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Abstrakt

Topologie DNA hraje klicovou roli v regulaci genové exprese tak, ze ovliviiuje interakce mezi DNA a
RNA polymerdzou, a rovnéz i dalSimi regulacnimi proteiny. V této praci se vénuji procesu transkripce a
vybranym mechanism0m jeji regulace se zamérenim na vliv topologie DNA. Kli¢ovou charakteristikou
topologie DNA je Uroven jejiho nadSroubovicového vinuti. Popisuji, jaky vliv ma nadSroubovice DNA na
iniciaci transkripce, a jak ji ovliviiuji topoizomerdazy a proteiny asociujici s nukleoidem. Dale se zabyvam
vybranymi priklady regulace genové exprese pomoci topologie. Zavérem pak diskutuji alternativni
faktor oV bakterie Bacillus subtilis, ktery vykazuje vy$$i efektivitu iniciace transkripce na linedrnich
(tj. relaxovanych) templatech DNA, oproti templatlim s negativni nadsroubovici. Touto charakteristikou

se o" diametralné lisi od ostatnich faktorl o.

Klicova slova: DNA, topologie, RNA polymeraza, transkripce, promotor, faktor sigma

Abstract

DNA topology plays a key role in regulation of gene expression by affecting interactions between DNA
and RNA polymerase and other regulatory proteins. In this work, | review the process of transcription
and selected mechanisms of its regulation, focusing on the effects of DNA topology. A key characteristic
of DNA topology is the level of supercoiling. | describe how the DNA supercoiling influences initiation
of transcription, and how it is affected by topoisomerases and nucleoid-associating proteins. | then
discuss selected examples of regulation of gene expression by topology. Finally, | discuss the alternative
oM factor from Bacillus subtilis, which allows more efficient transcription initiation from linear
(i.e. relaxed) rather than supercoiled DNA templates. In this property, oV diametrically differs from

other o factors.
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1. Uvod

Bakterie jsou vSudypfitomné, podafilo se jim osidlit vSechny habitaty na svété od pldy po termalni
prameny a dna oceanU. Predstavuji zakladni slozky nejen vétsiny ekosystéml, ale hraji duleZitou roli i
v lidském zdravi a prlmyslu. Informace nezbytné pro vyvoj a funkci vSech Zivych organisma jsou
zakédovany v molekule deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Prepis genetické informace z DNA probiha

procesem genové exprese.

Regulace exprese genl predstavuje stéZejni biologicky proces, jehoZ studium poskytuje vychozi bod pro
vyzkum a pochopeni bakteridlni evoluce, adaptace nebo virulence. Patogenni bakterie vyuZzivaji
sofistikované strategie regulace genové exprese, aby mohly kolonizovat hostitelské prostredi, vyhybat
se imunitni odpovédi ¢i ji modifikovat. Rozlusténi téchto sloZitych regulaénich mechanism( ma zasadni

vyznam pro vyvoj novych IéCiv a boj s infekénimi chorobami.

Prvnim a klicovym krokem genové exprese je prepis informace z DNA do molekuly ribonukleové
kyseliny (RNA). Molekula DNA vsak neni jen statickym uloZistém genetické informace, ale také
dynamickou molekulou, kterd podléha cetnym strukturnim zménam, jeZz zasadné ovliviuji jeji
dostupnost, stabilitu a funkci v bunééném prostredi. Topologie DNA je zasadni pfi utvareni vyssi
struktury genomu a ovliviiuje procesy, jako je skladani chromatinu a prostorové usporadani genetickych
elementll. Topologie DNA hraje klicovou roli v regulaci genové exprese tim, Ze moduluje
pristupnost/afinitu DNA pro RNA polymerazu a regulacni proteiny. Pochopeni mechanismd, kterymi
topologie DNA Fidi expresi gend je zasadni nejen pro zidkladni pochopeni fungovani tohoto procesu, ale
mUZe poskytnout informace pro vyvoj novych antibiotik ¢i vyuZiti v biotechnologiich, v€etné vyroby

biopaliv, 1éCiv a prlmyslovych enzym.

Ve své budouci diplomové praci se budu experimentéalné zabyvat vlivem faktoru o" na bakteridlni
transkripci. Tento faktor o z bakterie Bacillus subtilis vykazuje vyssi efektivitu iniciace transkripce na
linearnich (tj. relaxovanych) templatech DNA, oproti templatidm s negativni nadsroubovici. Timto se
diametralné lisi od ostatnich faktorl o v B. subtilis, kde je efektivita iniciace transkripce vys$si na
templatech s negativni nadSroubovici (Sudzinova et al., 2021). VySe zminovana diplomova prace bude

mit za cil rozlustit molekularni podstatu tohoto chovani.

Tato bakalarska prace tedy mapuje literaturu v oblasti regulace transkripce topologii DNA a poskytuje
teoreticky zaklad pro jiz probihajici experimentalni praci. Nejprve jsou zde popsany zakladni principy
bakterialni transkripce a stézejni transkripéni enzym DNA-dependentni RNA polymeraza (RNAP) spolu
s faktory o. Ddle jsou vysvétleny vybrané mechanismy regulace transkripce s dirazem na jejich interakci
s topologii DNA. V zavérecné ¢asti jsou pak popsdny soucasné znalosti o transkripci na relaxovanych a

nadSroubovicovych templatech v zavislosti na rznych faktorech o. Informace v této préci se zaméruji



prevazné na modelovou bakterii Escherichia coli, pfipadné Bacillus subtilis. Vlyjimky jsou specifikovany

v textu.



2. Transkripce

Transkripce DNA je klicovy biologicky proces, pfi kterém je podle molekuly DNA syntetizovdna molekula
RNA, ktera je nezbytna pro nasledujici produkci proteini nebo muizZe mit roli regulacni, strukturni i
katalytickou (shrnuto v Buskila et al., 2014). Transkripce u bakterii hraje klicovou roli v jejich rlstu,
preZiti a schopnosti se pfizplsobit podminkam v prostredi. V tomto procesu sehrava klicovou roli RNAP

a s ni asociujici faktory o (shrnuto v Paget, 2015).

2.1. RNA polymeraza
DNA-dependentni RNA polymeraza (RNAP) je zasadni pro prezZiti, rist a adaptaci buriky. Struktura,

sekvence i funkce katalytického jadra RNAP jsou evoluc¢né konzervované od bakterii po eukaryota

(shrnuto v Ebright, 2000).

Jadro bakterialni RNAP se sklada z 5 podjednotek: dimeru a a podjednotek B, B, w. Dvé podjednotky a
vytvari homodimer a jsou kddovany genem rpoA. Podjednotka a obsahuje C-termindlni doménu, ktera
se u vétsiny promotorl vaZe na oblast pfed promotorem proti sméru transkripce (tzv. UP element) a
interaguje s mnoha transkripénimi faktory. Hraje tedy kli¢ovou roli v regulaci transkripce. Neméné
dllezita je i jeji role pri sestavovani podjednotek tim, Ze spojuje dohromady podjednotky p a B’ (shrnuto

v Ishihama, 1992).

Podjednotky B a B’ vytvareji strukturu enzymu, kterd pripomind krabi klepeta (Obr. 1). Tyto
podjednotky vzajemné interaguji a spolupracuji na vytvareni katalytického centra enzymu (Zhanget al.,
1999). Podjednotka B je kédovana genem rpoB a podjednotka B'genem rpoC. Na podjednotku B’ se
vaze podjednotka w kédovana genem rpoZ. Delece tohoto genu nesniZuje Zivotaschopnost bakterii E.
coli v laboratornich podminkach (Gentry et al., 1991), nicméné zpUsobi zpomaleni ristu oproti kmenu
divokého typu (Mukherjee and Chatterji, 1997). Podjednotka w interaguje se specifickymi oblastmi
podjednotky B a jeji C-terminalni ¢asti, coz pfispiva ke snizeni konfiguracni entropie. Tim podjednotka

w podporuje sestaveni RNAP a zvysuje jeji stabilitu (Minakhin et al., 2001).

