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Komplexni promotory
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Globalni regulacni mechanismy

Bakterie

v pfirozeném prostfedi musi byt schopny pfezivat v limitnich
a stresovych situacich
musi byt schopny kompetence s ostatnimi oraganizmy v
prostiedi, které sdileji

schopnost ziviny vyuzivat efektivne

dosahnout vysokého rustu a zvysit tak pomeér k ostatnim

organizmum

musi byt schopny utilizovat rizné zdroje energie

musi byt schopny je utilizovat co nejefektivnéjt

musi byt schopny ignorovat ty ostatni neefektivni
musi rychle reagovat na zmény v riustové rychlosti
syntéza makromolekul — DNA, RNA, proteiny,

mnozstvi celularnich komponent — ribosomy, tRNA



Globalni regulacni mechanismy

jeden regulacni protein kontroluje fadu operonu

ty jsou soucasti jednoho regulonu

Katabolicka represe — regulace utilizace zdroje C na
vyrobu energie, regulace katabolického metabolismu

Asimilace dusiku — regulace syntézy aa x jejich vyuziti
jako zdroje energie



Katabolicka represe
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Katabolicka represe

globalni regulacni systém ovliviiujici utilizaci zdroje C a energie
nejdfive se spotfebovava zdroj energie, ktery je nejetektivnéjsi
nejlepsi pomeér vznik ATP x spotfeba energie na utilizaci
katabolismus
— katabolicka represe
— katabolicky sensitivni promotory
E. coli -
cAMP a protein CAP (catabolit activator protein), (Crp)

kontrola fermentativntho vs oxidativahtho metabolismu — protein Cra
cAMP nezavislé

téz ostatni enterobakterie
B subtilis a ostatni G™ - stejny fenotyp - odlisny regulacni systém
CcpA protein
Group Translocation — PEP:PTS. Maloney, P.C., Postma, P. ELSNET 2001



Katabolicka represe — E.co/s

regulace katabolismu — soucasné znalosti
regulace syntézy cAMP
nizka koncentrace katabolitt — vysoka koncentrace cAMP
regulace aktivity adenylat cyklazy — ¢cya gen
regulace transportu glukézy -PEP dependentni PTS systém

Carbohydrate_  + PEP, -(_PTS proteins_) — carbohydrate-P, + pyruvate,

n

transport PTS zavislych cukr do bunck (glukoza, fruktoza)
ITAS! — P reguluje aktivitu adenylat cyklazy - pozitivné
nizka hladina ITA® — P — nizka hladina cAMP

pomér ITAG — P : TTAS! je uréen pomérem PEP : pyruvat

v pfitomnosti rychle metabolizovatelného substratu
PEP : pyruvat nizky — nizka hladina cAMP
spousti se kaskida — HPr protein — kinasa -fosforyluje IIAS

ITACk — zaroven reprimuje transport ostatnich cukrii (laktozy)

inducer exclusion



Katabolicka represe

A Glucose

exogenni glukoza inhibuje

syntézu cAMP
I tiv
aden):-llgfelc;clase

transport cukrtt PTS nezavislych

SIS Glucose-6-P

A — pfitomnost glukézy L H:pp Hg|6"ty
vysokd koncentrace ITAG [ == —

B — nepfitomnost glukézy e
vysok4 koncentrace ITAG P ’ -
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y <y = High
P Gl concentration
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PEP: ———— » @ _» Glycolysis
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Katabolicka represe

dobfe prostudovany
zpusob jakym cAMP ovliviiuje katabolické operony
vazba na CAP (catabolite activator protein)— transkripéni regulator
téz CRP (cAMP receptor protein)
produkt ¢rp genu
aktivator 1 represor — zalezi na vazebné pozici
in vitro experimenty a genetické studie
upstream od promotoru — CAP vazebné misto
podobné u vsech katabolickych operont
vaze se kdyz je cAMP vysoka — neni efektivni zdroj C
zesiluje /Jac promotor — misto upstream od -35

V ara operonu az za operatorovym mistem I, a I,
vazba I. typu — zavfeny komplex
II.typu — otevieny komplex — gal operon
vice jak jeden aktivator
nepodléha striktné katabolické represi — galaktosa téz syntéza petidoglykanu



CAP
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model CAP aktivace GTGAGTTAGCTCAC RNA Pol interaction region

