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Regulace genové exprese
v popfedi zajmu studia v postgenomické dobé
proces pfi kterém je exprese genu zapinana/vypinana
rizné podminky, rizny tyziologicky stav
Duvody regulace exprese genu
exprese jen aktualné potfebnych genti
reakce na zménu vnéjsiho prostredi
soucast procesu vyvoje — (sporulace)
Formy regulace
regulace na transkripéni urovni — regulace syntézy RNA — nejefektivné;si
postranskripcni regulace - vSechny regulace po transkripci RNA

regulace na translacni urovni — RNA konstitutivné, za urcitych podminek
neni translatovana — atenuace, interakce s asRNA, teplota



Regulace transkripce

cis-acting operator/promoter precedes structural gene(s)

Promoter Operator Structural gene(s)

- besssccessssssos
- Gene on: RNA polymerase initiates at promoter -
= Regulace na transkripCni tirovni - W“

o Iniciace transkripce na promotoru - RNA l
polymeraza T RVAVAVAVY \1 \/
u] f ictvi ind — regulacni :
regula}ce prostfednictvim proteint gulac P
proteiny Lasaa
v e, e L, v , Gene is turned off when repressor binds to operator
= usnadnuji ¢i branf vazbé RNA polymerazy na promotor Reprtlassm
0 negativni 3 - ,
& g o N NN OO
OperatOl‘ (SpCClﬁCka Sekvence) cis-acting operator/promoter precedes structural gene(s)
= bran{ vazbé RNA polymeraza — promotor Promaer Opersior Structural gene(s)
AINININIAINININININSANL

= zabranuje RNA polymeraze iniciovat transkripci
Gene on: RNA polymerase initiates at promoter

= represor drzi RNAP na zacatku
W. SAN AN A

O pozitivni |
= 1niciace transkripce je kontrolovana aktivatorem — LTRVAVAVAVAVAVY,
nezbytny pro iniciaci transkripce |

= zvyseni vazby RNAP na promotor
Gene is turned off when repressor binds to operator

= umoznuje posunuti RNAP na zacatek transkripce Fetasecy
I

.



Regulace transkripce

Regulace elongace transkripce-
pomoci dostupnosti ANTPs — hladiny ATP x GTP

Terminace transkripce —

Predcasna terminace —
atenuace
antiterminacni proteiny — A
Transkripce do sousedicich gent —
Vznik asRNA



Trans —acting —
difusibilni produkt genu — peptid, RNA

struktury na dvou genetickych elementech (chromosom, plazmid)

Cis-acting -
usek DNA specifické sekvence DNA

Struktury na jednom genetickém elementu



Negativni regulace

E. coli lac operon — prvni a klasicky pfipad
Francois Jacob Jacques Monod — 1950 — kratce po
objeveni struktury DNA a objeveni mRNA
1965 — ocenéno Nobelovou cenou

stale slouzi jako srovnavaci studie

tehdejsi znalosti — enzym laktézového metabolismu je
inducibiln{ v pfitomnosti laktdzy



Geneticka analyza /Jac operonu

prvni krok —
isolace fady mutant defektnich v metabolismu lakt6zy
rozdéleni do dvou skupin

mutanty neschopné rust s laktozou jako jedinym zdrojem C
Lac
mutanty produkujici enzym na utilizact laktézy 1 v jeji nepfitomnostt —

konstitutivni mutanty

druhy krok —

komplementacni studie
kolik genti tyto mutace reprezentuji

které mutace ovliviiuji trans a cis pusobici produkty gent



Geneticka anlyza /ac operonu

Testovani recesivity a dominance

komplementacni pokusy s /ac- mutanty —
F's WT /Jac alelou vpraveny do jednotlivych mutant
selekce podle typu pouzitych mutant
dominance x recesivita -
recestvni mutace -
parcialni diploidi Lac — vytvareji kolonie na laktéze — Lac+
dominantni mutace —
nevytvareji kolonie za stejnych podminek — Lac-
vétsina mutaci byla recestvnich -