RNAP fady grampozitivnich bakterii (jako je napf. modelova bakterie B. subtilis) obsahuje neesencialni
podjednotku §, ktera je kddovana genem rpoE. Tato podjednotka zvysuje efektivitu a specificitu syntézy
RNA pomoci zvysené recyklace RNAP a vétsi selektivité vici promotoru (Juang, Helmann, 1994a).
PfestoZe tato podjednotka neni esencidlni sama o sobé, jeji absence je pro buriku fatalni, pokud soutézi
s kmenem divokého typu (Rabatinova et al., 2013). RNAP téchto bakterii obsahuje také neesencidlni

podjednotku g, kddovanou genem rpoY, jejiz funkce nebyla dosud objasnéna (Keller et al., 2014).



V RNAP se nachazi tfi ddlezité kanaly. Primarni kanal nebo také DNA kanal vaze templatové viakno DNA,
zatimco sekundarnim kandlem vstupuji nukleosid trifosfaty (NTP) do aktivniho mista. Nové
syntetizovana RNA opousti RNAP v misté zvaném vystupni kanal (exit channel) (Zhang et al., 1999).
Aktivni centrum RNAP se nachdzi na bazi primarniho kandlu a obsahuje iont Mg?. lont Mg? je
chelatovan aspartaty v konzervované sekvenci -NADFDGD- v podjednotce B’. Tento motiv je
zodpovédny za koordinaci kovového iontu a je nezbytny pro katalytickou aktivitu enzymu, ktera je

zprostfedkovana pravé iontem Mg?* (Zaychikov et al., 1996).
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Obrazek 1. Jadro RNAP B. subtilis

Podjednotky jsou barevné vyznaceny: dimer a oraniovou a zelenou barvou, podjednotka B je vyznacend
tyrkysovou, podjednotka B’ cervenou, podjednotka w Zlutou a podjednotka & je vyznacena modre. Upraveno
z PDB: 6ZCA.

2.2. Faktory o

RNAP je schopna se nespecificky vazat na DNA a iniciovat syntézu RNA z konc DNA (shrnuto v Saecker
et al., 2011). Nicméné ke specifické iniciaci transkripce dochazi ze sekvenci zvanych promotory (viz 2.3).
K iniciaci z promotorové DNA je nezbytny faktor o, jenz reverzibilné asociuje s jddrem RNAP za vzniku

holoenzymu (Burgess et al, 1969).

Obvykle jsou faktory o rozdélovany do dvou odlisnych rodin na zdkladé homologie se dvéma faktory
identifikovanymi v modelové bakterii E. coli. Témito faktory jsou priméarni faktor 67° a strukturné odlisny
faktor o°*. Faktor 67 je nezbytny pro bé&Znou transkripci v exponencidlné rostoucich burikich, zatimco

funkce faktoru o°* je regulace transkripce podle signdl( z prostfedi (shrnuto v Paget, 2015).

Faktory o obecné rozpoznavaji specifické promotorové elementy, které se nachdzeji pred iniciaénim

mistem transkripce, faktory 6’° rozpozndvaji pozice -10 a -35, zatimco faktory 6°* pozice -12 a -24. Tyto



elementy maji obvykle délku 5-6 parQ bazi (bp) (shrnuto v Paget, Helmann, 2003). Faktory o dale
interaguji s aktivatory transkripce, podileji se na otevirdani promotorové DNA a ovliviiuji rané faze

transkripce (shrnuto v Saecker et al., 2011).

Vétsina faktor( o patfi do rodiny 70, kterd je na zékladé struktury a funkce rozdélena na Ctyfi hlavni
skupiny. Ty se od sebe lisi také (ne)pfitomnosti 4 konzervovanych domén (01.1, 02, 03, o4). Kazda
zdomén o2, 03 a o4 interaguje se specifickymi promotorovymi elementy a s RNAP (Obr. 2). Vsechny
skupiny maji domény 02 a 04, jelikoz obsahuji hlavni vazebné elementy RNAP a promotoru (Campbell
et al., 2002). Skupina 1 se sklada z primarnich faktor( a jako jedina obsahuje doménu o1.1. Skupiny 2
aZz 4 jsou tvorené alternativnimi faktory se specializovanymi funkcemi. Tyto alternativni faktory o jsou
koordinované exprimovany a fidi geny zapojené do rlznych funkci, véetné reakci na stres,
morfologického vyvoje a pfijmu Zeleza (shrnuto v Paget, 2015). Do skupiny 4 patfi také faktor oV
bakterie B. subtilis, ktery byl poprvé identifikovdn po vystaveni bunék antibiotiku mitomycin C.
Mitomycin C zpUsobuje linearizaci DNA a aktivuje expresi oV, coZ vede ke smrti bunék zatim nezndmym

mechanismem (Myagmarjav et al., 2016).

-35 region —-*

—-10 region

Obrazek 2. Model interakce holoenzymu RNAP s DNA.

Hlavni domény faktoru o jsou vyznaceny tmavé Sedou barvou, zatimco domény RNAP jsou vyznaceny svétle
$edou. Sipka oznaduje smér transkripce. Pfevzato z (Paget, Helmann, 2003).

2.3. Promotor v DNA

Promotorovd sekvence se sklada z kratkého uUseku DNA, ktery funguje jako regulacni element
kontrolujici iniciaci transkripce. Promotor se od genu nachazi proti sméru transkripce (upstream) a je
zodpovédny za interakci a sprdvné nasmeérovani RNAP. Bakteridlni promotory vétSinou byvaji dlouhé
okolo 40 bp a obsahuji nékolik specifickych promotorovych elementl. Tyto elementy jsou vysoce
konzervované a rozpozndavaji je pfedevsim faktory o. Mezi nejvyznamnéjsi elementy faktoru o*
(resp. 0”°) patfi oblast -10 (TTTATA) a oblast -35 (TTGACA), dale rozsifend oblast -10 a UP element.
Konsensus sekvence TTTATA a TTGACA plati pro faktor o* (shrnuto v Saecker et al., 2011).



Nerovnomérné silné interakce RNAP s promotorovou DNA je urcena jejich rozdilnou sekvenci. Nejvyssi
efektivitu maji promotory se sekvencemi blizké konsenzualnim sekvencim a s UP elementy. Rozdily v
promotorovych sekvencich sice umoZiuji regulaci promotorové aktivity, ale tato regulace neni flexibilni
vzhledem k podminkdm prostfedi. Proto hraje klicovou roli v adaptivni regulaci modulace

transkripcnimi faktory ¢i malymi molekulovymi efektory (shrnuto v Browning and Busby, 2004).

2.4. Iniciace transkripce
Transkripce zacina rozpoznanim a navazanim holoenzymu RNAP do promotorové oblasti DNA pomoci

faktoru o. Faktor o primarné interaguje s oblasti DNA na pocatku transkripcni bubliny (oblast -10). Tim
dochazi k preorganizovani struktury DNA a k jejimu navdzani na hlavni ¢ast RNAP. Pokud se holoenzym
takto na DNA nenavaZe, nedojde ke spravnému pfipojeni na promotor a transkripce se nezahdji (Bae et
al., 2015). Pro iniciovani transkripce je klicovd orientace karboxylové (C) a aminové (N) koncové
domény faktoru o v komplexu holoenzymu-DNA. V tomto komplexu je k DNA faktor o orientovan C-
koncovou doménou proti sméru transkripce a N-koncovou doménou po sméru transkripce. (Murakami

et al., 2002).

Nejprve se tedy vytvori pocatecni uzavieny komplex (RPc), kde je DNA ve formé duplexu. Nasleduje
proces isomerizace, kdy dochazi k oddéleni templatového a netemplatového vilakna prostiednictvim
podjednotky a. Pomoci konformacnich zmén je templatova DNA umisténa do aktivniho centra enzymu
tvorfeného podjednotkami B a B’. Nejprve vznika nestabilni otevieny komplex, ktery je nahrazen vysoce
stabilnim otevienym komplexem (RPo) (shrnuto v Saecker et al., 2011). RPo je stabilizovan pomoci
faktoru o, ktery rozpléta dvouvldknovou strukturu DNA promotoru v oblasti -10, a svou doménou 62
se navaze na netemplatové vldkno DNA (Juang, Helmann, 1994b). Nékteré promotory pfirozené vytvari
pouze nestabilni oteviené komplexy, coZz umoZnuje jejich regulaci koncentraci iniciacnich nukleosid
trifosfatd (iNTP) nebo alarmonem ppGpp (Barker et al., 2001; Barker and Gourse, 2001; Krasny et al.,
2008).

