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Regulace syntézy porinU

Vétsina bakterii je schopna prezit ve volné pfirodé

Nejzdkladnéjsi problém v pfirodé — schopnost vyrovnat se s
osmotickym tlakem
Uvniti bunék vzdy vyssi nez vnéjsi — zadrzuje bunécénd sténa — turgor
Schopnost bunék vnimat zmény osmotické tlaku — vnimat rdznd prostredi
Patogenni bakterie — vstup do hostitele — v téle vzdy vyssi osmolarita
Regulace turgoru — akumulace & uvolnéni K* a dalsich osmolytd
(prolin, glycin betain)
zdkladni mechanismus u G- bakterii — syntéza poring vnéjsi
membrdny

reguluji prunik kompatibilnich solutd pres vnéjsi membrdnu
E. coli— OmpC malé a OmpF velké (uplatiivje se v Fidkych roztocich)

pFi vysoké osmolarité — vice OmpC



Regulace syntézy porinu

1. krok - isolace mutant defektnich v expresi porind

receptory slouzi jako receptory pro nékteré fadgy a bakteriocin
isolace mutant resistentnich k témto fadgim — nesyntetizuji OmpF

puvodné dva lokusy — ompF a ompB
ompF — mutant se ztrdtou schopnosti syntetizovat porin OmpF

Absolutni — strukturni protein

ompB — dva geny — EnvZ a OmpR — komplementacéni testy
mutace v lokusu zabranovali syntéze ompF jen ¢dstecné
dvoukomponentovy systém, pouze ¢dstecnd ztrdta
pfimd reakce na zmény osmolarity
signdl neznadmy

OmpR — P — aktivuje transkripci OmpC

OmpR — aktivuje transkripci OmpF

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



Regulace syntézy porinU

Fenotypy mutant -

genetické studie nepotvrdily jednoduchy model

OmpR-P — slozitéjsi regulace transkripce OmpC
Je pottebny i k regulaci OmpF

envZ — null mutace —

podle modelu — kompletni inhibice fosforylace OmpR
zadnd syntéza OmpC
konstitutivni vysokd hladina syntézy OmpF
nepotvrdilo se —
zddnd syntéza OmpC
limitni transkripce OmpF



Regulace syntézy porinu

Konstitutivni mutace v OmpR

ompR2 (con) — i v kombinaci s envZ null — nelze fosforylovat
konstitutivni OmpF

zabranuje expresi OmpC

ompR3 (con) — mutace mimuijici fosforylaci
konstitutivni exprese OmpC
zabranuje expresi OmpF —
OmpC+ OmpF- konstitutivné
= nekomlementovatelné EnvZ+ i OmpR+
= in cis mutace

snaha vysvétlit na ara operonu — ompR ve dvou formdch



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 porinu

predpovéditelné mutanty odpovidajici jednoduchému modelu

analogie s AraC — u mutanta ompR3 komformaéni zména odpovidaiici
fosforylované formé

komplementadni testy nejdou vysvétlit jednoduchym modelem
envZ+, ompR3/ envZ+, ompR+
predpoklad —
nizkd osmolarita — OmpC+ OmpF+ - recesivni mutace
vysokd osmolarita - OmpC+ OmpF- dominantni mutace
= mutantni ompR3 aktivuje OmpC —
= WT OmpR aktivuje OmpF pfi nizké osmolarité —
realita -
OmpC — konstitutivné — i pfi nizké osmolarité
OmpF — vibec ani pfi nizké osmolarité
dalsi souc¢asny vyzkum —

zdlezi na misté vazby na promotoru,

kinaza i fosfatdzovd ktivita

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



Regulace syntézy porinu

Kindzovd / fosfatdzovd aktivita EnvZ

Vysokd osmolarita —
fosfotransferdzovd aktivita — vysokd hladina OmpR-F

Nizkd osmolarita
Fosfatdzovd aktivita — vysokd hladina OmpR

vytvoreni bodovych mutant ovliviujici amino termindini
fosforylaéni doménu — T831

fenotyp — OmpF-, OmpC-

Nutnost OmpR-P pro regulaci obou genu

zména vazebnych vlastnosti - DNAasel protekéni test
3 vazebnd mista u OmpF promotoru
mutant stejné jako WT
3 vazebnd mista u OmpC promotoru
zména oproti WT — nevdze se
mista promotoru musi byt zapliovdna postupné



ompF mRNA RES start codon

5" AUAAARAARACCAUGAGGGUARUARAUAAUGAUGAAGCGCARUAU...
LEEE CLERE R renereninl
OUACUGCCAUVAVUUAUUACUACUUCG-5*
U A A

o0 Y MicF RNA

Regulace syntézy porinu

Regulace pfi dalsich stresech — teplotni Sok, ethanol atd,

MicF — regulcé’nl' RNA —(messenger inhibitory complementqry)

