacter crescentus). V neposledni fad¢ se tato prace vénuje
1 nemodelovym mikroorganismim, jejichz unikdtni formy senzorti vychazi z variability

zivotniho stylu bakterii.

Kli¢ova slova: Metabolicka kontrola, bunéény cyklus, (p)ppGpp, katabolicka represe, DnaG
primaza, FtsZ, glykolyza, TCA cyklus

Abstract

Metabolic control of cell cycle has been study for a long time, but it is not completely known.
Mechanisms of metabolic control described for a several decade has been explained on
molecular level with using a modern methods. Regulation of cell cycle in consideration of
metabolism and nutritional status is going on at the several level of cell replication, the most
known is about assembly of bacterial cell divisiome. Changes in nutrient availability induce
stress response that use low-molecular substances in signaling pathways leading to changes in
the cell cycle. One of the most studied is (p)ppGpp that participates in stringent response and
affect sigma factors, directly inhibits the initiation of replication by binding to the DnaG
primase and indirectly inhibits the elongation of replication. Current researches has revealed

that some enzymes with already known enzymatic function in the major metabolic pathways



(glycolysis or TCA) also has function as sensors that transmit the nutritional change signal
directly into the cell dividing process. These signals most often inhibit FtsZ protein or affect
its helper proteins and subsequent ring formation. Analogues of these enzymes were found in
gram-positive (Bacillus subtilis) and gram-negative bacteria (Escherichia coli, Caulobacter
crescentus). Last but not least, this work is also devoted to non-model microorganisms whose

unique forms of sensors are based on the variability of the lifestyle of bacteria.

Keywords: Metabolic control, cell cycle, (p)ppGpp, catabolic repression, DnaG primase,
FtsZ, glycolysis, TCA cycle



Seznam zkratek

6PG — 6-fosfoglukonat

ATP — adenosintrifosfat

bp — part bazi, z angl.: ,,base pair"

cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

Cra —represor katabolickych drah, z angl.: ,,catabolite repressor activator
Crp — represor katabolickych drah, z angl.: ,,cAMP receptor protein‘
dsDNA- dvouvlaknova DNA, z angl.: ,,double strand DNA*

ED - Entner-Doudoroffova drdha

G - grampozitivni

G - gramnegativni

Ga5DH - glukonatdehydrogenéza

GalU — alphagalktosidaza

GdhZ - glutamatdehydrogenaza

Glc-1-P — gluk6za-1-fosfat

Glc-6-P — gluk6za-6-fostat

GtaB - glukoza-1-fosfaturidilyltransferaza

GTP — guanosintrifosfat

HB- doména vazajici helikazu, z angl.: ,,helicase bound*

KidO - oxidoreduktaza

NAD(H) — nikotinamidadenindinukleotid

NBS — Noc vazebna sekvence, z angl.: ,,Noc binding sequences
NO —angl.: ,,nucleoid occlusion*

OatA — O-acetyltransferaza

oriC — pocatek replikace, z angl. ,,origin*

PDHEla — a podjednotka pyruvatdehydrogenazy

PgcA - fosfoglukomutaza

(p)ppGpp — guanosin(penta)tetrafosfat

RNAP — RNA polymeraza

RPD — RNA polymerazova doména

SBS — SImA vazebna sekvence, z angl.: ,,SImA binding sequences*
terC — misto ukonceni replikace, z angl.: ,,termination*

TCA — cyklus trikarboxylovych kyselin, z angl.: ,, Tricarboxylic acid cycle*
TOPRIM - topoizomerazova doména

tRNA — transferovda RNA

Rtp — protein pro ukonceni replikace, z angl.: ,,replication terminator protein°
rRNA — ribozomalni RNA

UgtP — UDP-glukuronylfosfattransferaza

UDP-Glc — uridin-5"-difosfoglukoza
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1. Uvod

Bakterie ziji v nutricné¢ proménlivém prostiedi a jejich rezervoar Zivin je omezeny, na rozdil
od laboratornich podminek, kde jsou jim dopfany neménné podminky a dostatek zivin. Pro
lepsi preziti a zvladnuti stresovych podminek mohou regulaci bunééného cyklu castecné
ovladat sviij rist. Prvotni poznatky o spojeni metabolismu a bunééného cyklu definovaly geny
iniciujici a regulujici bunéény cyklus. Dalsim studiem se ukazalo, Ze spojeni mezi centralnim
metabolismem a bunéénym cyklem muze byt i pfimé. Toto propojeni je zajistovano enzymy,
participujicich na stézejnich metabolickych drahach, ptevazné na glykolyze a to bud’ enzymy
figurujici pfimo v glykolyze nebo enzymy figurujici v drahach spojenych s glykolyzou
(Weart, R.B. et al. 2007). Proteiny, jez bude popisovat tato prace, jsou u zminovanych
organismu diverzifikované, protoze jsou piikladem konvergentni evoluce, kdy se u riznych
taxonu vyvinuly podobné mechanismy.

Environmentalni prostfedi je zasadni pro ptezivani a déleni kazdé bunky, proto je dilezité
studovat, jak je buiika schopnd integrovat exogenni a endogenni signdly z okoli do vlastnich
signaliza¢nich drah, které by rist buniky ovlivnily. Diky modernim metoddm a intenzivnimu
zaméfeni se na tuto problematiku, se v posledni dobé objevuji nové, prekvapivé poznatky,
které mohou pozdéji pfinést presncjsi a ucelenéjsi pohled na to, jak bakterie dosdhne svého
cile a rozdéli se na dvé.

Bakterie maji velice variabilni metabolismy, které jsou urCeny prostfedimi, ve kterych ziji.
Popisované mechanismy se odliSuji pravé diky této variabilit¢ Zivotniho stylu. Zvolené
modelové organismy jsou plidni grampozitivni aerobni bakterie Bacillus subtilis,
gramnegativni fakultativné anaerobni Escherichia coli a gramnegativni aerobni oligotrofni
heterotrof Caulobacter crescentus.

Tato prace ma za cil shrnout nejnovéj$i potvrzené poznatky o metabolické kontrole
bunécného cyklu, které popisuji enzymy pro ptimé spojeni mezi metabolismem a bunéénym
délenim a doplnit je o star§i poznatky, které se dale vyvijeji. Mechanismy budou popisovany
na molekularni urovni doplnéné nézornymi schématy. Zminovany budou nejvice
prozkoumané organismy a také méné popsané mechanismy na nepfili§ studovanych druzich

s ohledem na jejich metabolismus.



2. Déleni bunék

Samotnému zdvojeni buiikky piedchéazi tifi hlavni kroky, zdvojeni genetické informace a
dalsich bunéénych komponent, segregace chromozomi a samotné rozdé€leni buiky.
Koncentrace potiebnych zivin je limitujici faktor pro to, zda se builka rozdéli ¢i ne. Dostupné
ziviny také ovliviiyji rychlost ristu, ¢im jich ma buiika k dispozici vice, tim je rust rychlejsi a
bunka se rychleji zvétsuje. Po spravném ukonceni prvnich dvou krokl a dosazeni kritického

objemu se burnika rozd¢li na dvé dcefiné.