Mezi doménami 03 a 04 se nachazi konzervovany linker (03.2), ktery se vklada do aktivniho centra
RNAP. Linker 03.2 napodobuje molekulu RNA a pomaha preusporadani jednovldknové DNA (single-
stranded DNA, ssDNA) do helikalni struktury. Zvysuje afinitu vazby k iNTP, nicméné tento linker musi

byt odstranén po syntéze prvnich 4 NTP (Murakami et al., 2002).

Pred prechodem do elongacni faze mizZe dochazet k predCasné terminaci inicia¢ni faze procesem
zvanym abortivni iniciace. Béhem tohoto procesu dochazi k opakované syntéze kratkych RNA

transkriptl (vétsSinou dlouhych 2-15 nukleotid(l). Abortivni iniciace mdze hrat roli v regulaci genové



exprese in vivo (Goldman et al., 2009). KdyZ je vznikajici RNA transkript dlouhy 12-15 nukleotidd,

faktor o je obvykle uvolnén z komplexu a vznikd elongaéni komplex.

2.5. Elongace transkripce
Po uvolnéni faktoru o zkomplexu dochazi k vyraznym konformaénim zménam ve strukturnich

doménach, které v iniciatnim komplexu interagovaly s faktorem o a v elongaénim komplexu interaguji
s nukleovymi kyselinami. Zaroven dochazi k zizeni primarniho kandlu, coz podporuje vysokou stabilitu

a procesivitu elongacniho komplexu (Vassylyev et al., 2007).

V elongacni fazi se RNAP pohybuje podél templatového vlidakna DNA a syntetizuje RNA transkript
(Obr. 3). Rychlost elongace se udava primérné cca 90 nt/sec (Dennis et al., 2009). Vznikajici RNA
interaguje s DNA za vzniku hybridu DNA:RNA. Netemplatové vlakno se postupné od templatového
oddéluje, na opacném konci dochazi k jejich opétovnému spojovani. Dochazi tak k posunu transkripéni
bubliny. Translokace RNAP podél vldkna DNA je klicovym aspektem elongace. Syntéza RNA nemuze
pokracovat, pokud nedojde k premisténi (translokaci) 3’konce RNA a neni uvolnéno aktivni misto pro
nové prichozi NTP. Proces translokace vyZzaduje rozpleteni jednoho paru DNA po sméru transkripce,
obnoveni parovani bazi proti sméru transkripce a zkraceni hybridu DNA:RNA (shrnuto v Mustaev et al.,

2017).

Netemplatova DNA

/ Templatova DNA

Sekundarni kanal

RNA

Obrazek 3. Struktura elonga¢niho komplexu

RNAP tvofi elongacni komplex spolu s molekulou DNA a nové vznikajici molekulou RNA. Netemplatové vlakno
DNA je oznaceno modrou barvou, templatové vlakno cervenou barvou a vznikajici RNA je oznacena Zlutou barvou.
Jadro RNAP je oznaceno Sedé, pficemz podjednotky, které prodélaly nejvétsi konformacéni zménu po prechodu do
elongacni faze, jsou oznaceny zelenou barvu. Upraveno z (Vassylyev et al., 2007).



2.6. Terminace transkripce
B&hem procesu terminace dochazi k sérii krok(, které vedou k disociaci RNAP a uvolnéni nové RNA.

U bakterii nachazime nékolik riznych terminaénich mechanism(, mezi ty nejzasadnéjsi patti terminace

vnitfni (nezavisla na faktoru Rho) a terminace zavisla na faktoru Rho.

Vnitfni terminace zavisi na signalech pfimo zakdédovanych v DNA. Je charakteristickd tvorbou
terminacni vlasenky a segmentu bohatého na U (tzv. U-trakt) o délce 7-8 nukleotidl, pficemz nejvice
konzervované jsou prvni tfi U (Carafa et al., 1990). KdyZ RNAP prepisuje posledni nukleotidy, zastavi se
na 3’konci, coz umozni vytvoreni terminacni vldsenky bohaté na GC pary nasledované U-traktem. Diky
tomu je elongacni komplex RNAP ireverzibilné zachycen. Za fyziologickych podminek zachyceny
komplex rychle disociuje v dusledku preruseni vSech stabilnich kontaktli s RNA (Gusarov and Nudler,

1999).

Terminace zavisla na faktoru Rho vyZzaduje translokacéni aktivitu RNA-dependentniho hexameru Rho.
Tento mechanismus zahrnuje rozpoznani a vazbu na vznikajici transkript RNA. Faktor Rho ma nejvyssi
afinitu k poly-C sekvencim (Lowery-Goldhammer and Richardson, 1974; Epshtein et al., 2010). Tyto
sekvence jsou znamé jako mista vyuziti Rho (tzv. rut sites) a byvaji G-chudé, aby nedochazelo ke vzniku
sekundarnich struktur, které vazbu faktoru Rho inhibuji (Allfano et al., 1991). Po navazani se faktor Rho
premistuje podél RNA a odviji duplex RNA-DNA ve sméru 5' - 3'. S faktorem Rho interaguje dalsi
transkripcni faktor zvany NusG, ktery méni konformaci faktoru Rho a pomahd RNA se protahnout
centralnim pérem Rho. Nasledujici translokacni aktivita vyuziva energii z hydrolyzy adenosin trifosfatu
(ATP). K disociaci RNAP od transkriptu dochazi poté, co faktor Rho premisti pres pér veskerou RNA
(shrnuto v Ray-Soni et al., 2016; Molodtsov et al., 2023).

U nékterych organismd se muzZe faktor Rho, svoji pfirozené nestrukturovanou doménou, podilet na
fazové separaci (liquid-liquid phase spearation, LLPS) — fenoménu znamého z Eukaryot ale dosud malo
prozkoumaného u bakterii. LLPS pak napomahda ucinnosti terminace a Zivotaschopnosti bakterie

Bacteroides thetaiotaomicron v prostfedi hostitele (Krypotou et al., 2023).



3. Regulace transkripce

Regulace genové exprese na urovni transkripce umozniuje bakteriim reagovat na podnéty z prostredi.
Tento regulacni mechanismus umoZiuje Setfit energii a je kliCcovy pro preziti a evoluci bakterii.
Energeticky nejefektivnéjsi je z hlediska genové exprese regulace na Urovni iniciace transkripce.
Rozmisténi RNAP v burice je kontrolovana nékolika rozdilnymi mechanismy, mezi néz patii vyse
popsana sekvence promotoru a faktory o. V ndsledujici kapitole bude popsana regulace transkripce

pomoci faktorl anti-o, malych molekul a vybranych proteinovych faktora.

3.1. Faktory anti-o

Faktory anti-o se vazi na alternativni faktory o, a tim inhibuiji jejich interakci s RNAP. Faktory anti-o jsou
sestavené z vazebné a senzorické domény, kterd reaguje na intra- nebo extracelularni signal. Byvaji
soucasti kotranskribovanych operonl faktorll o, coi pravdépodobné poméaha s udrienim

stechiometrické hladiny (shrnuto v Paget, 2015).

Faktory anti-o vyuZivaji rizné mechanismy k uvolnéni faktor(i o v reakci na specifické podnéty. Mezi
dva takové klicové mechanismy patii sekvestrace a disociace holoenzymu. Béhem sekvestrace faktory
anti-o blokuji klicové vazebné domény faktor( o a tim jim brani v asociaci s RNAP a zahdjeni transkripce
(Sorenson et al., 2004). Tato vazba miZe byt regulovana faktorem anti-anti-o, ktery se navaze na faktor

anti-o a uvolni faktor o.

Naopak, disociace holoenzymu zahrnuje oddéleni holoenzymu RNAP na jeho jadro a slozky faktoru o.
Toto oddéleni mlze byt spusténo vazbou faktoru anti-o na faktor o, coZ destabilizuje holoenzym. Po
disociaci holoenzymu muze faktor o volné interagovat s jinym jadrovym enzymem RNAP a iniciovat

transkripci na jiném promotoru (shrnuto v Helmann, 1999).