Objeveni - overexprese z multikopiového plazmidu oblasti upstream od
ompC (Mizuno et al. 1984)

93 nt transkript,

na 5’ konci — 3P — na 3’ konci Rho nezdvisld terminace
Ovlivnéni exprese ompF
transkribovdna z opaéného vidkna — v opaéném sméru
antisense k OmpF mRNA v sekvenci iniciace translace (TIR)
- S-D, AUG kodon
zabranuje nasednuti ribosomu
vyssi koncentrace MicF pfi stresech
zastaveni exprese OmpF — vyssi pomér OmpC
promotor MicF — komplexni - aktivovdn riznymi aktivatory
SoxS — oxidativni stres
MacA — slabé kyseliny- antibiotika
OmpR — dalsi droven regulace OmpF - osmolarita



MicF
N

o Interakce MicF s oblasti v ompF

=
c
>, c C
o
g <

[

3

cn:b)t:)ngr;nnnc»)
PACCPCAPEAPAPCCE o

5

ompF mRNA 5° UTR

Translation
start

3
100 110
A 120

1 10 A 90
AGACACAUAAAG-CAUAAAAAAAAC GCAA..
ZuUACU AUUAUUAUUACUACUUC
30 20U ﬁ:_‘ 10 A

yut .

a0 u Y s
U
5

U a micF RNA

c c U
G-C G
G U
80 AU C
U-A u
U-G 70 505
-G U
GC U
G-C A
93 90 U-A a0 C
3 UuulUuuUAcCcuuUAUCCC



Regulacni RNA

ssRNA — riboregulace

na mnoha Urovnich

regulace transkripce —

feromon-responsiv transport plazmidu u Enterococcus faecalis — 200 mD
RNA — zvysSeni transkripéni terminace in trans

vazba na proteiny — RNA polymerasu 6S RNA

postranskripéni Uroven — vazba na mRNA - zména sekunddrni struktury
zmény v pdrovdni basi
méni se schopnost byt translatovatelnd
méni se stabilita
m antisense RNA - pUsobici in cis

= globdlné regulaéni malé RNA — pUsobici in trans



Regulacni RNA

antisens RNA —

fagy, transposony, regulace transkripce plazmido (Tomizava et al. 1981)

ctRNA — transkribovdny z druhého vldkna — ccal100 bp

= regulace jen jednoho genu

m Cis pUsobeni

= rozdilnd regulace transkripce od cilové mRNA
= rozdilnd stabilita x degradace s cilovou mRNA

= zména vazby cilového proteinu (RNAs)

téz v chromosomu - Crp Tic RNA — pfesahuje crp gen

Low concentration

- -

NO)
of plasmid and Cop8 A
|

\ ¥ |
NNANANANNNS 3 . F|

uuuuu

ANNNNSNNNNNNNS "
Pe

on
/

Lo copi = repA
R O
D hdine wie

Fepnt




Regulacni RNA

Lpusoby studia
Objeveni —
vytipovdni ze sekvenci —
promotory na antisense vlidknu
Microarrays —
nové metody umoznuji rozlisit z kterého vldkna se transkript tvori
Ndsledné dikazy
reportérové geny
hybridizace
RT PCR
specifické stépeni RNAsami

hybridni systémy
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Regulacni RNA
-Q_M ﬂwl

Q)
1 bez prekryvu cilové RNA — kdekoliv v ——JL
chromosou — 12bp

=1 nékolik cilovych gend — globdlni regulace

m Regulace stability nebo funkce mRNA w) 5

v
o1 kédované v intergenovych oblastech

2 v E.coli 17 rdznych —

srRNA gene Target protein gene
e T m T

/ Transcription \
5
STRNA 3

i ’