2.1. Zdvojeni genetického materialu

Genetickd informace je u bakterii ulozend v podobé svinutého nukleoidu, ktery neni nijak
oddélen od cytoplazmy a vytvafi cirkuldrni molekulu. Buiika zahdji replikaci nasednutim
iniciatorového proteinu DnaA do mista replika¢niho pocatku, ktery nese ndzev oriC a odtud
probihd zdvojeni cirkuldrni molekuly v obou smérech. Regulace iniciace replikace je pod
pfisnou kontrolou proteinu DnaA, ktery nasedne pouze tehdy, ma-li buika k dispozici
dostatek zivin. Koncentrace DnaA pozitivné koreluje s ristem bunky (Atlung et al. 1987). Po
nasednuti DnaA se vytvoii dvé replikacni vidli¢ky, které se pohybuji opacnymi sméry od sebe
a tak vytvofi dvé totozné cirkuldrni molekuly DNA. Pokud replikace prob¢hne, je ukon¢ena v
termina¢nim misté terC, které se nachazi na opacném konci chromozomu nez oriC. Toto
zdvojeni se odehraje pouze jednou za bunécny cyklus, ¢ehoz je dosazeno metylaci GATC
sekvence enzymem DAM metyltransferazou. Nové vznikajici hemimetylované vldkno je
rozpoznavano proteinem SeqA a ten brani nasednuti dal$i molekuly proteinu DnaA na oriC a
spusténi dalSiho cyklu replikace. U bakterii je mozné, Ze se v rychle rostoucich buiikach
muze vytvofit dalsi replikacni vidlicka jesté pred rozdé€lenim buiiky a tim se na cirkularni

molekule objevi dva piekryvné replikacni cykly (Quinn, W. G., & Sueoka, N. 1970).

2.2. Segregace chromozomii

Pted samotnym rozdélenim buiiky je dileZité, aby se rovnomérné rozdélil geneticky material
do dvou vznikajicich dcefinych bun€k. Chromozomy, jakozZto nositelé¢ genetického materidlu,
se rozchazi k polim bunky a uvoliuji tak jeji prostiedni ¢ast pro tvorbu FtsZ prstence (viz
kapitola 2.3.). Nazort na mechanismus segregace chromozom je vice, protoze vyzkum v této
oblasti stdle probihd. Nejvice zkoumanym mikroorganismem pro studium segregace

chromozomu se stal Bacillus subtilis.



Nejstarsi modely ptedpokladaly, ze oriC je nezndmym mechanismem kotven Vv
cytoplazmatické membrané a chromosomy se tedy segreguji spolecn¢ s riistem buiky (Jacob
et al. 1963).

Velmi citované jsou prace, ve kterych za pouziti fluoroscenéni mikroskopie byly nalezeny
proteiny odpovédné za segregaci chromozomu. Vysledky ukézaly, Ze existuje mechanismus,
ktery pfi replikaci naviji DNA a nasledné ji sune k polim buiiky (Lemon and Grossman 1998;
Lemon and Grossman 2000).

Jiny model dava do souvislosti segregaci chromozomu a jev zvany transerce, coZ je spojeni
transkripce, translace a vkladani proteini do membrany. Bakterie nemaji prostorové ani
casové oddelenou transkripci s translaci, jak je tomu u eukaryot, proto nckteré oblasti
chromozomli mohou byt spojeny s membranou. Podstata déje spociva v tom, ze transeréni
komplexy pfibyvaji ve stiedu builkky a svym nartstanim tlaci DNA k opac¢nym polim buiiky
(Woldringh, 2002).

Model, ktery se v posledni dobé ukazuje jako nejspravnéjsi, spojuje segregaci chromozomi s
bakteridlnim homologem aktinu MreB (Jones et al. 2001).

MreB je jiz znam pro svou funkci regulace tvaru buiiky, kdy jeho polymeracni schopnost
distribuuje a orientuje nové syntetizovany material po buiice. MreB tvoii komplex spolecné s
proteiny MreC, MreD a RodZ a spole¢né vytvari strukturu asociovanou s cytoplazmatickou
membranou (Divakaruni et al. 2005; Kruse et al. 2005; Shiomi et al. 2008; Bendezu et al.
2009; White et al. 2010). Interakci komplexu s cytoplazmatickou membranou ve specialnich
regionech zapoc¢ne tvorba filament, které narostou pies celou buniku a tak daji bunce jeji
budouci tvar.

Spojitost s bunéénym délenim vysla najevo, kdyz se ukazalo, Ze pfi jeho absenci dochazi k
nespravné segregaci chromozomu (Defeu Soufo and Graumann 2003).

MreB piimo interaguje s chromozomy a to v misté blizko oriC, které se da ptfipodobnit k
eukaryotické centrometfe. Chromozomy jsou nésledné oddé€leny cytoskeletalnimi pohyby
spolecné s vytvofenym gradientem k opacnym po6lim bunky (Gitai, Zemer, et al. 2005).
Pozdé&ji se proteinu MreB ve vytvafeni bakterialniho divisomu, krom& mechanické funkce,
pfisoudila i funkce chemicka, ktera spociva v regulaci enzymu syntetizujici bunécnou sténu.
MreB spolu s FtsZ interaguji pravé s t€émito enzymy a spolec¢né je nasméruji do stiedu buiiky,
kde je tfeba vytvofit délici septum. Interakce MreB s FtsZ je tak esencidlni pro spravné
slozeni Z prstence, maturaci divisomu i syntézu peptidoglykanového septa (Fenton and

Gerdes, 2013).



2.3. Funkce proteinu FtsZ v bunééném déleni

proteinem FtsZ. FtsZ je tubulinu pfibuzny protein s GTPazovou aktivitou (De Boer et al.
1992). Pii déleni vytvaii jakési leSeni a strukturu zvanou Z prstenec, ktery buiiku pretne a
oddéli uprostied na dvé bunky dcefiné (Bi and Lutkenhaus 1991). Regulace tohoto dé&je se
ucastni dal$i doplinkové proteiny a jejich interakcemi s FtsZ se vytvari Z prstenec (Adams and
Errington 2009). Proteiny, které jsou pro vytvofeni Z prstence nezbytné, mohou byt naptiklad
FtsZ vazebné proteiny ZapA, ZapB, FtsA (De Boer, 2010).

FtsZ je hojn¢ studovan na organismech Escherichia coli a Bacillus subtilis, kde se ukazaly byt
za spravné nacasovani a pozici Z prstence zodpovédné hlavné dva regulacni systémy, Min
systém a tzv. ,,nucleoid occlusion® (NO). Min systém zahrnuje sadu proteinil, které¢ udavaji
pozici Z prstence (Romberg and Levin, 2003), kde nejdilezitéjsi jsou tfi z nich. Proteiny
MinCa MinD vytvaii strukturu na poélech bunky a také osciluji kolem nukleoidu. Protein
MinE osciluje od pélu k poélu a nejvice je frekventovan uprostied, kde vytlacuje MinCD
komplex. MinC navic inhibuje polymeraci FtsZ prstence pfimou interakci (Hu et al. 1999).
Prstenec se tedy vytvofi tam, kde je nejmensi koncentrace MinC a to je uprostied builky
(Monahan, L. G., Harry, E. J. 2013).

Jev zvany nucleoid occlusion (NO) pocita s existenci silnych inhibitort, které se vytvari
behem transkripce Ci translace. Prvni takové objevené faktory byly proteiny Noc, nalezen
v Bacillus subtilis (Wu and Errington 2004) a protein SImA, nalezen v Escherichia coli
(Bernhardt and de Boer 2005). Funkce obou proteina spociva v inhibici polymerace FtsZ, oba
jsou to DNA vazebné proteiny a oba interaguji s FtsZ pfimo pies specifické domény.

Protein SImA interaguje s FtsZ svou C terminalni doménou a také interaguje s DNA a
spole¢né tvoii komplex s FtsZ. Vazba proteinu SImA do specifickych mist chromosomu (SBS
mist) ptimo blokuje polymeraci FtsZ a tedy sloZeni Z prstence (Cho, Hongbaek, et al. 2011).
Protein Noc je membranové vazany protein asociovany s membranou svym N koncem, vaze
se také do specifickych mist chromosomu (NBS mist) (Wu, Ling Juan, et al. 2009). Spojenim
DNA s membranou zastavuje bunééné déleni. Pfesny mechanismus inhibice FtsZ neni dosud
znam, protoze nebyla zaznamenana interakce Noc s FtsZ jak je tomu u SImA. Hypotéza je, ze
protein Noc asociaci s membranou a DNA vytvati velky nukleoproteinovy komplex, ktery

fyzicky inhibuje bunééné déleni (Adams, Wu and Errington 2015).



