GLOBALNI REGULACE III



Atenuace transkripce

Struktura RNA muze byt vyznamnym faktorem regulace
exprese proteinu jak u prokaryot tak i eukaryot

Moznost zaujimat rizné sekundarni struktury —

[
rizné moznosti intramoleklarniho parovani

[
m Schopnost RNA stfidani dvou konformaci s regulanim charakterem - allosterické zmény konformaci
nukleotidl a alteraci v parovani
» vlastnosti alternativnich konformaci jsou rozdilné
m Terminace transkripce
m Inhibice translace
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Regions 3 & 4 ALTERNATIVE STRUCTURES
pair to form the Region 2 is complementary to 1 &3
terminator hairpin Region 3 is complementary to 2and 4
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Atenuace transkripce

= mechanismus atenuace - vedouci selvence obsahuje atenuator
transkripce zaCne ,normalné&®, ale skoncCi dfiv nez dosahne strukturniho genu
Mechanismus, ktery kontroluje schopnost RNA polymerazy Cist pfes atenuator
O klasicky pfipad — his a trp operon E.coli
O ostatni aminokseliny — leucin, fenylalanin, threonin, isoleucin, valin
O tRNA syntéza Bacillus subtilis- regulace genti pro aminoacyl tRNA syntazu

= Vedouci sekvence obsahuje terminator
Vazba proteind na mRNA
Vazba malych molekul - riboswitch

Regulatory RNA - ENCYCLOPEDIA OF LIFE SCIENCES



Geneticka evidence atenuace

trp operon E. coli
o negativne regulovan Trp represorem

O pokud Jed|ny Zp[]sob T ——

u trpR- mutant —_—— =

O hladina enzymu operonu stejna bezi s o | N
tryptofanem &P
X B In the presence of tryptophan -

u mutant (i null) e B e

O Vv nepfitomnosti tryptofanu transkripce QLL;\M 7
t&chto enzymu vyssi nez v jeho €
pritomnosti S &

— trp operon je regulovan dalsim |

mechanismem



Geneticka evidence atenuace

prvni evidence — tRNA " hraje roli v regulaci trp operonu v

nepritomnosti TrpR

(Morse D.E. et al. 1976, J.Mol.Biol., 103, 209.)

o mutace snizujici hladinu aminoacylované tRNAT™®
tryptophanyl-tRNA-syntethatase
ve strukturnim genu pro tRNAT™P
v genech odpovédnych za modifikaci tRNAT™®

— zvySuji expresi operonu
o  mutace v downstream oblasti od promotoru

delece ve vedouci sekvenci (leader sequence, trpL) mezi promotorem
a trpkE

dvojité mutanty v TrpR a leader sekvenci
— konstitutivni mutanty



Geneticka evidence atenuace

delece sekvence v oblasti mezi operatorem a zaCatkem
strukturniho genu.

O  zvySuji expresi strukturnich gena
m efekt je nezavisly na represorovém proteinu
o delece maji cis charakter —
jsou cis acting —
mutace ovlivnuji transkripci trp operonu pouze na stejné DNA
transkripce terminuje na vedouci sekvenci v pritomnosti
tryptofanu
transkripce in vitro se sadou mutant s deletovanym leader proteinem
zmeény v sekundarni strukture — jsou dané pozici ribozomu na mRNA
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8 ALTERNATIVE STRUCTURES Regions 2 & 3 pair; |

Regions 3 & 4 . :
Region 2 is complementary to 1 & 3 terminator region

pair to form the v
terminator hairpin  Region 3 is complementary 1o 2and4 issingle-stranded |

= Soucasny model - vlastnosti
procentudlni zastoupeni aminoacylované tRNATP determinuje

O
sekundarni strukturu mRNA v misté vedouci sekvence
= vedouci sekvence obsahuje dva sousedni trp kodony
m  Ctyfi RNA oblasti mohou zaujmout tfi rozdilné vlasenky
(hairpins)
m vilasenka 3:4 je soucCasti faktor nezavislé transkripCni
terminace
o pokud je hladina tryptofanu — aminoacylované tRNATP

nizka — dojde k doCasnému zastaveni ribosomu na trp

kodonech

= ribosomy tak signalisuji nedostatek tryptofanu

m transkripce ma pokracCovat -



Model regulace trp operonu

struktura vedouci sekvence trp operonu
TT —_ 2 trp kOdony Antiterminator

structure
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Model regulace trp operonu