3.2. Malé molekuly

Regulace pomoci malych molekul predstavuje mechanismus, ktery RNAP umozZiuje efektivné a rychle
reagovat na environmentalni zmény. Mezi nejvyznamnéjsi regulacni malé molekuly patfi iINTP a
guanosin-3,5bisfosfat (ppGpp). Regulace pomoci iNTP je spjata predevsim s regulaci ribozomalnich
promotor(l a dostupnost iNTP ovliviiuje expresi vreakci na rychlost rlstu. Naopak ppGpp je
syntetizovan ve stresovych podminkdch jako je nedostatek Zivin, kdy v bunce neni dostatek
aminokyselin pro naslednou translaci (shrnuto v Browning and Busby, 2004). U¢inky iNTP a ppGpp se

vsak vzdjemné doplnuji a jejich vliv na transkripci je komplementarni. K poklesu transkripce rRNA ve



staciondrni fazi ptispivd jak zvysSeni koncentrace ppGpp, tak i snizeni koncentrace iNTP (Murray et al.,

2003).

Mezi zakladni NTP patfi ATP, guanin trifosfat (GTP), cytidin trifosfat (CTP) a uracil trifosfat (UTP). Iniciacni
NTP se liSi mezi promotory, nicméné u vétsiny bakterii prevlada jako iNTP ATP nebo GTP (Krasny et al.,
2008). Promotory ribozomalni RNA (rRNA) vyzaduji pro efektivni transkripci relativné vysoké
koncentrace iNTP, jelikozZ tvofi nestabilni komplexy s RNAP. ATP a GTP hraji klicovou roli ve stabilizaci

otevieného komplexu, ktery je nezbytny pro Uspésnou iniciaci transkripce (Gaal et al., 1997).

Alarmon ppGpp pUsobi jako signdini molekula, kterd méni regulaci transkripce v bakteridlni burice.
Syntéza ppGpp je indukovana stresem, napf. nedostatkem aminokyselin. Kdyz se hladina ppGpp zvysi,
navaze se na RNAP, coz zplsobi destabilizaci otevieného komplexu, ktera snizi rychlost transkripce. To
ma za nasledek sniZeni exprese rychle rostoucich gen( a zaroven zvySeni exprese genl podilejicich se
na biosyntéze aminokyselin a strategiich preZiti. Kromé toho muZe ppGpp interagovat s dalsimi
transkripcnimi faktory nebo faktory o, jako je RpoS, coz dale ovliviiuje expresi genll reagujicich na stres

(Brown et al., 2002).

PfestoZe se ppGpp vaze na RNAP bez ohledu na promotor, inhibuje transkripci pouze u promotord,
které tvofi relativné nestabilni oteviené komplexy. Tyto promotory s kratkymi Useky bohatymi na GC
pary v blizkosti pozice +1 (tzv. diskriminator), fidi transkripci genl potfebnych pro translaci. Takové
promotory se vyznacuji i tim, Ze vykazuji nizkou aktivitu pfi nizkych koncentracich iniciaéniho

nukleotidu, obvykle ATP (shrnuto v Browning and Busby, 2004).

ppGpp se na RNAP m(iZe vazat pfimo, jako je tomu u E. coli, kde se vaze na dvé r(iznd mista na RNAP,
Casto ve spojeni s transkripénim faktorem DksA (Paul et al., 2004). U B. subtilis vsak ppGpp transkripci
ovliviiuje nepfimo zménou hladiny GTP v burice a na RNAP se nenavaZe (Krasny and Gourse, 2004). GTP
je spotfebovano pro biosyntézu ppGpp, a kdyZ jeho hladina stoup3, inhibuje in vitro enzymy biosyntézy
GTP, jako jsou Gmk a HprT (Obr. 4), coZ vede k dalsimu poklesu hladiny GTP. Tato regulace zajistuje, Zze
hladiny GTP zlstavaji v optimalnim rozmezi pro rdst, zabranuje toxické akumulaci GTP a udrzuje
bunécnou homeostazu (Kriel et al., 2012). Nizka hladina GTP zpUsobuje nizkou transkripci z promotorf
vyZadujici GTP jako iniciacni nukleotid, mezi néz patfi geny pro rRNA (Krasny and Gourse, 2004; Natori

et al., 2009).
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Obrazek 4. (p)ppGpp inhibuje in vitro aktivitu Gmk a HprT

Enzymaticky experiment in vitro s vyCisténymi komponenty ukazujici, Ze (p)ppGpp, ale ne GTP, inhibuje aktivitu
Gmk a HprT a dosahuje 50% inhibice pfi 20 uM (p)ppGpp pro Gmk a 11 uM (p)ppGpp pro HprT. Na ose x je
znazornéna koncentrace (p)ppGpp a GTP v uM. Na ose y je zndzornéna aktivita Gmk/HprT v %. GTP je vyznaceno

cerné a (p)ppGpp Cervené. Prevzato z (Kriel et al., 2012).

3.3. Transkrip¢ni faktory

Transkripcni faktory hraji klicovou roli pfi regulaci exprese genl tim, Ze interaguji s DNA v blizkosti
promotor( a ovliviiuji, zda a jak Casto bude gen prepisovan. Sekvencni specifita DNA vazebnych
proteinll je dana jejich strukturou, kterda umoznuje rozpoznani a vazbu na specifické DNA sekvence v
promotorovych oblastech. V E. coli bylo identifikovano pres 300 regulacnich protein( interagujicich
s DNA, z nichZ 35 % jsou aktivatory, pfes 40 % represory a pres 20 % protein(i m(iZe zastdvat obé funkce.
Zhruba 8 % vSech znamych otevienych Ctecich ramcl (ORF) E. coli tedy kdduje transkripcni faktory a

podili se na efektivni regulaci genové exprese (Perez-Rueda, 2000).

Zajimavé je, ze pouze sedm transkripcénich faktor (CRP, IHF, FNR, FIS, ArcA, Lrp a H-NS) je zodpovédnych
za regulaci 50 % vsech regulovanych gen(ll. To ukazuje, jak efektivné je regulovana exprese gend.
V poloviné pripadl se ovSsem jedna o regulaci nékolika transkripénimi faktory zaroven a globalni
regulator pak plsobi spolecné s lokalnimi vice specifickymi regulatory. Oproti tomu zhruba 60 faktor(

reguluje pouze jeden promotor (Martinez-Antonio and Collado-Vides, 2003).

V kapitole o topologii DNA budou popsany faktory FIS (factor for inversion stimulation), H-NS (Histone-
like nucleoid structuring protein) a IHF (integration host factor), jelikoZz reguluji transkripci gen

modulaci topologie DNA a fadi se mezi proteiny asociované s nukleoidem.
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4. Topologie DNA

Molekula DNA se skldada ze dvou komplementarnich vldken, které se spolu paruji pomoci vodikovych
mastk( mezi jednotlivymi bazemi. Purinova baze adenin (A) se vaze s pyrimidinem thyminem (T) a
purin guanin (G) se vaze s pyrimidinem cytosinem (C). Vldakna DNA jsou antiparalelni a vytvareji

dvousroubovici (Watson and Crick, 1953).

Nejcastéjsi forma DNA v Zivych burikdch je B-forma, ktera se vyznacuje pravotocivou strukturou dvojité
Sroubovice svelkym a malym Zldbkem. B-DNA je stabilnéjsi a béZné se vyskytuje za pfirozenych
fyziologickych podminek v burikdch. M3 stejnou Sitku pro kazdy par bazi. Velky Zlabek B-DNA je Siroky
a hluboky, zatimco maly Zlabek je Uzky a hluboky a poskytuje specifickd vazebna mista pro proteiny a
jiné molekuly (shrnuto v Bates and Maxwell, 2005). DNA mUzZe zaujimat i A-formu, kterd vznika
v dehydratacnich podminkach, kdy tvofi pravotocivou dvojitou Sroubovici s kratSi a kompaktné;jsi
strukturou ve srovnani s B-DNA (Franklin and Gosling, 1953). U A-DNA jsou pary bazi sklonény k ose
Sroubovice. Velky Zlabek A-DNA je hluboky a uzky, zatimco maly Zlabek je Siroky a mélky, coZ pfispiva k
jeji jedinecné geometrii (shrnuto v Bates and Maxwell, 2005). Naopak relativné vzacna levotociva Z-
DNA vznikd pouze ve specifickych podminkdach jako jsou vysoké koncentrace soli. Kazdy druhy par bazi
Z-DNA ma opakuijici se strukturu a jeji velky a maly Zlabek se od sebe v Sifce lisi pouze minimalné (Mitsui

et al., 1970; Ravichandran et al., 2019).