3. Regula¢ni mechanismy nutri¢niho stresu ovliviiujici buné¢né

déleni

Nutriéni zmény vyvolavaji stresové odpovédi, které pievadéji signal do regulacnich
mechanismi, které jsou dulezit¢ pro zvladnuti stresovych podminek a pro piipadné
pozastaveni déleni bunck. Tyto mechanismy jsou jiz zndmy mnoha let a zahrnuji takové

molekuly, které se vyskytuji napfi¢ vétSiny druhii organismi.

3.1. Regulace iniciace replikace

i aktivita. Hladina DnaA pfibyva spole¢né s bunéénou masou (Atlung et al. 1987). Nezbytna
pro nasednuti DnaA do oriC je vazba DnaA s ATP, ktera urcuje frekvenci iniciace replikace
(Sekimizu et al. 1987). V rostoucich buiikach je k dispozici dostate¢né mnozstvi volného
ATP, vytvaii se tedy vice vazeb DnaA-ATP a Castéji se iniciuje replikace.

Je jen malo zndmo, jak koreluje aktivita DnaA se zménami v bunééném rlstu. U
mikroorganismu Bacillus subtilis studie prokéazala, ze DnaA dostate¢n¢ nekoreluje s nutricnim
stavem bunky (Murray, Heath, and Alan Koh. 2014). Nicméné nepiimé spojeni mezi
nutriénim stavem a iniciaci replikace zajiStuji regulacni proteiny DnaA, proteiny Soj a YabA.
proteinu DnaA. Pozitivni regulace spociva ve vazbé Soj s ATP, ¢imz se vytvaii dimer, cozZ je
forma, ve které muize nasednout na DNA a spolecné s DnaA asistovat u rozplétani
dvouvlaknové molekuly (Katayama et al. 2010). Inhibicni mechanismus je pak zptisoben
kontaktem proteinu Soj s proteinem Spo0J, kdy dochazi k hydrolyze ATP a rozpadu jeho
dimerni funk¢ni formy na dva monomery ATP. Protein YabA je regulator negativni, kdy tvori
mustek mezi proteinem DnaA a svorkovym proteinem DNA polymerdzy a tim zastavuje
DNA replikaci, protoZe inhibuje nezbytnou polymerizaci proteinu DnaA (Soufo, Clarisse
Defeu, et al. 2008). Hladina proteinti Soj 1 YabA koreluje s nutricnim stavem, koncentrace
obou stoupa pii vétSim piisunu aminokyselin a tak de facto zprostfedkovavaji ptenos
informace o nutri¢nim stavu do regulace iniciace replikace (Murray, H., & Koh, A. 2014).
Jasn¢ prokdzand spojitost mezi aktivitou DnaA a nutricnim stavem je jen u bakterie
Caulobacter crescentus (viz kapitola 5.1.).

Za spravny prubeh iniciace replikace jsou zodpovédné primarné dalsi tii proteiny DnaE

polymeraza, DnaC helikaza a DnaG priméza, hladina vSech téchto proteint koreluje s rostouci
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se z vyjmenovanych tykaji pouze DnaG primdzy, ktera katalyzuje syntézu primeru (viz
kapitola 3.2.(1.)). Ukonceni replikace v misté ter provadi protein Rtp (Duggin and Wake,
2002). Jak se ukazalo, tak aktivita Rtp je stejné jako aktivita DnaA nezavisla na koncentraci

zivin (Wang et al. 2007).

3.2. Stringentni odpovéd’ a funkce (p)ppGpp v déleni bakterialni bunky
Stringentni odpovéd’ byla diive definovana jako programovana transkripéni zména zpisobena
nutri¢ni deprivaci, kterd se zna¢i nedostateCnym ptisunem aminokyselin, coz ma za nasledek
snizeni transkripce a translace (Levine et al. 1991, Schreiber et al. 1995). Dnes se tak fika
jakékoliv nutri¢ni deprivaci, kdy se hromadi molekuly ppGpp (guanosintetrafostat) a pppGpp
(guanosinpentafosfat) (Potrykus, K., & Cashel, M. 2008). Molekuldrni mechanismus
stringentni odpovédi a nasledné ukonceni translace spociva v disledku hromadéni nenabitych
tRNA na ribozomu, v pfipadé¢ hladovéni na aminokyseliny. Rozdilny, ale dosud neznamy
molekularni mechanismus, se objevuje v piipad¢ nedostatku fosfatu. Ribozom je také dale
blokovén proteinem RelA, ktery se vaze do A mista ribozomu (Haseltine, William A., and
Ricardo Block. 1973). RelA je téz protein, ktery syntetizuje alarmujici nukleotidy (p)ppGpp,
kdy molekula pppGpp je syntetizovana z GTP a molekula ppGpp je syntetizovana z ATP a
GDP. Dalsi protein, ktery reguluje hladiny (p)ppGpp, je SpoT, ktery zpisobuje degradaci
(p)ppGpp pii nedostatku aminokyselin. Pii nedostatku fosfatu se hladina (p)ppGpp naopak
zvySuje v dusledku inhibice proteinu SpoT. Proteiny RelA a SpoT patii do rodiny proteini
RSH (RelA/SpoT homologue) a oba maji katalytickou doménu na svém C konci, kdy u RelA
proteinu jde o syntetickou doménu a u SpoT proteinu o hydrolytickou doménu. V popsaném
metabolismu (p)ppGpp je dale dllezity enzym Gppa (gammafosfathydrolaza), ktery
konvertuje pppGpp na ppGpp podle akumulace tohoto nukleotidu v bunce.



o
]
-::._|I:| = _Q_p_g
1 (!J M HP;AENH;
SpoT RelA SpoT ' .
SpoT
pGpp PPPGpp

o OH
O—F=0

o—P=0

GppA b

Obr. 1: Vlevo schéma reprezentujici metabolismus (p)ppGpp u E.coli s vyznacenymi enzymy

zde figurujicimi. Prevzato z (Wang et al. 2013). Vpravo chemicky vzorec (p)ppGpp.

Nukleotid (p)ppGpp je globalni faktor, ktery negativné reguluje expresi mnoha gend, véetné
komponent bakterialniho replisomu (Durfee et al. 2007).

Bylo prokdzano, ze (p)ppGpp inhibuje bunécéné déleni pfimou i nepiimou cestou. U
Escherichia coli bylo zaznamenano, ze (p)ppGpp inhibuje iniciaci i elongaci replikace,
kdezto u Bacillus subtilis jen elongaci a ani mnoho dalSich studii neprokazalo, ze je jeho
déleni téZz regulovano ve fazi iniciace replikace (Lark and Lark, 1966; Billen and Hewitt,
1966; Marsh and Hepburn, 1980; Levine et al., 1991; Ferullo and Lovett, 2008; Tehranchi et
al., 2010). P11 inhibici iniciace replikace se tedy jedna o pifimou cestu, kterou zprostfedkovava
vazba (p)ppGpp na DnaG primazu a ve vysledku je zastavena primazova aktivita DnaG (viz
kapitola 3.2.1.). Co se tyCe nepiimé inhibice (elongace) replikace je nejpravdépodobnéjsi
pfi¢inou vycerpani nukleotidit ANTP (deoxyribonukleotidtrifostat), které snadno podléhaji
nutri¢ni deprivaci, protoZe pro zdarné dokonceni elongace replikace si musi drZet svou stalou
hladinu, jakoZto stavebni jednotky pro DNA. Inhibice elongace vykazuje silngjsi efekt nez
inhibice iniciace (Wang et al. 2013). Sila efektu také zavisi na koncentraci (p)ppGpp, kdy

v v

al. 2007).