A) RNA polymerasa se doCasné zastavi za usekem 1:2
B) Ribosom se navaze na RBS na mRNA, zahaji translaci

A RNA Pol pauses at 1:2 pause site
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coding region Attenuator
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Model regulace trp operonu

C) Ribosom ,vystrCi® RNApolymerasu z mista 1:2
v pfitomnosti tryptofanu tvorba vlasenky 3:4 — terminace
transkripce

C Attenuation in presence of Trp
Structural
genes

RNA Pol

' trpl

CGA Regions
U G 3and 4
A A form a
terminator

hairpin

e

RNA Pol
terminates



Model regulace trp operonu

D) V nepritomnosti tryptofanu — pozastveni na TT
kodonech- vytvoreni 2:3 vlasenky — pokraCovani

transkripce pres strukturni geny

D Transcription elongation in absence of Trp
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Model regulace trp operonu

= Soucasny model — vlastnosti

O

vytvari se rizné vlasenky

= po iniciaci transkripce RNA polymerasa
se pohybuje po trpL sekvenci do mista
za oblast 2,

= kde se zastavi,

= vytvori se vlasenka 1:2, (pause hairpin)
dulezity signal k zastaveni (1 s) -

= dojde k nasednuti ribosomu drive nez
polymerasa dojde do mista 3

= nasednuty ribosom ,posune“ RNA
polymerasu do mista 3 dale —ribosom se

dostane do trp oblasti

O malo Trp — zastaveni ribosomu —
vytvoreni 2:3 vlasenky — pokraCovani
translace

O Dostatek Trp — ribosom pokracuje -
vytvoreni 3:4 terminacni vlasenky
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Geneticka evidence modelu

= mutace trpL75 — potvrzeni funkce vlasenky in vivo

O

©)

= mutace trpL29 — translace vedouciho peptidu z trpL§

bodova mutace destabilizujici vlasenku 2:3
terminace v trpL oblasti bez ohledu na vysi hladiny
tryptofanu

dokazuijici, ze formovani 2:3 vlasenky zabranuje
vytvoreni 3:4

je nezbytny pro regulaci

@)

zména start kodonu AUG na AUA zabranuje iniciaci
translace

terminace probiha i v nepfitomnosti tryptofanu

model vysvétluje i pfedpoklad, Ze pozdrzujici se RNA |

polymerasa na 1:2 vlasence je posunuta ribosomem
nevytvori se 2:3 ale 3:4 vlasenka
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trp operon u Bacillus subtilis

néktere typy atenuace odlisné —

o  kontrola prostfednictvim trans-acting proteinu
bgl operon E. coli
trp operon Bacillus subtilis

o  regulacni protein se vaze na vedouci cast RNA a zabranuje tvorbé
sekundarni struktury

o  zvySuje nebo snizuje terminaci transkripce

trp operon neni regulovan represorem

o  pouze antiterminacni mechanismus — odlisSny od E. coli
protein TRAP (trp RNA-binding attenuation protein) modeluje
sekundarni strukturu mRNA

O Vv pritomnosti tryptofanu se vaze na antiterminacni viasenku a brani jeji
vytvoreni



trp operon u Bacillus subtilis

model postranskripCni regulace trp operonu B.s.—
J.Bact. (2001), 183, 5795

o  antiterminacni vlasenka je bezprostfedné upstream od terminacni

o inverzni sekvence, ktere je vytvareji, se prekryvaji
o nemohou se vytvorit obé najednou

n prerusenim antiterminacni se vytvori terminacni

= nesyntetizuji se strukturni geny operonu

(A [
g
DNAE’ F@M@T@Tr@rmmmmmc T rc?'rcn'rreeelrmm-l trpEDCFBA
P”P 36 60 9 108 111 133 204
transcription

anti-termination termination

u%% - tryptoph)ay X:yptophan




trp operon u Bacillus subtilis

dal$i mechanismus reaguijici na ,nenabitou” tRNATP

antiTRAP protein

o Vv pfitomnosti nenabité tRNATP se vaze na TRAP a vyvazuje
jej z vazby na RNA

o zabrafnuje terminaci transkripce
o fenotypové ale podobné chovani jako trp operon u E. coli
(Babitzke P., and Gollnick P. 2001, J.Bact. 183, 5795)