inaktivace gent potfebnych k utilizaci laktozy
strukturni geny

Merodiploid Phenotype Interpretation

1. Lac’ Complementation;
m1 and m2 are

in different genes

[ —
/
C 2. lac No complementation;

m1 and m2 are
in the same gene




Recesivni mutace v Lac operonu

pocet strukturnich gena v operonu

komplementace dvou recestvnich mutant — parova

F' s alelou jednoho mutanta vpraven do druhého mutanta s mutaci na

chromosomu

Lac + — rizné geny (komplementaéni skupiny)
Lac - - stejné geny
Jacob Monod — dvé skupiny — lacZ a lacY

lac operon obsahuje jeste jeden gen lacA —
neni potfebny k ristu na laktéze —

nemohl byt v tomto typu experimentu objeven

Merodiploid Phenotype

—. ] ' Lac |
[/71’"_——1’-__1 ]/
2. Lac

Interpretation

Complementation;
m1 and m2 are
in different genes

No complementation;
m1 and m2 are
in the same gene



Recesivni mutace v Lac

Op@l’OﬂU.

Konstitutivni - L.ac™ - bez 1 s induktorem

Recesivni, trans- acting
Komplementovatelné WT lacl alelou

Mutace v lacI” zabranujici vazbé

na operator Dt

Slouzi k 1dentifikaci aktivnich mist
na represorovém proteinu
m DNA — vazebné misto

s
laci— gene synthesizes
defective repressor that
1 does not bind to DNA

Operon is transcribed
and translated

Mutations that inactivate the lacl gene
cause the operon to be constitutively expressed, because
the mutant repressor protein cannot bind to the operator.



Dominantni mutace
v l.ac operonu

Cis —acting mutace
Lac- nekomplementovatelné v pokusech s mutanty v obou

genech (lacZ, lacY)

Méné caste, polarizujici efekt,
Mutace v operatorech — lacp
Zabranuji expresi z promotoru plac

Merodiploid Phenotype Interpretation

No complementation;

o — Lac
LS ‘b. \, the cis-acting lacp mutation
") " prevents expression
». z of lacZ, lacY, and lacA




LLac” dominantn{ mutanty

Core

Mutace ovliviiujici difusibilni produkt genu, ale
Inducer binding changes conformation at hinge
d Omin al’ltni so that headpigcehs cgnnot m'mto groovt: el “

—
AN

* ¥ Inducer

lacI® — Lac- mutace dominantni i v
pritomnosti WT allely regulatoru

,ouperrepresor mutation

L‘ T ——————
zabranuje vazbu induktoru na represor — _—
INDUCER— «
permanentni represe 1 v pfitomnosti induktoru
§itti —
¥
lacI* - konformacni zmény zpusobujici vazbu na operator 1 Inducer converts
. v, .. lac repressor
i/pouze v pfitomnosti induktoru — I ot fsii
» . .. that cannot bind
represe v pfitomnosti induktoru - reversni ucinek t operator
dominantni 3\!\1\(\@!\1\1\!\1\1\1
RNA polymerase v

binds at promoter

& transcribes RNA
mMRNA is translated
into all three proteins

RRPRP  Roodep Fofs

——



Konstitutivni mutanty — lLac+
0

o Cis-acting, dominantni mutace
= vzacné konstitutivni mutanty
® Lac+t i v pritomnosti WT alely celého operonu — bez induktoru

= nazvané /acO° - mutace branici vazbu Lacl na promotor —

® Identifikuji operator

Constitutive operator mutant |/
cannot bind repressor, protein’/

= Mutace v regulatoru

v ; @ 9
m Zruseni exprese R 4
. ¥ 7

m Neregulovana exprese Y 4

g @ 5

» Repressor cannot bind

L W 4 ¢ to mutant operator
L4

1

Lac constitutive lacO*© is dominant

_,. ok '—\ and cis acting
3

O° operator
ININSININ,

PR e oo b bmtncins s s D
C’Iacl‘ p 0" Z* YA ’5

Operon is transcribed
and translated

VRSP RRF



I ) ° ’
III IIl @ Jacl® mutant synthesis .
O 1nantnl utace 3 erressor with )
.~ defective DNA-binding site Sl
T . |
v Lac operonu
Wlld type lacl gene @