3.2.1. Struktura vazby DnaG primazy a (p)ppGpp

Pro lepsi pochopeni, jak ptesné interferuje indukce stringentni odpovédi se syntézou primeru,
byl popsdn model vazby DnaG primazy a inhibi¢niho nukleotidu (p)ppGpp. Protein DnaG ma
RNA polymerazovou doménu (RPD), kterda ma dalsi tfi subdomény a to N-subdoménu (N-



SUB), TOPRIM doménu vazajici enzymy topoizomerazu I a II a také helikalni uzel (HB)
(viz obr. 2).

Vazba nukleotidii na DnaG primazu vyzaduje pitomnost kofaktoru a to bud® Mg*" nebo
Mn?". Oba zminéné ionty mohou byt usp&$né zaménitelné. Pro vazbu topoizomerazy II, ktera
vytvaii zlom obou vldken DNA (ds zlom) a nasledn¢ obé vlakna spoji, je také vyzadovana
pritomnost kofaktoru. Inspiraci touto vazbou vyzadujici kofaktor vyslo najevo, ze nukleotidy
(p)ppGpp se na DnaG primdzu vazou do pozice +1 nukleobaze od vazebného mista pro
topoizomerazu Il a touto vazbou zablokuji vstup dalSich nukleotidi, které jsou stavebnim
materidlem pro primer, jehoz stavba se tak zablokuje. Dalsi vliv vazby (p)ppGpp s DnaG
priméazou se ukazal byt na heteroduplex RNA*DNA a to kompetici (p)ppGpp s GTP. Oba
nukleotidy soutézi o misto na 5'konci (5'-CTG a 5'-CAG) DnaG primazy, na kterém jediném
muze GTP iniciovat transkripci. Vyzkum tedy ukézal, Zze ppGpp a pppGpp kvantitativné
blokuji syntézu primeru v zéavislosti na koncentraci GTP (Rymer, Richard U., et al. 2012).
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Obr. 2: Schéma domén DnaG primazy: ZBD (zinek vazebnd doména), RPD (RNA

polymerazova doména), HID (helikazova doména. Prevzato z (Rymer, Richard U., et al.

2012).

Obr. 3: Model vazby pppGpp (B) a ppGpp (C) na DnaG primazu (tyckovity model). (A)

predstavuje kofaktor Mg’*. Prevzato z (Rymer, Richard U., et al. 2012).
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3.3. Vazba (p)ppGpp na sigma faktory RNA polymerazy u Escherichia coli
Sigma faktory jsou podjednotky, které se vazi na DNA dependentni RNA polymerazu
(RNAP) a tak vytvaii holoenzym (Eoc) urcujici vybér promotori a naslednou expresi
potiebnych gend. Casto se angaZuji v odpovédich na zmény prostiedi, tedy i na nutriéni
zmény. Nedavné vyzkumy odhalily, ze globélni alarmujici nukleotid (p)ppGpp ma vliv i na
dlouho zname sigma faktory (Magnusson 2005).

Nukleotid (p)ppGpp se vaze na rozhrani B’a ® podjednotek RNA-polymerazy. K vazbé
(p)ppGpp na sigma faktory je vyzadovan transkripéni faktor DksA, ktery interaguje se
sekundarnim pérem RNAP (Paul et al. 2004; Perederina et al. 2004). Spolecné reguluji
expresi gentl nebo aktivitu sigma faktort, jako je o° (RpoS) (Brown et al. 2002) nebo o"
(Costanzo et al. 2008). Komplex DksA/RNAP/(p)ppGpp sniZuje stabilitu tzv. oteviené¢ho
komplexu, coz znamené rozpleteni dSDNA v oblasti promotoru, na ktery pak mize RNA
polymeraza nasednout. Bude-li se jednat o aktivaci ¢i inhibici zéalezi na kinetickych a
termodynamickych parametrech jednotlivych promotort (Gopalkrishnan et al. 2014).

Sigma$S (c°, RpoS) je hlavni regulator obecné stresové odpovédi u E.coli, ktery reguluje
kolem 50 gent, které pomdhaji bunice vyrovnat se se stresem (Brown et al. 2002). KdyZ se
butika nachézi v dostate¢ném nutriénim prostiedi, vaze se na RNA polymerazu o'°, ktera
spusti expresi tzv. ,house-keeping® gent, které zajistuji zakladni bunééné a metabolické
funkce. KdyzZ je ale buiika vystavena stresu a zvysi se hladina molekul (p)ppGpp, roste i
koncentrace 6° a spousti se stresova odpovéd:.

70" 0 misto na

Stavajici hypotézou je, 7¢ o> faktor je preferovan na zakladé kompetice s o
RNAP a v piipads pritomnosti (p)ppGpp je zvyhodiiovana o° (Jishage et al. 2002).

SigmaE (c") je zasadni faktor v nutriénim a oxida¢nim stresu, exprimuje viak dali dilezité
geny (biosyntéza lipopolysacharidli, mastnych kyselin, oligosacharidii). Jeho funkce je také
fizena rostouci hladinou (p)ppGpp a to jak piimo vazbou s DksA, tak nepiimo negativni
regulaci transkripce z promotorti genit pro rRNA. Pfima vazba (p)ppGpp s DksA muze mit
jak pozitivni tak negativni efekt na transkripci genil podle kinetickych parametrii. Nepifimy
vliv je také vysvétlovan rostoucimi volnymi vazebnymi misty na RNAP pfi rostouci hlading
(p)ppGpp a naslednou kompetici riznych sigma faktori o tyto vazebna mista (Costanzo,
Alessandra et al. 2008).

Dalsi vyznamny mechanismus, kdy se vazbou na DNA reguluje syntéza dulezitych gent

kodujicich metabolické komponenty, jsou transkripéni faktory (viz kapitoly 3.4. a 4.3.1.)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3115499/#R56
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3115499/#R58

3.4. Transkripéni faktory katabolické represe u Escherichia coli

Katabolicka represe je zpétnad pozitivni regulace transkripce, ktera bakteriim umoziuje
vyuzivat rizné zdroje uhliku. U G~ bakterii jsou dva hlavni regulatory katabolické represe a to
aktivator ¢i inhibitor Cra (catabolite repressor activator), obCas zvany CAP (catabolite gene-
activator protein). Druhym je protein Crp (cAMP receptor protein), jehoz funkce je fizena
pritomnosti cAMP. Pti zvySeni koncentrace proteinu, Crp vytvoii s cAMP komplex a tento
komplex fidi funkci mnoha operonti. Oba tyto proteiny byly znamy pro svou regulaci enzymu
hlavniho metabolismu uhliku, dnesni studie vSak ukazaly, ze kdduji drah mnohem vice.

Po analyze vazebnych mist v genomu pro Cra protein bylo objeveno, Ze se jich u E.coli
nachazi celkem 164. Byly mezi nimi nalezeny vazebna mista pro vSechny geny kodujici
enzymy  centralntho  metabolismu, jako  napiiklad gapd  (glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenaza), eno (enolaza) nebo hydN (formatdehydrogenaza). Protein Cra ma na
tyto enzymy vliv pouze inhibi¢ni a jeho role spoc¢iva v udrzeni konstantniho mnozstvi enzymi
v ménicich se podminkach prostiedi (Shimada et al. 2011).