Protein binds
single-stranded |
region in target “ I

85X

N Secondary structure
\| forms in absence
,_7{ - of regulator

M Protein cannot bind to target e

i
|

Translation



Regulacni RNA

ZpUsoby objevovani
drive tézkda analyza regulacnich mechanismi
nyni ndstroje bioinformatiky srovndvdani genomu pribuznych kmenu
ndstroje genomiky — microarrays
Ndstroje bioinformatiky
sekvence intragenovych Usekl jsou konzervované, pokud obsahuji regulacni sSRNA
vyhleddvdni kandid&to —
rozpoznatelny promotor,
P nezdvisly termindtor
testovdni pomoci

Nothern blotting

RT PCR

Detekce protildtkou cilového proteinu



Table 1 List of E. coli small regulatory RNAs and target molecules

Effect of target

RNA Target function

csrB RNA CsrA protein Suppression

csrC RNA CsrA protein Suppression

cyaR RNA ampX mRNA Suppression

dicF RNA frsZ mRNA Suppression

dwrd RNA rpoS mBRNA; insmBRNA Activation

gad ¥ RNA gadX mRNA Activation

govB RNA oppA and dppd mRNAs Suppression

invR RNA ampl) mRNA Suppression

micA RNA ampd mRNA Suppression

micC RNA ompC mBRNA Suppression

micF RNA ompF mRNA Suppression

omrd RNA ompT mRNA, cird mRNA, fecA mRNA_ fep A Suppression
mRNA + 32 other mRNAs

omrB RNA ompT mRNA, cird mRNA_ fecA mRNA, fep A Suppression
mRNA + 14 other mRNAs

oxyS RNA fhid mRNA + =40 genes indirectly Suppression

rprd RNA rpoS mRNA Activation

RseX RNA ompd mRNA, ompCmRNA Suppression

rvbB RNA “ompC mRNA, ompD mRNA + other omp Suppression
mRNAs

rvhB RNA sodB mRNA + several other mRNAs Suppression

rvdC RNA vejABEF mRNA Suppression

rveB RNA Unknown

sre8 RINA prsG mRNA Suppression

Spotd42 RNA galKmRNA of gal ETKM mRNA Suppression

sraC RNA Unknown -

sraG RNA Unknown -

sraH RNA Unknown -

sraf RINA Unknown -

sroB RNA Unknown -

sroC RNA Unknown -

sroD RINA Unknown -

srof RNA Unknown -

sroH RINA Unknown -

65 RNA RNA polymerase/c’" complex Suppression

“mRNA binding shown in Salnonelia.

Small regulatory RNAs in bacteria. Delihas N. 2009Encyclopedia of life sciences.



Positive regulation

Regulacni RNA
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cyaR RNA

Reguluje maly Omp — OmpX

‘reverse target search’ - systematickou deleci gend pro sRNA v Salmonella typhymurium
spekulativni role v transportu glukézy
environmentdlni stresy
v intergenové oblasti gent yegQ a orgK

sekvence konzervovand v G- bakteriich (Salmonela, Erwinie, Pseudomonas)

14 WT AcyaR Aompx
regulovdn cAMP (Papenfort et al. 2008) ’
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Regulacni RNA

Mutacéni experiment na zjisténi interakce cya s
oblasti ompX

Ompx fozované s GFP na plazmidu — konstitutivné transkribuje ompX
GFPmRNA

Ddle pPL-CyaR (pKP-39-3) or mutantni plazmid, pPL-CyaR* (pKP-75-1)
GFP detekovdno protilatkou
GrOEL jako marker.

ompX mRNA
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Il. OxyS RNA
5’ Titrates

Regulagni RNA O

OxyS - (o)
O_Ei" ; @ — e 1pos —

rpo§ mRNA Translation
allowed

indukce pFi oxidativnim stresu

po pUsobeni H,O, — indukce adaptacnich gend

indukce OxyR — transkripéni reguldtor
Indukce oxyS — mald regulaéni RNA — 109 bp
translace z rpoS — sigma faktor staciondrni faze
pUsobi nepfimo — vyfadi pozitivni reguldtor — Hfq