A - sekvence CACTCAATCGAGTG
CAP-binding site
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probchne vzdy s dalsi regulaci
prinalezici danému operonu
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malo CAP-cAMP :
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pritomnosti laktozy se neaktivuje lac
operon
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Geneticka analyza katabolické represe

Strategie studia

isolace mutant defektnich v globalni regulaci vsech
katabolicky citlivych operont 1 jednotlivych specifickych
operonu

mnoho genetickych 1 biochemickych experimentt

1. 1solace mutaci v genech crp (CAP) a cya
(adenylat cyklaza)
Pfedpoklad - brani transkripci ze vsech katabolickych
operonu
nemaji CAP-cAMP - neni aktivace transkripce
Fenotyp - mutace v ¢rp a ¢ya maji pleitropni charakter
vykazuji rizné fenotypy
= neschopnost utilizace Lac, Gal, Ara, Mal



Geneticka analyza katabolické represe

Princip isolace mutant
zalozeno na tehdy znamém faktu, Ze kolonie bakterii pfeménuji soli
tetrazolia do Cervena
pokud rostou - vysoké pH — cervené zbarveni
v pfitomnosti fermentovatelného cukru —
vznikaji org. kyseliny — snizuji pH - nebarvi se do Cervena
mutantni bakterie v metabolizmu pro alternativni cukry
utilizuji jiny zdroj C — vytvateji cervené kolonie —
Nekteré mohou byt mutanty v ¢ya nebo ¢rp
selekce na plotnach s tetrazoliem a dvéma cukry
pii selekei na jednom cukru vznikaji mutanty ve fermentativnich

drahach
jednoducha mutace je castéjsi nez dve nezavislé —
= mutanty v ¢ja nebo ¢ra s vyssi frekvenci



Geneticka analyza P Sy

GTGAGTTAGCTCAC : y TATGTTGTGTGGAATT
katabolické e : e
t 1 CACTCAATCGAGTG ATAC»’_\ACACACCTTAA
atabolicke represe & 5

A AA
I T

Charakterizace mutant o o N
testy na adenylat cyklazovou aktivitu -
ztrata proteinu CAP —
Protein, ktery byl nezbytny k aktivact lac operonu
Mutace v promotoru ovliviiujici aktivaci prostfednictvim CAP
3 tfidy mutaci v lac promotoru

1. tfida - méni CAP vazebné misto tak, Ze se na n¢j nevaze CAP —
L8 mutant

mutace v misté CAP vazebného mist

oslabuje lac promotor

stanoveni méfenim B — galaktozidazové aktivity

métfeni pfi laktoze — drovert cAMP je vysokd— aktivita B — galaktoziddzy
nizka

pfitomnost glukézy — urovernt cAMP nizka — aktivita [ — galaktozidazy se
ptilis nesnizi oproti pfedchozim podminkam



Geneti(:ké ana1§}za 1GTCAGiA:;i:CTCAC] = 'ﬁ}?GTGTGELATT
” - AGT = ATACAACACACCTTAA
katabolické represe R e

2. tfida — zména -35 domény — nevaze se RNA
polymeraza

v pfitomnosti glukézy dochazi k represi — niz$i aktivita 3
— galaktozidazy

slaby promotor 1 v pfitomnosti laktozy

3. tfida — pfi isolaci revertant Lac™ od mutant 1.t¥idy
zmeéna v -10 regionu — TATAAT — TATGTT

konsensus pro o 7° promotor

p lacUV5 — stejné silny jako WT — nepotfebuje aktivaci
cAMP-CAP



Geneticka analyza katabolické represe
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Dvouhybridni systém BATCH

Karimova et al. 1998 PNAS, A B c

95: 5752,

syntéza cAMP u Bordetella ’ >V
pertusis T25a T18 a Acya . | 725

mutant E. coli a e ) TS|
pokud interaguje X a Y, ) Wﬂ : o ATF/—\ ‘
syntéze cAMP cAMP no cAMP CAMP
exprese mal nebo lac operonu

vhodny pro studium cAMP  + @

membranovych proteind — CAP \

ON

nevyzaduje vytvofeni
transkripcniho komplexu 7 -

cAMP / CAP dependent Reporter Gene
obr. 13.7 str. 557 promoter




cAMP nezavisla kat. represe

cra rnutanty

nejsou schopny syntetizovat glukozu z mnoha substratd (acetat, pyruvat

citrat, )
maji konstitutivni fruktézovy operon

aktivator 1 represor

pfi metabolismu glukézy — vysoka hladina F-1-P a F-1,6-bP — vaze se na

Cra — to pak ztraci DNA vazebnou schopnost

pokud represor — transkripce se zvysi v piitomnosti glukozy

pokud aktivator - transkripce se snizi — inaktivace v pfitomnosti glukozy

Represor — katabolickych drah pro alternativni cukry
Embden — Meyerhof
Entner- Doudoroff