Uile)

I N P el e
- One "bad" subunit poisons the

tetramer; cannot bind DNA
normally so operon is expressed

0 konstitutivni mutace v /ac :
operonu — Lac+ o 39,7 |

71 trans dominantni mutace —

= Jacl konstitutivni v expresiiv
piitomnosti WT alely /acl —

—

¥ mutace v samotnem proteinu Helix-turn-helix—— a-helix ﬁ a-helix
zabranujici vytvofeni tetrameru é =

Core domain 1

Inducer-binding site

&7 2
}/ ¥——— Core domain 2

L@ %BJ
%ﬁﬂ a-helix
Oligomerization ———“}/\ V_g =




Model LLac operonu

= Jacob a Monod
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Vlastnosti lac operonu

Lacl se vaze na tfi mista operatoru ol, 02, 03
ol — nejdulezitesi
delece 02 a 03 snizuje efektivitu regulace transkripce 50 x

represor se vaze zaroven na dva operatory ve formé homotetrameru

zaroven regulovan katabolickou represi — reprimace v pfitomnosti

glukosy —

CAP protein (catabolite activator protein) a cAMP- vazebné misto v
blizkosti o1

Lacl represor — pouzivan jako represor i v jinych baktertich
je velmi stabilni

LacP — pouzivan v mnoha expresnich vektorech — fizena exprese
mutace UV5 ztrata sensitivity ke glukoze

lacZ — reportérovy gen



ara operon - pozitivni regulace

ara operon — prvni objeveny jako pozitivne regulovany
konverze L-arabinosy na D-xlulose-5-fosfat — vstup do metabolismu
3 strukturni geny (araBAD)
jeden promotor — pBAD

aktivatorové misto — aral — vazba araC aktivace transkripce v pﬁ'tomnosti
arabinosy

geneticka evidence pozitivni regulace -
ztrata regulacniho proteinu — jiny fenotyp
delece v araC — superreprese fenotypu —

geny operonu nejsou transkribovany ani v pritomnosti induktoru
X u lacl — konstitutivni exprese

rozdily ve frekvenci konstitutivnich mutant - u pozitivni regulace velmi fidké

A
AraC

ﬁ Pc Psao

araC e l AL araB araA araD
| -7 e I I |

araO, araO, aral L

CAP site




P1 P2

Arabinose

Ara- operon BE
Antiactivator Activator
Arabinose
A

mutace v araC, které zptsobuji konstitutivn{ utilizact arabindzy

nizka frekvence - trik na jejich isolaci -
pouziti anti-induktoru — D-fukéza
brani vazb¢ arabinézy na AraC - nevaze se na promotor

A Absence of arabinose
selekce v pfitomnosti D-fukdzy R

WT netvoii kolonie na arabinéze
konstitutivni mutanty ano - (AraC®)

Pavodni model — pozitivni regulace:

Predpoklad:

AraC ve dvou stavech

P1 (v nepfitomnosti ara)

P2 (v pfitomnosti ara)

vazba AraC na promotor v P2 formé

e,

/Y—\ N
' Arabinose %,

(AraC®) v P2 formé i v nepfitomnosti arabinosy

podle modelu pozitivni regulace — dominantni k WT

Vysledek: | &
aktivace P21 v pfitomnosti WT P1 formy ! ( / \v ON
- ! ALY ! i ! / £
komplementacni studie s WT na F' - recesivni \_ C Co/B AD /) /

jiny model regulace S ——



A Absence of L-arabinose
ara operon ko

AR —
AraC
® /
- negativni regulace ¢ 6 o
1 1 resence of L-arabinose
negativni regulace ara operonu 7
araC v P1 forme se vaze na jine misto
operatoru a zabranuje transkripci | i GBSt
Robert Schleif: AraC protein: a love—hate ¥
Relationship. @
BioEssays 25:274-282, 2003 —_—
1 Al
| A2
A3 araB
araC PaAD