Topologie uzaviené kruhové molekuly DNA je definovana pomoci celkového poctu vinuti (linking
number, Lk). To popisuje, kolikrat jsou dvé viakna DNA vzajemné propojena. Lk z(istava pro uzavienou
kruhovou DNA konstantni a miZe se zménit pouze prerusenim vldken a jejich naslednym spojenim.
Celkovy pocet vinuti je dan sou¢tem nadsroubovicového Cisla (writhe, Wr) a dvousroubovicového Cisla
(twist, Tw). NadSroubovicové Cislo predstavuje miru zkrouceni nebo stoceni osy DNA v trojrozmérném
prostoru. DvouSroubovicové Cislo oznacuje pocet obtoceni dvojité Sroubovice kolem své osy na
jednotku délky. Je uréeno mistnim sklonem Sroubovice a je ovlivnéno poctem parid bazi a opakovanim

Sroubovice.
Lk = Tw + Wr

Zmény jednoho z téchto parametr( jsou kompenzovany Upravami ostatnich, aby se zachoval celkovy
pocet vinuti. KdyZ se celkovy pocet vinuti zméni v dlsledku nadsroubovicového vinuti (supercoiling)
nebo jinych faktord, slozky Tw a Wr se prizplsobi, aby se zachovalo celkové Lk. Napfiklad u negativné
stocené DNA se slozka Wr zvysuje, aby kompenzovala pokles Tw a zajistila, Ze celkové Lk zlstane

konstantni (Maxwell and Gellert, 1986).
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4.1. Nadsroubovicové vinuti

NadsSroubovicové vinuti (supercoiling) je jev, pfi kterém dochazi k dodate¢nému vinuti molekuly DNA
nad radmec bézné dvousSroubovicové struktury. Dochazi k nému, kdyZ je Sroubovice DNA nadmérné
nebo nedostatecné navinutd, coz vede ke vzniku superhelikalni molekuly DNA (shrnuto v Wang, 1986).
Nadsroubovicové vinuti mlzZe byt pozitivni nebo negativni. Pfi pozitivnim je molekula DNA v porovnani
s uvolnénym stavem nadmérné stocena nebo previnutd. Vysledkem je tésnéjsi vinuti Sroubovice DNA,
diky ¢emuz je DNA kompaktnéjsi. To mUze ovlivnit iniciaci transkripce a replikace. Pfi negativnim vinuti
je DNA v porovnani s relaxovanym stavem nedostatecné stoend nebo navinutd. To vede k méné
tésnému vinuti Sroubovice DNA, pficemZ mezi rfetézci je méné propojeni nez v uvolnéném stavu
(shrnuto v Schvartzman and Stasiak, 2004). Negativni vinuti mdZe usnadnit iniciaci procesu, jako je
replikace DNA, transkripce a rekombinace, protoZe zptistupriuje DNA a usnadnuje jeji odvijeni (Marians

et al., 1986; Vologodskii and Cozzarelli, 1994).

4.2.Topoizomerazy

V regulaci topologie DNA hraji klicovou roli topoizomerazy, které katalyzuji zmény v celkovém poctu
vinuti. Topoizomerdzy mohou $tépit vldkna DNA, a tim vytvaret prechodné zlomy, ¢imz zmirfiuji torzni
napéti a udrzuji spravnou topologii DNA. Béhem Stépeni topoizomerdzami dochazi ke vzniku pfechodné
fosfodiesterové vazby mezi tyrosinem v proteinu a jednim z koncll preruseného vldkna. Topoizomerazy
jsou nezbytné pro replikaci, protoze pomahaji odvijet vldkna DNA a uvolfiovat torzni napéti, které
vznika pred replikacni vidlickou. Prvni faze lokalniho oddéleni vldken pomoci DNA helikazy u negativni
nadsroubovice molekuly DNA vede k redukci negativni nadSroubovice, avSak dalsi oddéleni zplsobuje
nardst pozitivni nadsroubovice (Obr. 5). Toto vznikajici torzni napéti brani dalsi aktivité helikazy
(shrnuto v Schvartzman and Stasiak, 2004). Topoizomerazy se podileji i na transkripci tim, Ze usnadnuji

pohyb RNAP podél templatové DNA (shrnuto v Champoux, 2001).
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Obrazek 5. Zména vinuti molekuly DNA plisobenim DNA helikazy

Z negativni pravotoCivé nadSroubovice DNA (vlevo) se stdvd pozitivni levotoCivd nadSroubovice (vpravo)
v dlsledku lokalniho odvijeni vldken pomoci DNA helikaz (Sedé Sipky). Pfevzato z (Schvartzman and Stasiak,
2004).

Topoizomerazy se rozdéluji na typ | a typ Il. Topoizomerazy typu | Stépi pouze jedno vldkno, zatimco
topoizomerazy typu Il mohou Stépit obé vldkna DNA. V E. coli byly nalezeny dvé topoizomerazy typu |
a to topoizomerdza | a lll. Topoizomerdza | uvolfiuje negativné svinutou DNA tim, ze vytvari
jednovldknové zlomy, které umoziuji druhému vldknu rotovat kolem zlomu pred jeho opétovnym
uzavienim. Tento proces vede k relaxaci zavinuté DNA bez nutnosti hydrolyzy ATP (Wang, 1971;
Zechiedrich et al., 2000). Topoizomeraza lll hraje roli v procesech opravy DNA a rekombinace. Pfestoze
neni schopna uvolfovat pozitivni superzavity, plisobi na struktury DNA, které obsahuji dvouretézcové
zlomy nebo oblasti zapletené DNA. Tato topoizomerdza dokadze oddélovat kruhy DNA tim, Ze zavadi
prechodné zlomy a umoziiuje fetézcm DNA projit zlomy pfed opétovnym uzavienim (Hiasa and

Marians, 1994).

Dalsi dvé topoizomerdzy v E. coli patfi mezi typ Il a jsou to DNA gyrdza a topoizomeraza IV.
Topoizomerazy typu Il funguji tak, Ze vytvofi dvouretézcovy zlom v jednom Useku DNA, provedou timto
zlomem dalsi segment DNA a poté zlom znovu uzaviou (Obr. 6). Tento proces umoznuje uvolnéni

pozitivnich i negativnich superzavit v DNA (shrnuto v Deweese et al., 2009).
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DNA gyraza je jedinou znamou topoizomerazou schopnou vytvaret negativni nadSroubovici na ukor
hydrolyzy ATP (Gellert et al., 1976; Reece and Maxwell, 1991). DNA gyraza se nejprve navaze na Usek
DNA, zndmy jako G-segment, a obtoc¢i kolem sebe DNA. Poté dojde ke konformacni zméné gyrazy, coz
vede k otevieni brany DNA. To umozZni dalSimu segmentu DNA (T-segment) byt transportovan pres tuto
branu za spotfeby ATP. Pfi protahovani T-segmentu zavadi DNA gyrdza do molekuly DNA negativni
superzavity. Nasledné je zlom v DNA ligovan a jsou uvolnény produkty hydrolyzy ATP (shrnuto v
Champoux, 2001). Role topoizomerazy IV se C¢asteCné prekryva stopoizomerazou lll, jelikoZ
topoizomeraza IV je primarné zodpovédnd za dekatenizaci (oddélovani) molekul DNA.
Topoizomeraza IV Stépi a znovu spojuje vldkna DNA, ¢imz zajistuje spravné oddéleni replikovanych

chromozomu (Zechiedrich and Cozzarelli, 1995).