Aktivator — operonu syntetizujici glukdzu z acetatu

glukoneogeneze

Fold effect as determined

by meamuring”:
Enzyme E;::;: p-Galactosidase
Enzyme "5 genedacE
Bctivity fusion
Poaitively segulated by Cra
FEF synthase”™ prsd a 1
FEF carboxykinase® prid 4 =5
Malate synthase; isccitrate lyase® acefld 4 4
Tsociteate delydroge nase™ icd 3 NDF
Fructose-1,6-hisphosphat ase il 2 ND
Cytochrome d oxidase o =5 3
Megatively tegnlated by Cra
Fructcse catabolic enzymes” JuBKA  ~X ND
HPz, Enzyme I pesHI 3 ND
Entnes-Dondorcd enzymes® edd-edes  ND 3
Phoephofroctokinase ek 25 ND
Mannitol catabolic enzymes” mildDR & 2
Esyt hiose-4-phosphate meld ND 33
dehydrogenase®
Pyruvate kinase® pekF ND 3




Model katabolické aktivace a /
represe Cra proteinu

pckA — PEP karboxy kinaza

pozitivne regulovana

O 3510 ' 35-M 0

Cra-activated transcription Cra-inhibited transcription

B-Galactosidase Activity

pykEF — pyruvat kinaza
. v , Sugar {oul}
negativne regulovana ,
(7]
!
e — Culabolite fn} —— —__
-~ © ™
o K
A, ppsA-lacZ | B. pykF-lacZ C. pckA-lacZ D. gapB-lacZ |
&0 -
Clmerc : (i
| rrar ]
=5 Crdi
A b\
— | RN-AP PRy T—
— - GA—{pes > ;]-u mE >
0 X0 a5400 0
. Catabolite repression Catabolite activation
Gle Pyr Gle Pyr Gle Pyr Gle Pyr (Deactivation) (Derepression)



cAMP nezavisla kat. represe

Nckteré promotory obé vazebna mista — pekA
(PEP karboxykinaza)

vzajemné pusobeni Cra a CRP-cAMP komplexni
regulace

cAMP-CPR — pozitivni efekt na pckA genovou exprest
WT

bunky rostouci na glukdze — nizsi PckA aktivita nez na
pyruvatu rostouci bunky

Cra reprimuje a jeho efekt je pfednostni pfed cAMP-CRP
Cra mutanty - opacny efekt
reaguji pouze na piitomnost CRP-cAMP



cAMP nezavisla kat. represe

Fosforylacni draha pro fruktézu v PTS systému.

PEP je bezprostredni donor fosfatové skupiny pro PTS fosforylacni drahu.

Minireview: Saier J.Bact. ,178, 3411,1996.

Fold effect as determined

by measiring™:
Enzyme E;::.;.c: p-Galaciosidase
<} Eug.r!ne in gene-dect
ackn Il.'_r Fusi
uEon
Positively regnlated by Cea
PEP synthase” prad a0 ]
Fru-1-P FEP carboaykinase® pokd 4 =3
_ Malate synthase; jsocitrate lyase® aelld 4 4
(P) Isociteate debydeogenase™ icd 3 NDF
Fructose-1,6-hisphosphat ase furs 2 HD
Fru FBP —> PEP —> Cytochrome d oxidase oy =3 3
Megatively regulated by Cea
Fructcse catabolic enzymes” JuBEKA -2 ND
> Fru6-P / HPr, Enzyme I* pusHI 3 ND
Entner-Dondoroff enzpmes® eddede WD 3
- Phosphofroctokinase gk 25 HD
. P P Mannitol catabolic enzymes®  wwldDR 6 2
=/ Erythiose-4-phosphate mpl MO 35
P dehydrogenase”™
< Pyruvate kinase® pkF ND 3