= Hfq - vaze se na vedouci sekvenci mRNA rpoS — odkryvé S-D
sekvenci

= Hfqg i na dalsi sSRNA — DsrA — RNA chaperon

m muUze téz destabilizovat



A 3 terminal foop in oxyS RNA pairs with the initiation site of #lhA mRNA
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Regulacni RNA g

w FhIA — transkripéni aktivator metabolismu kys. mravendi
u OxysS se vdze na translaéni zacdatek a inhibuje navdzdni ribosomu

oxyS is controlied by oxyR and H,0,

| Negative regulation ]
OxyS RNA
5
5
v OxyS RNA binds
binds Oxy$ target mRNA
-
$-D
p oxyS
5 " RNA -
fhiA mRNA Transiation (109 nts)
o inhibited

oxyS —
transkribovdn v oxyR konstitutivnim mutantu,
indukce po pfidani H,0O,



Regulacni RNA

DsrA -

pUsobi in trans na vice genu pozitivné i negativné

hns — histon silencer gene

rpoS — sigma faktor staciondrni faze

interakce na zdkladé similarity v Shine-Dalgarno
inhibuje nebo umoznuje translaci
destabilizace mRNA

Opaciné pUsobeni nez oxy$S



Regulacni RNA

I:l O Xys CI D S r A Positive regulation 7

DsrA RNA
3 3 .
Hfq DsrA RNA binds o
binds DsrA target mRNA
3 g - J
)
2
5!
Sl
e rpo§ —»
S-D
rpoS mRNA Translation
allowed
Negative regulation I
OxyS RNA
5
SI
g @ OxyS RNA binds
binds OxyS target mRNA
> =
é ! $-D } E
5’ 5
FRATE Translation

inhibited




Regulaéni RNA

A Negative regulation B Positive regulation
LBsrA RNA 1. DsrA RNA
3, 5’ 5' 3/
3 \ 7 3
2 Base 2 Base
3' pairing 3 pairing
5 , —> 5
— ’
* hnsRNA D ?
ns
Translation poS mRNA
inhibited pos —»
Translation
Il. OxyS RNA Il. OxyS RNA aloyiEd
5 Titrates

5 M 5

Base

pairing
—>

0_15_'..+ e 6E
—~ rpoS—>

fhlA mRNA Translation D
inhibited rpoS mRNA Translation
allowed




i v
® ;
Transkyion i nhibeicn.
T ‘_ FMase E-dependent mRMA degratation
srgS RNA
r.'_.'E'- vbreguinbion o -,__"1-

Transkript — dudlni funkce
Regulacéni RNA
Maly regulacni protein — 220 bp

3’ konec pdruje a inhibuje translaci z ptsG RNA — transport glukézy

43 aa polypeptid =SgrT — interferuje s akumulaci glukoso- 6 —
fosfatu — zabranuje akumulaci glukézy — bunédny stres

Morita and Aiba. 2007
Many ,,noncoding” RNAs await characterization for potential hidden

function



Regulaéni RNA

MITES — miniature inverted-repeat transposable elements

poprvé u eukaryot —
50 az 300 bp repetitivni sekvence

sbsence Tn ani dal$iho ORFs

pohyb — neautonomni IS element — mdlo prozkoumdno — pravdépodobné in trans Tn z jiné
¢asti genomu — Y2 nebo Y,S

Vznik malych transkripts
Reguluji upstream geny
(Delihas 2008)



Unikatni repetitivni elementy

LS Qurmas
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Repeat-spacar
array

o CRISPR - regularly interspaced short palindromic repeats
= nalezeny ve vSech studovanych archaea i jejich plazmidech
m posléze i v nékterych bakteriich
= primé repetice - 4 az 100 kopii oddélené nerepetitivhimi nekodujicimi
useky DNA o stejné sekvenci - 25 az 40 bp (spacery)
= opakovani vytvari klastr

o 7 . O . o]
= sekvence spaceru odvozena od viru a plazmidu -
urcita forma ,paméti® po predchozi expozici fagem
= nékdy asociované z proteiny - vytvareji imunitni ochranu proti virim
mechanizmus neznamy - informace elsnet 2008- mechanizmus znam 2011
= podobné v rGznych druzich - pfenesené HGT
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