Level of ara expression i . )
Figure 3. The deletionsthat suggested the existence of

repression of pgapthatisdependent onan upstream DNA

Al A2 a3 site. When a strain containing deletion twois provided with

AraC in trans, the pgappromoter is normally inducible by

No AraC present <1 <1 <1 arabinose but, surprisingly, in the absence of arabinose,

. . the promoter possesses the elevated basal level of 20.

AraC provided in trans 1 20 <1 The behaviors of the deletions one and two demonstrate

AraC provided in trans + arabinose 200 200 <1 the presence of an elementlying between their endpoints

whose absence leads to the elevated basal level.




Model ara - operonu

Robert Schleif: AraC
protein: a love—hate
Relationship.
BioEssays 25:274—
282, 2003

Ara operon — pouziti v
biotechnologiich

para v expresnich
vektorech misto plac

! Linker
/

/
! N-terminal,

! dimerization
domain

C-terminal,
DNA binding
domain

N-terminal
arm

Arabinose

binding
pocket

/7

No arabinose

lo PBAD

Plus arabinose

’ , Al RNA polymerase
lépe regulovan
v o, ’ Vv (9)
lepsi regulece téz o — S -

katabolickou represi

PBAD ’



Kombinovana regulace

induction and repression can be under positive or negative control
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FIGURE

12.27 Control circuits are versatile and can be designed to allow positive or neg-
ative control of induction or repression.



cis-acting operator/promoter pre
Promoter Operator Structural gene(s)
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jene(s)

RNA

Repressor

1
AINININININININSINININSE

Geneticka evidence negativni a pozitivni regulace

GENE OFF BY DEFAULT

Startpoint
Gene

Promoter
1

T

GENE TURNED ON BY ACTIVATORS
Factors interact with RNA polymerase

Aot v.fiti@\VM\&tz
——
Protein SSRGS

RNA

delecni mutanty v regulacnich genech operont se chovaji rozdilné

negativni regulace —
konstitutivn{ transkripce
transkripce operonu i v nepfitomnostt induktoru
pozitivni regulace —
konstitutivn{ deprivace

inhibice transkripce genti operonu 1 v pfitomnosti induktoru
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Geneticka evidence negativni a pozitivni regulace
Bodové mutace — mutanty s rdznymi vlastnostmi
Chovani v komplementacnich testech

konstitutivni mutant — mutant u n¢hoz jsou geny operonu
transkribovany vzdy
negativni regulace — ¢ast¢jsi —
jakakoliv mutace, ktera inaktivuje represor nebo jeho vazbu na operator

recestvni k WT — regulacni WT protein se vaze na operator mutanta — trans
acting

pozitivni regulace — malo casté -

mutace, ktera méni pouze vazbu induktoru, vazba na operator musi byt
zachovana

dominantni k WT — u mutantnfho aktivatoru je zachovana vazba na promotor -
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(\ui_ = AVAVAVAVAV AVAN AN AN 4

oo FAPRAF \'\’\l\'\’\ﬁea\’\'\’\’
—

Y AVAVAVAUAVAVAN AV ANV AN 4 toin PRI

Regulace transkripce

Geneticka evidence negativni a pozitivni regulace
Deprivacni mutant — mutant u né¢hoz nejsou geny operonu
transkribovany bez ohledu na pfitomnost aktivatoru