Pro protein Crp bylo v genomu E.coli nalezeno 254 vazebnych mist zahrnujicich mista pro
enzymy glykolyzy, komplexu pyruvat dehydrogendzy a TCA cyklu. Kédované jsou napiiklad
geny fabA (fruktoza-1,6-bisfosfataldolaza), gapA (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza)
nebo pgk (fosfoglyceratkinaza). Proteinu Crp byla nové pfisouzena i role v kodovani genti pro
ABC transportery, coz napoméha fazeni uhlikatych zdroji ke spravnym transportérim
(Shimada, Tomohiro, et al. 2011).

Protein Cra ma roli 1 v metabolickém obratu, konkrétné v obratu mezi glykolyzou a
glukoneogenezi. Reverzibilni reakce glykolyzy, umoZnujici zménu na glukoneogenezy, jsou
tii a protein Cra reprimuje tii geny kodujici enzymy Ucastnici se tohoto obratu. Jsou to geny
pykA a pykF kédujici pyruvatkindzu a glk koédujici glukokinazu. Tento proces je regulovan
koncentraci molekul fruktéza-1,6-bisfostat a fruktéza-6-fostat, které tvofi jednu =z
reverzibilnich reakci (Shimada et al. 2011).

I protein Crp hraje roli v metabolickém obratu, kdy je aktivovan pifi absenci glukozy a
aktivuje vSechny geny tvofici obrat glykolyzy v glukoneogenezy.

Katabolicka represe tidi syntézu enzymu a substratii, které mohou piimo ovliviiovat bunécny

cyklus, jak, o tom bude pojedndno v nésledujici kapitole.
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4. Primé metabolické senzory uplatiujici se v regulaci bunécného

cyklu

Dosud byly popisovany mechanismy, které maji vliv na dé€leni buiikky vice méné nepiimy.
Objeveni nové funkce znamych enzymd, ktera spociva v pifeneseni signalu piimou cestou
z metabolickych drah a ovlivnéni tak rozdéleni burnky, zpiisobilo v dané problematice jakousi
revoluci a pfineslo nové moznosti pro studium.

Tradi¢ni metody studia metabolismu jsou nespolehliva, diky tomu, ze metabolické mutace
mohou zpusobit fadu pifimych a neptfimych zmén v bunééném cyklu, které se pozdéji obtizné
kvantifikuji. Z tohoto diivodu je potieba modernich metod kvantifikujicich celé metabolomy,
aby se tak daly popisovat kompletni zmény v metabolismu.

Testovani enzymatickych aktivit probiha tvofenim mutant, ve kterych jsou dané enzymy

nefunkéni.

4.1. Pfimé metabolické senzory u Bacillus subtilis

B. subtilis je G*, pudni, acrobni bakterie z tiidy Bacilli. B. subtilis byl zvolen jako modelovy
organismus pro G’ bakterie a probéhlo na ném jiz nékolik vyznamnych studii v oblasti
metabolické kontroly bunééného cyklu, véetn€ objeveni nékolika enzymi ovliviiujici bunééné

dé€leni piimou cestou.

4.1.1. Pyruvait a jeho role v bunééném déleni

Mezi hlavni drahy centralniho metabolismu uhliku patii glykolyza (Entner-Doudoroffova
draha, pentozofosfatovy cyklus), glukoneogeneze, pentozofosfatovda draha a cyklus
trikarboxylovych kyselin, jejichz produkty poskytuji spoje mezi jednotlivymi drahami.
Pyruvat je vychozim produktem glykolyzy a poté vstupuje do TCA cyklu jako acetyl-
koenzym A (A-CoA). Pyruvat je produkovan enzymem pyruvatkindzou. Podle studie
Monahana a spolupracovnikli je formace Z prstence zavisld na syntéze pyruvatu, jelikoz
vytvofené mutanty nemajici enzym syntetizujici pyruvat vykazovaly poruchy ve tvorbé
Z prstence. Po pfidani pyruvatu se vSak Z prstenec vytvoril, proto se za krucialni oznacuje
samotny pyruvat. Jelikoz nebylo prokdzano piimé plsobeni pyruvatu na FtsZ,
nejpravdépodobnéj$im mechanismem vysvétlujici regulaci formace Z prstence je pisobeni

pyruvatu na dalsi proteiny regulujici jeho tvorbu.
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Pro lepsi pochopeni molekularniho mechanismu byly testovany dals$i enzymy ucastnici se
metabolismu pyruvatu a ukazalo se, ze jistd podjednotka enzymu pyruvatdehydrogendzy, coz
je enzym ktery pyruvat rozklada na acetylkoenzym A a oxid uhli¢ity, zvand Ela (PDHEl),
je svym rozmisténim podobna rozmisténi nukleoidu pii déleni, a Zze je tedy s genetickou
molekulou spojend. PDHEla je pfi nizké koncentraci zivin rozmisténa po celé cytoplazmé,
pfi vysoké koncentraci zivin se vSak soustfedi do oblasti nukleoidu (viz obr. 4) a pravé to fidi
formaci Z prstence uprostied. Asociace PDHEla s chromosomy se nejspiSe uskuteciiuje
v misté, kde se jiz nenachdzi proteiny SImA a Noc, které se v posledni fazi segregace
chromozomu posouvaji k pélim bunky (Monahan, Leigh G., et al. 2014).

Toto spojeni glykolyzy a bunééného deleni ukazuje, jak moc je spravné déleni bunék zavislé

na koncentraci zivin v okoli.
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Obr. 4: Rozmisteni PDHElo (modre) v cytoplazme (bild) a nukleoidu (Seda) v poslednim
kroku segregace chromozomii. Apyk mutant ma zablokovanou syntézu pyruvatu. Min a NO
Jjsou inhibitory polymerizace FtsZ. Net predstavuje rovnovahu mezi pozitivnimi a negativnimi

regulatory proteinu FtsZ pri jejich rozdilné pozici v buiice. Prevzato z (Monahan , Leigh G.,
etal. 2014).

4.1.2. Protein UgtP — regulator formace déliciho septa

Prvnim objevenym enzymem, propojujicim piimo metabolismus s bunéénym cyklem, se stal
protein UgtP a byl popsany v praci Wearta a spol. Mechanismus UgtP byl zpozorovan a
castecné popsan na organismu Bacillus subtilis. Hlavni, jiz znamd, enzymatickd aktivita
proteinu UgtP je ucast na syntéze diglukosyl-diacylgylcerolu, coz je kotva pro LTA
(lipoteichova kyselina), ktera tvofi vyznamnou soucést cytoplazmatické membrany. Zaroven,

ale bylo objeveno, ze inhibuje deleni bunck interakcemi s FtsZ pti nedostatku Zivin.
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Na koncentraci zivin je zavisla jak exprese proteinu UgtP, tak i jeho lokalizace. UgtP vytvari
pfimé lateralni interakce s proteinem FtsZ mezi jednotlivymi protofilamenty a v ptipadé
absence UgtP vytvoii FtsZ zauzlenou strukturu (Weart, R. B. et al. 2007). Podobn¢ jako
pyruvat (viz kapitola 4.1.2.) je UgtP v nutri¢né bohatych podminkach exprimovan vice a je
lokalizovan v blizkosti déliciho septa, aby tak mohl interagovat s proteinem FtsZ. Naopak
v bunikach vystavenych nutricnimu stresu, unikd UgtP mimo oblast pocinajicich dcefinych

bunék a je rozmistén po celé cytoplazmé (viz obr. 5) (Chien, Levin et al. 2012).

®—- @& @
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Obr. 5: Rozmisteni UgtP (zelené) v buiice pri tvorbé Z prstence (Cervené) v zavislosti na

koncentraci zZivin. Vlevo vysoka koncentrace, vpravo nizkd. Prevzato z (Weart et al. 2007).

Pfesny mechanismus inhibice FtsZ neni dosud objasnén, s nejvetsi pravdépodobnosti se tak
déje na zaklad¢ tvorby cepiCky na protofilamentech pomoci UgtP, ¢imz se zastavi jejich
polymerace. Vliv na GTPazovou aktivitu FtsZ nebyl prokdzan (Chien, Levin et al. 2012).