Katabolicka represe

Schéma metabolickych drah regulovanych dvojici CRA a CRP

extrace]lular

E. cols
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Katabolicka represe u B. subtilis

vibec nema cAMP — alternativni regulace

CcpA represor (catabolit control protein A)
clen rodiny Lacl, GalR proteinti
vaze se na ¢re misto v promotoru katabolicky sensitivnich
operonti
represe jejich transkripce
kontroluje 100 gent

zalezi na stupni fosforylace HPr proteinu
vysoka koncentrace F-1-P a F-1,6-bP —

stimulace fosforylace HPr na serinu
tim jej konvertuje na korepresor a vaze se na CcpA
tehdy vazba na ¢re misto promotoru

reprimace transkripce



Katabolicka represe u B. subtilis

HPr zaroven slouzi jako donor fosfatu v PTS
systemu
musi byt fosforylovan na histidinu

fostorylace na serinu inhibuje fosforylaci na histidinu

inhibice transportu cukru, ktery tento systém vyuziva

uzka koordinace transportu cukrti a regulace katabolicky
zavislych operonua

Sater M.H. 1996, J. Bact. 178: 3411

Deutcher J.A. 2002, Bacillus and its closest Relatives,
129, ASM Press, Washington D.C.

Lotca G. L. 2005, J. Bact. 187: 7826



Katabolicka represe u B. subtilis

1 Schéma transdukc¢ni
drahy aktivujici CcpA
Lorca et al. J.Bact.
187, 7826, 2005

Glucose

Cell
membrane

p\

Gle-6P
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PEP > El 1
Pyruvate CE[ Px
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Pi ATP FBP '/
4\ ( ®  are \ (>pi

(rh

Y ke 7 7 CRE

Catabolite Activation or Repression



Asimilace dusiku

Dusik — nukleotidy, vitaminy, aminokyseliny
Zdroj dusiku — NH; a NO* (vyjimeéné N,)
Ntr operon — asimilaéni redukce — aerobni metabolismus - NH,

zarucuje metabolismus dusiku a optimalizaci spotfeby energie pii syntéze sloucenin

obsahujici N — aa

akivace dusiku z alternativnich zdrojd — aa —glutamine synthetasa

prozkouman u G~ — konservovany
G" — milo prozkoumany a jiny
probihaji dvé metabolické
reakce zavislé na vné;si
koncentraci NH3

nizka - vysoka hladina glutamin
synthetasy (GInA)

aktivace signalni kaskady

vysoka — nizka hladina glutamin
synthetasy

pouze na syntézu proteinti

Low NH,

NH; + glutamate ——— > glutamine
Glutamine

synthetase

Glutamine + o-ketoglutarate ——— > 2 glutamates
Glutamate

synthase

High NH,
NH, + o-ketoglutarate ——— glutamate
Glutamate
dehydrogenase

NH, + glutamate ——— > glutamine
Glutamine

synthetase



Asimilace dusiku

dostupnost dusiku je citéna (monitorovana) skrz hladiny glutaminu
v bunkach

odrazi potfebu aktivizovat alternativni zdroje dusiku v burce
regulace operonu glnA-ntrB-ntrC prostfednictvim regulacni drahy
Signalni regulacni draha - dale téz glnD a PII

NtrC — transkripcni regulator —

fosforylovany — pozitivni regulace pro alternativni zdroje N

(razna podle organismu)
NtrB — sensorova kinasa —
autofosforylace pfi nizké koncentraci N
s NtrC — dvouhybridni systém
PII — sensorovy protein - hladina glutaminu
Nizky N - nizky glutamin — PII- UMP
Vysoky N — vysoky glutamin — stimulace GInD — deurynilace PII
Nemodifikovany PII — vazba na NtrB — inhibice autofosforylace



Ntr operon

NtrB —————> NtB~\P

Regulace Ntr operonu U_ji(j
zlaté — nizké koncentrace NH3 P, -UMP @ Pl.\
P -UMP vysoké .

nizky glutamin

cern¢ — vysoka koncentrace NH,

P, vysoke, vaze se na NtrB

vysoky glutamin l
P

-140 -108 +1

Open-complex
promoter



Ntr operony

pod kontrolou NtrC -P
geny pro transport aminokyselin -
E. coli mtze jako zdroj C jen nékteré (glutamin, histidin, arginin
geny pro utilizaci nitratu -
Klebsiella pneumoniae
geny pod kontrolou jiného regulacniho proteinu

ten je regulovan NtrC-P
geny pro degradaci aminokyselin - Nac — Klebsiella
dusik fixujici proteiny — NifA - Klebsiella