Negativni regulace

0 méné casté — mutace v misté vazby aktivatoru (laktoza) —

dominantni k WT

Pozitivni regulace
jakakoliv mutace branici vazb¢ na operator - ¢asté

m recesivni k WT -



Dalsi negativné regulované operony

Gal operon - konverze galaktézy na glukosu

3 strukturni geny
galE -epimeraza - UDP galaktézu na UDP glukosu
galT - transferaza - zaména fostatové skupiny za UDP na galaktdze
2alK - kinaza - fosforylace na galaktosa-1-fosfat
dva represory
GalR - mutace zptusobuji konstitutivni expresi operonu
Pokud mutace pouze v GalR- dochazi ke zvySeni transkripce po pfidani galaktézy

GalS - residual regulation - kontrola transportu do bunék

dva operatory

upstream od promotoru - oE %’m‘“}
uvnitf strukturniho genu galE - ol il
dva promotory - PG1 PG2 gaR galt__gall __galK
enzymy jsou potieba kdyz Pl it 9
neni k dispozici glukosa (katabolicka represe) 1) Pt it
syntéza polysacharidui 1 v pfitomnosti glukdzy ey



Geneticky ditkaz gal operonu

1solace mutant v operétoru

Mutace v ol - kolekce konstitutivnich mutant gal operonu
isolace z kment se super represorovou mutaci galRS analogie lacI®
mutace-dominantni trans - méni represor tak ze nemuze vazat induktor
pokud mutanty v operatoru -zabranuji vazbu represoru na operator
konstitutivni mutanty transkribujici 1 v nepfitomnosti gal
pokud galR®> mutanty rostou na galakt6ze jako jediném zdroji C
vétsina v galR represoru - dalsi mutace znemoznujici vazbu na operator

nckteré v operatoru zabraﬁujici vazbu na operatorové misto

redukce poctu mutaci v galR
pouziti diploidnich bunc¢k v galRS-
pouze dvé nezavislé mutace v galR zméni buniku v konstitutivni
dv¢ nezavislé mutace jsou méné casté nez mutace v operatoru

identifikace mutaci v operatoru
komplementace a diikaz cis-acting



Geneticky dikaz

oal operonu

¥
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dikaz, ze mutace v o, (uvnitf strukturniho genu galE) je
mutace v operatoru

prikaz schopnosti vazat GalR
DNA obsahujici galE je naklonovana do multikopiového plazmidu
transformovana do bunék pak tyto bunky obsahuji mnoho kopii

galE genu
pokud je operatorové misto —

vyvazi se vSechny molekuly galR —

nereprimuje se transkripce — konstitutivni transkripce

titrace — metoda, kdy se syntetizuje operon nebot’ je operon
,,osvobozen ., od vlivu represoru ( escaping synthesis)

v gal operonu pouze c¢astecné konstitutivni mutanty

jeste jeden operator — ob¢ oblasti na jednom plazmidu

zalezi na vzdalenosti



Geneticky dikaz gal operonu

dikaz dvou operatorovych mist

stejna sekvence — stejny protein A — X
rozeznava stejnou strukturu na DNA o il iy galf o
10 bp vzdaleny — stoceni DNA — aby se
represor nevazal na opacné strany operatoru | L
HU protein — vazba mezi operatory a staceni
DNA — histon like protein .
experimentalné se dokazuje vkladanim extra
DNA mezi operatory
represosome —

struktura DNA, HU proteinu a
homotetrameru represoru navazaného na
operatory
] (Geanacopulos et l. Nat.Struct.Biol. 8,
432, 2001)