Biochemicka draha, kterd ptedchéazi tvorbé UgtP je biosyntéza glukolipidi. V této draze
figuruji enzymy PgcA (fosfoglukomutaza) a GtaB (glukoza-1-fosfat uridilyltransferaza), které
na efektorovy protein UgtP pievadéji signal. Katalytickd funkce PgcA je izomerizace
gluk6za-6-fosfat (Glc-6-P) na glukoza-1-fosfat (Gle-1-P). Enzym GtaB katalyzuje tvorbu
uridine-5"-difosfoglukézy (UDP-Glc) z Glc-1-P (viz obr. 6). Tyto dva enzymy ovliviiuji
lokalizaci UgtP, nikoliv jeho expresi (Weart R. B. et al. 2007). Vytvoifena UDP-gluk6za
slouzi jako wvnitrobunécné c¢idlo koncentrace zivin, jeji koncentrace vzrustd v buiikach
majicich dostatek zivin, takZe se da ptipodobnit k nukleotidu (p)ppGpp, 1 kdyz je zde opacny
trend. UDP-glc je aktivatorem UgtP, tak, ze plsobi zmény v jeho oligomerizaci, kdyz je
UDP-glc ptitomna, pomahé stabilizovat interakce UgtP s FtsZ, naopak kdyz je pak v
hladov¢jicich bunkadch UDP gluko6za neptitomna, UgtP vytvofi interakce mezi sebou a tim se

inaktivuje (Chien, Levin et al. 2012).
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Obr. 6: Schéma spolupiisobeni enzymii UgtP, GtaB s PgcA u Bacillus subtilis na syntézu
proteinu UgtP, ktery inhibuje FtsZ (zelené). Prevzato z (Hill, Norbert S., et al. 2013)

4.1.2. Protein PlsX

PIsX je klicovy enzym pro syntézu fosfolipidi a mastnych kyseliny, kdy ptfinasi acylovou
skupinu na koenzym A, coZz je zadsadni krok pro iniciaci biosyntézy fosfolipidi. Podle
soucasnych studii také figuruje jako regulator bunécného déleni. Jako dalsi zminéné proteiny,
je 1 PIsX v bunce lokalizovan podle postupné tvorby déliciho septa. PlsX nicméné interaguje
s pomocnym proteinem FtsZ a to s kotvicim proteinem FtsA a spole¢né kolokalizuji v délici
se bufice. Podle studii Takada a spol se PlsX lokalizuje do potencidlniho mista déleni
nezavisle na proteinu FtsZ a FtsA, coZ indikuje, Ze PlsX interaguje s FtsZ aZ po vytvofeni
Z prstence a brani tak dalsimu pohybu PlsX. Ze studie vyplyva, ze PlsX zastava dilezitou
funkci ve vybéru déliciho mista v zavislosti na replikaci DNA a tvorby Z prstence a protein
FtsA by tu mohl slouZit jen jako stabilizator vazby PlsX k Z prstenci (Takada, Hiraku, et al.
2014).

4.2. Pfimé metabolické senzory u Escherichia coli

E. coli je G, fakultativné anaerobni bakterie z tfidy Gammaproteobacteria. Zije v nutri¢né
bohatém prostiedi, pfevazné v gastrointestindlnim traktu. Pro svou snadnou detekci a kultivaci
se E.coli stala nejprozkoumanéj§im organismem viibec, proto i na ni byly uc¢inény vyznamné

objevy metabolické kontroly bunééného cyklu.
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4.2.1. Protein OpgH

Protein OpgH je funkénim homologem proteinu UgtP objevenym u Bacillus subtilis. Stejné
jako UgtP je i OpgH glukosyltransferaza asociovana s cytoplazmatickou membréanou, ktera
ma jiz popsanou enzymatickou funkci, je ji syntéza osmoregulacnich periplazmatickych
glukant. Spojitost s délenim spociva, stejné jako v ptipadé UgtP, v inhibici polymerace FtsZ
v Z prstenec. DalSim spole¢nym znakem je, ze i protein OpgH je aktivovan UDP-glc a jeji
pfitomnost je pro inhibi¢ni funkci OpgH nezbytna. Pro zjisténi piesnéjsi funkce OpgH byly
provadéné mutace v genech pgm (gen pro fosfoglukomutazu), galU (gen pro
alphagalaktozidazu), které oba koduji fosforyldzu syntetizujici UDP-glc z gluko6za-1-fosfat a
v genu opgH, ktery koduje pritomnou glukosyltranferazu (viz obr. 7). Z vyzkumu vyplynulo,
ze rozdil mezi témito dvéma proteiny spoc¢iva v jejich mechanismu plsobeni na FtsZ a tyto
dva proteiny jsou tak typickym piikladem konvergentni evoluce (Hill, Norbert S., et al. 2013).
Biochemicka data ukézala, ze OpgH interaguje s FtsZ svou N koncovou doménou a tim pfimo
inhibuje slozeni a maturaci Z prstence, ale ani zde neni mechanismus zcela objasnén. Dalsi
analyza potvrdila, ze téz jako UgtP nema OpgH vliv na GTPazovou aktivitu FtsZ. Také bylo
ukazéno, ze rostouci koncentrace OpgH v nutricné bohatém prostfedi snizuje pocet
dostupnych podjednotek FtsZ, jelikoz jejich normalné konstantni koncentrace v pfitomnost

OpgH klesla (Chien, Levin et al. 2012).

Escherichia coli

5999 Periplasm

Cytoplasm

o @
e % UDP-Glucose
Pc% ©o®
Glucose-6-P Glucose-1-P

Obr. 7: Schéma spolupiisobeni enzymii OpgH, GalU a Pgm u Escherichia coli na protein
OpgH, ktery inhibuje FtsZ (zelené). Prevzato z (Hill, Norbert S., et al. 2013).
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4.2.2. Protein SulA

Protein SulA je soucasti SOS odpovédi na poskozenou DNA a jeho hladina je tfizena Lon
protedzou, coz je ATP-dependentni protéza, ktera vytvari v ptfitomnosti ATP funkcni
oligomer.

Mechanismus inhibice bakterialniho divisiomu prostfednictvim SulA spociva v jeho vazbé s
proteinem FtsZ (Gottesman, Susan 1989). Pfi rostouci koncentraci SulA klesd pocet FtsZ
monomerd, které jsou potieba k vytvoteni protofilamenta. Vysvétleni je, ze se SulA piimo
vaze na monomery FtsZ a rozd€luje je od sebe, aby spolu nemohly zreagovat. Tato vazba
trva, dokud se DNA neopravi, poté dojde k proteolyze SulA Lon proteazou. (Chen et al.
2012).

Souvislost tohoto déje s metabolismem vysla najevo, kdyz se vytvofily mutanty s absenci
(p)ppGpp a Lon protézy, coz oboji vedlo ke zvySeni koncentrace proteinu SulA a snizeni
monomert FtsZ pod prah nutny k tvorbé protofilament (Nazir, A., & Harinarayanan, R.

2016).

4.3. Metabolické senzory u dalSich nemodelovych typu bakterii

Jak jiz bylo zminéno, bakterie se od sebe velmi lis$i svym metabolismem, protoze ziji
v ruznych prostfedich, ale diky své dlouhé evoluci se mu stacily pfizptisobit nejriznéjSimi
mechanismy pro pfeziti. Protoze se musi vétSina znich vyrovndvat se stresovymi
podminkami, vyvinuly se u nich rizné metabolické mechanismy a senzory, které mohou mit
podobny priibé¢h a dopad jako mechanismy u modelovych bakterii. Z toho diivodu budou nize
zminény dal§i nemodelové mikroorganismy, u kterych byla objevena piima cesta mezi

metabolismem a bunéénym cyklem.