Operon glutamin
synthetasy

tfi promotory -P2 je NtrC — P dependentni
zvyseni transkripce pfi limitaci N
transkripce vsech tff gentt — mize dochazet k terminaci za gln
o>* RNAP dependentni promotor
odlisny od 6" - pozice -12 a -24
samotny NtrC-P se vaze na -108 — 110 misto upstream
UAS misto — upstream activated site
cast¢jsi u eukaryot
silnd vazba oligomeru — kontakt NtrC-P — RNAP- P,

bez kontaktu 6°*s NtrC-P se nezahiji transkripce
= NtrC se podili na separaci vlaken DNA -ATPasova aktivita

[)

&P

oo s

70

p, ©

Y Y

70

P3 ©

Ph 22" glnA P ntrB ntrC



Operon glutamin synthetasy

P1-

o’V promotor
vétsina terminuje za glnA
zajiSt'uje nizkou hladinu glutamin
synthetasy 1 pfi nadbytku N
inhibovan NtrC-P

P3 -

slaby ¢’’ promotor za gln —
zajist’uje konstitutivni
transkripci NtrB, NtrC

70

P3 ©

glnA

6" promoter

-10 +1

A—>

—TTGACA::TATAAT—T—
A\ ACTGT ATATT A e—

o promoter

-12 +1
A—>
—CTGCXA::TTGCA—T—
" promoter
e B +1
35 10 S
mmTCTCXCCCTTGAA CCCCATXTA mmT s
= \AGAGXGGGAACTT GGGGTAXAT n——

| V| peA | |V | | |

P P glnA P ntrB ntrC



Adenylace glutamin syntetazy

dalsi regulace na urovni adenylace glutamin syntetazy
adenylytransferaza (ATasa) — AMP na tyrosin a opacn¢
inaktivace — vysoka koncentrace NH3 — regulace mnozstvi glutaminu
regulace GInD a PII proteinu — PII reguluje aktivitu ATasy
volny PII — stimuluje adenylacni reakei — inaktivace GlnA
funkce

koordinace katabolické represe, Ntr systému a aa degradativni regulon

aa jako zdroj C a energie - druhové rizné —

E. coli — vSechny aa (mimo tryptofan, histidin, valin) jako zdroj N, jako zdroj C pouze — alanin,
tryptofan,aspartat,asparagin, prolin, serin)

operon pro degradact aa — vlastni regulace
téz pod regulaci Ntr a CAT
nen{ spousténo v pfitomnosti lepsiho zdroje N a C — (NH; a glukosa)
muze byt nevyhoda
Salmonella — zdoj C - glukosa, zdroj N — histidin
hladovéni na N

aa potrebné 1 pro dalsi uzit{ — syntéza proteint, osmoregulace



Geneticka analyza

provedena na E. coli, Klebsiella a Salmonella
nejdfive odhalena role glutamin syntetazy

mnoho mutant
v genech které ovliviiovaly regulaci glutamin syntetazy
nebo byly gln’

Magasanik 1982, Annu.Rev.Genet. 16, 135

mnoho let, mnoho price, mnoho lidi

mcenes for nitrogen regulation

Gene Alternate name Product Function
glnA Glutamine synthetase Synthesize glutamine
glnB Py, Py-UMP Inhibit phosphatase of NtrB, activate
adenylyltransferase
glnD Uridylyltransferase Transfer UMP to and from Py,
(UTase)/Uridylyl-removing
enzyme (UR)
glnE Adenylyltransferase (ATase) Transfer AMP to glutamine synthetase
ginF rpoN (o i RNA polymerase recognition of
promoters of Ntr operons
ntrC glnG NtrC, NtrC-PO, Activator of promoters of Ntr operons
ntrB ginL NtrB, NtrB-PO4 Autokinase, phosphatase; phosphate
transferred to NtrC
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glnB — P, — pavodne gln- mutant @ﬂb
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null mutanty projevovaly gln+ WO =BT - |

u gln- mutant - zména vazebného mista pro UMP o
2 efekty
P, se vaze na NtrB — zbranuje fosforylaci NtrC