RNA- protein vazebna retardace

studium vazby TRA na RNA — gelova retardace

o znacené RNA (WT A, delece ve viasence B)
generovana z plasmidu

a protein v riznych koncentracich se inkubuje 20 min

o deteguje se v nativnim akrylamidovém gelu (F volna RNA, B
vazana na protein)

A= J.Bact. 182,1819, (2000) B
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studium RNA struktury
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RNA sensory

nektere mMRNA nejsou pouze substrat pro ribosomy

obsahuji kontrolni elementy,

o moduluji vlastni expresy v zavislosti na danych podminkach

bez ucCasti dalsi makromolekuly

cis — acting

lokalizovany v 5'UTR oblasti (untraslated region)

zména konformace v zavislosti na fyzikalni nebo chemicky

signal

Riboswitch — regulace nizkomolekularnim metabolitem
monitoruji metabolicky stav

RNA teplomér — reaguji na intracelularni teplotu

O O O O

Narberhaus, F. et al. RNA thermometers. FEMS Microbiol. Rev. (2006) 30:3.

Nudler,E. et. al. The ribostwitch control of bacterial metabolism. Trends.
Biochem. Sci. 29, 11- 17, 2004.



RNA teplomer

zvysujici se teplota méni konformacni zmény NK
MRNA — cis acting
Chladovy i tepelny Sok, faktory virulence

(b) RNA thermometers
|. Translation initiation (cis-acting)




= 1. objeveny u clll genu A faga (15 let)

O pri 37 °C se posune rovnovaha ve prospech struktur mRNA
clll proteinu umozAujici vazbu ribosomu

O probéhne produkce clll proteinu — stabilizace cll - lysogenni

faze
O pfi 45 °C naopak
Tes ee e - ee . == m navic cll degradovany
i B FtsH proteasou

37°C
———
————
45°C
""‘9"’“‘:'“‘“"'“" CIl — aktivuje transkripci z promotort PRE
e a PM a Pl
PRE a PM — transkripce CI — represor
transkripce z promotord P a L
P _tranpskripci integrasy Fig. 2. Temperature-dependent sequestration of the i dil rbosome-
Clll — inhibuje bunéénou proteasu, kterd binding ste. Grey ovas, nbosome, AAGGAG, Shne-Dalgamo (SD)
degraduije Cll sequence; AUG, start codon.

Cl —regulace represe transkripce v
lysogennim stavu



Regulon teplotniho soku

po vzrustu teploty -

o rychly narust asi 30-ti proteinu (Hsps — heat shock proteins
pomala degradace

Indukce téz dalsimi stimuly- ethanol, degradace DNA
konzervované od bakterii az po vysSi eukaryota

spiSe proteiny obecneého stresu
Craig E. a Gross (1997), Trends. Biochem. Sci. 16,135.

O O O O

puvodni objeveni — kolekce teplotné sensitivhich mutant
o neschopné indukovat Hsps po teplotnim Soku

o geny nalezeny komplementaci s genomovou kninhovnou WT
o klony schopné prezit po tepelném Soku



Regulon teplotniho soku

o E. coli

Nejlépe prostudovany
O  Hsps ve dvou operonech

1. 0% regulon — 30 genu

2. 0% regulon — 3 proteiny — aktivita pfi vysSich teplotach
stala nizka koncentrace — funkce za normalnich podminek
po Soku rychly nékolikanasobny narust

chaperony — za normalnich podminek sbaluji nové vzniklé proteiny
— GroEL, DnakK, DnaJd, GrpE

proteazy — degradace nevratné denaturovanych proteint- Lon, Clp

aminoacyltransferazy- neznama funkce, spojeni se syntézou
proteind



Regulon teplotniho soku

03?2 — rpoH gen - po Soku stoupne exprese 15 x a ihned
o  promotor rpoH neni rozpoznavan samotnym o3?
o otazka — jak muze vzniknout tak velky narust ?