(=) SC Relaxed

(-1) Type ll (+1) —
1) Topo (1)

ALk = -2 ALk =0 ALk =0

Obrazek 6. Relaxace DNA katalyzovana topoizomerazou typu Il

Topoizomeraza typu Il uvolfiuje DNA, negativni vinuti se méni na pozitivni a diky tomu se méni i Cislo celkového
poctu vinuti z -2 na 0. Pfevzato z (Deweese et al., 2009).

4.3.Proteiny asociované s nukleoidem

Proteiny asociované s nukleoidem (nucleoid-associated proteins, NAP) jsou bakterialni proteiny vazajici
DNA, které hraji klicovou roli pfi udrzovani struktury a dynamiky nukleoidu a pfi vytvareni kompaktni
DNA. Jsou velmi hojné a maji schopnost ovliviiovat transkripci, replikaci DNA, rekombinaci a opravy
specifickych gend. Mezi hlavni NAPs v E. coli patti faktory FIS, H-NS a IHF, které mohou zaroven fungovat

jako transkripéni faktory.

4.3.1. Faktor FIS

Faktor FIS je protein ohybajici DNA, ktery se hojné vyskytuje v exponencialni fazi. Jeho exprese vsak
rychle klesd, kdyzZ burika dosahne stacionarni faze, coz naznacuje klicovou roli pfi prechodu mezi témito
fazemi (Schneider et al., 1997). FIS reguluje mnoho gen( a ovliviiuje i procesy replikace, rekombinace

a DNA transpozice. VétSina genl regulovanych FIS je fizena neptimo, jelikoz FIS ovliviuje syntézu
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prislusnych represorovych proteind. FIS pfimo interaguje s C-terminalni doménou podjednotky o RNAP

a rekrutuje tak RNAP k zahdjeni transkripce (Bokal, 1997).

FIS interaguje s DNA tak, Ze ji ohybd a vytvari komplexni struktury, které tvofi v podstaté oddélené
Useky DNA spojené alespon jednim zakrutem. Tyto struktury mohou byt spojeny s oblastmi s vysokou
transkripcni aktivitou (Schneider, 2001). U gen( vazanych na FIS byla zjisténa vys$si hladina genové
exprese, a FIS tak plsobi prevainé jako aktivator (Kahramanoglou et al., 2011). Aktivita FIS neni
ovlivnéna vazbou malych molekul, ani neni regulovana posttranslacnimi modifikacemi, ale zavisi pouze
na jeho koncentraci v burice. FIS se vdze prevazné na AT bohaté sekvence a jeho interakce s DNA je
ovlivnéna Sitkou malého Zlabku. NavaZe se pouze do velmi Uzkého malého Zlabku (dano pravé sekvenci
AT), coz mu umozni pomoci a-helixd interagovat s prilehlym velkym Zlabkem, kde vznikd nova vazba

vedouci k ohnuti a stabilizaci DNA (Stella et al., 2010).

4.3.2. Faktor H-NS

Faktor H-NS ovliviiuje expresi zhruba 5 % genl v E. coli (Hommais et al., 2001) a oproti faktoru FIS
plsobi prevainé jako represor transkripce. U genl vazanych na H-NS byla zjisténa nizZsi mira genové
exprese nez u genl, které na néj vazané nejsou (Kahramanoglou et al., 2011). Bylo popsano nékolik
mechanismu, kterymi H-NS ovliviiuje iniciaci transkripci. H-NS se vaZze na AT bohaté oblasti a méni
organizaci chromozomu tak, Ze vytvari DNA-H-NS-DNA mosty, které udrzuji tésnou kondenzaci
chromozomu (Dame et al., 2006). H-NS ale mQzZe vytvaret i represivni smycky, ve kterych zlstane
uvéznéna RNAP, aniz by mohla prejit do elongacni faze. V tomto pripadé vznikaji pouze kratké neuplné

transkripty (Dame et al., 2002).

Pravdépodobné vzacnéjsim mechanismem je tzv. vylouceni RNAP. V této situaci dochdzi k oligomerizaci
H-NS a vytvoreni dlouhych Usekd DNA s navazanym H-NS, ktery interaguje s C-termindlni doménou
RNAP. Promotor se tedy stava pro RNAP nedostupny (Shin et al., 2012). H-NS se také m(ze vazat ptimo
na konkrétni promotor (napft. pro gen dps), a tim zabranit vazbé faktoru o, a tedy i iniciaci transkripce.
Promotor dps je regulovan také faktorem FIS. V tomto pripadé pUlsobi FIS jako represor, ktery uvézni
RNAP na promotoru, a tudiz nedojde k iniciaci (Grainger et al., 2008). Oba faktory FIS a H-NS jsou
nejhojné;jsi v exponencidlni fazi, zatimco ve stacionarni fazi klesa hladina H-NS o 60 % a hladina FIS je
prakticky nulova (Obr. 7). Diky tomu je hladina Dps (DNA-binding protein from starved cells)
v exponencialni fazi velmi nizka, ale ve stacionarni fazi se zvysi pfiblizné 30x (Ali Azam et al., 1999). Dps
se ve stresovych podminkdch podili na kondenzaci DNA do velmi kompaktniho nukleoidu, ¢imz ji

pomaha chranit pred poskozenim oxidativnim stresem (Martinez and Kolter, 1997).
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Obrazek 7. Koncentrace proteinli v zavislosti na ristové fazi

Graf znazorfiuje koncentraci vybranych proteinl vazajicich DNA jako pocet molekul proteinu v jedné burice.
Proteiny zmifiované v této praci jsou oznaceny oranZové. Exponencialni faze je oznacena bile, brzkd stacionarni
faze srafované a pozdni stacionarni faze ¢erné. Prevzato z (Ali Azam et al., 1999)

H-NS mizZe transkripci negativné ovliviiovat, i kdyZ dojde k Uspésné iniciaci. Pokud se RNAP béhem
elongace dostane do mista DNA-H-NS-DNA mostu, dojde k pozastaveni elongace, kterd vede k Rho-
zavislé terminaci. Naopak linedrni DNA-H-NS vlakna elongacni komplex nijak neovliviiuji (Kotlajich et

al., 2015).

Tyto mechanismy slouZi pfevazné k potladeni transkripce horizontalné prenesenych gent a transkripce
nekddujicich sekvenci. H-NS pravdépodobné rozeznava neplvodni sekvence diky rozdilnému obsahu

AT parQ v genomu (Navarre et al., 2007).

4.3.3. Faktor IHF

Faktor IHF je jeden z nejvice zastoupenych proteinll ohybajicich DNA v E. coli a ovliviiuje rizné bunécné
mechanismy od replikace a transkripce az po mistné-specifickou rekombinaci. Pravé diky své roli
v mechanismu rekombinace faga A byl prvné izolovan (Miller and Friedman, 1980). IHF se vaZe na
specifickou sekvenci o délce 13 bazi (Craig and Nash, 1984), vytvari na DNA ohyby o velikosti az 180°,
a tim se vyrazné podili na lokalni struktufe DNA i na celkové organizaci genomu (Rice et al., 1996). Ohyb,
ktery IHF vytvaFi, umoZfuje pfimou interakci vzdaleného transkripéniho regulatoru s RNAP. Uhel ohybu
je ovSem klicovy pro efektivni iniciaci. Ukazuje se, Ze k vytvoreni optimalnich interakci dochazi, pokud
je uhel mensi nez 180° (Engelhorn and Geiselmann, 1998). Druhy mechanismus iniciace transkripce
pomoci IHF spociva ve zvyhodnéni interakce C-koncové domény a podjednotky RNAP s UP elementy

na ohybané DNA (Bertoni et al., 1998). IHF muze také pomahat s vytvorenim otevieného komplexu na
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promotoru pomoci destabilizace DNA duplexu proti sméru transkripce, coZ vede ke sniZeni potfebné

aktivacni energie pro tvorbu komplexu (Parekh and Hatfield, 1996).

Nejvyssich koncentraci IHF dosahuje v brzké stacionarni fazi (Ali Azam et al., 1999), a hraje tedy klicovou
roli v organizaci genomu pfi pfechodu z exponencialni faze a zastaveni rlstu. Pokud bakterie nema
dostatek IHF pfi pfechodu do stacionarni faze, nedochazi k umléeni energeticky narocnych bunécénych
procesU. To zpUsobi horsi ptizplsobeni se nedostatku zdrojli a pfedstavuje to nevyhodu oproti ostatnim

bakteriim (Mangan et al., 2006).