4.3.1. Transkrip¢ni faktory CceR a AkgR u Rhodobacter sphaeroides

R. sphaeroides patii do tiidy alphaproteobacteria a je nejvyznamnéjSim modelem z této tfidy

pro genetické, biochemické i genomické studie. R. sphaeroides je fakultativni anaerob a mize

tak vyuZivat rizné akceptory elektront.

Protein CceR patii do tfidy enzymt Lacl (patifi sem napt. proteiny Crp a Cra, regulatory

katabolické represe), proto se, 1 diky své funkci, da oznacit za homologa Cra proteinu.

Ve studii Imama a spolupracovnikl se ukazalo, Ze CceR je DNA vazebny protein piimo

potlacujici nebo aktivujici geny kodujici enzymy Entner-Doudoroffovy drahy (ED),

glykolyzy, glukoneogeneze a F;FpATPazy. Ptfi nedostatku glukozy se glykolyza obraci
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opatnym smérem a spusti se tak glukoneogeneze. Tohoto metabolického obratu se ucastni
CceR pod regulaci intermediatu 6-fosfoglukonat (6PG), ktery je vycerpana pii nedostatku
glukozy. 6PG je poskytovan ED drahou a inhibuje vazbu CceR s DNA, kdy tato inhibice
funguje v pfitomnosti i v absenci kysliku.

CceR se vaze do promotori operoni pro geny centralniho metabolismu uhliku. Po
zmapovani genomu R. sphaeroides vySlo najevo, ze se v ném nachazi celkem 19 vazebnych
mist pro CceR, které predstavuji specialni DNA sekvence. Jako inhibitor figuruje pro vSechny
geny kodujici proteiny ED drahy, nékteré geny FoF|ATPazy a jako aktivator pro
sukcinatdehydrogenazu, coz je enzym TCA cyklu.

Protein AkgR je homologem proteinu CceR, ktery se piimo vaze do definované 13bp
sekvence promotoru pro geny kodujici enzymy TCA drahy a kooperuje s proteinem CceR.

Po osekvenovani piredpokladanych vazebnych DNA mist pro CceR a AkgR u dalSich dvaceti
druhti z tfidy alphaproteobacteria se ukdzalo, ze ptipadné homology téchto enzymil se nachazi

pravdépodobné ve vSech dalsich alphaproteobacteriich (Imam et al. 2015).

4.3.2. Protein GaSDH u Streptococcus suis

S.suis je G', patogenni bakterie z tiidy Bacilli majici anaerobni metabolismus. GaSDH je
membranové vazany protein, ktery katalyzuje reverzibilni preménu 5-ketoglukonat na D-
glukonat. Pfi jeho absenci se ukdzalo, Ze potomci maji pokiiveny tvar a nedochdzi u nich
k tvorb¢ septa. Vzhledem k tomu, ze se GaSDH pfi déleni pohybuje ke stiedu buriky a pti jeho
absenci dochézi k nespravnému zvoleni déliciho mista proteinem FtsZ, predpoklada se, Ze
stejné jako vySe zmitované proteiny ma i GaSDH piimy ¢i nepfimy vliv na FtsZ a tim
funguje jako metabolicky senzor pfimo ptenasSejici signal do deliciho aparatu buiniky (Shi,

Zhongyu, et al. 2014).

4.3.3. Protein OatA u Lactobacillus planatarum

L. planatarum je G, aerotolerantni bakterie z tfidy Bacilli. Podobné jako lokalizace pyruvatu
v délicich se buiikach, existuji i u jinych bakterii proteiny pohybujici se podle polohy
nukleoidu, je jim napiiklad protein OatA u Lactobacillus planatarum. OatA ma 11
transmembranovych sekli na N konci a katalytickou doménu na C konci. O-acetyltransferaza
(OatA) ma jiz znamou enzymatickou aktivitu, je ji O-acetylace peptidoglykanu. Ukazalo se,
ze OatA se rekrutuje do bunécného stiedu jesté pred invaginaci membrany a pocatkem déleni.

Predpoklada se, ze enzym OatA neznamym mechanismem pilisobi na jeden z hlavnich
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regulacnich systému tvorby Z prstence, jelikoz vyzkum ukézal, Ze pti absenci proteinu OatA

byla narusena funkce systému Min (Bernard, Elvis, et al. 2012).

5. Caulobacter crescentus — vyznamny model pro studium
bunécného cyklu

C.crescentus je G, oligotrofni, dimorfickd (tvofi plovouci a pfisedlou formu), aerobni
bakterie =z tfidy alphaproteobacteria. C.crescentus se v probirané problematice stal
vyznamnym modelem, ale ma fadu odliSnosti a rozdilné mechanismy, proto je mu vénovana

samostatnd kapitola. Caulobacter se jiz stal plodnym modelem pro vyzkum bunééného cyklu,

protoze se déli asymetricky a ma fadu unikatnich krokt pti déleni (viz obr. 8).

5.1. Regulace DnaA pri hladovéni

Na rozdil od ptedchozich zminovanych mikroorganismi jsou u C. crescentus nutricné
inhibitor CtrA, ktery se vaze do Cori (origin u Caulobacter) pro ukonceni replikace (Quon,
Kim C., et al. 1998) a protein DnaA, ktery replikaci v misté¢ Cori aktivuje (Gorbatyuk et al.
2001). Protein CtrA je multiregulacni transkripéni faktor kodujici nejméné 14 gent pro
proteiny zastavajici nejriznéjsi funkce, jako jsou replikace DNA nebo déleni bunék.

V nehladovéjicich bunikdch se udrzuje bazalni hladina (p)ppGpp, kterd nijak neovliviiuje
funkci DnaA, pfi vystaveni nutriénimu stresu a akumulaci nukleotida (p)ppGpp se vSak spusti
proteolyza DnaA, ¢imzZ se inhibuje iniciace replikace (Lesley, Shapiro 2008). Nukleotidy
(p)ppGpp jsou zde syntetizovany pouze proteinem SpoT pii nedostatku glukozy i
aminokyselin (Boutte and Crosson, 2011).

Pokles zivin v bunce také plsobi pokles exprese genu dnaAd kédujiciho protein DnaA, a to
dokonce nezavisle na globalnim stresovém nukleotidu (p)ppGpp, jak ukézala star$i studie
(Lesley and Shapiro 2008). Mechanismus zavisi na existenci 5 netranslatujiciho regionu
transkriptu dnad (5'UTR). Nejpravdépodobnéjsi hypotézou je, Ze zatim neznamd mala
nekodujici molekula RNA, produkovana pti hladovéni, se vaZe na tuto sekvenci a plsobi
zmény v sekundarni strukture mRNA, coz ovlivni vazebnd mista na ribozomu a zastavi
translaci (Leslie, David J., et al. 2015).

V proteotoxickém stresu se hromadi nesbalené proteiny, které alostericky stimuluji Lon

......
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Kristina, et al. 2013). Piedpoklada se, ze Lon protéza zaujiméd svou funkci i v nutricnim

stresu, ta vSak zlstava stale predmét studia.

5.2. Protein KidO — vazebny regulator FtsZ
KidO (oxidoreduktaza) je NAD(H) vazebny protein, ktery destabilizuje lateralni interakce

mezi protofilamenty FtsZ kooperaci s dalSim proteinem GdhZ a pii déleni bunck je
lokalizovéan ve stiedu. Protein KidO brani pfedcasnému slozeni Z prstence béhem G1 faze,
kdy se Caulobacter nachazi ve stavu plovouci buiiky a naopak podporuje jeho vznik béhem
G2 faze (viz obr. 8).