neni autoregulace — nerozpoznava vlastni promotor
O 4 promotory — 3 ¢’° a jeden o

silna transkripcni regulace x transkripce rpoH vzrista malo
musi byt postranskripCni regulace

O po tepelném soku zvyseni stability mRNA

O zvyseni translace z rpoH mMRNA

O ucast DnaK a DnaJ



RNA teplomer

MRNA rpoH — RNA teplomeér —

o zajiStena translacni efektivita hlavniho regulatoru
o korelace s teplotou

o dva intragenové segmenty A a B —
v 5'proximalni ¢asti v kodujici sekvenci
rpoH-lacZ fuze a deleCni mutanty
o sekundarni struktury mezi témito oblastmi inhibuji translaci
pri nizkych teplotach
pri vyssSi teploté — rozvolneni struktury — nasednuti ribosomu
deleCni analyza, bodové mutace, analyza struktury
Morita et al. 1999: J.Bact. 181:401.



RNA teplomer

’ @)
Schéma regulace rpoH mMRNA |"|'|=r»_|§ 3

o A) schema regulonu promoters SD  rpoH gene
o  B) struktura rpoH mRNA
o  C) minimalni funkCni sekvence

region B
A
region A region B
(+6 ~ +20) (+112 ~ +208)
Xhol Clal BamHI
-677 -139 +1 +364  JacZ = — ACKIAG
GF364 L 1 — region A
BamHI
+247 lacZ
TLF247 L) Np— 1 o I ARNDRNVRONN, I
()
|
B

wild-type 15A 1247 15A-124T 15C 15C-124G17C-122G

Heatshock - + - + - 4 - 4 = 4+ - 4+ - + w v
=t 1 o1 Eel Rl

-
- <=

Relative synthesis rate 1.0 58 66 11.6 39 151 16 77 20 84 08 33 06 07

W/ -/ / / -/ W/
Fold induction 5.8 1.8 3.9 48 4.2 4.1 12



ROSE

ROSE — Repression Of heat- Shock gene Expression
= regulacni elemement mRNA reagujici na teplotu upstream
od strukturniho genu

Bradyrhizobium japonicum — heat shock protein

= 100 nukleotidd v 5'UTR

= konservované

= delece této Casti — zvySeni translace bez zvyseni teploty

O

O
O
©)
O

puvodni vysvétleni regulace na transkripéni urovni - negativni
selhali experimenty nalézt regulacni protein

analyza pomoci pocitacovych vypoctu z primarni sekvence
mfold program — Zuker et al. 2003, NAR,31:3406

Nalezeno u dalSich — Rhizobiaceae: Mesorhizobium,
Rhizobium, Agrobacterium

m spoleCny znak — neparovy G naproti SD sekvenci



ROSE

= struktura ROSE u B. japonicum a A. tumefaciens
o pfi deleci G — ztrata sensitivity k vyssi teploté

B
(a) “.“u." B. japonicum (b) lf o A. tumefaciens
Gl hspArpoH{-ROSE hspAT2-ROSE
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ROSE

Spekulace co staCi na zahajeni translace
o uplné rozvolnéni vlasenky
o perturbace v misté SD

o Experimentalni metody
NMR

O potvrzeni perturbaci a funkce neparoveho G
O stabilizaéni funkce ostatnich smycek



ROSE

= kandidati téz u gamaproteobacteria —

o E.coli, Salmonella, Vibrio

o malé heat-shockove proteiny ze skupiny A a B
o pouze predikce - BLAST nestaci
o zatim neobjevené struktury u ostatnich rodu

_'_...-ﬂ--.
:.F ""F C. crescentus

\ ROSE e
— CC2258 A
"=t ¢ N
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EiPha-PrﬂtEﬂhacteria