IHF také aktivuje expresi genu virulence u nékolika patogennich druhl bakterii, napt. Salmonella
(Mangan et al., 2006) a Vibrio. Inaktivace IHF u Vibrio cholerae vede ke sniZeni exprese dvou hlavnich
faktord virulence: pilu regulovaného toxinem (TCP) kédovaného genem tcpA a cholerového toxinu (CT)
kédovaného genem ctx (Obr. 8). Inaktivace IHF tak brani produkci pilu a cholera toxinu. IHF se ptfimo
vaZe na promotor genu tcpA, kde vytvari ohyb a usnadiuje tak iniciaci transkripce. IHF tady plsobi proti
faktoru H-NS, ktery naopak na tento promotor plsobi jako represor (Stonehouse et al., 2008). Vazba
IHF a ohyb DNA, ktery vyvoldva, destabilizuje dlouhé Gseky DNA interagujici s H-NS. Tento mechanismus

predstavuje alternativni zplsob aktivace exprese genl pomoci IHF (Van Ulsen et al., 1996).
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Obrazek 8. Vliv IHF na expresi ctx-lacZ a tcpA-lacZ

Snizené hladiny exprese pozorované u promotorQ ctx a tcpA jsou zpUsobeny nedostatkem funkéniho IHF. WT
znaci kmen divokého typu, ihfA znadi mutanty v genu ctx-lacZ, pBAD znaci prazdny vektor a pIHFA znaci expresni
vektor IHFa. Na ose y jsou znazornény jednotky B-galaktosidazy. Pfevzato z (Stonehouse et al., 2008).

18



5. Regulace transkripce pomoci topologie DNA

Topologie DNA ovliviiuje transkripci dvéma mechanismy. Prvnim je vliv topologie na prostorové
usporadani promotoru a jejich vazebnych mist, ¢imZ méni jejich dostupnost pro transkripcni faktory a
RNAP. Vytvareni smycek a zavitd na DNA mUzZe tato mista pfibliZit nebo oddalit, a tim podpofit nebo

potlacit tvorbu iniciacniho otevieného komplexu (Yan et al., 2018; Dorman, 2019).

Druhym mechanismem je vliv na interakci s RNAP a regula¢nimi faktory. Ustdlené negativni
nadsroubovicové vinuti vytvari rovhomérnd aktivita DNA gyrdzy a topoizomerdz, které odstranuji
topologické zmény zpUsobené premistujici se RNAP. Negativni nadsSroubovicové vinuti obecné
podporuje transkripci, kdy sniZzuje potfebnou energii pro iniciaci a pomaha RNAP oddélit vidkna DNA.

Nicméné, jsou znamy i ptipady kdy ma efekt inhibi¢ni (Vologodskii and Cozzarelli, 1994).

Dobre prostudovanym prikladem regulace iniciace transkripce topologii DNA je zména exprese genu
DNA gyrdzy a topoizomerdz pomoci mechanismu zpétnovazebné kontroly. ZvySena relaxace ovliviiuje
geny topoizomeraz negativné, zatimco aktivita promotoru gyrA v E. coli se zvysuje (Menzel and Gellert,
1987; Tse-Dinh and Beran, 1988). Promotor gyrA je inhibovan také negativnim nadSroubovicovym
vinutim DNA, které vznika za transkribujici RNAP (transcription-coupled DNA supercoiling, TCDS). K této
inhibici dochdzi prostfednictvim prechodného a lokalizovaného negativniho vinuti, které vyvolava
transkripéni aktivita v blizkosti promotorové oblasti. Iniciujici RNAP tak mlZe byt inhibovana na

promotoru skrze RNAP, kterd iniciovala dfive (Dages et al., 2018).

Bakterie pouzivaji zménu topologie DNA také k adaptaci na zmény prostfedi jako je zména teploty a
osmotického tlaku. Transkripce velké skupiny genl reagujicich na osmoticky stres u bakterie E. coli je
vazana na zvyseni negativniho vinuti. K iniciaci transkripce dochazi v podminkach vysokého obsahu soli
ve spojeni s nékolika antibiotiky (Cheung et al., 2003). Zhruba 7 % (306) gen(li bakterie E. coli je
ovlivnéno zménou vinuti DNA. Exprese 106 genl se zvysuje v dlsledku relaxace chromozomu, zatimco
u 200 genl se exprese snizuje. Tyto geny se mezi sebou lisi predevsim poctem AT parQ v kédujici
sekvenci a vsekvenci proti sméru transkripce. Geny, jejichz exprese se zvySuje diky relaxaci
chromozomu, jsou bohatsi na AT pary, zatimco geny, jejichZ exprese se sniZuje, jsou vice GC bohaté.
Potfebna energie pro vytvoreni otevieného komplexu je vyssi, pokud je DNA relaxovana, nicméné AT

bohaté sekvence jeho vytvoreni usnadnuji (Peter et al., 2004).
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Rychle rostouci bakterie v exponencidlni fazi potrebuji exprimovat velké mnoiZstvi gen(, jejich
chromozom je tedy negativné vinuty a obsahuje vétsi mnoZstvi smycek na DNA (Obr.9). Ve stacionarni
fazi se chromozom stava vice relaxovanym a transkripéni aktivita se zpomali (shrnuto v Dillon and
Dorman, 2010). Ve stacionarni fazi je pro E. coli esencidlni faktor o RpoS, ktery Ucinné iniciuje transkripci

z relaxované DNA (Bordes et al., 2003).

a Exponential phase of growth b stationary phase of growth

o RMNA polymerase
at RNA promoters

Transcription
H-N5 Q factories O Fis

Obrazek 9. Nadsroubovicové vinuti chromozomu ovlivnéné NAPs v exponencialni a stacionarni fazi

V exponencidlni fazi (a) je chromozom usporadan do smyckovych domén, které jsou negativné vinuty.
S chromozomem hojné asociuji faktory H-NS (modfe) a FIS (Zluté) v mistech RNA promotord (Cervené).
Dohromady mUzou vytvaret tzv, transkripcni tovarny (zelené). Ve stacionarni fazi (b) je chromozom relaxovany a
ma méné smyckovych domén, koncentrace FIS vyrazné klesla. Pfevzato z (Dillon and Dorman, 2010).

DNA v bakteridlni burice je vSak vétSinou ve vice (exponencidlni faze) ¢i méné (stacionarni faze)
superzavitové (supercoilované) formé. Linearni forma DNA se u vétsSiny druh( bakterii objevuje pouze
zfidka. Diky negativnimu nadSroubovicovému vinuti je pro holoenzym RNAP snazsi rozplétat vldkna
DNA. Efektivita iniciace transkripce u vétsiny testovanych alternativnich faktord o v B. subtilis (o8, o®,
of, o a o) je vyrazné vy$si na templdtech s negativni nad$roubovici DNA, zatimco na lineérni
(relaxované) DNA je téméF nulova (Obr. 9). Toto plati i pro faktory of a o, které jsou aktivni ve
staciondrni fazi. Jedinou vyjimku tvofi faktor oV, ktery vykazuje vy3si aktivitu na linedrnim templatu
DNA (Obr. 10). Faktor o" je exprimovan po vystaveni bunék antibiotiku mitomycin C. Toto antibiotikum
vyvolava alkylaci DNA a jeji Stépeni, coz vede ke vzniku linedrnich fragmentl DNA (Lee et al., 2006). Je
tedy pravdépodobné, Ze z toho dlivodu je o™ aktivnéjsi v podobnych podminkéch, nicméné molekularni

podstata tohoto jevu z(istava neobjasnéna (Sudzinova et al., 2021).
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Obrazek 9. Transkripce in vitro s alternativnimi faktory o na topologicky rozdilnych templatech DNA

Pismena nad primarnimi daty (radioaktivné znacené transkripty rozdélené elektroforézou v polyakrylamidovném
gelu) oznaduji pouzity faktor o a jeho dependentni promotor. Faktor o” je znazornén &ernou barvou, o® tmavé
modrou, ¢* zelenou, of Zlutou, of hnédou a o' Eervenou. SC znadi templat s negativni nadSroubovici DNA a LIN
lineadrni (relaxovanou) DNA. Grafy ukazuji relativni kvantifikaci, kdy aktivita na SC byla nastavena jako 1. Pridani
faktoru o” slouZi jako kontrola, Ze pozorovand transkripce byla zpGsobena pfidanim specifickych faktord o, a ne

mozZnou kontaminaci jddra RNAP o”. Pfevzato z (Sudzinova et al., 2021).
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Obrazek 10. Transkripce in vitro s alternativnim faktorem o" a faktorem o* na topologicky rozdilnych templatech
DNA

relative
transcription
[a.u]

Transkripce in vitro pomoci del$iho konstruktu sigN P2+P3, ktery obsahuje P2 promotor pro ¢* a P3 promotor pro
oV. Pismena nad primarnimi daty (radioaktivné znalené transkripty rozdélené elektroforézou v
polyakrylamidovném gelu) oznacuji pouzity faktor o, jeho dependentni promotor je oznacen vlevo. Graf ukazuje
relativni kvantifikaci, kdy aktivita na SC byla nastavena jako 1. Faktor ¢” je zndzornén ¢ernou barvou a o fialovou.