Biosynteticke operony

regulace opacna nez u degradativnich operont (lac, gal,)
enzymy biosyntetické drahy nejsou syntetizovany v
pfitomnosti koncového produktu biosyntetické drahy

konstitutivni mutanty takové, které syntetizuji produkt i v jeho
pritomnosti

represor — regulacni protein

korepresor — efektor vazici se na represor a usnadﬁujici vazbu
na operétor

konec¢ny produkt syntetické drahy

aporepresor — v nepfitomnosti korepresoru je represor
neaktivni

represor bez korepresoru



Tryptotanovy operon

5 strukturnich gena —

syntéza tryptofanu z chorismové
kyseliny
jeden promotor — ptrp —
negativné regulovany represorem
TrpR
v nepfitomnosti tryptofanu —
aporepresor —

probiha transkripce

v pfitomnosti tryptofanu —
korepresor

— vazba na operator

isolace mutant v operatoru stejna
jako u lac, gal operonu

A In the absence of tryptophan

o
.
O

B In the presence of tryptophan




Pozitivni regulace

tol operon — degradace cyklickych uhlovodiki
na plazmidu pWWO Psendomonas putida

degradace toluenu, xylenu a chlorovanych derivata

(katecholy)

dva operony -
,Lupper draha — toluen na benzoat
H2Jower® draha — stipe benzoatovy

regulace — pozitivni v pfitomnosti toluenu —

Obe¢ drahy koordinované a nezavislé — v I
P e r———y D e Pr mmp

dva aktlvétory xyICMABN : xyIXYZLTEGFQKIH xylS  xylIR

. . . Upper pathway ; Lower pathway < p;
XylR — NtrC rodina aktivatora T A
XylS — LysR rodina aktivatora

COOH COOH

CH,
@ @ @ TCA
cycle

Toluene Benzoate Benzoate



o . {
tol operon — genetické studie | == : g

Upper pathway ik Lower pathwa Ps
p y

XyIR

preneseni plazmidu do E. co/

mutagenese plazmidu Tn5 a pfeneseno zpét do P. putida
stanoveni fenotypu — inaktivace gent umoznujici rist na toluenu
lokalizace mutace a sekvenace

analyza regulace

klony které nemaji xylS nemohou exprimovat geny dolni drahy 1 v pfitomnosti
benzoatu

xylS — pozitivni regulator dolnfho operonu

klony nemajici xylR — neexprimuji horni operon a xylS je transkribovan s nizsi
rychlosti

xylR je pozitivni aktivator horntho operonu a xylS

pokud xylS nadprodukovan —

aktivace dolnf drahy i v nepfitomnosti benzoatu

XylS — aktivuje transkripci dolni drahy v nepfitomnosti benzoatu pokud je pfitomen v
nadbytku



tol operon — genetické studie

rozsifeni substratové specifity tol operonu
metodami genetické selekce
zvySeni rozsahu induktort
technikou genové fuze

provadéno v E. c/i — XylS protein muze aktivovat dolni drahu i v E. co/s
pL promotor byl fuzovan s tetracyklinovou resistenci na plazmidu
transformace do E. co/i s plazmidem exprimujici XylS protein
v pfitomnosti benzoatu — teracyklin rezistentn{
mutageneze E. co/i s obéma plazmidy

selekce na tetracyklin v pfitomnosti alternativnich substrat
4-ethyl benzoat

vétsinou konstitutivni mutanty — exprese 1 v nepfitomnosti induktoru
nckteré reagujici na pozmeénény aktivator

sekvenace —mutanty v xylS pouZity k vytvofeni mutanta



Komplexni promotory

globalni regulacni mechanismy
regulacni systémy regulujici soucasn¢ nekolik operonti
nutricni limitace —

katabolicka represe (crp — lac,ara, gal, mal)

limitace dusiku — (rpoN — glnA, degradce aa)

limitace fosforu — (phoBR — 38 genti — phoA, pst system)
limitace ristu -

stringentni odpovéd’ (nedostatek aminoacyl-tRNA — relA,;spoT — rRNA,
tRNA)

stacionarni faze — rpoS — 40 gent -
limitace kysliku — fnr — 31 gend — nitrat reduktaza
stres -

osmoregulace kdpDE — transport drasliku
atd



Komplexni promotory

Soucasny pfistup — komparativni genomika —
Identifikace represorti a aktivatorti ve vSech bakteriich
Patfi do limitniho poctu rodin
Na zakladé¢ sekvencni a strukturni podobnosti
Stejné motivy vazby k DNA — helix-turn-helix, winged HTH, looped-
hinge helix, zinc finger motif
15 rodin aktivatorti a represort — nazev podle 1. objeveny

m Lacl — represory z utilizace cukri

m TetR — tet R v Tnl0 — 100 druhtt — ATB rezistence a syntéza,
osmo regulace , efluxni pumpy, virulentn{ geny, moduluje DNA

m AraC — 100 druht — utilizace cukrt, tol operon (XylS), stresové
odpoveédi (SoxS)