= i pfi nizké koncentraci NH, se syntetizuje malo glutaminu z P1
= nevede k gln- fenotypu —
= gln- fenotyp zplisoben 2. funkci P, - adenylace glutamin syntetazy (GlnA)
= bez UMP siln¢ adenyluje GlnA — desaktivace — netvoii se glutamin
null mutanty — neni P, viibec
neni stimulace adenylyltransferazy — mnoho glutaminu vzdy

neni vazba na NtrB - fosforyluje se NtrB -NtrC — 1 pfi vysoké hladiné¢ N



Geneticka analyza
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gln D — uridynyl transfersa — gln” mutanty R B
transfer UMP na P;; — u mutant pouze ve forme P, promote
1 null mutanty maji gln™ fenotyp — PII deaktivace GlnA
null mutace v glnB (PII) suprimuji gln™ fenotyp glnD mutant
absence glnD nevadi pokud bunky neobsahuji zadny P, protein
neovliviiuje ani adenylyltrnsferazu ani autofosforylact NtrB
glutamin syntetaza je stale aktivni — 1 v nadbytku N

glnL. — ntrB — kinasa
objevena mezi mutanty, ktefi extragenove suprimovali mutace v glnD a glnB
mutace zabranujici vazbe P, na kinazu — neni blokce autofosforylacni reakce —
Ntr regulon spustény 1 pfi nadbytku N

null mutace — residualni stupen regulace — NtrC je fosforylovan jinou kinazou — dalsi
N zavisla regulacni draha
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gInF — rpoN - ¢°* - null mutace patfi do gln" mutant
bez ného neprobiha transkripce z P2 - gln-ntrB-nirC
pfi nizkém N ale NtrC-P inaktivuje P1
pfi vysokém N malé mnozstvi GlnA je inaktivovano adenylaci
P3 funguje — tvoii se ntrB-ntrC
null mutace v ##rC - suprese gln™ fenotypu

gInG — ntrC — mutanty suprimujici gln™ fenotyp gInF (¢°*)
null mutace

sama nezpusobuje gln™ fenotyp — GlnA 1z P1 promotoru
neni reprimovan fosforylovanym NtrC
mutace zpusobujici gln™ fenotyp -
NtrC ztraci schopnost aktivace z P2 promotoru
je ale fosforylovan — reprimuje P1 promotor
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v signalnich drahach proteiny modulujici aktivitu regulacnich ™ —&—“‘rc

proteint aniz by se sami vazaly na DNA. P @w
J\ P ginA

PII v signalizaci zdroje dusiku ) =

-140 -108
regulace prostfednictvim postranslacni modifikace e 0
mutace dvojiho typu

bodové mutace - zména zpusobu vazby

null mutanty — fenotyp stejny jako kdyz se nevaze.

PII — v nemodifikované vazbé — nevaze se na NtrB 1 pfi nizkych
koncentracich NH,. Fenotyp gln+ ale bunika hladovi na N.

delece enzymu, ktery jej modifikuje —
stejny efekt pokud pusobi pouze na tento protein
glnD ovliviiuje téz glutamin synthetasu — gln- fenotyp
suprese mutace — delece obou -

suprese gln- fenotypu u PII vyfazenim téz glnD - konstitutivni synthesa
glutamin synthetasy i v nadbytku NH,
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mutace ve vazebném misté modifikujictho proteinu
Open-complex

. . v/ , . , . . e, - romoter
suprimuje pfipadné mutace v proteinech vazebnych i modifikujicich ~ ™™

fenotyp — regulace ve formé kdy se modifikujici protein nevaze.

v ptipade NtrB se fosforyluje bez ohledu na hladinu NH, 1 stav modifikujicich
proteint

null mutace —
zUistava urcity stupen regulace
zastupnost kinaz
dalsi regulacni draha
mutace response regulatoru

mutace bodové i delecni — rtizné efekty — zavisi na promotoru a typu regulace
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B Two-component system
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Signalni kaskady _——

Cytoplasm

Adaptace na stres —
teplotni stres
obecné stresova odpoved

extracelularni stres —

poskozeni bunécné stény

nutricni stres o
pfirozena kompetence -
sporulace :
virulence
motilita gomain]
Sensor response regulace h @

Vétsinou histidinové kinasy (His Kin) 1T, o ]
T¢éz threonin serin kinasy fosfatazy (STYK) 1 T
Adenylat cyklasy (Acyc) %F_‘U d/’;~
Diguanylat cyklasy (GGDEF) — phosphodiesterasy (EAL) ]

c-diGMP — forma biofilmua, motilita C ZW
Methylované chemotaktické protein CP

' proteny (D ] Lonwarang
L)
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Regulace syntézy porina

Vétsina bakterif je schopna pfezit ve volné pifirodé

Nejzakladnéjsi problém v pfirodé — schopnost vyrovnat se s

osmotickym tlakem
Uvnitt bunék vzdy vyssi nez vnéjsi — zadrzuje bunécna sténa — turgor
Schopnost bunck vaimat zmény osmotické tlaku — vaimat riizna prostfedi