Protein KidO stimuluje Div] kindzu, kterd katalyzuje reverzni fosforylaci fosfotransferazy
Divk fosfatazou PleC (Hecht et al., 1995; Matroule et al., 2004; Wheeler and Shapiro, 1999).
DivK P zpétné¢ moduluje aktivitu PleC a DivK (Paul et al., 2008). Fosforylaci DivK je
zajistén prechod mezi plovouci a ptisedlou formou (G1 -> S transice).

KidO vaze kofaktory NAD" (nikotinamidadenindinukleotid) a NAD(H), které jsou dilezité
pro regulaci FtsZ, ale nikoliv pro Divl. Hypotéza jak pasobi KidO na Div] je, ze KidO
kooperuje s SpmX, coz je nezavisly aktivator Div]. Déle se ukazalo, ze pro funkci KidO je
dilezité hlavné vazebné misto kofaktoru NAD(H) a ne jeho enzymaticka aktivita

(Radhakrishnan et al. 2010).

5.3. Protein GdhZ — regulator GTPazové aktivity FtsZ
GdhZ (glutamatdehydrogenéaza) je NAD dependentni protein regulujici rozkladani Z prstence.

Z prstenec by se nejspiSe nemohl bez asistence proteinu GdhZ vibec rozlozit. GdhZ
katalyzuje pfeménu glutamatu na a-ketoglutardt a amoniak s vyuzitim NAD(P)H jako
kofaktoru, ¢imz vytvari mlstek mezi TCA a cyklem dusiku (viz obr. 9). Stejné jako KidO i
GdhZ podporuje vznik prstence v G1 fazi a degradaci v G2 fazi (viz obr. 8). Protein GdhZ se
rekrutuje do déliciho mista v zavislosti na pohybu proteinu FtsZ. Jeho plsobeni na FtsZ
spoc¢iva v regulaci jeho GTPazové aktivity, ke které je zcela nezbytnd molekula NAD+ a
glutamat. Jako mnoha dalSich genl u C.crescentus je 1 zde transkripce genu gdhZ regulovana
faktorem CtrA a jeho fosforylaci/defosforylaci.

Ukézalo se, ze proteiny KidO a GdhZ sdili stejnou regulacni cestu, nejprve jsou oba
degradovany podjednotkou peptidazy (ClpXP) mezi G1 a S fazi, poté se pod regulaci CtrA
transkribuji geny gdhZ a kidO a spolecné pak spusti depolymerizaci Z prstence v G2 fazi.
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Vztah mezi KidO a GdhZ je nezbytny také proto, ze GdhZ produkuje molekulu NADH, ktera
umoznuje interakci KidO s FtsZ (Beaufay, Francois, et al. 2015).

e GdhZ
S FtsZ
e KidO

1 i |

Motile swarmer cell Sessile stalked cell Predivisional cell
| | | |
I G1 l S l G2/Division |

Obr. 8: Schéma cyklu asymetrického déleni u Caulobacter crescentus a pusobeni proteinii

GdhZ (¢ervené) a KidO (modre) na FtsZ (zelené). Prevzato z (Beaufay, Frangois, et al. 2015).

6. Zavér

Meénici se nutricni podminky prosttedi, ve kterych musi bakterie pfezivat, zptsobily vyvoj
mnoha riznych mechanismti pro zvladnuti stresu, které se odehravaji na raznych urovnich
bunééného cyklu. Mnoho regula¢nich mechanismii bylo popsano jiz davno, jako naptiklad
katabolick4 represe nebo sigma faktory RNA polymerazy, jiné jsou zcela unikétni a nové.
Velmi zminovan je v této praci nukleotid (p)ppGpp, ktery se da oznacit za multifunkéni,
protoze pusobi v riznych stresovych odpovédich. Nejzndméjsi je stringentni odpovéd’, ktera
(p)ppGpp produkuje. Noveé popsand role pro (p)ppGpp se ukézala byt vazba s DnaG
primazou, kterd zastavuje syntézu primeru, takZe se vlastné jednd o pfimou inhibici na Grovni
zdvojeni genetické informace. Nukleotidy (p)ppGpp také ptisobi na sigma faktory ovlivnénim
jejich hladiny a kompetici o vazebné misto na RNA polymeraze (RNAP).

Na spojeni metabolismu a bunécného cyklu se nemalo podili transkripéni faktory, které
ovlivituji expresi gent koédujici enzymy, které figuruji v hlavnich metabolickych cyklech.

V této praci jsou zminény Cra (catabolite repressor activator) a Crp (cAMP receptor protein),
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znamy svym pisobenim v katabolické represi u E.coli a transkripéni faktory CceR a AkgR u
R.sphareoides.

Stézejni kapitolou této prace byla identifikace a shrnuti nejnovéjSich poznatkli o piimé
kontrole bunécéného cyklu, ktera zahrnovala enzymy hlavnich metabolickych drah. Protoze
bakterie musi rychle modulovat svlij bunécny cyklus, vyvinuly se u nich enzymy, které
dokdzou piijmout signdl o zméné nutricniho stavu a piimo ho pfedat do komponent
bakteridlniho divisomu. Nejcastéji se jednd o inhibici slozeni déliciho Z prstence, jak je tomu
u proteinu OpgH a SulA u E.coli nebo u proteinu UgtP a pyruvatu u B.subtilis. Nekteré
proteiny také mohou interagovat s dalSimi slozkami divisomu, jako napftiklad protein PlsX
pusobici na protein FtsA u B.subtilis. Tyto mechanismy jsou disledkem konvergentni evoluce
a daji se zde najit rizné homology, jako napftiklad protein UgtP a protein OpgH, jejichz
produkce je zavisla na glykolyze. Vyvinuté mechanismy jsou vzdy zavislé na metabolismu,
ktery dany organismus vyuziva (viz obr. 9).

Prace v neposledni tad¢ také zminuje dal$i nemodelové organismy, které maji vyvinuté
podobné mechanismy jako organismy modelové, naptiklad protein OatA u L.planatarum
zasahujici do regulacnich mechanismi skladani bakteridlniho divisomu nebo protein Ga5SDH
u S.suis vazici se na protein FtsZ.

Samostatnou kapitolu ziskal organismus C.crescentus protoze ma tfadu zvlastnosti, naptiklad
plsobeni multiregula¢niho alarmonu (p)ppGpp. Déle zde figuruji podobné proteiny jako u
B.subtilis a u E.coli, které¢ nejsou jejich homology, ale jsou homology vzajemnymi, jde o
proteiny KidO a GdhZ, oba stimulujici protein FtsZ. Proteiny KidO a GdhZ jsou produktem
cyklu dusiku a nezbytnym pro jejich funkei je 1 vedlejsi produkt reakce NADH (viz obr. 9).
Tato prace zahrnuje mechanismy velmi dobfe pospané na molekularni urovni, ale i
mechanismy objasnéné dosud malo, které jsou vSak nutné zminit vzhledem k tématu prace.
Da se ocekavat, ze diky modernim metodam a rostoucimu z4jmu ujasnit vSechny mechanismy
souvisejici s metabolickou kontrolou, budou vySe zminéné mechanismy popsany na niZsi,
vice molekularni urovni. Také se nejspiSe budou objevovat nové poznatky a spojitosti, a to jak

u jiz znamych regulacnich mechanismii, tak u mechanismt dosud zcela skrytych.

21



Metabolic Links to Bacterial Cell Division

Glucose
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Obr. 9: Zakladni schema glykolyzy, TCA cyklu a cyklu dusiku s barevné vyznacenymi enzymy,
které hraji dilezitou roli v metabolické kontrole. Modra (UgtP) je pro organismus Bacillus
subtilis a cervena (OpgH) pro Escherichia coli, fialova (GdhZ a KidO) pak pro Caulobacter
crescentus. Prevzato z (Monahan L. G., Harry E. J. 2016).
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