= NtrC — aktivace pouze se sigma 54, Tol operon (XylR), aktivace
ATP



Komplexni promotory

nckolik typu interakei aktivatoru s operatorem a RNAP
aktivator pfimo interaguje s RNAP — posilen{ vazby na promotor pfimou protein-
protein interakci s C koncem o podjednotky RNAP
dva typy interakce I. tfida a II. tfida
A cl, CRP (cyclic AMP binding protein),
MetR rodina aktivatora (Tn21)
Nir operon (nitrite reductase) — IHF a Fis protein

alternativni mechanismus — zména konformace promotoru — lepsi rozeznani RNAP

I. tiida — interakce aktivatoru s upstream lokalizaci DNA (-61, -71, -81, nebo
-91) a C-terminalni doménou o podjednotky RNAP

II. tfida — aktivator se vaze na promotorové -35 misto
komplexni promotory
kombinace obou typt

soucasna regulace aktivatorem s druhym aktivatorem (E.co/i proP)

soucasna regulace aktivatorem a represorem (E. co/i ara operon)



Komplexni promotory

Current opinion in Microbiology 2004, 7, 102

[a) Simple promaiers

1355 | Class I

[b) Complex promaobers




Komplexni promotory

Represory — ptsobi na iniciact transkripce
Zabranuji vazbé RNAP na promotor
Sterické branéni
Ohyb DNA
Zabranuji RNAp separaci vlaken DNA — vytvareni
otevien¢ho komplexu

Zabranuji pohybu RNAp z promotoru — promoter
escape



Komplexni promotory
-

0 Piiklady - promoter escape

= P4 — Bacillus subtilis bakteriofag — vytvaii tak silny

romotor, ze RNAP je] nemize opustit
p 5 ]€] p




Komplexni promotory

Aktivatory — iniciace transkripce
Zesileni promotoru
Stabilizace RNAP komplexu
Nekteré vazba na RNAP pfed vazbou na DNA — SoxS,
Umoznuji RNAP vazbé¢ na promotor — NtrC

Remodelace promotoru — vytvofenim denaturacni
smycky — ,,zkracen{* promotoru



Komplexni promotory
-

o Ptiklady — sigma 70 bez aktivatoru




Komplexni promotory

T
0 Priklady — CRP — protein — cAMP vazebny protein




Komplexni promotory
-

o Priklady — c1 z lambda faga — aktivace z pRM promotoru




Komplexni promotory

I
o Priklady - NtrC

Induction




Komplexni promotory
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Komplexni promotory

Fis dependentni aktivace proP P2 promotoru
(J.Mol.B1ol.(2002) 316, 517-529)

transportér pro prolin, glycin-betain
dependentni na Fis proteinu a rpoS (sigma faktor pro stacionarni fazi)

Fis — transkripéni faktor exponencialni faze — participuje na regulaci
rekombinace a replikace

na proP P2 se vaze na -41 misto (mechanismus II. typu)

dukaz interakce s CTD a identifikace mista interakce 7 vivo
kolekce mutant v o podjednotce RNAP

testovana schopnost exprese proP z P2 promotoru

mutanty obsahujici plasmid s bodové mutovanou (alanin) o podjednotkou
RNAP a profaga obsahujici proP P2 fuzi s lacZ

stanoven{ B-galalktozidizové aktivity v jednotlivych mutantech - graf
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