Patogenni bakterie — vstup do hostitele — v téle vzdy vyssi osmolarita

Regulace turgoru — akumulace ¢1 uvolnéni K+ a dalsich osmolytt
(prolin, glycin betain)

zakladni mechanismus u G- bakterif — syntéza porind vnéjsi

membrany

reguluji prantk kompatibilnich solutd pfes vnéjsi membranu
E. coli — OmpC malé a Omp[F velké (uplatiiuje se v fidkych roztocich)

pfi vysoké osmolarité¢ — vice OmpC



Regulace syntézy porina

1. krok - isolace mutant defektnich v expresi porint

receptory slouzi jako receptory pro nékteré fagy a bakteriocin

isolace mutant resistentnich k témto fagim — nesyntetizuji OmpF

puvodné dva lokusy — ompFF a ompB

ompl’ — mutant se ztratou schopnosti syntetizovat porin OmpF
Absolutni — strukturni protein

ompB — dva geny — EnvZ a OmpR — komplementacni testy
mutace v lokusu zabranovali syntéze ompF jen castecn¢
dvoukomponentovy systém, pouze ¢astecna ztrata
pfima reakce na zmény osmolarity
signal neznamy

OmpR — P — aktivuje transkripci OmpC

OmpR — aktivuje transkripci OmpF

potvrzeni, ze EnvZ a OmpR je nezbytny pro aktivaci transkripce OmpF —
fuze s lacZ



Regulace syntézy porina

Fenotypy mutant -
genetické studie nepotvrdily jednoduchy model

Je potfebny i k regulaci OmpF
env/. — null mutace —
podle modelu — kompletni inhibice fosforylace OmpR

zadna syntéza OmpC

konstitutivni vysoka hladina syntézy OmpF
nepotvrdilo se —

zadna syntéza OmpC

limitn{ transkripce OmpF



Regulace syntézy porint

Konstitutivni mutace v OmpR

ompR2 (con) —1 v kombinaci s envZ null — nelze fosforylovat
konstitutivhi OmpF
zabranuje exprest OmpC

ompR3 (con) — mutace minujici fosforylaci
konstitutivni exprese OmpC
zabranuje expresi OmpF —

OmpC+ OmpF- konstitutivne

nekomlementovatelné EnvZ+ 1 OmpR+
in cis mutace

snaha vysvétlit na ara operonu — ompR ve dvou formach



Fenotypy envZ a ompR mutaci

ILUIRREXN Phenotypes of envZ and ompR mutations

Genotype Phenotype

envZ" ompR* OmpC*" OmpF*

envZ" ompR1 OmpC OmpF"

envZ(null) ompR* OmpC OmpF°

envZ" ompR2(Con) OmpC” OmpF* (low osmolarity)
OmpC™ OmpF* (high osmolarity)

envZ(null) ompR2(Con) OmpC™ OmpF* (low osmolarity)
OmpC™ OmpF* (high osmolarity)

envZ" ompR3(Con) OmpC*" OmpF~ (low osmolarity)
OmpC*" OmpF~ (high osmolarity)

envZ" ompR3(Con)/envZ* ompR* OmpC* OmpF~ (low osmolarity)
OmpC* OmpF~ (high osmolarity)

“+ - indicates that OmpF levels are reduced but not eliminated.



Regulace syntézy porint

piedpovéditelné mutanty odpovidajici jednoduchému modelu

analogie s AraC — u mutanta o7pR3 komformaéni zména odpovidajici fosforylované
formé

komplementacni testy nejdou vysvétlit jednoduchym modelem
envZ+, ompR3/ envZ+, ompR+
predpoklad —
nizka osmolarita — OmpC+ OmpF+ - recesivni mutace
vysoka osmolarita - OmpC+ OmpF- dominantni mutace
= mutantni ompR3 aktivuje OmpC —
= WT ompR aktivuje OmpF pii nizké osmolarité —
realita -
OmpC — konstitutivné — 1 pfi nizké osmolarite
OmpF — vibec ant pfi nizké osmolarite
dalsi soucasny vyzkum —
zalezi na mist¢ vazby na promotoru,