SC znadi templat s negativni nadsroubovici DNA a LIN linearni (relaxovanou) DNA. Prevzato z (Sudzinova et al.,
2021).
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Patogenni bakterie Borrelia burgdorferi se béhem svého Zivotniho cyklu pfesouva z kliStéte do savciho
hostitele a musi se pfizpUsobit drastické zméné prostredi (shrnuto v Samuels, 2011). Rychlou reakci
umoznuje pravé zména topologie DNA, jelikoz Uroven negativniho nadSroubovicového vinuti se snizuje
se zvysujici se teplotou (LOpez-Garcia and Forterre, 2000). Pravé prostfednictvim environmentalné
indukovanych zmén v nadsroubovicové struktuie DNA je u B. burgdorferi regulovana exprese
vinuti, vede ke sniZeni aktivity promotoru OspAB a ke zvySeni aktivity promotoru OspC (Alverson et al.,
2003). OspA hraje daleZitou roli v interakci mezi bakterii a prenasecem, zatimco OspC hraje roli pfi

prenosu z prenasece do savciho hostitele (shrnuto v Samuels, 2011).

Genom B. burgdorferi obsahuje pres 20 linearnich a cirkularnich plazmid(. PrestoZe dochazi k iniciaci
transkripce z obou typl plazmid(, transkripce je zavisla na topologii. Pokud jsou plazmidy obsahujici
geny pro replikaci prevedeny do nenativniho topologického stavu, dochdzi ke snizeni hladiny

transkriptu (Obr. 11) (Beaurepaire and Chaconas, 2007).
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Obrazek 11. Transkripce plazmidi s nativni a nenativni topologii

Nativni topologie bbd14, iniciatoru replikace Ip17, je linearni. Po zméné topologie bbd14 byla na linedrnim
plazmidu pozorovana 7,4x vyssi exprese nez na cirkularnim plazmidu. Nativni topologie bbc01 a bbc03, gen( pro
replikaci plazmidu, je cirkularni. Po zméné topologie se sniZi Groven jejich transkripce. Konkrétné hladiny
transkriptu na kopii genu bbc01 a bbc03 vykazuji 10,7x a 2,4x nizsi expresi, pokud jsou exprimovany z linearniho
vektoru ve srovnani s cirkularni formou. Na ose y je zndzornéna uroven relativni transkripce. Prevzato z
(Beaurepaire and Chaconas, 2007).
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Topologie DNA nema vliv pouze na iniciaci transkripce, ale mGZe ovliviiovat i jeji elongaci. Béhem
probihajici transkripce se DNA po sméru transkripce stavd nadmérné navinutd, zatimco DNA proti
sméru transkripce se stava nedostate¢né navinuta. Tento jev miZe vést k vytvorfeni tzv. R-smycky, kdy
se vznikajici transkript RNA paruje s templatovou DNA. V tomto pfipadé RNAP nemlzZe pokradovat
v elongaci a zastavi se. Eliminace superzavitll pomoci topoizomeraz je tedy klicova pro Uspésné

dokonceni transkripce (Nudler, 2012; Dorman, 2019).

Elongace transkripce ma zvySeny vliv na lokdlni topologii DNA, zejména pokud vznikaji dlouhé
transkripty, jako jsou ty, které se vyskytuji v operonech kdédujicich ribozomdlni RNA a dalsi prvky
translaéniho aparatu. Casti DNA bakterie Caulobacter crescentus, které jsou vysoce exprimované,
vytvéreji topologické hranice mezi jednotlivymi doménami. Aktivni oblasti transkripce zplsobuji lokalni
naruseni nadsroubovicového vinuti, coZ vede k vytvoreni prostorovych mezer mezi doménami a vzniku
kontaktni bariéry. K obnoveni kontaktu a plektonemické struktury dochazi pouze pti zastaveni

transkripce v této oblasti (Le and Laub, 2016).
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6. Zavér

V této bakaldrské praci je popsan vzajemny vztah mezi bakteridlni transkripci a topologii DNA. VétsSina
molekuly DNA je v burice uspofaddna do negativni nadSroubovice, ktera snizZuje potfebnou energii pro
iniciaci transkripce a pomdaha RNAP oddélit vldkna DNA (Vologodskii and Cozzarelli, 1994). Béhem
transkripce dochazi ke zméné nadsroubovicového vinuti, DNA po sméru transkripce se stavd nadmérné
navinuta, zatimco DNA proti sméru transkripce se stavd nedostatecné navinutd. Tento problém

pomahaji fesit topoizomerazy, které katalyzuji zmény v celkovém poctu vinuti.

Zmény v topologii DNA mohou vytvaret také proteiny asociované s nukleoidem, které hraji klicovou roli
v udrZovani struktury a dynamiky nukleoidu. PUsobi také jako transkrip¢ni faktory a navazanim se do
specifického regionu DNA mohou podpofit nebo inhibovat iniciaci transkripce. NAPs také usnadnuji
tvorbu smycéek na DNA, které mohou pfiblizit plvodné vzdalené regulacni prvky k promotoru. Naopak
Faktor H-NS mUze vytvaret tzv. represivni smycky, ve kterych zlstane uvéznéna RNAP, aniz by mohla

prejit do elongacni faze (Dame et al., 2002).

Topologie DNA se méni v zavislosti na fazi rdstu bakterie. V exponencidlni fazi bakterie potrebuji
exprimovat velké mnoistvi gend, jejich chromozom je tedy vice negativné vinuty a obsahuje vétsi
mnozstvi smycek na DNA. Ve staciondrni fazi se chromozom stava vice relaxovanym a transkripéni
aktivita se zpomali (shrnuto v Dillon and Dorman, 2010). Nicméné, jsou znamy priklady, kdy maze byt
efektivnéjsi transkripce z vice relaxovanych templat(, prikladem jsou linearni plazmidy v B. burgdorferii
(Beaurepaire and Chaconas, 2007) ¢&i transkripce zavisld na faktoru o u B. subtilis (Sudzinova et al.,

2021).

Iniciace transkripce v B. subtilis je u primarniho a vétsiny alternativnich faktorl o efektivnéjsi na
templatech s negativni nad3roubovici DNA. Vyjimku pfedstavuje faktor oV, ktery je exprimovan po
vystaveni bunék antibiotiku mitomycin C (Sudzinova et al., 2021). Mitomycin C zplsobuje linearizaci
DNA, aktivaci exprese o a smrt bunék dosud nezndmym mechanismem (Myagmarjav et al., 2016).
Vlivem faktoru o™ na bakteriélni transkripci se budu experimentalné zabyvat ve své budouci diplomové

praci.

Celkoveé lze fici, Ze topologie DNA slouzi jako kriticky faktor ovliviiujici rizné aspekty transkripce, véetné
dostupnosti promotoru nebo procesu elongace. Vzajemné plsobeni mezi topologii DNA a transkripcni
regulaci umoZnuje adaptaci bakterii na rizné podminky prostfedi. Studium tohoto fenoménu je zasadni

pro posun naseho porozuméni zakladnim biologickym procestim.
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