Bradyrhizobium japonicum (hspd)
Bradyrhizobium japonicum (hspB)
Bradyrhizobium japonicum (hspD)
Bradyrhizobium japonicum (hspE)
Bradyrhizobium japonicum (hspH)
Bradyrhizobium sp. Parasponia (hspd)
Bradyrhizobium sp. Parasponia (hspC)
Bradyrhizobium sp. Parasponia (hspD)
Bradyrhizobium sp. Parasponia (hspE)
Rhizebium sp. strain NGR234 (hspA)
Rhizeobium sp. strain NGR234 (hsp(C)
Mesorhizobium loti (m112387)
Mesorhizobium loti (ml1l12033)
Mesorhizeobium loti (mIr3192)
Mesorhizobium loti (mll9627)
Rhodopseudomonas palustris (RPA0OOS4)
Rhodopseudomonas palustris (hspD)
Brucella suils (ibpd)

Agrobacterium tumefaciens (hspAl/hspi2)
Sinorhizeobium meliloti (ibpa)
Sinorhizebium meliloti (b212585)
Barteonella henselae (ibpAZ2)
Caulobacter crescentus (CC2258)
Caulcbacter crescentus (CC3592)
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Gamma-Protecbacteria
Pzeudomonas aeroginosa (ibpl)
Pzeudomonas putida (ibpAi)
Pzeudomonas syringae (PSPT02170)
Erwinia carotovora (ibpA)
Erwinia carotovora (ibpB)
Escherichia coli (ibpa)
Escherichia ceoli (ibpB)
Salmeonella enterica (ibpal
Salmeonella enterica (ibpB)
Yersinia pestis (ibpi)
Yersinia pestis (ibpB)
Shewanella oneidensis (ibpd)
Vibrio cholerae (hspd)

Vibric parahaemolyticus (hspa)
Vibrie wvulnificus (hspi)
Consensus

[3-8] rrAGGAk

[2-8]

WAUG



Chladovy sok

zmena membranoveé fluidity
konformacni zmény NK a proteinu
CSPs — cold shock proteins

o rozdilné a zatim malo prozkoumané funkce (oproti HSPS)

o regulace na postranskripCni urovni

tvorba rozdilné struktury transkriptu pfi 37 a 15 °C
nizka stabilita CSPs mRNA pfi normalni teploté

konformacni zmeény pfi rozdilnych teplotach moduluji dostupnost SD sekvence

o cspA mRNA E. coli -
dlouhy 5'UTR oblast — 159 nukleotidu
Yamaka et al. J.Bact., 1999 181:6284

O delecni pokusy — leader sekvence kontroluje efektivnost translace
O stabilita mRNA — nizka pfi vysSich teplotach



Chladovy sok
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virulentni geny

exprese genu zodpovédnych za virulenci
o transkripCni uroven — regulacni protein

O exprese zavisi na vnejsich faktorech
extracelularni koncentrace zeleza

O Corynebacterium diphteriae — DtrX
osmoticky tlak

O Vibrio cholerae — ToxR-ToxS dvoukomponentovy systém —
O ToxR funguje jako dimer
O regulace 20 genu

teplota



virulentni geny

teplotni kontrola
o teplotne indukované zmeny v DNA
o proteinove teplomery
o RNA teplomery
Yersenia pestis — regulace aktivatoru LcrF

O

O

hladina proteinu vyssi pfi 37 °C x transkripce k teploté
citliva neni

termalni destabilizace vlasenky umoznujici translaci byla
vypoctena

Listeria monocytogenes — aktivator PrfA

O

O
O
O

teplotné sensorova Cast jednodussi — jedna vlasenka
parovani s SD je slabsi

AUG kodon neni maskovan

vySSi citlivost a fungovani pfi mensich zmenach teploty



virulentni geny

Listeria monocytogenes — aktivator PrfA
o Jednoducha smycCka — citlivejSi reakce pri nizSich teplotach

Low temperature *_I 37°C
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Malé nekodujici RNA - DsrA

RpoS je vice zastoupen pfi 25 °C

o RpoS dependentni promotory jsou efektivné
transkribovany pfi nizkych teplotach

Regulace prostrednictvim DsrA — teplota okoli jeden z
faktord ovliviiujici mnozstvi DsrA v bunce.
O iniciace transkripce
O  stabilita samotné antisense RNA — vySSi pfi nizSich teplotach
Vlastnosti DsrA
O 85 nukleotidd primarni transkript — forma F
I.";j‘;’:;eg“'a“°" = Stabilnéjsi pfi 25 °C
3 O procesovan na 60-61 nukleotidu — forma T