kinaza i1 fosfatazova ktivita

Mattison et al. ].Mol.Biol. 315, 497, 2002



Regulace syntézy porinu

Kinazova / fosfatizova aktivita EnvZ

Vysoka osmolarita —
fosfotransferazova aktivita — vysoka hladina OmpR-F

Nizka osmolarita
Fosfatazova aktivita — vysoka hladina OmpR

vytvofeni bodovych mutant ovliviiujici amino terminalni
fostorylacni doménu — T831

fenotyp — OmpF-, OmpC-
Nutnost OmpR-P pro regulaci obou genti

zmeéna vazebnych vlastnosti - DNAasel protekeni test
3 vazebna mista u OmpF promotoru
mutant stejné jako WT
3 vazebna mista u OmpC promotoru
zmcéna oprott WT — nevaze se
mista promotoru musi byt zapliovana postupné



Regulace syntézy porina

Regulace pfi dal$ich stresech — teplotni $ok, ethanol atd,
MicF — regulacni RNA
bezprostredné upstream od OmpC,
transkribovana z opacného vlakna — v opacném sméru
antisense k OmpF mRNA v sekvenci iniciace translace (TIR)
- S-D, AUG kodon
zabrafiuje nasednut{ ribosomu
vyssi koncentrace MicF pfi stresech
zastaveni exprese OmpF — vyssi pomér OmpC
promotor MicF — aktivovan raznymi aktivatory
SoxS — oxidativni stres
MacA — slabé kyseliny- antibiotika
OmpR — dalsi uroven regulace OmpF - osmolarita



Regulacni RNA

ssRNA — riboregulace

na mnoha urovnich

regulace transkripce —

feromon-responsiv transport plazmidu u Enterococcus faecalis — 200 mD RNA
— zvySeni transkripéni terminace iz trans

vazba na proteiny — RNA polymerasu

postranskripcné jako antisens RNA —
fagy, transposony, regulace transkripce plazmida
ctRNA — transkribovany z druhého vlakna — 100 bp

regulace jen jednoho genu

téz v chromosomu - Crp Tic RNA — pfesahuje ¢rp gen

bez pfekryvu cilové RNA — kdekoliv v chromosou — 12bp
nckolik cilovych gent — globalni regulace



Regulacni RNA

DsrtA -
pusobi 7z trans na vice gentl pozitivné 1 negativné

hns — histon silencer gene

rpoS — sigma faktor stacionarni faze

interakce na zakladé¢ similarity v Shine-Dalgarno

inhibuje nebo umoznuje translact

destabilizace mRNA



Regulacni RNA

OxyS —
indukce pfi oxidativnim stresu

translace z rpo$
pusobi nepfimo — vyfadi pozitivni regulator — Hfq

Hfq - vaze se na vedouci sekvenct mRNA rpoS — odkryva S-D
sekvenci

Hfq 1 na dalsi SRNA — DsrA — RNA chaperon
muze téz destabilizovat
fhlA — transkripcni aktivator metabolismu kys. mravenci

OxyS se vaze na translacni zacatek a inhibuje navazani ribosomu



Regulacni RNA

Positive regulation ]

D O DsrA RNA
& 3" .
Hfq DsrA RNA binds
binds DsrA target mRNA o
7 2 -
2
SI
C\;ﬁ_— oS —
S-D
rpoS mRNA Translation
allowed
I Negative regulation
OxyS RNA
5
5’
Hig @ OxyS RNA binds
binds OxyS target mMRNA
$-D
5 S
PRI Translation

inhibited




Regulacni RNA

A Negative regulation B Positive regulation
|. DsrA RNA I. DsrA RNA
3’ 5 5 3
3 \ 7 3
2 Base 2 Base
3 pairing 3 pairing
5’ s 5’
S-D —5 )
‘' hnsRNA = :
ns
Translation (posmBNA
inhibited rpos —>
Translation
Il. OxyS RNA Il. OxyS RNA aloyiEd
5 Titrates
5' () (|
Base
pairing
—>
¢
fhIA mRNA Translation s-D P
inhibited rpoS mRNA Translation

allowed




Regulacni RNA

Zpusoby objevovani
dfive tézka analyza regulacnich mechanismu
nyni nastroje bioinformatiky srovnavani genomu pribuznych kmena
nastroje genomiky — microarrays

sekvence intragenovych usekl jsou konzervované, pokud obsahuji regulacni

sRNA

jinak jsou rizné

vyhledavani{ kandidatt —
rozpoznatelny promotor,
o nezavisly terminator

testovani pomoci Nothern blotting