"
J/\i&' = RNAsa E — mechanismus neznamy
7

2 Base

as # odstépovana 5’ oblast — interakce s MRNA RpoS
pairing
( \.;_5'

5
S-D 5
rpoS mRNA

rpoS —

Translation
Il. OxyS RNA allowed




RNA teplomery

Nezodpovezené otazky

O
O

Struktury RNA teplomérd — NMR, X-ray

Rozvolnovaci proces

Nejsou znamy vsechny interakce sekundarnich a hlavne
tercialnich struktur

Dynamika folding a unfolding procesu RNA
Stabilita transkriptu

Neznamy mechanismus degradace a duvod proc¢ buriky
produkuji transkripty které jsou degradovany

Existence i u jinych genu
Zda pouze geny pro teplotni Soky a virulenci
Duvod nizké sekvencni a strukturni konzervovanosti

Jiné mechanismy regulace nez iniciace translace
Terminace transkripce, ribozymova aktivita jako u riboswitch



Riboswitch

monitoruji metabolicky stav
o) The riboswitch control of bacterial metabolism Trends Biochem. Sci., 29, 11 (2004)

vazi se na metabolity - aptamery
o vysoka afinita a specifita
o zpétnovazebna kontrola metabolickych drah

regulace genu pro biosyntézu, transport nebo degradaci malych
metabolitu

o metabolismus vitaminu
= Flavin mononukleotid sensing riboswitch — rfn-box
= thiamin pyrophosphate sensing riboswitch — thi-box
= Adenosylcobalamin - B12

o metbolismus purint
= hypoxanthin
= Guanin

o di-GMP — ;second messenger”



Riboswitch

Table 1. Riboswitches and their role in regulation of bacterial metabolism®"

Tabulka moznych mechanismu riboswitch

Metabolite Precursor RMNA Target process Target genes Where found Rets
{ligand) SEnsor
FMM Bz rfn-baox lranscription termination EZ synthesis Grami+ ) and [14-18]
ar translation initiaticon and transport Grami— ) bacteria
PP B1 thi-box lranscription termination B1 synthesis Gram(+ ) and [14,20,21,23]
or translation initiation and transport Gram|—) bacteria,
some archaea,
fungi and plants
Ado-Chl B12 B1a-box lranscription termination B12 synthesis Gram(+ ) and [32,33]
andfor translation initiation and transport Grami—) bacteria
SAM M et S-box lranscription termination Sulfur metabolism Gram|-+ ) bacteria [40-42]
Lysine A L-box lranscription termination lysC Grami+ ) and [44,46,47]
Gram(—) bacteria
Guaning, HX [ N G-box Iranscription termination Furine metabolism Grami+ ) bacteria [44]*
and antitermination and transport




Riboswitch

lokalizace v 5'UTR oblasti

o receptorova oblast — vaze se metabolit a vytvori
konformacni zménu — switch

o konsensualni sekvence —
konservované u vétsiny bakterii
100 — 200 bp

o tfi mechanismy
pfedCasna terminace
iniciace translace
MRNA processing
,off-switches” i ,on-switches”

o Metody studia

RNAse H probing, thermodynamicka a kineticka méreni vazby
aptameru na RNA, krystalografie



Riboswitch — negativni regulace

. Transc ription termination
(LRI AP Luuuly ——

. Translation initiation
s
A
—L

I1l. Ribozyme activity

SN 4




Gene repression

Riboswitch — represe gent

Transcription termination Translation initiation

(a) (b)
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Riboswitch — aktivace genu

Transcription termination

(c)

g
Terminator

lMetabDIite

Gene activation
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Translation initiation
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RNA regulace

Hlavni tridy bakterialnich 00
atenuatoru 62

RNA thermometer

A Riboswitch +/"‘\.
. T-Dbox -‘O- i g | | "
Peptide leader M

Ribosomal protein leader

Vazba
terminator/antiterminator
na RNA

Transcription attenuation in
bcteria:theme and variations.
Naville, M. and Gautheret, D.

Brief. Funct. Genomic proteomic “ _____ _,jl
2009, 8: 482
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